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Resumen:

En la respuesta inmune en crustaceos se han identificado factores séricos con alta
especificidad para antigenos de patdgenos, sin embargo existen células que
también participan en el reconocimiento y eliminacién de patégenos, a través de
receptores de membrana o de los contenidos de los granulos. Estos receptores de
membrana podrian ser precursores en otras especies de proteinas de mayor
complejidad en donde podrian desempefiar funciones similares. En estudios
previos se reportdé en el invertebrado Mytilus galloprovincialis, la presencia de
proteinas, semejantes a la subunidad alfa del receptor de interleucina 2 (IL-2Ra).
La IL2 es una citocina de la inmunidad adaptativa de vertebrados que participa en
la proliferacion de las células T al unirse a su receptor (IL2-R). El identificar la
presencia de proteinas propias de vertebrados en invertebrados, nos permite
suponer que existen moléculas con semejanza estructural que pudieran estar
relacionadas con los distintos mecanismos de defensa de los invertebrados. Una
herramienta que ayuda a la identificacion de proteinas, son los anticuerpos
monoclonales que reconocen especificamente epitopos con una secuencia unica,
y con una gran afinidad, que nos permiten inferir la presencia en hemocitos de
proteinas con epitopos compartidos con IL-2Ra. Con fundamento en lo antes
expuesto, identificamos por SDS-PAGE e IET la presencia de proteinas
relacionadas con el receptor de interleucina 2 en hemocitos de la langosta Cherax
quadricarinatus. Partiendo de lisados celulares de hemocitos, obtenidos con
solucién anticoagulante para crustaceos, se realizO una electroforesis,
posteriormente, un Western Blot, que se reveld con un anticuerpo monoclonal
contra la subunidad alfa del receptor de IL-2 (CD25) acoplado a peroxidasa, que
evidencid una proteina con peso molecular de 36 KDa. Se efectu6 una
inmunocitoquimica con hemocitos fijados con paraformaldehido, con este
propésito se marcaron las células con anticuerpos anti-IL-2R (anti-CD25) acoplado
a fluoresceina, las laminillas se observaron en un microscopio de epifluorescencia,
mostrando marcaje positivo en los granulos de células grandes lo que sugiere la
presencia de proteinas en granulos de hemocitos, similares a IL-2Ra presente en
vertebrados y considerando que los hemocitos granulares de invertebrados en
general participan en la regulacion de la respuesta contra patdégenos por accién de
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la desgranulacion, es posible que las proteinas encontradas participen en los
distintos mecanismos de defensa o bien en la regulacion de la respuesta de los

mecanismos efectores.



.  INTRODUCCION:

1. Sistema inmune

En organismos vertebrados sistema inmune se encuentra constituido por érganos
y por células; es responsable de los mecanismos de defensa especificos contra
patdgenos y agentes extrafios capaces de ocasionar infecciones tanto
intracelulares como extracelulares. La capacidad de un organismo para
mantenerse libre de infecciones depende tanto de su resistencia natural o innata
como de la resistencia que pueda desarrollar o adquirir durante su vida. La
inmunidad innata y la adaptativa dependen del primer contacto con el agente
infectante, con la diferencia que la inmunidad adquirida tiene memoria
inmunologica respondiendo de manera especifica y eficiente en un segundo reto,
mientras que la innata responde de la misma manera con exposiciones
subsecuentes (Rojas, 2006). Estos dos tipos de inmunidad se caracterizan por los
diferentes componentes del sistema inmune que hacen posible la eliminacion de
los diferentes agentes infectantes, la inmunidad adaptativa humoral estd mediada
por anticuerpos en la sangre asi como en las secreciones, que son producidos por
linfocitos B; los anticuerpos reconocen antigenos microbianos, neutralizan la
infeccion por estos microbios y tienen como objetivo la eliminacion de los
patégenos por diferentes mecanismos efectores. Este tipo de inmunidad es el
principal mecanismo de defensa contra patégenos extracelulares y sus toxinas, ya
que los anticuerpos producidos pueden unir a estos microorganismos y toxinas
para ayudar en su eliminacion (Abbas, 2012); mientras que la inmunidad celular
involucra a células especializadas en el reconocimiento y eliminacion de los
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patogenos. El estudio de la inmunologia comparada (Du Pasquier, 2001)
demuestra una mayor complejidad en el sistema inmune de los vertebrados, en
particular en los mamiferos, aunque la aparicion del sistema inmune adaptativo en

los vertebrados no hay sido definido concretamente (Pancer y Cooper, 2006).

2 Inmunidad en invertebrados

El estudio de invertebrados es una importante fuente de datos sobre los origenes
del sistema inmunitario no adaptativo de los vertebrados. Los invertebrados
abarcan el 95% del conjunto total de especies animales, por lo que aportan un
gran numero de posibles modelos experimentales; la investigacion sobre la
inmunidad en invertebrados se ha centrado en artropodos y moluscos, ya que
muchos de ellos constituyen plagas trasmisoras de enfermedades o destructoras
de productos agricolas (Roitt, 2003). El analisis de especies tanto de vertebrados
como de invertebrados, sugiere que los mecanismos de defensa de los
invertebrados se pueden considerar precursores de la inmunidad de los
vertebrados, estos eventos requieren de la participacion de grupos celulares y
factores humorales generados contra antigenos especificos como los

demostrados en vertebrados (Iwanaga et al., 2005; Hoffman et al., 1999).

Los crustaceos poseen un sistema circulatorio abierto mediante el cual se
distribuyen nutrientes, oxigeno, hormonas, moléculas inmunoreactivas, células
fagociticas y enzimas que juegan un papel importante en la respuesta inmune de

la especie.



El estudio de la inmunidad de invertebrados se ha enfocado en la identificacion de
los mecanismos y rutas bioguimicas activadas durante una infeccion, ademas, de
identificar a las células y los factores humorales en la hemolinfa, involucrados en
la destruccion de patdgenos, en la regulacién y en la reparacion del dafio. La
inmunidad en crustaceos ha sido principalmente estudiada en suero, donde se han
identificado factores con gran capacidad de reconocimiento, con alta especificidad,
similar a la de los anticuerpos en el reconocimiento de antigenos (Bachére 2000,
Vazquez et al., 1997). Los crustaceos carecen de un sistema inmune adaptativo,
pero tienen desarrollado un sistema de defensa que responde contra antigenos de
la superficie de patdogenos. Estos mecanismos de defensa dependen
completamente del sistema inmune innato. La activacion del sistema inmune
innato es realizada por los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s)
que son reconocidos por proteinas de superficie o solubles, provocando la
activacion celular y/o humoral; y los mecanismos efectores que destruyen a los

patogenos (Vazquez et al., 2009).

Las barreras fisicas son el primer obstaculo que detiene a los patégenos
(Soderhall, 1982). Cuando son dafiadas estas barreras, los microorganismos
invaden el tejido, se activan rutas proteoliticas, permitiendo la disminucion y la
eliminacién de microbios que invaden al organismo (Ratcliffe et al., 1985). Si los
microorganismos pasan esta primer barrera, hay mecanismos que los limitan y
permiten la activacion de otras rutas, tales como la cascada de la coagulacién, que
ademas, evita la pérdida de la hemolinfa, estimula la produccion de metabolitos
oxidantes y melanina, activando con ello el sistema de la profenoloxidasa (proPO)

(Kawabata et al, 1990; Vargas-Albores et al.,, 2000). Este proceso permite la



activacion de los demas mecanismos de defensa que incluyen la fagocitosis, la
encapsulacion, la formacion de nodulos, la coagulacion, la aglutinacion y la

actividad microbicida (Sritunyalucksana et al., 2000).

La inmunidad celular en crustaceos esta poco estudiada, se ha identificado que los
hemocitos o células sanguineas se dividen en tres grupos los cuales han sido
clasificados solo de acuerdo a su morfologia y contenido granular (Sdderhall,
2010),. Morfologicamente se consideran analogos a los leucocitos de los
vertebrados ya que poseen en su interior granulos con diferente contenido:
proteinas de reconocimiento, de ataque, moléculas de adhesion y enzimas
reguladoras. Las células hialinas son las mas simples, no presentan granulos
intracitoplasmaticos, una vez activadas liberan factores que participan en la
formacion de coagulo y en procesos como la fagocitosis. Los semigranulocitos
presentan granulos intracitoplasmaticos que al activarse liberan factores
bactericidas con funcién opsonizante. Las células granulociticas, consideradas las
mas complejas del sistema de defensa, presentan multiples granulos
intracitoplasmaticos que tras la activacion celular, liberan una gran cantidad de
factores reguladores y de ataque. El principal mecanismo de defensa de los
crustaceos liberado por estas células, es el sistema de la proPO, asi como

péptidos anti-fingicos y anti-microbianos.

