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RESUMEN

México es uno de los principales productores de camardn a nivel mundial, siendo el
camaron blanco (Litopenaeus vannamei) la especie con los mejores rendimientos; sin embargo, ha
habido descensos en la produccidon por la aparicion de diversas enfermedades, lo cual despierta el
interés por investigar lainmunologia del camaron. Se ha demostrado que la respuesta inmune puede
ser activada utilizando lisados de patégenos o sus componentes estructurales, como el
lipopolisacéarido (LPS) de las bacterias Gram negativas. Una de las vias de respuesta méas
importantes es la melanizacién, la cual requiere la activacion de serin proteinasas (SP) que
finalmente activan la enzima fenoloxidasa. Del mismo, modo se expresan inhibidores que controlan
la cascada de SP, ya que pueden generar intermedios citotoxicos y dafio celular. En este trabajo se
busca cuantificar la expresion de SP y de sus inhibidores cuando se inocula LPS y Vibrio
parahemolyticus en L. vannamei. Primeramente, se realizd una busqueda y seleccion de los
oligonucleodtidos de los genes de SP e inhibidores. Con el fin de observar el cambio en los niveles
de expresion en los genes, se realizd un bioensayo con camarones de peso entre 12 — 14 g usando
como tratamientos LPS, V. parahaemolyticus y un control. Se hicieron extracciones de hemolinfa
alas 0, 1.5, 3, 6, 12, 24 y 48 horas post inoculacion (hpi); posteriormente, se realizo la extraccion
de ARN, y se llevd a cabo la sintesis del cDNA. La cinética de expresion se determin6 por PCR
tiempo real. Se seleccionaron primers para medir la expresion relativa de las SP PPAE y PPAF, y
los inhibidores SERPIN (SERine Proteinase INhibitor) y KPI (Kazal Proteinase Inhibitors). Se
utilizé como gen de referencia -Actina. EI gen PPAE aumentd su expresion a las 24 hpi, PPAF a
las 12, 24 y 48 hpi, el inhibidor SERPIN a las 12 y 24 hpi, mientras que el inhibidor KPI a las 24
y 48 hpi. Con los resultados obtenidos se puede sugerir que los genes estudiados podrian tener su
funcién en la etapa tardia de la infeccion y la posible participacion de otras SP e inhibidores en la

etapa temprana de la infeccion. La expresion fue similar en ambos tratamientos.

Palabras clave: Expresion génica, inhibidores, Litopenaeus vannamei, serin proteinasas, sistema

profenoloxidasa.

11



ABSTRACT

Worldwide, Mexico is one of the largest producers of white shrimp (Litopenaeus
vannamei), the species with the best performance. However, production is frequently affected by
diseases. The use of antibiotics in open systems is not effective and has a high impact on the
ecosystem. For this reason, knowledge and manipulation of the immune system have been
considered as a suitable alternative. The immune response of invertebrates can be activated using
cell lysates or structural components of their bacterial cell wall, such as lipopolysaccharide (LPS).
The prophenoloxidase activation system, which produces phenoloxidase (PO), is an essential
response pathway in the immune response of shrimp, where several serine proteinases (SP)
participate. PO is the enzyme responsible for melanization, and other cytotoxic compounds that
help eliminate the pathogen are produced during the process. However, to avoid tissue damage, SP
must be efficiently controlled by inhibitors. The main objective of this work was to observe the
expression profiles of SP and its inhibitors after inoculating a complete bacterium (Vibrio
parahaemolyticus) and LPS to shrimp. A bioassay was performed with organisms between 12-14
g, using LPS, V. parahaemolyticus, and control as treatments. For each treatment, 6 organisms
were placed in 20 L aquariums. Hemolymph samples were collected at 0, 1.5, 3, 6, 12, 24, and 48
h post-inoculation (hpi), from which the RNA was purified and synthesized the cDNA. Expression
levels were determined by gPCR. First, the primers for the proteases PPAE and PPAF, and the
inhibitors SERPIN (SERin proteinase inhibitor) and KPI (Kazal proteinase inhibitors) were
selected. B-actin was used as the reference gene. PPAE showed an increase in expression at 24 hpi,
and PPAF showed the increase at 12, 24, and 48 hpi, while the inhibitor SERPIN showed an
increase in expression at 12 and 24 hpi and KPI at 24 and 48 hpi. These results suggest that these
genes are activated in the late stage of the immune response. However, no difference was observed

in the expression pattern when using the whole bacterium or only the surface component, LPS.

Key words: gene expression, inhibitors, Litopenaeus vannamei, serine proteinase,

prophenoloxidase system.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura es una de las mas importantes alternativas para atender la creciente demanda
de alimentos y se ha convertido en el sector de mayor crecimiento en el mundo. EI camarén blanco
(L. vannamei) es la especie mas cultivada en el pais, debido a que produce los mejores rendimientos
de crecimiento y tiene buena tolerancia a las condiciones ambientales. Esta especie se distribuye
de la costa oriental del Océano Pacifico, desde Sonora, México, hasta Tumbes en Per(, en aguas
con temperatura generalmente superiores a 20 °C durante todo el afio. Estos organismos toleran
salinidades de 2 a 40 unidades practicas de salinidad (ups), con un éptimo de 35 ups (Briggs, 2019).
El cultivo de camaron en México tiene ganancias de aproximadamente 711 millones de dolares
anualmente (Esparza-Leal et al., 2012) y ha posicionado al pais como uno de los principales
exportadores de camardn a los Estados Unidos, superando los 350 millones de ddlares, que
representa el 42% de las exportaciones de productos marinos (Muniesa et al., 2017). El cultivo
camaronicola se realiza principalmente en los estados del Noroeste de México, donde la actividad
registra la mayor produccion; tan sélo en 2008 rebaso el 60% de la produccién nacional total de
camaron, pesquera y acuicola. Solamente en el estado de Sonora se produjeron aproximadamente
65,000 toneladas en el afio 2018 (SAGARHPA, 2017).

A pesar de su crecimiento, factores bidticos como las enfermedades se han convertido en un
problema que afecta el desarrollo de la acuicultura del camaron (Flegel, 2019). Perdidas de cultivo
de camaron son provocadas por bacterias, principalmente del género Vibrio, que pueden ocasionar
infecciones severas (Santiago et al., 2009). Tanto en 2010 como en 2011, la produccion de camaron
del Estado de Sonora report6 descensos del 39.3% y del 50% respectivamente, en proporcion al
afio 2009, donde la produccidn fue de 81,422.8 toneladas. Este declive se debid a la presencia del
virus de la mancha blanca (WSSV) y de enfermedades bacterianas como la necrosis aguda
hepatopancreatica (INAPESCA, 2018).

La necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND, Acute hepatopancreatic necrosis disease) es una
enfermedad provocada por una cepa patogénica de V. parahaemolyticus (Mejias et al., 2017), la
cual coloniza el estbmago de los camarones y libera dos toxinas con capacidad proteolitica
llamadas Pir A y Pir B. Estas toxinas se acumulan y afectan el hepatopancreas, ocasionando

desprendimientos celulares masivos acompariados de necrosis (Han et al., 2015). La AHPND
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puede causar grandes pérdidas a la industria; como la ocasionada en los estados mexicanos de
Nayarit, Sinaloa y Sonora, en 2013, donde la produccién tuvo una caida del 65% (Nunan et al.,
2014).

En general, Vibrio es el género bacteriano méas cominmente asociado a las infecciones en camaron
y, como ha sido reportado, la causa de pérdidas econémicas abundantes en diversos paises. Estas
bacterias pueden afectar al camardn en todas las fases de desarrollo cuando las condiciones de
manejo y la calidad del agua de cultivo son inapropiados. La infeccion afecta sus propiedades
organolépticas, y llega a causar una mortalidad del 100% transcurridas las 24 horas desde el inicio
del brote infeccioso. Vibrio parahaemolyticus es, posiblemente, una de las especies bacterianas
que mas afecta al camaron (Suarez et al., 2015).

Como respuesta a este problema los antibidticos han resultado ser poco eficaces, ya que deben
usarse en grandes cantidades porque su eficacia se ve comprometida por factores ambientales como
radiacion solar, salinidad y pH. El uso indiscriminado de antibioticos favorece la generacion de
bacterias resistentes y la eliminacion de bacterias benéficas, limitando su competencia con
microorganismos patogenos y generando efectos adversos sobre el medio ambiente (Su et al.,
2011); por lo que, se ha buscado tener un mejor conocimiento del sistema inmune del camaron para
encontrar mejores alternativas para el control de las enfermedades en los cultivos. Aunque los
primeros reportes del sistema inmune del camardn inician en los 90’s, el actual impacto que tienen
las enfermedades en el cultivo del camarén marino ha intensificado las investigaciones sobre la
inmunologia del mismo (Hou et al., 2013, Maralit et al., 2018, Qiu et al., 2014, Xu et al., 2014,
Zeng et al., 2013, Zhan et al., 2015).

Como respuesta a este problema los antibidticos han resultado ser poco eficaces, ya que deben
usarse en grandes cantidades porque su eficacia se ve comprometida por factores ambientales como
radiacion solar, salinidad y pH. El uso indiscriminado de antibioticos favorece la generacion de
bacterias resistentes y la eliminacion de bacterias benéficas, limitando su competencia con
microorganismos patogenos y generando efectos adversos sobre el medio ambiente (Su et al.,
2011).

El estudio del sistema inmunoldgico se destaca como una fuente de conocimiento de gran
importancia para conocer de manera mas profunda los mecanismos de activacién y componentes
del sistema inmune. Ademas, ayuda a determinar el grado de susceptibilidad y resistencia del

animal a microorganismos patégenos (Flegel, 2019).
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Para combatir patégenos invasores, los invertebrados cuentan con respuestas celulares y humorales
innatas. Se ha visto que estas pueden ser activadas por inmunoestimulantes que provienen de
lisados de patdgenos o sus componentes estructurales (PAMPs, Pathogen associated molecular
patterns) como [-glucano, peptidoglicano (PGN) y LPS (Apines-Amar et al., 2015). El
reconocimiento se realiza a través de proteinas llamadas receptores de reconocimiento de patrones
(PRR, Pattern recognition receptor). La activacion de esta respuesta implica la produccion de
proteinas inmunes como los péptidos antimicrobianos (AMP), asi como las proteinasas y sus
inhibidores que estan asociados a la cascada de coagulacién y melanizacion (Smith et al., 2015,
Tassanakajon et al., 2018, Tassanakajon et al., 2013).

Una de las principales respuestas inmunes es el sistema de activacion de la profenoloxidasa (proPO:
pro Phenol Oxidase) en donde, despues del reconocimiento de los PAMPs como el LPS por parte
de los PRRs, varias SP generan la activacion final de la enzima fenoloxidasa (PO: Phenol Oxidase),
la cual es responsable de la oxidacion de fenoles para la sintesis de melanina (Tassanakajon et al.,
2018) y produccion de radicales libres de oxigeno (ROS, Reactive oxygen species). Debido a que
se generan proteinasas activas y ROS capaces de dafar tanto a los patégenos como al tejido del
hospedador, este proceso debe estar estrictamente regulado (Tang, 2009). Por lo tanto, inhibidores
de SP, como SERPIN y KPI, tienen un papel vital en el control de los pasos de proteolisis del
sistema proPO (Jearaphunt et al., 2015).

