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RESUMEN

Las lectinas se encuentran presentes en la hemolinfa de diversas especies
de invertebrados. Estas proteinas aparentemente son sintetizadas por los
hemocitos, sugiriendo por lo tanto que pueden funcionar como opsoninas dado
que llegan a reconocer y a enlazar especificamente a los carbohidratos de
membrana o ser utifizadas como marcadores de los hemocitos de la propia
especie. Por estudios realizados en el langostino Macrobrachium rosenbergii
(DeMan), hemos identificado y caracterizado una lectina sérica de 19 kDa que
reconoce &cido sidlico, carbohidratos N-acetilados y aglutina unicamente a los
eritrocitos de rata y conejo. El presente trabajo se realizé con la finalidad de
clasificar los tipos de hemocitos circulantes del langostino malayo M. rosenbergii
(DeMan) e identificar el papel de la lectina sérica como mediador del mecanismo
de reconocimiento de antigenos en estos organismos, lo cual también contribuye
a un conocimiento basico sobre la inmunologia de los invertebrados asi como a
diversas areas de la biologia celular, morfofisiologia, diagnéstico patoldgico y
evolucion de la respuesta inmune de los crustaceos.

En el curso de nuestras investigaciones identificamos dos especies
bacterianas que dafian la cuticula del langostino y que son aglutinadas por la
lectina sérica, la cual mediante ensayos de inhibicion determinanos que esta
proteina reconoce a |os carbohidratos N y O acetilados de la pared bacteriana. La
actividad fagocitica de los hemocitos circulantes del langostino malayo, esta
mediada por un pequerio grupo de células que poseen escasos o abundantes
granulos citoplasmicos. Nuestros resultados nos permiten proponer que el
reconocimiento de lo no propio estd determinado por dos mecanismos
independientes: uno que posee especificidad por el acido 9,8,7-0- acetil sialico y
azucares N-acetilados (especificidad similar a la de la lectina sérica), ya que
existe una mayor preferencia de los hemocitos con actividad fagocitica hacia ios
eritrocitos de rata y conejo, que poseen dichos carbohidratos en su superficie; el
segundo mecanismo de defensa podria estar dado de manera inespeciﬁca.' con
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base en que los hemocitos también manifiestan actividad fagocitica, aunque en
menor propeorcion hacia los eritrocitos de diversas especies de vertebrados

(humanos, cerdo y caballio).
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INTRODUCCION

Los estudios realizados sobre la inmunidad en moluscos, insectos vy
crustaceos'™ estan dirigidos a identificar los eventos celulares y la naturaleza
molecular de los factores séricos, que se desencadenan en presencia de los
microorganismos patdgenos. Los mecanismos de defensa mas importantes que
se han identificado en los invertebrados son: 1. la degranulacion, la cual da lugar
a la liberacion y activacion de sistemas enzimaticos; 2. la actividad fagocitica'®:
3. la formacion de nodulos y la encapsulacion™ y 5. la sintesis de factores
séricos®. Coombe y cols."” han propuesto que la respuesta a tales eventos de
inmunidad se basa en la interaccidon molecular entre los factores sérico y los
receptores de superficie celular no propios, o bien entre los receptores de
superficie celular (propio y no propio).

La clasificacién propuesta por investigadores como Hose y cals."'", y Lanz
y cols., " para Ia identificacidn morfoldgica de los hemocitos circulantes y su
funcion, establecidas para la langosta americana Homarus americanus H. Miine,
la langosta roja Panulirus interruptus (Randall), el camardn decorador
Loxorhynchus grandis Stimpson y para el acocil Procambarus clarkii (Girard), las
cuales no son del todo aplicables para otras especies del grupo de los crustaceos
dulceacuicolas, por esta razén existen controversias en los diversos procesos
celulares y bioquimicos que intervienen en los mecanismos inmunolégicos.

De las moléculas séricas de mayor relevancia a nivel evolutivo, las lectinas
ienen una mencién especial para los crustéaceos™*®, debido a su participacion
en el recdn_ocimiento de lo no propio. Esto forma parte de un mecanismo primario
de reconocimiento entre células propias de especies primitivas del reino animal tal
como lo son las esponjas™'™. Las lectinas son moléculas con especificidad por
los carbohidratos que conforman la superficie de las células, y por tal motivo su
funcion podria ser también la de participar en la actividad fagocitica y modular la
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estimulacién de las reacciones sericas y celulares del organismo; participar en los
procesos endocrinos de regulacion; en el reconocimiento de lo no propio; y en la
opsonizacién'™®. Por otra parte, dada las funciones propuestas para las lectinas,

'™ que estas moléculas podrian tener una

se han considerado por Wu y Kabat'
evolucion convergente con las inmunoglobulinas.
Las lectinas en los invertebrados se pueden encontrar asociadas a

(8 |as lectinas de los

membranas celulares o disueltas en la hemolinfa
crustaceos: cangrejo coco Birgus latro (Linnaeus)""®, cangrejo nadador Callinectes
danae Smith® cangrejo roca Cancer antennarius Stimpson®" y la langosta
americana H. americanus H. Milne®, estan dirigidas principalmente hacia
estructuras complejas de carbohidratos, generalmente hacia los que contienen
acido sialico. La actividad bioldgica de las lectinas aisladas de algunas especies
de invertebrados como la de los xifosuros Limulus polyphemus (Linn)'® vy
Carcinoscorpius rotunda-cauda® son dependientes de calcio. De acuerdo a
Drickamer® estas proteinas son denominadas lectinas C (dependientes de
cationes divalentes). En algunas especies de decapodos como en el cangrejo
australiano Parachaeraps bicarinatus®, se ha demostrado que la presencia de la
lectina incrementa la actividad fagocitica, ya que éstas pueden funcionar como
moléculas de adhesion, desencadenando, por lo tanto, la actividad fagocitica u
olro evento celular como es la formacién de nédulos y la encapsulacion®®. Por
esto, se consideran a éstas moleculas como parte del factor principal que modula
la reaccién inmune en los invertebrados. Por otro lado, Bang®”, ha postulado que
las lectinas libres en el suero del centolio europeo Maja esquinado (Herbst).
ademas de participar en el reconocimiento de lo no propio también podrian
participar en ciertos evehtos fisioldgicos como es la transmision de sefales y en
el transporte de calcio y carbohidratos para la formacion del exoesqueleto.

En el Estado de Morelos el langostino Macrobrachium rosenbergii (DeMan),
es la especie de mayor importancia econémica para los centros de explotacion

acuicola. Los monitoreos de sanidad acuicola en otros paises dedicados al cultivo
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y engorda del langostino como Thailandia y Hawaii (USA), han revelado que en
los diferentes estadios de desarrollo de esta especie pueden ser afectados por
microorganismos patogenos enzodticos como; Rickettsias, virus (parvo-like virus
= MHPV), bacterias quitinoliticas y filamentosas (Vibrio sp, Beneckea sp.
Pseudomonas y Aeromonas sp.), micobacterias (Mycobacterium sp.), los
protozoarios (Epistylis, Zoothamnium, Lagenophrys sp. y Vorticella), hongos
(Lagenidium callinectes, Sirolpidium sp. Fusarium y Tricomicetos), insectos
(huevecillos de Ramphocorixa acuminata), el trematodo (Carneophallus
choanophallus), el nematodo (Angiostrongylus cantonencis) y el isépodo
(Probopyrus sp.), los cuales pueden llegar a causar merma en la produccion®?,

OBJETIVO GENERAL.

Considerando la importancia que presentan fos hemocitos circulantes en
los mecanismos de defensa, asl como la participacion de la lectina en el
reconocimiento de lo no propio, se propuso realizar en este frabajo la
identificacion de los eventos de defensa que se man_ifiestan en los crustaceos,
particularmente del langostino de agua dulce M. rosenbergii (DeMan), tambien
conocido como langostino malayo, camardn -giga'nté, langostino asiético o
camaron de agua dulce. La tolerancia de esta especie para s'u manejo en cultivoy
su resistencia a las variaciones de los principales parémetrds ambientales, hacen:
a esta especie atractiva para el desarrollo acuicola y su 'c'omerci,o a nivel mundial.
Por lo tanto de ha cosiderado una especie de impokta\ncia= para el desarrollo
aculcola en el estado de Morelos. o
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Objetivos particulares.

1. Realizar un estudio morfolégico de los hemocitos circulantes del
langostino Macrobrachium rosenbergii (DeMan) y su clasificacion.

2. Determinar el tipo de hemocito que lleva a cabo |a actividad fagocitica.

3. Identificar la presencia de la lectina sérica en los diferentes tipos de
hemocitos del langostino de agua dulce,

4. Identificar las especies de baclerias patdgenas para el langostino,
presentes en la zona de explotacién acuicola “El Huamuchil®, Jojutla: Morelos.

5. Establecer si existe el reconocimiento de la lectina sérica del langostino
de agua dulce, hacia las especies de bacterias patdgenas para esta especie, asi
como para otras especies de bacterias patogenas para vertebrados.

2.



ANTECEDENTES

f.a inmunidad es un proceso de defensa que se activa especificamente en
un organismo ante ia presencia de microorganismos patogenos o de moléculas
extrafas genéticamente®. Los diversos estudios realizados sobre los
mecanismos de inmunidad llevados a cabo en esponjas, celenterados,
artrépodos, anélidos, moluscos y equinodemos®'® nos demuestran que todas las
formas de vida han creado un sistema inmunologico para protegerse contra
microorganismos patdgenos o parasitos. En particular Ratcliffe®, menciona que la
inmunidad de los crustdceos, como en los vertebrados, estd dada por una
cooperacion de procesos celulares y humorales. Sin embargo, el sistema
inmunoldgico de los invertebrados se caracteriza por la carencia de una
especificidad y memoria, funciones que son realizadas por ias inmunoglobulinas
en los vertebrados y células linfoides con receptores de superficie para la
identificacién de los antigenos de histocompatibilidad (MHC) y otras moléculas de
superficie como el CD4, CD8 y Thy1 ©.

Hildemann®", menciona que la presencia del caparazdn o exoesqueleto en
los crustdceos, constituye la primer barrera de proteccion ante la constante
amenaza de patdgenos. En cuanto al sistema vascular McMahom y Burnett®?
mencionan, que esta conformado por la hemolinfa (fluido corporal constituido por
el suero que transporta nutrienhtes, proteinas, hormonas), y los hemocitos (células
circulantes), que participan en la eliminacién de patégenos y bolaboran de
manera importante en la restauracion de tejidos dafiados. El flujo sanguineo del
corazdn, se dirige de atras hacia adelante llegando por medio de las arterias y ios_
vasos SangtJiheos a irrigar a los tejidos y musculos.

13



-----

MECANISMOS DE INMUNIDAD EN INVERTEBRADOS

Con relacién a los eventos bioquimicos que se desencadenan en la
inmunidad de los crustaceos estos son escasamente conocidos. Sin embargo, se
concce que la respuesta celular se manifesta en cooperacion con factores
SEricos.

A nivel celular, Amirante®® y Smith y Séderhall®?

, mencionan que la
actividad biolégica de cada tipo de hemocito juega un papel importante en las
diferentes reacciones de defensa contra parasitos y patdgenos o microorganismos
na patdgenos que podrian entrar al hemocele a través de un darno en la cuticula,
siendo los hemocitos de poditos branquiales, los responsables para remover las
proteinas extrafas y quizas virus de la circulacion, y por lo tanto la presencia de
los hemocitos en dichas estructuras son consideradas primordiales en el
mecanismo de defensa, N

Los estudios sobre la clasificacion de los tipos de hemocitos circulantes y
su actividad bioldgica mediante marcaje citoquimico se han descrito ampliamente
en la langosta americana H. americanus H. Milne, la langosta roja P. interruptus
(Randall), el camarén decorador L. grandis Stimpson®? y en el acocil P. clarcki
(Girard)™. De manera general, estos autores han clasificado a los hemocnos en:
1) los hemocitos hialinos.- caracterizados basicamente por la escasa presencia de
grénulds citoplasmicbs, rara presencia de lisozimas y carencia de fagosomas;
mediante observaciones y ensayos citoquimicos se ha considerado qué_ este
grupo de células inician la coagulacion al sufrir la autélisis; y 2) los hemoqitds
granulares, llamados también granulocitos, generalmente no muestran'Cambios
morfologicos durante la coagulacion y, son subdivididos en dos subtlpos el primer
subtipo de hemocitos comprende a las células con numerosos pequeﬁos granulos.'

-cutopiasmlcos,.éstas células se caracterizan por presentar seudopodos largos y

deigados en su mayoria cuando son adheridos, al parecer son células que
participan en el reconocimiento de particulas extrafias. El segundo subtipo incluye
a los hemocitos con granulos citoplasméticos grandes y numerosos, un ntcleo

14
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pequefo y una escasa relacion nucleo-citoplasma, este grupo raramente presenta
seuddpodos y, su funcion se ha sugerido que esta dirigida a la encapsulacion de
patégenos y a la cicatrizacion de heridas. Hose y cols."" y Tsing y cols.®® hacen
referencia sobre la gran heterogeneidad que existe en el nimero y tamano de
granulos, lo que ha dado lugar a Bodammer®™ a proponer que esta variabilidad
esta dada por una progresiva maduracién celular. Por otra parte, con la finalidad
de uniformizar los criterios para la clasificacion y conteo de los hemocitos
Williams y Lutz®”, han propuesto el considerar también. ciertos factores
fisioldgicos de la especie como son: el estadio de desarrollo y el grado de
maduracion gonadica.

Entre los trabajos mas relevantes sobre la caracterizacion fisicoquimica de
las proteinas séricas de crustaceos, se han caracterizado a las lectinas de las
siguientes especies: Birgus latro (Limmaeus)'®, Callinectes danae Smith®,

(21)

Cancer antennarius Stimpson®", Homarus americanus H. Milne®® 'y

Macrobrachium rosenbergii (DeMan)®®. Las propiedades fisicoquimicas de estas
proteinas se citan mas adelante (pagina 24). |

Los diversos mecanismos de defensa humoral y celular que se man_ifiestén N
en el grupo de los crustaceos se resumen en la Tabla 1, posteriorments se realiza
una amplia'descripciéh de cada evento inmunologico. | |



Tabla 1. MECANISMOS Y MEDIADORES QUE PARTICIPAN EN LA INMUNIDAD
DE LOS CRUSTACEOQS.

Mecanismo Respuesta Celular Respuesta Humoral

de inmunidad (Cooperacién de factores
plasmaticos).

- Coagulacion Células hialinas Coaguldgeno,

(gelacién del plasma)

(Ref. 39,40,41)

- Fagocitosis
(Ref. 5,6,42-47)

- Encapsulacion
(Actividad de
la proPo)
(Ref. 7,8,49y50)

- Formacion de
Nédulos
(Actividad de
la proPo)

(Ref. 7,8,49y50)

- Activacion del
Sistema de la
Profenoloxidasa
(proPo)

(Ref. 49,51y52)

- Reconocimiento

de lo no propio

(Ref. 14,38,53-58)

Células hialinas
Células semigranulares

Celulas semigranulares

Células granulares

Células semigranulares
Células granulares

Receptores de membrana

Serin protesa
Factores de adhesidn

Bactericidas
Fungicidas
Aptividad de adhesinas

Bactericidas
Fungicidas
Adhesina

Bactericidas
Fungicidas
Adhesinas

Lectinas
Factores séricos
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COAGULACION {(gelacion del plasma)

En los crustaceos, Martin y cols.® consideran que la coagulacién de la
hemolinfa es una respuesta esencial de defensa,que previene inmediatamente la
pérdida de hemolinfa y la diseminacién de patdgenos a traves del cuerpo al ser
danado el exoesqueleto. Estos autores, han determinado que los diferentes
procesos de la gelacidn del plasma en los crustaceos, se establece de acuerdo al
porcentaje de hemocitos hialinos circulantes: para el Tipo A, que se caracteriza
por una rapida aglutinacién de los hemocitos sin la gelacion del plasma, se
manifiesta en las especies que comprenden menos del 30% de hemocitos hialinos
(por ejemplo en especies de cangrejos); mientras que el Tipo B, involucra la
agregacion de células acomparada por una limitada gelacion del plasma; y el
Tipo C, va a presentarse en las especies con mas del 50% de células hialinas vy,
la autdlisis de estos hemocitos van a causar la coagulacion del plasma y una
agregacion celular (generalmente manifestada en camarones). Por otra parte,
Omori y cols.“” han observado que tanto la intensidad como el tiempo de la
gelacion también varian de acuerdo a la concentracion de coaguldgeno que se
presente en los diferentes estados de desarrollo y de igual manera en el
porcentaje de los tipos de hemocitos circulantes. En el camardn de piedra del
pacifico Sgicyonia ingentis (Burkenroad), el cangrejo L. grandis Stimpson y el
acocil P. clarkii (Girard)®, se ha determinado que durante el proceso de fa
gelacion del plasma se encuentran factores plasméticos' como el coaguldgeno,

" una lipoproteina de 400 kDa (con subunidades de 180-200 kDa). Sin embargo,

aun se desconoce el lugar de sintesis del coagulégeno plasmatico.

Aclivacién de la enzima proaglutinante.- El grupo: de las serin-protea_sas |
han sido consideradas por Durliat*?, como enzimas plasméticas proaglutinantes,
que pueden ser activadas por dos vias independientes: 1) la presencia de Ios
Lipopolisacéridos (LPS) generaimente presentes en la pared celular de bacterias
Gram negativas o bien, 2) por la estimul'acién de la R1,3 glucana de la pared

~celular de ciertos hongos y algas. Una vez activada, esta enzima c':oagulégena'se |
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convierte en polimeros de coagulina enlazados covalentemente por la accion de

la proteina transglutaminasa, que es un polimero heterogéneo dependiente de

iones de calcio (Ca2t). Existen algunas formas cataliticamente inactivas de las
serin-proteasas 0 como se tratara mas adelante de fenoloxidasas, en los granulos
de hemacitos granulares. Esta Ultima enzima al ser activada por la serin-proteasa
induce una répida degranulacién de dichos hemocitos, obteniéndose como
resultado la gelificacion, melanizacion (producto de la descarboxilacion
enzimatica) y la produccién de compuestos antimicrobianos. Por ofra parte,
también se ha propuesto que las proteinas liberadas por lisis de hemocitos,
incluyendo la fenoloxidasa, pueden ser proteinas con actividad opsonica, ademas

de participar en el sistema de reconocimiento de lo no propio.