2.1 Fagocitosis

La fagocitosis es un proceso llevado a cabo por los hemocitos, permite reconocer

y eliminar moléculas no propias, presentes en bacterias, esporas o bien células
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senescentes del propio organismo, contribuyendo a mantener la homeostasis. La
fagocitosis es un proceso inmune que se ha conservado entre los distintos seres
vivos (Mudlarz et al., 2006), y algunos de sus mecanismos de reconocimiento
también. El reconocimiento opsonico de los patdégenos, varia dependiendo de la
especie de crustaceo. El cangrejo de agua dulce Parachaeraps bicarinatus y
Cherax destructor reconocen particularmente a bacterias Gram negativas como
Pseudomonas spp y Escherichia coli (Mckay y Jenkin, 1970). los hemocitos de la
langosta Homarus americanus reconoce solamente a bacterias Gram negativas

pero no Gram positivas (Mori y Stewart, 2006).

2.2Encapsulacion

La encapsulacion es un mecanismo celular para eliminar particulas extrafias las
cuales no pueden ser destruidas por mecanismos humorales. Este proceso mata a
los patdégenos, o al menos restringe su movimiento y crecimiento en el hemocele.
Se ha identificado in vitro que en los agregados celulares de hemocitos
semigranulares de Astacus leptodactylus, presentan factores de adhesion que
rodean a las células extrafas, o en presencia de particulas mayores de 10um de
diametro, como algunas esporas de hongos y los helmintos (Durliat, 1985). Se ha
considerado que una capsula tipica consta de aproximadamente 30 capas de
hemocitos, sin espacios intracelulares. El aspecto morfoldgico de la capsula puede
presentar una ligera variacion debido a la extension y cantidad de células, si hay
necrosis la presencia o ausencia de melanina, asi como la cantidad de material

extrafio. De acuerdo con los diferentes crustaceos, se ha demostrado por



histoquimica que en el proceso participan mucopolisacaridos y glicoproteinas
acidas o neutras (Rater y Vinson, 1983). La destruccién de los microorganismos
ocurre por disminucion de la concentracion de oxigeno y la accion de hidrolasas o
bien por la accion toxica de las quinonas, moléculas se ha propuesto que estan
presentes en el contenido granular y que su expresion aumenta durante una

infeccion (Soderhall et al., 1998, Mitta et al., 2000a).

2.3Proteinas de la coagulacion y péptidos antimicrobianos

Las proteinas de coagulacion desempefian varias funciones: son esenciales para
prevenir la pérdida de la hemolinfa en caso de lesiones; en algunos crustaceos
estas proteinas participan en el reconocimiento y la neutralizacién de moléculas o
particulas no propias (lwanaga y Lee, 2005). En algunos crustaceos la
coagulacion esta basada en la accion de transglutaminasas por la unién cruzada
con las protefnas de la coagulacién en presencia de Ca*". Las proteinas de la
coagulacion presentan funciones similares, pero no comparten similitud estructural
entre crustaceos, aunque se han encontrado en un homodlogo de la
transglutaminasa de T. tridentus en bibliotecas de cDNA de hemocitos de L.
vannamei (Kawabata es at., 1996); Las proteinas de la coagulacion se encuentran
solubles en la hemolinfa y las transglutaminasas son liberadas desde hemocitos
cuando bacterias Gram negativas invaden al crustaceo y LPS bacteriano es
reconocido por los receptores especificos de membrana para LPS (Ariki et al,

2004)



En Tachypleus tridentatus el sistema de coagulacion, en presencia de LPS o [3-
1,3-glucanos en bacterias u hongos respectivamente, activa zimogenos de serina-
proteasas que siguen la cascada. Se han identificado proteinas con actividad
microbicida en los granulos de varios hemocitos circulantes de crustaceo
(Destoumieux et al., 2004), por ejemplo una proteina de 11.5 kDa de Carcinus
maenas, con actividad contra bacterias Gram positivas (Relf et al.,1999); existen
ademas proteinas como las penaeidinas, las cuales tienen una estructura
molecular Unica, que consiste en un péptido lider seguido de un dominio N-
terminal rico en residuos de prolina y un dominio C-terminal rico en residuos de
cisteina. La familia de las penaedinas actualmente consta de 5 miembros y todas
estan relacionadas con actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y
hongos (Destoumiex et al., 2000). Estas proteinas se almacenan en los granulos
del camaron y son liberadas en respuesta a estimulos bacterianos, sin embargo la
transcripcion de penaedinas no parece ser inducida por infeccion microbiana y los
niveles de mRNA aumentan ligeramente solo a las 48 horas posteriores al
encuentro bacteriano. La expresion y distribucion de las penaedinas después del
reto microbiolégico parece estar regulada a través de reacciones de hemocitos en
el proceso de proliferacion, ademas pueden estar implicados en la proteccion local
una vez que son liberadas por los hemaocitos y tienen la propiedad de unirse en el
sitio de lesién, con lo que podria contribuir al proceso de cicatrizacién de una

herida (Destoumiex et al., 1999).
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2.4Lectinas

Una caracteristica esencial en la inmunidad de cualquier ser vivo es el desarrollo
de la habilidad de distinguir lo propio de lo extrafio. Existen moléculas con funcién
de reconocimiento a lo no propio y se ha descrito un grupo de proteinas
denominadas lectinas (del latin legere, seleccionar). Las lectinas tienen la
capacidad de reconocer especificamente a los oligosacaridos de la superficie de
las membranas de las células y consecuentemente inducen su aglutinacion,
ademas desencadenan diversos efectos como la fagocitosis actuando como
opsoninas (Marque et al.,, 2000; Sahoo et al., 2007). Las lectinas en el suero
tienen caracteristicas estructurales y especificidad igual a la de la lectina insoluble
presente en la membrana de los hemocitos. Se ha identificado la presencia de
lectina tanto en la membrana celular como en los granulos citoplasmaticos
(Vazquez et al., 1997). En la hemolinfa de M. rosenbergii se describié una lectina
de 19 KDa, especifica para residuos de azucares N- y O- acetilados, y con
anticuerpos monoclonales (Agundis et al., 2000) se le identificé en las membranas
de hemocitos circulantes, lo cual indica que la lectina es producida por los
hemocitos, expresada en la superficie de su membrana, para realzar funciones de
reconocimiento (Vazquez et al., 1997) y liberada a la hemolinfa, donde ademés del
reconocimiento, realiza funciones de transporte de carbohidratos (Zenteno et al.,

2000).

La sintesis de la lectina es atribuida a diferentes 6rganos de los crustaceos y
podria activarse por un proceso infeccioso causado por virus o0 bacterias.

Independientemente de que 6rgano exprese la lectina en los crustaceos, estas
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proteinas parecen ser constitutivas e inducibles (de manera similar a las proteinas
de fase aguda en vertebrados) y posiblemente podrian estar involucradas en la
respuesta inmune contra infecciones por microbios y resistencia a los virus,
induciendo procesos de aglutinacion y opsonizacion (Vazquez et al., 1994, 1996).
Las lectinas que se han identificado en crustaceos no presentan relacion
estructural entre ellas, ya que algunas estan constituidas de diversas unidades y
poseen pesos moleculares distintos como el descrito en M rosenbergii (Pereyra.et
al., 2004) Sin embargo se ha observado que en grupos de animales, preservan la
capacidad de reconocer e interactuar con carbohidratos de estructura similar; por
ejemplo las lectinas de crustaceos reconocen una serie azucares con similitud
estructural como la N-acetil-galactosamina (GalNac), N-acetil-glucosamina
(GlcNac), Acido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac) y el &cido O-acetilsialico
(Neu5,9Ac?2), estos datos sugieren que el reconocimiento de este tipo de azlcares
se ha mantenido en las lectinas de crustaceos a lo largo de la evolucion (Vasta et

al., 2007).

