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3. REsut1EN 

En países en desarrollo como México, el cultivo de 

crustáceos ha adquirido una gran importancia económica. Sin 

embargo, las efermedades causadas por par•sitos han limitado 

su producción a gran escala. Dentro de los mecanismos de 

defensa mAs importantes de los crust•ceos, se encuentra el 

sistema de la profenoloxidasa CproPO>, el cual es consideródo 

análogo a la vía alterna del complemento de mamíferos. 

Consiste de una cascada proteolítica que puede ser activada 

por componentes de la pared celular microbiana como el ~-1,3 

glucano y el LPS, y que culmina con la formación de melanina. 

En estudios citoquímicos, utilizando L-DOPA como 

sustrato, se observó la presencia del sistema de la proPO en 

los hemocitos granulares y subgranulares del acocil 

Procambarus clarki. El sitema se recuperó del sobrenadante 

del 1 isado de hemocitos por -la tfcnica 

congelamiento/descongelamiento y sólo fue activado por 

zimosán <~-1,3 glucano> o por lipopolisac•rido. La activación 

fue bloqueada 

Inhibidores 

por inhibidores para serina proteasas. 

para cisteín proteasas produjeron una 

hiperactivación del sistema. El anéli•i• electroforftico del 

lisado de hemocitos mostró dos molécula• de 37 y 39 kDa 

sensibles a los inhibidores para serina proteasas, 

probablemente involucrados en la activación del sistema y un 

polipéptido de 41 kDa sensible a inhibidores para cistein 

proteasas que posiblemente se encuentre involucrado en la 

regulación del sistema de la proPO en ~- clarki. 

V 
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4. INTRODUCCIDN 

Los invertebrados se encuentran muy diversificados en la 

naturaleza; incluyen cerca de dos millones de especies 

-contenidas en más de 20 fila, desde organismos unicelulares 

hasta los más complejos protostomados. Ocupan todos los 

nichos ecológicos y en su mayoría forman parte importante 

dentro de las cadenas tróficas. 

es 

Dentro de los invertebrados, 

uno de los más importantes, 

nOmero de especies dentro del 

.el grupo de los artrópodos 

ya que contiene el mayor 

animal, y una amplia reino 

distribución en la naturaleza. Estos organismos aparecieron 

desde el Cámbrico y se han diversificado a gran escala. Con 

tales características este grupo se vuelve muy interesante, 

como modelo, para el estudio de procesos biológicos en otros 

organismos, como por ejemplo la 

embargo, en la actualidad toda 

respuestas inmune. 

la información sobre 

Sin 

la 

respuesta inmune se ha obtenido de una clase del filum 

Vertebrata y esencialmente del ratón <Cooper y cols. 1992>. 

Sin lugar a dudas el sistema inmune es una 

característica comOn dentro del reino animal, pero el grado 

de interrelaciones y orígenes 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), y 2> la 

predisposición para investigar y definir la respuesta inmune 

en invertebrados en base al conocimiento que tenemos en 

vertebrados <Bang 1966, 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 ayudaría a comprender mejor su 

funcionamiento y las posibles relaciones filogenéticas. 

4.1. CARACTERISTICAS DE LA RESPt.ESTA IN'l.INITARIA DE LOS 

INVERTEBRADOS. 

La caracteristica .... importante que define la 

respuesta inmunitaria de un organismo, as la capacidad da 

reconocer lo propio de lo no propio, y loa inv•rtabradoa 

tienen esta capacidad, al discernir y ali minar partícula• 

extrañas a pesar de carecer de inmunoglobulinas y linfocitos. 

El reconocimiento de lo no propio puede sar observado dasde 

protozoarios, que muestran incompatibilidad al tranaplanta d• 

nücleos extraños. Cuando el nücleo tranaplantado as da la 

misma especie el porcentaje de rechazo es menor <Coopar 

1981). Estas reacciona& unicelulares pueden ser precursora& 

del reconocimiento especifico contra lo no propio del 

organismo. 

Se ha observado que cuando dos esponjas da especies 

diferentes son disgregadas y mezcladas, tatas se vualven a 

reagrupar sin mezclarse, lo que sugiere un eficiente sistema 

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

es mucho más violento en una segundo implantación. 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 protección de corta duración e inespecífica 

<Cooper 1974>. 

En la actualidad se conoce que los invertebrados poseen 

un sistema de defensa que con fines prácticos se divide en 

celular y humoral: 

a> Respu••t• in11Una 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 coagulación <Cooper 1974, Johansson y 

Soderh~ll 1989a>. 

1) FagocitDBis. La fagocitosis surgió primero que 

cualquier otro mecanismo de defensa específico e 

inespecífico, y en todos los organismos que se han estudiado 

se ha observado la presencia de c~lulas con capacidad 

fagocítica. 

La fagocitosis es una función ancestral. En protozoarios 

<p. ej. amibas> une a un mecanismo de defensa con un medio de 

obtención de alimentos. Estos organismos fagocitan por medio 

de un reconocimiento mediado por receptores de membrana. En 

esponjas, la fagocitosis por amebocitos juega tambi~n un 
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papel importante en la alimentación y defensa del organismo 

<Cooper 1981 >. 

Los anélidos, moluscos e insectos presentan células 

llamadas celomocitos muy eficientes en la eliminación de 

partículas extrañas por fagocitosis, misma que en ocasiones 

se ve i ncrementada por la presencia de sustanc i as 

opsonizantes en la hemolinfa <Tyson y Jenkin 1973>. La 

fagoci tosis se ha estudiado con mayor detall e en insectos, 

donde el mecanismo es esencialmente el mi smo que el de otras 

células fagociticas, y consiste de tres pasos• 1> unión y 

reconocimiento de la partícula extraña, 2> inQestión y 3> 

destrucción y digestión. Durante este proceso se ha observado 

la fusión del fagosoma con lisosomas y la liberación de 

enzimas lisosomales < Ratcliffe y Rowley 1979). 

2 > Encapsula•iento y coagulaci6n. La c•psula es un 

agregado de hemocitos que se forma alrededor de partículas 

que no pueden ser fagocitadas por su gran tamaño . Cuando un 

parAsito penetra en la cutí cula de un artrópodo, éste óltimo 

reacciona encapsulandolo y con frecuencia lo melaniza 

<Unestam y Nyhlén 1974, S6derhall y cola. 1979). Asimismo, 

se presentan mecanismos de coagulación para atrapar par•sitos 

y prevenir pérdidas de sangre a través de heridas, siendo 

estas reacciones realizadas por las células sanQuíneas 

circulantes <hemocitos> que proveen factores requeridos para 

la coagulación del plasma <Durliat 1981, Durliat 1985, 

Johansson y Soderhill 1989a>. 

b> Respuesta in.una hUllDral. 
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En lo que se refiere a la respuesta humoral, se 

caracteriza por ser tardía e inducible y mediada por 

proteínas antibacterianas, las cuales son sintetizadas 

después de la infección o una herida. Algunas de estas 

proteínas han sido aisladas de diferentes invertebrados y 

dentro de las más importantes encontramos a las atacinas, las 

cecropinas, la melitina, las lisozimas, las diptericinas y 

las lectinas <Boman y Hultmark 1987>. 

Bang <1966> observó la aparición de sustancias líticas 

<l i si nas) contra protozoarios flagelados después de la 

inyección de éstos en el hemocele de 

cuales desaparecen varios días 

Sipunculus 

después de haber 

las 

&ido 

eliminado el material extraño. Asimismo observó la aparición 

de sustancias antibacteriales que son aparentemente liberadas 

por células de la hemolinfa. 
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4.2. I~TANCIA BIDLOGICA Y ECCNlttlCA DE LOS 

CRUSTACEOS. 

Los crustáceos forman un grupo de organi&mo& de gran 

éxito en la naturaleza. Los podemos encontrar tanto marinos 

como dulceacuícolas y varias especies han invadido el medio 

terrestre• los hay también sésiles y de vida libre así como 

algunos parásitos altamente especializados, y otroa que son 

la base dentro de algunas cadenas tróficas <Barnea 1987>. 

Desde su aparición hace 20 millones de años en el período 

Tri!sico han sufrido pocos cambios morfológicos, y en la 

actualidad se pueden encontrar organismos verdaderamente 

pancrónicos <Llera 1984). 

El grupo de los crustáceos es de gran interés en la 

actualidad, debido a que representan una fuente alternativa 

de obtención de alimentos y de empleos. Particularmente la 

camaronicultura se encuentra en pleno crecimiento y presenta 

grandes perspectivas de desarrollo. 

Para México, en loa ültimos año• la peaca de ca•arón se 

ha mantenido en 73 mil toneladas anualea, con lo cual ocupa 

el 7o. lugar como productor de camarón a niv•l mundial 

<Acuavisión 1986, Secretaría de Pesca 1989>. Sin embargo, la 

demanda supera la captura, por lo cual ha •ido necas11rio 

buscar alternativas como el cultivo controlado de estos 

organismos. 

Hasta 1984, la producción mundial cultivada fue de 111 

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

de camarón en cultivo, de las cuales el 90 Y. fue 

comercializada al mercado estadounidense <Secretaría de Pesca 

1987). 

En nuestro país se ha registrado un avance considerable 

en el desarrollo del cultivo de camarón. De octubre de 1987 a 

abril de 1989 se construyeron 100 unidades de producción, 

teniendo en proceso de construcción 34 nuevas granjas. La 

producción en 1987 alcanzó 1700 toneladas y al finalizar 1988 

se alcanzaron las 3600 toneladas <Secretaría de Pesca 1989). 

Como hemos visto el cultivo de camarón representa una 

fuente de grandes beneficios &limenticios y económicos. Sin 

embargo, se obtiene casi por completo a través de la captura, 

la cual ha llegado a su punto máximo de rendimiento. 