FAGOCITOSIS

La fagocitosis es un proceso desarrollado por células individuales que
permiten la ingestion de particulas pequefas, tales como bacterias o protozoarios.
En el grupo de los crustaceos, Bayne® cita que los hemocitos con actividad
fagocitica han recibido una considerable atencidn por ser las células mediadoras
de la inmunidad y llevar a cabo la eliminacién tanto de microorganismos como de
restos celulares. Estas celulas fagociticas pueden encontrarse libres en el
hemocele, fijas sobre Ia superficie' exterior de arteriolas, en los espacios
hematicos del hepatopancreas y/o en las branquias. Experimentos in vitro

“) y Paterson y cols.“?, han

realizados por Tyson y Jenkin®, Goldenberg y cols.
demostrado que los hemocitos de diferentes especies de crustaceos fagocitan
eritrocitos de mamiferos y bacterias de diversas cepas. Los fagocitos libres del
cangrejo australiano P, bicarinatus, del cangrejo del arrecife Ozius truncatus®™” y

g44.45)

de la langosta americana H. americanus H. Miln , reconocen particulas

extrafias como los eritrocitos de carnero, diferentes células tumorales y bacterias
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Gram negativas como Pseudomonas y Escherichia coli. Por otra parte, los
hemocitos de la langosta americana H. americanus H. Milne tienen la capacidad
de fagocitar bacterias Gram negativas (Gaffkya homari)*®, pero no a bacterias
Gram posilivas las cuales se multiplican en el interior del organismo. En cuanto a
los fagocitas fijos en las branquias del cangrejo azul Callinectes sapidus Rathbun
se ha observado que son capaces de eliminar tanto a las bacterias Gram
negativas (marinas) como a las Gram positivas (Aerococcus viridans)®”,

Estos sistemas in vifro, han permitido evaluar la participacion de ciertos
factores séricos o glicoproteinas de membrana celular, en el desarrollo de una
actividad fagocitica eficiente. Experimentos realizados en el cangrejo australiano
P. bicarinatus, han establecido que los fagocitos presentan sobre su membrana
factores de reconocimiento dirigidos hacia los componentes de lipopolisacaridos
(LPS) del antigeno somdtico "O" de Salmonella abortus equf*?. En otros
experimentos realizados en el acocil Pacifastacus leniusculus (Dana) y el cangrejo
natante europeo Carcinus maenas (Linnaeus) por Séderhdll y cols.®,
demostraron que las bacterias de Moraxella NCMB 308, 'previamente tratadas
con laminarina (B1,3-glucana aislada de la pared celular de hongos) eran
fagocitadas mas facilmente, que aqUellas bacterias préviamente tratadas con otro
tipo de substancias como carbohidratos y sus polimeros (glucosa, déxtrén, |
celulosa o quitina). Por lo anterior, se han propuesto mecanismos para el control
de una reaccion inmune multicelular in vivo, que actten directamente con los
hemocitos o bien a través de algun mecanismo indirecto, como lo sugieren los

“9 sobre la sobrevivencia de las

experimentos realizados por Itami y Takahashi
larvas del camardn tigre gigante Penaeus mondon Fabricius, que al ser
alimentadas con dietas que contenian bacterias inactivas de Vibrio sp..
desarrollan una resistencia mayor a la infeccién bacteriana que la mostrada por el

grupo control que no fue previamente sensibilizado.
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ENCAPSULACION Y FORMACION DE NODULOS

La encapsulacion y la formacion de nddulos son considerados como una
respuesta de tipo multicelular, para la eliminacion de particulas u objetos extrafios
que no pueden ser fagocitados o destruidos por los mecanismos humorales.
Tienen como finalidad de dar muerte a los patégenos o bien, restringir su
movimiento y crecimiento en el hemocele de estos invertebrados®.

Ensayos in vitro realizados por Persson y cols.® en el astaco Astacus
leptodactylus Eschscholtz para identificar los mecanismos de la encapsulacion,
han demostrado la participacion de los hemocitos semigranulares asi como de
factores adhesivos que estimulan la formacién de agregados celulares llamadas
capsulas, alrededor de un gran numero de particulas extrafnas mayores de 10 ym
de diametro, tales como esporas de hongos o hifas de Aspergillus niger. Johanson
y Soderhall®® observaron que este proceso es activado cuando las células
semigranulares son lisadas al entrar en contacto con el objeto extrano,
provocandose asi la degranulacién de las células y la activacion del sistema de la
profenoloxidasa, que tiene como resultado la liberacién de factores de adhesiény
estimular la migracién de nuevas ceélulas para la formacion de agregados
celulares, favoreciendo la liberacion de productos téxicos que dan muerte a los
patbgenos. Entre los mecanismos de regulacion de este fenomeno, Séderhall y:
cols.”” mencionan que el crecimiento de la capsula va a depender de la
concentracion de los factores de degranulacion, Jos cuales, gradu‘almente,
decrecen en concentracion hacia la periferia de la capsula. Una -cépsula*tipica
consiste de 5 a 30 capas d'e hemocitos compactos con escaso o nulo espacio
intercelular. El aspecto morfolégico de la capsula en las diferentes especies
presenta variaciones relativamente 'menores, como la extension d_e las__células
aplanadas, necrosis ce'lular, presencia o aus'encia de melanina y la cantidéd_ de
material extracelular, Ratner y Vinson®, han demostrado que los hemocitos que
participan en la encapsulacion contienen mucopolisacdridos acidos o neutros y
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glicoproteinas. Tedricamente la muerte del organismo encapsulado va a estar
dada por la disminucion en la concentracion de oxigeno, destruccién (por la
participacion de hidrolasas) o la accion toxica de quinonas. Por otra parte,
también se ha citado que la formaciéon de nodulos implica un aglomerado de
células que van a envolver a parasitos de mayor tamano como helmintos o
esporas de hongos, e incluso la participacion de factores de adhesion y cohesién

que llegan a formar una masa sélida alrededor del patégeno.

ACTIVACION DEL SISTEMA DE LA PROFENOLOXIDASA (proPO)

La fenoloxidasa (PQ) es una enzima bifuncional que contiene cobre, y que
cataliza la O-hidroxilacion de monofenoles y la oxidacidon de difenoles a
quinonas™. En los crustaceos se ha citado por Johansson y Séderhali®® que la
PO se encuentra presente como proenzima (precursor inactive), la cual puede
localizarse en [a hemolinfa o en los granulos de ceélulas sanguinéas de
artropodos. Activada esta enzima, es capaz de convertir la tirosina a DOPA y la
DOPA en DOPA-quinona, siendo el ultimo producto espontaneo de Ia reaccion no
enzimatica la "melanina"”, pigmento pardo-negro, al cual se le han adjudicado
ciertas propiedades bioldgicas, tales como la inhibicion de precursores de
enzimas bacterianas y fungicidas.

Johanson y Soderhall®®, también consideran que la degranulacion o
exocitosis de los hemocitos es un evento important_e en ciertos mecanismos_'de
defensa, como es la activacion del sistema de la profenoloxidasa (broPO). -
Ensayos realizados por Johansson y Séderhall® sobre la actividad del Sistema
de Ia'proPO en el acocil P. leniusculus (Dana), han demostra_do'qu'e este siStema
se encuentra relacionado de maneré especificia con fa exocitosis de hemocitos
semigranulares, efecto provocado por la presencia de los |ipopo|isacéridos(LPS)
o la B-1,3-glucana (carbohidratos de la pared celular de bacterias Gram 'negati_vas
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y hongos). Estudios posteriores sobre la caracterizacion quimica de la proenzima
fenoloxidasa en los hemocitos del acocil P. leniusculus (Dana), revelan que es
una glicoproteina de 300 kDa, la cual en forma nativa se presenta como un
teramero, con punto isoeléctrico cercano a 5.4 y un contenido de cobre de 0.16%
aproximadamente, lo cual corresponde a dos atomos de cobre por molécula®. El
camino por el cual es activado el sistema de la proPO es complejo. Johansson y
Saderhali®®, refieren que tal evento comprende una reacciéon enzimatica en
cascada en la que participa, por lo menos, una serin-proteasa y que produce junto
con otras proteinas, al "factor de adhesiéon" que es un material pegajoso, el cual
cubre a los microorganismos invasores. Tambien son liberados otros factores
como: 1) el "factor promotor de la degranulacion”, provocando la lisis y exocitosis
de ceélulas semigranulares labiles; 2) el "factor promotor de la encapsulacion” que
es capaz de provocar la agregacion de células, y 3) ciertas proteinas que actuan

como opsoninas de fagocitos (Figura 1).

Célula semigranular R-1,3-glucana - Cambio
LPS l hemostético

| Prpteas_a / Proteasa

proPO memssmedp PO
-

Funciones Biolégicas:

Factor degranulante

Factor de promotor de ia encapsulacion
Melanizacion |
Factores antimicrobianos

Opsoninas (7) y Coaguiacién

Figura 1. Comunicacion celular en el mecanismo de defensa en crustaceos. Al reconocer
a las particulas extrafias se provoca la degranulacion y activacion del sistema de la
profenoloxidasa (proPQ) (modificado de Johansson y Séderhalit*®),
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RECONOCIMIENTO DE LO NO PROPIO

Como un factor humoral en los invertebrados, las lectinas han llamado la
atencién por tener la habilidad de interactuar con microorganismo incluyendo
bacterias, hongos y levaduras®. Hunt® y Renwrantz’®”, han reportado que tanto
la especificidad como el titulo de actividad aglutinante de las lectinas varia entre
las diferentes especies de los crustaceos y, tal especificidad puede estar dirigida
ya sea hacia un residuo sacaridico o hacia una estructura compleja. Dada la
especificidad que presentan las lectinas hacia carbohidratos de superficie de
membrana, se ha propuesto que estas moléculas estan involucradas en el
reconocimiento de lo propio y lo no propio, permitiendo la agregacion de
patdbgenos o bien asociarla con las sehales metabdlicas de los organismos.
Olafsen'™ hace enfasis sobre la importancia de la caracterizacion quimica y
especificidad de las lectinas para comprender la arquitectura molecular en la
activacion y el reconocimiento de estas proteinas, asi como su relacién a otros
eventos moleculares involucrados en la proteccion inmunolégica y del éxito para
el desarrollo de estos organismos.

Las lectinas estan presentes en el suero de varias especies de'cr'ustéceos
como en el cangrejo coco B. /atro (Linnaeus)'™, en la langosta americana H.

americanus H. Milne ¥? y en el langostino malayo M. rosenbergii (DeMan)‘”’ 0

bien, asociadas a la membrana celular como en los hemocitos del esquna Squilla.

mantis (Linnaeus)®™ y del cangrejo azul C. sapidus Rathbun®”. Lo cual ha dado

(55)

lugar a Renwrantz™ para proponer que los hemocitos son el lugar se sintesis de

estas proleinas, permaneciendo algunas de estas sobre la superficie Celular-

mientras que otras son liberadas al suero. Ensayos in vitro realizados por Tyson y

Jenkm“"‘” y McKay y Jenkin®”, determinaron que las lectinas séricas favorecen el

incremento de la actividad de los fagocstos hacia bactenas y eritrocitos de

vertebrados, esto dado por la especuﬂcndad, la cual es esencual para el -
reconacimiento y susceptibilidad para ser ingeridos. También, est_os_ autores
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tienen evidencias de que tanto las bacterias como eritrocitos previamente tratados

con suero son faciimente enlazados por los hemocitos, llevandose a cabo una

fagocitosis eficiente. La especificidad de las lectinas, particularmente las que se

han aislado de crustaceos esta dada principalmente hacia los azucares N-

acetilados, entre los que se encuentran la N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-

glucosamina y el acido N-acetil-neuraminico (Tabla 2).

Tabla 2. ESPECIFICIDAD DE LAS LECTINAS DE CRUSTACEQS HACIA
ESTRUCTURAS CARBOHIDRATO

Especie Carbohidrato Referencia

Birgus latro {L.) NeuAc 19

Callinectes danae S. NeuAc, GlcNAc; GalNAc, 20
ManNAc, D-Gal

Cancer anfennarius S. NeuOQOAc (8-O-acetil); 21
(4-O-acetil)

Homarus americanus H.  NeuAc, ManNAc; | 22

| GlcNAc, D-Gle.
Macrobrachium NeuAc, GIcNAc, GalNac o 38 |

rosenbergii(D.)

NeuAc# acdo N-acetil-neuraminico
GlcNAc= acido N-acetil-D-glucosamina
- GalNAc= acido N-acetil-D-galactosamina

D-Glc= D-glucosa

ManNAc= acido N-acetil-D-manosamina

D-Gal= D-galactosa ©
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CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA LECTINA DEL LANGOSTINO M.

rosenbergii (DeMan)

En nuestros estudios previos® sobre la caracterizacién quimica de la
lectina sérica, reportamos que es una glicoproteina de 19 kDa en su forma nativa;
es homodimeérica y esta compuesta de dos unidades de 9.6 kDa: presenta un
punto isoeléctrico con un rango de 5.4 a 6.1; y un coeficiente de sedimentacién de
14. Asi mismo reportamos que su porcién protéica estd compuesta
principalmente por los aminoacidos glicina, serina, aspargina, encontrandose
también residuos de cisteina y el 7% del peso total de la lectina corresponde a
carbohidratos (Tabla 3). En cuanto a su especificidad, mediante ensayos de
inhibicion de la actividad hemaglutinante, determinamos que esta dirigida hacia
los grupos 9-O-acetil sialico y principalmente al &cido neuraminico o 2,3; N-acetil-
galactosamina o 1,0 Serina/Treonina, presente en grandes cantidades en la
mucina submaxilar bovina (Tabla 4). El hecho de que la lectina reconozca
estructuras sacaridicas que poseen al derivadb O-acetilado del acido sidlico,
permitic comprender su propiedad de aglutinar de manera especifica a los
eritrocitos de rata y conejo, ya que estas células contienen dicho residuo en altas
proporciones (concentracién mayor al 20 % del total del acido sidlico); mientras
que los eritrocitos que poseen otros derivados del &acido sidlico no Sdn
aglutinados (Tabla §). La actividad aglutinante de la lectina sérica del langostino

depende de Ca y MgH. Finalmente, la lectina sérica de M. rosenbergii (De'Man) .

no es_‘capaz de estimular la actividad mitogénica en presencia de linfocitos
murinos o de rata. |
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Tabla 3. Caracteristicas Fisicoquimicas de la lectina de M. rosenbergil™.

Peso molecular

Estado nativo

pl
S20.w
Aminoacidos

Carbohidratos

Dependencia a Ca"
Actividad aglutinante

Actividad mitogénica

Especificidad

19 kDa

Dimero

9.6 kDa c/unidad
5.4-6.1

1.4

principalmente: Gly, Ser, GIx y Asx

1 Cys

7% por peso

NeuAc, Gal, Man, GlcNAgc,
GalNAC.

positiva |

Eritrocitos de rata y conejo
Negativo -

(rata, conejo, murino, humano) |
Q—O-acetil-siélico-R

NeuAca2,3; GalNAco;1';'__OSer/'I' hr

Gly (glicina), Ser (serina), Glx (glutémico); Asx (aspartico), Cys (cisteina).
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Tabla 4. Especificidad hacia carbohidratos por la lectina sérica del langostino

M. rosenbergif®®.

Compuesto* Concentracion (M) Potencial inhibitorio
NeuGce 100 1
GleNAc 50 2
GalNAc 50 2
NeuAc 50 2
Acido colominico (x2,8) 10" --
N-acetil-lactosamina(a2,3) 25 4
N-acetil-lactosamina(a.2,6) 25 4
IgA suero humano 0.6 166
Glicopéptido de estroma de rata 0.03 3333
Asialoglicopéptidos de estroma derata  Ni --
* Fetuina O-glicopéptidos 0.9 | 111

Fetuina N-glicopéptidos 50 20
Mucina submaxilar ovina 0.1 1,000
Mucina submaxilar bovina 0.005 20,000

“ ) Asialomucina submaxilar bovina NI |
Mucina submaxilar bovina desacetilada 0.1" | 1,000

’ * Concentracion minima requerida para inhibir 4 umdades ‘hemaglutinantes de
lectina purificada en presencia de eritrocitos tratados con pronasa.

Ty + Peso molecular no conocido; el valor corresponde a mg/mL.
NeuGc (acido  glucuronico), GicNAc (N- acetll-glucosamlna) GalNAc (N- acetn-

-gaiactosamma) NeuAc (acido neuraminico).

)
D
J
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Tabla 5. Actividad aglutinante de la lectina sérica de M. rosenbergi®®.

Eritrocitos Titulo de residuo
actividad* O-acetil sidlico
Humanos ABy O 0 negativo
Conejo 32 positivo
Rata 32 positivo
Gato 0 negativo
Carnero 0 negativo
Cerdo 0 negativo

* Titulo de actividad aglutinante expresado como el inverso de la ultima difucidn
con actividad hemaglutinante.
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MATERIAL Y METODOS

La existencia de una amplia diversidad de especies de invertebrados, con
caracteristicas fisioldgicas diferentes, ha dado lugar a la estandarizacién de
técnicas particulares para cada una de las especies. Las técnicas utilizadas para
realizar el estudio morfoldégico de los hemocitos del langostino malayo
Macrobrachium rosenbergii (DeMan) y, su manejo en condiciones in vitro son

descritas a continuacion:

REACTIVOS

Estos fueron utilizados con grado analitico de marca: SIGMA, Chemical Co.
ST. Louis MO. USA: E. Merck, Darmstadt, RF. Alemania.

OBTENCION DE ESPECIMENES

Organismos de langoStino Macrobrachium rosenbergii (D.) en estadio C de
acuerdo a Peebles™, fueron donados por la zona de explotacién acuicola Ei
Huamuchil, Jojutla; Morelos. Se mantuvieron en el laboratorio en recipientes de
plastico de 45 X 60cm, con aereacion permanente, a una temperatura de.2_6'i 2°C
y alimentados al libre albedrio. | "
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PURIFICACION DE LA LECTINA SERICA

La purificacion de la lectina se llevd a cabo por cromatografia de afinidad,
utilizando como matriz fetuina acoplada a Sepharosa 4-B (aproximadamente 30
mg de fetuina). Previamente equilibrada la columna cromatografica con solucidn
amortiguadora de acetato de sodio 2.5 mM; NaCl 0.1 mM; pH 6 y establecido el
flujo de velocidad a 7 mL/h, se aplicd a la columna 1 mb (100 ug de proteina) de
suero dializado del langostino M. rosenbergii (DeMan). El material no retenido
(NR) se eluyd con amortiguador de acetato de sodio y la elucion de la lectina se
llevd a cabo adicionando 2 mL de glicina/HCl 0.1 M; pH 2.8. La presencia de |a
lectina se determind a una densidad Optica de 280 nm.

ESTUDIO MORFOLOGICO DE LOS HEMOCITOS DEL LANGOSTINO

El estudio morfologico de las células circulantes se realizé con hemocitos
suspendidos que se obtuvierdn fijados inmediatamente al ser extraidos del seno
pericardico y con células adheridas a portaobjetos.

Obtencién y preparacién de células suspendldas y adhendas para su
observacion por microscopia

~Las células suspendidas fueron obtenidas al extraer hemolinfa de la zona
pericdrdica del animal, utilizando una jeringa de 5 mL de 21 G X 32 mm, con.aguja
utrafina (Plastipak), conteniendo; 1). Anticoagulante para 'ctustéceos_‘ég’ (EDTA
20mM; citrato de sodio 30 mM' acido citrico 26 mM; glucosa 0.1M y clofuro de
sod|o 0.45 M; pH 4,6-5.8), prewamente esterilizada a 10 libras: durante 10 mm y
2). Solucion fijadora de glutaraldehldo al 1.5% en amorttguador de cacodllato de
'sodso 0.1 M pH 7.8. La proporcion utilizada de ambas solucuones fue de 1:1 vlv' |
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(anticoagulante-solucion fijadora), y esta mezcla a la vez se utilizd en proporcidn
de 6:1 viv con respecto a la hemolinfa (lo que evitd que las células sufrieran
alteraciones morfolégicas o lisis). El tiempo de fijacion de las células fue de 2 h g
temperatura ambiente (22 + 2 °C). Los lavados se realizaron con el amortiguador
de cacodilato de sodio al 0.1 M en agua destilada; pH 7.8. Fijados los hemocitos
se realizé un frotis de células suspendidas en portaobjetos previamente tratados
con Poli-L-lisina 5 mg/mL, en agua destilada. Esta solucion se utilizd para cubrir
los portaobjetos durante 1 min, a temperatura ambiente (22 + 2 °C) para facilitar la
adherencia de los hemocitos, de otra manera los hemocitos eran faciimente
desprendidos al ser lavados con soluciones.