2.5 Sistema proPO

En invertebrados se encuentra un mecanismo de defensa denominado sistema de
proPO, el cual presenta similitudes funcionales con el sistema del complemento.
Su activacién requiere una serie de reacciones enzimaticas concatenadas; este
sistema enziméatico puede ser activado por LPS o por B-glucanos, provocando la
desgranulacién (Soderhall et al., 1996). El precursor enzimatico de la cascada es
la profenoloxidasa (proPO), se produce en hemocitos de forma inactiva, después
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se libera al hemocele, y su activacién requiere de Ca®'. La fenoloxidasa (PO)
cataliza la reaccion donde la tirosina es convertida a dihidroxifenilalanina (DOPA) y
la DOPA a Dopa-quinona un precursor de la melanina. La melanina es un
pigmento negro-parduzco con diversas propiedades bioldgicas como la inhibicion
de la actividad de enzimas de hongos y bacterias. Se ha demostrado que la
relacion que existe entre la exocitosis del contenido granular de los hemocitos y la
actividad de la proPO en el cangrejo P. lenisculus (Aspan et al., 1997) por
activacion por moléculas como LPS, amplificando la sefial y resolviendo la
infeccion. Algunas moléculas como la laminarina y el LPS inducen desgranulacion
de hemocitos grandes activando la proPO, la secrecidon de este contenido granular
esta acompafnado de diversos factores, como el factor de adhesion, el cual se une
inespecificamente sobre la superficie de los microorganismos invasores, como a
las hifas de los hongos (Sdderhall et al. 1984). Se ha aislado una proteina de
adhesion del cangrejo de agua dulce Pacifastacus leniusculus con un peso
molecular de 76 KDa y un punto isoeléctrico de 7.2. En células adheridas in vitro
estas proteinas de adhesién estimulan varias respuestas inmunes como la
encapsulacion y la fagocitosis (Cerenius et al. 2004). La unién de estos factores
induce la amplificacion del sistema de proPO, provocando la desgranulacion de
células pequefas y grandes. Se han encontrado proteinas en invertebrados como
la a2-macroglobulina que tiene una estructura dimerica que contrasta con la forma
tetramerica que esta presente en los mamiferos; estas proteinas conservan
dominios internos tioester que han sido conservados casi idénticos, en organismos
alejados como los cangrejos, cangrejos herradura y los seres humanos. Algunos

de estos dominios se encuentran presentes proteinas del complemento C3 y C4,
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que en forma conjunta con otras proteinas presentes en la hemolinfa provocan

lisis celular (Enghild et al. 1990).

3 Receptores celulares de patdgenos (PRRS)

3.1Proteinas de enlace a [-glucanos(BGBPs), proteinas de unié a

peptidoglicanos (PGBPs), proteinas de unio a lipopoliscarido (LGBPS).

Las rutas de activacion de los mecanismo de defensa se basan en el
reconocimiento de lo no propio (Figura 1) e implican diversos elementos, como las
proteinas de enlace a B-glucanos (BGBPs), componentes importantes del sistema
inmune, éstos se unen a 3-glucanos formando un complejo que es reconocido por
un receptor de superficie de los hemocitos, provocando desgranulacion de la
célula y activacion del sistema de la proPO. Se ha demostrado, por clonacion, la
presencia de los receptores de pepetidoglucanos (PGBPs) codificados en el DNA
de decapodos (Padi et al., 2008) que la unién con los PNG con sus receptores
forman un complejo que activa la proPO y que este reconocimiento desencadena
uno de los distintos mecanismos de activacion; los receptores se han conservado
desde los insectos hasta los mamiferos (Koizumi et al. 1999). Los BGBPs se han
caracterizado en diferentes especies de invertebrados, en especial de crustaceos,
y que ésta proteina, al reconocer los B-1,3-glucanos, incrementa la actividad de la
fenoloxidasa (Lee et al. 2000). Otros antigenos como los lipopolisacaridos (LPS) al
ser reconocidos por proteinas en los hemocitos (LGBPs) inducen la formacion de
nédulos. Recientemente se ha encontrado que proteinas como LGBP y BGBP

presentan una reducida actividad de glucanasa, esto sugiere que algunos de estos
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receptores de glucanos podrian tener precursores en las glucanasas, al perder

paulatinamente la actividad enzimatica (Padi et al. 2008), manteniendo la funcién

de reconocimiento. Se ha clonado el cDNA de LGBP y BGBP de hemocitos de

Litopenaeus vannamei, y se encontrd similitud con supuestos motivos de unién de

integrinas y con supuestos motivos de union de enlaces bl1-3 de polisacéaridos, por

otro lado, demuestran que la expresion del gen de LGBP se incrementa en

hemocitos tras el reto del camaron con Vibrio alginalyticus (Cheng et al., 2005).
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Figura 1.- Mecanismos efectores de los PRRs. (PAMPs, Patrones moleculares asociados a patdgenos. PRRs, Patrones

de reconocimiento de patdgenos. LPS, Lipopolisacarido. ROS, Especies reactivas de oxigeno)
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3.2 Receptores tipo Toll

Originalmente, fueron identificadas en Drosophila, como proteinas relacionadas
con la reorganizacion dorso ventral en el estado de pupa, posteriormente se
demostré su participacion en la inmunidad contra hongos y bacterias Gram
positivas (Lematre et al. 2003; Rutschmann et al. 2002). En mamiferos, la familia
de receptores tipo Toll (TLRS) son receptores de reconocimiento de patrones
moleculares (PPRs) con un amplio patron de moléculas de reconocimiento. Los
receptores tipo Toll, son proteinas transmembranales que comparten un elemento
estructural, constituidos por motivos estructurales denominados LRR (del inglés
leucine-rich repeats), segmentos repetitivos de 24 a 29 aminoacidos que contienen
la secuencia xLxxLxLxx (donde x es cualquier aminoacido y L es leucina).
Mientras que su dominio intracelular se denomina dominio TIR (de Toll/IL-1
receptor) por alusion a la similitud entre los dominios citoplasmaticos de los TLR y
la region comparable de un receptor de IL-1,. En Drosophila, la activacion del
receptor por el factor Spatzle quien regula la transcripcion de genes especificos
que inducen la sintesis de péptidos antibacterianos como la atocina y antifiUngicos
como la drosomicina. La via de traduccion del sistema Toll de Drosophila muestra
una notable similitud con la via de traduccién de interleucinas en mamiferos (IL-1),
que se asocia con la con la activacion del factor de transcripcion NF-kB.
Responsable de multiples eventos inmunes e inflamatorios. En hemocitos de
camarédn L. vannamei se identifico la presencia de receptores pertenecientes a la

familia de los receptores tipo Toll (Li-Shi et al. 2007)
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Se han encontrado proteinas de vertebrados con semejanza estructural a diversas
proteinas de invertebrados; Los reportes de proteinas con similitud a receptores
de interleucinas, estas interleucinas o citocinas son proteinas de bajo peso
molecular que regulan las interacciones y funciones de las distintas células al ser
reconocidas por su receptor, en vertebrados. Raftos et al., (1991) describieron el
efecto de moléculas que inducen proliferacion como la interleucina 2 y la
fitohemaglutinina sobre células de estrella de mar Styela clava, lo que sugiere la

presencia de algun tipo de receptor que promueva la proliferacion.

4 Interleucina 2 (IL-2) y su receptor (IL-2R)

La interleucina 2 es una proteina de 14-17 KDa que es sintetizada por los linfocitos
T, necesaria para la supervivencia proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T
activados por antigeno, ademas de que induce la sintesis de otras citocinas, con
efectos autocrinos y paracrinos. Actlda sobre linfocitos NK, permitiendo su
diferenciacion y proliferacion. Para realizar sus funciones la interleucina 2 necesita
de un receptor de membrana (IL-2R), conformado por tres subunidades con
distintas contantes de disociacion, las 3 subunidades (Figura 2) son IL-2Ra
(CD25), IL-2RB (CD122) e IL-2Ry (CD132), solo la subunidad alfa (CD25) es
caracteristico del receptor de IL- 2 y que le da la gran afinidad por su ligando al
interactuar con las otras 2 subunidades, las otras son proteinas comunes y que se

encuentran en otros receptores (Kuby, 2007)
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Figura 2.- Receptor de interleucina 2, con las 3 subunidades a, 8, y. Tomada de Inmunologia de Kuby.
2007