Aunque el camarón <Penaeus stylirostria y Panaeus 

vannamei>, continóa siendo el principal crust•ceo que demanda 

el mercado nacional e internacional, varios 

crustáceos en México con posibilidades comerciales. Se cuenta 

con la tecnología de cultivo para el langostino malayo 

<Macrobrachium rossemberaiil, y recientemente ha surgido en 

México el interés por el cultivo del "cangrejo de río" 

<Procambarus clarkil, de la "langosta australiana" 

<Quadricarinatus tenuimanus>, la jaiba <Callinect1s sp.> y la 

langosta <Panulirus ~> <Armijo 1992>. 

No obstante, las grandes concentraciones de organismos 

en áreas pequeñas y cerradas ofrecen un medio adecuado para 

que proliferen parásitos y microbios patógenos. 
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Se han citado diferentes condiciones que propician el 

desarrollo de microorganismos en el cultivo de camarón, tales 

como• 1) parásitos que puedan producir sustancias que 

disminuyan la actividad del sistema inmunitario, 2> debilidad 

debida a deficiencias nutricionales del animal, 3) alta 

densidad de la población, 4> manipulación inadecuada y 5) 

mala calidad del agua <Universiadad de Sonora 1985, Brick y 

Davis 1987, Ramirez 1988). 

Se han reportado cerca de 20 enfermedades virales 

<principalmente por bacuolovirus> en varias especies da 

crustáceos, pero se carece de e&trategia& o metodologias de 

tratamiento, y sólo se cuenta actualmente con t6cnicas 

moleculares para su diagnóstico, que en paises en desarrolla 

no se préctican por su elevado casto <Universidad de Sonora 

1985, Bonami 1992). 

Las enfermedades causadas por bacterias son reportadas 

como las més abundantes, siendo el g6nero Yibrig sp. el m•• 
comunmente encontrado. La i nf.ecci ón bacteriana •• puede 

localizar en la cutícula o dentro del cuerpo del animal. Se 

desconoce la forma de tratar dichas enfermedades <Universidad 

da Sonora 1985). 

Las enfermedades causadas por hongos en los crust•ceos 

son consideradas las m•s devastadoras en todo el mundo. Para 

controlar estas enfermedades se han empleado diferentes 

sustancias químicas y antibióticos con resultados no muy 

satisfactorio&, puesto que se han llegado a desarrollar cepas 

resistentes adem·ás de que algunas de las sustancias químicas 
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utilizadas son tóx icas para el hombre <Universidad de Sonora 

1985, Bautista 1988>. 

Como se puede observar, no existen metodologías eficaces 

para combatir las enfermedades en cultivos de crust•ceos, 

debido a la falta de técnicas y estrategias de estudio de su 

respuesta inmunológica. Por lo anterior, consideramos que es 

apremiante la realización de traba j os que aporten 

conocimientos respecto a los mecanismos inmunológicos de 

estos organismos, que en determinado momento puedan 

contribuir a la solución de algunos de estos problemas. 
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:5. IN"IUNIDAD EN CRUSTACEDS. 

A continuación se analizaran los mecanismo& inmunitarios 

mas importantes de los crustaceos. 

:5. 1. 11\KJNIDAD INNATA. 

Al igual 

mecanismos de 

que los mamíferos, 

defensa innatos 

los crustéceos presentan 

contra invasiones por 

microorganismos. El exoesqueleto de quitina forma una 

eficiente barrera mecénica, y la secreción de inhibidores 

contra enzimas proteolitica& confiere protección contra la 

invasión por algunos hongos <Hall y S6derhall 1982>. La capa 

de cera presente en la endocuticula juega tambi•n un papel 

de la defensa contra microorganiSllos 

bactericidas adem•• por sus 

muy importante dentro 

por ser fungistética y 

propiedades hidrofóbicas, 

microorganismos en 

<Brass• 198S>. La 

no 

la superficie 

continuación 

permite que •• adhieran 

coorporal del crust•cao 

de la endocuticula en el 

estomodeo y proctodeo y la secreción de enzima• en el mesodeo 

<estómago>, que confieren un pH écido, son talllbi•n mecanismos 

adecuados contra invaso.res· adquiridos durante la ali-ntación 

<Barnes 1987>. 

:5.2. RECCJNOCI"IENTO DE LO PROPIO Y LO NO PROPIO. 

Los crust•ceos tiene la capacidad de reconocimiento de 

material extraño. Sin embargo, el mecanismo no esta 
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t otalmente claro. Se ha observado que algunos crustáceos como 

langostinos y langostas, pueden eliminar rápidamente 

moléculas extrañas <Sloan y cols. 1975>. De hecho, estudios 

realizados en el acocil Procambarus clarki sugieren que el 

organismo elimina de circulación proteínas no propias <p. ej. 

albúmina sérica bovina>, lo cual no sucedió 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 plasmal 

y aún cuando la especificidad para cada molécula por separado 

no fue observada, se sugiere que estos organismos son capaces 

de diferenciar moléculas, conservando las propias y 

eliminando las extrañas. 

:5. 3. I Nt1l.lill DAD Hll'IClRAL.. 

• > LECTINAS. 

Es poco el conocimiento que se tiene en cuanto a la 

participación de las lectinas en la respuesta inmune humoral 

de los crustáceos y los trabajos realizados se han centrado 

principalmente sobre su especificidad y su purificación. 

Las lectinas, también llamadas aglutininas o 

hemaglutininas, son proteínas o glicoproteinas que se unen en 

forma especifica y reversible a carbohidratos, por lo que son 

capaces de precipitar glicoconjugados y aglutinar 

eritrocitos, bacterias y otras células que tengan la 

complementariedad requerida <Lanz 1988, Vargas 1992>. 
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Miller <1972) estudió la capacidad aglutinante de la 

hemolinfa de ~- clarki donde observó la aglutinación de 

eritrocitos de gallina, de conejo y bacterias marinas. Lanz 

<1988> también observó que la hemolinfa de ~. 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 antennariusl que presentó 

especificidad por el ácido 0-acetil siálico y la relacionaron 

con el mecanismo de reconocimiento de parttculas extrañas. 

Vázquez y col 11. <1988> encontraron estas mismas propiedades 

en los acociles Cambarelus sp., Procambaru1 clarki y 

Macrobrachium rosenbergii. Recientemente, Va1quez y cola. 

<1991> purifican una lectina del langostino ti.· rg•enbergii, 

la cual se encuentra en una concentración menor al 1 X de la 

protetna total de la hemolinfa, caracterizandola como una 

glicoproteina de 14 kDa, compuesta principalmente por 

glicina, serina y ac. glutamico. Esta lectina presenta 

especificidad por eritrocitos de rata y conejo y su actividad 

es inhibida por carbohidratos N-acet 11 ad os y N-

glicosilproteinas de la membrana de eritrocitos de rata. 

Los estudios de la participación de las lectinas en la 

respuesta inmune humoral de los crustáceos son muy escasos, 

por lo cual es necesaria la realización de investigaciones 

que permitan comprender más claramente su relación y función 
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dentro de los mecanismos de defensa de estos organismos. 

~.4. IN'IUNIDAD CELULAR. 

a> CARACTERISTICAS DE LAS CELLLAS SANBUINEAS. 

Los decápodos presentan varias poblaciones de hemocitos 

circulantes en la hemolinfa, para los cuales se han reportado 

funciones de metabolismo de carbohidratos, 

almacenamiento de lipoproteínas y aminoácidos, 

transporte y 

reparación de 

heridas, coagulación de la hemolinfa y defensa contra la 

invasión por microorganismos o parásitos <Soderhall y Smith 

1983>. En general se han observado 2 tipos de hemocitos en 

los crustáceos• 1) las células hialinas, las cuales se 

carácterizan por presentar actividad fagocítica, así como una 

participación importante en la formación de nódulos y en l.a 

cicatrización de heridas <Ratcliffe y Rowley 1979)J y 2) las 

células granulares, las cuales se dividen en células de 

gránulos grandes y células de gránulos pequeños. Las de 

gránulos grandes se 

fagocíticas, además de 

han reportado 

participar en 

como 

los 

eventuales 

procesos de 

coagulación y liberación de aglutininasJ y las de gránulos 

pequeños se reportan como fagocíticas, que participan en el 

encapsulamiento y en los procesos de coagulación y liberación 

de aglutininas <Johansson y Soderhall 1989, Durliat 1981, 

Durliat 1985). 

En el acocil ~- clarki se han determinado 3 tipos 

celulares <hialinas, granulares y subgranulares>, por medio 
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de estudios citoquímicos y morfológicos CLanz y cols. 1992>. 

b>. FABOCITOSIS V CITOTDXICIDAD 

El primero en observar el proceso fagocítico en 

crustáceos fue Metchnikoff en 1884, al estudiar la propiedad 

fagocítica de células sanguíneas de Daphnia sp. ante la 

presencia de esporas (cf. Bang 1983). En años más reciente&, 

Mckay y Jenkin <1969>, y Tyson y Jenkin (1974> lograron 

observar que los hemocitos del acocil parachaeraps 

bicarinatus poseen capacidad fagocítica, y que probablemente 

presentan receptores de superficie de tipo lactina, los 

cuales pueden ser responsables del reconocimiento de las 

partículas extrañas. 

Soderhall y Smith (1983) lograron separar tres 

subpoblaciones de hemocitos circulantes en la hemolinfa de 

decápodos marinos, lo cual les permitió observar que las 

partículas extrañas son fagocitadas por hialinas y 

semigranulares en cultivos celulares mixtos, mientras que en 

cultivos de las subpoblaciones por separado esta actividad 

sólo se observó en las células hialinas. Estos mismos 

resultados se observaron en el cangrejo Carcinus maenas, en 

cultivos de hemocitos con la bacteria Mpraxellt sp., 

encontrandose además, que la fagocitosis puede ser estimulada 

por la presencia de B-1,3 glucanos <Bmith y Soderhill, 

1983bl. 

