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RESUMEN

Aurrgue en ogeneral ne se conoce of significado fsioldgico de las
variaciones e pudicran tener los componentes de o hemoliod,
la busgueda de marcadores de salud vy su interpretacion deben
ser consideradas para ol establecimiento de medidas preventivis
gue puedan olrecer mayor porcentaje de sepuridad, no solo para
el control de las infecciones que afectan a fos camarones, sine
para el medio mmbiente, Aungue los avances enoel campo del
diagndstico preventivo han sido modestos, la implementacion de
métodos bipguimicos, enzbpdatceos v de inmunodeteccion, asi
como el uso de nuevas herramdentas como las basadas cn RARD,
RE-PCR y POR cuantitabivo parccen ser una buena alternativi,
Bn este trabajo se estandarizaron las condicones y se disefaron
métodos para mecdir metabolitos, actividades y conventracion de
proteinas involucradas on el sistema de defensa del camuaron,
generandose kils gue paeden ser usados tanlo en laboratorios de
investigaodn como en granjas acuicolas. Bstos métodos, que
involucran teenicas enzimaticas, colorimétricas, himunodeieceion
y téenicas de biclopin molecular, Daeron una herramicnta efi ciente
para fa medicion de la respuesta inmune en anintades sometidos o
diferentes condiciones,

Los métodos propueslos on este trabajo presentan ventlajas como
alla: sensibalidad, Dajo costo y rapidez, Lo evaluacion de glucesa,
bactnto, colesterol, acilplicéridos vy proteina tolal se realizd en
hoemolinfa completa,  Jo gue pernutio . reduelr, di inanera
sipnificativa, ¢l Uempo de los andlists y geners Ja posibilidad de

reabizar estas moediciones e laboratorios donde no 8e euente con



una centrifuga. Por otro lade, ¢l diseno de métodos en microplaca
permitio mediv, al mismo tempo, moléeulas comeo protehna oue se
une o beta glucanos {IBGIEP),  profenoloxidasa (profPo),
fenoloxidass  (IPO),  proteina de coapulactdn (CP) v alfal
macroglobulina {(w2M), cuya evaluacion combinada puede serviy
para tener urka vista inlepral del estado bumune del camaron
debido a gue representan los Lres pasos de o respuesta inmung;
reconocimiente, accion y control, Debide a que BGBP y CP de
camaron son adenbicas a b BDL v VHDL, respectivaamente, los
métodos  disenados en este trabmjo  tonmlyén permiten evaluar

eutis ipoprotoinas,



INTRODUCCION

Durante la aitima década, o industria camaroner ha tenido un
rapido desarvollo, Sin embargo, enfrenta prandes problemas debido a
la presencia de enlermedades en los cultivos, Las enfermedades
bacterianas son frecuenles (Sano vy Fukuda, 1987, harunasagay v
cols, 1994 Lavilla-Pitogo y cols,, 1998} y aungue generalmente no
son  graves, Hegan  a  impactar fuertemente Ja camaroniculiura
{Warupasagar vy ocols,, 1994, Lightner, 1990, Lavilla-Pilogo v ocols.,
ja9dl,  Mstas  enfermedades pueden controdarse  con agentes
desinfectantes (formol, cloro, et} y/o antibiotices con Lo que se pucde
reducir la dimension de la epizootia (Baticados y cols., 1990, Sharfl v
cols, 2001) pero generalmente son poco electivos, resultan coslosos ©
nnpaetan serkamente el ambiente,

Por otro lado, las enfermcdades prodacidas por viras tienen an chare
pmpacto negativo en la industria (Lightaer, 19906; Loz, 1997), Hegando
a producir pérdida total en uba granja o en una zona vy disminuir
signilicativamente la produccion de un pais, Hasta la fecha no existen
tratamientos correctivos para las enfermedades virales, Por ello, una
allernativie viable es el dingndstico  preventive  hacienche uso de
marcadores de sabad intrinsecos (nutern de hemocitos, proteina jolal,
proteinag especificas, cle) y extrinsecos (cuenta bacterlang, nuirientes,
ele)) gue penmitan detectar de manera lemprana a presencia v/o el
riesgo de enfermedades.

Actualmente se ha intensibeado La Dusqueda de marcadores de o salud,
esperando encontrar medidas y herramientas prohlacticas alernativias
fue permitan reducir la diseminacion y las consecucencias de lainfeceion,
Ademas se busca gue estos mdéiodos scan sensibles, precisos vooon
capacidad  predictiva (Dias, 2000}, enfocados a determinar el eswado

inmune v isiologico de los camarones mediante la cuantiticacon de



celulas, metabolilos v proteinas plasmdteas especificas nvolucraday en
s respuesta inmune, ouis gue a determinar la presencia del patdogeno o
avés de cultves de las baclertas o hongos causantes, Por Lo que se ha
propuesto que o mvestigacion del sistema de defensa de camaran se
chfogue bl desmrollo de ehsayos para evaluar vy monitorear el estoado
e de los comarcnes (B3achere, 2000).

Finalmente, fog estucdios sobre b caracteriznedn de moldoulas activis
imvoluoradas en el sistema inmune y los mecanismos de activacion v
represion de los penes, pueden servir para proponer algin mdtodo
para estimular el sistema mmune de uns omanera controlada y
especifica.

En Jos ullimos anos, los estudios en el campo de la domunategia de
cerustiaceoys, han penerado expectativas de controlar las enfermedades
ao traves de o manipulacion del sistema inmune, Sin cmbargo, 1
carencia de indicadores para medr el estado de defensa de o los
crustdaceos puede seroun problema serio (Sritunyalugksanag v ools,,
1999, B este sentide, se han realizado estudios relacionados con
pardmetros celubaros vy humaorales de crastdeens como indicadores de
cortdicion inmdire de o coinarones, con Ly oinlebeion de Jdesaorollar
criterios para o scleccion de organismos resistentes o palopgenos,
pmanomodulacian y mejoramientio sanitario de dos organismoes on

crltivo (Rodriguez vy Le Moullac, 2000},

lae

Componentes Melabolicos de Cris

B los invertebrados existe poca iformacion sobre el signilicado
clinteo de modificaciones en los componentes del torrente cireulatono
o hemoelinfa, Sip embargo, en coomaron, seo ha propuesio gue la
determinacion de alpunos ones, metabolilos y proteinas plasmativas
especificas seria de ayuda poara evaluar el estado de solud o detectar
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cambios fisioldgicos (Vargas-Albores vy ocols., 1991 Lo medicion de
muetabolitos  plasmaticos  como plucosa,  colesters),  acteiicéridos,
factato y proteina tolal, ha side considerada como upa mwedida el
eastada nulricional de los camarones (Cuzon y cols,, 1980, Ferraris v
cols,, 1980 Chan y cols, 198 Chen oy cols, 1994, Stack vy cols,,
P, Hall y Van, TU98),