La inoculacion de LPS provoca la activacion de la PO y del sistema inmune de L. vannamei (Chen
etal., 2016, Chen et al., 2014, Xian et al., 2009) y de Penaeus monodon, donde también se observo
un aumento significativo de la produccién de ROS (Xian et al. 2016). Ademas, en algunas
investigaciones se ha observado que la inoculacion de LPS en L. vannamei, aumentd la expresion
de los genes antibacterianos como proPO, ALF (anti-lipopolysacchride factor), Toll e Imd. Estos
estudios han demostrado que el LPS de bacterias Gram negativas es capaz de activar varios
componentes de la respuesta inmune en peneidos. Sin embargo, la variacion de la expresion de SP
y sus inhibidores no ha sido estudiada en L. vannamei. En este trabajo se busca evaluar las
diferencias en la expresién de SP y sus inhibidores después de la inoculacion con LPS o V.

parahaemolyticus en camaron blanco.
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2. ANTECEDENTES

En organismos invertebrados el sistema inmune innato se encarga del reconocimiento y
eliminacion de componentes extrafios dentro del hospedero como virus, bacterias y hongos. En el
camaron se ha demostrado que la respuesta inmune inicia por el reconocimiento de los PAMPS,
por parte de los PRRs (Li et al., 2013).

2.1. Mecanismo de Reconocimiento

Los PAMPs se encuentran en la pared celular de los microbios y son esenciales para su
supervivencia. Estos suelen ser polisacaridos y glicoproteinas, como el LPS de las bacterias Gram
negativas, el PGN de las bacterias Gram positivas, y glucanos de células fungicas (Jensen et al.,
2012). El reconocimiento de los PAMPs por parte de los PRRs conduce a la activacion del sistema
inmune innato a través de la liberacion de componentes humorales y celulares mediados por los
hemocitos circulantes (Tassanakajon et al., 2013).

En invertebrados, se han descrito varios grupos de PRR; por ejemplo, en el camaron hay proteinas
de unién a B-1,3-glucano y lipopolisacaridos (LGBP, Lipopolysaccharide and B-1,3- glucan
binding protein), y lectinas de tipo C. La union de LPS o B-1,3 glucano a LGBP, conduce a la
expresion de AMP, activacion del sistema proPO vy proteinas inmunes para la defensa contra la
infeccion (Romo-Figueroa et al., 2004, Tassanakajon et al., 2018, Vargas-Albores et al., 1997,
Vargas-Albores et al., 2000).

2.2. Respuesta Inmune Celular

Hay tres tipos de hemocitos en los camarones que son hemocitos hialinos, semigranulares (HSG)

o de granulos pequefios y granulares o de granulos grandes (HG) (Johansson et al., 2000).
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Los hemocitos estan involucradas en las respuestas celulares, incluyendo la apoptosis, la

fagocitosis, la formacion de nédulos y la encapsulacion de agentes extrafios (Xu et al., 2014).

2.2.1. Fagocitosis

La fagocitosis es un proceso empleado por las células para ingerir microparticulas, incluidos los
patdégenos microbianos y los desechos celulares de las células apoptéticas y necroticas. El proceso
comienza con el reconocimiento a través de receptores que dan inicio a una cascada de sefializacion
que promueve la fagocitosis, remodelando los lipidos en la membrana celular y el citoesqueleto de
actina para extender la membrana celular alrededor de la particula (Freeman et al., 2014). Los
receptores fagociticos también se involucran en un orden secuencial para completar la formacion
del fagosoma (Ostrowski et al., 2016). Una vez que la particula es llevada al interior del fagosoma
temprano, esta vacuola se fusiona con otras vesiculas para formar un fagosoma intermediario
(Guido et al., 2015). La formacion de un fagosoma intermediario es un proceso que implica la
fusion de vesiculas endociticas y la fusion de vesiculas secretoras, lo que da como resultado la
remodelacion de la membrana y la acidificacion progresiva del fagosoma. Al fusionarse con los
lisosomas y cambiar su membrana y las caracteristicas interiores, el fagosoma intermediario se
convierte en una vacuola microbicida, el fagolisosoma a través de un proceso denominado
“maduracion del fagolisosoma”. Posteriormente, con el medio acido e hidrolitico, los patdgenos

fagocitados son destruidos por el pH bajo, hidrdlisis y radicales libres (Levin et al., 2016).

2.2.2. Apoptosis

La apoptosis es un mecanismo fisioldgico responsable de eliminar células anormales, dafiadas y/o
innecesarias (Kurokawa et al., 2009). Durante el desarrollo, las células mueren de forma
programada mediante la apoptosis, con el fin de regular la forma y funcion de los tejidos u 6rganos.

Los principales ejecutores de la apoptosis son miembros de la familia de cistein proteinasas,
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conocidas como caspasas, que escinden las proteinas entre los residuos de cisteina y acido aspéartico
(Nirmala et al., 2020).

Intracelularmente, los factores de estrés inducen la apoptosis. Las mitocondrias son mediadores
vitales de muchos programas apoptoticos mediante los cuales los estimulantes toxicos, el
agotamiento del factor de crecimiento, el dafio del ADN y ROS interrumpen el transporte de
electrones, la produccion de ATP y la permeabilidad mitocondrial, lo que finalmente provoca la
liberacion de proteinas de sefializacion de la muerte celular en el citosol (Tait et al., 2010). La
apoptosis es considerada una respuesta celular inmune innata para limitar la replicacion viral y

eliminar la infeccion viral del organismo (Xu et al., 2014).

2.2.3. Encapsulacion

La encapsulacion es un tipo de respuesta multicelular con la funcién de eliminar particulas o
agentes extrafios en el organismo, que no pueden ser destruidos por los mecanismos humorales.
(Soderhéll et al., 1992). La encapsulacion se refiere a la union de hemocitos a objetivos mas
grandes, como parasitos, protozoos y nematodos. Después de unirse a su objetivo, los hemocitos
forman una capsula multicapa alrededor del invasor, que finalmente se acomparia de melanizacion.
Dentro de la capsula, el invasor muere por los radicales libres citotoxicos ROS y RNS (Reactive

nitrogen species) producidos localmente, o por asfixia (Satyavathi et al., 2014).

2.2.4. Nodulacion

En los nédulos los agentes extrafios son aprisionados por varias capas de hemocitos, formando
pequefias capsulas desde las cuales ciertos hemocitos se desprenden y se filtran en la masa
bacteriana intentando fagocitarla. El evento de nodulacion requiere moléculas de reconocimiento
que interactlen tanto con los hemocitos como con los microorganismos invasores. Tras la

infeccion, los hemocitos muestran un cambio en la morfologia y el comportamiento,
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transforméndose, de células que circulan libremente a células adherentes que tienden a formar
agregados. El resultado final es la formacion del nodulo donde los microorganismos quedan
atrapados por varias capas de hemocitos y es melanizado, debido a una elevada actividad de la PO
(Satyavathi et al., 2014, Sideri et al., 2008).

2.3. Respuesta Inmune Humoral

Las respuestas humorales estan mediadas por macromoléculas que son secretadas en la hemolinfa.
Estas respuestas estdn conformadas por la sintesis de varias proteinas, incluyendo AMPs
circulantes (Flegel et al., 2011), pero también enzimas involucradas en cascadas como el sistema

de activacion de proPO y el de coagulacion de la hemolinfa del camaroén .

2.3.1. Péptidos Antimicrobianos

Los AMPs, son productos de la respuesta inmune y desempefian funciones importantes en la
eliminacion directa los patdgenos infectados (Bachere, 2003). Conforman un grupo diverso de
moléculas efectoras que son utilizadas para prevenir o combatir una infeccion microbiana. La
actividad de los AMP inicia en la membrana citoplasmatica de los patdgenos siendo esta su via de
entrada. Estos pueden ser expresados de forma constitutiva o de forma inducida, y proveen medios
de defensas rapidos y efectivos. En la mayoria de los casos estos péptidos son expresados y
liberados rapidamente en el caso de una infeccion. Algunos de los principales efectores son las

peneidinas, crustinas y ALFs (Tassanakajon et al., 2013).

2.3.2. Cascada de Coagulacion

La coagulacién de la hemolinfa también ha sido considerada parte del sistema de defensa de los
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crustaceos, ya que previene la fuga de hemolinfa de los sitios de lesidn y la diseminacion de agentes
invasores por todo el cuerpo. Se ha demostrado que la polimerizacion de proteinas coagulables por
las transglutaminasas constituye la coagulacion de la hemolinfa en crustdceos (Montafio-Pérez et
al., 1999). Las transglutaminasas promueven la reticulacion de coagulina con antigenos de
superficie de hemocitos llamados proxinas y puede facilitar la formacién de una barrera fisiolégica
para los patdgenos invasores (Liu et al., 2007).

2.3.3. Sistema Profenoloxidasa

La compleja cascada de melanizacion requiere la combinacion de hemocitos circulantes y varias
proteinas asociadas del sistema de activacion de la proPO. Es uno de los sistemas de defensa mas
potentes en los invertebrados y es responsable de la cicatrizacion de heridas, el atrapamiento de
parasitos y la eliminacién de microbios (Tassanakajon et al., 2018). Esta cascada desempefia un
papel importante como un sistema de reconocimiento de lo no propio, que participa en las
respuestas inmunes innatas mediante el acompariamiento de las respuestas celulares a través de la
atraccion de hemocitos e induciendo la fagocitosis, la melanizacion, la produccién de reactantes
citotoxicos, la encapsulacion de particulas y la formacion de nédulos (Amparyup et al., 20133,
Vargas-Albores, 1995).

La activacion del sistema proPO requiere identificacion microbiana, seguida de la activacion de
una cascada de serin proteinasas de dominio clip (clip-SP). En esta cascada, la enzima activadora
de proPO (PPAE) funciona como una proteinasa terminal que especificamente escinde y activa el
zimogeno proPO para generar PO. La enzima PO activa oxida los fenoles a quinonas para la
produccion de melanina y otros intermedios citotdxicos para encapsular y eliminar patégenos
invasores (Sangsuriya et al., 2016).

La melanina es un pigmento marron oscuro con propiedades antibacterianas que inhiben antigenos.
Este pigmento es depositado en el area de infeccion provocado por el patégeno, alrededor de la
encapsulacion y en los nddulos. Durante la activacion del sistema proPO, los intermedios reactivos
subsiguientes, como las sustancias de tipo quinona, ROS o0 RNS, que poseen actividad citotoxica

hacia los microorganismos, se producen y restringen la invasion de patégenos microbianos en la
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cavidad del cuerpo del huésped y ayudan en la curacion de heridas (Amparyup et al., 2013a).