Por otra parte, se ha observado que los hemocitos de 

crustáceos presentan capacidad citotóxica. Tyson y Jenkin 
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utilizando l í neas 

celulares tumorales que sirvieron como blanco de los 

hemocitos citotóxicos. Los resultados de Tyson y Jenk i n 

<1974> sugieren que sólo dos de los tres tipos celulares 

presentes en la hemolinfa de Parachaer aps bicari na tus 

presentan capacidad citotóxica. 

Recientemente se observó que los 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 extrañas de manera similar a los 

efectos citotóxicos mostrados por células NK <natural 

ki ller >, linfocitos T citotóxicos, o macrófagos activados 

<Cooper y cols. 1992>. 

c > • ENCAPSl.LAl"IIENTO. 

La cápsula es un agregado de células alrededor de 

partículas extrañas que inactiva par!sitos tales como 

protozoarios o nématodos y cualquier partícula que sea de 

tamaño muy grande para ser fagocitada. Las c ápsulas estan 

formadas por 2 capas• la m!s externa es inerte , no c e lular y 

posiblemente quitinosa; y la otra es interna, de t i po celular 

e inmóvil y en la cual se observa la secreción de un pigmento 

obscuro <probablemente melanina> <Cooper 1981>. 

Unestam y Nyhlén (1974) observaron que los acociles 

Astacus astacus y Ptcifastacus leniusculus, cuando fueron 

penetrados en su cutícula por el hongo Aphanomyces astaci y 

algunos otros ficomycetos, reaccionaron formand o cáps ulas y 
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melanizando a las hifas. Resultados semejantes se observaron 

al inocular esporas de estos hongos. Asi mismo, se observó 

que al introducir fibras de algodón o nylon también eran 

encapsuladas. Lo anterior sugiere que esta actividad es de 

tipo i nespecífico contra materiales extraños. 

Soderhall y cols. <1979) observaron que en el acocil 

Astacus astacus los hemocitos granulares participan en la 

formación de cápsulas al liberar sus gránulos ante la 

presencia de hifas de a. astaci. Posteriormente, Persson y 

Stiderh.!il l <1987> encontraron que las cflulas semigranulares 

de Astacus leptodactylus formaban rápidos agregados sobre la 

superficie de esporas de Aspergillus !li.aJ!!:.I las cflulas 

hialinas no respondieron y las granulares lo hicieron con 

menor intensidad. Sin embargo, si las esporas eran 

previamente tratada& con el l i sado de hemocitos 

semi granulares, las células granulare& formaban rápidos 

agregados. Las observac i ones realizadas por Persson y 

Stiderh.!ill <1987> sugirier on la preaencia de un "factor 

promotor de la encapsulación", el cual aparece con la 

exocitosis de las células semigranulares y granulares. 

Kobayashi y cols. <1990> confirmaron la hipótesi• del 

factor de encapsulaciOn propuesta por Persson y S6derhill 

<1987>, y demostraron que se trata de una proteína de 76 kDa 

ya descrita para funciones como promotor de adhesión celular 

CJohansson y Soderhall 1988> y de degranulaciOn CJohansson y 

Stiderhall 1989b), y además promueve la encapsulaciOn en 

células semigranulares y en menor grado de células granulares 
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CKobayash i y cols . 1990). 

Como se puede apreciar, la molécula de 76 kDa es una 

proteína multifuncional que se encuentra directamente 

relacionada con las funciones inmunes celulares y la cual 

aparece junto con la liberación de los g r ánulos de las 

células granulares y semigranulares. 

d>. SISTEMA DE LA PRDFENDLOXIDASA <prcPO>. 

En vertebrados el sistema de complemento j uega un papel 

clave en la inmunidad no específica e inflamación, y algunos 

investigadores sugieren que la vía alterna podría haberse 

originado en invertebrados <Cooper y cols. 1992). Al 

respecto existe un gran interés en el sistema de activac ión 

de la profenoloxidasa <proPO>, el cual es propuesto como un 

mecanismo muy importante de reconocimiento y defensa en 

crustAceos y similar al complemento vía alterna de mamíferos 

<SBderhill 1982, 

Soderhall 1989a>. 

SBderhall y AjaxOn 1982, Johansson y 

El sistema de la proPO se encuentra contenido dentro de 

los hemocitos granuiares y semigranulares y es liberado por 

la presencia de compuestos microbianos como el a-1,3 glucano 

de la pared celular de los hongos o el LipopolisacArido CLPS> 

de las bacterias Gram <->. Un vez liberado el sistema puede 

ser activado por las mismas moléculas y durante su activación 

se liberan componentes que regulan de manera importante la 

respuesta celular de los crustAceos. La cascada culmina con 

la formación de melanina que es un compuesto tóxi co para 
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hongos y bacterias (Johansson y Soderhall 1985a>. 

La importancia de el sistema de la proPO en la defensa 

es tambi•n observada por el hecho de que ciertos par~sitos 

han desarrollado mecanismos para evadir o inhibir •sta 

activación (Johansson y Soderhall 1989a>. Por ejemplo, 

algunos hongos entomopatog•nicos producen protoplastos sin 

glucanos en su pared celular <Soderhlll 1982>; y otros hongos 

producen toxinas que inhiben a los glucanos que activan el 

sistema de la proPO; o al mismo sistema <Lackie 198Ba>. 

Para facilitar el estudio del sistema de activacion de 

la profenoloxidasa, se ha dividido este mecanismo en 4 pasos• 

reconocimiento, activación, amplificación y regulación. 

Recanoci•i11nto. E.l reconocimiento del material e>etral'ío 

es el primer paso necesario para que se pueda liberar el 

sistema de la proPO. Duvic y Soderhlll (1990> encuentran en 

el plasma del langostino PacifaStacus leniusculgs una 

proteína de 100 kDa que tiene la capacidad de unirse al B-1,3 

glucano. Esta proteína, que se conoce como la proteína d• 

unión al B-1,3 glucano <GBP>, es reconocida por receptores 

especificas que se encuentran en la superficie de los 

hemoci tos semigranulares y provoca su e>eocitosia y la 

liberación del sistema de la proPO (el mecanismo es 

desconocido>. Jomori y cols. <cf. Soderhlll y cola. 1990>, 

tambi•n encuentran una proteína de unión a LPS <LBP> en la 

hemolinfa de la cucaracha Periplanata americana, que se 

encuentra involucrada en el reconocimiento del LPS. 

Activación. La bioquímica de activación del sistema de 
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l a proPO no es muy clara, pero se han realizado progresos 

considerables en cuanto a la purificación y caracterización 

de diferentes proteínas asociadas con el sistema <Soderhall 

1983, Ashida y Soderhall 1984, Soderhall y Hall 1984, 

Soderhall y cols. 1990, Aspán y cols. 1990a, Aspán y cols. 

1990b, Aspán y Soderhall 1991>. 

Una vez libre el sistema en el plasma, la activación se 

inicia cuando la profenoloxidasa (proPO> es activada y 

convertida a fenoloxidasa, por una enzima denominada proteína 

activadora de la proPO (ppA>, la cual es una proteína del 

tipo de las serina proteasas con un peso molecular de 36 kDa 

<Aspán y cols. 1990a>. En los crustáceos la ppA es activada 

directamente por ~-1,3 glucano <Soderhall 1982) o por LPS 

y peptidoglicanos <Soderhill y Hall 1984>. Esta activación 

puede ser mejorada en presencia de las proteínas de unión 

<LBP y GBP>, pero se desconoce el mecanismo <Soderhill 1992>. 

La ppA también puede ser activada por una baja concentración 

de calcio "in vitre" <Ashida y Soderhill 1984>, pero el 

significado de éste efecto "in vivo" no queda totalmente 

claro, y se sugiere que podría ser importante en la respuesta 

durante heridas y en el control de reacciones homeostáticas 

<Johansson y Soderhill 1989a>. 

La enzima activa, fenoloxidasa, puede catalizar la o-

hidroxilación de monofenoles y la oxidación de difenoles a 

quinonas (Galindo y cols. 1983, Soderhill y cols. 1990> y el 

producto final de la reacción es la melanina la cual se forma 

a partir de una polimerización no enzimática de las quinonas 
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<Soder hall 1982 , Johansson y Soderhall 1989a, Soderhall y 

col s. 1990). 

Recientemente la proPO se purificó del acocil E· 

leniusculus por Aspán y Soderhall <1991>, y se observó que 

t i ene un peso mol~cular 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. 

Alllplificación. Al ser activada la proPO y convertida a 

fenoloxidasa <PO>, se estimulan varias reacciones de defensa 

celular, incluyendo fagocitosis <Soderhall y cols. 1986> J 

formación de nódulos <Lackie 1988a>J encapsulación <Persson y 

Soderhall 1987, Kobayashi y cols. 1990> y locomoción de 

hemocitos <quimiocinesi.s) <Lackie 1988a>. Con la liberación 

del sistema de la proPO tambi~n es liberada una proteina de 

76 kDa que promueve la degranulación de hemocitos granulares 

y semigranulares, y por lo tanto la liberación de m•s proPO 

<Johansson y Soderhall 1985, Johansson y Soderhill 1988). 

Esta proteína presenta además otras funciones, como estimular 

la adherencia celular <Johansson y Soderhill 19B9b> y la 

formación de cápsulas <Kobayashi y col s. 1990). La 

importancia de esta proteina es aOn mayor por el hecho de 

presentar una secuencia RGD <Arg-Gly-Asp>, la cual tambi•n se 

encuentra presente en varias proteinas con función de 

adherencia celular, como lo es la fibronectina de vertebrados 

<Soderhall 1992>. 

Regulación. Como hemos visto, al ser activado el sistema 

de la proPO puede ser amplificado, y como es comOn en los 
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si stemas biológicos que incluyen cascadas enzimáticas, deben 

existir mecanismos de regulación que eviten autoactivaciones, 

o bien, hiperactivaciones que culminen con la coagulación del 

plasma y la muerte del organismo. 