La IL-2Ra (CD25) es una proteina constituida por 272 aminoacidos, la cual consta
de 2 dominios, D1 (1-64 residuos) y D2 (residuos 101-164), separados por 42
residuos interdominio (residuos 65-103) y en el segundo dominio del C terminal,
una serie de 54 residuos que conduce a la membrana celular (165-217 residuos).
Estos secuencias de interdominio y de conduccién a la membrana no contribuyen
a la union del ligando; por lo que solo se consideran 120 residuos (D1 y D2) como
estructura extracelular de reconocimiento (Figura 3). Cada uno de los dominios
extracelulares expone alrededor del 30% de sus aminoacidos homoélogos, entre
los que estan secuencias de un gripo denominado B-sandwich con dominios
llamados dominios “Sushi”, también se conocen como proteinas de control de
complemento (CCP), modulos o repeticiones cortas de consenso (SCR) (Baron et
al., 1991). Los dominios “sushi” de IL-2R alfa D1 y D2, presenta un estructura
eliptica de “B sandwich”, que contiene varios residuos altamente conservados en

distintas proteinas (Shackelford et al., 1986).
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Figura 3.-. Dominios D1y D2 de IL-2Ra en un modelo tridimensional y su interaccion entre los dominios se
muestra al centro. (Rickert 2005)

Debido al papel central de la sefalizacion de IL-2 en la activacion de la respuesta
inmune de linfocitos T, son un tipo de globulos blancos que componen parte del
sistema inmunitario. Estas células ayudan al cuerpo a combatir enfermedades o
sustancias dafinas. Las células T que participan en algunas condiciones
patolégicas tales como rechazo de aloinjertos de érganos (Rubin et al., 1990,
Waldmann 2007) algunas enfermedades autoinmunes (Waldmann 1989, 2003), y
leucemia de células T (Waldmann 1986). El papel critico de la IL-2Ra en la
activacion y su patron de expresion especifico, funciona como blanco de estudio y
un objetivo clinico. Se ha demostrado que el bloqueo de IL-2Ra puede interferir
con las interacciones entre la IL-2 e IL-2R y por lo tanto inhibir la IL-2 via de
sefializacion, lo que resulta en la inhibicion de la respuesta inmune. Con base a

esto se han desarrollado anticuerpos contra la IL-2Ra, para usarse como terapia
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para la prevencion del rechazo de aloinjertos en el trasplante de oOrganos,
especialmente en el trasplante de rifion, como ejemplos estan los productos
Basiliximab (Simulect, Novartis Pharmaceuticals, East Hanover, NJ) y Daclizumab
(Zenapax; Roche, Basilea, Suiza), ambos han sido aprobados Food and Drug
Administration (FDA, USA). Basiliximab es anticuerpo monoclonal quimérico de
ratbn-humano con el dominio variable del anticuerpo anti-IL-2RA murino y la
fraccidon constante de IgG1 humana (k) (Kahan et al., 1999) ha tenido gran éxito en
el prevencion del rechazo de aloinjerto renal (Tang et al., 2007). Este anticuerpo
se une especificamente al ectodominio de IL-2Ra. El epitopo reconocido por el
basiliximab fue asignada a residuos dominio D1 de IL-2Ra, que es parte de la
interaccion con IL-2 y de este modo se explica en parte por qué la unién de
basiliximab con IL-2Ra puede bloquear la sefnalizacion de IL-2 (Hui Yang et al.,
2010). Sin embargo, el mecanismo molecular detallado de la inhibicion de la IL-2
de sefalizacion por basiliximab no esta claro. En comparacion el basiliximab
reconoce al dominio D1 y el Daclizumab reconoce tanto a D1 como a D2, ambos
bloquean la interaccion de la IL-2 con la subunidad alfa. Esta inhibicion se muestra
en la figura 4, donde se ha propuesto la interaccion de los anticuerpos

humanizados contra la subunidad a (Jiamu Du et al., 2010)
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5 IL-2R en invertebrados

Se han reportado proteinas que estan presentes en los hemocitos, con
semejanza estructural al receptor de interleucina 2, obteniendo marcaje positivo en
hemocitos granulares, una de las dos poblaciones de hemocitos detectados en el
molusco Mytilus galloprovincialis (Barcia et al. 1999), Cao et al., ( 2003) describen
el efecto de la adicion de interleucina 2 a un cultivo de hemocitos, observando un
aumento en la expresion de CD25, pero aumenta mas al emplear un antigeno
como el LPS, posiblemente funcione como molécula de reconocimiento a
lipolisacaridos o tengan epitopos compartidos con el receptor de LPS. Aunque
otros efectos mecanismos efectores que provocan, como la produccién de Oxido
nitrico (NO), en donde la IL-2 provoca mayor sintesis y liberacién de NO que el
efecto mostrado por el LPS (Novas et al., 2004), esto sugiere que es posible que

exista un receptor con semejanza a CD25 y posiblemente esté involucrado en
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desencadenar una mecanismo de defensa al reconocer un ligando. Se ha
determinado que la interaccion de la IL-2 con su receptor en hemocitos de tipo
granular del invertebrado Mytilus galloprovincialis (Barcia et al., 2011),
desencadena una serie de reacciones basada en reacciones de cinasas aun no
completamente determinada, se ha determinado que los hemocitos de tipo hialino
son negativos a CD25 aun después de estimular esta poblaciones (Barcia y
Martinez, 2008) Debido a la gran cantidad de patdogenos que pueden afectar a los
hemocitos en invertebrados, las células deben desempefiar multiples funciones,
tanto en el reconocimiento de lo extrafio y en mecanismos efectores, que
detengan y eliminen la infeccion, en la resolucion de la infeccién pueden existir
mecanismos de reconocimiento, con proteinas presentes en hemocitos, que

pueden ser sintetizadas o estar preformadas.
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I HIPOTESIS:

O Los hemocitos de la langosta Cherax quadricarinatus expresan proteinas
con similitud a la subunidad a del receptor de interleucina 2 (IL-2Ra) que

probablemente participen en los mecanismos de defensa.

I OBJETIVO:

O Caracterizar la presencia de proteinas semejantes a IL-2Ra en hemocitos

de langosta australiana Cherax quadricarinatus.

OBJETIVOS PARTICULARES:

o Obtener el medio adecuado para el cultivo primario de hemaocitos.

o .ldentificar las poblaciones celulares en con tinciéon de hematoxilina.

o Purificar el anticuerpo monoclonal anti- IL-2Ra a partir de cultivo celular.

o0 Acoplar en anticuerpo monoclonal a Peroxidasay FITC.

o ldentificar la proteinas semejantes a IL-2Ra
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IV MATERIALES Y METODOS:

1. Lineas celulares

Se utilizo la linea celular PC61 (ATCC® Numero: TIB-222™) hibridoma de linfocito
B, la cual produce el anticuerpo monoclonal de tipo IgG; dirigido contra la
subunidad a(CD25) del receptor de interleucina 2, células Jurkat (ATCC® Numero:
TIB-152™)leucemia de linfocito T que expresa CD25, fueron proporcionada por la

Facultad de Medicina, UNAM®,

2. Organismos

Se utilizaron langostas australianas de la especie Cherax quadricarinatus, machos
adultos, en estado de intermuda, provenientes de la unidad acuicola “El Higueron”
Jojutla, Morelos, donde son cultivados en estanques rasticos, se mantuvieron en
el laboratorio en condiciones controladas de temperatura, oxigenacion y salinidad
durante 4 semanas antes de su utilizacion para reducir el estrés provocado por el

traslado.

Se utilizaron ratones de la cepa Balb-c hembras de entre 20-30 g de peso.

24



3. Propagacion del cultivo celular

Las células del hibridoma PC61 crecieron en medio DMEM (Gibco, USA)
complementado con Penicilina/Estreptomicina 100Ul/uL-10mg/pL (Sigma fine
chem, st Louis Mo. , USA), y SFB (Hyclone, USA) al 10 %, en atmosfera de 95%
de aire y CO, al 5 %, a una temperatura de 37°C, donde se sembraron 5x10°
células/botella de cultivo de 25cm?. Las células Jurkat se propagaron en medio
RPMI 1640 (Gibco, Gran Island, N.Y, USA) complementado con
Penicilina/Estreptomicina 100Ul/uL-10mg/uL (Sigma, USA), y Suero Fetal Bovino
(Hyclone, South Logan, Utah USA) al 10 %, en atmosfera de 95% de aire y CO»

al 5 %, a 37°C, se sembraron 5x10° células/botella de cultivo de 25cm?.