La obtencién de células adheridas a portaobjetos consistié en colocar
alicuotas de 50 ul de células previamente obtenidas del seno pericardico en
anticoagulante®™ (1:6 viv con respecto a la hemolinfa) y, lavadas por
centrifugacion a 1 800 rpm, a 4 °C, durante 5 min, con solucién de Van Harrevaid
(SVH)® (cloruro de sodio 20 mM, cloruro de calcio 1 mM, cloruro de magnesio
0.05 mM; cloruro de potasio 0.05 mM, bicarbonato de sodio 0.02 mM; pH 7.4-7.5).
El tiempo de adherencia de las células fue de 30 min a temperatura ambiente. Las
células no adheridas se eliminaron por lavados con SVH,' posteriormente la
fijacidn de las celulas adheridas se realizé con glutaraldehido al 1.5% en solucion

de cacodilato de sodio 0.1 M; pH 7.4, y el exceso de este fijador se eliminé con

amortiguador de cacodilatos de sodio 0.1 M; pH 7.4. Finalmente el portaobjetos
con células adheridas se dejo secar al aire para ser teriidas las células con
Hematoxilina-Eosina (H&E) o para procesar para microscopia electrénica de
barrido. |

La tincion de H&E se realizd al incubar las preparaciones de hemocitos

adheridos al portaobjetos, en el colorante de hematoxilina durante 1 min a

temperatura ambiente (22 + 2 °C), el exceso del colorante fue eliminado con agua

del grifo y, posteriormente el portaobjetos se transfirio a la solucion de alcohol-

acido (etanol 70% / HCI 5%)_, por unos segundos. El exceso de alcohol-acido, se
eliminé por lavados en agua del grifo para ser transferida la laminilla al agua
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amoniacal 5%, la tincion fue contrastada en eosina al 1% en agua destilada
durante 4 seg a temperatura ambiente, y asi, continuando con la deshidratacion
por soluciones de alcohol al 96%, alcohol absoluto, alcohol-xilol (1:1 v/v) para ser
transferida finalmente a xilof, y llevar a cabo el montaje con resina-xilol, para su

observacion con fotomicroscopio Zeiss.

Microscopia electrénica de transmision

Para el estudio ultraestructural de los hemocitos circulantes se prepard un
boton de células suspendidas, el cual se obtuvo centrifugando la hemolinfa (a
1 800 rpm, a 4°C durante 5 min), mezclada con solucion anticoagulante-fijador.
Posteriormente la fijacion de los hemocitos se realizd con glutaraldehido al 1.5%
en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.8, durante 30 min. El boton
de hemocitos fijados fue postfijado en tetroxido de osmio acuoso al 1%, durante
45 min a 4°C. Ef exceso de tetréxido de osmio se eliminé lavando tres veces el
botén por centrifugacion a 1 800 rpm, a 4°C durante § min (cada Iavado),' en
amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M. La deshidratacién del botén se realizé
en alcoholes hasta dxido de propileno. La inclusidn del botén, se _Ilevé a cabo en
Araldita 6005 contrastando en acetato de uranilo y citrato de plomo de acuerdo

con Reynolds®. Finalmente, los cortes ultrafinos se obtuvieron con cuchilla de

- diamante para ser observados en un microscopio electrénico EM-109 Zeiss.

Microscopia electrénica de barrido

Hemocitos adherentes (tecnica descrita previamente) fueron fijados y

~ procesados para microscopla electrénica. Esto consistio en realizar tres lavados a
la muestra con el amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M a pH 7.4,y
postfijados con tetroxido de osmio 1%, a 4°C durante 15 min. Posteriormente, la -

o
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muestra fue deshidratada pasando por alcoholes en concentraciones crecientes y
desecado por punto critico. Las observaciones se realizaron en un microscopio
electronico de barrido (DSM) a 25 kV.

MONOCAPA DE HEMOCITOS ADHERENTES PARA ENSAYOS DE
FAGOCITOSIS

La obtencion de los hemocitos para su adherencia a portaobjetos se logré
sangrando al langostino del seno pericardico con una jeringa que contenia
previamente anticoagulante para crustaceos (1.6 v/v) (técnica previamente
descrita). Lavadas las células por centrifugacion para la eliminacion del
anticoagulante el botén fue resuspendido en 1 mL de SVH para determinar la
viabilidad de las células, el método consistid en agregar el colorante de azul
tripan al 0.002% en amortiguador de fosfatos (PBS), pH 7.2-7.4 (previamenté

esterilizado por filtracidon con membrana de 0.22 um), en proporcion 10 pl. de

colorante/10 pL de la alicuota del botdn de celulas resuspendidas, indicéndose la
muerte celular mediante la tincion azul. El ensayo de fagocitosis consistio en dejar
incubar Ja monocapa de hemocitos adheridos en presenci'a de eritrocitos de pollo
y de humano tipo O, a temperatura ambiente 25°C durante 45 min. Los eritrocitos
no fagocitados fueron eliminados por lavados con SVH flnalmente Ias celulas
fueron fijadas con glutaraldheido al 1.5% en solucidn de cacodilato de sodio 0.1M,

pH7.4

Tratamiento enzimatico para eritrocitos

Con la finalidad de modificar la estructura de la membrana de los erltrocntos

de vertebrados y determinar su efecto sobre la actividad fagocitlca por los:
~ hemocitos del langostino, los eritrocitos se incubaron con enznma de pronasa (d_e |
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Streptomices griceus)®® o neuraminidasa (de Clostridium perfringens)®®. E|
tratamiento de los eritrocitos, consistio en adicionar 1 mg de enzima diluida en
100 ul de la solucidn salina isoténica a cada paquete de eritrocitos (0.5 mL) de las
diversas especies de vertebrados, previamente lavados por centrifugacion a 3 000
rom a 4°C durante 5 min en solucidn salina isoténica, incubando durante 45 min a
37°C. Posteriormente los eritrocitos fueron lavados con solucién isotdnica por
centrifugacion a 3 000 rpm a 4°C durante 5 min. Finalmente se ajustd la

concentracién a 10:1 eritrocito/hemocito.

Efecto de carbohidratos sobre la actividad fagocitica de hemocitos

Con la finalidad de determinar el efecto de los carbohidratos sobre la
actividad fagocitica se procedio a incubar la monocapa de hemocitos adheridos,
con carbohidratos (GlcNAc, GalNAc, NeuAc) en concentracion de 100 mM en
amortiguador salina tris-fosfato TBS (Tris 0.01 M; fosfato de so'dio 0.05 M, cloruro
de sodio 0.154 M; cloruro de calcio 5 mM; pH 7.4), o glicoproteinas (NeuAc «2,3

lactosa 20 mM; NeuAc 32,6 lactosa 20 mM; mucina de la glandula submaxilar

bovina 0.02 mM; fetuina 0.02 mM), durante 10 min a 25°C, previo a la adicién de
eritrocitos de pollo. Este ensayo se evalud a los 30 min después de la incubacion

en presencia de los eritrocitos.

Efecto de la lectina sobre la actividad fagocitica de hemocitos

Para determinar la participacion de la lectina sérica del langostino y su
participacién como opsonizador de células que serfan fagocitadas por los
hemocitos en monocapa, se utilizaron eritrocitos tratados con lectina: alicuotas de

500 pL de paquete de eritrocitos fueron incubados con diferentes concentraciones

de la lectina sérica (0.001 pg/mbL como concentracion subaglutinante, hasta
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10.0 pg/mL) durante 30 min a 25°C. Posteriormente, el exceso de la lectina se
elimind lavando al paquete de eritrocitos con solucion salina isotonica y
centrifugando a 3 000 rpm, a 4°C durante 5 min. Los ensayos de fagocitosis se
realizaron en las condiciones antes mencionadas y el efecto de la lectina fue
evaluado al comparar los indices fagociticos de las monocapas de hemocitos

incubados con eritrocitos no tratados.

Efecto de la temperatura sobre la actividad fagocitica

El ensayo se llevd a cabo al incubar monocapas de hemocitos con
eritrocitos de pollo (en proporcion 10:1 eritrocito/hemocito) a diferentes
temperaturas 4 °C, 10°C, 20°C, 30°C y 40°C, durante 30 min. Los eritrocitos no
fagocitados fueron eliminados por lavados en decantacion utilizando SVH, para
ser posteriormente teflida la monocapa de hemocitos con H&E. Se considerd
actividad fagocitica positiva al identificar por lo menos un eritrocito adherido al
hemocito, esta evaluacion se realizd por microscopia CID (Nomarski).

MARCAJE DE CARBOHIDRATOS DE SUPERFICIE

Lectinas biotiniladas.

Para determinar cualitativamente los carbohidratos de superficie de los

hemocitos se utilizaron lectinas comerciales con especificidad conocida

acopladas a biotina (SIGMA Fine, Chem. St. Louis Mo USA). El marcaje de
carbohidratos se realizd en células adheridas_, las cuales _fueron {ratadas

‘previamente con Tritdn X100 al 0.001% en PBS 1 M (fosfato de sodio dibasico

2 mM; cloruro de potasio 2 mM; fosfato de potasio monobasico 1 mM; pH 7.4,
Posteriormente, las células fueron incubadas con peroxido de hidrégeno (1:9 viv
en agua) durante 10 min a temperatura ambiente con la finalidad de bloquear la
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peroxidasa endogena. El exceso de peroxido fue eliminado por lavados en PBS, y
luego adicionar la lectina biotinilada (12.5 pm de lectina en 250 ym de PBS; pH
7.4), incubando durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados
con PBS {de 5 min cada uno) y se dejd escurrir la laminilla. Se adiciono el
complejo estrepto-avidina-peroxidasa dejando incubar durante 1 h a temperatura
ambiente; se realizaron nuevamente tres lavados en PBS y se coloco la solucion
reveladora (la cual se describe a continuacién), dejando incubar durante 10 min a
temperatura ambiente. Finalmente, se realiz6 un lavado en agua destilada para
montar la preparacidon en gelatina-glicerinada.

La solucién reveladora consistio de:

Solucion A: Trizma 2.423 g/100 mL de agua destilada.

Solucion B: acido clorhidrico 0.833 mL/100 ml. de agua destilada.

Solucion C: formada por 5 mL de solucién A, 8 ml. de solucion By 7 mL de

agua destilada.

La Solucidn 1, esta compuesta de 10 mL de soluciéon C, mas 5 mg de
diaminobenzidina (DAB).

La Solucién 2, comprende 10 mL de solucién C, mas 0.3 mL de peréxido.
De esta ultima solucion se toma 0.1 mL y se adiciona a la
solucién 1, la cual finalmente sera la solucion reVéladora.

Obtencion y purificacion de inmunoglobulinas G contra la lectina

Los anticuerpos se obtuvieron de un conejo Nueva Zelanda de dos meses
de edad, el cual fue inoculado previamente por via intraperitoneal con 100 ug de
lectina en 0.5 mL de adyuvante completo de Freund, esa mezcla le fue aplicada
cada 10 dias y al tercer mes se obtuvo sangre de la vena marginal de la _oreja.
Posteriommente el suero fue precipitado con sulfato de amonio al 50% de
saturacion a 4°C. El material precipitado, que contenia las inmunoglobulinas G
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(lgG), fue dializado contra PBS 0.15 M a pH 7.4, y posteriormente se obtuvierdn
los anlicuerpos purificandolos por cromatografia de intercambio iénico (DEAE-
Sephadex} mediante un gradiente de elucion de NaCl de 0.1 a 0.5 M. La

especificidad fue identificada por inmunoelectroforésis.

Identificacion de la lectina sobre la membrana de hemocitos circulantes

Para identificar la presencia de la lectina del langostino M. rosenbergii
(DeMan) en los hemocitos circulantes de la propia especie, se realizé el siguiente
marcaje: hemocitos adheridos fijados (tratados previamente con peroxido de
hidrogeno al 0.3%, y bloqueadas las proteinas con albimina sérica bovina
BSA 1% en PBS/Tween 20, al 0.05% durante 45 min a temperatura ambiente)
fueron incubados con inmunoglobulina G hiperinmune (obtenida en conejo)
marcada con biotina en relacion 1:100 en BSA/PBS/Tween 20; durante 1 h. Ei
exceso de anticuerpos se eliminé por lavados en PBS para adicionar el complejo
estrepto-avidina-peroxidasa (1mg/mL.), dejando incubar durante 1 h a temperatura
ambiente. Se realizaron lavados en amortiguador PBS, y finalmente se adiciono la
solucion reveladora eliminando el exceso de la solucién con agua destilada para
finalmente montar la preparacion con gelatina glicerinada para su observacion por
microscopia CID (Nomarski). |

OBTENCION DE PATOGENOS DEL LANGOSTINO

De organismos del langostino M. rosenbergii (DeMan) que presentaron
lesiones visibles de la cuticula de los urdépodos y parte dorsal del caparazén,
fueron tomadas muestras bacterioldgicas para ser aisladas en agar de .soya
triptica (BBL Cokéysville, USA). Las bacterias se crecieron en me‘dio de »'agan"-
sangre, incubando a 30°C. La identificacion de las especiesbacterianas fue
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realizada por la M.C. Laura Jaramillo del Institulo Nacional de Investigacion
Forestales y Agropecuaria (INIFAP), de acuerdo a la metodologia reportada en

Koneman y cols.®".

RECONOCIMIENTO DE LO NO PROPIO POR LA LECTINA SERICA
Pruebas de aglutinacidn de bacterias,

Para determinar el reconocimiento de lo no propio por la lectina sérica del
langostino, se realizaron ensayos de actividad aglutinante, en este caso utifizando
células bacterianas aisladas de la cuticula del langostino M. rosenbergii (DeMan),
consideradas por Bautista®™ como especies patdgenas oportunistas. La
determinacion del reconocimiento por la lectina hacia células bacterianas se
demostro por medio del ensayo de actividad aglutinante en una placa rigida de
fondo plano (NUNC, Denmark). Este ensayo consisti6 en diluir de manera seriada
25 pi de hemolinfa sérica con una actividad aglutinante de 1:32 unidades
hemaglutinantes (UHA), para adicionar posteriormente a cada pozo' 25 ui del
stock de células bacterianas en suspencion, previamente tratadas en fijador de
formaldehido al 0.4% durante 1 h a 4°C, y eliminandqel_ exceso de fija_dor"por
lavandos en centrifugacion a 3 000 rpm, durante 10 min a 4°C. La concentracion
de células bacterianas en solucién PBS, fue establecida‘él 0.15 de densidad
éptica a 540 nm. La mezcla lectina-bacterias se dej6 incubar durante 30 min a
temperatura ambiente. La églutihabién positiva se determind con "micro'scopio_
invertido (IMT-2, Glympus). | o

Los ensayos se realizaron por triplicado, y al testigo no se le adiciond
lectina. El resultado se expresa co'nsiderando el titulo de la actividad agiut_inante

de la Gltima dilucion. Las especies bacterianas utilizadas en el ensayo fueron

Bacillus cereus, y Aeromonas _sp;, patdégenas 0pqrtunistas del _Iangostiho. Otras

especies a prueba fueron Pasteurella haemolytica (Biotipo A, serotipo capsular. -
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56,11 y 12; Biotipo T, serotipo capsular 3,4);, Pasteurella multocida (serotipo
capsular 9, 10 y 13); Salmonella aureus;, Salmonella. arizona, Staphylococcus

aureus (coagulasa positiva) y Escherichia coli.
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RESULTADOS

Como ya se menciond, el presente estudio tiene como finalidad obtener
conocimientos bdsicos sobre los mecanismos de inmunidad que posee el
langostino Macrobrachium rosenbergii (DeMan), para lo cual se considerd llevar a
cabo: 1. la caracterizacion morfolégica de los hemocitos circulantes; 2. la
identificacion del tipo de hemocito que presenta la actividad fagocitica;
3. la identificacion de los patdgenos bacterianos que afectan a esta especie asi
como su reconocimiento por la lectina sérica. Parte importante de este trabajo es
la identificacién de los mecanismos especificos, dirigidos hacia carbohidratos, que
se encueniran circulando en el stero y otros asociados a la membrana de un
grupo de hemocitos, los cuales participan en el reconocimiento de lo no propio.
Con esto, pretendemos contribuir al estudio sobre el sistema inmunoldgico de los
crustaceos, dada la situacion epidemiologica que afecta a esta y otras especies

de explotacion comercial.

CLASIFICACION DE LOS HEMOCITOS |

Dada la heterogeneidad estructural que presentaron los hemocitos
circulantes del langostino M. rosenbergii (DeMan), el estudio morfolégico para la
clasificacién de los hemocitos circulantes se llevé a cabo en las células
suspendidas y adheridas. Las observaciones realizadas  por microst:opia' de
contraste-inteferencial-diferencial CI'D' (Nomarski), se confirmaron por microscopia |
electronica de transmisiéon MET y microscopia electronica de barrido MEB. La
identificacion de los tipos de hemocitos se basé principalmente en la forma'y
tamafio del hemocito; la relacion nucleo-citoplasma; la presencia de ciertas
estructuras como son las vesiculas y granulos citoplasmicos. En el transcurso de |
la descripciéh de los tipos de hemocitos se hara referencia a las figuras' citadas
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en el articulo “Morphological analysis of hemocytes from the freshwater prawn
Macrobrachium rosenbergii’ (pag.69).

De acuerdo con nuestras observaciones, clasificamos a los hemocitos en
tres lipos (Fig.1, pag. 86).

1. Hemocitos fusiformes. Estos hemocitos son el tipo de células mas
abundantes, comprende cerca del 68% del total de los hemocitos suspendidos
(Fig. 1(F), pag. 86). Con microscopia CID (Nomarski) se observan células con
forma alargada fusiforme de tamario variable (31.2£12 um X 4.84£2 pm), Tabla 1
(pag. 84). Su nucleo es elongado y puede ser cental o excentral, Su citoplasma
puede contener algunos granulos o carecer de estos. La superficie celular
generalmente es lisa o con algunos filopodos los cuales, varian en fongitud al
adherirse a la superficie de vidrio. Por MET, las células fueron claramente
identificadas; poseen el nucleo elongado con abundante heterocromatina;
también es evidente una cisterna perinuclear. El citoplasma se caracteriza por la
presencia de granulos esféricos, electro-densos rodeados por una membrana. Sin
embargo, la caracteristica principal de este tipo de hemocito es la presencia de
grandes vesiculas citoplasmicas de forma irregular, con un contenido electro-
denso débil granular (Fig. 3(a,b), pag. 87). En las bservaciones por MEB, estas
células en suspension muestran superficie rugosa; en las células adherentes la
superficie es lisa con algunos fildpodos y procesos similares a lamelipodos, los
cuales varian en longitud al unirse a la superficie del vidrio (Fig. 8(a-b), pag. 90).
En cuanto a su actividad bioldgica, se observé que pueden sufrir autolisis, ya que
el nimero de estas células disminuye al realizar los ensayos de adherencia.

2. Hemocitos grandes ovoides. Incluye el 23% de las celulas suspendidas
examinadas por micros'copia CID (Fig. 1(L)). Por MET se consideré que este es el

grupo mas heterogeneo de las ceélulas en cuanto al numero y tamano de los

granulos citoplasmicos (Fig. 5(a-c) y Fig. 6(a-b), pag. 88), lo cual podria sugerir
diferentes propiedades funcionales. De este grupo de hemocitos podrién
disting'uirse dos subtipos: subtipo ). las células que presentan un nlcleo
excentral, irregular u ovoide. El citoplasma presenta granulos esféricos electro-
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densos y sélo algunos son redondos con electro-lucidez, por otra parle también
se observan vesiculas; ambas estructuras (grénulos y vesiculas), pueden
incrementar su tamano llegando a formar agregados caracteristicos (Fig. 5(a-c)).
El subtipo 1), incluye a las células de mayor tamano, pero su numero es escaso.
Se caracterizan por presentar abundantes granulos esféricos electro-densos en el
citoplasma, algunos granulos son de forma redonda y pocas vesiculas pequerias
con electro-lucidez; los granulos y vesiculas en este subtipo de hemocito estan
distribuidos de manera homogénea en las células que presentan un nucleo
elongado y anfractuoso (Fig. 6a), mientras que en las celulas que presentan un
nucleo excentral, las inclusiones son localizadas en un extremo (Fig. 6b). El
pleomorfismo en este grupo realmente es pobremente evidenciado cuando son
observadas las células suspendidas por MEB (Fig. 2b(L), pag. 86). De cualquier
manera su observacion por microscopia de contraste de fases despues de su
adherencia en vidrio (Fig. 7(a-d), pag 89), nos revela que estos granulocitos
presentan grandes cambios los cuales son caracterizados por un cuerpo celular
extendido y plano, con la formacién de pseudopodos y fildpodos que irradian
fuera del citoplasma; su nucleo frecuentemente se observéd rodeado por vesiculas
y numerosos granulos, liegando a encontrarse también en pseuddpodos |

3. Hemocitos pequefios redondos. Las observacmnes por mncroscopia CID‘

indican que este grupo comprende cerca del 8% del total de los hemocitos
(Fig. 1(S)). Estas células son pequenas de forma redonda u ovoide, su citoplasma
puede contener escasos granulos. Observaciones por MET muestran que el

nucleo es central, presenta una evidente cisterna perinuclear; el citoplasma

ocasionalmente muestra estructuras similares a los granulos. La MEB muestra la
presencia de numerosos pseuddpodos y filopodos localizados de manera
polarizéda en las células adherentes (Fig. 8C, pag. 90), los cuales no son visibles
en hemocitos suspendidos (Fig. 2a_'(s)).