Existen dos inhibidores de proteasas en el plasma que 

pueden bloquear la activación del sistema de la proPO en 

lugares donde la melanización puede ser inapropiada. Estos 

inhibidores actúan sobre la actividad de la ppA y por tanto 

previenen la activación del sistema . Estos dos inhibidores 

fueron purificados del plasma de langostinosJ uno es una a 2 -

macroglobulina, el cual es un dímero unido por puentes 

disulfuro, con subunidades de 190 kDa <Hergenhahn y cols. 

1988) y el otro es un inhibidor de tripsina de 155 kDa 

<Hergenhahn y cols. 1987>. Posteriormente se encontró que de 

estos dos inhibidores, el de tipo tripsina de 155 kDa, es el 

más eficiente para bloquea~ la actividad de la ppA en el 

acocil Paciftstacus leniusculgs <Aspán y cols. 1990b). Un 

tercer inhibidor <el cual no presentó actividad sobre el 

sistema de la proPO> se purificó de los hemocitos del acocil 

Astacus astacus, el cual inhibe subtilisinas y presenta un 

peso molfcular de 23 kDa. Este inhibidor tambifn actua sobre 

una proteasa del hongo Aohanomyces astaci, la cual participa 

durante la infección en los crustáceos por fste hongo <Hall y 

Soderhill 1982>. 

De esta manera, se tiene que el sistema de la proPO 

puede reconocer molfculas extrañas, ser activado, amplificado 

y regulado; lo que lo hace muy similar a otros sistemas de 



activación, como lo son el sistema complemento, 

fibrinolítico y el de coagulación en vertebrado& <Fig. 1>. 

22 
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6. JUSTIFICACIDN 

El presente trabajo se ralizó con el propósito de dar una 

aportación al conocimiento de la respuesta inmunitaria de 

invertebrados, y en particular de los crustáceos. 

Como análizamos previamente, el sistema de la 

profenoloxidasa es de vital importanc ia dentro de los 

mecanismos inmunológ i cos de los crustáceos; participa en 

todos los eventos celulares que se dan en el organismo ante 

una invasión de agentes extraños, o en heridas que se 

pudieran presentar. Es propuesto como un posible antecesor de 

la vía alterna del sistema de complemento en mamíferos, de lo 

cual destaca la importancia de estudiar y conocer sus 

mecanismos de activación y regulación. 

Se decidió utilizar como modelo experimental al acocil 

Procambarus clarki, debido a su resistencia en condiciones de 

laboratorio, ya que no necesita medios especiales para su 

mantenimiento. Además, esta especie ha sido muy utilizada en 

trabajos enfocados a neurofisiologia, lo que podría ayudar a 

explicar algunos resultados de este trabajo. 

Por otra parte, el estudio de los mecanismos de defensa 

en los crustáceos puede redundar en la aportación de 

conocimientos aplicativos contra las enfermedades de estos 

organismos, sobre todo en lo que concierne a la industria 

camaronera. 
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OBJETIVOS. 

BENERALEB. 

a> Iniciar el estudio del aiatema de la profenoloxidasa 

<proPO>, en el acocil Procambarus clarki. 

PARTID.LARES. 

a> Evidenciar la presencia del sistema de la proPO en c•lulas 

sanguíneas de e_. clarki. 

b> Obtener el sistema de la proPO en forma inactiva a partir 

de lisados de hemocitos. 

e> Caracterizar parcialmente a las moléculas 

dentro de este sistema. 

involucradas 
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7. MATERIAL Y l'ETDDOS. 

7. 1. DRBANIBttDB. DRI BEN Y l'IANTENI"IENTO. 

Los organismos empleados fueron adu ltos de l a especie 

Procambarus clarki, los cuales se encontraban en la fase 3 de 

intermuda. Fueron colectados en el r í o Conchos, en el Estado 

de Chihuahua y se mantuvieron en estanques con agua 

corr i ente, con ciclos natur ales de 1 uz-oscur i dad, 

alimentándose una vez por semana c on alimento par a 

langostinos, elaborado a base de cabeza de c a marón y harina 

de pescado. 

7. 2. DBTENC I DN DE LA tEl'ICJl. I NFA. 

La hemolinfa se obtuvo por punción pericárdiaca de la 

región dorsal del acocil, con una jeringa de insulina de 1 

ml, conteniendo 0.1 ml de ant i coagulante de citratos/EDTA 

frío <NaCl 0.45 M, glucosa 0.1 M, Citrato de sodio 0. 03 M, 

Ac. cítrico 0.026 M, EDTA 0.01 MJ pH 4.6> <Soderhlll y Smith 

1983>. La jeringa se llevo a 1 ml con la hemolinfa. Se 

trabajó todo el tiempo en frío manteniendo las sol uciones en 

hielo humedo. 

7.'3. DETERt1INACIDN CITCJQUI"ICA DEL SISTEMA DE LA proPO. 

a>. CINETICA DE ADHERENCIA CELl.LAR AL VIDRIO. 

Cubreobjetos previamente desengrasados, se cubrieron ' 

con 75 µl de la hemolinfa obtenida y mezclada con 2 ml de 

sol. salina para crustáceos dulceacuícolas <SSC• NaCl 200 mM , 

' KCl 5.36 mM, MgCl2 , NeHCQ3 2.39 mM, CeCl2 13.5 mMJ pH 7.4> 
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<Van Harreveld 1936>. Se incubaron en cajas multipozos 

estériles a temperatura ambiente por duplicado durante 2 h. 

Cada 10 min. se lavaron 2 cubreobjetos con SSC <teniendo 

cuidado de no tocar la superficie superior donde se 

adhirieron las células>, se fijaron y se incluyeron en resina 

sintética. Se observaron al microscopio óptico (10 X> y se 

contó el número de células adheridas en tres campos 

distintos . 

b>. INCUBACICJN DE l-Et'IDCITOS CON L-DOPA. 

Se permitió la adherencia de los hemocitos durante 50 

min. a temperatura ambiente <de acuerdo a la cinética de 

adherencia celular>. Despu•s de este tiempo se lavaron con 

SSC para eliminar las c•lulas no adheridas. Se fijaron con 

glutaraldéhido al 1 Y. <preparado en cacodilatos de sodio 0.1 

M, pH 7.0> durante 30 min. y se lavaron con SSC para eliminar 

el exceso de glutaraldthido. Las preparaciones se cubrieron 

con L-DOPA (4 mg/ml> diluida 114 en SSC 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 óptico (40 X>. Se contaron 3 campos 

por preparación en los que se distinguieron los tipos 

celulares y la marca obscura de actividad de fenoloxidasa. 

e>. INCUBACICJN DE l-Et'IDCITOS CON L-DOPA OXIDADA. 

Las c•lulas adheridas fueron cubiertas con L-DOPA <4 

mg/ml>, la cual fue previamente oxidada por exposición a la 

luz por 24 h. Las preparaciones se incubaron a temperatura 

ambiente durante 14, 1ó, 18 y 20 h. Para cada tiempo, 
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después de lavar el exceso de L-DOPA oxidada, se contaron 3 

campos por preparación diferenciando los tipos celulares 

presentes y cuales presentaron la marca oscura. 

7.4. DBTENCION DEL SISTEMA DE LA proPD EN EL SOBRENADANTE DE 

LIBADOS DE HEl1CICITOS CSLH> • 

a>. DBTENCION DEL SLH CON l'IACERADDR CELULAR. 

La hemolinfa se obtuvo de 14 acociles en anticoagulante 

de citr atos/EDTA y se centrifugó a 200 g <Fuerza Centrifuga 

Relativa> durante 2 min., se desechó el sobrenadante y la 

pastilla celular se resuspendió en 1 ml de Amortiguador I 

<CaClz 100 mM y Cacodilato de sodio 10 mMI pH 7.0> <Smith y 

Soderhall 1983b>. Se homogenizó mediante 10 golpes con el 

macerador celular <todo se realizó en frío utilizando hielo>. 

El homogenizado &e ultracentrifugó a 60000 g durante 30 min . 

Se recuperó el sobrenadante y s e midió su actividad de 

fenoloxidasa. 

b). DBTENCIDN DEL SLH CON DETERBENTE llP- 40. 

Se obtuvo la hemol i nfa de 14 acociles y se centrifugó a 

200 g . La pastilla celular fue resuspendida en Amortiguador 

I, el cual contenia 0.05 'Y. de deter gente NP- 40. Se incubaron 

durante 10 min en hielo agitando en vortex cada 2 min. Se 

centrifugó nuevamente a 7100 g durante 10 min y se recuper ó 

el sobrenadante que después fue utilizado como fuente 

enzimática de proPO. 

e>. DBTENCil:itil DEL 81...H POR CICLOS DE CONBEL.At1IENTD/ 

DESCCJNBELAl1IENTO. 

La hemolinfa de 2 acociles, &e centrifugó a 200 g por 2 
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min, el sobrenadante se eliminó y el paquete celular fue 

lavado una vez con 1 ml. de Amortiguador l. Se centrifugó 

nuevamente a 200 g y la pastilla fue resuspendida en 100 µl 

de Amortiguador 11 <Amortiguador 1 con 10 X de glicerol>. 

Las muestras se sometieron a 6 ciclos de congelamiento-

descongelamiento en acetona con hielo seco y ba~o Maria a 37 

0 c y se centri f ugaron 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 centrifugó a 200 g y la 

pastilla celular fue resuspendida en 1 ml de Amortiguador I . 

La suspensión celular &e sometió a 10 min en al aonicador a 

50 KCS <kilociclos por segundo> y se centrifugó a 7100 g. El 

sobrenadante fue utilizado para ensayos de PO. 

PROTEINA. La concentracion de proteína en loa liaadoa 

fue determinada por el método de Bradford <Bradford 1976>, 

con alb~mina sérica bovina como estandard . 

7. :5. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE FENDLOXIDASA <PO>. 