4. Produccion del liquido de ascitis

Con el cultivo del hibridoma PC61 en estado de confluencia se centrifugaron las
células a 1200 rpm durante 10 min a 4°C, el botén celular (10° células/mL) se
mezcl6é con Pristano (2, 6, 10, 14-Tetrametilpentadecano) en relacion 1:1 y en un
volumen no mayor de 0.5 mL, se inyectan en el peritoneo de ratones hembras
Balb/c. El liquido de ascitis se recolectd 2-3semanas después de la administracion
de las células, tiempo que tarda en formarse el tumor.El liquido de ascitis se
obtiene por puncién peritoneal y se recolecta en tubos estériles, si se desea

recuperar las células, del liquido de ascitis este se centrifuga a 1200 rpm/10 min a
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4°C; en el sobrenadante se encontraran los anticuerpos que se almacenaran en
alicuotas a -70°C hasta su posterior utilizacion, las células del fondo del tubo se

pasan a una botella de cultivo con medio complementado-10%

5. Purificacion del Anticuerpo monoclonal (Anti-CD25)

Se precipitaron los anticuerpos del sobrenadante de ascitis segun el método
descrito por Harlow &Lane (1998), el material se centrifugd (Sorvall® Fresco) a
12000 g por 30 minutos a 4°C, el sobrenadante se transfiri6 a un vaso de
precipitado y con agitacion suave, se agregé lentamente solucién saturada de
sulfato de amonio hasta obtener una concentracion de 33% de saturacion y se
mantuvo la preparacion a 4°C toda la noche. Se centrifugé el precipitado a 12000
g 30 min, se desecho el sobrenadante y el botén se suspendié en 10 mL de
solucion balanceada de fosfatos (PBS Na,HPO,4, NaH,PO4, NaCl, 0.15mM, pH
7.2). Se repiti6 dos veces mas el proceso de precipitacion y finalmente se
resuspendio el boton en 2 mL de PBS, transfiriendo ese volumen a un tubo de
didlisis y dializandose exhaustivamente contra PBS, hasta la eliminacion del
sulfato de amonio. EI sobrenadante conteniendo los anticuerpos monoclonales se
centrifugd a 12000 g/ 20 min a 4°C, se eliminé el precipitado conteniendo
proteinas desnaturalizadas permaneciendo en el sobrenadante los anticuerpos
monoclonales, se les determind la concentracion de proteinas por el método de
Bradford (Bradford 1976) utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA, Sigma fine

chem, st Louis Mo, USA) como estandar y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
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El anticuerpo monoclonal se acopld a Peroxidasa (Avrameas 1971) o a
isotiocianato de fluoresceina (FITC; Sigma fine chem, st Louis Mo, USA) (Riggs et

al., 1958)

6. Acoplamiento del Isocianato de fluoresceina (FITC) al anticuerpo

monoclonal (Anti-CD25)

Para el acoplamiento se utilizé el anticuerpo purificado por precipitacion dializando
la proteina contra amortiguador de carbonatos (Na,CO3; 0.06M, NaHCO3; 0.03M)
pH 8.5 y agregandole FITC (Sigma) 0.5 mg por cada mg de anticuerpo, disuelto en
el mismo amortiguador. Se incub6 toda la noche a 4°C con agitacion constante. El
FITC no acoplado se separd del conjugado por filtracibn en una columna de

Shepadex G-25 equilibrada previamente con PBS pH 7.2.

7. Acoplamiento de peroxidasa al anticuerpo Anti-CD25

Se utilizé la técnica de Avrameas (1971), Se disolvieron 10 mg de peroxidasa tipo
VI en 0.2 mL de glutaraldehido 1,25% en PBS, se mezcl6 la muestra y mantuvo a
temperatura ambiente durante 18 h, posteriormente, se ajustd el volumen a 1 mL

con solucion salina 0.15My se dializ6 contra la misma solucién. Se mezclé la
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enzima activada con 5 mg de anticuerpo. Enseguida se adicion6 0.1 mL de
Na,CO3; 1M pH 9.5. Se mezclo y se dejo reposar durante 24 h a 4°C Transcurrido
el tiempo, se agregd 0.1mL de L-lisina 0.2M y se mantuvo en reposo durante 2 h

a temperatura ambiente, posteriormente se dializé 24 h contra PBS pH 7.2

8. Obtencion de Hemolinfa y células.

La obtencion de hemocitos se realizd por extraccion con jeringa de 3 mL calibre
21g x 32mm con anticoagulante para crustaceos (100mM glucosa, 20 mMNacCl, 30
mM Citrato de Sodio puncionando el seno pericardial) en relacion de 1 mL de
anticoagulante para crustaceos por 1mL de la hemolinfa conteniendo los
hemocitos y manteniendo la mezcla a 4°C hasta su uso. A las células se les

realizé una tincion de hematoxilina- eosina.

9. Viabilidad Celular:

Para determinar la viabilidad celular se tomd una alicuota de plasma y se realiz6
un conteo total de células en un hematocitometro. Se colocaron en tubos
eppendorf de 200uLde plasma, conteniendo 2x10°> hemocitos, se centrifugaron a
2000 rpm durante 5 minutos a 4°C, enseguida se resuspendio el paquete celular

en 500uL de diferentes reactivos medios DMEM, RPMI (Gibco, USA) ambos
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medios complementados con antibidticos y glutamina, solucion de Alsever
(Dextrosa 20.05 g/L, Citrato de sodio.2H,0O 8 g/L, Acido citrico.H,O 0.55¢g/L, NaCl
4.20 g/L), PBS, Solucion salina isotonica (SSI; NaCl 0.9%) un tubo se volvio a
suspender el plasma del cual se extrajeron los hemocitos y se utilizara como
control, después se toman 100uL de las suspensiones y se colocan en
portaobjetos tratados con poli-L-lisina (Sigma) delimitando la superficie con
marcador hidrofébico ImmEdge Pen (Vector Laboratories, UK, H-4000), enseguida
se incubaron a 4°C por distintos lapsos de tiempo (5, 10, 15 ,20, 30 ,45 min) en
camara humeda. Pasado el tiempo de incubacién se adicionaron 10uL de Azul
tripan al 0.1% en solucidn salina isoténica 0.9% y se colocaron en cubreobjetos
sellados con barniz y se observan en un microscopio invertido Olympus IMT-2
(Tokio, Japon) y se realizan conteos de 100 células por campo visual, a diferentes
aumentos; 10X, 20X y 40X por exclusion del colorante Azul tripan, registrando las
imagenes con la camara digital Olympus E-300 (Tokio, Japén) acoplada al

microscopio.

10.Ensayos de Adhesion Celular:

Plasma conteniendo las células (100uL) y se centrifugaron a 1200 rpm a 4°C por 5
min, el botén celular se resuspendid6 en RPMI, se tomaron 100uL de esta
suspensiéon celular y colocaron en portaobjetos tratado con poli-L-lisina,

delimitando los pozos con marcador hidrofébico e incubando en cdmara himeda a
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4°C, para en seguida realizar la prueba de exclusion del colorante Azul tripan para

determinar viabilidad y morfologia con microscopio invertido a 10X, 20X y 40X.

Los ensayos de viabilidad celular, Inhibicion de la actividad celular y adhesion
celular se realizaron ensayos por triplicado y analizando 3 campos visibles y

tomando una valor de 100 hemocitos totales.

11.Inmunocitoquimica:

Los hemocitos son extraidos y centrifugados a 1200 rpm a 4°C por 5 min, son
suspendidos en 500uL de RPMI, se toman 100uL de esta suspension y se colocan
en portaobjetos tratados con poli-L-lisina delimitando pozos con un marcador
hidrofobico, se incuban a 28° por 15 min permitiendo la adhesion, se retira el
exceso de suspension y se fijan las células con paraformaldehido (PFH) al 4% en
agitacion constante a 4°C, se lavaron por 3 ocasiones con PBS pH=7.2 en
agitacion, posteriormente se incubaron con 200uL de solucion de albumina al 5%
en PBS para bloguear los sitios inespecificos por 1 hora a 37°C, se lavaron dos
veces con PBS. Para permeabilizar las células se incub6 con Tritén X-100(Sigma,
USA) al 0.2% en PBS, se lavaron las células 2 veces conPBS para, enseguida
incubar con el anticuerpo acoplado a FITC (Anti-CD25-FITC) diluida 1:50 en PBS
se transfirieron a una cdmara humeda en total obscuridad permaneciendo ahi por

una hora a 37°C; posteriormente, los pozos se lavaron con PBS dos veces, para
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visualizar los nucleos se montaron los portaobjetos en obscuridad con VectaShield
conjugado con 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Vector Laboratorios, USA) y se
sellaron con barniz. Para determinar el reconocimiento hacia la subunidad a del
receptor de interleucina 2(CD25) se utilizé la linea celular Jurkat que expresa esta
subunidad tratandola de igual manera que los hemocitos de langosta. Se
observaron en un microscopio Leica DM/SL (Weszlar, GMBH) con aumentos de
10X, 20X, 40X y 100X, lampara de fluorescencia acoplada al microscopio y filtros
especificos para tres canales, El registro de las imagenes se realizd con la camara
digital Leica DFC-300FX (Cambridge, UK) acoplada al microscopio y finalmente se
proyectaron las imagenes en una computadora mediante el programa Leica

IM1000 version 1.20 release 9 (Heerburg, Suiza).