Avngue en canuron pnooose hoan realizode estudios paan conocer
cUantos tipos de proteinas se oencuentran en fa hemolinta, o
concentracion wotal de proteina ha resultade ser un buen parimetro
como indicador de deficiencia nutricional producidia por ayuny (Cuzon
yocols,, 1980 Forrars y cols., 1986, Aldviuna y cols., 1989, Stuck v
cols,, 19961 La concentacion de prateinas también ba sido whada
cormno indicador del estado Nsiolopico  de organismos bajo clertos
eatados de desarrollo como muda (Ferraris y cols,, 1980, Chan y cols,,
1988) v vitelogénesis (Shaliy y cols, 1992}, pero condiciones extremas
como altas coneentraciones de wmonlo {Chen y Cheng, 194951 o
ablacion  del  pedanculo ocular  [(Quackenbash,  1989), producen
disminucion en la concentracion plasmatica de proteina total,
Laglucosa, al fpual gue en los mamiferos (Ganong, 1982}, es el carboladeato
mids abundante e ol plasma de los vertebrado y SU concenlracion esti
relacionada con fa lasa metaldliva, pero su concentracion es ms
bafa gue en humanos (1-1,2 me/ml} vy oraramente sobrepasa los 0.2
myg /b (Urich, 1994) Auncgue suocobcentracion puede vaviar en
condiciones fisiologicas como o mudia (Vrich, 1994), I glucosa on
Bemolinfa ha sido propuesta como un indicador del estado nutricional
(Hall y Van, 19938} o de estrés en diferentes condiciones como hipoxia,
Santos y Keller, 1993, Schunitt y Sanlos, 1993, Anderson v ools,
1994, Mall y Van, 1998), manejo (Racotta y Palacios, 1998), Avuno

(Cuzon y cols., 1980) y exposicion a pesticidas (Reddy y Rao, 1991,



El principal producto final del metabolismo anacrébico de Ja glucosa
esoel lactato (Thorpe y cols, 1995), De {orma general en todos los
crustaceos, ol lactato se acumula cn el masculo v o hemolinfa como
resultado al esteés por anoxia ¥y cmersion (Tyler v Taylor, 1984,
Santos y Keler, 1993 Schmitt y Sanlos, 19930 Anderson v oools.,
1994, Zow y cols,, 1990, Sarlovis y Pocriner, 1997}, moancjo (Spotts v
Latlz,  1981), anacobiosts sy Morris, 1995) y  exposicidn g
insecticidas (Reddy vy Rap, 1991). En algunas ocpsiones  se ha
observada gue ol lactato larda hasta 40 hoen reprosar @ sus niveles
normales, después de ser expucesto a an periodo de anoxia {(Anderson
yoeols,, 19%94),

Bn los crusticeos, los lipidos son componentes esenciales para
mantener laiptesridad fisioldgien voestructural de g membrana
celular (Chapelle, 1986). EL colesteral on crustaceos os precursor e
hormonas estoroides yoen o membrang celular Ueoe Tuneiones
eatructuraies, de pormeabilidad v Oansporte (Apuiree, 1990} s
metabolito no puede ser sintetizado por el camardn y debe  ser
sumigstrade en o dieta {(Akiyamia y cols., 1989, Teshima y ocols,,
FOEY) vy ose ha usado como indicador del estado natricional detsdo a
gue los niveles de colesterol en camardn se elevan al suministrarles
cietas con suplementos alimenticios (Shiau y Chow, 1994,

Por su parte, los acilgliceridos también juegan un papel inmportante en
Lo fisiolopia del camaron como componentes de lnomembrana celular
por lo gue el aporte adecuado de acilglicéridos es importanie on el
crecimiento vy oreproduceion, Los acilglicéridos se alacenan en el
hepatopancreas y luncionan coio fuente de ehergia durmmie e ayung
(Jeackel y cols,, 1997, Stuck y cols,, 1990) v las reservas se agutan
rapidamente en anpmales con alimentacion deficiente (Stack v cols,,
FU90), Aungue presentan vanaciones estacionales enoorefacion con

sexo, b estado de madares ponadal v a factores ceoldgicos (calidad del
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alimento vy temperatara) (eackel v ocols,, 1991), la medicion de su
concertracion ha sido usada como tdicador det estado nutricional.

Varias  téenicas  han sido  deseritas para e medicion de esios
pardnelros. Bstas téenicas, disenadas para uso on elinica humana,
han evolucionado en los Wllimoes 20 anos de mancra gue en la
actualidad se cuenta con Kits comercinles basoados ob reacaiones
engimdticas directas o sccueciales, gue dovelueran mas de o una
enzima, B fundamento de o téonmten se mcdicn en el instruetive de

cada kit pero de manera resumida se presenta a conlimuacion:

a) Glucosa: La plucosa es oxidada por Glucosa oxidasa {HOD)
liberando  perdxido  de hidropgeno;  éste reaceiona con lenol v
deaminofenazona en presencin de peroxidasa (POD) generande un
color rojo violeta de antipirilppineniming gue ey proporcionat o la
conventracidn de glucosa en la muestra,

D) Laclato: Bl deido Bactco os converlido o picavato v perdoxide de
hidrdpgeno por lactals oxidasa, La peroxidass catalize la condensacian
oxidativa del precursor cromogdnico en presehcia de peroxide de
hidrogeno y forma w color con una absorbanga maxima a 540 n,
] incremento en absorbancin es direclamente proporcional o i
concentracion de lactato en ba muesirg

o} Acilghiedridos: Los  mono, iy Weighedridos se o hidrohizan
enzimaticamente con lipasas para formar glicerol y acidos grasos
libres, P glicerol formace es convertido por ko glicerol cinasa en
plicerol-3-losfato gque cn presencia de oxigeno es transfonmado por I
phicerol fosfato oxidasa en dibidroxiacetona losfato y perdsido de
hidrogeno, 1B perdxido lformado reacciona con 2-clorolvenal v -
arnoantipivina en prescncia de peroxidasa formando un compuesto

coloride gue presenta un maxime de absorbancia a 540 nn



d) Colesteroll Bl colesterol y sus ésteres se liberan de las lipoproleinas
con detergentes, La colestero)l oxidasa hidroliza los ésteres hlherando
el cotesterol que es oxidado para productr hidroxicolesterol v peroxide
de hidrogeno, B perdxido formade reacciona con A-aminoarn Lipiritta v
fenol formando una quinona eolorida gque presenta g absorbanei

rrasirra o AR .

Sistema de Defensa de Inverlebrados

Bl namero lotal de especies animales existentes en ol mundo es de
aproximadamenta 2 millones v los invertebrados constituyen mas del
WEY  con  upa gran variedad  de o organismos que ovan desde
protozoarios  wdeeluwlares  hasta Jos mas  complejos  como
copinodermos  y  protocordados,  La capacidad  para reconocer
materiales extranos ba sido estudiada en oun namere lhmilado de
cupecies  de dnvertebrados vy sclualmente seo acopla gue com
consccuencia de los mecantamos de reconocimientlo, ostos arganismaos
pueden profegerse conta patogenes ubilizande reacciones de defensa
celular come Tagocilosis y envapsulamicnto (Ratelitle v oools., 1991
Battistella y cols,, 19490, Johansson y cols,, 20001, Sin cmbargy, los
mecanismos  moleculares deo estos  procesos apenas  estan stendo
entencidos,

Los invertelbrados carecen de anlicuerpos y aparentomente no tenen
una respuesta mune adaptativa, Sin embargo, ellos Uenen proteinas
con dominios parccides a Las inmunoglobulinas como s hemolinas
(Sun oy cols,, 1990; Ladendortt y anost, 1991, Kanost y cols,, 1994,
Bettencourt y cols, Y97, Shin y cols,, 1998, Johansson, 19U 1on
artropodos (insectos, crustdceos y quelicerados), algunas reacciones
P sido descritas en detalle, Por cjemplo, en el cangrejo cacerola

