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| RESUMEN

Los hemocitos circulantes en los crustaceos pueden participar como
mediadores de la defensa contra microorganismos patégenos. Esta hipotesis se
basa en que la regulacién de la resistencia a infecciones la desarrollan las lectinas
asociadas a estos grupos celulares, por lo que analizamos la relacion de la lectina
sérica con las poblaciones celulares de la hemolinfa del langostino Macrobrachium
rosenbergii. Esta especie posee una lectina que reconoce especificamente
aclcales O-acetiados y U-metlados de la pared de algunas bacterias. Con
Microscopia Electrénica y utilizando anticuerpos contra esta lectina se realizaron
estudios de inmunolocalizacion en las células circulantes del langostino y por
estudios de ultraestructura se clasificaron las células de acuerdo a su morfologia.

Para el andlisis de la ultraestructura, la fijacién del boton celular se llevd a
cabo con glutaraldehido al 1.5%, la posffijacion con tetradxido de osmio, y la
deshidratacion con etanol (en concentraciones graduales) y 6xido de propileno. Se
incluy6 en la resina epon (glicidéter). El contraste se realizé con acetato de uranilo y
citrato de plomo. Nuestros resultados indican que el langostino posee tres tipos de
hemocitos: los pequefios ovoides, los fusiformes (que son los mas abundantes) y
los hemocitos grandes ovoides. Para los estudios de inmunocitoquimica el boton
celular se fijo con una mezcla de paraformaldehido al 4% y giutaraldehido al 0.25%,
se deshidraté con alcoholes (en concentraciones graduales) y la inclusién se realizo
en resina LR White. La localizacién de la lectina se llevd a cabo mediante dos

ensayos: A) con anticuerpos monoclonales y policlonales anti-lectina sin biotina y




anticuerpos policlonales anti-lgG (como anticuerpos secundarios) marcados con oro
coloidal; B) anticuerpos monoclonales y policlonales marcados con biotina y el
complejo estreptavidina-oro coloidal para su localizacién, contrastando con acetato
de uranilo y citrato de plomo. Se detecté la presencia de la lectina en los tres tipos
de hemocitos, principalmente en membrana celular y granulos citoplasmicos sobre
todo en los hemocitos grandes y en los fusiformes. Estos datos sugieren que en las
células pueden existir mecanismos para regular la concentracion de la lectina
sérica, liberando probablemente la lectina presente en los granulos, ante la

presencia de microorganismos.




Il INTRODUCCION
Il. 1 Mecanismos de defensa en los invertebrados.

Los estudios sobre la inmunidad de invertebrados como en los moluscos,
insectos y crustaceos (1,2) se han dirigido a la identificacion de los eventos
celulares (3) y la naturaleza molecular de los factores séricos (4) que participan en
la eliminacién de los microorganismaos patégenbs. Los mecanismos de defensa que
se han identificado como la degranulacion que da lugar a la liberacion y la
activacion de un sistema multienzimatico (5, 6); la actividad fagocitica; la formacion
de nédulos, la encapsulacion (8, 9) y la sintesis de factores séricos (10). Los
mecanismos de inmunidad se sustentan en la interaccion molecular entre los
factores sericos y receptores de superficie de la célula, o bien entre los receptores
de superficie celular y elementos del patogenos (11). Los sistemas de defensa en
los artrépodos contra microorganismos oportunistas e invasores se efectian
principalmente a través de los hemocitos en circulacion y células que se
encuentran asociados a algun tejido. Algunos hemocitos como los granulocitos
poseen actividad fagocitica, en los cuales diversos factores séricos influyen
aparentemente en esta actividad (12). Tal como el sistema de la profencloxidasa,
este sistema multienzimatico es activado por diversos componentes de la pared de
levaduras y bacterias. Especificamente en la respuesta celular. Hasta el momento,
se desconocen los mecanismos que regulan la produccion y la funcion de los
hemocitos, pero es evidente que tales procesos requieren sefiales de

comunicacion intercelular que los regulen. Es posible que participen los grupos




celulares encargados de reconocer y eliminar a los organismos patégenos que
atacan a los invertebrados (12). Los hemocitos de crustaceos han sido clasificados,
de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas y funcionales. Sin embargo estas
clasificaciones no son aplicables a todas las especies del grupo de los crustaceos
dulceacuicolas, dando lugar a controversias para interpretar los diversos procesos
celulares y bioquimicos que intervienen en los mecanismos inmunoldgicos (37).
Dentro del grupo de moléculas séricas que participan en los mecanismos de
defensa de los invertebrados, se ha demostrado que las lectinas poseen gran
relevancia a nivel evolutivo, ya que se encuentran en practicamente todos los
niveles de la escala evolutiva y particularmente en el grupo de los crustaceos
(13,14), ya que participan en él reconocimiento del material extrafio. Las lectinas
han sido consideradas como un mecanismo primario de reconocimiento de células
propias en especies primitivas del reino animal tal como las esponjas (15, 16). Las
lectinas son proteinas o glicoproteinas con especificidad por los carbohidratos que
conforman la superficie de las células e inducen agiutinacion. Esta caracteristica
ha permitido sugerir que su funcion podria ser la de favorecer la actividad
fagocitica, como una opsecnina (14) y modular de esta forma la estimulacién de las
reacciones séricas y celulares en estos organismos. Se ha sugerido que las
lectinas también pueden participar en algunos procesos de regulaciéon endécrina.
Se ha propuesto que estas moléculas podrian tener una evolucion convergente con
las inmunoglobulinas, las cuales son consideradas como un mecanismo de defensa
especifico para vertebrados, aunque también se ha demostrado que los
vertebrados poseen lectinas (17). La pista de la evolucién de las Inmunoglobulinas

desaparece a nivel de los ciclostomas (el vertebrado mas primitivo) esto permite




suponer que la evolucion de los anticuerpos es el mediador de las estrategias de
defensa como un eslabdn para los organismos que generalmente tienen poca
progenie, con una vida relativamente larga, y son parte de poblaciones escasas.
Tales especies podrian tener poca probabilidad de generar variantes gengticas que
podrian favorecer la adaptacién (18). Esto propone que los vertebrados desarrollan
una estrategia en |a cual la seleccién ha cambiado desde los niveles de poblacion
a los niveles celulares. Por otra parte, se tiene idea que los invertebrados han sido
basicamente de existencia corta, que son capaces de autoreproducirse al
enfrentarse a problemas ambientales, y esto no necesariamente por un mecanismo
de defensa sofisticado. Los invertebrados han estado bajo presiones selectivas
teniendo gue sobrevivir a la maduracion sexual para lograr sucesos reproductivos.
Se ha sugerido que la respuesta inmune especifica y de memoria es restringida
para las especies de vertebrados. Se considera que la mayoria de los mecanismos
de defensa de los invertebrados es una forma de diferenciacién hacia lo no propio,
que esta restringida a las respuestas primitivas de fagocitosis y encapsulacion.
Esto hace suponer que los invertebrados podrian reconocer sus mismos
constituyentes, pero que solo los vertebrados reconocen organismos extrafios de
una manera selectiva (19). Esto nos indica que algunos invertebrados muestran
una inmunocompetencia que le permite preservar su integridad (18).

Diversos estudios han demostrado la presencia de aglutininas en
crustaceos con capacidad para reconocer eritrocitos de vertebrados y proteinas
exdgenas, asi como de opsoninas inducibles en moluscos, sipunculidos, anélidos,
crustéceos, ardcnidos, equinodermos, tunicados e insectos. La mayoria de los

estudios concernientes a los sistemas de defensa de los insectos, confirman que la




naturaleza de la inmunidad humoral es también inducible. Los datos obtenidos
sobre factores séricos inducibles han sido generados mediante la inyeccion de
bacterias (20). Dentro de estos factores se ha dado a conocer una familia de
proteinas antibacterianas de bajo peso molecular identificadas en la larva de polilla
Cecropia como la cecropina. Otras proteinas antibacterianas han sido encontradas
en varias especies de insectos (19, 21). Estas proteinas proveen en periodos
cortos de proteccion no especifica, pero aparentemente no guardan homologia
estructural con moléculas como las inmunoglobulinas, ni en el modo de accion (19).
Las proiginas anupacterianas son muy eficientes como proteccion de un organismo
a infecciones, sin embargo, ellas pueden representar el unico mecanismo de
defensa natural necesario por insectos para el manejo del bombardeo del sistema
por la flora intestinal durante eventos metamorficos (22). Las lectinas en los
invertebrados se han encontrado asociadas a membranas celulares o disueltas en
la hemolinfa (23). En los crustaceos, las lectinas reconocen estructuras complejas
de carbohidratos, generaimente hacia ios que contienen acido sialico. En ciertas
especies la actividad biologica de las lectinas dependen de calcio (24) estas
glicoproteinas son denominadas lectinas C por ser dependientes de cationes
bivalentes (Ca++). Otros estudios han demostrado que la presencia de lectina
incrementa la actividad fagocitica, ya que estas pueden funcionar como moléculas
de adhesion y al opsonizar al agente patoégeno, desencadenan la actividad
fagocitica u otros eventos celulares como son la formacion de nédulos y la
encapsulacion (25). Por esto se considera que las lectinas representan un factor
que modula la respuesta de la actividad inmune en los invertebrados. Algunos

trabajos sobre el potencial inmunolégico de la cucaracha Periplaneta americana,




han evidenciado la existencia de la respuesta inmune humoral adaptativa en el

sistema de defensa de invertebrados (18).