Una vez clasificados los hemocitos de acuerdo con sus caracteristicas_
“morfolégicas logramos realizar una correlacién con la actividad biologica. Las

principales actividades bioldgicas identificadas son: la autolisis, manifestada
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principalmente por los hemocitos fusiformes que generalmente carecian de
granulos citoplasmicos (observaciones realizadas durante el manejo de células) y
la actividad fagocitica (Fig. 10(d-f), pag. 92), funcién realizada por los hemocitos

grandes ovoides, esta Ultima actividad se describe a continuacion.

ACTIVIDAD FAGOCITICA

En cuanto al tipo de hemocito que muestra la actividad fagocitica, se
identificd particularmente al tipo de granulocitos grandes ovoides, este grupo
conforma el 23% del total de los hemocitos.

L.as tablas y figuras citadas en los resultados correspondientes a este tema
se presentan en el articulo “Participation of the lectin from freshwater prawn
Macrobrachium rosenbergii hemocytes in the recognition of non-self cells”.

Los estudios sobre la actividad fagocitica de los hemocitos del langostino,
se realizarén en hemocitos adheridos en monocapa a portacbjetos en presencia
de eritrocitos de pollo (de tres dias de edad), rata, conejb, ratén, caballo, cerdo, y

eritrocitos humanos tipo A, B y O. Nuestros resultados muestran que existe una

preferencia fagocitica por los eritrocitos de pollo, rata y conejo (Tabla 1,

pag. 110), los cuales caracteristicamente presentan en su superficie 20% a 30%

de 9-O-acetit sialico. En relacion con los mismos eritrocitos pero tratados con las
enzimas neuraminidasa y pronasa (con la finalidad de identificar los receptores de
superficie de los eritrocitos que podrian influir en el reconocimiento por los
fagocitos), se mostrdé una disminucién en dicha actividad fagocitica incluso hacia
los mismos eritrocitos al ser tratados previaménte con la enzima neuraminidaéa,
pero no asi para los eritrocitos tratados con pronasa (Tabla 1, pag. 110). Por lo

cual suponemos que la eliminacién de los residuos del acido sidlico por el

tratamiento enzimético, provoca la disminucion de la capacidad de reconocimiento
de la leclina hacia los hemocitos tratados. Sin embargo, los ensayos sobre la
participacién opsonica de la lectina, para lo cual se utilizaron eritrocitos

43



U S ULy P S VI Y

e

previamente tratados con la lectina sérica del langostino en concentraciones de
0.001 pg a 10.0 ug de proteina; este ensayo nos reveld que la actividad fagocitica
de los eritrocitos opsonizados no se incrementa, incluso en los ertirocitos que son
realmente reconocidos por la lectina sérica como podrian ser los eritrocitos de
rata y conejo.

ESPECIFICIDAD DE LA ACTIVIDAD FAGOCITICA POR CARBOHIDRATOS

El efecto de los carbohidratos sobre la actividad fagocitica de los hemocitos
de! langostino, fue evaluada utilizando hemocitos tratados previamente con
carbchidratos simples y oligosacaridos a concentracion de 100mM y 20 mM
respectivamente. Los resultados obtenidos indican que existe aparentemente un
proceso de reconocimiento especifico debido a que la actividad fagocitica
decrece en presencia de carbohidratos y oligosacaridos que contienen grupos N-
acetilados o glicoproteinas sialiladas. Con respecto a ofros aztcares como:
D-glucosa, D-manosa, D-galactosa o fucosa a concentracion de 100 mM no
provocan alteracién en la actividad fagocitica (Tabla 2, pag. 111).

Con la intencién de aportar indicios que permitan apoyar la posible
influencia de los factores fisicos en la actividad fagocitica, se realizaron ensayos

de fagocitosis con eritrocitos de pollo a diferentes temperaturas, encontrandose

que la temperatura favorable para |a realizacién de di_c_ha_actiVidad in vitro, oscila
entre 24-30 °C (Fig. 2, pag. 113). Sin embargo, en presencia de otro tipo de

eritrocitos como los humanos, la temperatura no parece ser un factor

condicionante para la fagocitosis, lo que sugiere que se trata de mecanismos
diferentes,
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CARACTERIZACION HISTOQUIMICA DE CARBOHIDRATOS DE LA
SUPERFICIE DE LOS HEMOCITOS

Con la finalidad de identificar algunos marcadores fenotipicos que nos
permitieran proponer alternativas para la identificacion de poblaciones celulares
del langostino, se caracterizd a los carbohidratos de superficie de los hemocitos

circulantes, mediante la aplicacién de ensayos citoquimicos con lectinas

comerciales que presentan diferente especificidad. Con este procedimiento se
logré detectar un marcaje positivo en los hemocitas granulares (Subtipo | y i) para
los siguientes carbohidratos: a—-D-Manosa (lectina de Lens culinaris, LCA) para el
100% de las células; GalNAc (la lectina de Amaranthus leucocarpus), el 90%; a-
D-Manosa y a~D-Glucosa (para la lectina Con A), un 50%, acido sidlico (la lectina
de Limulus polyphemus), el 50%. Las lectinas con especificidad hacia B-D-Gal
(de Arachis hypogaea) y écido sialico 02,6 D-GalNac (de Sanbucus nigra) dieron
una reaccién negativa. Todo esto nos revela que la membrana citoplasmética de
los hemocitos granulares presenta en su glicocal'ix estructuras de carbohidratos
particularmente formadas por. a-D-Manosa, a~D-Glucosamina y grupos N-acetil-
lactosaminicos sialilados (con un residuo de acido sialico en el enlace a 2,3,
debido a que posee una interacciéon negativa con la lectina de Sambucus nigra).
Hacemos énfasis de que la lectina sérica del langostino no fue capaz de
reconocer a los hemocitos circulantes, lo cual indica ademés que los hemocitos
carecen de residuos del derivado O-acetil-sialico. |

Por otra parte, mediante la aplicacién de los anticuerpos de conejo
dirigidos contra la lectina sérica del langostino, logramos identificar una reaccién
positiva en ensayos inmunochistoquimicos en los grupos celulares granulares con
capacidad de fagocitar y, también se-idehtiﬁdﬁ que la actividad fagocitica era
inhibida por tales anticuerpos,. Esto permitié suponer que las celulas granulares
pueden ser el sitio de sintesis de la lectina sérica y, ademas que la especificidad
de reconocimiento de las células no propias por los hemocitos puede estar dada
por la participacion de una lectina presente en la membrana de los hemocitos; la
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cual posee aparentemente un numero importante de epitopes comunes con la

lectina sérica.

RECONOCIMIENTO DE LO NO PROPIO POR LA LECTINA

Las lectinas precipitan glicoconjugados solubles y se unen a estructuras
que poseen carbohidratos como determinantes. Cuando tales determinantes se
encuentran en las glicoproteinas o glicolipidos de membrana, inducen el proceso
de aglutinacion, el cual se puede presentar con diversos tipos celulares.

En nuestros resultados sobre la deteccidbn e identificacion de los
microorganismos causantes de daros visibles a organismos del langostino, en la
zona de explotacion acuicola “El Huamuchil®, Jojutla: Morelos, fueron identificadas
las bacterias: Aeromonas sp. y Bacillus cereus. Las cuales son consideradas
bacterias quitinoliticas, oportunistas para decépodos, que llegan a pmvocar en los
animales Ulceras cuticulares. Las Ulceras provocadas por estas bacterias se
caraclterizan por presentar un area de melanizacion cuticular focal o muitifocal
que puede dar lugar a un dafio muscular e incluso a una septicemia fatal.

Las tablas citadas en estos resultados correspo'nden' al articulo “Bacterial
agglutination by the sialic acid specific serum lectin from Macrobrachium
rosenbergir’. | -

Como se ha mencionado anteriormente la especificidad de la lectina e'sfé' )
dirigida hacia estructuras de los derivados O-acetilados del écido‘ Siéliéb lo que le | B
_permne aglutinar Unicamente a los eritrocitos de rata y COFIB]O Nuestros |
resultados de los ensayos de actividad aglutmante e inhibicion de la mlsma con
carbohldratos para determinar la mteraccnén especifica en el reconocimlento
Iectma-bactena demuestran que existe un reconocumlento hacla Aeromonas sp.,

y a Bacillus cereus Como resultado de una act;wdad aglutinante posnwa hacna"‘
ofras células bacterianas utilizadas en los ensayos de aglutmacu&n fueron: B
Pasteurella haemolmca pero Unicamente la que posee el Bloupo A seroupo
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capsular 12; de las cepas de P. multocida fue aglutinado sdélo el serotipo
capsular 9; las cepas Salmonella aureus, S. arizona, Staphylococcus aureus y
Eschenichia coli, fueron aglutinadas con un titulo de actividad menor (Tabla 1,

pag. 119y Tabla 2, pag. 120).

En este trabajo se ha demostrado que la lectina sérica de M. rosenbergii
(DeMan) aglutina especificamente ciertas cepas bacterianas como las de
Pasteurella haemolytica. En este aspecto, se ha demostrado que la lectina de
germen de trigo especifica por N-acetil-D-glucosamina y acido sidlico, permite la
identificacion de cepas de P. haemolytica pero sblo las que poseen el biotipo T,
con los serotipos capsulares 3, 4 y 10, debido posiblemente a la interaccion con
determinantes acetilados en los oligdmeros de la pared bacteriana. Por otra parte,
el serotipo capsular 12 de P. haemolytica, contiene gran cantidad de derivados O-
acetilados y O-metilados, razdn por la cual se considera que este determinante
permite la interaccion con la lectina sérica de M. rosenbergii (DeMan). Un proceso
de reconocimiento similar se observa con las cepas de baclerias Aeromonas spp
y Bacillus cereus, las cuales poseen pentosas con derivados O-acetilados, El
acido teicoico de algunas cepas bacterianas Gram positivas como
Staphylococcus, poseen N-acetil-D-glucosamina en posicion terminal lo que

determina el reconocimiento por la lectina del langostino. En tal caso, este

proceso de reconocimiento podria ser determinante para la eliminacion de
microorganismos mediante ciertos eventos biologicos como son la encapsulacion,
formacion de nodulos o la fagocitosis. |
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DISCUSION

Nuestras primeras consideraciones para la clasificacién de los hemocitos
circulantes del langostino Macrobrachium rosenbergii (DeMan), fueron realizadas
por microscopia de luz, y se basaron en la presencia y ausencia de granulos

My Lanz y cols.""?. Sin embargo, por este tipo

criterio establecido por Hose y cols.
de microscopia fue dificil identificar tales caracteristicas definidas entre los
hemocitos debido a que existe un pleomorfismo en los hemocitos del langostino
M. rosenbergii (DeMan), en cuanto a la forma, el tamafo y numero de granulos,
asi como el determinar la clara ausencia de los granulos. Observaciones
realizadas para otras especies como el acocil Procambarus clarckii (Girard)'? .

Dada esta problematica para la identificacion de los hemaocitos, se procedid a

establecer la clasificacion a partir de los hemocitos suspendidos (fijados

inmediatamente al ser extraidos de la hemolinfa) llevando a cabo el andlisis
morfolégico por microscopia electrénica de transmision MET para posteriormente
ser correlacionados con los hemocitos adherentes observados por microscopia
electrénica de barrido MEB. De acuerdo a las técnicas anteriormente descritas fue
posible obtener una buena conservaciéh morfblégica y un alto niimero de células.
De esta manera al integrar las imagenes logramos establecer los tres tipos de
hemocitos: | | . |

1). hemocitos fusiformes, I_ds cuales son los mas abundantes (68%) vy

facilmente distinguibles por microscopia de luz. Este tipo de hemocitos comparte

las caracteristicas de' una tipica célula hialina de la _'langOSta roja Panulirus

interruptus (Randall)''" en la cual comprenden el 56% del total de los hemocitos,
por présentar una forma ovoide con escasos granulos grandes citoplasmicios sin
embargo, para otras especies como en la langosta americana Homarus

americanus H. Milne"" los hemocitos contienen numerosos grénulos pequefios y

su porcetaje es inferior al el observado en otras especies dé '§crustéce'os (21%).

(36)

Tsing y cols.™ proponen para el camarén tigre Penaeus jap'on'icus' Bate, la
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terminologia "hemocitos indiferenciados” para las células cuyas caracteristicas no
son bien diferenciadas e incluso presentan escasos granulos citoplasmicos, este
tipo de célula se encuentran en baja proporcion y presentan una actividad
autolitica natural.

En el grupo de los hemocitos de granulos pequefios, también denominados
“semigranulares”, se han considerado aquellas células que contienen una amplia
relacion citoplasmica con abundantes granulos de diversos tamafnos. En el
langostino M. rosenbergii (DeMan), este grupo de células fue identificado como
hemocitos grandes ovoides, los cuales presentan un alto pleomorfismo. De
acuerdo con nuestro estudio por microscopia electronica de transmision
proponemos que este grupo esta constituido por dos subtipos celulares los cuales
pueden ser diferenciados de acuerdo al nimero y a la distribucién de los granulos
los cuales son electro-densos o electro-lucidez.

Por la variabilidad que existe tanto en el tamafio como en el numero de
granulos en los hemocitos granulares de los crustaceos, Bodammer®™ y Mix y

(68)

Sparks™™, han propuesto la hipétesis de la existencia de una sdla linea celular, la
cual va de células agranulares a células con granulos grandes (o viceversa) y por
lo tanto, sus caracteristicas morfologicas dependen del estado de maduracién
celular, Nosotros proponemos que de existir un proceso sucesivo de maduracion
en el tipo de hemocitos ovoides grandes, podrian estar representadcs por el
subtipo | y el sublipo Il reportados en nuestro trabajo; el subtipo | contiene tres
estadios de diferenciacion, identificados por la condensacién -de la
heterocromatina asi como por el incremento y distribucién en el numero de
granulos y vesiculas citoplasmicas; para el subtipo Il, que incluiria probablemente
dos estadios de maduracién sugeridos de igual manera por la condensacion
gradual de la heterocromatina asi como por el incremento y distribucién de los
granulos citoplasmicos y vesiculas. En cuanto a su actividad bioldgica se confirmé
por ensayos de fagocitosis en monocapa que este tipo de hemocitos llevan a cabo
esta actividad. Caracteristicamente estas células poseen seuddpodos para tomar

particulas extrafas; estructuras similares se han observado en fagocitos de

49



moluscos'®. Citoquimicamente se ha demostrado por Hose y cols."" que estas
células poseen lisosomas, las cuales contienen una variedad de enzimas
degradantes que son importantes para la eliminacion del material fagocitado.

En cuanto al tercer tipo llamado hemocitos con granulos grandes o
“refractiles”, también han sido identificadas en especies de camarones como la
langosta roja P. interruptus (Randall)'” que comprenden el 9.8% del total de los
hemocitos y para la langosta americana H. amercanus H. Milne''" el 16% y para
el camardn tigre P. japonicus Bate®® el 12%, estas células se han caracterizado
por presentar generalmente grandes granulos refractiles, lo cuales no fueron
observadas en el langostino M. rosenbergii (DeMan). Sin embargo, en M.
rosenbergii (DeMan), identificamos un tercer tipo celular al cual, denominamos
hemocitos pequefios redondos y, por su tamafo y escasa presencia de organelos
definidos hemos considerado como células indiferenciadas, las cuales sean
probablemente los antecesores de las celulas grandes ovoides, ya que
manifiestan la capacidad de adherencia y desarrollo de pseuddpodos y filopodos.

La fagocitosis es sin duda uno de los mecanismos de defensa mas antiguo
desde el punto de vista evolutivo; los primeros organismos heterdtrofos debieron
haber presentado algin mecanismo que les permitiera reconocer a las particulas
que serian fagocitadas. En organismos pluricelulares, se ha identificado la
participacion activa de las lectinas en procesos de reconocimiento de grupos
celulares considerados como patégenos, sin embargo, también participan en
diversos eventos tales como: la agregacion celular, la fertilizacion, el desarrollo
embrionario, la reparacién'de dafo, la metamorfosis y el transporte de azlcares
complejos®?’?,

La capacidad de las lectinas de interactuar con diversos grupos celulares
ha sido la explicacitn para entender la regulacion de la respuesta celul'ar. en los
invertebrados. Debido a que estos organismos tienen un limitado repertorio

celular. Las lectinas en estos organismos se localizan principalmente t:irculando |
en la hemolinfa, y en diversos estudios anteriormente citados, se ha demostrado

que participan activamente en procesos de opsonizacidn. Estudios realizados por
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Renwrantz y cols.®®

, identificaron que el caracol de jardin Helix pomatia, posee
una lectina sérica especifica para el grupo N-acetil-D-galactosamina en posicion
terminal y para los eritrocitos humanos del grupo A; por otra parte los ensayos in
vivo, demostraron que al ser inoculados los eritrocitos humanaos al hemocele del
animal, fueron rapidamente fagocitados de igual manera que las eritrocitos del
grupo A tratados con la lectina previo al ensayo; el experimento con eritrocitos
humanos B tratados con lectina no modificé su rango de eliminacién. Ensayos
realizados por McKay y Jenkin®, en el cangrejo australiano Parachaeraps
bicarinatus, utilizando eritrocitos de carnero opsonizados con esta lectina sérica,
no fueron fagocitados rapidamente a diferencia de los eritrocitos no opsonizados.

Los hemocitos del langostino M. rosenbergii (DeMan) no incrementan
significativamente la actividad fagocitica cuando se encuentran en presencia de
eritrocitos tratados con la propia lectina o hemolinfa. Esto sugiere que la lectina
aislada de la hemolinfa no participa en el reconocimiento o la eliminacion de
particulas extrafias, pero fue posible demostrar que los hemocitos poseen un
mecanismo de reconocimiento especifico mediado por los carbohidratos N- y O-
acetilados semejante al patron de especificidad mostrado por la lectina sérica,
debido a la preferencia de eritrocitos que contiene derivados del acido O-acetil-
sidlico, como ios eritrocitos de conejo, rata y pollo. |

Mediante ensayos inmunohistoquimicos, utilizando anticuerpos contra la

lectina sérica fue posible demostrar la presencia de una lectina en la membrana

de un grupo de hemocitos del langostino. Estos resultados indican que tanto la

- lectina sérica como la asociada a la membrana poseen especificidad semejante y
‘ademas comparten epitopes. Esto nos sugiere que muy 'posiblemente los

hemocitos son el lugar de sintesis de la lectina y por lo tanto la lectina serica no
gjerce ningin efecto en la actividad fagocitica de los hemocitos. De manera
importante se observé que los hemocitos que partncnpan en la actividad fagocitica
corresponden principalmente a los hemocitos granulares ovoades y es este grupo
celular el que presenta un reconocimiento posntwo los anticuerpos contra la
leclina sérica.
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La influencia de los factores fisicos como lo es la temperatura en la
actividad fagociticé de los hemocitos hacia los eritrocitos de pollo, se determind
que esta fue favorable entre 24 a 30 °C. En presencia de otros tipos de eritrocitos
como los humanos la temperatura no es condicionante para la fagocitosis. Sin
embargo, estudios realizados con hemocitos del cangrejo australiano
Parachaeraps bicarinatus®, el reconocimiento (adherencia) de células de carmero
previamente tratadas con suero, se incrementd incluso a 0°C, y la fagocitosis fue
dependiente de una temperatura mayor a 22°C.