Se denominan proteinasas activadoras de profenoloxidasa o PPAE a las proteinasas tipo serina que
catalizan la protedlisis de proPO a PO activa. Existen mecanismos de control para la regulacion de
la PPAE, los cuales son inhibidores de SP (Wang et al., 2004).

2.4. Proteinasas e Inhibidores de Proteinasas

Las proteinasas y sus inhibidores estan presentes en todos los organismos vivos y desempefian
funciones cruciales en diversos procesos bioldgicos y fisiologicos. En los camarones, se han
reportado como parte del sistema inmunoldgico (Amparyup et al., 2013b), donde participan en
varias cascadas proteoliticas clave del sistema inmunitario innato, cumpliendo funciones
relacionadas con la apoptosis, la coagulacion y la melanizacién (Amparyup et al., 2013a).

Los inhibidores de proteinasas, por otro lado, regulan con precision el sistema proPO para evitar la
activacion excesiva de la cascada, evitando asi el dafo consiguiente al tejido del huésped, ya que
las quinonas y otros intermedios reactivos producidos por las reacciones de melanizacién son
citotoxicos y nocivos para las células huésped (Sangsuriya et al., 2016). Ademas, dichos
inhibidores también intervienen en la inhibicién y eliminacion de las proteinasas de los

microorganismaos invasores.

2.4.1. Serin Proteinasas

Las SP reciben este nombre ya que tienen un aminoacido serina (Ser) en el sitio activo que es el
que comienza el proceso de catalisis y se caracterizan por la presencia de una triada catalitica
caracteristica (Ser, His, Asp) (Amparyup et al., 2013a). Estas proteinasas presentan diversas
funciones fisiologicas como la digestion, coagulacidén sanguinea, desarrollo embrionario y la
inmunidad (Amparyup et al., 2010).

Una de las principales vias donde ejercen accion las proteinasas e inhibidores en los camarones es
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en el sistema proPO. La activacion de la cascada proPO requiere de pasos proteoliticos de las SP.
Estas enzimas generalmente se sintetizan como zimdgenos y se almacenan en vesiculas o granulos
a partir de los cuales se liberan y se convierten en una enzima activa por escision proteolitica. A
través de estas interacciones proteina - proteina especificas, zimogenos de SP pueden formar una
ruta de cascada en la que una proteinasa anterior activa el zimdgeno siguiente para llevar a cabo
una reaccion (Charoensapsri et al., 2011, Gettins, 2002).

Las Clip-SP pertenecen a la familia SP, se sintetizan como zimdgenos inactivos que consisten en
un dominio de clip N terminal y un dominio de SP catalitico C terminal. Los dominios de clips, de
30-65 residuos de largo, incluyen seis residuos de cisteina altamente conservados que forman tres
enlaces disulfuro y estan conectados al dominio SP por un enlace disulfuro despues de la activacion
proteolitica (Jang et al., 2008). También se han descritos los Clip-SP homologos (Clip-SPHSs), los
cuales son similares en la secuencia, pero el residuo de serina en la triada catalitica es sustituido
por glicina. Por lo tanto, los Clip-SPHs no poseen actividad proteolitica, pero estan implicados en
las interacciones proteina-proteina modulando la actividad de la PPAE, y son conocidos como
factores activadores de la profenoloxidasa (PPAF). En L. vannamei se ha estudiado la expresion de
un PPAF en ensayos de silenciamiento de inhibidores de serin proteinasa (Liu et al., 2014,
Ponprateep et al., 2017).

El Clip-SP terminal de las cascadas proteoliticas del sistema proPO que convierte los proPO en PO
se denomina PPAE (Amparyup et al., 2013a). EI PPAE de camaron peneido se clono por primera
vez en P. monodon y se nombr6 PmPPAE1 (Charoensapsri et al., 2009). Posteriormente, se
identifico un segundo PPAE (PmPPAE?2), éste expresado en hemocitos y con aparente funcion en
el sistema inmune al aumentar la expresion después de la infeccion por V. harveyi (Charoensapsri
et al., 2011). Varios Clip-SP se han identificado a partir de una variedad de especies de camarén,
incluidas P. monodon, Fenneropenaeus chinensis, Fenneropenaeus indicus y L. vannamei
(Amparyup et al., 2013b, Jimenez-Vega et al., 2009, Jiménez-Vega et al., 2005b,
Khorattanakulchai et al., 2017, Ren et al., 2009). En el camaro6n blanco L. vannamei, se identificd
la enzima PPAEL (Jang et al., 2008) y posteriormente, se aislé una segunda enzima (PPAE2),
ambas se identificaron en hemocitos y su expresion fue alterada tras un desafio con la bacteria
Gram negativa V. harveyi (Pang et al., 2014).

En el camaron blanco L. vannamei, se han identificado dos enzimas activadoras de la
profenoloxidasa nombradas PPAEL1 y PPAE?2 (Jang et al., 2011, Pang et al., 2014). Las PPAEL1 en
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crustaceos tienen un péptido conservado en el extremo del carbono antes del dominio clip y el
péptido estd unido a la region de serin proteinasa mediante un enlace disulfuro. Este péptido
muestra una fuerte capacidad antibacteriana y, por tanto, se considera que la PPAE1 desempefia un
papel funcional en la inmunidad de los crustaceos (Wang et al., 2001). La PPAEL en L. vannamei
fue identificada en hemocitos y su expresion fue alterada en respuesta a la bacteria Gram negativa
V. harveyi (Jang et al., 2011).

2.4.2. Inhibidores de SP

Cualquier respuesta del sistema inmune requiere de un estricto control de los efectores generados
en el momento de la infeccidn, ya que pueden ser toxicos y causan dafios a las células y tejido
circundantes, como las cascadas proteoliticas que una vez activadas, conducen a una respuesta
celular especifica (Charoensapsri et al., 2014). Un ejemplo es el sistema proPO, donde los
productos de reaccion de melanina en exceso como productos intermedios de quinona toxicos y
altamente reactivos, pueden provocar la muerte de las células del hospedero (Tassanakajon et al.,
2018).

Para mantener una funcion adecuada, la mayoria de los organismos sintetizan un conjunto de
inhibidores de proteinasas cuya funcion es prevenir prote6lisis no deseada y dafio al tejido. Siendo
que las SP juegan un papel fundamental en las cascadas de sefializacion inmune del camarén, sus
inhibidores juegan un papel fundamental en su regulacion. En los camarones peneidos, se han
identificado familias de inhibidores de SP relacionadas con el sistema inmune. Este trabajo se
centra en dos de ellas: los inhibidores SERPIN y KPI (Tassanakajon et al., 2013).

2.4.2.1. SERPIN. Estas proteinas conforman una familia de inhibidores altamente conservados
estructuralmente que actian como sustratos tipo suicida. Estan involucradas en diversas funciones
bioldgicas, como la coagulacion y la respuesta inmune mediante la inhibicion de SP (Meekins et
al., 2017).

Generalmente son proteinas de 350 a 400 aminoéacidos con un peso molecular de 40 a 60 kDa, y

23



comparten un plegamiento candnico de ocho o nueve hélices a, nucleo central de tres hojas B y un
bucle central reactivo (RCL: Reactive Central Loop). EI RCL en el lado carboxilo terminal,
contiene un enlace escindible que reside entre los residuos de aminoacidos P1 y P1’, que puede
unirse y es hidrolizado por la proteinasa blanco. El residuo P1 determina la especificidad objetivo
de la inhibicion (Huntington, 2011). Cuando el enlace escindible sufre ataques de la proteinasa
blanco, se induce un gran cambio conformacional y una parte del RCL se inserta en una hoja 3 de
la proteinasa, resultando en la inactivacion de la enzima (Meekins et al., 2017).

Los estudios sobre SERPIN en invertebrados han aumentado mucho, especialmente en los ultimos
afios. En insectos, se ha informado que tienen actividad inhibitoria contra serin o cistein proteinasas
(Chu et al., 2015, De Gregorio et al., 2002, Li et al., 2017, Suwanchaichinda et al., 2013, Tang et
al., 2008, Yang et al., 2018, Zou et al., 2005). En el camaron tigre P. monodon SERPIN 8 y
SERPIN 3 acttan como regulador negativo en la activacion de las proPOs (Somnuk et al., 2012,
Wetsaphan et al., 2013). Ademas, en el camaron blanco L. vannamei, se ha informado que SERPIN
B3, SERPIN, SERPIN 3, SERPIN 7 y SERPIN 8 tienen funciones inhibitorias en la activacion del
sistema proPO (Liu et al., 2014, Liu et al., 2017a, Liu et al., 2015, Liu et al., 2016, Liu et al.,
2017b).

Liu et al. (2014) identificaron el gen del inhibidor LVSERPIN en L. vannamei, que codifica una
proteina de 415 aminoacidos con un peso molecular tedrico de 46.639 kDa. Se midio la expresion
en hepatopancreas, ojos, branquias, estbmago, intestino, corazén, musculo, nervio, testiculo y
hemocitos; siendo ésta mas alta en branquias y hemocitos. Ademas, realizaron un desafio con V.
anguillarum, en donde la expresion aumento a las 6 hpi y disminuyo a las 12 hpi. Para ratificar su
participacion en la respuesta inmune del camaron, utilizaron ARN de interferencia mediada por
dsRNA. El silenciamiento de LvSERPIN in vivo condujo a un aumento significativo de dos genes
Clip-SP, los cuales son esenciales en la regulacién de la cascada de activacion de proPO (PPAE1

y PPAF) y el gen proPO tras la exposicién a V. anguillarum.

2.4.2.2. KPI. Estos inhibidores cumplen diferentes funciones bioldgicas, se han asociado a la
respuesta inmune como controladores de procesos proteoliticos de enzimas SP y estan involucradas
en funciones digestivas, de defensa y anticoagulantes (Martinez-Porchas et al., 2018, van Hoef et

al., 2013). Los KPI, contienen uno o mas dominios Kazal, los cuales actian como un analogo de
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sustrato y se une competitivamente a las proteinasas para formar un complejo inhibidor-proteinasa
relativamente estable. El residuo de aminoacido P1 en el bucle del sitio reactivo y los residuos de
aminoacidos en otras posiciones de contacto dictan la potencia de la union, asi como la
especificidad del KPI a su proteinasa. Debido a la existencia de mas de un dominio Kazal en cada
KPI, se predice que una proteina puede inhibir més de una proteinasa (Rimphanitchayakit et al.,
2010). Caracteristicamente, estos dominios tienen aproximadamente 50 aminoacidos conservados
que incluyen seis residuos de cisteina con los que se forman tres puentes disulfuro entre las cisteinas
1-5, 2-4 y 3-6, lo que le da una forma tridimensional caracteristica (Krowarsch et al., 2003). Los
dominios de Kazal inhiben las proteinasas por un mecanismo similar a un sustrato y la especificidad
del dominio esta tipicamente dictada por el aminoacido que ocupa la posicion P1, ubicada
invariablemente en dos aminodcidos después de la segunda cisteina del dominio
(Rimphanitchayakit y Tassanakajon, 2010).