Para este ensayo fue utilizado el SLH obtenido por 

congelamiento-descongelamiento, a una concentración de 2 

mg/ml de proteína. A 50 µl del SLH le fueron agregados 50 µl 

del activador <carbohidrato, Apéndice I> . Esta mezcla se 

incubó a 37 °c en baño durante 30 min. Deapués de este 

tiempo se agregaron 25 µl de L-DOPA <4 mg/ml> y se incubó 20 

min a temperatura ambiente. La reacción fue detenida 

agregando 500 µl de Amortiguador 1 frto y se midió la 

densidad óptica a 490 nm. La actividad enzimática fue 

.• 
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expresada en unidades/mg de proteína/min., donde un unidad es 

la cantidad de enzima necesaria para producir un incremento 

en la absorbancia de 0.001/min./mg de proteína <Smith y 

Soderhall 1983>. 

7.6. EFECTO DE DIFERENTES IN-IIBIDORES DE PROTEABAS EN LA 

ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA proPO. 

A 45 µl del SLH le fueron agregados 5 µl del inhibidor 

<quedando en la mezcla de reacción a una c oncentración de 10 

mM, excepto para la leupeptina que quedó a 0.5 mM> <Apéndice 

II> posteriormente se incubó a 37 ºC durante 2 min. A la 

mez cla se le agregó un volumen de -50 µl de Zs <5 µg . eq. de 

gluc./ml> o LPS <20 µg/ml> y se prosiguió con el ensayo de 

fenoloxidasa previamente descrito . 

7.7. ELECTROFORESIS EN BELES DE PCJLIACRILAl11DA-SDS AL 1S 'X 

A 50 µl de SLH (2 mg/ml de proteína>, se le agregaron 50 

µl de la solución de zimos6n <5 µg. eq. de gluc./ml> o 50 µl 

de LPS (20 µg/ml>, 2 µl de PTU 10 mM <preparada en 

dimetilformamida al 50 Y.> y 5 µl de inhibidor de proteasas 

<Apéndice II>. Se incubaron a 37 ºC durante 30 min. Se 

tomaron 20 µl de esta mezcla y se les adicionó 5 µl de buffer 

de muestra <el cual contenia 5 Y. de B-mercaptoetanol>. Las 

muestras fueron sometidas durante durante 3 min a ebullición 

en ba~o y después de enfriarlas, se colocaron en los pozos 

del gel <en cada muestra 20 µg de proteína> y fueron corridas 

a voltaje constante de óO V en el gel concentrador y de 100 V 

en el gel separador. Los geles fueron te~idos durante toda 
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la noche con azúl brillante de Coomassie R 250. 
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B. RESULTADOS. 

El presente trabajo se realizó con el propósito de 

estudiar el sistema de la proPO en el acoc il e. clarki, par a 

lo cual se decidió comenzar por evidenciar la presencia de l 

sistema en las células sanguíneas del acoc il . 

e.1. DETERt'IINACIDN CITOQUl"ICA DEL SISTEMA DE LA proPO EN LOS 

HEl'tOCITOS DE e_. el arki. 

Para lograr evidenciar el sistema de la proPO en las 

células sanguíneas <hemocit9s>, fueron r ealizados ensayos 

citoquímicos en células adheridas a cubreob j etos. Se elabor ó 

una cinética de adherencia celular al vidrio, para obtener el 

tiempo donde se encontraba el mayor número de células 

adheridas. Los rRsultadoa mostraron que a los 50 min . se 

presento el mayor número de células adheridas, pero a los 60 

min. disminuye drAsticamente. Por tal motivo, se considero 

que 50 min. es el tiempo m•s adecuado para encontrar un buen 

número de células, con un promedio de 480 células por campo 

<Fig. 2>. Así mismo, se observó que en la hemolinfa del 

acocil ~. clarki se encuentran 3 subpoblaciones de hemocitos 

circulantes: hialinos, granulares y subgranulares <Fig. 3>; 

lo cual corresponde con lo previamente reportado para otros 

decapados <Soderhlll y Smith 1983, Smith y Boderhall 1983a, 

Smith y Soderhall 1983b) y recientemente también para e. 
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 la enzima activa fenoloxidasa (Sóderhlll y 

Ajaxon 1982). Las observaciones realizadas, mostraron que 

sólo las células granulares y subgranulares presentaron la 

marca obscura de actividad de fenoloxidasa <Fig. 4), donde el 

porcentaje de células marcadas se incrementó con el tiempo, 

el cual llegó a su máximo a las 14 h <Fig. ~). Estos 

resultados fueron similares a los encontrados previamente en 

otros decapodos <Soderhall y Smith 1983, Johansson y 

Sóderhall 1989a>, en los que se ha determinado el sistema de 

la proPO en los hemocitos granulares y semigranulares. Por 

otra parte, al tratar a las células con L-DOPA oxidada no se 

observó marca lo que corroboró la especificidad de la 

reacción. 

8.2. DBTENCION DEL SISTEtlA DE LA proPO EN EL SOSRENADANTE DE 

LIBADOS DE HEl«JC I TOS CBLH> POR CClllBEl.AttIENTD/ 

DESCONBELAt'IIENTD Y ACTIVIDAD DE . FENCLDXIDASA CPO>. 

Para continuar el análisis del sistema de la proPD, fue 

necesario encontrar un método que no& permitiera su 

recuperación a partir de los hemocitos y que al mismo tiempo 

no se encontrara activado, por lo que fueron empleadas 

distintas t•cnicas de lisis celular. La que ha sido utilizada 

con mayor frecuencia es la técnica con macerador de c•lulas 

<Potter> <S6derhill y Unestam 1979, Soderhill y Smith 1983, 

Smith y Sóderhlll 1983b, S6derhlll 1983, Ashida y Soderhill 

1984, S6derh.Ul y H.Ul 1984). ,Sin embargo, eh nuestro 

estudio no dió resultados, puesto que siempre se encontró 
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En los lisados 

obtenidos por sonicado de los hemocitos nunca se encontró 

actividad enzimática, ni al agregar a-1,3 glucano. Por el 

contrario, cuando se empleó .la técnica con NP-40 Cque es un 

detergente suave>, el sobrenadante CSLH> obtenido presentó 

una actividad enzimática basal de fenoloxidasa muy elevada 

debido probablemente a la autoactivación del mismo. 

La obtención del SLH en las condic i ones más apropiadas 

fue posible mediante ciclos de congelamiento-

descongelamiento. Se lograron niveles basales de actividad 

por debajo de lo esperado CD.O. a 490 nm s 0.03>, e incluso 

menores a los encontrados en otros crustáceos CSoderhall y 

Unestam 1979, Soderhall y Smith 1983, Smith y Soderhall 

1983a, Smith y Soderhall 1983b, Ashida y Soderhall 1984, 

Johansson y S8derhall 1985) y a su vez factibles de ser 

activados, con lecturas de D.O. superiores a 1.0 <Tabla II>. 

8.3. ACTIVACIDN DEL BISTEttA DE LA proPO CClll DIFERENTES 

CARBOHIDRATOS. 

Se ha reportado que el sistema de la proPO puede ser 

activado por componentes de la pared celular microbiana 

CJohansson y Soderhall 1989a>, tales como el a-1,3 glucano y 

el LPS. Para observar la especificidad del sistema, fueron 

probados distintos carbohidratos con resultados diferentes 

<Tabla I >. Los dnicos carbohidrato& que lograron activar el 

sistema fueron el LPS y el zimosán. Por el contrario, se ha 

reportado a la laminarina <polímero de a-1,3 glucano> como un 

buen activador del sistema de la proPO en otros crustáceos 
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Johansson y 

Soderhall 1985>, pero en nuestros lisados no pudo ser 

reconocida de una manera eficiente. 

En la tabla II se encuentran representadas las unidades 

enzimáticas obtenidas con el zimosán y el LPS, por lo que fue 

necesaria la elaboración de curvas de concentración del 

activador para encontrar el punto óptimo de activación 

(concentración a la cual el sistema es activado de manera 

más eficiente> y asi poder evaluar de manera cuantitativa la 

actividad de fenoloxidasa. 

a> CURVAS DE ACTIYACICJN CON L IPDPCILI SACAR! 00 CLPS> Y 

ZUtOSAN CZs>. 

El SLH <2 mg/ml de proteína> tratado con LPS presentó 

una máxima actividad a una concentración de 20 µg/ml <con 278 

U¡ Fig. 6). Sin embargo, aún a concentraciones de 1 µg/ml se 

encontró actividad. Así mismo, se ha mencionado por otros 

.autorea <Soderhill y Hall 1984>, que el sistema de la proPO 

puede ser inhibido por concentraciones elevadas de LPS y en 

~. clarki se encontró el mismo resultado <Fig. 6>, lo que nos 

sugiere que las lecturas espectrofotométricas son el 

resultado de la actividad de fenoloxidasa. 

Por otro lado, debido a que el zimosan es un polímero 

compuesto únicamente a base de unidades de glucosa, se 

decidió trabajarlo de manera cuantitativa. Se modificó el 

método del tetrazolio descrito por Fairbridge y cols. <1951>, 

y se realizó un análisis de glucosa <ver apéndice III> para 

expresar la concentración de Zs en µg equivalentes de 
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En la Fig. 7 se presentan los resultados de los ensayos 

de PO realizados con Zs, donde se logró detectar actividad 

enzimática en el SLH (2 mg/ml de proteína> desde una 

concentración de Zs de 0.0001 µg eq. de gluc./ml, siendo a 5 

µg eq. de gluc./ml la concentración en la cual se presenta 

una máxima actividad de PO con 524 U. Así mismo , se obser vó 

que al igual que el LPS, el Zs a elevadas concentraciones es 

capaz de inhibir la activación del sistema, qtiedando casi 

bloqueada a 50 µg eq. de gluc./ml. 

8.4. EFECTO DE INiIBIDDRES DE PROTEASAS EN LA ACTIVACIDN DEL 

SISTEMA DE LA proPO. 