De acuerdo con nuestros resultados la ingestion de otros grupos de eritrocitos
de vertebrados es menor, por o cual se propone que en la actividad fagocitica
mediada por la lectina en esta especie de langostino, influyen diferentes factores como
son el tiempo y la temperatura. Esto sugiere, ademas, que existe en esta especie un
doble mecanismo de reconocimiento de lo no propio, uno especifico (mediado por la
lectina de membrana) y el otro inespecifico.

La identificacion de los azlcares de membrana se realizd mediante ensayos
histoquimicos utilizando lectinas comerciales con especificidad conocida, inclusive la
lectina del langostino, marcadas con biotina. Nuestros resultados nos revelaron que Ia
membrana de los granulocitos, | presenta en su glicocalix estructuras formadas
particularmente por D-manosa, N-acetil-D-glucosamina y grupos N-acetil}-
lactosaminicos, de manera interesante solamente el 50% de las.'células poseen
estructuras sialiladas y el acido sialico en casi el 90% de esas células se encuentra
unido por enlaces del tipo 2,3 y el resto aparentemente ofros a los enlaces «2,6.

Estos son resultados preliminares que nos indican algunas caracteristicas =~

estructurales de la membrana de los hemocitos; desconocemos si el grado de

substituciones con &cido sidlico al igual que en vertebradcs tenga alguna relevancia,
por ejemplo como es en el caso reportado por Lascurain y cols.®" sobre Su funcién en
el timo murino en el cual el 90% de los IinfoCit__os carentes de &cido sié_liCO. se :
encuentran en la corteza timica y los cuales seran destruidos, en tanto que 1as cé_lul'ajs |

funcionales que serdn enviadas al torrente circulatorio poseen este residuo. Por esta

razén, proponemos que los estudios sobre los mecanismos de defensa del langostino :
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también pueden ser enfocados hacia la interaccion especifica de los componentes de
membrana, tal como el glicocalix en otros procesos como la formacion de nédulos o ia
encapsulacidn, ademas de la fagocitosis.

Hasta el momento ha sido dificil demostrar que las lectinas de invertebrados son
proteinas inducidas por un estimulo antigénico, asi como su participacion como
mediadores especificos de la respuesta humoral en el caso de los crustaceos. Esto,
probablemente debido a la especificidad que muestran estas lectinas por acido sialico
o sus derivados, ya que existen pocos ejemplares bacterianos que presenten este
carbohidrato como determinante, como es el caso de Escherichia coli, la cual posee
acido colominico, que se reconoce como un polimero del &cido sidlico unido con los
enlaces «2,8. Sin embargo, la posicion de enlace de este polimero podria cambiar en
la superficie de membrana de algunos otros patdégenos como los virus o protozoarios
lo cual, hasta el momento aun no se ha explorado.

En nuestro estudio como un intento por identificar la posible participacion de la
lectina sérica en alguno de estos eventos de reconocimiento, se propuso en primera
instancia identificar algun patdgeno en los organismos de estudio. En el langostino se
ha descrito la presencia de virus, bacterias qutinoliticas y filamentosas, diversos
protozoarios, hongos e insectos®”. En nuestro estudio aislamos de organismos que
mostraban alteraciones en la cuticula patdgenos bacterianos que _idehtificados
mediante pruebas bioquimicas'®? corresponden a Bacillus cereus y Aeromona sp, los
cuales de acuerdo a Bautista® y Brock® son causantes de alteraciones ulcerativas
del excesqueleto de crustaceos.

Estudios sobre la capacidad aglutinante de la lectina sérica realizados con las
bacterias' identificadas, nos permitierdn determinar que existe una interaccion positiva

con las bacterias aisladas asi como a otras especies bacterianas como los serotipos

de Pasteurella hemolytica biotipo A (serotipo capsular 12) y P. multocida serotipo

capsular 9, algunas otras bacterias como Salmonella aureus, S. arizona,

Staphylococcus aureus y Escherichia coli fueron reconocidas en menor proporcién por
la lectina. Para conocer la naturaleza de interaccion entre la lectina y bacterias se
identificaron dos aspectos, primero que las bacterias reconocidas presentan en comiin
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a los carbohidratos con grupos N- y O- acetilados en las paredes y capsulas, y un
segundo aspecto la interaccidn de carbohidratos inhibidores de su actividad
aglutinante. Estos resultados indican que en efecto, al igual que en la interaccidn con
eritrocitos, Ia lectina posee especificidad por carbohidratos N-acetilados como la N-
acetil-D-glucosamina y N-acetil-D-galactosamina. Sin embargo, otros glicésidos O-
metilados también inhiben la actividad de ia lectina, por esta razdon se justifica la
interaccién de la lectina con los grupos bacterianos. Particularmente, en el caso de

Bacillus cereus, esta bacteria posee en su pared polisacéridos O-metilados®”

, ¥ de
acuerdo a nuestros resuitados la lectina podria interactuar con los grupos funcionales
ceto presentes en los carbohidratos de los polisacaridos, lipopolisacéaridos y del acido
teicoico de tales bacterias.

Hasta el momento existen pocos estudios que hayan tratado de identificar la
naturaleza exacta de la interaccion entre lectinas de invertebrados y las bacterias, a
pesar de que se propone que este es el proceso esencial de defensa en algunas
(€

Kopacek y cols.”’?, han reportado la inhibicién de lectinas de invertebrados por

especies de animales. Por ejemplo, algunos autores como Vargas-Albores y cols,

lipopolisacaridos bacterianos. Por otra parte la lectina aislada del Carcinoscorpius
rotunda-caudia, Dorai y cols." han demostrado esta proteina es capaz de reconocer
algunas cepas bacterianas, por la interaccion con el determinante 2-ceto-3-
deoxioctonato, el cual esta presente en los polisacaridos de pared de E. coli .

Diversas investigaciones para tratar de utilizar a las lectinas como marcadores
fenotipicos de bacterias habian mostrado algunos resultados interesantes, Se hace
notar que en esta aplicacion se han utilizado lectinas que reconocen bésicamente
carbohidratos neutros y excepcionalmente lectinas con afinidad por azdcares N-
acetilados, tal como la lectina obtenida del caracol del jardin Helix pomatia y la lectina
purificada del germen de trigo Triticum vulgaris®, las cuales reconocen N-acetil-D-
galactosamina y N-acetil-D-glucosamina respectivamente. La lectina del caracol de
jardin H. pomatia se ha determinado que reconocer bacterias Gram positivas como es
Staphylococcus aureus ® y (a lectina del germen de trigo reconoce varios serotipos A

(72)

y T de Pasteurella hemolitica y P. multocida” . En este sentido, la Iec'tina sérica de M. |
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rosenbergii (DeMan) puede ser utilizada como una herramienta para la identificacion
no solo a las bacterias que infectan a este crustaceo sino también para los serotipos
especificos de Pasteurella hemolitica biotipo A con el polisacarido capsular 12 y para
P. multocida con el serotipo capsular 9.

En resumen, nuestros resultados podrian representar un avance importante en
la caracterizacion de los grupos de hemocitos en invertebrados debido a que la lectina
de membrana es un marcador, que podria ser utilizado para identificar plenamente las
caracteristicas funcionales y estructurales de un grupo definido de células como las
que poseen actividad fagocitica. Esto con el objetivo de: 1) el identificar alguna otra
caracteristica fenotipica de las pablaciones celulares, 2) identificar los receptores de
membrana, mediante {a caracterizacién cualitativa de los carbohidratos presentes en
los hemocitos, 3) el determinar el lugar de sintesis de la lectina y la relacion que
guarda con los hemocitos y 4) dada la especificidad de la lectina hacia derivados del
acido sidlico podria ser utilizada como herramienta para la caracterizacion fenotipica
de grupos bacterianos.
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PERSPECTIVAS.

Los organismos unicelulares y multicelulares se encuentran continuamente
expuestos a un constante reto antigenico, por lo que deben de haber desarrollado
un sistema de protecciéon a nivel molecular que les permitiera distinguir de lo
propio y no propio a nivel molecular. Este proceso de discriminacion, se considera
una habilidad fundamental para un organismo multicelular y unicelular que
involucra una etapa primitiva de reconocimiento y, el inicio de una defensa interna
para el control del crecimiento y proliferacion celular.

Actualmente, el desarrollo de las investigaciones enfocadas para
comprender fos aspectos involucrados en las reacciones inmunes de los
invertebrados, se basan en los estudios morfofuncionales y bioquimicos de los
componentes de la hemolinfa como parte del sistema inmunolodgico.

En el caso de las lectinas, éstas son consideradas un grupo heterogéneo

de proteinas complejas formadas por subunidades de alto peso molecular, las

cuales se han conservado a través de la filogenia del reino animal.
Particularmente la especificidad en los invertebrados esta determinado hacia los
grupo de carbohidrétos ya sean monosacaridos u oligosabéridos. En la Figura 1,
se repfesen_ta mediante un arbol filogenético la especificidad de las lectinas que
se manifiesta particularmente para cada Phylum de invertebrado; Debido a su
especificidad por carbohidratos, las lectinas 'son consideradas organizadoras_ de
macromoléculas. En el caso especifico de los decapodos, la espec_ifici_dad de las
lectinas esta dirigida principalmente hacia acidos siélicos y son proteinas que
requieren de cationes divalentes para manifestar su actividad _biolég_ica.
Generalmente, estas proteinas estan formadas por subunidades de 'alto_ peso.

molecular, lo cual podria favorecer la actividad de complejos multienZiméticos
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participando de esta forma en la regutacion de la metamorfosis, la alimentacion y

reproduccion.
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Fig. 1. Arbol filogenético del Reino Animal que representa la especificidad que_'

presentan las lectinas aisladas de diferentes grupos de organismos, hacia los grupos de
carbohidratos. -
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Existe una clara evidencia de que las lectinas se encuentran involucradas
en el reconocimiento y defensa. Estas proteinas se han identificado en la
membrana de los hemocitos que participan en la fagocitosis y en la encapsulacion
de antigenos. Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo molecular para
discriminar lo no propio. Considerando que la fagocitosis es el principal atributo
de los hemocitos, proceso fundamental para todo organismo vivo, su papel en la
inmunidad es de sumo interés para la inmunologia comparada.

Se ha demostrado que la interaccion del hemocito y el antigeno se
encuentra mediada por receptores. Sin embargo, es importante considerar que
ademas de los determinantes definidos, también son requeridos otros
mecanismos no especificos como es la interaccion hidrofébica y carga superficial
del antigeno, o bien la activacion de un sitio enmascarado o inactivo.

Considerando que los hemocitos circulantes llevan a cabo diversas
actividades fisiologicas, incluyendo la sintesis de algunos componentes de la
hemolinfa, estos se encuentran correlacionados directamente con el mecanis‘mo
inmunolégico. Y por lo tanto, de acuerdo con la escasa informacion, se ha
propuesto que la sintesis de la lectina se efectla en los plasmocitos en el Caso de
los insectos y, particularmente en los granulocitos para el grupo de los |
decapodos. Finalmente, por lo que respecta a nuestro trabajo,' las evide_ncia's'
aportadas sugieren de manera significativa, la presencia de una lectina de

membrana, la cual posee caracteristicas similares a la lectina sérica del

langostino.
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FUTURO Y APLICACIONES.

Para comprender los mecanismos de inmunidad en los invertebrados e
identificar los procesos de activacidn de los grupos celulares (los que a su vez
producen diversos factores sericos mediadores de una respuesta), es necesario
identificar la estructura y las caracteristicas fisicoquimicas méas relevantes de
dichos factores, asi como el identificar a las células involucradas en las
reacciones inmunoldgicas.

Consideramos que los estudios sobre los mecanismos de inmunidad
comprenden dos aspectos basicos: 1. el aislamiento y analisis estructural de las
proteinas séricas y ancladas en la superficie de los hemocitos y 2. el control de la
actividad funcional inmune. Ya que estos procesos son los que han dado lugar al
eéxito de este grupo de animales a través de la evolucién.

En especies primitivas de animales, los estudios de los receptores
celulares y fluidos séricos, que participan en una respuesta inmunoldgica, son
actualmente enfocadas a la caracterizacién de las propiedades bioquimicas y
funcionales. Esto, con ia intencidn de correlaciona‘r la homologia estructural o
funcional con respecto a las moléculas mediadoras de la especificidad y memoria
en los vertebrados, considerando que la adaptat:ién de los organismos
invertebrados, se ha logrado a partir de un repertorio limitado de moléculas y
factores. Por esta razon, el estudio sobre la inmunidad en este gfupo. de
invertebrados pueden ser una herramienta para la 'deteccién,: el diagnbstico y

~control de las enfermedades presentes en cultivos de invertebrados de

importancia econdmica. Esto contribuye ademas, al conocimiento sobre la
bioclogla celular, morfofisiologfa y 1a biotecnologia de los invertebrados, entre

otros aspectos.
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CONCLUSIONES

- El mecanismo de inmunidad en decapodos, esta mediado por factores

séricos y por la participacion de hemocitos circulantes.

- De acuerdo con estudios morfologicos y de actividad biolégica, en los
hemocitos circulantes del langostino Macrobrachium rosenbergii (DeMan), estos
fueron clasificados en: 1. hemocitos fusiformes, 2. hemocitos ovoides grandes

(que comprende dos subtipos de hemocitos) y 3. hemocitos redondos pequeiios.

- Los microorganismos aislados de lesiones cuticulares de los organismos
del langostino (dedicados para la engorda en la zona de explotacion acuicola “El -

Huamuchil”, Jojutla: Morelos), son las bacterias: Bacillus cereus y Aeromonas Sp.

- Los resultados sobre la actividad aglutinante de la lectina hacia células
bacterianas demuestran un reconocimiento hacia las bacterias Bacillus_céreus y
Aeromonas sp. y a .serotipos especificos de las bacterias Pasteurellahaemolitfca :
(biotipo A, serotipo capsular 12) y P. mullocida (serotipo'_capsular 9)'; con mehor
afinidad reconoce también Salmonella arizona, Staphylococ_dus aureus 'y
Escherichia Coli, las buales poseeh en comun lresilduos dé carbohidratos N-y O-

acetilados en sus lipopolisacaridos o bien formando parte del acido teicoico.

- En el proceso de re¢onocimiento de lo no propio, participa la lectina

sérica, la cual reconoce residuos de carbohidratos O- y N-acetilados.

60



-

:
——

A Fd .
£ %
k—o‘:‘:_

4

- Se reporta la presencia de una lectina de membrana en los granulocitos
de los hemocitos grandes ovoides, que comparte la especificidad por

carbohidratos similares a la lectina sérica.

- Dada fa especificidad que presenta esta lectina a los grupos acetilados,
se propone su utilizacién para la identificacion de estructuras libres o asociadas a

membranas que contengan especificidad hacia tales grupos de carbohidratos.
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ABSTRACT

Classification of the freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii (DeMan) hemocytes
was performed based on morphological features of cells in suspension and adherent
celis, analyzed by light and electron microscopy. Phagocytosis assays were also
performed to establish a functional criterion. Based on our results, we propose the
presence of three major cell types: 1) fusiform hemocytes, representing the most
abundant group of hemocytes, of this some undergo autolysis, with few or without
cytoplasmic granules; 2) large ovoid hemocytes, the most heterogeneous group of
cells, size and density of their granules varies, suggesting different functional
properties. This group of cells exerts phagocytic activily, and 3) small rounded
hemocytes, the smallest size group, which probably corresponds to the
undifferentiated group of cells.
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INTRODUCTION

Blood cells and seric factors in arthropods play an important role in defense
mechanisms against parasites and pathogenic or non pathogenic microorganisms that
might enter the hemocele through wounds in the cuticule'. In decapod crustaceans,
circulating hemocytes have received considerable attention as defense mediators
against microorganisms. In vitro and in vivo studies have shown that hemocytes
participate in phagocytic activity*®, in the activation of the prophenoloxidase system
through endogenous proteins®’and in cellular encapsulation and nodulation®®,
Morphological studies performed on circulating cells from decapods have
demonstrated the existence of two types of circulating cells: the hyaline hemocytes,
which possess few cytoplasmic granules, and the granular hemocytes, containing
abundant granules; moreover, this group of cells has been subdivided in granulocytes
that contain small granules, and those with large and refractile granules'®*2. Due to the
encountered discrepancies, it has been difficult to establish the speciﬂb role of these
cellular groups in defense reactions. Considering that hemocyte cléSsiﬂcation could be
useful to monitor and evaluate the health of crustaceans, the aim of this work was to
characterize morphologically and propose a classification for the hemocytes from:
Macrobrachium rosenbergii, as a representative organism of freshwater decapods.
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MATERIAL AND METHODS.

ANIMALS

Freshwater prawns, Macrobrachium rosenbergii (DeMan) were obtained from
the aquaculture farm “El Huamuchil’, Jojutla; state of Morelos, México and kept in
aereated tanks in the laboratory. Only molt stage C animals, identified according to the
characteristics described by Peebles', were used.

REAGENTS
All reagents of analytical grade were obtained from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, Mo., USA).

CELL PREPARATION

Assays were made in cells obtained from the hemolymph asceptically
withdrawn from the pericardial sinus with an 1 ml syringe and a 1.5-in (21 v) gauge
needle. The hemolymph was used to make different preparations: 1) Cell
suspensions; the hemolymph was mixed immediately with a fixing solution (1.6 v/v) of
1.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate bL:ffer (pH 7.8) and a crustac:ean
anticoagulant solution (0.45 M NaCl; 0.1 M glucose; 30 mM sodium citrate; 26 mM

citric acid and 20 mM ethylenediamine tetraacetic acid) (pH' 4.5).“ ata1:1 '(vlv) ratjo.

2) Adherent cells: hemolymph was obtained and mixed with an antimagu_l_ant.sbl_utidn
(1:6 v/v) and washed in Van Harfevald',s sbli.ntion (VHS.) '(0.2 M NaCI;'0.1 M CaClz; 2
mM MgCl;; 5 mM KCI; 2 mM NaHCO0), (pH 7.4)_‘5. Cellular viability was tested by the
trypan blue dye exclusion method (>90% viability); the number of total hemocytes was
counted ‘with an hemocytometer. Cells were then incubated for 30 min at room

temperature (2242 °C) on slides or coverslips covered with Poly-L-lySine (10 mglml of
water). Non-adherent hemocytes were eliminated by washing with the VHS. Adherent

cells were analyzed by phase contrast microscapy.
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MORPHOLOGICAL MEASUREMENTS

Suspended hemocytes were measured with an optical microscope (Olympus,
BH-2), using a 100X objective and a 10- eyepiece micrometer (1:100 um scale). We
determined the average diameter and length average of 100 cells, and the percentage
for each type of hemocyte.

TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY (TEM)

Withdrawn hemolymph was mixed immediately in the anticoagulant-fixative
solution, at a 1:10 v/v ratio. Hemocytes were then pelleted for 5 min at 200 xg, at
room temperature. The supernatant was decanted and the pellet was fixed with a
solution of 1.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.4), for 2h at
4°C. Afterwards, the pellet was washed in 0,1M sodium cacodylate buffer at 380 xg
rpm at 4°C, postfixed in 1% osmium tetroxide for 45 min at 4°C, and dehydrated in
gradually increasing ethanol concentrations until reaching propylene oxide, and
embedded in Araldite 6005. Ultrathin sections were cut with a diamond knife,
contrasted according to Reynolds'® and observed under an EM-109 ZeissTEM.