La primera secuencia de una KPI de invertebrado fue reportada en hemocitos de L. vannamei, con
una longitud de 1,32 kb y codifica una proteina de 24 kDa. Se detectaron cuatro dominios Kazal
de 43-46 aminoé&cidos. Los niveles de ARNm de KPI en L. vannamei se modificaron después de
la inyeccion de V. alginolyticus, estos disminuyeron a las 24 horas lo que sugiere que poseen una
funcién en la respuesta inmune (Jiménez-Vega et al., 2005a). Una segunda secuencia de KPI fue
identificada en L. vannamei (KPI2) con una longitud completa de 975 pb y codifica para una
proteina de 24.4 kDa con cuatro dominios Kazal. Los niveles de ARNm de KPI2 fueron altamente
estimulados después de la inyeccion con V. alginolyticus, lo que sugiere su participacién en el

sistema inmune (Vargas-Albores et al., 2012).

2.5. Lipopolisacarido

El LPS es una endotoxina altamente inmunogénica que se encuentra abundantemente en la pared
celular de las bacterias Gram negativas. Contribuye a la integridad de la membrana externa y
desempefia un papel importante en la interaccion patégeno-hospedero a través de la activacion del
sistema inmunitario (Whitfield et al., 2014). Se compone de tres partes: un lipido hidr6fobo

Ilamado lipido A, una cadena de polisacarido de nucleo hidrofilo, llamado core o region R, y una

25



cadena lateral de polisacérido hidrofilo llamado antigeno O (Aldapa-Vega et al., 2016, Béckhed et
al., 2003, Mayer et al., 1985).

El lipido A contiene la region hidrofobica de anclaje, la cual esta insertada en la membrana externa,
y es la region biolégicamente activa responsable de las propiedades toxicas de la molécula. Esta
formado por un disacarido de D-glucosamina con seis residuos de &cidos grasos y dos grupos
fosfato. Los acidos grasos por lo general son &cido caproico, ladrico, miristico, palmitico y
estearico (Romero et al., 2010). La regién R consta de una cadena corta de azlcares asociados a la
inmunogenicidad del LPS. Su secuencia y su modo de enlace determinan la especificidad
seroldgica de O de las respectivas cepas. Se divide en una region interna y una externa. La parte
interna esta compuesta por el azucar acido 2-ceto-3-deoxioctulosénico (KDO) que se encuentra
unido directamente al lipido A y un nimero variable de L-glicero-D-mano-heptosas. En general,
ambos azUcares pueden estar sustituidos con grupos fosfatos, pirofosfato, sulfato y/o etanolamina.
El nucleo externo estd compuesto por un numero variable de hexosas (Rivera et al., 1989).

El antigeno O es la region més externa del LPS, por lo que es el blanco principal del sistema inmune
del hospedero. Esta region esta formada por unidades repetidas de oligosacaridos que exhiben una
diversidad estructural especifica de la cepa. Pueden consistir en una cadena con una secuencia
repetida de unidades de trisacarido o pentasacarido lineal, o bien pueden ser polimeros de

oligosacaridos ramificados de cuatro a seis azucares (Aldapa-Vegaet al., 2016, Mayer et al., 1985).

2.5.1. LPS en Bacterias Gram Negativas

Las bacterias Gram negativas se caracterizan por una envoltura que contiene dos membranas: una
membrana interna que rodea los componentes citoplasmaticos y una membrana externa gque separa
la célula de su entorno. Estas dos membranas rodean un compartimiento celular acuoso
denominado periplasma que contiene PGN. La membrana interna es una bicapa de fosfolipidos,
que es permeable a los compuestos lipofilicos. En la membrana externa se encuentra el LPS, siendo
uno de los componentes predominantes. Desempefia funciones estructurales y de interaccion
patdgeno-hospedero (Bertani et al., 2018, Dong et al., 2017).

El LPS es reconocido por la proteina LGBP, la cual activa el sistema proPO, que al activarse se
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desencadena una cascada proteolitica que produce estrés oxidativo y causa apoptosis celular en los
hemocitos del camardn (Xian et al., 2013, Xian et al., 2016). EI LPS se ha utilizado como un
estimulante de la respuesta inmune en el camardn y se ha demostrado que mejora la supervivencia

después de la exposicion a V. harveyi (Rungrassamee et al., 2013).
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3. HIPOTESIS
El LPS es capaz de inducir la expresion de serin proteinasas y sus inhibidores en hemocitos

de camaron blanco (L. vannamei), con la misma intensidad, sin importar si se inocula como bacteria

completa o en forma pura.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Detectar las diferencias o similitudes de los patrones de expresion de proteinasas tipo serina y de
sus inhibidores en hemocitos de camarén blanco (L. vannamei), cuando se inocula lipopolisacarido

aislado o la bacteria completa (V. parahaemolyticus).

4.2. Objetivos Especificos

1. Recopilar secuencias de ADN similares a serin proteinasa y sus inhibidores del camarén
blanco (L. vannamei) y seleccionar primers reportados en la literatura o disefiar nuevos con
base a su secuencia conservada.

2. Determinar la expresion de las serin proteinasas y sus inhibidores en L. vannamei, a
diferentes tiempos, post-inoculacion de lipopolisacarido y V. parahaemolyticus.

3. Establecer la cinética de expresion y correlacion funcional.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Busqueda de Primers

Se realiz6 una busqueda de secuencias de primers reportados en la literatura para SP y sus
inhibidores tipo KPI y SERPIN de L. vannamei. Posteriormente, fueron alineados a su secuencia
de referencia usando el programa UGENE. La primera seleccion se realiz6 con base en los
siguientes criterios: tamafio de iniciadores entre 20-24 bases, sin ambigiedades y que produjera un

amplicon de 140-220 bases. Finalmente se realizd la seleccion de primers.

5.2. Bioensayo

El cultivo de camaron blanco (L. vannamei) se llevo a cabo en al area de Acuicultura del Instituto
Tecnoldgico de Sonora (ITSON), ubicado en Ciudad Obregdn, Sonora. Posteriormente, los
organismos se transportaron al Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR),
ubicado en Hermosillo, Sonora. Previo al desafio los organismos se aclimataron por siete dias en
dos tinas con capacidad de 1200 L, con alimentacién al 10 % (p/p) cada 12 h, aireacion constante,
recambio de agua, una temperatura de 22- 24 °C, oxigeno disuelto de 6 mg/mL, salinidad 34-36
ups y pH de 7. Se alimentaron los organismos con el alimento comercial ARY Agroindustrial al
4% de la biomasa en seco separado en dos porciones por dia. El bioensayo consistio en tres
tratamientos por duplicado: un grupo control inoculado con solucion salina para camarén (SSS,
Shrimp Salt Solution) (Vargas-Albores et al., 1993); un grupo inoculado con LPS de Escherichia
coli 055:B5 y otro inoculado con V. parahaemolyticus. Se utilizaron 36 camarones de 12 - 14 g,

repartidos equitativamente en seis tinas de 20 L por cada tratamiento.

30



5.3. Preparacion de Inoculos

La cepa de V. parahaemolyticus, fue obtenida del Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste (CIBNOR). Esta fue cultivada en medio Luria-Bertani (LB) tomando 100 puL del indculo
inicial e incubando a 37 °C con agitacion a 200 rpm durante 24 horas en una incubadora MaxQ
4450 Shaker (Thermo Scientific). La densidad Optica (DOsoo) fue determinada en un
espectrofotometro BioPhotometer Modelo 6131 (Eppendorf) y ajustada por dilucion a 0.5. El
conteo de unidades formadoras de colonias (ufc) se realizd por plaqueo en agar LB usando
diluciones ajustadas. Finalmente, los indculos fueron centrifugados a 5000g por 10 min para
eliminar el medio de cultivo, el pellet fue resuspendido en SSS, al volumen inicial y se calento a
100°C durante 30 minutos (Hou et al., 2013).

El LPS de Escherichia coli 055:B5 liofilizado (Sigma-Aldrich) se disolvio en agua DEPC a una
concentracion de 5 mg/ml. Antes de su uso esta solucion se llevé a una concentracion final de 2
mg/ml en SSS (Duan et al., 2018).

5.4. Inoculacion de Tratamientos

La inoculacién de cada camaron, seleccionado al azar, se realizo en el tercer segmento abdominal
usando una jeringa estéril de plastico de 1.0 mL. Los grupos experimentales fueron inoculados en
su totalidad con las soluciones correspondientes de cada tratamiento: 50 pL de indculo de V.
parahaemolyticus a una concentracion aproximada de 108 UFC/mL, 50 pL de la solucion de LPS
y 50 uL de SSS, respectivamente (Duan et al., 2018).

5.5. Extraccién de Hemolinfa

Para extraer la hemolinfa, los camarones fueron tomados aleatoriamente y, de la base del pleépodo
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del primer segmento abdominal se extrajeron 300 pL hemolinfa con una jeringa estéril de 1 mL
que contenia 300 pL de solucion anticoagulante fria (450 mM NaCl, 10 mN KCI, 10 mM EDTA.-
Naz, 10 mM HEPES, cloruro de sodio 4.2 mg/mL, pH 7.5) (Vargas-Albores et al., 1993). Por cada
tratamiento (Bacteria, LPS, SSS) y tiempo (0, 1.5, 3, 6, 12, 24 y 48 h post inoculacion) se extrajo
la hemolinfa de cinco camarones, dando en total 95 organismos. Cada muestra se colocé en un
microtubo Eppendorf de 1.5 mL y se mantuvo en hielo a 10 °C para el transporte al laboratorio de
CIAD, Hermosillo, para su analisis.

5.6. Extraccion de ARN Total

Las muestras de hemolinfa se centrifugaron a 800 g por 10 min a 4°C, el plasma fue eliminado y
las células resuspendidas en 50 puL de agua destilada. Posteriormente, se agregaron 200 uL de
reactivo TRIzol y todas las muestras de cada tiempo (5 muestras) fueron mezcladas en un solo
pool, agitando en un vortex Standard Mini (VWR Scientific). La mezcla de células fue incubada a
temperatura ambiente (15° a 30°C) por 5 min y almacenada en hielo para ser transportadas a CIAD,
Hermosillo. La extraccion del ARN se realizo con el agente TRIzol (Invitrogen, 2020) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

La cantidad y calidad de RNA fue determinada por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a
260/280 nm y 260/230 nm en un equipo NanoDrop 8000 (Thermo Scientific). La integridad del
RNA, fue verificada por electroforesis a voltaje constante (50 V) por 45 minutos en gel de agarosa
al 2% conteniendo bromuro de etidio (0.001 pug/uL). DNA Ladder de 2 kb (Invitrogen) fue utilizado
como referencia de peso molecular. La eliminacion del ADN gendémico (ADNg) se realizo
preparando una mezcla de reaccion con 1 g de la muestra de ARN, 1 pL la enzima DNasa | (1 U/
pL), 1 pL buffer de reaccién 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 20 mM MgCl2, 500 mM KCI), y
ajustando a un volumen final de 10 pL con agua DEPC. Posteriormente, se incub0 a temperatura
ambiente por 15 minutos, y se agregd 1 uL EDTA (25mM), y finalmente se incub6 a 65°C por 10
minutos (Invitrogen, 2002).