Se encuentra claramente establecido que la cascada 

proteolitica del sistema de la proPO se desencadena al ser 

activada una enzima del tipo de las serina proteasas llamada 

proteína activadora de la profenoloxidasa <ppAl (Johansson y 

Soderhall 1989a, Soderhall y cols. 1990, Aspán y cols. 1990a, 

Aspan y cols. 1990b, Aspán y cols. 1991) . En nuestro estudio 

se utilizaron inhibidores de serina proteasas y de cisteín 

proteasas para analizar su efecto sobre la activación del 

sistema. 

Los resultados mostraron que la activación del sistema 

de la proPO, pudo ser disminuida por inhibidores de serina 

proteasasCPMSF, LUE y STI>. El más eficiente fue el 

inhibidor de tripsina de soya, el cual inhibió totalmente la 

actividad de PO <Figs. 8 y 9). Sin embargo, encontramos que 

inhibidores de cistein proteasas CN-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 Y. respectivamente y cuando se activó con 

zimosAn fue de 24, 38 y 10 r. respectivamente <Figs. 8 y 9). 

Cuando a el lisado no le es agregado activador (LPS o 

Zsl , los inhibidores de cistein proteasas no muestran el 

efecto de incrementar la actividad de PO. Por otra parte, al 

incubar el SLH con zimosAn y la mezcla de i nhibidores <STI + 

inhibidores de c i stei n proteasasl tampoco se observó 

actividad de PO <Fig. 10). El mismo efecto se presentó con 

LPS. 

B. :5. ELECTRCFCIREBIS EN BELES DE PCLIACRILAt1IDA-BDS. 

Los resultados observados en los ensayos de PO sugieren 

la presencia de moléculas del sistema de la proPO 

involucradas en su activación por el LPS y el Zs. Esto nos 

llevó a la rea lización de corrimientos electroforéticos de 

lisados activados y e inhibidos para observar el patrón de 

proteínas y los cambios que sufre. 

En todos los geles se presentó un patrón de proteínas 

complejo, en el cual se observaron proteínas de alto y bajo 

peso molecular. En todos los ensayos se obs ervó la presencia 

de una banda de apróximadamente 70 KDa que, por el peso 

molecular, probablemente se trate de hemocianina. 

En los lisados sin activar se observó un grupo de 

proteínas de apróximadamente 41, 39 y 37 kDa que sufrieron 

modificaciones cuando los lisados fueron activados con 

zymosan y LPS <Figs. 11 y 12>. Durante la activación del 

SLH se vieron afectadas las proteínas anteriores y 
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aparecieron otras moléculas de apróximadamente 42.5, 38 y 

33.5 kDa. Cuando el SLH fue incubado en presencia de STI, 

las bandas no se modificaron, aun en presencia de Zs. Así 

mismo, se encontró 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 Zs 

o con LPS, es que con Zs los cambios se presentan más rápido. 

En el corrimiento electroforético de las muestras 

tratadas con los inhibidores <Fig 12>, el STI y el PMSF 

mostraron el mismo efecto de inhibición observado con 

anterioridadr mientras que con leupeptina sólo la banda de 

apróximadamente 41 KDa fue afectada y se presentó l~ de 42.5 

KDa . En los 3 ultimes carriles (que contienen inhibidores de 

cistein proteasas>, no se modificó la banda de 41 KDa. Las 

bandas de apróximadamente 39 y 37 KDa fueron afectadas y se 

evidenció la presencia de las bandas de apróximadamente 38 y 

33. 5 KDa. Los resultados fueron similares con ambos 

activadores <Zs y LPS>. 
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9. DIBCUSICJN. 

El estudio de los mecanismos inmunológicos en lo• 

crustáceos es de vital importancia en países que pr••~ntan 

una industria de cultivo de camarón y langostino en pleno 

desarrollo y donde, debido 1..a la falta de información y 

conocimiento de los me1.:anismos inmunes de estos organismos, 

no se han logrado elaborar técnicas y tratamientos adecuados 

contr·a las enfermedades (Universidad de Sonora 1985, Bautista 

1988, Ramírez 1988, Bonami 1992>. 

Debido a la importancia del sistema de la 

profenoloxidasa CproPO> en los mecanismos inmunológicos de 

los crustáceos (Johansson y Soderhall 1989>, hemos iniciado 

su estudio utilizando como modelo experimental al acocil E· 

el arki 

Las subpoblaciones granulares y subgranulares de 

hemocitos, presentaron reacción positiva a la L-DOPA, lo que 

sugiere la presencia del sistema de la proPO en éstos 2 tipos 

celulares. Las células hialinas no mostraron reacción con la 

L-DOPA CFig. 4 y Fig. 5). SBderhall y Smith C1983>, al 

separar las 3 subpoblaciones de hemocitos presentes en la 

hemolinfa de Carcinus maenas observaron que el sistema de la 

proPO se localiza en los gránulos de las células granulares y 

semigranulares. En el caso de E· clarki es difícil decidir 

si la marca se encuentra en los gránulos, 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 más rápida que las subgranulares, probablemente debido 

a que las granulares tienen un a mayor cantida d del sistema de 

la proPO por presentar gránul os de mayor tama ño. J ohansson y 

Soderhall (1989) proponen a las células granul ares c omo 

importantes reservorios del sistema de la proPO. 

La obtención del sobrenadante de lisados de hemocitos en 

las condiciones apropiadas para su manipul ac i ón , presento 

diferentes complicaciones. Por un lado, e l empleo de la 

técnica con macerador celular, el cual ha s i do muy utilizado 

para lisar células de crustáceos <Smith y Soderhall 1983a, 

Smith y Soderhal l 1983b, Soderhall y Smi t h 1983, Soderhal l 

1983, Soderhall y Hall 1984, Leonard y cols. 1985>, no diO 

resultados durante nuestros experimentos, puesto que en 

general el sistema se encontró autoactivado. 

Los lisados obtenidos con NP-40 mostraron el mismo 

problema de autoactivación, pero probablemente se debió al 

mismo detergente, ya que se ha r eportado que los solventes 

orgánicos al igual que los detergentes y el c a l or son capaces 

de promover- la activación del sistema de la proPO por camb i os 

conformacionales en las moléculas <Ashida y Soderhall 1984). 

Por el contrario, los lisados obtenidos por sonicado de 

los hemocitos no presentaron actividad enzimática a ún en 

presencia de ~-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 la obtención del lisado en las 

condiciones más apropiadas fue mediante ciclos de 

congelamiento/descongelamiento. En este caso, aún cuando al 

resuspender los hemocitos en el amortiguador de lisis se 

llegaron a formar agregados celulares, el congelamiento y 

descongelamiento permitió observar la disgregación de los 

mismos. Al colocar el SLH solamente en presencia de L-DOPA 

no se observo actividad de PO, la cual si se logro inducir al 

agregarle B-1,3 glucano. 

En nuestro estudio, al igual que en otros trabajos 

<Soderhall y Hall 1984, Johansson y Soderhall 1988, Ashida y 

Yoshida 1988, Johansson y Soderhall 1989a, Johansson y 

Soderhall 1989b>, la concentración de calcio fue determinante 

para la obtención del SLH en forma inactiva, logrando 

observar que a bajas concentraciones de calcio (5mM> el 

sistema es activado, siendo 100 mM la concentración adecuada 

para evitar la autoactivaciOn. 

Los resultados sobre la activación por diferentes 

carbohidratos mostraron que el sistema de la proPO pudo ser 

activado específicamente por el B-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 demostró la especificidad del mismo. 

La curva de activación realizada con LPS mostró que a 

concentraciones de 1 vgtml el sistema de la proPO fue 

activado, y a elevadas concentraciones se inhibe su 

activación (500 vg/ml> <Fig. 6). Estos resultados son muy 
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importantes y nos sugieren que en nuestros lisados las 

lectur-as obtenidas en el espectrofotómetr-o fueron el 

resultado de la actividad de fenoloxidasa . Resultados 

similares se han r-eportado en otr-os crustá ceos <Si:ider ha l l y 

Hall 1984) y en sistemas de act i vación enzimática, donde es 

caracteristica la inhibición por saturación . 

El zimosán <~-1,3 glucano> tambi~n se ha reportado como 

un activador importante del sistema de la proPO < Si:iderhall y 

Unestam 1979, Soderhall y cols. 1979, Ashida y Si:iderhall 

1984, Johansson y Si:!derhal-1 1989). En el caso de e_. clarki, 

el Zs de la pared celular de Sacharomyces cerevisiae, fue el 

que dió mejores resultados. De la misma manera que con el 

LPS, el Zs fue capaz de inhibir la activación del sistema a 

altas concentraciones, lo que nos hace pensar que el sistema 

pudo ser bloqueado por la saturación del mismo, al igual que 

ocur-rió con LPS (Si:!derhall y Hall 1984). 

Por otra parte, estos resultados pueden explicar, la 

resistencia que tiene ~sta especie a enfermedades de origen 

fóngico o bacteriano. Bautista <1988>, reporta al acocil E· 

clarki resistente a infecciones causadas por el hongo 

Aphanomyces astaci. 

Por el contrario, la laminarina <polímero de ~-1,3 

glucano de Laminaría diqitata> que ha sido utilizada en 

diferentes trabajos y en algunos de ellos se ha encontrado 

como un buen activador del sistema de la proPO <Si:!derhall y 

Unestam 1979, Smith y Si:!derhall 1983b, Smith y cols. 1984, 

Johansson y Si:!derhall 1985>, no mostró ser un buen activa dor 
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del sistema de la proPO en e,. clarki, debido probablemente a 

que la preparación de la laminarina no fue la más adecuada. 