I.2 Importancia del Langostino Macrobrachium rosenbergii .

La demanda de alimentos ricos en proteinas ha propiciado el desarrollo de
cultivos intensivos de organismos invertebrados marinos como el camaron vy,
dulceacuicolas como el langostino. En paises en desarrollo se han establecido
programas de granjas comunitarias dedicadas al cultivo de algunas especies de
invertebrados como el langostino Macrobrachium rosenbergii (DeMan), conocido
como langostino malayo, asiético o camardn gigante de agua duice.

La tolerancia de esta especie para su manejo en cultivos semi-intensivos y
su resistencia a las variaciones de los principales parametros ambientales, 10
hacen atractivo para el desarrollo acuicola, nutricional y para su comercializacion.
Por esta razon este organismo es considerado una especie de importancia
econdmica para el desarrolio acuicola en el estado de Morelos. Los monitoreos de
sanidad acuicola en otros paises dedicados al cultivo y engorda del langostino
como Thailandia y Hawaii, han revelado que en los diferentes estadios de
desarrolio de esta especie pueden ser afectados por diversos patégenos
enzodticos tales como las Rickettsias, virus (parvovirus-like), bacterias quitinoliticas
y filamentosas (Vibrio sp., Beneckea sp., Pseudomonas Sp., Aeromonas sp Y
Mycobacterium sp.); protozoarios (Epistylis sp., Zoothamnium sp., Lagenophrys sp.
y Vorticella); hongos (Lagenidium callinectes, Sirolpidium sp., Fusarum 'y

Tricomicetos); insectos (huevecillos de Ramphocorixa acuminata), trematodos




(Carneophallus choanophallus), nemétodos  (Angiostrongylus canfonencis) e
isépodos (Probopyrus sp), los cuales pueden llegar a causar merma en la

produccion (1, 2).

I.3 Conceptos basicos de la inmunocitoguimica.

La inmunocitoquimica es un método que permite la localizacion de un
antigeno. Las propiedades de reconocimiento molecular en esta reaccién son
altamente especificas y poseen una gran fuerza de interaccién. Un antigeno puede
ser identificado por uno o mas anticuerpos. Cuando este anticuerpo esta marcado
con un fluocrocromo o por material radio-opaco, puede ser visualizado en el
microscopic de luz o por el microscopio electronico de transmisién. La
inmunocitoquimica ha dado valiosas contribuciones en el reconocimiento de una
diversidad de sustancias (26). Los anticuerpos (glicoproteinas globulares por lo
que se les denomina inmunoglobulinas) son las moléculas efectoras de la
respuesta inmune humoral y se unen especificamente at antigeno el cual, estimuld
su formacién. La unién antigenoc-anticuerpo favorece la accion de células con
actividad fagocitica. La funcién de los anticuerpos es identificar los elementos
invasores, unirse a ellos mediante el epitope (o determinante antigénico) e iniciar
asi el proceso que lleva a cabo su eliminacion.

En la mayoria de los mamiferos se han identificado cinco clases de
Inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE), que difieren de tamanio, coeficiente de
sedimentacion, composicién de aminoacidos y azlcares. Todas las

inmunoglobulinas  reconocen algun antigeno en forma especifica, pero se




diferencian en cuanto a su localizacion en los tejidos, o por su reconocimiento con
otras proteinas. Estas proteinas tienen forma de "Y" (Figura 1); estan constituidas
por cuatro cadenas polipeptidicas, dos pesadas (H) y dos ligeras (L). Estas
cadenas estan unidas por puentes disulfuro (-S-S). Cada brazo de fa "Y" ha sido
designado fragmento Fab (antigen binding Fragment), que se une al antigeno en
forma independiente, lo que permite que el anticuerpo sea divalente. El resto de la
molécula (fragmento Fc), no participa en la unién con el antigeno, sino que €s
reconocido por receptores celulares especificos y contribuye a la efectividad del
proceso mediante el cual, la molécula o cuerpo extrafio es destruido. La region
carboxilo terminal (-COOH) de todas las cadenas es casi idéntica, mientras que la
region amino terminal (-NH2) se diferencia en todos los anticuerpos porque
determina el grado de especificidad. Las inmunoglobulinas estan formadas por
dominios que contienen aproximadamente 110 aminoacidos, los dominios
presentes en |a region amino terminal, de la cadena ligera (VL region variable de la
cadena ligera) y cadena pesada (VH region variable de la cadena pesada) y el
resto CL (regiones constantes de la cadena ligera) y CH (para las regiones
constantes de la cadena pesada). Los cambios de los aminoacidos en las regiones
variables tanto de la cadena pesada como de la ligera no estan distribuidos de
manera homogénea, algunas de las porciones de las cadenas manifiestan ser mas
variables que las ofras, por lo que se les denomina regiones hipervariables (27).
Los anticuerpos policlonales (Fig 3), tienen gran aplicacion en la
inmunocitoquimica y se pueden producir en animales de laboratorio por medio de
técnicas relativamente simples. En primer lugar se inyecta el antigeno en presencia

de adyuvantes a un animal de experimentacion como conejo, cabra, ratén, etc. Los




anticuerpos asi preparados estan dirigidos contra diferentes porciones del
antigeno, las cuales son denominadas determinante antigénico o epitope (27).

La produccion y utilizacion de anticuerpos monoclonales (Fig 2), constituyd
una revolucion inmunolégica en las Gitimas décadas. A partir de 1975, C. Milstein y
G. Khier desarrollaron un sistema de produccidon de anticuerpos en células
mieiomatosas (hibridomas), estos anticuerpos poseen gran especificidad por un
determinante antigénico y se producen a gran escala, por lo cual, estas moléculas
comenzaron a utilizarse en el diagndstico, de la investigacion basica, en la
industria y la medicina (27). El anticuerpo monoclonal es aquel producido por las
células originadas en un solo clon de linfocitos B. Como todas ias células son
idénticas producen una Unica clase de moléculas de inmunoglobulinas que
reconocera a un solo epitope de! antigeno (Fig 2). Es decir, aislando una célula
plasmatica e induciendo su proliferacion in vitro se obtendra un clon celular
secretor de una clase de anticuerpo. Estos anticuerpos son un reactivo altamente
especifico, ya que reconocen una Gnica estructura (epitope) presente en el
antigeno reconocido (27).

Los anticuerpos policlonales son una mezcla de poblaciones distintas de
linfocitos B que han sido estimulados por un mismo antigeno, criginando cada uno
una clona celular (conjunto de céluias idénticas que provienen de una dnica célula
progenitora). Debe destacarse que es imposible, por medios fisicos y quimicos,
aislar una de ias poblaciones de anticuerpos a partir de la mezcla (27) (Fig. 3).

El método general en inmunocitoquimica es unir al anticuerpo con
marcadores electrodensos al haz de electrones, para poder ser detectables. Estos

marcadores pueden ser: 1) moléculas organicas con estructuras electro-opacas
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como la ferritina que contiene hierro; la hemocianina (que contiene cobre) y virus,
generaimente estos marcadores son utilizados en microscopia electrénica de
parrido por su tamario; 2) las enzimas, que son adheridas a una inmunoglobulina
con la intencion de usar sus propiedades de actividad catalitica para producir una
reaccién insoluble que tenga un producto visible al microscopio electrénico, la
mayoria se utiliza en sistemas enziméticos que involucran a la peroxidasa de
rabano y los complejos peroxidasa- antiperoxidasa, se adiciona peroxido de
hidrogenn v diaminobenzidina causando un precipitado insoluble, para revelar la
reaccion se utiliza frecuentemente tetradxido de osmio (Fig. 4 A y B). Los metales
son los mas utilizados como marcadores, el mas coman es el oro coloidal, que se
puede adquirir en diferentes tamarios desde 3 nm en adelante, y su aplicacion
permite hacer doble localizacién con oro de diferentes tamafios (26, 28). EI
marcaje se puede realizar antes o después de ser incluido el material;
regularmente si se desea conservar la antigenicidad, el marcaje se puede hacer
antes de incluir el material, sin embargo el mas utilizado es después de ser incluido
el material. En el método directo para la localizacién (Fig. 5) se utiliza el anticuerpo
primaric marcado contra el antigeno, y en el método indirecto se expone el tejido o
celula al anticuerpo primario y postericrmente al anticuerpo secundario marcado
(Fig. 8). Otro método de marcaje es la proteina A acoplada a oro coloidal la cual
reconoce el segmento Fc de la moiécula de IgG (Fig. 7). En algunos casos se
utiliza un primer anticuerpo marcado con biotina para ser localizado despues con
un complejo de estreptavidina-oro. Las reacciones pueden ser amplificadas usando
anticuerpos policlonales marcados, los cuales pueden reaccionar con multiples

determinantes del anticuerpo primario (26, 27).