(Limulus polyphemus), las reacciones de coagulacion consisten cin una
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cascada de serin-proteinasas que fnalizan en g polonerizocton de
vina proteina eoagutable, Bsta caseads do protomasas os actiivada por
cantidades extremadimenty poguenag de polisacaricdos aacrobianos,
representands un o poderoso sistema de reconochmiento (Tanaka v
cobs,, 1991 Roth v Levin, 1992, Mula y cols, F993; Roth v Tobias,
1993 Mula vy lwanaga, 1996). Bsta cascada estd controlada por
inhibidores de proteinasas, las cuales ban sido purilicadas y se ha
demostrado su partcipacion en of control de la coagulbacion (Donovan
v Lawe, 1991 Tanaka y cols., 1993, Miura y cols,, 1994, Miara v
cols., 1995 Kanost, 1999),

Las proteinasas involucradas en la coagulacion de Limuls no tienen
homelogia con las proteinasas del sistema de la coagulacion de los
mamiferos. Sin embargo, algunas presentan regiohes o dominios
evolultivamente relacionados con el sistema del complemento {(Muta y

cols,, 1991; Armstrong v cols,, 1998, Armstrong y Quigley, 14999

A diferencia de Lo polyphemus, el proceso de coaglacion en
crustacens (Talt, 1911; Martin y cols, 1991) es intclado por una
rransplutaminasa almacenada en fas oélulas sanguineas y no parcece
haber procesos proteelilicos involucrados, La proteing de coagulacion
de crustaceos es un homodimero de 400 ka (Martin y cols., 1991,
Yoh y cols., 1998; Hall y cols., 1999, Momtano-Péres y cols., 1999, Yeh
y ocols., 1999} gue se encuenira presente en plasma y no tene
homologia con el fibrindgeno vy mas bien se ha encontrado que
pertencce & la superfamilia de as vitelogeninas (Hall y cols,, 1999,
Yel oy ocols, 1999), Esto muesbra gue un proceso similar en dos
especies de invertebrados refacionadas, es completamente dilerente v
enfatiza la gran variacion molecular gue puede existic entrs los
invertehrados,

Otra cascada de proteinasay involucrada en procesos de defensa de
los  invertebrados forma parte del osistema de activacion de I

Lo



profenoloxidasa (profFO) Schumidt y Theopold, 1991, Saderhill v cols,,
1994, Varpas-Albores, 1995, Gillespie v cols, 1997 Soderhall oy
Cerendus, 1998, Vargas-Albores y  Yepiz-Plascencia, 14,
Sritunyalucksana y  Soderhill, 2000) el cual es responsable del
reconocimiento de polisacaricdos microbianos con una sensibilicad
parccida a la deb sistema de coagulacion de Lo pelyphemus, B
hmopena, proff0, es activade por una proledlisis controlada por 1o
gue oy bhibidores de protcinasas son lactores  inportantes  de
regulacion para evilar la octivacion de este sistema cuande no s
reguericdo (HMergenhahn y S6derhiill, 1985, Hergenhalin y cols,, 1988,
Johangson vy Soderhdll, 1989, Aspan y cols,, 1990, Kanost, 1994, 12
hecho de que el sistema profF() de insectos vy cruslaceos, asl comoe Jia
cascada de coagulacion de Lo polyphemus sean tan sensibles que
bastan menos de 10 pg de dipopolisacando microbiano para ser
activados, indica que son elicientes  para ol reconochmientn  de
moldculas extrafias ¥y componenles importantes en el repertorio de
delfensa de los artrdpodos.

Hasta ta fecha, 13 proFO de invertebrados han sido clonadas
(Sritunyalucksana y cols,, 19991 Las proFQ de arvopoedos son
stmitares, carceert de un paptide senal y Uenen dos silios Tuncionades

e union a cobre (Sritunyalucksana y cols,, 19Y9; Talt y cols,, 200 1),
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Slatema de Defensa de Camaron

sistema  inmune  del cumardn con resultades  sipgnificatives. 1n
pencral, los mecanismeos de delensa Dnpmane son activados cumo
respuesta o Ja introduceion  de particulas  ajenas, mediante un
sistema de reconocimicento de lo propio v o extrano.

B camardn,  como o on todos fos o orudsliceos,  noo existen
inmunopglobulinas como on jos vertebradas pero poseen medisnos
e defensa gue evitan el eslablecinnenty y prolifuracion de poiogenos,
Debido a la falta de espectlicidad v, sobre todo, a la ausencoia de ana
memoria inmunolopica,  esta respuesta s considerda come
nununidad innata e wvolucra componentes celulares y plasmaticos
gue juegan papeles esonciales en el establecimicento de una respuesin
inmune,

Lo respucsta celular  se maniliesta g través  de Jagocitosis,
encapsulacion, formacion de nddulos vy critotoxicidad {Hami vy cols,,
12985, Chang v cols,, 2000, Rengpipat y cols,, 2000, Vargas-Albores v
Yepiz-Plagcercia,, 2000}, micntras que la respuests humoral es
Hevada a caby por aglutiniyas, enzintas, cilogquininas y actores Liticos
IVargas-Albores v o cols,, 1992, Vargas-Albores v cols, 10w
Herndndez-Lopez v cols,, 1990, Margues y Ba 1";&:-1:;::.::1::;, 2000). Alzunos
componentes y/o actividades se encucntran fegrados o sistemas o
cascadas de reacclones, coto os ol caso del sistems de L congulasion y
el sistema de activacion de ta prolenolosidasa (profo)),

%07 casmardn, come en olros invertebrados, frecuentemente se obsorva un
oscurechmionto en la superfioe corporal, donde se ha producids una
lesion. Esta reaccion de melanizacion so debe a la accion de una enzima

Namada fenoloxidasa (FQ), la cual oxida feneles, produciende quinonas
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(Sritunyalucksana vy Soderhdll, 2000). Estas altimas, conlinuan  su
transformacion por via no enzimialica hasta Hegar a melanina, Tanto I
melanina como sus intermediarios son importantes boarreras de delensa,
yiv gue son capaces de inhibiv el crecimiento de bactertas vy hongos
{Bdderhdll, 1982), Ademuds, durante fa generacidn de los gquinoides, se
producen racdicales libres oxidantes (radicales hidroxil v superdsido) gue
tenen una importanle actividad  antimicrobiana (Saul vy Suguimaran,
1989), Por otro Jado, duranie fa melanizacion se promueven reacciones
oldpicas  gue  mcluyen,  ef encapsulamionlo, la hgocilosis v a
nodulacion (Ratner v Viison, 1983; Zaledi y cols., 1994).