Lackie <1988b>, menciona que el mejor reconocimiento o 

afinidad hacia cierto carbohidrato se encuentra en función de 

la especie. Por ejemplo, la laminarina es un buen activador 

de lisados de hemocitos de Schistocera sp. y del de algunos 

crustáceos y no así del de Periplaneta sp . En el caso de 

otros insectos, el sistema de la proPO no es activado por LPS 

bacteriano <Leonard y col s. 1985) y sólo algunos 

peptidoglicanos activan el sistema en Bpmbyx mc.r:i. <Yoshida y 

Ashida 1986). 

Los ensayos de inhibición mostraron resultados similares 

para ambos activadores <LPS y Zs) <Figs. 8 y 9). Por un lado, 

los inhibidores de serina proteasas <STI, LUE y PMSF> 

disminuyeron la actividad de PO en diferente grado, siendo el 

STI el má~ efectivo (bloquea totalmente la actividad>. Este 

resultado nos sugiere la participación de una proteasa del 

tipo de las serinas en la activación del sistema, la cual ya 

se ha propuesto por otros investigadores <Johansson y 

96derh~ll 1989a, S6derhall y cols. 1990, Aspán y cols. 1990a, 

Aspán y cols. 1990b, Aspán y Soderhall 1991>. Sin 1t111bargo el 

aumento en la actividad de PO observada con los 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 regulación del 

sistema de la proPO. 

Cuando se incubó el SLH con la mezcla de STI y los 
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inhibidores de cisteín proteasas no se observó actividad 

<Fig. 10), sugiriendo la necesidad de que el lisado se 

encuentre activado de manera previa para que se pueda 

observar el efecto de los inhibidores de cisteín proteasas. 

Para tratar de analizar mejor estos procesos, se 

elaboraron geles de poliacrilamida del lisado 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 apróximadamente 70 kDa, que 

presumiblemente creemos se trate de hemocianina, ya que al 

migrar una muestra de plasma, apareció esta misma banda y por 

debajo de ella no se observó a las demás 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 observó un patrón similar de 

mol~culas al ser activado el SLH con Zs o con LPS, y la 

diferencia entre ambos activadores, sólo se observó en la 

rapidez con la cual se dieron los cambios . en el patrón 

electroforético. El tiempo de aparición de las moléculas de 

42.S, 38 y 33.S KDa al activar con Zs, puede complementar lo 

observado en los ensayos de PO, donde se observó una mayor 

actividad al incubar con Zs. Esto sugiere que el sistema de 

la proPO presenta una mayor afinidad por el Zs en E· clarki, 
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lo que podría explicar en parte, la resistencia a las 

invasiones por hongos ya mencionadas, o las diferencias en 

cuanto a reconocimiento de diferentes carbohidratos 

mencionadas por Lackie (1988bl. 

Cuando se colocaron las muestras con inhibidores (fig. 

13>, se observó que el STI al igual que el PMSF, no permitó 

la desaparición de las moléculas de 41, 39 y 37 KDA y 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 la banda de 41 KDa, además de no 

pertenecer al grupo de las serina proteasas, pudó ser 

modificada por la presencia de Zs. Los inhibidores para 

cisteín proteasas previnieron la desaparición de la molécula 

de 41 kDa y la aparición de la de 42.5 kDa, pero se 

modificaron las moléculas de 39 y 37 kDa y aparecieron las de 

38 y 33.5 kDa , lo que sugiere que estas dos Oltimas moléculas 

(39 y 37 kDal, además de tratarse posiblemente de serinas 

proteasas, se encuentran relacionadas con la activación del 

sistema. Aspán y cols. <1990al, encuentran que la proteina 

activadora de la proPO CppAl de e. leniusculus, presenta un 

peso molecular de 36 KDa, el cual es muy aproximado al 

observado en dos moléculas de e. clarki <39 y 37 kDal. 

Por otra parte, todo proceso de activación que continue 

con una cascada proteolítica, debe necesariamente incorporar 

inhibidores que regulen el sistema. Por ejemplo, en el 

plasma de mamíferos, se encuentran factores como el I y el H 

que controlan la producción de C3-convertasa en la via 
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innecesarias de este sistema (Lackie 198Bbl. 

45 
activaciones 

En cuanto a moléculas reguladoras, del plasma de E· 

leniusculus se han aislado y purificado 2; un inhibidor de 

tripsinas con un peso molecular de 155 KDa <Hergenhahn y cols 

1987) y la a2-macroglobulina, el cual es un dímero con 190 

kDa por subunidad <Hergenhahn y cols. 1988>. Pero como ya se 

describió, estos inhibidores se localizan en el plasma y no 

dentro de las células. El mecanismo que hemos observado en E· 

clarki, sensible a inhibidores de cisteín proteasas, 

posiblemente se trate de un mecanismo regulador del sistema 

de la proPO , el cual se localiza dentro de los hemocitos. Sin 

embat·go, para conocer su exacta participación dentro de la 

cascada enzimAtica de la proPO, es necesar i a la r ealización 

de investigaciones más detalladas que incluyan la 

purificación de éstas moléculas. 
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10. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resul t ados presentados en este trabajo, 

fue posible elaborar las s i guientes conclusiones• 

1> El sistema de la proPO se localiza en los hemocitos 

granulares y subgranulares en el acoc i l E· clarki 

2> Por medio del congelamiento y descongelamiento 

celular, es posible la obtención del sistema de la proPO de 

los hemocitos de E· clarki. 

3> El sistema de la proPO se activó especificamente por 

el zimosAn <Zs> o por lipopolisacArido <LPS>. 

4> Durante la activación del sistema de la proPO, es 

probable la part i cipación de una enzima del tipo de las 

serina-proteasas de aproximadamente 39 o 37 kDa. 

~> La actividad de f enoloxi dasa pudo ser incrementada en 

presencia de inhibidores de cistein-proteasas. 

6) Probablemente una molécula de 41 kDa que es bloqueada 

por inhibidores de cistein-proteasas, se encuentre 

relacionada con la regulación del sistema de la proPO en e_. 

clarki. 
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12. APENDICES 

APENDICE I 

SOLUCIONES DE CARBOHIDRATOS <2 lllQ/•l > 

57 

Los carbohidratos utilizados fueron: Laminarina 

<Laminaria digitata>, Lipopolisacarido <~. !O..Ql.i_ 0111:84>, 

Zimosán <de Sacharomyces cereviciae>, Heparina, galactosamina 

y glucosamina <SIGMA>. 

Se pesaron 20 mg. de cada uno <excepto zimosán>, y 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 ºC hasta su uso. 

Para el caso del zimosán se trabajo con microgramos 

equivalentes de glucosa <apéndice III>. Se pesaron 12.21 mg. 

de zimosán y se les agragó 1 ml. de amortiguador de 

cacodilatos de sodio, se coloco esta solución en agitación en 

el vortex durante 15 min. exactos a temperatura ambiente. 

Esta solución 

sobrenadante, 

de gluc./ml 

apéndice III>. 

fue centrifugada a 2500 rpm y se recuperó el 

el cual quedó a la concentración de 100 µg eq 

<ver modificación al método del tetrazolio, 

Se colocó en dos ali cuotas de O. 5 ml. y se 

guardaron a -20 •c. 

APENDICE II 

SOLUCIONES DE IN-IIBIDORES. 
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Los inhibidores utilizados en este trabajo fueron los 

siguientes: Inhibidor de Tri psi na de Soya <STI>, 

Fenilmetilsulfonil floruro <PMSF>, Feniltiourea <PTU>, 

Leupeptina <LEU>, N-Etilmalemida <N-E>, N-Metilmalemida <N-

Ml, y Iodoacetamida <IAM>; <SIGMA>. Se prepararon a una 

concentración de 100 mM, excepto la LEU, que fué preparada a 

5 mM. Se almacenaron en alicuotas de 0.5 ml. a -20 °c. 

APENDICE I I I 

l"IDDIFICACIDN AL l'ETODO DEL TETRAZCLIO CFairbridQ• 19S1> 

PARA ANALISIS DE BLUCOSA LIBRE, EN 111.JEBTRAS DE ZiftOBAN 

Se preparo una solucion de zimosán (5 mg/ml> en agua 

inyectable, en tubos de 1.5 ml. Esta solución fué agitada en 

el vortex durante 15 min. exactos a temperatura ambiente. La 

solución fué centrifugada a 4500 rpm <para eliminar la 

fracción no soluble> y el sobrenadante recuperó con la 

fracción soluble de zimosán <Zs>. La muestra de Zs se 

hidrolizO, agregando 0.5 ml. de HCl 4N a 1 ml. de Zs y se 

incubó en tubos de 1.5 ml perfectamente tapado y sellado, 

durante 48 hrs. a 37 ºC y posteriormente 15 min en baño de 

agua hirviendo. Después de enfriar la muestra en hielo, fue 

neutralizada con 0.5 ml. Co unas gotas más si se requiere> de 

NaOH 4N a pH 7.0 con un potenciómetro. A 300 µl de la 

muestra neutralizada se le agregaron 100 µl de MTT 

Cdimetiltetrazolio SIGMA> al 0.5 Y. y 200 µl de NaOH lN; se 
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incubó 10 min. exactos a temperatura ambiente y se le 

agregaron 200 µl de ác. acético 1. 1N <para detener la 

reacción). El volumen alcanzado hasta este momento fue 

11 evado a 2 ml. con metanol y la densidad óptica se determinó 

a 485 nm. Los resultados fueron interpolados en una curva 

obtenida previamente con glucosa. 

La curva de glucosa fué preparada con las siguientes 

diluciones en volumenes de 300 µl: o, 150, 300, 450, 600, 

750, 900, 1050, 1200, 1350, y 1500. A cada 300 µl de estas 

diluciones se les agregaron 100 µl de MTT y se prosigió con 

los pasos arriba mencionados para la muestra problema. 

Los resultados de las muestras problema fueron 

expresados en microgramos equivalentes de glucosa por 

mililitro <µg. eq. de gluc./ml.>. 
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FIB. 2. CINETICA DE ADHERENCIA CELLLAR AL VIDRIO. Se 
colocaron en un cubreobjetos apróximadamente 5 X 104 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 contó el nOmero de células 
adheridas a distintos tiempos. El tiempo óptimo de adherencia 
fue a los 50 min. 