La ausencia de ADNg se comprob6é mediante PCR punto final usando el gen B-actina como

referencia, utilizando el kit 2x iProof High-Fidelity Master Mix siguiendo las indicaciones del
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fabricante (Bio-Rad, 2000a). Se observé el producto de amplificacion en geles de agarosa al 2%.
Las condiciones de la reaccion fueron un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min, 45
ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 15 sy alineacion a 60°C por 30 s (Ananda et al., 2017).

5.7. Sintesis de ADN complementario

Para la sintesis del ADN complementario (ADNCc) se utilizé el kit SuperScript IV First-Strand
Synthesis System. Se preparo el mix de reaccion que contiene: 1 uL de ARN muestra, 1 pL de
primer oligo (dT)2o (50 uM), 1 pL de 10mM dNTP Mix y agua DEPC a un volumen final de
reaccion de 13 pL. Después se incubd a 65 °C por 5 minutos. Las muestras se colocaron en hielo
por 1 min. Después se agregaron 4 pL de Buffer 5X First-Strand (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 375
mM KCI, 15 mM MgCl,), 1 uL de DTT 0.1 M, 1 pyL de RNase OUT y 1 pL de SuperScript IVV. Se
prosiguiod a incubar a 50 °C por 10 minutos, después a 80 °C por 10 minutos, se agrego 1 pL de
RNase H y finalmente se incubd a 37 °C por 30 minutos (Invitrogen, 2019). Las incubaciones se
realizaron en incubadora Modelo 5420 (VWR Scientific Products).

5.8. Analisis Cuantitativo de PCR Tiempo Real

Previo a los ensayos de PCR en tiempo real, se realizd una estandarizacién de las condiciones
siguiendo lo recomendado por el protocolo Platinum Taq DNA Polymerase y con base a las
temperaturas de fusion (Tm) de cada primer. La expresion relativa en respuesta a la inoculacion de
V. parahaemolyticus y LPS de las SP e inhibidores PPAE, PPAF, SERPIN. KPI, en L. vannamei
se determind utilizando como control interno el gen B-actina (LvActin).

Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando el kit iQ SYBR Green Supermix siguiendo las
instrucciones del fabricante (Bio-Rad, 2000b). Las reacciones se realizaron en el termociclador
LightCycler 480 Instrument Il (Roche).

Las condiciones para las reacciones se basaron en lo recomendado por el kit. Se tom6 la Ta con
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base a reacciones de prueba, realizadas en PCR punto final. Las condiciones de reaccion para el
primer LvActin, KPIl y SERPIN fueron 35 ciclos con desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3
minutos, desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, y una alineacion a 62°C por 30 segundos. Para
el gen PPAE1y PPAF las condiciones fueron 35 ciclos con desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3
minutos, desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, y una alineacion a 60°C por 30 s. Todas las
muestras se analizaron por triplicado y los niveles de expresion relativa fueron calculados

utilizando el método 224¢,

5.9. Analisis Estadistico

La expresion relativa de cada gen es reportada como la media + desviacion estandar (SD). Asi
mismo, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una via, utilizando un indice de
significancia de p < 0.05. Y finalmente se realizo un analisis de comparacion multiple de variables
mediante la técnica de Tukey para las muestras que mostraban diferencias significativas. Para estos

analisis se utilizo el software NCSS 12.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Busqueda y Seleccion de Primers

Los primers son secuencias nucleotidicas que flanquean y delimitan la region que se desea

amplificar y son complementarios a ésta. Generalmente su tamafio debe oscilar entre 15-25 pares

de bases y la cantidad de guanina-citosina no debe ser mayor del 55% de la secuencia (Tamay de

Dios et al., 2013). Se realizo la basqueda de primers reportados en articulos en donde trabajaron

con SP y sus inhibidores en el camardn blanco L. vannamei. Se encontraron 19 articulos donde

secuencias de interés eran reportadas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Compilacion de secuencias de primers reportadas en literatura de ADN de serin

proteinasas y sus inhibidores del camardn blanco (L. vannamei).

No. Acceso

Primer Secuencia (5°-3’) Referencia
GenBank
Fw. CCACGAGACCACCTACAAC (Ananda et al,
LvAct Rv: AGCGAGGGCAGTGATTTC AF300705 5417
. Vargas-Albores
Fw: TAGGTGGTCTCGTGGATGCC (Vargas
LvAct Rv: GAGACCTTCAACACCCCCGC AF300705 32'012)V"'a'pa”d°’
Fw: CACGAGACCACCTACAACTCCATC .
LvAct Rv: TCCTGCTTGCTGATCCACATCTG (Liuetal, 2015)
LA Fw: GAACCTCTCGTTGCCGATGGTG _ (Ponprateep et
Rv: GAAGCTGTGCTACGTGGCTCTG al., 2017)
Liu et al., 2014
Fw: CACGGGCAACAGGAGAAAC ( , 2014,
LvPPAE1l Rv: CGGCAGATTTGGAATGAGGA JX644452 zgilg)rateep et al.,
Fw: AGTTCCTACGACACGACCACCTA (Jang et al., 2011,
LVPPAEL RV TCGACGTTGAAGTTGGTGCTT IX644452 g etal., 2014)
Fw: GTTGTGCCTCGAACGTAA (Pang et al,
LVPPAEZ b TTGCTGGTGGGCGTTATAGTT IX644453  2014)
Fw: TTCCTTGGGTGGCTGCTTT (Liu et al., 20174,
LVPPAEZ b\ TGTTCGCCGAGACGGATTAC IX644453 et al.. 2017b)
. (Liu et al., 2014,
LvPPAF Fw: GCAAGAGGAACTCGCAAGGCTTC JX644454 Ponprateep et al.,

Rv: CGGCTGTGAGAACGATGGATGGA

2017)
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Fw: GTGGCGTGGCGTGGATAGT (Liu et al., 2017a,

LvSP1 Rv: GGACAAAGCAGGTAGCCTCTTG IXK644456 |5/ et al.. 2017h)
Fw: TCAGGTGGCCCCTTGGT (Pang et al,

LvSP1 Rv: CAGGACCGTAGGAGACAATGC IX644456 514y

Lusp Fw: ACGTTCTCACGACTGGTCACAC AY368151  (Okumura, 2007)

Rv: TATGTAAGGCGCGTCGTTCTC

Fw: TTCTACGCTACGTCTCAGAACAGC (Liu et al,, 2014,

LvSerp RV CCTCAGTGGGAAGGAAAACAA KC529336 gg?g)rateep et al.,
LvSerp3 E\\I/V:: gggfg :CATG(?(SCACGTAFTFTFTCGATT'?‘&GAG KM280385  (Liu et al., 2016)
oy S TSSSSTICNTGATGSCTIAC gy (s
LvSerp8 E\\I/V:: ggﬁggﬁgﬁggg%éﬁ%%mA KU853046  (Liuetal., 2017h)
LvSerpB3 E\\I/V:: ggﬁggﬁﬁgﬁggg%éﬁﬁé%CAA KT824638  (Liuetal., 2017a)
s o TSRS avsuses VoAt

LvAct: B-Actina; LVPPAE1L: Enzima activadora de la profenoloxidasa 1; LvPPAE2: Enzima activadora de
la profenoloxidasa 2; LVPPAF: Factor activador de la profenoloxidasa; LvSP1: Serin proteinasa 1; LvSP:
Serin proteinasa; LvSerp: SERPIN; LvSerp3: SERPIN 3; LvSerp7: SERPIN 7; LvSerp8: SERPIN 8;
LvSerpB3: SERPIN B3; LvKazl: Kazal 1; LvKaz2: Kazal 2.

Las secuencias fueron alineadas con la secuencia de referencia reportada para cada primer en busca
de incoherencias, usando el programa UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Las secuencias que
presentaron ambiguedades fueron descartadas.

En el articulo publicado por Pang et al. (2014), estan reportados primers para PPAE2 (Enzima
activadora de la profenoloxidasa 2; numero de acceso JX644453) con las secuencias Fw:
GTTGTGCCTCGAACGTAAY Rv: TTGCTGGTGGGCGTTATAGTT. Sin embargo, al hacer el
alineamiento, se observo que la secuencia sentido no se encontraba en la secuencia del gen
correspondiente, por lo que fue descartada y se utilizo la secuencia reportada por Liu et al. (2017b).
El gen SERPIN B3 (numero de acceso: KT824638) reportado por Liu et al. (2017a), indica que las
secuencias Fw: CCGTGCATATCCGAATTACTCAA y Rv: GCACCATCAGGGCGTTTCTC
son los primers para realizar RT-PCR. Sin embargo, ambas secuencias no pudieron ser localizadas

en la secuencia de la proteina.
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Por otra parte, Ponprateep et al. (2017) reporté los  primers  Fw:
GAACCTCTCGTTGCCGATGGTG y Rv: GAAGCTGTGCTACGTGGCTCTG para amplificar
B-Actina . Desafortunadamente, no report6 el nimero de acceso para la secuencia de referencia
para los primers, por lo que se prob6 con la secuencia con el nimero de acceso AF300705. Sin
embargo, el primer reverso no se encontrd en la secuencia AF300705, mientras que el primer FW
se encontrdé como antisentido. La secuencia reportada como antisentido, no estaba en la secuencia
probada.

Para la seleccién de los primers se consideraron los siguientes criterios: (i) Oligonucléotidos con
tamafio de 20-24 nucle6tidos, ya que el numero de pares de bases del primer es esencial para
disminuir la posibilidad de formacion de hibridaciones secundarias, por lo que se buscé que
tuvieran una longitud recomendable de alrededor de 18 pares de bases (Abd-Elsalam, 2004). (ii)
Contenido de enlaces guanina-citosina entre 40-60% debido a que produce un aumento en Tm, esta
altima no debe variar méas de 5°C entre los primers. (iii) Que no exista ambigledades en las
alineaciones de los primers a su secuencia de origen. (iv) Disminuir la posibilidad de estructuras
secundarias por complementariedad (Tamay de Dios et al., 2013).

Los primers seleccionados (Cuadro 2) para SP, con actividad en el sistema proPO en L. vannamei,
fueron una enzima activadora de la proPO reportada como PPAE1 (Jang et al., 2011) y un factor
activador de la proPO llamado PPAF (Ponprateep et al., 2017). También se seleccionaron dos
inhibidores de SP con aparente participacion en el sistema proPO Ilamados KP1 y SERPIN, ambos

con expresion en hemocitos (Jiménez-Vega y Vargas-Albores, 2005a, Liu et al., 2014).

Cuadro 2: Secuencias seleccionadas de primers de serin proteinasas e inhibidores de serin
proteinasas de camaron blanco (L. vannamei).