Uno de Tos componentes clave en a respussta iomune de conuuon es
¢l sistema de activacion de fa prolfO (Mermdndez-Lopez vy cols., 1998,
Perazenlo  y  Barracco, 1997, Vargas-Albores v Yepiz-Plascencia,
19RE), el cual involuera, en una primera clapa, proteinas plasmaticas
e reconochmiento y gue son capaces de unirse a o compuestos
microbianes como  lipopolisaciarides (LPS) (Vargas-Albores v cols,,
1993} o beta-glucanos (BG) (Vorgas-Albores v ocols., 1990; Vargas.
Albores v oools,, 1997, Varpas-Albores v G 2000), Esta vnidan forma
un complejo gue puede ser reconocido por los hemocoitos genecandose
L activacion celular quie concluye con la liberacion de moldoulbas
efectoras como s profO, la transglulaminasa que es reguenda para
[ coagulacidon, compuestos antbacterianos, lecunas, ete. (Vargas-
Albores y Yepiz-Plascencia, 1998),

La protedlisis tiene un papel fundamental en la activacion de mokdculas

activiad proteolitica delbxe ser blogueada por mhbibidores de proteinnsas
plasmaticos, como la w2M. 100 resumen, ¢n caumaron, comao o olros

animales, la respuecsta inmune se Heva oa cabo en tres procesos



perfeclamente  diferenciables: o) reconocimiento, D) liberacion v

potivacion de electores y o) regulacion.
Respuesta Gelular

Los hemocitos son Jos responsables de o respuesta celudar on
camardn. lBxisten pocos estudios sobre los hemocitos de camardn ¢n
relacidn con su separacion y/o clasticacion v no son aphicables para
andalisis de rutina, Ademis, su origen y desarrollo ontogénico no han
sico totadmente elucidados, lo gue ha dificultado la clasificacion de los
hemocitos de orustaceos (Rateliffe v cols,, 1985, Hose v ocols,, 1990,
Clare y Lumb, 1994},

Cada autor uliliza diferentes criterios vy lerminologia por fo que la
clasificacion de hemocitos en crustaceos esta sujeta a discusion
(Martin y Graves, 1985, Benjamin y Jdames, 1987, Tsing v ocols,,
JO89), Sin embargo, al igual gue on olros orustaceos, fas eélulas de la
hemolinfa del camardn, se ban clasificado on tres poblaciones de
hemocitos morfologicamente diferenciables: Células hialinas, células
de pramulos peguenos y celulas de granulos grandes (Margas-Albores,
1992), las cuales pucden ser separadas  por centrifugaoon oen

pradientes de Percoll (Vargas-Albores v cols., Submitted),
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Figara 1 Tipos de bhomocitos en homolinfa de camardn,
abservados con microscopio compuesto a d0X vy usando
ihminacion Kihler,

Debido a su alta susceptibilidad a cambios del medio ambiente, los
hemocitos  deben ser obtenidos con una solucidn antcsagulante
diserada con base a la compaosicion idnica y osmotica de la hemolinbs
del cammaron (Vargas-Albores v Ochon, 1992} Esta solucion permite fa
recuperacion de los hemuocitos sin dabe colular (Vargas-Albores v

colg,, 1993),

Respuesta Humoral

La  respuesta bumoral  en comards invoelucra proteinas de
reconocimicnlo, actvidades enzimabcas v moldcuias antibacteriani,
Dentro de las proteinas de respucsta inmediata o inmunidad mnat
reportadas en cahiaron se encucitiran: factores hemoliticos (Guamsan.
Murilo  y  cals,  1993), lectinas o aglatininas  (Ratonapo v
Chujavatnalod, 1990, Varpas-Albores y cols., 1992, Vargas-Albores v

cols., 1993; Bacheré y cols, 1995, Maheswarl y cols,, 1997), proteinas
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gue se unen a beta plucanos (Vargas-Albores v ocols,, 19906, Vargas-
Albores vy cols., 1997} v pépldos antbacterianes (Destowumicus v oools,,
1997} Ademas, cuando un patdgebo el en conlacto con la hemolinda
del camardn se activan sistemas  mullménoos como el sistenua de
coaulacidn que involucra una proteing de cosgulacidn {CP) (Montano-
Péres y cols, 1999 Yeh oy oeols, 1999), polimerizada por una
transpiutaninasa liberada de los hemoctlos, v el sistema de activacion
de la prolQ) (Vargas-Albores v cols,, 1993, Hermandez-Lopez vy cols,,
1996;  Gollas-Galvan  y  cols., 1997, Gollas-Galvian y cols, 194y,

dirigicdos o aislar y climinar ¢l agenle invasor,

Proteinas de Reconocimiento

fon la hemolinfa del camarion se han detectado al menos dos proteinas
de reconocimiento, una que se une a lipopolisacanidos (LPS) v owra
gue reconoce bela ghucanos Hamada BGBE por sus siglas en inglés
(heta-ghican  binding  protein). La BOGBP de camaron ha o sido
identificada como una proteing plasmaticn de 100 kDa gque es
identica a la proteina de alla densicad [(HDL) atslada de plasimia
(Yeplz-Plascencia y cols., 1998). For su parte la proteina que reconoee
LS se ha identificads come una lecting tetramérica con un poso
molecular, en condiciones nativas, de 175 kDa, aghiling bacterias
Cram nepgalivas y actta como opsonina estimulando fagocitosis

(Vargas-Albores v cols,, 1993, Vargas-Albores 19905)
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Sistemas Efectores

Bl componente principal del sistema profO en camaron es la enzima
fenoloxidasa (FO), responsable do la melanizacidn, que participa de
manera fmportante on el proceso de reconochiniento y defensa y cuyo
mecanismoe de activacion ha sido dilueidade (Hernandez-Lapez y ools,,
19496).

Esta enzima se presenta en forma insclive abnacenada en grannios

citoplasmicos de las células sanguineas del camaron (Vargas-Albores,

caracterizadas bioguimicamente y se sabe que presentan unn peso
mofecular de 134 y 107 kDa respectvamente {Gollas-Calvin v cols,,
14944,

Olra proteina gue ba sido estudiada en camaron, es la responsable de
[ Jormacion del eoagulo o ol proceso de cospulacion. Hasta la lTecha,
se ha logrado dilucidar e mecanismo para este proceso vy se sabe gue
la proteina tene dos subunjdades fdénticas de 200 kDa v que en
condiciones no  reductorps su peso molecular os de 400 kDa
(Montafno-Pérez y cols, 1999), Ademas se conoce su seouencia amino
terminal y se ba demostrado es idénlica a la hpoproteina de muy alta
densidad  (VHDL) encontrada en el plasma de camaron  (Yepz-

Plascencia y cols,, 2001).

Regulacion del Gistema Inmung

Los inhibidores de proteinasas plasmaticos pacticipan de mancra
sustancial en la delensa por inactivacion y eliminacion de proteinnsas
gque los patogenos utilizan como factor de virulencia, Ademias, estos

inhibidores de proteinasas huegan un papel importante en loys



apnlacidn en Lo pelyphemus (Asokan v

procesos de delensa como la cc
cols,, 20000 v regulacion de la activacidn del sistema prolQ en
invertebrados (Merpenbabn vy Sdderhdil, 1985, Hergenhahn v ocols,
19885),

U verz activado ef shstema omune éste realiza su Mangion Jxsty gquu
¢l estimulo desaparezea, por o gue debe ser contrelado para ovitay
danos en los propios tejidos. IEn camardn, come on otros Crustaceas,
se ha detectadn win inhibidor de proteinasas, con un peso molecular
de 400 kia (Gollas-Galvan y colbs,, Enviade) y actividad parecida a la
v2macroglobulina {«2M) de vertebrados gue al parecer es regulador

de o respuesta inmuine.

Figura 2 Esquema del mccantsmo de accion de la o2M. La
proteinass hidroliza s repion "bile” (1, 2, 3) y se uae o Luaa2M opor uan
enlace tihol en olra region de la moeléeuka (4), este enlace produve un
cambio conlormacional de ko molécula de g2M pero no bloguea el
sitio activo de la proteinasa atrapada, £l cambio conformacional
porducide impide Ta interaccion Jisica de la proleinasa con sustratos
de alto peso molecular {3) pero sustratos de peso molecular hajo si
pueden ser hidrolizados (6, 7).