SCANNING ELECTRON MICROSCOPY (SEM)

Microslides with adherent hemocytes and cell suspensions obtained as
described (see above) were proce'ssed for SEM. Briefly, specimens (adherent cells)
were fixed in 1.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cécodylate buffer (pH 7.4) for 30
min at 4°C. Then, the cells were washed three times in the same buffer, and postfixed

- with 1% osmium tetroxide for 15 min at 4°C, dehydrated in graded ethanol
concentrations until critical point drying was achieved and observed under a DSM 950

SEM.
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BIOLOGICAL FUNCTIONS

Phagocytosis of hemocytes. Hemocytes were obtained as described above, incubated
without fixative solutions in flat-bottom culture plates (Falcon Plastics, USA), non-
adherent hemocytes were eliminated by washing with the VHS. Chicken erythrocytes,
obtained in anticoagulant solution (3.8% sodium citrate in a 0.9% NaCl), and washed
three times (in 0.9% NaCl solution) by centrifugation at 530 x g 10 min at 4°C;
erythrocytes were added to the hemocytes monolayer at a ratio of 101
(erythrocytethemocyte) for 30 min at 25°C in a humidified chamber. Non-
phagocytosed erythrocytes were discarded by exhaustive washing with VHS. The
hemocyte monolayers were then fixed in 1.5% glutaraldehyde in a 0.1 M sodium
cacodylate buffer (pH 7.8), during 1 h at room temperature and then stained with
hematoxylin-eosin (H&E) (hematoxylin, 1 min; eosin, 4 sec). These preparations were
observed under differential-interference-contrast microscopy CID (Nomarski) using a
Zeiss photomicroscope.
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RESULTS

Classification of hemocytes from the freshwater prawn Macrobrachium
rosenbergii was achieved by light and electron microscopy, and the cell population
responsible for the phagocytic activity was identified. Morphologically three main types
of hemocytes were observed in the freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii: 1)
spindle or fusiform cells (68.2%); 2) large ovoid cells (23.2%), and 3) small rounded
cells (8.6%).

Fusiform hemocytes. The most abundant type of circulating hemocytes were
fusiform or spindle in shape and showed diverse sizes (Table 1) as observed in DIC
(Nomarski) (Fig. 1 (F) ). The elongated nucleus was located centrally, but many celis
showed an eccentrical location and therefore had only one sharp end. The cytoplasm
of fusiform hemocytes contained few large granules, but; it was not rare to observe
cells withaut cytoplasmic granules, Fusiform cells were clearly identified under TEM
(Fig. 3a-b). The elongated nucleus had an irregular outline with abundant nuclear
envelope-associated heterochromatin, Perinuclear cisternae were always evident. The
cytoplasm was characterized by the présence of many spherical shaped, electron-
dense granUles surrounded by a membrane. Rod-shapéd granules were also
observed, more slectron-dense than the former, but scarce and located in the,vi"cinity
of the plasma membrane. A noteworthy feature of fusiform he_moCytes was the
presence of large cytoplasmic vesicles, irregular, in shape, showing grénular and
weak electron-dense contents. Other cytoplasmic organellesWere poorly developed.

The rough endopIaSmic reticulum (rer) was observed as narrow and very widespread
cisternae, particularly in cells with eccentrycally placed nucleus and a cytoplasm with

poorly developed ultrastructural features as compared to typical fusiform hemocytes., |
Scanning electron microscopy (SEM) showed that the fusiform he'mocytes' from cell
suspension samples had a folded (rough) aspect, but those frdm adherent call
preparations showed a smooth cell surface or with some fillipodia and Iamellipodiaelike
processes of varying length to attached to the surface of the glass slide (Fig. 8a-b).
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Examination of fresh hemolymph showed few of these cells, probably due to cytolysis
in some cells, which occurs in less than 60 sec.

Large ovoid hemocytes. Include the 23.2% of suspended cells examined by
DIC. Structurally, they were the most heterogeneous ones from all the circulating cells,
characterized by the presence of numerous cytoplasmic granules. Heterogeneity of
{hese cells was confirmed with TEM, indicating that large rounded hemocytes of M,
rosenbergii could be formed by two subtypes of granular cells (Granulocytes). Subtype
| which contained an irregular or ovoid eccentrical nucleus, the heterochromatin
packed and associated to the nuclear envelope. Spherical electron-dense granules
are distributed in the cytoplasm and only few rod-shape granules and clear electron-
lucent vesicles were also observed. Granules and vesicles increased their number
and size, forming clusters with a peculiar distribution. The rer is well developed and
free ribosomes were also recognized (Fig. 5a-c). Subtype Il of granulocytes possesses
bigger and scarce granules; these hemocytes were characterized by a cytoplasm filled
almost with spherical electron-dense granules, very electron-dense rod-shaped
granules were also identified as well as few irregular and regular electron-lucent
vesicles (Fig. 6a-b). The cytoplasmic inclusions observed in the seéond type of large
granulocytes differ from those observed in the former type: both granule types are
more abundant and slightly larger and, electron-lucent vesicles are smaller and
scarce. In addition, clusters or clumps of particular inclusions are not formed in large
granulocytes; moreover granules and vesicles were homogeneously distribu{ed in
cells that possess elongated and anfractuous nuclei (Fig. 6a), whereas in cells with
eccentrical nuclei, inclusions had a yuxtanuclear location (Fig. 6b). The rer was well-
developed and numerous free ribosomes also filled the cytoplasm. The pleomorﬁsm
shown by large ovoid hemocytes was poorly evidenced in cell suspensions analyzed
with SEM (Fig. 2b (L) ). However, examination'by phase contrast microscopy, after
adherence to coverslips, revealed that granulocytes undergo extraordinary changes
characterized by spreading and flattening of the cell soma, formation of pseudopodia
and fillipodia that radiated outward from the cytoplasm (Fig. 7a-d). Frequently, nuclei
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were observed surrounded by a clear vesicular zone and numerous granules (also
found inside pseudopodia).

In some very flattened and almost rounded cells, cytoplasmic inclusions had a
yuxtanuclear location, next to the formed fillipodia. Although granulocytes expressed
changes in size and shape, the second subtype of large granulocytes had a more
prominent formation of filopodia and pseudopodia, which interestingly, were filled by
numerous granules. SEM revealed adherent hemocytes with a smooth central dome
and uneven degrees of periferally flattened cytoplasm; most hemocytes showed long
and slender fillipodia similar in length (Fig. 9a-c). More extended and flat cells had
short and thorny processes radiating outward and upward, towards the cellular edge.
Some cells, probably the second type of large granulocytes, had upward directed
fillipodia emerging from the central dome, These cells had more prominent
pseudopodia and longer fillipodia, but were unequal in length (Fig. 9b-d).

Small rounded hemocytes. The third type of circulating hemocyte population,
they were small and rounded in shape when observed by DIC (Fig. 1 (S) ). They wers
smaller than fusiform cells but also had a high nucleocytoplasmic ratio, and contained
none or scarce cytoplasmic granules (Table 1). TEM showed that the nucleus of the
small hemocytes is centrally placed, with evident perinuclear cisternae and abundant
nuclear envelope-associated heterochromatin. The cytoplasm contained a well-
developed rer, but few of the other ‘organelles (Fig. 4). Cytopiasmic granule-like
structures were occasionally observed; they present electron-dense dilated rer
cisternae. Small hemocytes showed several pseudopodia, which were not observed
by SEM in hemocyte suspensions, but were well-develppe'd in adherent cell
preparations, showing a polarized morphology in regard to pseudopodia and fillipodia
(Fig. Bc). | S

Phagocytosis assay. Adherent cells used for the phagocytosis assay were
analyzed by DIC microscopy and showed some morphological féatures, in-addition to
those described above, due to the presence of chicken erythrocytes (Fig. 10a-<c). | |
These findings include: more flattening of the Cells, broad pseudopodia, perinuclear
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were observed surrounded by a clear vesicular zone and numerous granules (also
found inside pseudopodia).

In some very flattened and almost rounded cells, cytoplasmic inclusions had a
yuxtanuclear location, next to the formed fillipodia. Although granulocytes expressed
changes in size and shape, the second subtype of large granulocytes had a more
prominent formation of filopodia and pseudopodia, which interestingly, were filled by
numerous granules. SEM revealed adherent hemocytes with a smooth central dome
and uneven degrees of periferally flattened cytoplasm; most hemocytes showed long
and stender fillipodia similar in length (Fig. 9a-c). More extended and flat cells had
short and thorny processes radiating outward and upward, towards the cellular edge.
Some cells, probably the second type of large granulocytes, had upward directed
fillipodia emerging from the central dome. These cells had more prominent
pseudopodia and longer fillipodia, but were unequal in length (Fig. 9b-d).

Small rounded hemocytes. The third type of circulating hemocyte' population,
they were small and rounded in shape when observed by DIC (Fig. 1 (8) ). They were
smaller than fusiform cells but also had a high nucleocytoplasmic ratio, and contained
none or scarce cytoplasmic granules (Table 1). TEM showed that the nucleus of the
small hemocytes is centrally placed, with evident perinuclear cistérnae and abundant
nuclear envelope-associated heterochromatin. The cytoplasm contained a well-
developed rer, but few of the other organelles (Fig. 4). Cytoplasmic granule-like
structures were occasionally observed; they present electron-dense 'dilated rer
cisternae. Small hemocytes showed several pseudopodia, which were not observed
by SEM in hemocyte suspensions, but were well-developed ,i'n adherent cell
preparations, showing a polarized morphology in regard to pseudopodia and fillipodia
(Fig. 8c). | |

Phagocytosis assay. Adherent cells used for the phagocytosis assay were
analyzed by DIC microscopy and showed some morphological features, |n additonto
those described above, due to the presence of chicken erythrocytes (Fig. 10a-<c). B
These findings include: more flattening of the cells, broad pseudop'odia, peti_nuclear
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vacuolation, numerous fillipodia and reduced number of granules. Phagocytic
hemocytes had well-developed pseudopodia and fillipodia; deformed nuclei and
internalized erythrocytes were encircled by large and numerous “vacuoles”, but none
or very scarce granules could be observed (Fig. 10d-f). As indicated the phagocytosis
activity is excerted by the large ovoid hemocytes. Regarding the shape of phagocytic
cells, they were similar to the large ovoid granulocytes subtype | as observed by
phase contrast microscopy in adherent cell preparations and seem to contain
abundant granules. However, the paucity of these cytoplasmic inclusions was
noticeable.

.:.:78 j



,,,,,,

x"iv-j. ;”
'%a’ £ 21
DISCUSSION i Ly

Classification of decapod hemocytes is based on morphological criteria,
determined by light and electron microscopy, cytochemical tests, and studies on cell
function. In many reports, hemocytes from crustaceans have been grouped in two
types: hyaline and granular hemocytes. In some species, such as the spiny lobster
Panulirus interruptus * the hyaline cells or agranular hemocytes are the most abundant
cellular group comprising about 56%; when examined by phase contrast microscopy
they are generally ovoid in shape, smaller than granulocytes, with a higher nucleo-
cytoplasmic ratio, and particularly in this species with few large granules, whereas in
the American lobster Homarus americanus *, this type of cells represents 21% of the
circulating hemacytes but has numerous smaller granules. In both species, P.
interruptus and H. americanus, the most distinctive feature of their agranular cells is
that they stain positively with sudan black showing a dark nucleus, the reaction to
acid phosphatase is rare, and they have negative prophenoloxidase activity. Tsing ef.
al"® have suggested that the morphological classification is correct only in studies
performed by light microscopy, because hemocytes without granules are very scant in
the blood of P. japonicus. These authors avoid the term hyaline hemodyte and have
proposed to classify the hemocytes into three main categories: undifferentiated
hemocytes, hemocytes with small granules and hemocytes with large granules. It has

been considered that in P. japonicus *° the true agranular hemocytes comprise 58% of

i % ﬁ‘l*;

/M,r!

the total hemocytes. Altough they show natural autolytic activity, this type of cells only .

appears at the site of an injury. The undifferentiated hemocytes from P. japonicus

represent 10% of the total hemocytes and they are charaCterized by the presence of
numerous free ribosomes, in the cytoplasm, a moderately developed rough
endoplasmic reticulum which sometimes con'taihs small rounded cytoplasmic
granules, membrane limited and uniformly opaque to electrons. Reaction to acid

phosphatase and prophenoldxid_ase activity is always negative for these cells.
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The crustacean granular hemocytes characteristically contain abundant
granules, their size and number vary greatly. This type of cells is subdivided in two
types: 1) Small granular or semigranulocytes (comprising 25% in P. interruptus and
60% of the total cells in H. americanus®), with a small nucleus and many cytoplasmic
granules®, which are always of spherical shape in P. japonicus *° (in this species this
subtypes comprises 18% of the total hemocytes), surrounded by a membrane, and
characterized by the presence of small vesicles which are electron-dense in content
abundant free ribosomes and the rer is developed in narrow but elongated cisternae.
The prophenoloxidase activity is not confined to cytoplasmic organelles or vesicles
(and especially to the typical granules), the acid phosphatase enzyme has been
observed mainly in this type of cell, this activity has been related to the endocytotic
capacity of these hemocytes. 2) The large granular hemocytes, also defined as
refractile cells by Hose et al,,* which are recognized by the presence of large granules,
whereas small granule hemocytes may contain both large and small granules. This
cellular type comprises 9.8% in P. interruptus, 16% in H. americanus, and 12% of the
total hemocytes in P. japonicus'™. Particularly in the latter organism, the cells have
been described as ovoids with an oval nucleus that occupies only a small part of the
cellular volume. They also possess dense heterochromatin masses closer to the
nuclear envelope; the cytoplasmic granules are often numerous and with different
shapes (ovoid, spindle-shaped, but rarely spherical), they are always membrane

bounded generally possessing an homogeneous electron-dense content. Their

cytoplasm contains few free ribosomes and their rer is little _déVeloped and
mitochondria are scant’. The cytochemistry of large granular hemocytes, in P.
japonicus, does not show any reaction for acid phosphatase, howéver,‘

prophenoloxidase activity has been evidenced. Other species of penaeids, such as

the ridgeback prawn, Sicyonia ingentis'’, show prophenoloxidase activity limited to

granules, but the intense activity changes according to the molt stage (intense actiVity
in molt stage D and less in intermolt stage). | | o
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In this work, we classified the circulating hemocytes from the freshwater prawn
Macrobrachium rosenbergii, a species economically important in many of the in world-
wide freshwater farms. Based on morphological characteristics of cell suspensions
and adherent cells analyzed by light microscopy, transmission electron microscopy,
and scanning eleciron microscopy, we propose the presence of three main cell
types: 1) fusiform hemocytes, 2) large ovoid hemocytes, and 3) small rounded
hemocytes. Our proposition is supported by the fact that all analyzed hemocytes show
either few or many granules, which difficults their classification in classical hyaline and
granular hemocytes; we consider that another terminology to classifiy the hemocytes
from freshwater prawn could be useful as well as for species that lack large or
refractile granular hemocytes. M. rosenbergii (Palaemonidae) belongs
phylogenetically to the Order Decapoda; it is an interesting species, since they do not
present the typical morphology in the large granular hemocytes (refractile cells)
reported for other decapod species, such as shrimp (Penaeus monodon)'® or lobster
(Homarus americanus),* and crayfish (Procambarus clarkii)"’.

At present, information related to the classification of hemocytes seems to be
controversial. Although the presence of the three main groups of hemocytes seems to
be characteristic for decapods, we consider that eabh species possesses different
morphological features: 1) Fusiforme hemocytes from freshwater praWn (the 'mOSt
abundant group of cells) have an eccentrical location of the nucleus, with the nuclear
envelope-associated heterochromatin and the cytoplasm containing few or none
electron-dense granules surrounded by & membrane; however thé 'ma'in chéracter_istic
of fusiform hemocytes is the presence of large cytoplasmic vesicles, irregular in
shape, showing granular and weak electron-dense contents. These characteristics are
similar those of the undifferentiated hemocytes reported in P, japonicus™ Fusiform
cells in the 'freshwater prawn, which lack cytoplasmic granules, probably have close |

~ related functions to those reported for hyaline cells from the ridgeback prawn Sicyonia

:‘ngenti35 and the spiny lobster Panulirus interruptus (Palinuridae). 2) The second type
of hemocytes from freshwater prawn are the large ovoid hemocytes or granulocytes,

81



""""

they are characterized by the presence of numerous cytoplasmic granules. We have
divided these cells in subtypes | and I, considering their pleomorfism in granules,
vesicles, as well as in the nucleus. The granulocytes represent the main cellular line of

418 and their

defense, due to the participation of the prophenoloxidase system
cytotoxic and phagocytic activity*®.

The third type of hemocytes from freshwater prawn are the small rounded cells.
We consider that this type of hemocytes corresponds to undifferentiated cells, since
their cytoplasmic organelles are very scarce and, compared with other hemocytes, are
ultrastructurally, the most simple cells. However, they are adherent cells with
spreading polarized pseudopodia and fillipodia, suggesting that small rounded
hemocytes could be the precursors of phagocytic cells.

To summarize, we performed the morphological characterization of M.
rosenbergii hemocytes; our results deal with the hypothesis that granulocytes are the
most evolutioned cells from the circulant hemocytes, since they exist in three
differentiation stages. large ovoid granulocytes represented‘by subtype | and the two
differentiation stages of subtype lI, based on the type and structural features observed
in cytoplasmic granules and in the condensation of nuclear chromatin cbserved in this
group of hemocytes. We are far from solving the final classiffication of hemocytes
from this crustacean, and suggest that this problem should probaly be solved by

correlating the structural and functional characteristics with phenotypic cell markers.
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Table 1. Morphological measuraments of the three hemocyte types from the

freshwater prawn.

Hemocyte type Fusiform Large Ovoid Small rounded
XSD XSD X8D

Length (um) 31.2+12 247+8 13.7 5

Width (um) 48+2 8914 7.5+2

Measures were performed in cell suspensions under optical microscopy (Olympus,

BH-2) using a ruler with a 1:100 pm scale, with a 100X objective.
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Table 2. Summary of the biological function of freshwater prawn hemocytes

Hemocytes Biological

Fusiform hemocytes -probably autolytic activity
- non-spreading cells
- attached on the surface through
short lamellipodia and fillipodia

Large ovoid hemocyte.
Subtype | - adherent cells
- spreading and formation
Subtype Il pseudopodia and fillipodia

- probable phagocytic activity
- adherent cells
- spreading and formation of
pseudopodia and filipodia
- phagocytosis activity (moré
| subtype Il
Small rounded hemocytes o
- probably autolytic activity
-adnherentcells |
- polarized spreading of
 pseudopodia and ﬁllipodia_
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Fig. 1. Freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii, hemocytes. Nomarski
differential-interference-contrast  microscopy of a suspended cell preparation,
unstained, hemolymph. F. fusiform hemocytes; L. large ovoid hemocytes; S. small
rounded hemocytes. Cytoplasmic granules are easily identified in L and F. X1260.

Fig. 2. (a-b). Hemocytes of Macrobrachium rosenbergii. The hemolymph was directly
collected in glutaraldehyde/anticoagulant solution, as described under Methods, and
processed for SEM. Note the fusiform (F), large ovoid (L) and small rounded (S)

hemocytes. Bar= 5 um.
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Fig. 3a. TEM of freswater prawn fusiform hemocytes fixed immediately. Note that
typical fusiform cells, the most abundant circulating hemocytes, contain many
cytoplasmic inclusions particularly large cytoplasmic vesicles, irregular in shape, with
electron-lucent vesicles, Fig. 3b represents a non-typical fusiform hemocyte that
possesses few cytoplasmic inclusions and an eccentrical loated nucleus. Bar= Sum.

Fig. 4. TEM of a small rounded hemocyte of the freshwater prawn Macrobrachium

- rosenbergii. Note the high nucleocytoplasmic ratio and the absence of cytoplasmic

inclusions. Ultrastructurally, these cells are the simplest circulating hemocytes. Bar=

2um.