12. Electroforesis (SDS-PAGE)

Para la electroforesis se utilizaron hemocitos centrifugados e incubados por 30
minutos a 4°C con amortiguador de lisis (inhibidor de proteasas, PMSF vy tritobn X-
100 al 1%) en agitacion constante La suspension resultante se centrifugoé a 12000
rpm 30 min, para eliminar residuos celulares, del sobrenadante se tomoO una
muestra conteniendo 100 ug de proteina, y se realizé la electroforesis por el
método descrito por Laemmli (1970), se utilizaron geles de poliacrilamida al 10%
con SDS, en condiciones reductoras. Las muestras se diluyeron en con
amortiguador de muestra (Tris-HCI 75mM, glicerol 10%, SDS 2%, B-MSH 2%, azul

de bromofenol 0.001%, pH 8.8) en relacion 1:1 y se sometioé a ebullicion en bafio
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Maria por 15 min. Se utilizaron estandares de peso molecular conocido de rango
amplio y posterior tincién con azul de Coomasie para visualizar sus posiciones. La
migracion electroforética se realizé aplicando un voltaje constante de 100V, en

amortiguador de corrida (Tris 0.025M, glicina 0.192M y SDS 0.1%, pH 8.3%).

13.Inmunoelectrotransferencia:

La Inmunoelectrotransferencia se realizé con el método descrito por Towbin et al
(1979). Después de la electroforesis se incubo el gel en amortiguador de
transferencia (Tris base 25mM, glicina 192mM y metanol 20%, pH 8.3) durante 1.5
h. La transferencia a membranas de PVDF, se realizo en un aparato Trans-Blot
SD semiDry Transfer Cell (Bio Rad) a temperatura ambiente con voltaje constante
(25V) por 1 h, en amortiguador de transferencia. Transferido el gel a la membrana
de PVDF, se retiraron los pesos moleculares y tifieron con amido negro en el resto
de la membrana, se bloquearon los sitios reactivos libres con leche descremada al
5% en PBS durante 1.5 h a 37°C, posteriormente las membranas se lavaron con
PBS-Tween 20 al 0.01% (PBS-T) 5 veces, en agitacion, 5 minutos cada lavado. Se
adicion6 el anticuerpo acoplado a peroxidasa (Anti-CD25-P), en dilucién 1:40 se
incub6 1.5 h a 37°C, después del lapso de incubacion se lava la membrana con
PBS-T cinco veces, 5 minutos cada lavado. Para revelar se utilizo el kit de
amplificacion Opti-4CN (Bio-Rad) como se describe a continuaciéon: Se incuba la
membrana por 5 minutos con BAR (Bio-Rad amplificated reagent), se lava 2 veces

con PBS-T por 5 min cada vez, posteriormente se procedié a la deteccidon
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colorimétrica incubando la membrana por 30 min en una solucién de Opti-4CN
diluet y agua destilada en una relacion 1:10 con 200 yL de Opti-4CN substrate (4-

choloro-1-naftol) por cada 10 ml de solucion.
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V  RESULTADOS:

Las langostas se encontraban en un estado de intermuda tienen un duro
exoesqueleto y no hay retraccion pigmento epidérmico del exoesqueleto;
permitiendo el manejo de los especimenes y posterior extraccion de la hemolinfa,

teniendo a la poblacion en un estadio idéntico. (Peebles 1977)

Imagen 1.-Langosta australiana Cherax quadricarinatus

Tincién hematoxilina-eosina:

En la figura 5, se muestran los hemocitos tefiidos con hematoxilina-eosina los que
presentaron morfologias y tamafos similares. Se pueden apreciar al menos tres
diferentes poblaciones, los de tipo hialino (CH) que no presentan granulos de
caracter basico, con un nucleo acido de forma redonda y definida bque ocupa la
mayor parte de su citoplasma. Los hemocitos de tipo granular (CG) con un nucleo
acido pero de menor tamafo respecto a su citoplasma y con granulos basicos
distribuidos en su citoplasma y los hemocito semigranulares (CSG) que presentan
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un ndcleo intermedio en comparacion de las otras dos poblaciones y escasos

granulos basicos en el citoplasma.

Figura 5.- Microscopia de luz, tinciéon de hematoxilina-eosina en la que se observan tres tipos de hemocitos,
las de tipo granular (CG), las hialinas (CH) y las semigranulares (CSG). 100X de aumento.

Viabilidad celular:

La prueba de las condiciones idoneas para la sobrevivencia de los hemocitos
(DMEM, RPMI, SSI, PBS, solucion Alsever) fueron comparadas con el plasma
recién extraido como control, excluyendo a los hemocitos tefidos de azul
(muertos) en los cuales penetro el colorante Azul tripan y a las viables los
hemocitos traslucidos, se compararon las medias de los ensayos realizados por

triplicado.

En la figura 6 se observa que en el medio DMEM los hemocitos presentaron una
viabilidad de 78%. En el medio RPMI, 88% de viabilidad celular y predominio de
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las poblaciones de CSG sobre las otras poblaciones. En el amortiguador PBS 1X
permitid una viabilidad de 44%. En SSI presento 67% de viabilidad; mientras que
en la solucion de Alsever solo hubo viabilidad del 5% ademds, no hubo adhesion
celular en los portaobjetos, este mismo efecto se observo con la hemolinfa

presentando una viabilidad del 90%.

Figura 6.- Viabilidad celular de hemocitos por exclusidn del colorante azul tripan al 0.1%, en camara himeda,
microscopia luz normal, aumento 10X.

Adhesién celular:

En la prueba de adhesién la morfologia observada en la figura 7, corresponde a
los tipos celulares CH, CG y CSG, a los 5 minutos hay una viabilidad de 89% en
las células adheridas. Solo son consideradas las que modifican su morfologia
extendiéndose en la superficie. A los10 min se observo mayor adherencia y
viabilidad de 85%, al minuto 15 la viabilidad fue de 80%, a los 20 minutos la

adherencia se mantiene constante mientras que la viabilidad disminuy6 a 70%. Al
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minuto 30 la cantidad de hemocitos adheridos es menor que la observada en el
minuto 20 y la viabilidad fue de 60%, al minuto 40 la adherencia disminuyo y la
viabilidad se redujo a 50%, a los 50 minutos la adherencia se mantuvo y la

viabilidad fue de 30%.

Figura 7.- Adhesidn celular por exclusion del colorante azul tripan al 0.1%, a la adhesidn de hemocitos a 28°C
en camara humeda a diferentes tiempos 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 minutos, microscopia luz normal,

aumento 40X.

Inmunocitoquimica:

Los datos obtenidos por Inmunocitoquimica para detectar el reconocimiento de
Anti- CD25 (Anti-CD25-FITC) hacia los hemocitos de langosta se observa en la
figura 8, un reconocimiento positivo tanto en hemocitos granulares como

semigranulares y marcaje negativo en los hialinos. Se utilizaron células Jurkat
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(CD25+) como control positivo y hemocitos sin anticuerpo como control negativo.

La sefial positiva es de mayor intensidad en hemocitos granulares y con emision

40X
Empalme

de fluorescencia en los granulos delimitados en el citoplasma.

Control () Anti-CD25-FITC

100X
Empalme

Figura 8.- Inmunocitoquimica en hemocitos de C. quadricarinatus marcados con AntiCD25-FITC (verde) y DAPI

Control (+) Control (-) Anti-CD25-FITC

(Azul), control positivo Jurkat, control negativo hemocitos sin anticuerpo.

Electroforesis SDS-PAGE

En la siguiente figura se observa la migracion electroforética del lisado total de
hemocitos, que mostro multiples bandas con pesos moleculares que fluctuaron
entre 200 y 31 KDa., de la mayoria estan presentes y con una intensidad mayor
entre 97 y 45 KDa,; seguidas de 97 a 200 KDa y por ultimo en menor intensidad las

de rango bajo de entre 45y 21 KDa.