Los estudios realizados en orustdceeos han permitido proponer un
modelo de reaccion inmune en donde compuestos de la superficie
microbiana son reconocidos por moléculas plasmaticas o se unen
directamente a los hemocitos, estimualando la liberacion de moléculas
gue promueven la coagulacion, melamizacion y destruceion directa de
microorganismes,  asi  como  actividades  celulares,  incluyendo
fagocitosis vy encapsulacion. Algunos de estos procesos invohaeran
cascadas  proteoliticas  las cuales son reguladas  por omolécuias

inhibidoras tales como la a2M,
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Figura 3: Representacion esguematica del sistema inmune
de camaron,
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Tabla L Proteinas de respucsta nnmune de camaron
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Juslificacion

En ba allima década, la caplura doe camaran en México ha decreeido
significativamente. Para satisfocer o creciente demanda de este
crustaceo se ha acentuado el interdés por optimizar ln produceion a
lraves del culilvo, St embargo, para que el cultivo de camaron seao
exitos, se requicren resolver algunos problemas basicos. Uno de los
principales  problemas  es o control de las altas  moctalidagdes
producidas por enfernedades durante el cultivo, Los tralamicoios
actuales son caros, presentan dificultades téonicas y alectan al mediy
smbiente.

Laa aparicion de la enfermedad esta relacionada al rompimiento del
cguilibrio entre ¢l medio ambicnte, s fisiologia del hospedero v las
estratepgias invasivas del pardasito. Sin embargo, para of caso del
carron y todas las especies avuaticas, of control de las condiciobes
del medio ambliente se diffoulta por tos vollmenes de agua emplendos
e los cultivos comerciales,

Por otrae parte, los tratamientos contrg fos agenles causales, ademas
de ser costosos y producir danos al medio ambicnte, hasta abor no
har sido eficientes. Asi, el conocimiento de las alteraciones fisivlogia
del animal parece ser el camino mas factible para controlar las
enfermedades y, de ese modo, disminuir el riesgo de la inversion. Con
base en lo anterior, una allernativa es el diagnostico oportung para
prevenir y comtrolar las enfermedades del camardn, para olo se

reguieren métodos  gue permitan omedie metabolitos,  proteings

especificas  plasmaticas vy sus actvidades  con o sensibilidid

r

necesaria para deteclar variaciones on suoconcentracion debidas o

alteraciones lsioldpicas.

26



Objetivo General

Adaptar y/o disenar téenicas para medir las concentraciones de
camponentes plasmaticos (plucosn, colesterol, acilghedéridos, lacinto v
profeina total), asi como alpunas proteinas involucradas on el sistema
de defonsa del camaren (FO fenoloxidasa,  CF proteing de
coaguwlacion o VHDL, BGBPD proleina gue se une a beta glucanos o
HIDL v w2M: alla 2-macroplobulina). Adicionalmente se pretende
buscar el mRNA de lisozima en hemoeitos y hepatopancreas  do
camarones mmoculados con bacterias, utilizando la téonica de RT-POR
{(transcripeion reversa v reaccion on cadena de e polimerasa) v

(prhmers especilioos,
Objetivos Especificos:

b Adaptar  métodos  usados  en clinica humana para medie la
concentracion  de plucosa,  colesterol,  acilglicéridos,  lactito v
proteinas twlales,

2. Duesarrollar y evaluar ¢l método de BLISA para la cuantificacion de
BOBP Yy CPen el plasina de cainaran,

3. Desarrollar téenicas parn la determinacion de actividades
cngimaticas asociadas o la respuesta buoune deocamaron: Fu
(fenoloxidasa), prolFO (profencloxidasa) y lisosima,

4, Detectar la presencia de mBNA de lisozima en hemocitos v
hepatopanereas  de  camaron  mediante la teeniea de RT-PUR
utilizando primers cspecificos,

5. Dererminar  modificaciones  cualitalivas  y  cuantititivas e
cotfiponentes plasmaticos en camardb y/o en la expresion del gen

de lisozima por inoculacion de particulas inertes y bacterias,



Materiales y Métodos

Todes los  materiales  de plastico  wtilizados  fueron  adguiridos
comuercialmente libres de pirdgenos o de calidad cultivo de tejides, 15
material de vidrio se Javo y se Uatd con calor seco o 180°C en un
hormo (TAURUS plus) durante 4 horas para oliminar pirogenos, Los
recipientes de plistico usados para preparacion de reactivos fueron
sumergidos durante 30 min, en una sotucion de Baoxa-clean ol M
(Sigma Chem, Col, lavados con agua libre de pirdgenos  dupua
inyectable PISA) y secados a 37°C. Todas las soluciones se prepararon

Con agua y reactivos bres de pirdpenos,

Qbtencidon de Hemolinfa

Laa hremolinfa Tue extraida de la repion ventral del camaran entee ol
althmo par de pereidpodos y el primer par de pleopodes, cn
siguicnte relacidn: 1 volumen de hemolinfa en 2 voltinnenes  de
anticoagwlante, previamente enfrindo. El anticoagulante se prepard
disolviendo ERTA (10 mM) en solucion isotonica para camardan (Nat)
430 mM; KCH IO mM; HEPES 10 mM) ajustado a pH 7.3 (Vargas-
Albores et oal, 19931 la cual s¢ omenciona subsecuenlemente cumo

S,



Cuenta Total de Hemocitos

Se diluyeron 10 pl o de hemolinfa, en 90 0 de anticoagulante
previgmente enfriadu, Despuds de mezelar suavemente con la punia
de una pipeta Pasteur o una micropipela, se colocaron 10 ul de la
mexcla en una camara de Newbauer (hoematlocitometro) v las células
fueron contadas wtizando rieroscopio compuesto 1 400X,

raracion del Plasma y Lisado de Hemocitos

Despuds de la extraccion, Ja hemolbda se contrilupd a 700 g durante
1O min y 4°C, se retird el plasma y se almacend en refriperacion para
cuantificar componentes plasmalicos, Bl paguete celular se lavd con
anticosmtlante y  centrifugacidn o 700 g duranle 5 min a4
Finalmente  se resuspendid, en ol mismo velunsen extraide,  con
regulador de cacodilatos (1O mM, pl 7.2} v se cenwrifugd o 13,000 4,
4G durante 100 mins B sobrenadante o contemido  granular de
hemuocitos se almacend a ~20°C hasta su uso. En otros experimentos,
los hemoceitos lavados v resuspendidos on cacodilatos, se sonjcaron
durante 2 pulses de 10 sepundos cada uno {inlensidad 3) enoun
sonicador  BRANDSON  Sontficr 450 con punta parn microtiabo;
finalmente  se centrilugd a 15,000 g, 4°C durante 20 min v 0l

sabrenadante Hamado lisado de hemuoeitos, seopuardd o -20°0 hasta se

LLIECY,

Cuantilicacion de Proteinas en Lisado de

Para cuantificar proteinas en hsado de hemovitos se usd ol mdtedo de

Bradlord (Bradiord, 1976} adaplado para microplaca, sSe colocaron

PAL



20 ub de muestra en una microplaca y se adicionaron 250 ul de
reactivo de Bradiord 000 mp de Coomassie Brilliant Blue O; 50 ml de
ctanod, TO0 mi de dcido fosforico al 85% v 850 mil de apgua). Se ineuh
durante 10 min g 25-28°C v sc leyd la absorbancia a 59% nm. La
concentracidn de profeinas scocalowlo en base a una curva palrdan de

albimina sérica bovina (133A).