En los estudios de inmunocitogquimica ia fijacion es “suave”, se sacrifica la
calidad de la ultraestructura con la finalidad de mantener la antigenicidad ya que
con el uso de los fijadores puede desnaturalizar, alterar o enmascarar el
determinante antigénico. El glutaraldehido es un agente entrecruzador de grupos
amino de las proteinas con los grupos aldehidos (agentes bifuncionales) que
pueden reaccionar con el anticuerpo. Los restos no reactivos pueden unirse al IgG
de moléculas no especificas, por 1o que a pesar de ser un excelente fijador se
utiliza en bajas concentraciones (por ejemplo al 0.5%) combinado con
paraformaldehido al 4% o en algunas ocasiones no se utiliza. Las resinas que se
emplean para la inclusion son generalmente hidrosolubles como LR White,
glicolmetacrilatos y lowicril; las resinas hidrofébicas Epoxi, son poco utilizadas
debido a que obstaculizan el paso de los anticuerpos. Normalmente se realizan
blogueos con albumina o suero normal no inmune con la finalidad de tapar los
sitios o epitopes que puedan reaccionar inespecificamente con el anticuerpo dando
reacciones cruzadas. El contraste se realiza con acetato de uranilo y citrato de
plomo, cuidando de que la reaccion no enmascare el marcador. Las lectinas
también se han utilizado debido a su especificidad para localizar carbohidratos de
superficie celular, estas se utilizan en lugar del anticuerpo primario, para ser
detectadas por microscopia electrénica se conjugan con enzimas, oro coloidal o

moléculas electro-opacas (26, 28).
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FIG. 1. Estructura de una molécula de 1gG. Fab - sitio de unidn con el antigeno,
Fc. - fragmento cristalisable (no participa en el reconocimiento del antigeno), -S-
S. puentes disulfuro. NH2.- region amino terminal, COOH.- regién carboxilo
terminal, VL.- regidén variable de la cadena ligera, VH.- region variable de la
cadena pesada, CL.- region constante de la cadena ligera, CH.- region constante
de la cadena pesada. (Esquema tomado de Retegui L. A, 1992)
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FIG. 2. Formacién de anticuerpos monoclonales. Muestra ias células idénticas
aue nrodiren nna nica clase do inmuncgiohuiings yue recunucen a un solo

epitope del antigeno (Ag). (Esquema tomado de Retegui L. A., 1892.)
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FIG.3. Formacion de anticuerpos policlonales. Muestra una mezcla de
poblaciones distintas de linfocitos B que se estimularon por un antigeno, dando
lugar a una clona celular. Estos anticuerpos (Ab) reconocen a diferentes epitopes
del antigeno (Ag). (Esquema tomado de Retegui L. A., 1992)
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Fig. 4 (A). Pasos del método indirecto con peroxidasa: (A) el antigeno es atacado
por el anticuerpo primario; (B) anticuerpo secundario en contra del anticuerpo
primario es marcado con peroxidasa y ( C ) unidn del anticuerpo primario con el
anticuerpo  secundario marcado. La adicion de peréxido de hidrogeno vy
diaminobenzidina da lugar a la farmacian da un =recizitiads insuiuvie (D) el cual,
se observa denso al microscopio electrénico después de la adicion de osmio (E)
(Esquema tomado de Bozzola, J. J. 1991).

Fig. 4 (B). Pasos de la técnica
peroxidasa-antiperoxidasa (PAP).
A) el antigeno a sido
secuencialmente expuesto a los
anticuerpos primarios y
secundarios. B) el complejo PAP
es adicionado después que |0s
excesos de los anticuerpos
primarios y secundarios han sido
lavados ( C ). Este complejo
reacciona con el anticuerpo
secundario (el complejo PAP fue
producido en la misma especie : =
como el anticuerpo primario), (D)

producto denso de la reaccion C
formada por la adicién de H;Oz

diaminobenzidina después de la

impregnacion con 0Smio.
(Esquema tomado de Bozola, J. J.
1991).

PAP compiex
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FIG. 5. Método de marcado directo. El antigeno es expuesto al anticuerpo
primario que ha sido previamente conjugado con el marcador.
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FIG. 6. Método de marcado indirecto. Se expone el anticuerpo primario
(generalmente elaborado de una segunda especie) ante el antigeno (de la primer
especie) y después de haberse unido el complejo antigeno-anticuerpo, se expone
a un anticuerpo secundario marcado que ha sido producido para reaccionar en
contra del IgG de la segunda especie. El resultado es una secuencia de dos
capas de anticuerpos y un marcador.

/+ﬁ$¥>\%’°

FIG. 7. Localizacion utilizando proteina a marcada, es adicionada a un complejo
antigeno anticuerpo. La proteina a se une al fragmento Fc de la molécula de I1gG.

(FIG. 5, 6, y 7 son esquemas tomados de Bozola, J. J. 1991).
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Il ANTECEDENTES

La inmunidad es un mecanismo de defensa que se activa especificamente
en un organismo ante la presencia de agentes patégenos o moléculas extranas
genéticamente (29). Los estudios para conocer los mecanismos de inmunidad en
esponjas, celenterados, artrépodos, anélidos, moluscos y equinodermos (15, 30),
demuestran que todas las formas de vida han creado un sistema de defensa eficaz
contra patégenos y pardsitos. La inmunidad en los crustaceos como en |os
vartobradss, Gald Gada pu la wuopeIEcion ae procesos celutares y humorates (30).
Sin embargo, el sistema inmunoldgico de los invertebrados se caracteriza por la
carencia de memoria, representado por las inmunoglobulinas de los vertebrados,
asi como por diversos grupos de células linfoides que poseen receptores de
superficie que iogran la identificacion de los antigenos de histocompatibilidad (16).

La presencia del caparazdén o exoesqueleto, especificamente en los
crustaceos, constituye la primera barrera de proteccion ante la constante amenaza
de patogenos (31). En estos organismos el medio interno circulante esta
conformado por la hemolinfa (constituida por el suero que transporta nutrientes,
proteinas u hormonas) y los hemocitos (celulas circulantes), que participan en la
eliminacion de patégenos y colaboran de manera importante en la restauraciéon de
tejidos dafados (32). Los eventos bioquimicos que se desencadenan en la
inmunidad de los crustaceos son escasamente conocidos. Sin embargo, al igual
que en otros invertebrados se sabe que la respuesta celular se manifiesta en
cooperacion con factores séricos. La actividad biolégica de cada tipo de hemocito
juega un papel importante en las diferentes reacciones de defensa contra parasitos

y patégencs que podrian entrar al hemocele a través de la cuticula, siendo los
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hemocitos de los podocitos branquiales, los responsables para remover las
proteinas y células envejecidas o microorganismaos de la circulacion, y por lo tanto
estos hemocitos son considerados primordiales en el mecanismo de defensa (33,
34).

Los estudios sobre la clasificacion de los tipos de hemocitos circulantes y su
actividad bioldgica se han realizado en algunas especies como la langosta
americana Homarus americanus, la langosta roja Panulfirus interruptus (12), en el
acocil Procambarus clarckii (35) y en los camarones Sicyonia ingentis y Paneus
canrormiensis (45). Ue manera general estos autores han clasificado a los
hemocitos en: 1) Hemocitos hialinos: caracterizados béasicamente por la escasa
presencia de granulos citoplasmicos, escasas lisozimas y carencia de fagosomas.
Mediante ensayos citoquimicos se ha considerado que este grupo de celulas
inician la coagulacién al sufrir la autolisis; 2) Los hemocitos granulares: llamados
también granulocitos, son células que generalmente no muestran cambios
morfologicos durante la coagulacion y son subdivididos en dos tipos el primero
comprende a las células con numerosos granulos pequefios, estas células se
caracterizan por presentar pseudopodos largos y delgados cuando son adheridos;
al parecer son células que participan activamente en el reconocimiento de
particulas extrafias. El segundo subtipo incluye a los hemocitos con granulos
citoplasmicos grandes y numerosos, el nicleo es pequeno; este grupo raramente
presenta pseudopodos se ha sugerido que su funcion esta dirigida hacia la
encapsulacion de patdgenos y a la cicatrizacion de heridas. Algunos autores (12)
hacen referencia a la gran heterogeneidad que existe en el numero y tamafio de
granulos, lo que ha dado lugar a proponer que esta variabilidad esta dada por una

progresiva maduracién celular (36). Con la finalidad de uniformizar los criterios
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para la clasificacion de los hemocitos se ha propuesto considerar también ciertos
factores fisiologicos de cada especie como son: el estadio de desarrollo y el grado
de maduracién gonéadica (13).