87



Fig. 5. (a-c). TEM of large subtype |
ovoid hemocyte just extracted and
- fixed immediately. Compare the
. changes in nucleocytoplasmic ratio,
number, aspect, and the characte-
ristic distribution of electron-dense
cytoplasmic granules and spheri-
cal electron-lucent vesicles. Bar|=
| 2um.

........

| Fig. 6. (a-b). TEM of subtype Il large ovoid
) hemocytes fixed immediately. These bigger |
T and scarce circulating hemocytes, are
characterized by homogeneously distributed

o spherical and rod-shaped electron-dense
) granules (6a). In addition, scarce electron-
» lucent vesicles are smaller than subtype 1.

Some cells with eccentrical nucleus had
e ‘yuxtanuclear clusters of granules (6b). Bar=
, 2um.
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Fig. 7. (a-d). Phase contrast microscopy of unstained freshwater prawn hemocytes
adherent preparation. Note the extraordinary pleomorfism of adherent cells.
Homogeneous perinuclear distribution of granules and vesicles was observed in cells
with long and slender outward radiated fillipodia (7a, arrow), granules had a
yuxtanuclear position in very flattened cells with short and thorny fillipodia (7b). The
cells of Figs. 7a (arrow) and 7b are probably similar to subtype | of large oval
hemocytes of Fig. 5a and ¢, respectively. Hemocytes with more prominent formation of
fillipodia and pseudopodia (filled by numerous granules) and nucleus surrounded by a
clear vesicular zone (7c¢, d) are equivalent to subtype Il of large oval hemocytes of Fig.
Ba,b, respectively X1000.
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Fig. 8. (a-c). SEM of freshwater prawn
Macrobrachium rosenbergii adherent cell
preparation. Typical fusiform hemocytes
showed a smooth celf surface and
scarceness of fillipodia and lamellipodia-like
processes (8a), atypical fusiform hemocytes
had more spreading and upward directed
fillipodia (8b). A small hemocyte with well-
developed pseudopodia and long fillipodia
is observed (8¢); note the broadcytoplasmic
process attached to the substratum. Bar=
Sum.
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Fig. 9. (a-d). SEM of freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii adherent
hemocytes. Note, as in Fig. 7, the pleomorfism of large granular hemocytes
manifested by the different pattemn of fillipodia and pseudopodia formation. Compare
the morphological correspondence between cells of Fig. 7a-d and cells of Fig. 9a-d,
respectively. Bar= S5um.
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Fig. 10. (a-f). Nomarski differential-interference-contrast microscopy of phagocytosis
assay in freshwater prawn hemolymph adherent cells preparation stained with H-E.
Non-phagocytic and phagocytic adherent hemocytes showed well-developed
pseudopodia and fillipodia. Phagocytic activity was expressed by adherent hemocytes
that possess numerous large and rounded cytoplasmic granules (10c,d). others, with
small and scarce granules (10 e f), also internalized chicken red blood cells. 1360X.
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ABSTRACT
Phagocytic activity of circulating hemocytes from freshwater prawn
is mediated by a small group of granulocytes. The recognition of
non-self cells seems to be mediated by two independent mechanisms:
specific recognition of O-acetyl sialic acid and of N~acetylated
sugar structures on erythrocytes and a non-specific mechanisms.
Both mechanisms show differences in their optimal temperature and
time for activity. Hemocytes with phagocytic activity show positive
interaction with rabbit Immunoglobulin G raised against the serum
lectin, suggesting the active participation of a membrane lectin in

the recognition of non-self cells.
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INTRODUCTION

Cellular recognition in invertebrates has been attributed to
molecular mechanisms based upon protein-carbohydrate interactions
at cell surfaces (Gold and Balding, 1975; Smith and Ratcliffe,
1980). Lectins seem to be ubiquitous proteins in the hemolymph of
invertebrates and there is substantial evidence that they are
synthesized by hemocytes (Renwrantz, 1986), thus, lectins can act
as opsonins that can bind directly to surface sugars on foreign
cells (e.g. erythrocytes). Since lectins are active participants in
cellular and humoral immune recognition mechanisms, several roles
have been proposed for them in invertebrates, including
participation in cell aggregation, fertilization, embryonic
development, wound repair, metamorphosis and transport of complex
sugars (Ravindranath and Cooper, 1984; Ravindranath et al., 1985;
Renwrantz, 1986; Vasta, 1992). The present work was aimed aﬁ
identifying the role of carbohydratewmediated‘nmchahisms in the
recognition of non-self structures by the hemocytes df; the
freshwater prawn Mécrobrachium rosenbergii‘_and_ the possible

participation of a specific lectin present on‘hemocyte membranes.
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MATERIAL AND METHODS
Animals

Adult freshwater prawns (Macrobrachium rosenbergii) were
collected in the farms from 'El Jicarero', Morelos State, Mexico,
and kept in aereated tanks until use as previously described
(Vazquez et al., 1993).

Purification of serum lectin

Purification of the serum lectin was done by affinity
chromatography on a column with fetuin-Sepharose 4 B (Sigma
Chemical Co., St Louis Mo, USA) according to the method described
previously (Vadzquez et al, 1994). Homogeneity of the lectin was
also assessed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis as
described elsewhere (Vdzquez et al, 1993).

The hemagglutinating activity of the purified serum lectin
was tested in the presence of erythrocytes from different animal
species by the two-fold serial dilution method; 25 pl of theliectin |
was diluted in Tris-phosphate buffered saline (TBS; 0.01 M Tfie}
0.05 M Na phosphate and 0.154 M NaCl, pH 7.4, containing 5 mM
Ca.C1'2) and additioned with 25 pyl of a solution of 2%: (2:{106)- :
eYthrocytes in TBS. Agglutination was_observedefterl h, Resuits
are represented as the. inverse of the last dilution with

agglutinating activity.

Harvesting'hemocytes

'Hemolymph was withdrawn aseptically and collected in an

anticoagulant solution for crustaceans, according to the'methed_

~ reported by Soderhalll and Smith( 1983) modifying slighly the pH”

4
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(0.45 M NaCl; 0.1 M glucose; 30 mM Na citrate, 26 mM citric acid
and 10 mM EDTA, pH 5.8 ). After centrifugation at 300 g for 5 min,
the supernatant was removed, hemocytes were washed in sterile Van
Harrevald's solution (1963) (SVH, 0.2 M NaCl, 0.05 M KC1l, 0.014 mM
CaCl, and 0.003 mM MgCl, solution, pH 7.4)( Van Harrevald; 1963),
finally the cell concentration was adjusted to 2x10°/ml with SVH.
Cell viability (>90%) was determined by trypan blue dye exclusion.
Erythrocytes

Human erythrocytes from healthy donors were obtained from the
Central Blood Bank, IMSS, Mexico, D.F.. Erythrocytes from different
animal species were obtained at facilities of the Faculty of
Veterinary Medicine, UNAM, Mexico. Erythrocytes were washed several
times with TBS, pH 7.4, and centrifuged at 300 g for 5 min before
using them in hemaggglutinating and phagocytic assays. |
In vitro phagocytosis

Hemocyte monolayers were performed as follows: aliquots of
50 ul of the hemocyte suspension were added to wells of flat-bottom
culture plates (Falcon Plastics, USA). Hemocytes were incubated for
several time intervals (1 to 60 min) and tempe.raturle ran.ge'_s (O to
40°C) in the presence of erythrocytes at a final concentration of -

0.5-1.5x10_5 (ratio of 10:1 erythrocyte/hemocyte); Non-phagocytosed

- erythrocytes were discarded by washing the monolayer thrice with

TBS and once with hypotonic saline solution ('0.1 mM NaCl in water)
to lyse adhered erythrocytes before staining with Giemsa dye.

Hemocyte phagqcyt_osis was observed by Nomarski differential-'

interference-contrast microscopy, 1360X magnification.

5
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All experiments were done in triplicate with three different
field readings, each representing a minimum of 100 hemocytes.
Phagocytosis is expressed as the phagocytic index (PI), which
represents the percent of hemocytes that phagocytose, at least, one
erythrocyte (Maldonado et al, 1994).

Phagocytosis was assayed also in the presence of erythrocytes
previously treated with the neuraminidase from Clostridium
perfringens(Boehringer~Mannheim,Mannheim, Germany): 0.5 ml of
erythrocytes were incubated for 45 min with 0.1 U of neuraminidase
at 37°C; then, cells were washed with TBS and adjusted to the same
concentrations as untreated cells before being tested (Vazquez et
al., 1993). All assays were performed in triplicate and results are
represented as * the standard deviation of the mean.

Effect of M. rosenbergii lectin and sugars on the phagocytic
activity of hemocytes |

Aliquots of 0.5 ml erythrocytes were incubated at 25°C for 30
min with different lectin concentrations, ranging from 0.001 ug
(as a subagglutinating dose) to 10.0 pg/ml concentration, before
performing phagocytic assays. Sugar specificity of the phagocytic'
activity was tested by incubating the hemocyte monolayer for 10 min
with carbohydrates at 100 mM concentration or 10 uM glycoproteins
(bovine submaxillary gland mucin and hnman a,-glycoprotein acid) in_
TBS before addition of'erythrocytes. These phagocytic assays were
performed at 25°C and evaluations were performed after 30 min
incubation, as described earlier. The effect of sugars on the

phagocytic activity was not modified when the hemocyte monolayers
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were washed immediately before addition of erythrocytes in order to
eliminate soluble sugars. Desialylation of bovine fetuin and mucine
from submaxyllary gland was performed by incubating 10 mg of each
glycoprotein in 0.02N H,80, for 1 h at 100°C, as described
previously (Vazquez et al.,1994)
Production and labeling of rabbit IgG against serum lectin

Two month old female New Zealand rabbits were immunized
intraperitoneally with 300 ug of M.rosenbergii purified lectin in
1 ml of Freund's complete adjuvant, then 100 ug booster injections
in 500 pl of Freund's incomplete adjuvant were given
intraperitoneally at 2~-week intervals for two months; three days
before bleeding, rabbits received a final i.v. injection with 100
pg of lectin in incomplete adjuvant. Blood was obtained by cardiéc
puncture and Immunoglobulin G (IgG's) were purified by
fractionation with 50% solid ammonium sulfate and then by ionic
exchange chromatography on DEAE-Sephadex as described previously
(Vazquez et al, 1994). purified IQG's were biotin labeled a_c_c:ording

to the procedure described by Savage et al.(1992). MOnospecific_ity

"of rabbit antibodies was assessed by inuhunoélectr_ophdresis" on

égarose -'plates (Vazquez et al.,1994).
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Effect of antibodies on the phagocytic activity

Hemocytes were incubated in different dilutions of the
specific IgG on the hemocyte monolayer during 15 min at 25°C before
adding the erythrocytes. Optimal inhibitory effect for phagocytosis
of rat erythrocytes was obtained with a 1:100 dilution of IgG from
immunized rabbits. Control experiments were performed with 100
pg/ml of commercial rabbit IgG and IgM (Sigma Fine Chem, St Louis
Mo, USA). Phagocytic index was evaluated and reported as described
below,
Immunocytohistochemical assays

Morphological analysis of hemocytes were made with
differential interference contrast (Nomarsky) by using an IMT II
Olympus microscope. Membrane lectin was detected using biotin-
aQidin sytems with biotin labeled antibddigs and positive reactions
were identified with avidin-phosphatase, usiﬁg an alkaline
phosphatase staining kit (Sigma Chemical Co., St Louis Mo USA).
Protein determination o o

Protein concentration of lectin fracticné Waé'determined by
the method of Bradford (1976)‘using boviné serum:albumin as the

standard.
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RESULTS

Hemagglutinating activity of purified serum lectin

The hemagglutinating activity of affinity purified lectin was
assessed using erythrocytes of several animal species, including
human ABO. The hemagglutinating activity was only observed at
concentrations equal or above 2 ug/ml lectin with erythrocytes from
rat, rabbit, and 3 day old chickens.
Phagocytic activity of hemocytes

The phagocytic activity of hemocytes was evaluated by
incubating different erythrocytes, including human A,B, and O.
Hemocytes showed strong phagocytic activity in the presence of
erythrocytes from 3 days old chickens, rat and rabbit; when
desialylated erythrocytes were used, this activity diminished
(Table 1). No significant increase in the phagocytic activity of
hemocytes was observed in the presence of lectin-opsonized
erythrocytes from any of the tested speciés. The main cellﬁlar
group possessing phagocytic activity is composed of granﬁlocytes,'
which characteristically possess large granules and comprise 20% of
the total circulating hemocyte population.
Effect of sugars on phagocytic activity

The effect of sugars on phagocytic activity of'hémocytes was

‘analyzed in the presence of several mono and oligosaccharides.

Depending upon the sugars used, phagocytic activity decreased-in

the presence of carbohydrates and oligosaccharides containing-

N-acetyl groups or sialylated glycoproteins. From the

monosaccharides tested only u-agetylvgéglucosamine,'
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N-acetyl-D-galactosamine, and neuraminic acid showed inhibition of
the phagocytic activity on hemocytes at 100 mM concentrations, but
only in the presence of rat, rabbit, or 3 days old chickens red
blood cells., Sialyllactose or sialylated glycoproteins, such as
bovine submaxillary gland mucin and fetuin, showed powerful
inhibitory effects in the presence of these erythrocytes (Table 2).
In the presence of other erythrocyte types, these sugars did not
show any effect, even at 100 mM concentrations for oligosaccharides
and monosaccharides or at 10 uM in the presence of submaxillary
gland mucin (not shown). Other sugars tested, such as D-glucose, D~
mannose, D-galactose or L-fucose, at 100 mM concentrations or human
a,-acid glycoprotein, ovomucoid, asialofetuin, and asialobovine
submaxillary mucin, did not modify the phagocytic activity of the
hemocytes in the presence of any type of érythrocytea.

Figures 1 and 2 show that time and temperature piay different
roles in the phagocytic activity. In the presence of rat or chicken
erythrocytes, 50% of the maximal phagocytic index was obtained at
12 min incubation; however 20 min were required to obtain the
maximal effect of phagocytosis when human erythrocytes were used

(Fig 1). The optimal phagocytic activity is obtained at 24°C with

human erythrocytes and 30°C are necessary to obtain the optimal

effect for rat or chicken erythrocytes (Fig 2).
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IgG's obtained from immunized rabbit against the serum lectin
caused 50% decrease in the phagocytic activity of rat, rabbit, and
chicken (3 days old) erythrocytes. However, the effect 6f these
antibodies is absent when phagocytosis assays were performed in the
presence of erythrocytes from other animal species. Commercial IgG
or IgM from rabbits do not exert any effect on the phagocytic
activity (not shown).

Immunocytochemical analysis

Immunocytochemical assays performed on circulating hemocytes
indicated that granular cells possess peroxidase activity. A small
part of hemocytes, consisting of granular cells, showed positive
reaction on membrane surfaces with labeled rabbit IgG produced
against serum lectin, as identified by Nomarsky microscopy (Fig 3);

these cells represent 20% of the total circulating hemocytes .

11
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DISCUSSION

Decapod crustasceans are able to eliminate a variety of
foreign material, including viruses (McCumber and Clem,1977) and
bacteria (White and Ratcliffe, 1982), and removal is attributed to
circulating as well as fixed phagocytes (Mullainadhan et al.,1984;
Mullainadhan and Renwarantz, 1986), whose morphology and function
is well established (Factor and Beeckman,1990; Sagrista and
Dufort,1990). Participation of the circulating hemocytes in
clearance has been implicated in several in vitro and in vivo
experiments showing phagocytic (Fontaine and ULightner, 1974;
Goldenberg et al.,1984) and extensive enzymatic activity (S'mith and
Soderh'all,1_983; Hose et al.,1990). Our_ results indicate that, in
the freshwater prawn M.rosenbergii, the phagocytic. activity
produced by the circulating hemocytes is_'exe.rted primarily by
granulocytes. We observed that the -nﬁmb_er of cells which shoﬁving

phagocytic activity represent a small proportion (20%) of the total

hemocytes population.

‘The interaction pattern shown by the M. rosenbergii

granulocytes in the presence of erythrocytes from different

~ vertebrate animals (as an example of non-?self cells) strongly

suggests that phagocytic " activity involves a . restricted
carbohydrate-r_:ecognit'ion mechanism., This sueggestion is based on
their capacity to -recbgnize _Ig_-acetylated sugar 'structurés._' and{' |
sialic acid containing cells. Specificity of the putative hemocyte
12
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receptors seems to be directed to sialylated structures and the Q-
acetylsialic acids, since phagocytic activity of granulocytes is
twice as powerful in the presence of rat, rabbit, and chicken
erythrocytes which contain Q-actylsialic acid on cell surface
glycoconjugates, than in the presence of human or pig erythrocytes,
which contain only N-acetylneuraminic or glycolyl-neuraminic acid.
The potent inhibition of phagocytic activity by bovine submaxillary
gland mucin which contain 9(8,7)-0-acetylsialic acid gives further
support to this suggestion. The specificity revealed by phagocytic
these patterns is similar to that shown by the serum lectin
(Vazquez et al., 1993 and 1994). Opsonizing activity, represented
by the increase of phagocytosed erythrocytes in the presence of
serum lectin, is almost nonexistent. In preliminary studies we have
observed that labeled lectin does not interact with circulating
hemocytes.

The granulocytes also recognize foreign cells} in an
apparently non-mediated sugar-recognition mechanism. Each mechanism
is temperature and time dependent. Participation of, at 1east,-two
major mechanisms in the recognition pattern of foteign parﬁicles by
invertebrate hemocytes has been reported by different authors
(Amirante and Guidae-Mazéélai;1978: Vasta et al.,1984; Goldenberg
et al.,1984; Bayne, 1990). One of these mechanisms seems to be
achieved directly by means of integral membrane recognitiqn

molecules and the other by opsonizing molecules, such as

- circulating lectins (Bayne, 1990; Vasta 1992, for revieWs)}

13
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In decapods the most important group of cells that clear
foreign particles are the fixed phagocytes. Hemocytes also
eliminate particles,but they differ from fixed phagocytes in that
they require a mechanism of activation, usually triggered by their
adherence to glass (Martin et al.,1993; Goldenberg et al.,1984) or
by the participation of humoral factors, as observed in lobsters
(Goldenberg et al.,1984).