Primer Secuencia (5°-3’) No. Referencia
AcCCceso
. Fw: CCACGAGACCACCTACAAC (Ananda et al.,
LvActin Rv: AGCGAGGGCAGTGATTTC AF300705 5017y
(Liu et al.,
Fw: CACGGGCAACAGGAGAAAC 2014,
LVPPAEL Rv: CGGCAGATTTGGAATGAGGA IX644452 Ponprateep et
al., 2017)
Fw: GCAAGAGGAACTCGCAAGGCTTC (Liu et al.,
LVPPAF Rv: CGGCTGTGAGAACGATGGATGGA IX644454 2014,
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Ponprateep et

al., 2017)
(Liuetal.,
Fw: TTCTACGCTACGTCTCAGAACAGC 2014,
WSERPIN rv:ceTcacTaGeAAGEAAAACAA KPP ponprateep et
al., 2017)
: (Jiménez-Vega
o TISTICTOOTACROONS  yr O
v: Albores, 2005a)

LvAct: B-Actina; LvPPAEL: Enzima activadora de la profenoloxidasa 1; LvPPAF: Factor activador
de la profenoloxidasa; LvSerp: SERPIN; LvKaz: KPI; No. Acceso: Numero de Acceso de
Secuencia de Referencia en GenBank.

6.2. Bioensayo

El bioensayo consistio en dos tratamientos donde V. parahaemolyticus y LPS fueron inoculados;
el grupo control fue inoculado con SSS. En el transcurso del bioensayo no se observo mortalidad,
lo que sugiere que se tuvo un buen manejo de los organismos. A cada organismo inoculado se le
extrajo hemolinfa con una jeringa conteniendo anticoagulante, el cual es necesario para para
prevenir la lisis celular, la degranulacion y la coagulacion durante el manejo de la hemolinfa
(\Vargas-Albores et al., 1993). El anticoagulante utilizado fue SSS (450 mM NaCl, 10 mM KClI, 10
mM EDTA.Naz, 10 mM HEPES, pH 7.3), que es una formulacion que se ajusta a los parametros
bioldgicos de fuerza idnica, pH y osmolalidad de la hemolinfa de los peneidos, evitando problemas

como la precipitacién de proteinas (Vargas-Albores et al., 1993).

6.3. Concentracién y Pureza del ARN

En estudios de expresion de genes es necesario conocer la cantidad y calidad del ARN con el que
se va a trabajar, por lo que es necesario medir concentracion, pureza e integridad del ARN (Fleige
et al., 2006). Una de las técnicas mas utilizada en la actualidad para cumplir con estas condiciones

es el método del TRIzol.
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El reactivo TRIzol es una solucion monofésica de fenol, isotiocianato de guanidina que facilitan la
extraccion de ARN y mantiene su integridad, por la inhibicion de la actividad de ARNasa mientras
que altera la célula y disuelve los componentes celulares en la homogenizacion de la muestra.
Después, al agregar cloroformo se separa en una de las fases el ARN total y se precipita con
isopropanol (Chomczynski et al., 1987). Se ha comprobado que este reactivo mantiene la calidad
del ARN eficientemente (Kang et al., 2011).

En el cuadro 3, se presentan los resultados obtenidos de concentracion y pureza del ARN de cada
tratamiento y tiempo. Como se puede observar el rendimiento de RNA estuvo entre 275 y 1002
pg/ml, mientras que el valor del principal indicador de pureza, Azsonmi2sonm, fue mayor de 1.8 en la

mayoria de los casos.

Cuadro 3. Muestras de RNA cuantificadas utilizando espectrofotometria.

Muestra I—_|oras p_gst- Abs a Concentracion
induccion 260/280 (ng/ml)
0 1.89 485.1
1.5 1.73 804.6
3 1.79 732.7
Control 6 1.87 1016
12 1.74 746.5
24 1.81 631.4
48 2.02 420.8
15 1.87 467
3 1.81 323.7
LPS 6 1.76 275.1
12 1.66 677.7
24 1.85 852.5
48 1.66 909.2
1.5 1.94 553.1
3 1.87 435.4
VP 6 1.85 590.2
12 1.76 770.8
24 1.96 428.8
48 1.96 1002.5

VP: V. parahaemolyticus; LPS: lipopolisacarido; hpi: horas post-infeccién. Cada medida fue
realizada por duplicado.
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Una relacion cercana a 1.8 se considera un indicador aceptable de ARN de buena calidad, ya que
la confiabilidad del PCR cuantitativo para detectar con precision los cambios de la expresion génica
puede verse afectado por ARN degradado (Fleige y Pfaffl, 2006). Se observd una relaciéon de
260/280 menor a 1.8, esto pudo ser debido a que el método de TRIzol puede dejar residuos
proteicos o guanidina disminuyendo la pureza. Debido a que durante la degradacién del ARN, los
ARN ribosémicos disminuyen de tamafio, lo que conduce a una mayor acumulacién de
componentes de bajo peso molecular (Kuang et al., 2018). Se ha demostrado que a partir de 1.7 se
tiene la suficiente calidad para estudios de PCR. A pesar de no observar precipitado de ARN en
todas las muestras, se obtuvo una concentracion y pureza adecuada de ARN.

Se ha demostrado que las muestras moderadamente degradadas aun conducen a un perfil de
expresion razonable con la suficiente calidad para estudios de PCR (Fleige y Pfaffl, 2006). A pesar
de no observar precipitado de ARN en todas las muestras, se obtuvo una concentracion y pureza
adecuada de ARN.

Para observar la integridad del ARN, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2% de las
muestras, tifiendo con bromuro de etidio. La extraccion del ARN se realizO de una manera
adecuada, ya que en la electroforesis se puede observar la fraccion 18 S del ARN ribosomal como
se presenta en las Figuras 1 y 2. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Kuang et al.
(2018).
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Figura 1. Integridad de ARN de los tratamientos de las 0 hasta las 12 h. Gel de agarosa al 2 % con
bromuro de etidio de muestras de ARN total de hemocitos de camaron. MM: Marcador de peso
molecular. Con 0: control a las 0 horas; Con 1.5: Control a las 1.5 horas; Con 3: control a las 3
horas; Con 6: control a las 6 horas; Vib 1.5: V. parahaemolyticus a las 1.5 horas; Vib 3: V.
parahaemolyticus a las 3 horas; Vib 6: V. parahaemolyticus a las 6 horas; LPS 1.5: lipopolisacarido
a las 1.5 horas; LPS 3: lipopolisacarido a las 3 horas; LPS 6: lipopolisacarido a las 6 horas; Con
12: control a las 12 horas; Vib 12: V. parahaemolyticus a las 12 horas; LPS 12: lipopolisacarido a
las 12 horas.
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Figura 2. Integridad de ARN de los tratamientos a las horas 24 y 48. Gel de agarosa al 2 % con
bromuro de etidio de muestras de ARN total de hemocitos de camarén. MM: Marcador de peso
molecular. C24: control a las 24 horas; V24: V. parahaemolyticus a las 24 horas; L24:
lipopolisacarido a las 24 horas; C48: control a las 48 horas; V48: V. parahaemolyticus a las 48
horas; L48: lipopolisacarido a las 48 horas.

6.4. Digestion del ADN Genomico

Se utiliz6 DNAsa para la eliminacion de ADN contaminante en las preparaciones de ARN total.
La DNAsa es una endonucleasa que digiere ADN monocatenario Yy bicatenario, actGa hidrolizando
los enlaces fosfodiéster (Anderson, 1981). La amplificacion del ADN gendmico podria interferir
con el analisis de la expresion génica, por lo que es necesario realizar un paso de eliminacion del
ADN genomico (Fleige y Pfaffl, 2006). Para corroborar los resultados, se realizé un PCR punto
final del gen constitutivo B-Actina. Los productos de amplificacion se observaron en gel de agarosa
al 2%. En la Figura 3, es posible observar algunas muestras en donde no se observa ninguna banda,
lo que confirma la eliminacion del ADN gendmico. Una vez finalizada la digestion, se prosigue a

la sintesis de ADN complementario (ADNCc).
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Figura 3. Gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio de la digestion del ADN genémico. MM:
marcador de peso molecular. Las letras a 'y b representan duplicados de cada muestra. CO: control
a las 0 horas; C1.5: control a las 1.5 horas; C3: control a las 3 horas; C6: control a las 6 horas; Vib
1.5: V. parahaemolyticus a las 1.5 horas; Vib 3: V. parahaemolyticus a las 3 horas; Vib 6: V.
parahaemolyticus a las 6 horas.
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6.5. Optimizacion de Condiciones de Primers con PCR Punto Final

Se realiz6 una prueba a los primers con las condiciones reportadas a continuacion para comprobar
la amplificacién de estos por PCR. Se utiliz6 el kit Platinum Tag DNA Polymerase para realizar
las reacciones. Los resultados fueron comprobados por electroforesis en gel de agarosa. Se
probaron diferentes temperaturas de alineaciones para cada juego de primers buscando la 6ptima.
Las temperaturas de alineacion utilizadas para cada juego de primers se presentan en el Cuadro 4.
Las reacciones se llevaron a cabo en termociclador modelo MINI3220 (LongGene). Las
condiciones utilizadas fueron una desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min; siguiendo de 30 ciclos
con desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineacidn especifica para cada juego de primers por 30 s,
y extension a 72°C por 1 min; con una extensioén final a 72°C por 5 min.

Las condiciones amplifican correctamente a los genes de interés (Fig. 4 y 5) lo cual indica que la
optimizacion en base a la temperatura de alineacion fue adecuada, este parametro es importante ya
gue una Tm recomendable es entre 56-62°C, si la Tm es baja, los cebadores pueden ser menos
eficientes, y una Tm alta puede ocasionar que el cebador con la Tm mas baja no funcione
(Dieffenbach et al., 1993).
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Cuadro 4: Ta éptima para cada primer

Primer Ta Optima (C°)
LvActin 62
LVPPAE1 60
LVPPAF 60
LvKPI 62
LVSERPIN 62

LvActin, B-Actina; LVPPAEL, Enzima activadora de la profenoloxidasa; LVvPPAF, Factor activador de la
profenoloxidasa; LVKPI, Inhibidor tipo Kazal; Lv SERPIN, Inhibidor de serin proteinasa. Oligonuclettidos
utilizados.

142

Figura 4. Prueba de primers de los genes KPI, PPAE1 y SERPIN. Gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio de muestras de ADNCc en donde se probaron los primers. Signo (-) indica control
negativo. Kazl: KPI; PPAEL: Enzima activadora de la profenoloxidasa; Serl: SERPIN; Se utiliza
[-actina como marcador de peso molecular.
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Figura 5. Prueba del primer PPAF. Gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio de muestras de
ADNCc en donde se probd el primer para PPAF: Factor activador de la profenoloxidasa; MM: Se
utiliza B-actina como marcador de peso molecular. Signo (-) indica control negativo.

6.6. Expresion Relativa de Serin Proteinasas elnhibidores

El sistema proPO es una parte importante del sistema inmunoldgico en los camarones peneidos, al
generar melanina y compuestos de oxigeno reactivo, se eliminan los patdgenos que invaden al
organismo (Amparyup et al., 2013a, Soderhall et al., 1998). Este mecanismo funciona a través de
SP e inhibidores que permiten que se desencadene la respuesta inmune.