Se han realizado algunos estudios en el langostino M. Rosenbergii, para
lograr la clasificacion de los hemocitos teniendo en cuenta aspectos funcionales
como actividad fagocitica, asi como la participacién de receptores especificos de la
membrana de hemocitos en el reconocimiento de lo extrano (37, 38). Estos
hemocitos se clasifican en tres grupos celulares, identificados por MET, MEB y
contraste diferencial de interferencia CID (Nomarski) (Fig. 8), 1a separacion en
grupos se basd principalimente en la forma, tamario, la relacién nucleo-citoplasma,
la presencia de ciertas estructuras como son las vesiculas y granulos
citoplasmicos.

El uso de las lectinas como herramienta para la localizacion de
carbohidratos de superficie en métodos histoquimicos por microscopia optica y
electronica ha permitido detectar por ejemplo residuos de carbohidratos en las
papilas gustativas del bagre europeo Silurus glanis en la que utilizaron lectinas
biotiniladas y el complejo streptavidina-biotina-peroxidasa (39). Por otra parte se ha
mencionado que los hemocitos de los moluscos como el mejillon  Mytilus edulis
poseen sitios de unién con numerosos tipos de lectinas, lo que permite identificar
subpoblaciones de células circulantes (40). Se han utilizado lectinas biotiniladas y
conjugados de avidina en métodos de pre-inclusion en pruebas para residuos
especificos de carbohidratos (41).

Se han realizado estudios sobre la localizacién de la lectina en los

hemaocitos




Fig. 8. Hemocitos del Langostino Macrobrachium rosenbergii. Hemocitos
fusiformes (F), hemocitos pequerios ovoides (P) y hemocitos grandes granulares Py
(G). Normaski. (Fotografia tomada de Vézquez et al. 1997).
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[V OBJETIVO Y METAS

OBJETIVO

Identificar la presencia de |a lectina en los hemocitos del langostino

Macrobrachium rosenbergii.

METAS

1.- Identificar por Microscopia Electronica de Transmision, los diferentes
tipos

celulares presentes en la hemolinfa del langostino Macrobrachium rosenbergi.

2.- Determinar la presencia y localizacion de la lectina en los diferentes tipos
de hemocitos del langostino mediante inmunocitoquimica por Microscopia

Electrénica de Transmision
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IV OBJETIVOY METAS

OBJETIVO

Identificar la presencia de la lectina en los hemocitos del langostino

. e "
Marrnhrachion ro5euet i,

METAS

1.- Identificar por Microscopia Electrénica de Transmision, los diferentes
tipos

celulares presentes en la hemolinfa del langostino Macrobrachium rosenbergii.

2 - Determinar la presencia y localizacion de la lectina en los diferentes tipos
de hemocitos del langostino mediante inmunocitoquimica por Microscopia

Electronica de Transmision



de invertebrados por diversas metodologias. Por microscopia de fluorescencia se
demostrd la presencia de lectina sobre la membrana y citoplasma de granulocitos
de insectos (53). Mediante ensayos de hemaglutinacién se detectd [a presencia de
lectinas asociadas con hemocitos de la ostra Crassostrea virginica (23),
posteriormente mediante inmunocitofluoresencia se demostré que la lectina de
estos hemocitos se encuentra serolégicamente relacionada con la lectina sérica de
este organismo (50), como en el mejillon Mytilus edules en el cual, tambien se
utilizardon  anticuernoc contra 1a isuling serica para localizar la lectina en la
membrana de los hemocitos (51). Mediante microscopia de fuz e
inmunocitoquimica en microscopia electrénica se obtuvo la localizacion de lectina
en los granulos de los hemocitos granulocitos del gusano de la remolacha
Spodoptera exigua (51). Por otra parte las investigaciones para identificar la
presencia de lectinas en los tejidos de Ixodes ricinus (Acari: Chelicerata), utilizando
anticuerpos monocionales y policlonales dirigidos contra la lectina, (la cuai pose
especificidad por acido sialico} y reconoce dos tipos de hemocitos granulares de
esta especie; la presencia de la lectina se identifica ademas en los granulos
celulares, sobre la membrana y la lamina basal que rodea el hemocele; jo cual
sugiere que la lectina puede funcionar como una molécuia de reconocimiento en el
sistema de defensa de este organismo (42). Las propiedades bioldgicas y
estructurales primarias de componentes granulares extraidos de los hemocitos del
cangrejo de mar que contienen una gran cantidad de sustancias antimicrobianas,

indica que la lectina en organismos invertebrados se encuentra localizada en



posiciones estratégicas que le permiten ser una alternativa funcional, al estar en
contacto con cualquier elemento extrafio que logra ingresar a la circulacion de
estos animales y posiblemente regular alternativas celulares y moleculares que

favorecen la eliminacion de patégenos (43).



V MATERIAL Y METODOS

V.1 Obtencién de organismos.

Los langostinos machos adultos sanos (Fig. 9), fueron colectados en el
centro dulceacuicola el Huamuchil, Jojutla Morelos, donde se cultivan en estanques
rusticos combinados con cultivos de peces.

Los reactivos utilizados fueron de grado microscopia electronica obtenidos

de diferentes fuentes comerciales.

V.2 Ultraestructura de los hemocitos.

EXTRACCION DE HEMOLINFA Y FIJACION. Las células en suspension se
obtuvieron al extraer 0.5 ml. de la hemolinfa en la region pericardica del langostino
(Fig. 10), utilizando una jeringa (Apéndice |.1) conteniendo una mezcla de citrato
de sodic como anticoagulante vy glutaraldehido como fijador (Apéndice 1.2),
logrando asi la fijacion inmediata de las células, evitando la lisis celular. Se
centrifugd inmediatamente a 1 800 r.p.m. por 5 min. a temperatura ambiente,
eliminando el sobrenadante. Al botdn celular se le adiciond glutaraldehido al 1.5%
incubando por una hora. Para eliminar el fijador se realizaron tres lavados al
paquete celuiar durante 10 min. cada uno con PBS (Apéndice 1.3).

POSTFIJACION. El paquete celular se pasé a tubos eppendorf y se postfijo

con tetroxido de osmio al 2% (Apéndice |.4) una hora a temperatura ambiente.




Lavandose posteriormente 3 veces con PBS por 10 min. cada lavado para eliminar
el osmio.

DESHIDRATACION. Esta se llevd a cabo con alcoholes graduales del 70%,
80%, 96% por 10 min. cada uno y dos cambios con alcohol absoluto de 10 min.
cada uno (Apéndice |.5). Posteriormente se realizaron tres cambios de dxido de
propileno por 10 min. cada uno.

PREINCLUSION E INCLUSION. La preinclusion se realizé con una mezcla
de resina epdxica (glicidether 100) con oxido de propileno en proporcion 1:1 viv por
15 min. en seguida un cambio de resina-6xido de propileno 2:1 v/v por 15 min.

Finalmente la inclusién con la resina pura antes mencionada a 60°C por 24 hrs.

CORTES. Se realizaron en un ultramicrotomo MT2 Sorval (Fig. 11). Los
cortes semifinos se colectaron con un asa y se colocaron sobre un portaobjetos,
tifiiendolos con azul de toluidina para su observacion al microscopio de luz. Los
cortes ultrafinos para microscopia electrénica de transmision fueron colectados y
montados en rejillas de cobre cubiertas previamente con membrana de formvar al
3%.

CONTRASTE. Los cortes ya montados en las rejilla se contrastaron con
acetato de uranilo al 3% por 10 min. (Apéndice 1.6) y citrato de plomo al 0.3% por 6

min. (Apéndice |.7).

FOTOGRAFIAS. Las observaciones y las fotografias se llevaron a cabo en

un microscopio electrénico de transmisién Kar! Zeiss EM10 (Fig. 12).

REVELADO. Se realizd con ayuda de un amplificador (Fig. 13).




DESCRIPCION GENERAL DEL PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS PARA

ULTRAESTRUCTURA.

Extraccion de la hemolinfa con solucién citrato de sodio-glutaraldehido
(centrifugar 1800 r.p.m. 5 min.)
U

Fijacién con glutaraldehido 1 hr. a Temperatura ambiente
U

Realizar 3 lavados con PBS 10 min. cada uno
|

Postfijacion con tetroxido de osmio al 2% por una hora
Y
3 lavados de 10 min. cada uno con PBS
U
Deshidratar con alcoholes graduales 70%, 80%, 96% 10 min. cada uno.
2 cambios de alcohol absoluto 10 min.
3 cambios de oxido de propileno 10 min. cada uno.

Preinclusion. oxido de propileno-glicidether 1:1 v/iv 15 min.
oxido de propileno-glicidether 1:2 v/v 15 min.