In our work we establish the presence of a lectin on the
surfaces of granular hemocytes. Identification of this membrane
lectin was accomplished by positive reaction with labeled IgG
raised against the purified serum lectin, indicating the presence
of common epitopes. Like serum lectin, the membrane. lectin
possesses specificity for sugars and for the same erythrocytes. The
membrane lectin shows great affinity for N-acetylated and sialic
acid containing structures and mainly directed to 9-0-acetyl sialic
residues. The hemocytes recognized by these antibodies are granular
cells, which represent 20% of the total:hemocyte'pdpulatioh. |

The membrane lectin has been identified in several

invertebrates, including some protozoan as Acanthamoeba (Brown et

~al.,1975), plasmodium (Jungery et al.,1983), and in _tunicates

{(Parrinello and Arizza, 1989). A similar lectin to the freshwater

prawn system, in the plasma and hemocyte, has been demonstrated in

- the blue crab Callinectes sapidus.(Céssels et al., 1986) and in”the

oyster Crassostrea virginica (Vasta et al.,1984). Our results

strongly suggest that the membrane lectin could representl a

phenotypic cell marker of granular hemocytes showing phagothic*

14
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activity and which seems to participate in the activation of

hemocytes.
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TABLE 1. PHAGOCYTIC ACTIVITY OF FRESHWATER PRAWN HEMOCYTES

ERYTHROCYTES PHAGOCYTIC INDEX!
HUMAN A,B,0 18 £ 7
RAT 38 * 8
MOUSE 15 £ 5
RABBIT 23 t+ 8
CHICKEN(3 days) 35 t 6
CHICKEN(asialo)? 20 £ 5

HORSE 17 t 6
PIG 18 ¢ 5
HUMAN A+ MRLectin® 18 t 7
RAT+ MRLectin?3 39 t 4
Human A+IgG against the lectin® 17 t 4
Rat+IgG against the lectin? 18 £ 5

lphagocytic index represe'nts' the percent of hemocytes with at least_
one erythrocyte.Experiments were run in triplicate “and 8D
(Standard Deviation) of the mean is represented. ?Desialylated with
0.1 U of C. perfringens neuraminidase, 3}E:ry{:h:r:ocytes were incubafed
with 0.2 pg of serum M. rosenbergii lectin 15 min before addition

' to the hemocyte monolayer.? Hemocytes were incubated | with rabbit

IgG raised against the lectin 15 min before adding the
erythrocytes. IgG and IgM from non immunized rabbits ‘shows no
effect on phagocytic activity of hemocytes. |
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TABLE 2. EFFECT OF CARBOHYDRATES ON THE PHAGOCYTIC
ACTIVITY OF FRESWATER PRAWN HEMOCYTES

CARBOHRYDRATE CONCENTRATION PHAGOCYTIC
mM INDEX
Control (without sugar) 100 32 £ 6
GlcNAc 100 27 t 4
GalNAc 100 28 ¢+ 5
NeuAc 100 23 t 6
NeuAc a2,3 lactose 20 19 £ 5
NeuAc a2,6 lactose 20 16 £ 5
Bovine gland mucin* 0.02 3‘14 t 5
Asialo bovine gland mucin* 0.1 26 5
Fetuin 0.02 15 = 4
Asialofetuin 0.1 34 £ 6

Hemocytes were incubated with the carbohydrates or bovine
submaxillary mucin (*expressed in pM), 10 min before the
addition of 3 day old chicken erythrocytes. Phagocytlc Index
represents the percent of hemocytes with, at least, one
erythrocyte; experlments were run in triplicate and % SD of
the mean is also represented. Neither 100 mM of D- galactose,
D-mannose, D-glucose, L-fucose or 0.1 uM of human ap -

| glycoprotein acid nor avalbumin exerted an meortant effect

on phagocytic activity.

17
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Phagocytic Index

| Figure 1. Time dependence of incubation of non-self cells for optima'l phagot:y{ic

activity of M. rosenbergii hemocytes at 24 °C in the presencs of chicken erythrocytes

'(3 days old) ( O- D) and human erytrocytes (0-0)

112



- 45 |
p 4
Q
ke
=
O 25
=
P-<
Q
- O
o
O
i o
Q. §
» °C
)
o
': - | Flgure 2. Effect of temperature on phagocytic actlwty of M. rosenbergu hemocytes m
‘) s the presence of chlcken erythrocytes (0O- D) and human ery1hrocytes (O-O)
w
»

111



CinL = ke - b ke e i i 4l k- e st et m g ni ok ma. . m em e [

\\\\\\\

—

!
{
i
|
!
!
t
i
i
i

' M

1

Figure 3. Freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii hem0cyte'3-- Nomarski

differential-interference-contrast mlcroscopy of a suspended cell preparatlon

| recognlzed by biotin labeled rabblt antlbodles raised agalnst the M. rosenbergu serum‘_ X

lectin. Positive reaction (+). X136O
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Bacterial Agglutination by the Sialic Acid Specific
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ABSTRACT, We have isolated a serum lectin from the freshwater prawn, Mucvolrachivan vosenbergii that
apglutinates Bacillus cereus and Aeromona sp. This lectin also agglutinates other bactena such as Paswurella
haemolytica biotype A (capsular serotype 12), several serotypes from P, mudiocida and Staphybacoceus arrens and

to a lesser extent Escherichia coli and Salmonella arizuna. Lectin recognition of well known polysaccharide
components scems to invalve several bacterial O-keto and O-methyl containing sugars, the N-acetyl-sugar /
residues and teichcoic from the polysaccharide cell wall. comp mocHem prysion 113B:0:000-00Q, 1996,

KEY WORDS. Muacrobrachium rosenbergii, sialic acid specific lectin, glycoproteins, bacterial palysaccharides

INTRODUCTION

Lectins precipitate soluble glycoconjugates and bind to carbo-
hydrate determinant moieties of membrane glycoproteins and
glycolipids thus inducing agglutination of the various cell
types (Barkai-Golan and Sharon, 1978; Goldstein and Hayes,
1978; Liener e1 al., 1986; Kilpatrick et al., 1991; Parinello,
1991). Consequently, lectins are molecules that play a role
in immunological defense systems since they can sequester

viruses, bacteria, other cellular-microinvaders, as well as sub- -

stances that they secrete (Yeaton, 1981). Opsonization that
occurs when 2 lectin binds bacteria to invertebrate blood cell
(hemocyte) surfaces is considered to be the first step that pro-
motes adherence, ingestion and subsequent elimination of mi-
crobes (Martin et al., 1993). Analyses of microbial agglutina-
tion in invertebrates has consistently employed experimental
procedures resulting in less information concemning isolation,

" {dentification and functional analysis of lectins under natural

conditions.

Considering their specificity for carbohydrate-containing
structures, most analyses have chatacterized structural compo-
nents of bacteria by using lectins that possess specificity for
neutral sugars. Only 3 few investigations, however, have heen
reported that reveal sialic lectins derived from invertebrates
(Ravindranath and Cooper, 1984; Ravindranath et al., 1985,
Vasta, 1992; Doyle. 1994). This deasth of information is prob-
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ably a consequence of the nonexistence of few reported exam-
ples of bacteria that possess this sugar residue (Shauer, 1982;
Kenne and Linberg, 1983). This restrictive characteristic
complicates explanations of the role(s) of invertebrate de-
rived, sialic acid specihc lectins that effect opsonization. We
have recently discovered a lectin from the economically im-
portant freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii, that ag-
glutinates bacteria involving several bacterial determinants:
O-keto and O-methyl containing sugars, the N-acetyl-sugar
residues and reichoic acid, components of the polysaccharide

cell wall,

MATERIAL AND METHODS double

Collection of Pra Sfaet.

Adult freshwater prawns, Macrobrachium rosenbergii were col-
lected in El Jicarera ponds, in the state of Morelos, Mexico.

Lectin Purification

Hemolymph was obtained from M. rosenbergii by inserting a
21-gauge needle into the pericardial sinus. The serum was
dialyzed against 0.5 mM Tris-HCL (pH 7.4)/0.15 M NaCl/3
mM CaCl, (TBS, Tris-buffered saline) and stored at —20°C
until use. The lectin was purified in Sephadex G-25 (Phar-
macia Fine Chem, Uppsala, Sweden) column (1.5 X 50 cm)
containing rat erythrocyte stroma (Vaque: et al., 1993), puri-
fied lectin was ohtained with 3% acetic acid in water (v/v),
Alfinity purified lectin fractions were dialyzed against distilled-
water, ophihized and keprat = 70°C until use. 118
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Analytical Assays

Protein determination was performed according o the method
of Lowry, using bovine serum albumin as the standard (Lowry

etal, 1951).

Bacterial Isolation

The opportunistic bacterial cells from prawns were obtained
from the cuticlar surfaces of abdominal and uropod lesions,
Bacteria from M. rosenbergii were isolated in Tryptic Soy Agar
(BBL Cakeysville, U.S.A.), grown up in a blood-agar medium
and incubated at 25-30°C for 24 hr. ldentification of the
species was performed by biochemical charactenzation ac-
cording to previously described methods (Koneman et al.,
1983). Other bacteria were also used: Pasteurells, Salmonella,
Sphylococcus aureus and Escherichia coli. They were obtained
from the Bacterial Reference Labwratory, Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Mexico,

Agglutination Assays

The bacteria weee wransferred to Mac Conkey agar for 48 hr
in order to eliminate the blood-agar remanents. After washing
three times and centrifugation at 3000 pm for 15 min in
sterile phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M sodium phos-
phate, 0.14 M sodium chloride pH 7.2) bacteria were fixed
in formaldehyde 0.4%. Excess of formaldehyde was eliminated
by washing with PBS and ditferent species of bactena were
adjusted to an optical density of (.15 at 540 nm in PBS com-
plemented with 5 mM CaCl,. Agglutinating activity of serum
and the affinity purified lectin were performed using two fold
dilutions-in PBS, in flat microtiter plates (NUNC, Denmark).
Inhibition of bactenal agglutination was tested by incubating

the lectin for JO min in the presence of 100 mM of neuraminic -

acid (N-acetyl-D-neuraminic acid) or 0.2 uM of buvine sub-
maxillary gland mucin (Sigina Fine Chem. St Louis, Mo.
U.S.A.) or stromal rat glycopeptides from rat erythrocytes
prior to adding the lectin to suspensions of bacteria. Analyses
were performed in triplicate in the presence of 100 mM man-
nose and glucose as noninhibitory controls. Results were de-
termined by comparing bacterial agglutinating titers of the
lectin as described previously (Vazquez et al., 1993),

Conjugation of Rhodamine '
Isothiocyunate to M. rosenbergii Lectin

Conjugation of thodamine B isothiocyanate (RITC, SIGMA” |

Chem. Co., St Louis, Mo., U.S.A.) with the lectin was per-
formed according to methods used by The and Feltkamp
(1970). Pure crystalline RITC (10 ug) previously dissolved in

100 ul dimethyl sulfoxide was added to 1 mg of purified lectin -
in 0.1 M Na,CO,/NaHCO, (pH 9.5), at a ratio of 10 pg of
RITC/ mg of purified lectin. This mixture was then incu-

bated 120 min at room temperature, and excess Jye was elimi-
nated by exhaustive Jdialysis against PBS. Bactenia were fixed

Varque: et al.

on slides by absolute alcohol for 5 min and treated with 0.2%
bovine serum albumin (BSA) in PBS prior to incubating them
for 30 min at 20 + 2°C in the presence of lectin-RITC. Excess
labeled-lectin was eliminated by washing with PBS-0.003%
Triton X-100 to which was finally PBS-glycerine (1:1 v/v).
Any positive labeled-lectin that recognized bacteria was ob.
served using a mictoscop MIT 11/Olympus (Japan) equipped
with an IV/2 epitluorescence condenser.

faéiztﬁ[(

RESULTS S Jurce 7

Recogmtum of Bacterial
Species by M. rosenbergii Serum Lectin

In apparently normal adult Macrobrachium rosenbergii we found
some organisms which sho“ﬁ'ell defined superficial cuticular
dark lesions in different proportions. We isolated two different
types of bacteria frtom these cuticular lesions: Acromonas sp
and Bacillus cereus. Agglutination assays, using total serum or
the purified lectin, revealed that agglutination is powerful in
the presence of Aeromonas sp at lectin concentrations of 0. )
pg/ml for each 1 x 10° cells. As shown in Jable 1, aggluti-
nating activity against other bacterial strains were also ob-
served. From Pasteurella haemolytica, only biotype A (capsular
serotype 12) and P. multocida (capsular serotype 9) were agglu-
tinated. Bacteria that possessed other capsular serotypes were
not recognized by the lectin at concentrations as high as 25
pg/ml. Escherichia coli, Salmonella arizona and Staphyloceus
aurews {coagulase positive) were also agglutinated by high con-
centrations of lectin. In this instance, agglutinating activity
was always inhibited by adding 100 mM of neuraminic acid,
0.2 uM of bovine gland submaxyllary mucin or glycopeptides
from rat erythrocytes (containing sialic acid, mannose, galac-
tose, N-acetyl-D-glucosamine and N-acetyl-D-galactosamine

TABLE 1. Bacteral agglutination by‘facrobmchn‘um rosen-
bergii lectin

Bacterial strain

;AgLectm \ Fluorescencc‘-{

Aeomonasp . . 0L 4w
-Bacillus cerews - ‘ 0. . o+
Pasweurella haemolytiva o | - S
~ Biotype A capsular scrutypc 12 Ly +
Pasteurella muloci _ _ o o
_ capsulat serotype 9 . - 50 4+
- Salmonell aurens 50 o+
- Salmonells anzona . : 100 S
Staphylococcus aurews ' ' .
~ coagulase positive 5. 0 - R
Escherichiu coli ' IO 0" x

Relauve fuorescence tntensity was phserved on a micrineo equippcd with an c—.
V12 epiflucrescence condenser and expressed as (+ + 1 high, (+ medium) or i
(=) low. No visible agglutination nor luorescence intensity. was observed at
concentration of 50 ug/mL of lectin in the presence of bactenal strains P.
haemolytica Biotype A capsular serotypes 5 and 6, Biotype T capsular serotypes

- 3and 4 and P. mubiocida capsular serotypes 10 and 13 Apeluunation induced -7
by the lectin was inhibated with 100 uM \Ieu Ac; O, I;LM buvine suhn.w,llm L
- gland muem or rat stroma, _ i ERERRR I

419
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TABLE 2. Effect of monosaccharides, glycosi les and glycopro-
teins on the bactenrial agglutination of Macivbrachivm rosen-

bergii lectin /
Relative ,’
Concentratiun inhibitory i
Compound (mM) polency
GleNAc 100 |
GalNAc I I .
NeuAc 0 P
Muramic acud oy ALY
Colominic acid 10’ {—=
J.O-methyl-glucose 100 !
3.0-acetyl-a-D-glucoturanose 5¢ 2
a-methyl-glucopyranase 50 2
B-methyl-glucopyranose 100 [
Rat stroma glycopeptides (U 5000
Bovine submaxyllary mucin Q2 5000

Mimimal concentraton required ta inhuibit the agglutinating activiey in the
presence of Pasteurella huemoly tica botype A capsular serotype 12, " Molecu-
lar weight 1 nat known, concentration reported v expressed in mg/ml. * *Val-
ues expressed as wM. Other structures with notinhibwtary effect at 100 mM
concentrations mcluded: D-glucose, Daalactose, D-mannuse, Letucose, D-
glucosanune and N-methyl-glocanune. Asialo bovine submaxyllan mucin,
apglycoprotein aid and ovemucod were not inhibitors ae 108 uM.

in 1.5:3:2:2:3 ratios), and by | mM of the glycosides: 3-O-
methyl-glucose and 3-O-acetyl-D-glucofuranose {Table 2).

Presence of the Lectin Revealed by Fluorescence

Specific interaction of M. rosenbergii lectin wath agglutinated

bacteria was assessed by labeling it with rhodamine followed

by observations using direct fluorescence micrascopy. Interac-

tion between bacteria and RITC-M. rosenbergii lectin revealed

a homogeneous distribution of putative receptors on the bacte-

rial cell wall (Fig. 1). Control experiments were also per-
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FIG. 1. Photomicrograph (B850 x )
of RITC-Macrobrachium rosen.
bergirlectin thatpositively recog-
nized Acromeonas sp.
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formed without lectin in order to indicate no quenching nor
intrinsic luorescence, expressed as + +, + or = fluorescence
intensity (Table 1 and Fig. 1), According to our results Aero-
monas sp showed the highest titer of agglutination whereas E.
colt, was the least agglutinated.

DISCUSSION

The freshwater prawn, Macrobrachium rosenbergii, possesses a
humoral lectin that agglutinates only rabbit and rat erythro-
cytes and is a homodimer of 19 kDa (Vazquez et al., 1993).
Agglutinating activity is inhibited by adding N-acetylated sug-
ars, sialic acid and sialylated glycoproteins (Varque: et al.,
1991). The O-acetyl group from Q-aceryl-sialic acid deriva- »
tives present in the bovine submaxllary gland mucin (rich in,
9.8,7-O-acetyl sialic acid) is the main group that the lectin
recognizes (Va:que: et al., 1993).

Induced bacterial or foreign particle-recognition by the hu-
moral lectins during opsonization, before their ingestion by
hemocytes, scems to be an essential process accompanying
specific response in crustacean/ arthropods and in a general
mechanism for all invertebrates {Cooper, 1985; Renwarant:,
1986, Soderhall et al., 1986). Opsonization, a crucial event
in immunodefense, has been demonstrated in classical experi-
ments aimed at identifying bacteria or cells that have been
previously inoculated into invertebrates (Renwarant: et al.,
1981). The nature of the interaction of invertebrate lectins
with bacteria is still controversial, although certain experi-
mental approaches have been reported for the LPS-specific
binding group of animal lectins (Vargas Albores et dl., 1993,
Kopacek et al., 1993). Only a few examples of results have
revealed a mote precise mechanism of interaction with bacte-
ria such as the lectin isolated from the horseshoe crab, Carai-
noscorpius rotunda cadia. In fact, it recognizes the 2-keto-3-

<4
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deoxyoctorate group in the cell wall polysacchandes of £ coli
(Dorar et al , 1981). “dg

The interacuon of lectins with microorganisms have been
useful as well in the typing of fungi, protozoa and fufxharac-
terizing bacteral cetl components (Dwyer, 1974; Harr, 198,
Shitkin and Duovle, 1990). Wheat germy agplutinin, v. gr., has
been employed in Jemonstrating its capacity to interact with
P. hgemolstica biotype T and capsular serotype 3, 4 and 10,
due to the presence of N-acetvlated residues or their oligomers
as cell wall determinants (Craft et al., 1987). In our assays,
M. rasenbergii lectin recognized only the biatype A, capsular
serotype 12 of the same bacterial type. This recognition s
probably due to the presence of high amaounts of O-acetylated
and O-methylated terminal sugar residues (Craft et.al., 1987
Kenne and Lindberg, 1953). These same characteristics scem
to be present in some types of P. multocida which have also
been recognized by the lectin M. rosenbergii. We found the
strongest affinity of M. rosenbergii Jectin with Aeromona and
Bacillus cereus.

Tuming from invertebrates to fish, Aerumonas spp h.ls been
frequently associated with ulcerative disease (Kirov, 1993)
that may §g due to contamination derived from hsh that have
been cultured in the same pond. In contrast, until pow, no
clinical lesions have been demonstrated in freshwatern prawns.
Bacillus cereus that possesses structural 2- and 3-O-methylated
pentoses (Fux et al., 1993) has also been shown to be aggluti-
nated by the lectin, thus suggesting that M. rosenbergii lectin
interacts with the O-keto and also the O-methyl residues of
bacterial cell walls derived from these opportunistic organ-
isms. Stphylococei were also agglutinated efficiently by prawn
lectin, probably by a similar mechanism. The teichowc acid
from these bacteria is characterized as having a and 6 anomers

N2
A

of N-acetyl-D-glucosamine. The coagulase-positive strains of

Stuphylococcus have been found to be agglutinated by the lec-
tin from Lymulus polyphemus which exerts binding specificity
for a and B anomers of neuraminic acid (Dawdaon et al.,
1981). |
E. colt and Sulmonella arizona were also recognized, by M.
,, rosey‘lbefgu lectin but with less affinity suggesting that tb«: in-
, teracting mechanism of thls lectin wi m«mw re.
lated to thatof Carcin fotunda canadia. The sugar spcm
heit fistic of most invertebrate lectins seems to be
ighly specific. Hr that reason, bacterial recognition by those
lectins may otja universal process nor is it a highly specific
charactenstic of those organisms, as our results suggest.

More wotk is in progress aimed at determining the biologi-
cal significance of the bacterial recognition by the freshuatcr
prawn lectin. First, it is essential to classify the hemocytes
responsible for synthesis and secretion of lectin and to identify
the:r effector functions such as phagocytosis (Vaxgques: et al.

reparation). Taking this route will yield m
of the lecun/agglitinin that may reveal other. fund.\menml
functional taits that will open new areas of . rcsenrch For
example, opsonins, have been recently shown to display activ-
ities, equally akin to functional equivalents of ¢cytokines, par-

I)/S c / r<

L

neulatly 1L-1 (Ketly ecal L 1992, 19934 b)Y, Finally, the results
will represent an ado ii!lnn’ﬂ excellent maoded [hu \u” I'.ICI)I
tate the phenatypic characterization of certain bactena, espe-
cially in a species that is of econumic impartance as a source

Uf fL‘Od.
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