A) Marcadores de peso Molecular

B) Lisado celular de Hemocitos de

Cherax quadricarinatus

Figura 9.- Electroforesis SDS-PAGE al 10%
tefiido con azul de Comassie.

Inmunoelectrotransferencia

Con la finalidad de identificar las posibles proteinas relacionadas con CD25 en el
lisado celular de hemocitos se realizo una Inmunoelectrotransferencia, se revel6
con Anti-CD25-Peroxidasa en dilucién 1:50, como se muestra en la figura 10 se

observa una banda de 36 KDa.
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200 KDa—>

116 KDa——>
97.4 KDa—>

46 KDo——>

45 KDg———>

€——36 KDa

31 KDo——>

1. Pesos Moleculares
2. Llisado de hemocitos
3. Inmunoelectrotransferenciarevelado con Anti-CD25

Figura 10.- Inmunoelectrotransferencia del lisado celular de hemocitos revelados con anti-CD25-P
1:50
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V  DISCUSION:

En invertebrados el papel que desempefian los hemocitos en circulacion es de una
barrera celular de proteccién de los crustaceos contra microorganismos invasores,
ademas de su participacion en los diferentes mecanismos de inmunidad (Cerenius
and Soderhall, 2004). En general, los crustaceos presentan diferentes tipos de
hemocitos, células hialinas (CH), células semigranulares (CSG), células
granulares (CG), en la hemolinfa: Los hemocitos intervienen en la inmovilizacién y
destruccién de los patdgenos invasores (Johansson et al; 2000), otros reportes
han encontrado similitudes morfologicas para estas células (Lavine et al., 2002).
Un aspecto importante en los invertebrados (crustaceos) es que poseen un
repertorio limitado de células circulantes involucradas en los diferentes
mecanismos de defensa, ademas la falta de marcadores especificos para los
hemocitos, limita a la utilizaciébn de poblaciones heterogéneas y no poder estudiar
a los conjuntos por separado. Ademas el cambio de estadio de acuerdo a la
estacion del afio o periodo de reproduccion interviene en las caracteristicas
morfologicas y por ende inmunoldgicas, uno de los estadios estables y largos, es
el estado de intermuda el cual, se caracteriza por la dureza del caparazén que
permite manipular las langostas y su periodo de duracién varia entre 29 y 79 dias
(Wickins y Beard, 1974), lo que permite mayor tiempo de manipulacién y no estan
vulnerables como en un estado de postmuda en el cual el exoesqueleto es
palpable y bastante flexible y no permite una manipulacion eficiente y esta etapa

dura de 3 a 5 dias hasta la siguiente cambio de exoesqueleto.
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El reconocimiento de lo propio de lo extrafio es fundamental en la defensa de
infeccidnes por patégenos, la presencia de proteinas de reconocimiento de este
material extrafio puede desencadenar en distintos mecanismo de defensa, que

culmina en la eliminaciéon del patégeno.

En la tincion de hematoxilina-eosina, se identificaron 3 poblaciones celulares de
hemocitos en circulacion, las células hialinas (CH), las semigranulares (CSG) y las
granulares (CG), los hemocitos de tipo semigranular se encuentran en mayor
cantidad, seguidas de células hialinas y por ultimo las células granulares. Para su
clasificacion se tomé en cuenta exclusivamente la morfologia, el tamafio y la
presencia de granulos basicos citoplasmaticos; La clasificacion en base a las
funciones que desempefian es complicada debido a que diferentes grupos
celulares tienen funciones similares, por ejemplo, las células CSG y CG tiene la
capacidad de desencadenar la cascada de la proPO en cangrejo de agua dulce,
las CG y CSG desarrollan funciones de encapsulacion en hemocitos de insectos,
mientras que las CH y CSG realizan fagocitosis en distintos crustaceos (Soderhall
2010) es posible que con el reducido repertorio de células presentes, deban
desempeiiar multiples funciones para mantener la homeostasis en el crustaceo, en

comparacion con las células de vertebrados que pueden ser mas especializadas.

Algunas de las funciones especificas que desempefian los hemocitos, se han
demostrado al separar las poblaciones, en el cangrejo Carcinus maenas se
demostré que las CH tienen como funcién principal fagocitar, mientras que las
CSG actuan en la deteccién temprana de patégenos (Soéderhall y Smith; 1983),
mientras que las células de tipo granular, por su contenido de factores inmunes

como la cascada de activacion del sistema de profenoloxidasa (proPO),
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peroxinectina, proteina de adhesion celular, crustinas, péptidos antimicrobianos
(Sricharoen et al; 2005) participan en funciones de proteccion por la liberacion de
su contenido. Otras actividades basadas en el estimulo de los hemocitos, como la
exocitosis efectuada por CSG y CG en respuesta a polisacaridos microbianos, 1o
que lleva a la liberacion de proteinas inmunes (Lavine y Strand, 2002). Los
anteriores estudios sugieren que las diferentes funciones que desempefian las
poblaciones de hemocitos, son caracteristicas de cada tipo de crustaceo, no es
posible una clasificacion en base a sus mecanismos efectores, ya que presentan
un efecto de pleitropia, es decir un tipo particular de hemocitos pueden efectuar
distintas funciones, o distintos hemocitos desarrollan una funcion en comun,
presentando redundancia. Aunque el estudio de los invertebrados se ha enfocado
en gran medida al estudio de la hemolinfa, (fraccidon soluble o suero) y no la parte
celular, por falta de conservacion de los hemocitos por tiempos prolongados y

analizar mejor su comportamiento asi como los distintos mecanismos de defensa.

En invertebrados en general, el desarrollo de sistemas de cultivo celular ha tenido
un éxito limitado (Power et al., 1998), estas fallas han sido relacionadas con la
baja velocidad de proliferacion celular y la falta de conocimiento sobre la presencia
y eficiencia de los factores de crecimiento especificos. Mantenerlas vivas el mayor
tiempo, requiere de un absoluto control de factores, como temperatura,
osmolaridad y presencia de nutrientes idoneos (Lebel et al., 1996). Los medios de
cultivo se han desarrollado en base a los nutrientes que necesitan los diferentes
tipos celulares, la mayoria para células de vertebrados, la necesidad de encontrar
medios de cultivo adecuados para el crecimiento de células de invertebrados

marinos fue propuesta por Flandre desde 1971. Algunos medio de cultivo han
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demostrado su eficiencia para preservar el cultivo de hemocitos, como el Leibovitz
L-15, el cual presenta un efecto positivo en la preservacion y estimulacion de
hemocitos de Mytilus galloprovincialis (Cao et al., 2002). Por otro lado, se ha
reportado que el medio de cultivo RPMI puede mantener viables células de estrella
de mar Styela clava por un lapso de 9 dias, permitiendo determinar su
proliferacion celular por activacion con diferentes estimulantes (Raftos et al.,

1991).

Nuestros resultados indican que la viabilidad de los medios de cultivo RPMI y
DMEM con respecto a la hemolinfa son comparables, las células tienden a
mantenerse estables y viables; funcionarian como los medios adecuados para
mantener a los hemocitos de C. quadriarinatus en cultivo para realizar los analisis
posteriores, entre ellos la busqueda de marcadores similares al CD25 y otro tipo
de receptores. La viabilidad que se obtiene en los medios de cultivo es
comparable con la obtenida con la hemolinfa la cual se mantienen alrededor de
90%, ademas en los medios permiten una mejor adherencia a la superficie, lo que
facilita su analisis, el estado inducido por la baja temperatura no afecto procesos

como la adhesion.

Las caracteristicas que comparten los medios de cultivo en concentracion,
contenido de sales, aminoacidos, vitaminas y otros componentes; son similares;
posiblemente, la mejora de la viabilidad del medio RPMI se debe a el contenido de
distintas sustancias que beneficiarian a la célula,, estos componentes extras que
contiene son, Vitamina B12, Acido p-amino benzoico, HEPES, y glutation. Dentro
de las sustancias que podrian desempefiar una funcién que intervendria a

mantener mejor a los hemocitos, estan las vitaminas que funcionan como
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cofactores para distintas enzima que desempeiian distintas funciones celulares,
una de ellas la vitamina B12 que participa en la sintesis de purinas, proteinas y en

la metilacion del ADN entre otros (Park J and Kim J. 2012).

Las soluciones pueden mantener células de invertebrados con cierta estabilidad,
preservandolas viables permitiendo trabajar con ellas, aunque en bajos periodos
de tiempo, como PBS, Alsever y salina, pero no contienen lo minimo necesario

para mantener a los hemocitos viables por tiempos prolongados.