Inclusién. resina pura (glicidether) 24 hrs. a 60°C

Cortes. Finos para microscopia de luz tefidos con azul de toluidina
cortes ultrafinos para microscopia electronica en
rejillas de cobre cubiertas con formvar.
U
Contraste. Acetato de uranilo 3% 10 min.
citrato de plomo (0.03%) 6 min.
U

Observacion al MET y toma de fotografias.
U

Reveiado de fotografias.
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LANGOSTING

Muacrobrachium rosenbergii (De Man)

FIG.9
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Fig. 10. Zona de extracion de la hemolinfa en la region pericardica del langostino.

(Tomado de New, M.B. and S.8ingholka 1984.)




Fig. 11. Ultramicrotomo MT2 Sorval.
Fig. 12. Microscopio Electrénico de Transmisién Karl Zeiss EM10.

Fig. 13. Amplificador.
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V.3 Inmunocitoquimica para la determinacion de la presencia de la lectina en los
hemocitos.

EXTRACCION DE LA HEMOLINFA Y FIJACION. Se extrajo 0.5 ml. de
hemolinfa en la regién pericardica del langostina (Fig. 10) utilizando una jeringa de
5 ml. (Apéndice 1.8), conteniendo 4 ml. de una solucién de citrato de sodio al 3.8%
como anticoaguiante (2 mi.) y como fijador una mezcla de paraformaldehfdo al 8%y
glutaraldeh(do al 0.5% (2 ml.) (Apéndice i.8). Con este procedimiento se trata de
mantener las células integras al momento de extraer |a nemolinta. Se centrirugo
a
1 800 r.p.m. durante 5 min. Posteriormente se decantd y al botén celular se le
adiciond solucidn fijadora (paraforma!dehfdo al 4% con glutaraldehfdo al 0.25%)
incubandose una hora a 4°C. El fijador fue eiiminado lavando el paquete celular 3
veces con PBS (Apéndice 1.3) por 10 min. cada uno a 4°C. Se centrifugd a 1 800
r.p.m. durante 5 min. para obtener el boton celular que se paso a tubos eppendorf.

DESHIDRATACION. Se efectud gradualimente con etanol, partiendo de 30%,
50%, 80%, 90% con tiempos de incubacién de una hora cada uno a 4 °C,
finalmente se utilizd etanol absoluto realizando 3 cambios de 1 hora cada uno a
4°C.

PREINCLUCION E INCLUSION. Se utilizo LR White (resina hidrofilica
Medium Grade, Polyscience) con mezclas de la siguiente manera:

1) alcohol 100% - LR White 2:1 viv por 3 horas a 4 °C.

2) alcohol 100% - LR White 1:2 v/v por 3 horas a 4°C.



3) LR White puro toda la noche.

4) 2 cambios de LR White puro de 1 hora cada uno a 4 °C.

5) La inclusion se realizé en capsulas de gelatina tapadas por 24 hrs a
60°C.

CORTES. Se procesaron en un uitramicrotome MT2 Sorval (Fig. 11). Los
cortes semifinos de aproximadamente una micra, se tifieron con azul de toluidina
para observar los cortes al microscopio Optico para elegir el area donde se
encontrd mejor conservado el material. Los cortes ultrafinos de aproximadamente
90 nm fueron montados en rejillas de niquel cubiel:tas previamente con formvar.
Antes de colectar los cortes se les pasaron superficialmente vapores de cloroformo
y despues se colocaron en la estufa a 60°C por 2 horas, previo a la aplicaciéon de

los anticuerpos, con ia finalidad de evitar pliegues en las células.
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DESCRIPCION GENERAL DEL PROCESAMIENTO DE LOS HEMOCITOS PARA
INMUNOCITOQUIMICA.

Extraccion de la hemolinfa con una mezcla de anticoaguiante-fijador.
: Tdai-fa_ A0t d L s Vo4 e o marn
Igitratc de pioine 3.S%-paraoninalasings 0Ter giularalusinuu u.o7o)

U

Centrifugar 1800 r.p.m. por 5 min. y decantar

Fijar las células con una mezcla de paraformaldehfdo 4%/{glutaraldehido 0.25%
por una hora a 4°C

Realizar 3 lavados de 10 min. cada uno con PBS
U
Deshidratar con etanol 30%, 50%, 80%, 9C% 1 hr. cada uno a 4°C
y 3 cambios con alcohol absoluto de 1 hr. cada uno a 4°C
U
Preinclusion e Inciusion.
1) alcohol 100% - LR White 2:1 v/v por 3 horas a 4 °C.
2) alcohol 100% - LR White 1:2 v/v por 3 horas a 4°C.
3) LR White puro toda la noche.
4) 2 cambios de LR White puro de 1 hora cada uno a 4°C.
5) La inclusién se realizo en capsulas de gelatina por 24 hrs a 60°C.

U

Cortes finos para microscopia optica y ultrafinos para microscopia electrénica




DESCRIPCION GENERAL DEL METODO INDIRECTO EMPLEADO PARA LA
LOCALIZACION DE LA LECTINA.

Rejillas de niquel con formvar y cortes con hemocitos.
(se trabaja en camara himeda)

Bloqueo con leche descremada 0.5% (PBS/BSA)
10 min. a 4°C
U
* Bloquea con NGS/PBS para anticuerpos monoclonal y policlonal sin biotina
** Blogueo con PBS/BSA/Tween para anticuerpos monoclonal y policional con
biotina 5 min. a 4°C
U .
Aplicacién del Anticuerpo primario (PBS/BSA/TWEEN) antilectina monoclonal y
policlonal (sin biotina y con biotina ) 19 hrs. a 4°C

Lavar con PBS-Tween por goteo, PBS por goteo, PBS y flotacion por 15 min.
U

Bloqueo con leche descremada 10 min. a 4°C
U
* Blogueo con NGS/PBS para anticuerpos sin biotina
** Bloqueo con PBS/BSA/Tween para anticuerpos con biotina.
10 min. a 4°C
U
* Aplicacion del anticuerpo secundario IgG y GAR (PBS) marcados con oro coloidal
** Aplicacion del complejo streptavidina-oro.
1 hora a 4°C
U
Lavar con PBS por goteo, PBS por flotacién, agua desionizada por goteo, y agua
desionizada por flotacion
U
Contrastar: 1) acetato de uranilo 3% 10 min.
2) citrato de plomo 0.3% 6 min.

Observacion MET y toma de fotografias

Revelado
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En el estudio de inmunclocalizacion se utilizaron 1) anticuerpos primarios y
secundarios sin biotina y 2) anticuerpos primarios con biotina para su localizacién
el complejo estreptavidina oro.

[. Anticuerpos monoclonales primarios anti-lectina sin biotina (obtenidos de
liquido de ascitis de ratdn), como anticuerpo secundario se utilizd suero de cabra
anti-lgG de raton, acoplado a oro coloidal (Tabla I).

Il. Anticuerpos policlonales anti-lectina sin biotina (obtenidos en conejo),
siendo el anticuerpo secundario suero de cabra anti-IgG de conejo VAR (yual aiii-
rabbit) acoplado a ore colcidal. (Tabla [}.

{Il. Anticuerpo monoclonal anti-lectina acoplado a biotina (obtenido de
liquido de ascitis de raton), y para iocalizar la unidn del anticuerpo con la lectina se
adicion6 un complejo de estreptavidina-oro (tabla 1)

IV. Anticuerpo primario anti-lectina policlonal (de conejo) acoplado con
biotina, para localizar la unién del anticuerpo. Las rejillas se pusieron en contacto

con streptavidina-oro. (Tabla I).

Para los ensayos de inmunolocalizacion se evaluaron algunos parametros
como los tiempos de incubacion, la concentracion y los diferentes anticuerpos
producidos contra la lectina sérica. Se eliminaron aquellos que presentaron un bajo
titulo de interaccion. Para cada experimento se colocaron diferentes rejillas control
negativas al anticuerpo secundario o al complejo streptavidina-oro en su caso,
estas rejillas en lugar de incubarse con el anticuerpo primario, se pusieron en

contacto durante 15 hrs. en NGS/PBS en caso de utilizar los anticuerpos primario y

wd
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secundario sin biotina y con PBS/BSA/Tween (buffer de fosfatos, suero de
albumina bovino y Tween 20) cuando se utilizé el complejo streptavidina oro,
siendo los siguientes pasos de la misma manera que en las demas rejilias de

prueba.