Cuantificacion de Proteinas Totales en Plasm

Para cuantificar proteinas en plasma o bemolinfa se wsd el método de
bauret  [Coligan y  cols,, 1995)0 1D cdleulo de concentracion e

proteinas se realizd con una curva palran de 38A.

nitficacion de Metaboli

Para la determinacion de ghacosa en plasma de camaron se ouso ol
método deserito en el kit comercial GOD-PAP No. 740393 (Merek). El
lactato se evalud usando el método de lactato oxidasa de acuerdo al
kit comercial No, 735-10 (8IGMA Co.). La determinacion de colesierol
e plasma de camardn se evalud por el mélodo de CHOL-PAR deserite
erroel kit comercial No,o 14394 (Merck) v opara la determinacion de
acilgheéridos se wsd el método GIPO-PAR sepan el kit de Morck, Para
caloular la concentracidn en todos Jos casos se usd una curva con el

pstandar correspondiente,

Determinacion de Aclividad Fenoloxidasa (IFO).

La detecrminacion de actividad O en muaestras de camardn, sc realizd
mediante o método  de oxidacion de L-DOPA S adaptado para
microplaca (Mernandez-Loper y cols, 1990). Se colocaron 58 gl e

A0



muestra y 30 pl de S1C en una microplaca v se adicionaran 50 pl de
LDOPA (3 myp/ml), Després de 10 min de incubacion a 25.28°0 se
leyd o absorbancia a 490 nm. La actividad especifica se caleulo

lemando en cuenta la concentracion de proteinas,

F Contenido de Fenoloxidasa Total (proFO + FO)

La cantidad de fenoloxidasa (otal seomidid incubando 50 pl de muestea
con 50 pbde tripsina (1 mg/ml) a 25.28°C durante 5 min, Después de la
incubacion, duranie 10 min adicionales, con 50 ul de L-DOPA, se nndio
laabsorbancia a 490 nm y se caleulo la actividad especifica como en I
determinaciin de FO. Para conocer la cantidad de FO presente en la

muestra como enzima inactiva (prolfO)) se restd el valor de PO total del

obtentdo en ta proacha de 9O,

Seopurificd BGRP y P a pactic de plasma de camardn usando

cromatogralia de alinidad de acuerdo o Vargas-Albores  (Vargias-

profeinas  puriicadas  se 0 usaron  comw  antipenos  para pencrar
anlicuerpos y como  estandares en las pruchas de ELISAD Los
anticaerpos anti-BGIEP fueron donados por la Dra Yepiz-Plascenacia v
se prepararon meculando conejos con BGBP (0.1 mg) mezclado con
adyvuvante  completo  de Freund (101) Cada dos semanas s
administraron refuerzos con adyuvante meompleto de Freund (Vepiz-
Plascencia y cols, 2000), B suerp oblenido por centrifugacion,
despuds de permitie fa copgulacion, se almacend en congelacidn hast
sUWso. Los anticuerpos anti-Cl ose prepararon de acuerdo a (Revez-
Lzepuierco, 2OO0Y,
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Téenioa de =LISA

Parac las pruecbas  de BLISA  se aswron placuas  de poliesticeno
MaxiSorp™ v las siguientes soluciones: PRES (8 ¢ de NaClo.2 g de
detontzada) pH 7.3, PES-Tween (PRS conleniehcdo 0.05% de Tween 20)
yosustrato TMIB (3,37 telramelil benziding disuella en avido acético 2
My preparada a I omp/mi en regubador de citratos 0.6 M, pH 54,
conteniendo 10 pl de Perdxido de Hidrépgeno). Loy antigenos, los
anticuerpos y los blogueadores se diluyeron en PBS v para los lavados

seo ust PES-Tween. Como sistema detector se utilizo ant-lgG de
conejn (SIGMA) conjugado o peroxidasa, diluido 140,000 en PBS. La
reaccion de color se detuve por adicion de acido sullurice 1 N, La
pltaca se teyd a 450 mm y la concentracion de antizens se determind

con wna curva patron del antigeno purilicado correspondiente.

Determinacion de Activic

Para deteetar faactividad de @M oen plasma de camardn, se usd
apsing e inkibidor  de ipsina de osoya (8T1) obtenidos
comercizimente  (SIGMA). Como  susirato se uso Noe-Bemoylg-
Arginmine-p-Nitroanilide  (BAPNA,  obtenido  de  SIGMA)  a  una
concentracion de 1omg/ml disuelto en 50 ul de BMSO v 950 ul de
HEPES 10 mM) v el color pencerado en la reaccion se fevé a 415 nm,
La concentracion de proteinass atrapace por I w2M, e caleald con

una curva patedn de tripsing



Alslantiento de RNA de Hemocitos de (

La hemolinfa extraida a 3 camarones {aproximadamente 3 ml) se
centrifugd a OO g durante 10 min o 4"C y los hemoeitos se lavaron 2
veces con BIC preparado en agua libre de RNasas (ratada con O, 1%
de DIEPC y esteribizaca), Bl paguete colubar se eoloed cnoun mivrotubo
clee 1.7 m) libre de RNasas, se adicionaron 500 0t de salucio de lisiy
(Tris-HCE 100 mM, pH 7.5; LiCH300 mM; BDTA 10 mM, pH 3.0, LiDx

[y

fenol acido (pH 4.3)0 Una ver mezclado, se agrepgaron 250 pl de
min y se centrifugo a 10,000 g durante 20 min a 4°C, La lase superior
(aouosa), conteniendo e RNA, se transficid a otro tubo v se agregaron
20 ul de RNAMATRIX (BIO 101), se mezcld y se incubd o lemperatura
ambicnte durante 3 min, se centrifugd o 10,000 ¢ durante 1 omin a
AC y s desechd o sobrenadante. B complejo RNA/RNAMATRIN s
Lavdy 2 voees con 250 gl do repulader de Lavade {etanol 75" en Tris-
HCL 10O mM, pH 7.5) y se centrilugd a 10,000 g durante 1 min a 47,

B precipitado se resuspendid en 25 pb de sean Dbhre de RNasas, se
el a 33YC duranle S omin, se translivid el sobremadiante (RNA) a
otry tubo, Be o determind oconcentracion de RNA middiends o

absorbapcia a 360/380 nm, hactendo una dilucidn 1HOO de In

miestra original y se almacend a =20°C hasta su uso.