Con el fin de observar y comparar los cambios en la expresion de SP y sus inhibidores, organismos

fueron inoculados con LPS de E. coli y con células inactivas de V. parahaemolyticus.

6.6.1. Expresion Relativa de PPAE

La PPAE es una proteinasa que tiene un papel importante la cascada de activacion de la PO en los
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artropodos ya que es la responsable de hidrolizar el zimdgeno proPO para generar PO (Amparyup
et al., 2013a, Pang et al., 2014). Los resultados de expresion de PPAEL pueden observarse en la
Figura 6. Se observo que la expresion se mantuvo a un nivel basal hasta las 24 hpi donde aumentd
su expresion; esta mostr6 un comportamiento similar en respuesta a V. parahaemolyticus donde
también aumento a las 24 hpi. Sin embargo, el nivel de expresion en el tratamiento con V.
parahaemolyticus fue seis veces mayor en comparacion a los organismos expuestos al LPS.
Posteriormente, ambos tratamientos vuelven a su nivel basal a las 48 hpi. Esto difiere con lo
reportado por Jang et al. (2011) donde, al inocular V. harveyi, se observé una supresion de PPAE1
de las 2 a las 48 horas.

Por otra parte, se ha reportado una PPAE2 en L. vannamei que después del desafio con V. harveyi
su expresion aumento significativamente a las 4 y a las 24 hpi (Pang et al., 2014), mostrando un
comportamiento similar a lo reportado en el presente estudio.

Los estudios de expresion de SP e inhibidores después de la exposicion a LPS en crustaceos son
escasos. Sun et al. (2015) reportaron una SP en Scylla paramamosain nombrada Sp-cSP, donde la
transcripcion de este gen aumenta en los hemocitos después de los desafios con V.
parahaemolyticus y LPS. A las 6 y 96 hpi el tratamiento con LPS presento aumentos de expresion
significativa en comparacion con el control. El tratamiento con V. parahaemolyticus aumento a las
12 y 48 hpi, mientras que a las 24 y 96 hpi la expresion fue suprimida.

En el intestino de L. vannamei, el gen proPO aumento significativamente a las 12 hpi después de
la inyeccidn con LPS y se regul6 negativamente a las 72 hpi. Este aumento en la actividad de PO
se ha reportado en otros trabajos, por ejemplo, se reportd que al inocular LPS, la actividad PO
aumento significativamente a las 6 hpi (Duan et al., 2018). De igual manera, Okumura (2007)
reportd que en L. vannamei los niveles de expresion del gen SP y proPO en hemocitos no cambiaron
de forma significativa después de inoculacién de LPS. Por otra parte, los resultados en este trabajo
mostraron que los genes de reconocimiento de patrones LGBP y lectina aumentan a las 48 'y 12 hpi
respectivamente, y disminuyen a los 72 hpi.

Por otra parte, Amparyup et al. (2013b) identificaron una SP tipo clip en P. monodon nombrada
como PmClipSP2, los niveles de transcripcion de PmCIlipSP2 en hemocitos desafiados con V.
harveyi revelaron un aumento de la expresion a las 3 hpi, entre las 6 y 12 hpi la expresion disminuyo
hasta los niveles de expresion basal. Sin embargo, entre las 24 y 48 hpi los niveles de expresion

disminuyeron significativamente en comparacion con el control. Esto sugiere una fuerte regulacion

45



a la baja después de la infeccion (Amparyup et al., 2013b), a diferencia de lo obtenido en este
estudio. La diferencia obtenida podria atribuirse a que probablemente PmClipSP2 es una de las
primeras proteinasas que comienzan el proceso de cascada proteolitica que terminan con la Gltima
proteinasa que es PPAE, por lo que puede observarse un aumento de expresion a las 3 hpi de
PmClipSP2 y disminucidn de la expresion a las 24 hpi, mientras que en este estudio PPAE aumento
la expresion a las 24 hpi.

En este estudio, se reporta la estimulacion de PPAE después de la exposicién a V. parahaemolyticus
y LPS. La expresion al inocular el patdgeno completo V. parahaemolyticus fue mayor que al
inocular el compuesto aislado LPS que es reconocido por el organismo. El LPS es el principal
componente responsable de la virulencia de las bacterias Gram negativas, por lo que este
compuesto aislado podria generar una respuesta similar al de una bacteria completa. Sin embargo,
otros componentes de las bacterias Gram negativas tienen propiedades inflamatorias en vertebrados
como las porinas y las lipoproteinas (Heumann et al., 2002). Por lo que la diferencia en la expresion
de PPAEL en V. parahaemolyticus y LPS podria deberse al posible reconocimiento de otros
componentes de V. parahaemolyticus.

PPAE ademas de activar a PO funciona directamente en la eliminacion de bacterias, debido a que
también posee actividad antibacteriana, lo que supondria un nivel de expresion mas alto (Pang et
al., 2014). El aumento en la expresion a las 24 hpi del gen PPAE, sugiere la participacion de esta
enzima en la etapa tardia de infeccion, ademas de contribuir a la cicatrizacion fisica de la herida
(Pang et al., 2014). PPAE actla también atacando directamente el patdgeno, ademas de su
participacion en la activacion de la proPO. En un estudio donde se midié la expresién de PPAELly
PPAEZ2, se observo que tienen un efecto compensatorio entre si, es decir, que cuando los niveles
de transcripcion de un gen bajan, los del gen complementario aumentan para mantener regulados
los niveles de proPO (Pang et al., 2014).

Las proteinas necesarias para la activacion del sistema proPO se encuentran en los granulos de los
hemocitos. Al activarse, el sistema inmune los hemocitos se degranulan y liberan las enzimas
necesarias para la sintesis de melanina (van de Braak, 2002). En un estudio realizado por Xian et
al. (2017) reportaron el efecto del LPS en las poblaciones de hemocitos en P. monodon,
encontraron que las proporciones de hemocitos semigranulares (HSG) y los hemocitos granulares
(HG) se vieron reducidas de las 3 a las 36 h y de las 3 a las 12 h respectivamente. Recuperaron su

nivel inicial a las 48 y 24 h respectivamente. La pérdida de estas poblaciones de hemocitos es
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atribuida al proceso de degranulacién producido por el LPS con el fin de liberar el sistema proPO.
Esto podria indicarnos que el aumento de la expresion a las 24 hpi, podria deberse a que en la etapa
temprana de la infeccidn, enzimas como la PPAEL1 es liberada y utilizada en la cascada; por lo que
la expresion de PPAE1l pudo haber aumentado para generar mas transcrito y recuperar lo

almacenado y continuar con la defensa del organismo mediante las respuestas inmunes.

PPAE
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Figura 6. Nivel de expresion relativa de PPAE en hemocitos después de la exposicion a V.
parahaemolitycus y LPS. El cambio en la expresion de veces se calculé mediante el método 2-44¢T
utilizando p-actina como gen de referencia.

6.6.2. Expresion Relativa de PPAF

Los PPAF son factores activadores de la proPO, como las SPHs que participan en los pasos de la
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cascada proteolitica profenoloxidasa. Los SPHs son proteinas similares a las SP que contienen uno
0 mé&s dominios clip en el extremo N terminal y un dominio similar a SP en el extremo C terminal;
la diferencia entre las proteinasas es que en la triada catalitica contienen el aminoacido glicina en
vez de serina y, por lo tanto, los SPHs carecen de actividad proteolitica (Amparyup et al., 2013a).
Hasta el momento no hay reportes de la expresion del gen PPAF en L. vannamei por exposicion a
un patogeno. En este trabajo se estudié el PPAF que es un SPH que modificé su nivel de expresién
después de la exposicién a V. parahaemolyticus, como puede observarse en la Figura 7. La
expresion se mantuvo a un nivel basal, hasta las 12 horas se mostr6 un cambio en este
comportamiento aumentando la expresion en ambos tratamientos. El nivel de expresion continu6
aumentando a las 24 hpi para el tratamiento con V. parahaemolyticus y el tratamiento con LPS
volvié a su nivel basal. A las 48 hpi hubo un segundo pico de expresion en el tratamiento con LPS,
mientras que el tratamiento con V. parahaemolyticus mantuvo su expresion.

Estos resultados son comparables con los reportados por Amparyup et al. (2007), quienes
determinaron la expresion de un factor activador de la proPO nombrado PmMasSPH en hemocitos
de P. monodon inyectados con V. harveyi. La expresion disminuyo significativamente a las 3y 12
hpi, después el nivel de expresion aumenté a las 24 y 48 hpi, siendo la mayor expresion a las 24
hpi. Coincidiendo con lo reportado en este estudio tras el aumento de expresion a las 24 hpi para
el tratamiento con V. parahaemolyticus. Una SPH en F. chinensis nombrada como FcMas en
hemocitos se reguld negativamente de 2 a 12 hpi despues de la exposicion a V. anguillarum, a las
24 hpi la expresion aumento sin llegar al estado basal (Ren et al., 2011).

En un estudio donde se trabajé con microARN, se encontré que la actividad de PPAF2 aumentd
los niveles de expresion de manera significativa después de la infeccidn con V. parahaemolyticus
en los hemocitos de L. vannamei, a su vez, la supresion del gen PPAF2 por RNAI provoco una
disminucion en la actividad fenoloxidasa. Esto sugiere que PPAF2 de L. vannamei esta involucrada
directamente en la via de activacion de proPO (Boonchuen et al., 2021).

En L. vannamei existen otros reportes donde se ha evaluado la expresion de PPAF al silenciar genes
inhibidores. Ponprateep et al. (2017) observaron que al silenciar el gen Alfa-2-Macroglobulina, un
inhibidor de alto espectro, mediante ARN de interferencia, la expresion del gen PPAF aumenta
significativamente. Por otra parte Liu et al. (2014) reportaron que suprimir la expresion del gen
LVSERPIN, provocéd un aumento en la expresion de PPAF en respuesta a infecciéon por V.

anguillarum. En insectos, varios estudios han demostrado la necesidad de SPH para la activacion
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de proPO al mejorar la escision de proPO a PO activa por las PPAE (Gupta et al., 2005, Lee et al.,
2002, Piao et al., 2005).

Puede observarse la mayor expresion para el tratamiento con V. parahaemolyticus a las 24 hpi y
48 hpi, y para el tratamiento con LPS a las 12 y 48 hpi. EI comportamiento fue similar al haber dos
picos de expresion para ambos tratamientos. EI gen PPAF podria tener su funcion mayormente en
el periodo tardio de la infeccion. Como se menciono anteriormente, los componentes de la cascada
proPO se encuentran almacenados en los hemocitos granulados (van de Braak, 2002). El aumento
de la expresion en la etapa tardia de la infeccidn podria deberse a que al inicio de la infeccion, los
hemocitos se degranulan, liberando PPAF almacenados y participan en la activacion de la cascada
proPO, al llegar a la etapa tardia de la infeccion se transcribe el gen PPAF para continuar su
participacion en la cascada. Dada la substitucion del residuo Ser en el sitio activo, se sugiere que
los SPHs no poseen actividad catalitica debido a esta modificacion, pero podrian estar involucradas
en la mediacion las interacciones proteina-proteina, y modulacion la actividad catalitica de otras

enzimas de la cascada de activacion de proPO (Ma et al., 2014).