El estudio de la inmunidad en vertebrados e invertebrados, ha sugerido que los
mecanismos de defensa en invertebrados podrian considerarse como precursores
de la inmunidad de los vertebrados. Estos eventos requieren de la participacion de
los grupos celulares y de los factores humorales generados contra antigenos
especificos, como se ha demostrado en mamiferos (Hoffmann et al., 1999;
Iwanaga and Lee, 2005). En invertebrados los mecanismos de defensa dependen
completamente del sistema inmune innato, que puede ser activado por diferentes
moléculas, denominados patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs,
por su siglas en ingles), son reconocidas por distintas moléculas solubles y de
superficie, como las lectinas, péptidos antimicrobianos, proteinas de
reconocimiento de patrones, que desencadenan la activacion de los mecanismos
celulares o humorales para la destrucciéon de los patégenos (Vazquez et al., 2009).
En vertebrados, moléculas como las citocinas, proteinas de bajo peso molecular,
secretadas por linfocitos y otras células inmunitarias, regulan la intensidad y la
duracién de la respuesta inmune, mediante diversos efectos entre ellas y otras
células blanco (Kindt et al., 2007), en distintos invertebrados, se han encontrado

moléculas con actividades relacionadas con la comunicacién entre organismos,
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como la feromona de protozoarios Er-1, y tienen una relacion estructural y un
efecto parecido al producido por la IL-2 (Roitt et al., 2003). Por otro lado, se ha
identificado una citocina tipo IL-2 (IL-2-like) en las gallinas las cual presenta un
24% de homologia estructural a la de humano y 70% con una gallina de Turquia, y
que al utilizar anticuerpo monoclonal contra receptor de interleucina 2, identifica

una proteina de 50 KDa y bloquea la actividad de la “IL-2-like”(Paul 2003).

Una de las formas de localizar y de identificar proteinas es utilizando anticuerpos
contra las secuencias especificas de éstas, los anticuerpos que reconocen un solo
tipo de epitopo, se les denomina monoclonales ya que lo producen un solo tipo de
clona, los anticuerpos monoclonales son especificos, es decir no reconocen a otro
epitopo, a menos que mantenga una similitud tanto secuencial como espacial.
Anticuerpos de tipo murino han sido humanizados para poder utilizarse como
terapia y evitar que sean reconocidos y eliminados, entre ellos los anticuerpos
anti-IL-2Ra, estos han demostrado que tienen la capacidad de unir ciertas
regiones especificas del receptor y evitar la interaccion de la IL-2 con su receptor

(Hui Yang et al., 2010).

En este trabajo identificamos la presencia de proteinas que comparten epitopes
con la subunidad a del receptor de interleucina 2 en hemocitos de langosta Cherax
quadricarinatus, revelando su presencia exclusivamente en las células
granuliciticas y en particular, almacenados en los granulos de los hemocitos. El
marcaje positivo en hemocitos de C. quadricarinatus, es similar al reportado en
hemocitos granulares de mejillon (Barcia et al 1999); inclusive en cultivos
primarios de hemocitos se ha detectado que en un estimulo con IL-2, aumenta la

expresion de la subunidad a (Cao et al. 2003). Debido al repertorio limitado que

46



poseen los invertebrados (Bauchau 1981,Sdéderhéll 2010) estas células deben
desempeiiar un mayor numero de funciones para subsanar la falta de repertorio
celular con funciones especificas; esto nos plantea la posibilidad de que los
granulos contienen moléculas preformadas y almacenadas, que al recibir un
estimulo, desencadenan una serie de eventos, como la desgranulacién del
contenido granular o translocar el contenido de los granulos hacia la membrana,
aumentando la densidad de proteinas, y con ello potenciando el reconocimiento o
la activacion celular. Algunos investigadores han propuesto medir funciones
determinadas ya conocidas en mamiferos como la proliferacion celular, en
hemocitos esta estimulacion se realiz6 por adicion de interleucina 2 ylo
fitohemaglutinina P en cultivos primarios de Styela clava (Raftos et al., 1991), otros
lo han relacionado a distintos mecanismo de defensa, como el aumento en la
produccion de especies reactivas de nitrégeno (Novas et al., 2004) y otros en la

reduccion de la expresion de CD25 (Cao et al., 2004).

La presencia de esta proteina en Cherax quadricarinatus, se corrobord por la
inmunoelectrotransferencia del lisado celular de hemaocitos, en la que se identifico
una banda de alrededor de 36 KDa, peso molecular que no coincide con el
reportado en vertebrados, de aproximadamente 55 KDa. Existen reportes de
proteinas identificadas con anticuerpos policlonales en invertebrados como Mytilus
galloprovincialis, donde los hemocitos de tipo granular presentaban las tres
subunidades del receptor, identifican proteinas de 50, 70 y 45 KDa
respectivamente (Barcia et al.,, 1999). Sin embargo, no es posible asociar el
tamafio de las proteinas encontradas con las proteinas de vertebrados, ya que los

que los anticuerpos reconocen en una secuencia, y en vertebrados existe mayor
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complejidad, queda la posibilidad de que las proteinas de invertebrados sean
precursores de vertebrados, pero se debe investigar la forma en la que le dio
origen, bien que a nivel genético se modifico el gen para dar un nuevo producto o
fue a nivel de la proteina, ademas de los cambios postraduccionales como la
glicosilacion (Curtis 2001), esto siguiendo las bases que marca la teoria de “Evo
Devo” (Hoekstra y Coype. 2007) es posible que proteinas disefiadas para una
funcién en particular (dependiendo de las condiciones a las cuales esta sometido
el individuo), pudieran servir como base y desarrollar otras funciones o mejorarlas,
dependiendo del estimulo o presion del ecosistema que haya sufrido el individuo, y
que es posible que marcadores como el CD25, receptor caracteristico de células
de la inmunidad adaptativa, especialmente importantes en la respuesta inmunitaria
en humanos, a tal modo que incluso en el complejo de reconocimiento de la
citocina con su receptor (IL-2-IL-2R), es endocitado y degradado, exceptuando a la
subunidad a, la cual es reciclada para reutilizarse en membrana (Hérmar et al
1995; Yu and Malek 2001), esto nos indica la dificultad que involucra producirla o
la eficiencia con la que actia y nos permite inferir que no es energéeticamente
benéfico para las células linfociticas el sintetizar proteinas, realizando un reciclaje,
es posible que en crustaceos exista una proteina que presente una similitud
estructural con el CD25 y esta tenga una funcién en el reconocimiento de
moléculas endbégenas o exdgenas, también podria funcionar en la activacion de
los hemaocitos, por ello su localizacion en los granulos, esta preformacion permite a
los hemocitos actuar casi inmediatamente a un estimulo, al mover el contenido
granular hacia donde es requerido y desarrollar algun tipo de funcién. Es
necesario tener a los hemocitos en cultivos primarios prolongados y determinar su

reaccion al estimularlos con diferentes moléculas que se relacionen o activadores
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policlonales, como los ésteres de forbol, fitohemaglutininas e interleucina 2 vy
estudiar los efectos que provoquen, como la proliferacion, y determinar su

localizacion, expresion o sus efectos en los mecanismos de defensa.
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VI CONCLUSIONES:

Se determin6é que los cultivos de células de Cherax quadricarinatus en medio
RPMI permite a los hemocitos presentar una morfologia caracteristica y permite su

adhesién preservandolas viables hasta por 60 minutos.

Se purificé el anticuerpo monoclonal dirigido contra la subunidad alfa receptor de

interleucina 2 (IL-2Ra o CD25) a partir de la linea celular PC61.

Se identificaron proteinas con epitopos compartidos con CD25 en hemocitos de
langosta, de 30 kDa, presentes en la poblacion de hemocitos tipo granular, la
proteina de posiblemente funcione en con los mecanismos de defensa de los

hemocitos, como molécula de reconocimiento contra agentes patdégenos.
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VIl PERSPECTIVAS:

La localizacion de las proteinas relacionadas con IL-2Ra no permite identificar la
funcion de este marcador en los hemocitos, estudiar el efecto mostrado por la
estimulacién, nos ayudara a entender el mecanismo en el que esta implicado, su
relacion con los mecanismos de activacion, ademas identificar factores presentes
en la hemolinfa, como moléculas parecidas a la IL-2 (y su funcién en la activacién
del receptor), factores que regulen la expresiéon de la proteinas y los mecanismos

efectores que presenten.
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