1.0s lavados después de la incubacion del primer anticuerpo se llevaron a

cabo con PBS-Tween por goteo, PBS por goteo y PBS por flotacion durante 15
minutos. Por consiguiente después de la incubacion con el segundo anticuerpo se
utilizd PBS por goteo, FBS por flotacion 15 minutos, agua desionizadd por guieou y
finalmente agua desionizada por flotacién 15 minutos. A continuacion se secaron
las rejillas y se contrastaron 10 minutos con acetato de uranilo al 3% mas 6 minutos
con citrato de plomo al 0.03%, lavando entre cada contraste y al final del mismo
con abundante agua desionizada. Posteriormente se dejaron secar las rejillas y se
analizaron en MET (Fig. 12) para su observacion y proceso de fotografias. Los

negativos se revelaron y se imprimieron con la ayuda de un amplificador (Fig. 13).
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" Ab PRIMARIO
ANTICUERFPO 1° BLOQUEO 2° BLOQUEO PBS/BSA/T. | 1° | 3°BLOQUIEO | 4°BLOQUEO Ab SECUNDARIO | 2°
19 HRS. PBS 1 hr.
| MONOCLONAL LECHE/PBS NGS/ PBS ANTILECTINA LECHE/PBS NGS/PBS lgG 10 nm &
SIN BIOTINA 10 MIN. 1:20 5 MIN. (RATON) L 10 MIN 1:20 10 MIN. 1:40 L
1:100
0 LECHE/PBS NGS/PBS ANTILECTINA LECHE/P3S NGS/PBS GAR 15nm &&
POLICLONAL 10 MIN. 1:20 5 MIN. (CONEJO) A 10 MIN. 1:20 10 MIN. 1:40 A
SIN BIOTINA 1:100 .Y 1:200
CONTROL LECHE/PBS NGS/PBS NGS/PBS LECHE/F8S NGS/PBS MONOCLONAL &

SIN BIOTINA 10 MIN. 1:20 5 MIN. 1:20 5 MIN. v 10 MIM.. 1:20 10 MIN, POLICLONAL && |V
1T LECHE/PBS | PBS/BSA/TWEEN | ANTILECTINA LECHE/F'BS | PBS/BSA/TWEEN COMPLEJO
MONOCLONAL 10 MIN. 20 MIN. (RATON) A 10 MIN. 20 MIN, STREPTAVIDINA- | A

CON BIOTINA 1:120 . ORO 20 nm 1:80
v LECHE/PBS | PBS/BSA/TWEEN | ANTILECTINA LECHE/>BS |PBS/BSA/TWEEN COMPLEJO
POLICLONAL 10 MIN. 20 MIN, (CONEJO) D 10 MIN. 20 MIN. STREPTAVIDINA- | D
CON BIOTINA 1:120 OROC 20 nm 1:80
v LECHE/PBS | PBS/BSA/TWEEN PBS/BSA/ LECHE/PBS [PBS/BSA/TWEEN COMPLEJO
CONTROL 10 MIN, 20 MIN. TWEEN o) 10 M'N, 20 MIN. STREPTAVIDINA- | ©
MARCADOS ORO 20 nm 1:80
CON BIOTINA
TABLAI.

1°- Primer lavado. (PBS-Tween por goteo PBS por goteoy PBS

por flotacion 15 min.)

2° - Segundo lavado (PBS por goteo, PBS flotacion 15 min., agua

desionizada por goteo v agua desionizada por flotacion,

Metodologia para la localizacion de la lectina en los hemocitc s del langostino Macrobrachium
rosenbergii. Se utilizaron anticuerpos monoclonales y policlonales sin biotina, como anticuerpo
secundario 1gG 10 nm. y GAR 15 nm. respectivamente. Tarnbién se probaron anticuerpos
marcados con botina y para su localizacién streptavidina oro 1:80. Se realizé en camara humeda.




VI RESULTADOS

VI.1 Ultraestructura. Morfologia de los hemocitos.

La técnica empleada para el analisis ultraestructural de los hemocitos de
Macrocbrachium  rosenbergii, nos permitid identificar a las tres poblaciones
celulares descritas previamente (37). La conservacion de las células por la
metodologia aplicada, permito observar a las membranas celulares, el nucleo, la
cromatina laxa y compacta, la cisterna perinuclear, con respecto al citoplasma se
observaron organelos tales como reticulo endopldsmico rugoso, ribosomas en
grupos o distribuidos, granulos con diferentes tamafios, densidad y forma, siendo
esta Ultima una caracteristica importante de los hemocitos. Para la identificacion de
estos grupos celulares se considerd la forma, tamano y relacion nucleo citoplasma
(37) (tabla 11). Las caracteristicas descritas a continuacion se efectuaron con base
en las observaciones de las fotografias de los hemocitos que se presentan en este
trabajo.

1) Hemocitos pequefio ovoide (Fig. 14).- En esta célula se observa un
nucleo grande y escaso citoplasma. Se encuentran la cromatina laxa y compacta,

cisterna perinuclear, los granulos citoplasmicos son escasos: densos,

* electrodensos vy electrolucidos, reticulo endoplasmico rugosc y ribosomas

dispersos O en grupos.
2) Hemocitos Fusiforme (Fig. 15).- Su forma es larga y delgada. De mayor
tamarfio que los anteriores (37). En esta célula se observa el citoplasma mas

abundante y el nicleo céntrico mas pequerio, la cromatina se manifiesta laxa y

K}
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compacta, cisterna perinuclear y abundantes granulos citoplasmiceos electrodensos
de diferentes tamafios, formas y densidades. También identificamos al reticulo
endoplésmico rugoso y a los ribosomas que en general se encuentran agrupados
entre los granulos. En algunas células se observé ligera ruptura de la membrana
celular, pero se conserva la ultraestructura sin haber extraccion celular de
componentes.

3) Hemocitos grande granular {Fig 16).- El nucleo es excénirico, la cromatina

se presenta en conformacion laxa y compacta y se observa la cisterna perinuclear.

_ El citoplasma es abundante, se pueden observar el reticulo endoplasmico rugoso y

ribosomas, que generalmente se encuentran agrupados entre los granulos. Los
granulos son abundantes (ocupan gran parte del citoplasma), se encuentran
granulos densos de diferentes formas vy granulos electrolticidos al haz de
electrones.

Estas observaciones nos permiten proponer que en los tres tipos ceiulares
presentes en la hemolinfa del langostino se reconocen caracteristicas
ultraestructurales particulares, que nos son de utilidad como referencia para el

estudio posterior de inmunclocalizacién de la lectina presente en estas celulas

(Tabla Ii).




HEMOCITC ANCHO LARGO 'RELACION NUCLEO-CITOPLASMA GRANULOS
pm um CITOPLASMICOS
' PEQUENO OVOIDE 7.5+2 13.7¢5 MUCLEO GRANDE Y CENTRICO, ESCASO ESCASOS
CITOPLASMA
EL CITOPLASMA Y EL NUCLEO SE ABUNDANTES
FUSIFORME 4.842 31.2¢12 ENCUENTRAN APROXIMADAMENTE IGUAL
PROPORCION
GRANDE GRANULAR EL CITOPLASMA ES MAS ABUNDANTE QUE ABUNDANTES
8.9+4 i 24.7+8 EL NUCLEOQ.

TABLA II. Caracteristicas de los tres tif os de hemocitos presentes en la hemolinfa del langostino M. Rosenbergii. (tomado de
Vazquez 37, 38).

oy




FIG. 14. Hemoacito pequefio ovoide del langostino Macrobrachium rosenbergii. Se
fijo con glutaraldehido, se postfijé con tetradxido de osmio y se contrasto con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Con esta metodologia se logro conservar |a
célula en la cual se aprecia el nucleo (N), cromatina laxa y compacta (CR) y
cisterna perinuclear (CP). En el citoplasma ( C ) se encuentran el reticulo
endoplasmico rugoso (RE), ribosomas (R), granulos densos (G), granulos
electrodensos (GD) y granulos electrolticidos transparentes al haz electrénico

(GE). 25,000X.
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FIG. 15. (A Y B) Hemocitos fusiformes de M. rosenbergii. Se procesaron para
ultraestructura fijandolos con glutaraldehido, postfijandolos con tetradxido de
osmio y contrastandolos con acetato de uranilo y citrato de plomo. La forma de
estas células es alargada y delgada. El ntcleo (N) de esta célula es céntrico, el
citoplasma ( C ) abundante y la cromatina presenta conformacion laxa y compacta
(CR). Se aprecia la cisterna perinuciear (CP), ribosomas (R), reticulo
endoplasmico rugoso (RE), granulos electrodensos (3D), granulos densos (G) y
granulos electrollcido (GE}. A) 15,750X Y B) 12,5G0X.
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FIG. 16. Hemocito grande granular de M. Rosenbergii, procesados para el analisis
de ultraestructura fijados con glutaraldehido, postfijandolos con tetradxido de
osmio y se contrastd’ con uranilo-plomo. Se observa el nucleo (N), la cromatina
laxa y compacta (CR), cisterna perinuclear (CP). En el citoplasma ( C ) se
aprecian ribosomas (R), reticulo endoplasmico rugoso (RE), granulos
electroltcidos (GE) y granulos densos (GD) que presentan diferentes formas.

31,250X.
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VI.2 Inmunocitoquimica. Identificacion de la lectina en los hemocitos.

Con la metodologia empleada se logré detectar la presencia de la lectina en
los tres grupos celulares descritos previamente, tanto en la membrana como en
granulos del citoplasma . En estos ensayos se observa adecuada conservacion de
la ultraestructura celular, a pesar de haber sido procesadas con una fijacion suave
para conservar los sitios de unién especificos de |a tectina con los anticuerpos, se
lnard observar en el citoplasma la presencia de organelos como mitocondrias,
granulos, reticulo endoplasmico y en nucleo cromatina laxa y compacta, asi como
la cisterna perinuclear (Tabla Ill). A continuacion se describen las caracteristicas y
la presencia de lectina de cada tipo celular citadas en este trabajo.