FIB. 3. TIPOS DE HEl'tDCITOB PfE8ENTEB EN LA IEl'tDL.ltFA DE e_. 
clarki. Cflulas sanguíneas <he1110citos> adheridas a vidrio par 
45 min en SSC. Se observan cflulas hialinas <H>, 
subgranulares <SG> y granulares <G> <Microscopia de contraste 
de fases 40 X>. 

62 
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FIB. 4. REACCIDN CITIDJl"ICA DE FENl1...0XIDABA EN L.OB f.EttOCITOB 
DEL ACOCIL. Hemocitos adh.ridos al vidrio • incubados 90 
pre .. ncia d• L-DOPA <4 114ii1/11l> por 14 h. Se ob..rv• la 
reacción positiva 90 todo •l citopla .. a. Las cflulas hi•lin•• 
no pr•••ntan 11arc• d• l• r••cción <Microscopt• óptica 40 X>. 
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% CELULAS 
120.---~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~, 

100 

80 

60 

40 

5 10 15 20 25 
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FIB. ~. CINETICA DE MARCA c::oN L-DOPA. Hemocitos previamente 
adheridos y fijados se incubaron con L-DOPA <4mg/ml) a 
distintos tiempos. La marca sólo se observó en las células 
granulares y subgranulares, obteniendose el mAximo de marca a 
las 14 h. Así mismo, se observa que las 3 subpoblaciones de 
hemocitos se necuentran en proporciones similares en la 
hemolinfa de E_. clarki. (.) Céls. no marcadas, <¡> Céls. 
subgranulares marcadas y <*> Céls. granulares marcadas. 
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FIG. 6. ~A DE ACTIVACION DEL SISTEJ"IA DE LA proPO EN EL SLH 
CON DISTINTAS CXJNc:ENTRACICllES DE LPS (j¡_. ~ 0111 •84>. La 
concentración a la cual se observó una mejor activación del 
sistema, fue de 20 µg/ml. A concentraciones elevadas (500 µg 
o más) se satura y se bloqueada la actividad de fenolox i dasa 
<PO>. 
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FIB. 7. CURVA DE ACTIVACIDN DEL SISTEMA DE LA proPO EN EL BLH 
CON DISTINTAS CONCENTRACIONES DE ZIPESAN <Saccharot1ycu 
cerevisiae>. Se observa que la concentrac i ón a la cual activa 
de manera más eficiente es a S µg eq. de gluc/ml. Del mi smo 
modo que sucedió con LPS, el zimosán bloquea la activida d de 
f enoloxi dasa <PO> a elevadas concentraciones <SO µg eq. de 
gluc/ml >. 
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LPS PMSF LEU STI 

FIB. B. EFECTO DE DISTINTOS Illl-IIBIDDRES DE PROTEASAS SOBRE LA 
ACTIVACIDN DEL SISTEMA DE LA proPO CON LPS <20 µg/•l>. Se 
observa la inhibición de la actividad de PO, provocado por 
los inhibidores de serina proteasas <PMSF= 
Fenilmetilsulfonilfloruro, LEU= Leupeptina, STI= Inhibidor de 
tripsina de soya>, así como el incremento de la misma 
actividad, promovi da por los inhibidores de cisteín proteasas 
<NE= N- etilmalemida, NM= N-metilmalemida y IAM= 
Iodoacetami da) . LPS= Testigo con lipopolisacArido. 
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FIB. 9. EFECTO DE DISTINTOS IN-IIBIDDRES DE PROTEASAS SOBRE LA 
ACTIVACIDN DEL SISTEMA DE LA proPO CON Zil'10SAN <5 pe;¡ eq. de 
gluc/•l>. El STI fue el más efectivo para inhibir la 
actividad de PO . ZIM= Testigo con zimosán, 
PMSF=Fenilmetilsulfonilfloruro, LEU= Leupeptina, STI= 
Inhibidor de tripsina de soya, NE~ N-etilmalemida, NM= N
meti lmalemida, IAM= Iodoacetamida. 
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FIB. 10. EFECTO DE LA MEZCLA DE STI CON LOS IN-tIBIDOREB DE 
CISTEIN PROTEASAS <N-E, N-M y IAt'I> SOBRE LA ACTIYACICIN DEL 
BISTEttA DE LA proPO CON Zil'IOSAN CS pg aq. de glucl•l>. Cuando 
el sistema es tratado previamente con el inhibidor de serina 
proteasas CSTI>, la hiperactivación observada con los 
inhibidores de cistein proteasas no aparece. 
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FIS. 11. ELECTROFORESIS EN BEL DE POLIACRILAl1IDA-SDS AL 15 X. 
CHETICA DE ACTIVACICJN DEL SISTEl"IA DE LA proPO CON Zil"IDSAN C5 
µg eq. de gluc/•l>. Las muestra de SLH <2 mg/ml de proteína> 
fueron incubadas en presencia de zimosan a 37 ºC y la 
reacción fue detenida a diferentes tiempos. En cada carril se 
colocaron 20 pg de proteína 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 
min; carril 3, SLH incubado durante 30 mini carril 4 al B, 
diferentes tiempos de incubación del SLH con zimosAn 
<0,10,20,30, y 60 min respectivamente>; carril 9, SLH 
incubado con zimosAn y STI durante 30 min; carril 10, li!iado 
i~cubado 30 min. con zimosan y después 30 min adicionales con 
STI. 
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FIB. 12. ELECIHlFUREBIS EN BEL DE POLIACRILMllDA-BDB AL lS X. 
CINETICA DE ACTIVACIDN DEL SIBTBtA DE LA praPO CON LP8 C20 
pQ/•1). Las mu•stras d• SLH <2 mg/ml d• prot•ina> fu•ron 
incubadas en pr•s•ncia d• LPS a 37 •e y la r•acción fu• 
detenida • dif•r•nt•• tie11pos. En cada carril •• colocaron 20 
µg d• protaina y .. aigraron •l•ctrofor•ticam9"t• CDlllD •• 

describ• •n -t.rial y mf.todos. Carril 1, •arcador•• de P••o 
110l.cular1 carril 2, SLH incubado durante 120 •in, carril 3, 
SLH incubado con LPS y STII carril 4 a 9, dif•r•nt•• ti•11pos 
d• incubación con LPS <0,10,20,30,60 y 120 •in 
r•sp.ctivaa9"t•>. 

::.· 
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FIB. 13. El..EClRDFCMEBIB EN IEL DE POLIM:RILMIDA-BDB AL IS X. 
E&ECTD DE DIFEAENTEB INilBIDOREB DE PRDTEW8 BCmlE LA 
ACTIVM:ION DEL BIBTEM DE LA praPO EN EL &Uf. Las 11Uestras de 
SLH <2 llQ/•l> fueron incubadas con zi.as•n <S VQ eq. de 
Qlucl•l> e inhibidores de protea••• <10 1111 en la .. zcla de 
reacción, excepto la LEU que quedo a o.s 1111> a 37 •e durante 
30 •in. En cada carril se colocaron 20 VQ de proteina y se 
•i;raron electroforetica11ente co.a se describe en ••terial y 
•ftodos. Carril t¡ .. rcadores de p .. o •ol•cularl carril 2 1 
SLH s6lof carril 3, SLH con zilM>s•nt carril 4 a 9, SLH con 
zDlllDtl•n ••• el inhibídor <STI, LEU, PMSF, N-E, N-1'1, y IAl1 
respectiva11ente>. 
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T A B L A I 

CHO <mg/ ml > SLH <mg prot./ml> UNI DADES/mg prot./mi n 

Zimosán 0 . 005 1. 702 98.70 
Zimosán 0.500 3.000 570.66 
Zimosán 1.000 3.208 421. 44 
LPS o. 1130 3 . 000 120.66 
LPS 1.000 3 . 208 91.64 
LPS 2 .000 3.208 347 .88 
Laminarina 0.005 1. 702 8 3 .43 
Laminarina 0.100 1. 702 103.40 
Laminarina 1. 440 1. 3 65 169.96 
Otros CHOs 0.1-33 2 .209 118.96 
Testigo <Amortiguador I > 2.000 97.00 

CARBOHIDRATOB UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVACIDN DEL 
SISTEtlA DE LA proPO. Se muestran l os carbohidratos utilizados 
<CHO> y la concentración a la cual activaron el sistema. 
Evidentemente el zimosán y el LPS son los que activan mejor 
el sistema, y no así la laminarina. Los otros CHOs <heparina, 
galactosamina y glucosamina> mostraron un bajo reconocimiento 
por parte del sistema. El testigo <con Amor tiguador I> 
mostro niveles de activación basal de 97 U/mg de prot./min. 
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TABLA II 

LPS n.o ZIMOSAN n.o 
(pg/ml> (490 nm> <µg eq. de gluc/ml> <490 n m> 

1 0.361 0.01 0.402 
5 0 . 513 0.10 0 . 504 

20 0 . 531 1. 00 1.368 
100 0 . 375 5.00 1. 325 
500 0.022 10.00 1.035 

1000 0.025 20.00 0 . 35 8 
2000 0 . 014 50 .00 0.038 

ABSORBANCIAS CD.O> ENCONTRADAS DURANTE ENSAYOS DE 
FENOLOXIDASA. En la tabla se muestran al gunas de las lectur as 
enc ontradas d uran te los ensayos de fenoloxi das a . El SLH fue 
incuba do en prese ncia de LPS o e l sobr e nadante de zimosán 
<Zs> durante 30 min. a 37 °c. Post e riormente se incubó con L
nDPA <4 mg/ml) durante 20 mi n a temperatura ambiente y la 
densidad óptica fue leida a 490 nm. El testigo <con 
Amortiguador I> mostro niveles de activación basales de D.O= 
0.036. 
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