49



PPAF

indice de estimulacién

Tiempo (h)

74 Control
Vibrio
ez L PS

Figura 7. Nivel de expresion relativa de PPAF en hemocitos después de la exposicion a V.
parahaemolitycus y LPS. El cambio en la expresion de veces se calculé mediante el método 2-44¢T
utilizando B-actina como gen de referencia. Las literales simbolizan diferencias significativas
dentro del mismo tratamiento a diferentes horas y los simbolos representan diferencias
significativas entre diferentes tratamientos a la misma hora (p < 0.05).

6.6.3. Expresion Relativa de SERPIN

El inhibidor SERPIN actia como un regulador del sistema proPO (Liu et al., 2014, Liu et al., 2015,
Liu et al., 2016, Liu et al., 2017b, Somnuk et al., 2012, Wetsaphan et al., 2013). Estos inhibidores
forman un complejo estable con su proteinasa diana, inactivandola; de esta manera se controla el
dafio celular que seria causado por la cascada proteolitica (Meekins et al., 2017, Whisstock et al.,
2006).
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En L. vannamei LVSERPIN, LVSERPIN3, LvSERPIN7 y LvSERPINS tienen funciones
inhibitorias en el sistema de activacion de proPO (Apitanyasai et al., 2020, Liu et al., 2014, Liu et
al., 2015, Liu et al., 2016, Liu et al., 2017Db).

Después de la exposicion a V. parahaemolyticus, la expresion del inhibidor SERPIN, aumento
significativamente transcurridas las 12 y 24 hpi en comparacion con el grupo control,
posteriormente disminuyd a las 48 hpi (Fig. 8). El tratamiento con LPS revelé un comportamiento
similar, al aumentar significativamente a las 12 hpi y 24 hpi. Los resultados obtenidos son
comparables con los obtenidos por Liu et al. (2014), que al medir la expresion del gen SERPIN en
L. vannamei en presencia de V. anguillarum, mostré un aumento significativo a las 6 hpiy 12 hpi.
Por otra parte Somnuk et al. (2012) reportaron comportamiento similar en la expresion de
PMSERPINS8 en P. monodon, tras la exposicion a V. harveyi en hemocitos, la expresion de
PmMSERPINS8 aumento significativamente a las 24 hpi en comparacion al control y disminuyd a las
48 hpi volviendo al estado basal.

Se ha reportado la expresion de diferentes SERPIN en hemocitos en respuesta a bacterias Gram
negativas en L. vannamei. LVSERPIN7 presentd aumento de la expresion a las 2, 24 y 48 hpi de V.
anguillarum (Liu et al., 2015), mientras que LvSERPIN3 después del desafio con V. anguillarum
presentd aumento en la expresion a las 2 hpi (Liu et al., 2016). La expresion de este inhibidor
SERPIN en el grupo inoculado con LPS mostré un comportamiento similar al tratamiento con V.
parahaemolyticus, lo cual demuestra que la expresion de SP y sus inhibidores muestra un
comportamiento similar en respuesta a la inoculacion de un patdgeno completo o una de sus partes.
Estos resultados sugieren que la mayor actividad inhibitoria de SERPIN contra las SP se da en la
etapa tardia de la infeccidn. Una baja expresion de SERPIN, podria indicar que se encontraban en
mayor expresion SP encargadas de activar el sistema proPO, como puede observarse en la
expresion de dichos genes. En el sistema de activacion de proPO, las serpinas intervienen en la
prevencion de la activacion prematura y excesiva de la cascada de melanizacion (Cerenius et al.,
2008). El aumento en la expresion de SERPIN en la fase tardia de la infeccidn, puede atribuirse a
su papel como freno de la cascada de proteinasas para evitar el dafio celular al hospedero. Los
resultados podrian sugerir que SERPIN podria desempefiar un papel importante en el sistema

regulador inmunolégico del camaron.

o1



SERPIN

indice de estimulacion

Tiempo (h)

74 Control
Vibrio
ezza | PS

Figura 8. Nivel de expresion relativa de SERPIN en hemocitos después de la exposicion a V.
parahaemolitycus y LPS. El cambio en la expresion de veces se calculé mediante el método 2-44¢T
utilizando B-actina como gen de referencia. Las literales simbolizan diferencias significativas
dentro del mismo tratamiento a diferentes horas y los simbolos representan diferencias
significativas entre diferentes tratamientos a la misma hora (p < 0.05).

6.6.4. Expresion Relativa de KPI

Los inhibidores de la familia KPI participan de forma similar en la regulacién de proteinasas, en la
coagulacién y la activacion del sistema proPO (Krowarsch et al., 2003).

El inhibidor KPI presentdé cambios en la expresion tras la inoculacion con V. parahaemolyticus y
LPS. Los niveles de transcrito aumentaron significativamente a las 24 hpi y 48 hpi (Fig. 9). Estos
resultados discrepan por lo reportado por Jiménez-Vega y Vargas-Albores (2005a) al inocular V.
alginolyticus y obtener una disminucion en la expresion de KPI a las 24 hpi. Se ha reportado otro

inhibidor KPI en L. vannamei nombrado KPI 2 por Vargas-Albores y Villalpando (2012) quienes

52



al inocular V. alginolyticus reportaron que la expresion fue altamente estimulada a las 6 hpi y la
expresion fue disminuyendo casi al nivel basal a las 24 hpi. Estos resultados difieren a los obtenidos
con KPI en este trabajo. La diferencia en la expresion entre los KPI reportados en L. vannamei,
pueden indicar mecanismos o funcidn diferente en las etapas de infeccion, que pudieran incluir
factores de transcripcion diferentes (Jiménez-Vega y Vargas-Albores, 2005a, Vargas-Albores y
Villalpando, 2012).

En P. monodon se identifico un inhibidor nombrado PmMIP, la expresion en branquias fue
determinada después de ser inyectado con V. harveyi. La transcripcion de PmMIP se redujo
significativamente a las 24 hpi y volvi6 a su expresion basal a las 48 hpi (Noothuan et al., 2017).
Se ha reportado la expresion de KPI en otros crustaceos como es el ejemplo de los cangrejos. En
Procambarus clarkii, se identifico un KPl nombrado hpPcSPI4 después del desafio con V.
anguillarum, en donde su expresion aumento a las 12 y 24 hpi, coincidiendo con lo reportado por
este estudio con el gen KPI al obtener aumento de expresion en la etapa tardia de la infeccion (Li
et al., 2010). Por otra parte Wang et al. (2012) reportaron un KPI nombrado PtKPI en Portunus
trituberculatus que su expresion aumento6 a las 4 hpi después de la exposicion a V. alginolyticus.
En higado de Sebastes schlegelii la expresion de un inhibidor KP1 nombrado SsKSPI despues del
desafio con LPS se elevo significativamente de 3 hpi a 24 hpi. La via de sefializacion de activacion
de KPI por LPS ain no se ha definido claramente (Kwon et al., 2018).

Estos resultados obtenidos podrian sugerir la actividad inhibitoria de KPI sobre las SP en la etapa
tardia de la infeccion. Ademas, ambos tratamientos presentaron aumento de expresion a las 24 y
48 hpi, lo que podria sugerir respuesta similar al inocular la bacteria completa o el compuesto
aislado. Como se mencioné anteriormente, la diferencia en el aumento de expresion entre V.
parahaemolyticus y LPS, fue aproximadamente el doble. Esto puede deberse al reconocimiento de
la bacteria por otros componentes como las porinas y las lipoproteinas (Heumann y Roger, 2002).
El comportamiento entre ambos tratamientos fue similar, en V. parahaemolyticus la expresion
presentd un aumento mayor.

El aumento de la expresion de KPI a las 24 y 48 hpi puede deberse al requerimiento de mayor
sintesis de los KPI en la etapa tardia de la infeccion para regular la cascada proPO y evitar el dafio
celular al hospedero. Los resultados podrian sugerir que KPI podria desempefiar un papel

importante en el sistema regulador inmunolégico del camarén.
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Figura 9. Nivel de expresion relativa de KPI en hemocitos después de la exposicion a V.
parahaemolitycus y LPS. El cambio en la expresion de veces se calculé mediante el método 2-44¢T
utilizando B-actina como gen de referencia. Las literales simbolizan diferencias significativas
dentro del mismo tratamiento a diferentes horas y los simbolos representan diferencias

significativas entre los diferentes tratamientos a la misma hora (p<0.05).
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7. CONCLUSIONES

El sistema proPO es una parte importante del sistema inmune en los crusticeos. Este sistema
es estimulado por moléculas extrafias (antigenos) que pueden ser inertes 0 componentes de
patdgenos. El sistema inmune en invertebrados puede ser estimulado por inoculacién de Vibrio
inactivado y por LPS aislado, un componente de la pared celular de bacterias Gram negativas.
Como respuesta a la inoculacidn, se activa una cascada de SP que culmina con la conversion de la
proPO inactiva a PO activa. La PO es la enzima responsable de la oxidacion de fenoles que llevan
a la melanizacion, un mecanismo de defensa caracteristico del camaron. La identificacion y
caracterizacion de los genes involucrados en el sistema proPO es esencial para comprender la
inmunidad del camaron.

Con los resultados obtenidos se puede sugerir la mayor participacion de los genes en estudio en la
etapa tardia de la infeccion después de la inoculacion de la bacteria completa atenuada o el
componente aislado. El inhibidor KPI podria aumentar su expresion para inhibir la activacion de
PPAE en esa etapa de infeccion. Mientras que SERPIN podria inhibir otras SP. EI aumento de la
expresion de PPAE y PPAF en la etapa tardia de la infeccion podria sugerir la participacion de
otras PPAE y PPAF que activan proPO.

En este trabajo se observd que la expresion de SP e inhibidores en respuesta a la inoculacion de
LPS o V. parahaemolyticus presenta un comportamiento similar a lo largo del tiempo, en los
hemocitos de camaron blanco, L. vannamei; lo que indica que la estimulacion del sistema inmune
utilizando moléculas antigénicas de patdgenos genera una respuesta similar al contacto con el

organismo completo.
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8. RECOMENDACIONES

Esta informacion podria complementarse si se cuantifica la expresion de PPAE2, de
inhibidores SERPIN, SERPIN 3, SERPIN 7, SERPIN 8 y KPI 2 al inocular LPS, ya que en
literatura se cuantifico la expresion después de la inoculacion de una bacteria Gram negativa.
Ademas, podria realizarse conteo de hemocitos para confirmar si el aumento de la expresion de los
genes PPAE, PPAF, SERPIN y KPI en la etapa tardia de la infeccion es por la produccién de
hemocitos. Por otra parte seria interesante evaluar el LPS como inmunoestimulante, se podria
realizar un desafio con diferentes concentraciones de LPS, para observar si es posible estimular

aun mas el sistema inmune del camaron y que conlleva esta estimulacion frente a un patogeno.
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