1) Los hemocitos pequefios redondos presentaron poca interaccion con los
anticuerpos anti-lectina, tanto en membrana como en granulos, por lo que se
deduce que en estos se encuentra menor cantidad de lectina (Fig. 17).

2) Los hemocitos fusiformes: presentan una reaccion positiva y abundante
marca, tanto en membrana como en granulos, lo cual nos indica que este hemocito
presenta mayor concentracion de lectina de acuerdo con la (Fig. 18).

3) E! Hemocito grande granular (Fig. 20). La marca en granulos vy
membranas se aprecia abundante como en los fusiformes, una observacion
particular es [a abundante marca que se puede apreciar en el pseudopodo de un
hemocito grande granular (Fig. 21).

De los anticuerpos que se utilizaron para este estudio, con el que se obtuvo

un buen resultado fue el policlonal de conejo anti-lectina 1:100 (Fig. 18 ) siendo el



) resultado mas satisfactorio en la dilucidon 1-200 con el mismo anticuerpo (Fig. 19).

Se utilizd como segundo anticuerpo para este ensayo GAR-15 en dilucién 1:40.
(Fig. 12-16).

D En la aplicacion del complejo streptavidina-oro contra el anticuerpo primario
marcado con biotina, el marcaje es positivo en los granulos, sin embargo no se

detectd en la membrana citoplasmica, probablemente debido a la baja dilucion de

o los anticuerpos (Fig. 22y 23).
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DILUCION DEL DILUCION DEL. | MARCA EN HEMOCITO | MARCAEN HEMOCITO | MARCA EN HEMOCITO
ANTICUERPO ANTICUERPO ANTICUERPO PEQUENO OVOIDE [FUSIFORME GRANDE GRANULAR
PRIMARIO SECUNDARIO
l ANTILECTINA 19G 10 nm
MONOCLONAL {RATON) 1:40 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
SIN BIOTINA 1:100
I EN CITOPLASMAY EN CITOPLASMA Y
POLICLONAL ANTILECTINA GAR 15 nm EN CITOPLASMAY SRANULOS GRANULOS
SIN BIOTINA {CONEJO) 1:40. GRANULOS ESCASA ABUNDANTE ABUNDANTE
1:400 1:100 (Fig. 17-1:100) (ig. 18-1:100) (Fig. 21-1:100)
1:200 {IFig. 19-1:200) (Fig. 20-1:200)
CONTROL 1gG -- GAR
SIN BIOTINA it 1:40, NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
fit ANTILECTINA STREPTAVIDINA
MONQCLONAL (RATON) ORO 20nm NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
CON BIOTINA 1:120 1:80
v ANTILECTINA STREPTAVIDINA
POLICLONAL (CONEJO) QRO 20nm NEGATIVO ES CASA (Fig.22) ESCASA (Fig.23)
CON BIOTINA 1:120. 1:80. EN GRANULOS
v STREPTAVIDINA
CONTROL | - ORO 20nm NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
CON BIOTINA 1:80

TABLA lll. Resultados de la localizacién de la lectina en los hemocitos del lancostino Macrobrachium rosenbergii. El
resultado mas satisfactorio se observé en la dilucion 1:200 de! anticuerpo policlonal sin bictina. Por este.
procedimiento se logrd conservar caracteristicas estructurales de las celulas, a pesar de haberse aplicado una

fijacién suave se observan: el ntcleo, cisterna perinuclear, mitocondrias y granulos de diferentes tamario. (Figs. 17
a 23)



FIG. 17. Localizacion de la lectina en hemocito pequefio ovoide del langosting
Macrobrachium rosenbergii. Se utilizaron anticuerpos antilectina sin biotina en
dilucion 1:100 y como segundo anticuerpo Gar 1:40 marcado con oro coloidal de
415 nm. La lectina se encuentra preferentemente en granulos y hacia la membrana
citopldsmica. En estos hemocitos la marca ( L ) es menor que en los otros dos
tipos de hemaocitos por o que se deduce que la lectina se encuentra presente en
menor cantidad. También se puede observar que la ultraestructura se conservo
pastante bien a pesar de la fijacion suave, por lo que podemos distinguir el nucleo
(N), cromatina (CR), cisterna perinuclear (CP). citoplasma ( C ) y granulos
citoplasmicos ( G ). A) 40,000X y B) 60,000X.
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FIG. 18. Inmunolocalizacion de la lectina en hemocitos fusiformes del langostino
M. rosenbergii. Se aprecia que la marca (L) es mucho mas abundante que en los
hemocitos pequefios, la conservacion de la ultraestructura es aceptable. La
preferencia de la marca es en los granulos citopidsmicos y hacia la membrana. Se
utilizaron anticuerpos antilectina sin biotina 1:100 y GAR 1:40 de 15 nm. La o
fijacidon fue suave y se contrastd con uranilo-plomo. Se aprecia el nucleo (N),
cromatina (CR), cisterna perinuclear (CP), granulos citoplasmicos (G) vy

mitocondrias (M). 36,000X.
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FIG. 19. Localizacion de la lectina (L) en células fusiformes del M. rosenbergii. En
esta fotografia apreciamos las caracteristicas muy similares a las de la Fig. 18. La
diferencia radica en que la dilucién del anticuerpo antilectina es de 1:200 y resulto
ser mas adecuada. Podemos observar el ndcleo (N), la cisterna perinuclear (CP),
la cromatina (CR) y los grénulos citoplasmicos (G) de diferentes formas. 31,250X.




FIG.19




FIG. 20. Localizacion de la lectina (L) en el hemocito grande granular de M.
rosenbergii, La conservacion de la ultraestructura presenta las caracteristicas
como en las otras células tratadas para inmunolocalizacion. La dilucion del
anticuerpo antilectina es de 1:200 y el GAR de 1:40. La marca se aprecia en
granulos y hacia la membrana citoplasmica. Se observa el nucleo (N), cisterna
perinuclear (CP), cromatira (CR) y granulos citoplasmicos (G) de diferentes
formas. 31,250X.
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FIG. 21. Pseuddpodo de un hemocito grande granular del langostino M.
rosenbergii. Observamos que la marca (L) es abundante, en granulos y hacia la
membrana citoplasmica. Los anticuerpos aplicados fueron antilectina 1:100 y
GAR 1:40. Se observan granulos citoplasmicos (G) de diferentes tamanos.

64,000X.
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FIG. 22 Hemocito fusiforme y 23 hemocito grande granular. Localizaciéon de la
lectina (L) utilizando anticuerpos antilectina marcados con biotina. Para localizar
el primer anticuerpo se aplico un complejo streptoavidina oro 20 nm. El marcaje
(L) es escaso debido probablemente a la dilucion de los anticuerpos, sin embargo
ia marca se encontré presente principalmente en 10s granulos citoplasmicos. La
conservacién de la ultraestructura muestra el nucleo (N), la cromatina (CR), la
cisterna perinuclear (CP) y en el citoplasma se encuentran mitocondrias (M) vy
granulos {G) de diferentes formas. El contraste se llevo a cabo con acetato de

uranilo y citrato de plomo. 22) 44,000X y 23) 26,250X.
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Vii: DISCUSION -

La clasificacion de los hemocitos circulantes en los invertebrados resulta
dificil porque cada especie posee grupos celulares con caracteristicas particulares,
por esta razon, consideramos importante  establecer las caracteristicas
morfolégicas de los hemocitos del langostino Macrobrachium rasenbergii, como un
organismo representativo de los crustaceos de agua dulce. En los invertebrados y
particularmente en os decapodos, los hemacitos se han rlacificadn can hzee on iz
presencia 0 ausencia de granulos (12, 35, 45), clasificandose: en hemocitos
granulares y hemocitos no granulares, también l;amados hialinos.

En este trabajo identificamos las tres poblaciones principales de hemocitos
en la hemolinfa del langostino. Esta clasificacién fue factible debido a que los
procesos que se establecieron para la obtencion y fijacion de las células nos
permitieron conservar las caracteristicas celulares. Nuestros resultados nos
permitieron confirmar también la propuesta previa a 1a clasificacion de estas células
en tres grupos principales: 108 pequefios ovoides, 10s fusiformes y los grandes
granulares (37, 38).

Para la clasificacion de los hemocitos del langostino fueron considerados
algunos de los aspectos que s han estimado en los invertebrados (12, 35), los
cuales se basan en la presencia o ausencia de granulos. Los hemocitos fusiformes
identificados en el langostino comparten las caracteristicas con las células hialinas
de la langosta roja Panulirus interruptus (12), para el camardn tigre Penaeus

japonicus, se emplea el término "hemocitos indiferenciados” por no tener las



caracteristicas bien definidas e incluso presentar escasos granulos citoplasmicos,
los cuales también son identificados en M. rosenbergii (46).