Alslamiento de mRNA, Tecnica de poli ATRNA

El mRNA se separd atilizando Dysabeads™, L muesira (V3 g en
POG pl de ppua Wratada con DEPCY se cadentd a OB°C por @ mm vy s
colocd en un tubo conteniendo el equivalente a 200 ! de Dyoabeads

pre

previamente  Javadss, Se omezeld oy ose bneubd durante B omnoa

B
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tenperaturs ambiente  poara permitie e alineovion o por
complementaricdad de bases A=T. Las Dynabeads se separaron con
U iman o por centrifugactkdn a 5,000 g opor 1 omin, se climbmd el
sobrenadante y se lavaron 2 veces con 200 pl de regulador de lavado
(Tris-MCH 10 mM, pi 7.5, LICH O 15 M, 1 M EDTA), Después del
nithme lavada, se ehayd el mRBNA adicionandn 20 ul de apua tratada
con  REPC vy calentando & 63°C por 2 min. El sobrenadante,

conteniendo el mRENA sc almaceend & 2070 st su s,

Alslamiento de mRNA Directo (MRNA DIRECT™ Kit, Dynal Biotech)

Para ¢l aistamiento de mRNA, directamente del tejido on mezcla de
Nais, se usd ol kit de Dynabeads mRNA DIRECT™ ({Dynal Biotwoh),
Log hemoeitos se Javaron con SH preparaco ea agen libre de RNasos
yose meclaron con H00 pb de selueidon de lisis (Tris-HCH 100 mM, pH
Toay LACH BOG mM; BEDTA O mM, pHo 8.0, 19 LiDE 5 mM
dithiothreitol) v se homopgerneizd con wr disruplor manual de tejidos,
Hoeoagregaron 200 090 de dynabeads yose incubaron durame & omin
mezclando permancentemente, Se chmind ol sobrenadante y ose lavo 2
veces con 200 ul de regulador de lavade A (Tris-HCH 1O mM, pl 7.5,
LCH 015 M, EDTA 1 mM y LIDS 0.1%). Las dynabeads se
transfiricron & un labo lmpio vy se lavaron 2 veces con reguladar de
lavado 13 (Tris-HCEH FO mM, pld V05 LaCh 0015 Moy BETA L il
Finalmente, se resuspendicron en 20 4l de apgua libre de RNasas vose
ehuyd ¢l mRNA calentande a 65°C durante 2 min almacenindose o -

2070 hasta s s,



Oblencion de chNA

Bl eDNA fue sintetizado a party de mRNA usando o franscriptasa
reversa SuperScript ) {Life Techpologies,  Gibeo o 1B3RL).
Aproximadamente 40 ng de mRNA fue transcrito con 200 unidades de
SuperScript By 1 pb de oligo-dT 1 pM en own volumen total de 20 gl o
42 *C durante T ho La reaceidn lue detenida por incubacion a 75 °C
durante 1O min, Para la reaccion de PCR, se uso la coamtidad de cDDNA
correspondiente a 40 ng del mRNA original, Los productos de POR se
analizaron por electroforesis en gel de poliserttamida nativo (Lacounli,

1O70) al 10% tenido con nitrato de plat.

Tecnica de RT-PGR
Alfernativamente, s utilizd la téenica de RT-PCR (GeneAmp, B2 orTih
RNA PCR KH; #Th DNA Polymierase & 2 butfer paek Perlan-Ehner)
prava annpliltcar ¢ mRNA enoun solo pasa. Con este metodo s readiza
la transcripeion reversa y la amplilicacion por PCR en el mismo tubo,
Seousd ] opp de mRNA en cada prucba oy oose adictonaron Jos
componentes de o la reaccion de acuerdo a da abla 20 Una ves
aprepados los reactivos en ol tabo, se colocod en un termocichador
(Eppendort Mastercicler Gradient) y se realizd o reaceion de T PCR
de acuerdo al siguiente protocolo: 60 min a GLYE, 2 min a Y47°C, 40

cictos de 45 sep 9470 /45 seg 60°C y finabmente 7 min a 72°C,

]
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el eenriva de RTP-POe.
sigiiente

Tabla 2: Voltimenes de reactivos usados
Be o ousd un oligo arbilrario tlummm.uin Al con la

secvencia: BRAATCTAGAGCTCCCTCCA-3Y
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cirofuresis de RNA en Agarosa 1%,

Tara cdeterminar fa calicad del BRNA obtenido se utilizd el maiodo de

electroforesis en agarosa deasnaturalizante. Se prepard un gel de

MOPS

formaldehido al 37 %, La muestrs

.23 ml e

3

pgarosa al 19 en e de RNasos, contendendo

s0 prepard mesclando 1 ovolumen de
mestra con Dovelumen de regulador de carga 2x, se calentd durante

fuelo para adicionarle 1 pl de bromuro de elicho y se colocd on el gel.

La clectroforesis se corrid a 50V hasta que ol colorante migra 374 del

My



pel y ose observe con hug UVL KD gel hue Jotogratiado wtilizando un

sistema de fotodocumentacion (Kodale Digitad Science DC120),

s de Poliacrilamida,

fuctos de PCRR en

Electroforesis de fos Pr

Bl anddisis de los productos de PCR se realizo en peles de poliacril-
amida (PAGID) al 10%. Se mezclaron 10 pl de muestra v 10 b de
regulador de carga (azul de bromofenol, 0.25%; cyanol xileno, 0.25% v
ghicerol, 39%). La mezcla se colocd en un pozo del pel y la
electroforesis se corrid a 20 mA constantes durante 2 h, ulilizando
TRIS-Boratos pH 8.0 como repulador de corridia. Al Jinalizar Ja
clectroforesis, ¢l el se (116 con nitrato de plata y se calewlo el peso

molecuwlar uiilizando estindares comerciales,

Tincion con Nitratlo de Plala para DNA en Geles de Acrilamida

Para analizar ol patréon de bandas oblenideo on o electhroforesis e
poliacrilamida, se usd la Uncidn con nitrato de plata de acuerdo o
Wallace (1997} 15 gel so swmergtd en solucion lijadora (5 ml de etanol
absoluto, @50 pl de dcido acélco placial v 9475 ml de agua
doefonizads) durante 10 min con un recambio de solucion a los 5 min
yose favd durante 10 min con apua deionbzaca, Posteriornwente, of pel
seincubd durante 10 min con solucion acuosa de nitrato de plata al
O 1%y se lavd 4 veces durante 10 seg cada una, con agua deionizacla,
Para revelar tas bandas, ¢l gel se sumerpio en solucion de revelado ()
volumen de NaQF 3% y 1 volumen de formaldehido 0.3%) el Uempoe
necesario paras e tas bandas fueran aparentes (vegularmoente 20
min). La reaccidn se detuvo sumergiendo ef gel en carbonato de sodio

LO75% y el patron de bandas se analed por [otodocumenacion,



ima

Las células, oblemidas de ol de hemolinfa, se resuspendicron cn
SO0 b de agua destilada estérd] libre de pirogenos y se sonicaron, en
bafo de hielo, durante 2 pulsos de 10 seg. Bl sonicado se conurifugd a
15,000 g durante 20 min a 4°Cy se determind la actividad de Usozima
en el sobrenadante, Se prepamron plocas con agarosa al 1.2% (aprox
L& ml por placa) en regulador de foslatos (NaldPOL 008 M, pH 6.8)
conlerdendo  O5  me/mb de Morococons  bdens. 8¢ hicicron
perloraciones de 4 mm de didmetro y ose colocaron 20 pl de muestra,
Se o neubo la placa a 37°C durante 24 hoy Lo actividad se determin
midiendo el diametro de lisis alrededor de los pozos v comparando
con una ocurva patron de fisozima de buevo comercial (3IGMA) Para
aumentar el contaste en los resultados, las placas se tiieron por
Iin con el colorante y se destifieron durante 2 1 con agaa
clestilacla,

La actividad de lisozima taminén se o mdid en liquide de acuerdo ol
método de (Shugar, 1952). Se mneubaron 250 pl de wira suspension de
M, Itews 05 % en losfatos, con 20 p] de muestra, a 37°C durante 2
Seomidid la absorbancia a 450 nm y o actividad de lisozima se calould
obteniendo la diferencia de absorbancia entre ¢l control negativo v la
muestra ulilizando una curva palrdén de Hsozima de huevo comercial,
Para alpgunos experimentos se asaron micrococeus tenidos, ol paguete

bacteriano se Ufo durante 1 omin vy ose lavo con agua utilizando

centrifugacion.



iculas Inerles en Camaron

Inoculacion de I

Lotes de 1O camarones con peso promedio de 18 g se mantuvieron on
el laboratorio, al menos una semana antes de la inocwlacion, en agua

oy "y

marta preparada a 30 ppm de salinidad y lemperatura de 25°C, con

alreacion o saturacion e oxipeno, Seo prepararon susponsiones
(1O particulas/pl) de Sephadex G5, CM-Scephadex ©C25 vy DEAL-
Sephadex ARS en SIC. Be inyectaron 50wl de cada una de das
suspensiones en ¢ muasculo de Ja region dorsal de los camarenes, Los
animales se sangraron 249 b después de la ineculacion v ia hemolinta

s ush para medir paramelros hemiaticos.