Por la variabilidad que existe tanto en el tamano como en el numero de
granulos en los hemocitos granulares de los crustaceos (44), se ha propuesto la
hipotesis de la existencia en una sola linea celular, que comprende desde células
agranulares a ceélulas con granulos grandes, y por lo tanto, sus caracteristicas
morfologicas dependen del estado de maduracion celular. Esta propuesta es
adecuada en el tipo de hemocitos grandes granulares del lanansatino A4
rosenbergii, que presentan caracteristicas que permiten suponer que se encuentran
en diferentes estadios de maduracién. Asi se ha identificado que estos hemocitos
poseen caracteristicas que han permitido subdividir a esta poblacion en dos
subtipos: el subtipo |, que son de menor tamafio y con menor nimero de granulos
que los del subtipo il, los cuales contienen un gran numero de granulos
pleomorficos y electrodensos {37).

La poblacidn celular de hemocitos fusiformes, se ha considerado en algunas
especies como celulas indiferenciadas, por tratarse de células pequefias que
carecen de organelos citoplasmaticos. Otros grupos celulares semejantes han sido
identificados en el camardn tigre Penaeus japonicus, aunque en esta especie
dichas células parecen tener actividad fagocitica (46).

Mediante microscopia electrénica de transmision, se determind por
inmunolocalizacién la presencia de lectina, tanto en la membrana de los hemocitos
como en los granulos presentes en los tres tipos de células: hemocitos pequenos

redondos, hemocitos fusiformes y en los grandes granulares.




La presencia de lectina en los granulos, ha sugerido que el inducir la
degranulacion de los hemocitos, se logra la liberacion de proteinas con actividad
aglutinante (43). Por fluorescencia se ha detectado la presencia de lectina en
membrana y citoplasma de granulocitos en insectos (53). Estudios realizados en
hemocitos granulares del gusano de la remolacha Spodoptera exigua (52) y en
ixodes ricinus (Acari: Chelicerata) (42), coinciden con nuestros resultados en la
localizacion de la lectina en los granulos y la membrana celular. Sin embargo,
también identificamos la presencia de la lartina en lne hamacitne nogucico
ovoides pero con un marcaje menor en comparacion con los hemocitos fusiformes y
los grandes granulareg, por lo cual se puede sugerir que en cada tipo de hemocito
la lectina podria tener una actividad diferente.

Los estudios por hemaglutinacion e inmunofluorescencia realizados en la
ostra Crassostrea virginica (49 y 50) y en el mejillon Mytilus edulis (51) se detectd a
la lectina en los hemocitos por medio de anticuerpos elaborados contra la lectina
sérica. Resultados similares obtuvimos en ia localizacion de la lectina realizada en
los hemocitos del laigostino M. rosenbergii, por lo cual podemos deducir que existe
una relacion entre la lectina sérica y la lectina que se encuentra presente en la
membrana y en los granulos citoplasmicos de estas células. En los ensaycs
comparativos mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales y policlonales
anti-lectina sérica, se logro identificar que el anticuerpo policlonal define una clara
interaccion con la lectina de la membrana celular y los granulos de los hemocitos,
esto nos sugiere que el epitope reconocido por el anticuerpo monoclonal es mas

especifico y que se puede encontrar de manera menos accesible en la célula que




cuando la lectina se encuentra en la circulacion.

La presencia de la lectina en estudios previos de citoguimica realizados por
microscopia optica, sugieren que ios hemocitos granulares presentan una mayor
capacidad para ser reconocidos por los anticuerpos contra ia lectina sérica. Esto
resulta de gran interés debido a que las células poseen actividad fagocitica (37),
sin embargo de acuerdo a los resultados de inmunolocalizacidon se aprecia, que la

lectina se encuentra también en la membrana en estos grupos celulares, aunque
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marcador fenotipico de una poblacion celular; por lo_tanto, al identificar que es en
los granulos donde se encuentran un mayor marcaje de lectina ic que sugiere que
los diferentes grupos celulares secretan a esta proteina, posiblemente como una
respuesta a la presencia de agentes patégenos.

La utilizacion de anticuerpos primarios monoclonales y policlonales con y sin
marca de biotina especificamente contra 1a lectina, favoreci6 la realizacion de este
estudio. Los resultados en general son satisfactorios ya que logramos identificar la
ultraestructura de los diferentes tipos hemocitos estudiados y, se comprobo 1a
presencia de lectina en las células de la hemolinfa de el langostino.

Consideramos que para la clasificacion de los hemocitos es necesario
_ relac_ionar los factores fisiologicos de cada especie de invertebrados, como por
ejem;;)lo, el estadio de desarrollo y el grado de maduraciéon gonadica (13), o bien
buscar marcadores fenotipicos que nos permitan tener parametros acerca de las
caracteristicas propias de cada grupo celular para identificar su funcion.

Esta claro que este es un campo abierto para futuras investigaciones, en




particular la importancia del langostino con respecto a la resistencia a
enfermedades, considerando su relevaricia econdmica y nutricional. Otro aspecto
relevante es la utilizacion de las lectinas de este tipo de estudios, asi cOmMO su

aplicacion como un reactivo biologico de importancia en ia medicina y en la

biclogia.




VIl CONCLUSIONES

- Se logré identificar los tres grupos celulares presentes en la hemolinfa del
langostino Macrobrachium rosenbergii con la metodologia empleada, asi como una
adecuada conservacion a nivel ultraestructural, lo cual es de utilidad para tener ia
referencia de las células en el estudio de inmunolocalizacion.

- Se comprobd que la lectina se encuentra presente en los tres tipos de
hemocitos, tanto en granulos como en membrana citoplasmica, encontrandose en
menor cantidad en los hemocitos pequeios ovoides, mas abundante en los
fusiformes, y en los grandes granulares, lo que permite sugerir que cada grupo
celular tiene diferente funcion.

- El resultado mas aceptable en la utilizacion de los anticuerpos para la
localizacién de la lectina fue el policlonal antilectina sin biotina en dilucién 1:200.

- Al encontrarse la lectina presente en los hemocitos, existe la posibilidad de

que la sintesis de esta proteina se [leve a cabo en los hemocitos circulantes los
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" De acuerdo a los paréametros que se han utilizado para clasificar los
diferentes tipos de hemocitos en los invertebrados, se sugiere investigar las
) carac;teristicas particulares de cada grupo celular como son marcadores fenotipicos
y actividad t;i}blégica.

Se puede considerar 'que la lectina sérica tiene una estrecha relaciéon con la

lectina presente en los grénulos y membrana citoplasmica de los hemocitos.
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IX APENDICE. PREPARACION DE SOLUCIONES
1.1 Jeringa de 5 ml. con aguja ultrafina 21 x32 mm.
1.2 Mezcla anticoagulante-fijador para ultraestructura.
2 mi. anticoagulante de citrato de sodio 3.8% en solucion salina 0.9%, pHS
2 ml. fijador.- glutaraldehido al 1.5% (1.8 ml. de solucion al 70% de
glutaraldehido) en 10 mi de PBS

1.3 PBS. Buffer de fosfatos, pH 7.3, en 500 ml. de agua desionizada.

- NaCl 2.92 qr.
- KH,PO4 0.68 gr.
- Na,HPQ4.12H,0 --— 9.00 gr.

| 4 Tetradxido de Osmio: 1 gr en 50 ml. de agua desionizada, para hacer una
dilucion
final al 1%.

| 5 Deshidratacion. Alcohol etanol al 100%.

30% -----— 70 ml. de agua desionizada - 30 ml. alcohol
50% --— 50 ml. de agua desionizada - 50 mi. alcohol
70% —---- 30 ml. de agua desionizada - 70 ml. alcohol
80% -——- 20 ml. de agua desionizada - 80 ml. alcohol
968% —----- 4 ml. de agua desionizada - 96 ml. alcchol

1.6 Acetato de uranilo 3%.
300 mg. de acetato de uranito en 10 ml. de agua desionizada.
|.7 Citrato de plomo 0.3%.

30 mg de Citrato de plomo en 10 ml. de agua desionizada.
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|.8 Anticoagulante-Fijador.

2 ml. Anticoagulante de citrato de sodio 3.8% en solucion salina 0.9%.

2 ml. Mezcla de fijador. Paraformaldehido al 4% - Glutaraldehido 0.25%.

En 10 ml. de PBS se disuelve por calentamiento (sin hervir) 0.4 gr. de
paraformaldehido, se deja enfriar y posteriormente se afiaden 0.0357 ml. de

glutaraldehido. Para la extraccion de la hemolinfa se preparé el paraformaldehfdo

4 . .
1 O6s . al mlidmemlAdabliAdA Al OV EGL via mita em reanliza ina ealiintAn Aran al
Al w oy , Sl vlvlul Nl B Sl B Yl W N 1 ol Nt AN Ju \1HU T Ve et B aa - oy wey e e - -

anticoagulante.
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