Inoculacion de Vibro alginohlicus

SBeousd un cultive de 24 horas de Vibeo alginolytictns enocaldo marino
{DiTeo Laboratories), Las bacteriyg seoinootivioon por autoclave (12170
PS psi) durante 30 min y se centrifugaron @ 2,000 g darante 20 oan. 19
pacuete seoresuspendio en BIC y se ajusto g 0.5 de absorbanein o 600
i, B inyectaron 50 pl de suspension bacteriana oo el mscalo de
region dorsal de los camarones y osoe mantuvieron en observiawion, Los
animales se sangraron 24 b después de la inoculacion vy Ia hemolinfa se
usd para moedic pardmelros hemdaticos. En olros experimentos,  los
camarones inoculados con bactering se sappraron 1.3, 30, 6.0, (2.0 v

24,0 1 después de da moculacion,



Resultados y Discusion

B los altimos anos la industria acuicola ba estado demandando
herramientas gque permitan conocer el estade fisiolopico v de salud de
los  camarones  en cullive, Una o alternativa es  determiinar da
composicion quimidca del plasma, observar sus cambios vy detectar
moleculas gue puedan usarse como marcadores del estado de salad,
Para cily seoreguicren mcétodus gue perpnbian soediy coniponenies
plagmaticos de comardon cor I suhciente sensibilidad para deweear
variaciones e su concentracion debidas o alleraciones fisiologicas,
Sin embargo, las caracterisUceas salibas del plasma de camaron son
diferentes a las del plasma de los vertebrados, 1o gque hace necesario
evaluar Ja mluencia de In selmidad, en da cuantficacion  de
parametros plasmadicos de camardn,

La medicion e moléculas refacionadas con el sistema de delensa del
comaron ha sido usada en alpunas condiciones  experimentales
incluyendo anlecciones, putricidn o para evaluacion de immuno-
estirmilantes (Le Moullac y cols,, 1997, Le Moullac v cols,, 1998,
Sanchez y cols,, 2001), S embargo, I falta de informacion de wodos
s componendes de defehsa o saimportancia y correlacion no Lo
permitido obtener resultados concluyentes, Por ejemple, fa cuenia
olal v diferencial de hemocilos se b usado para evaluay el electo de
lag  infecciones v diferentes dictas; sin embargo, no ha o osido
considerado como un parametro adecuado, debide a gue se modilican
en o condiciones  lisioldpicas como muda {"!‘::35.1'11,;;7, yocols, 1989 Le

Mowllac y cols., 1897) y reproduceion (Sanches y cols,, 2001),

Uno de dos principales problemas  wéenicos para el estudio de
parametros plasmatcos on camardn es o dificaitad  para tomar
muestras de hemolinfa en animales pequenos (menos de 8 2} Debido
a gue, el o volumen de hemolinfa gue puede ser extraddo es

44)



directamente  proporcional  al tamano  del animal el uso de
microtéenicas  es  wie excelente allernativa. Los  métodos 1
microplacas permiten reducir ¢l volumen de muestra necesario v

viarias muestras pueden ser analizacas en forma simullanea,

Aungue ¢l uso de la solucidon anticoagulante disenada para camardn
previene Ja lisis y activacidn cefular (Vargas-Albores y cols,, 1993), ¢l
problema es caloular con precision la cantidad de hemolinla colectada
directamente en la solucion anticoagulante. Una forma es pesar la
Jeringa con anticoagulanic antes y despuds de Ly eolecta pero este
proceso requiere Gempo, Poroello, un paramaetro interno como la
concentracion de proteing, puede ser usado para estimar la cantidad

de hemolinfa extraida y para normalizar los resultados.

Reterminacion de Protelnas Tolales en Memolinfa

Low mctodos de Bradlfoed (Brodlord, 1970} v BCA (IRedinbaagh v
Turley,  19586)  han sido  amplismente wsados  parn cuantificar
proteinas  on muestras biologicas con un intervalo entre 80 v
JOO g/ ml Estas téenieas, ademas de sensibilidad y precision, tUenen
la venlaja de ser rvapidas. Sin oembargo,  debido oa gue las
concentraciones de proteing en ol plasma de camaraon sobrepusa el
intervalo de deteceidn de las téonicas de Bradiord v B3CA, se propusoe
usar el ométodo de biarvel, con itervalo de deteccion entre 1y 10
e/ ml.

£ la téonica de biurel se ubibiza bomd de muestra v A4 ol de reactive
de tadl manera gue fa muaestea gqueda diluids 5 veces on Ja reaceion
(Coligan y cols., 1995} 5 mtervalo de detecaion de T prucha os de

002 a2 mp de proteina /reaccion),



B oeste trabajo el método fue modificado para realizarse on un
sistema de microplaca, uthzando 10 pl de muestra y 200 a4l del
reactivo de Diurel, Bsta dilucion modilicd el nivel de deteccion entre
4.2 v 42 wplml Debido o que la concentracion promedio de proteing
total en bemolinfa de camaron es de 100 me/ml, ¥ por da dilucidin con
el anticoaputante Hepa aproximadamente a 33 mg/ml, ol intervalo de
deteccion resulta adecuado v no requiere diluciones posteriores. La
clirvis palron de BBA e higo on el intervado lneal entee Oy S0 mp /ol

(Mgura 4}
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Figura 4: Curva patrén de proteing total wlilizando L
Leenica de biuret, Se usd albiunina sdérica bovina (B38A)
comuo estandar, Los valores representan ¢l promedio £ ¢l
error estindar de 6 repeticiones.

il método de biurel es uiilizado en cliniea hmana para cuantibcar ol
conlenido de proteina total en suere, Bin cmbargo, ya gue el camanin
lene tres veces mas concentracion de sal {045 M) gque el humano

(0.15 M}, para utilizar cste mélodo en plasma de camaron se delbn

3.2



demostrar que la alta salinidad on las muaestras de comaron ne
influyeran en o prucba. Al cuantificar 33A disucla en solucion de
Nal 450 mM, SIC o solucidn anticoagulante, se observo que no hay
pterferencias en la prueba de bivret,

Basados en estos resultados vy oen el pdervalo de detecoidn de la
procha, se prapuse utibzar directamente b plasma oblenido en S1C-
EDTA, sin necesidad de otras diluciones, st representa una ventaja
en comparacion con las tomens Joe Bradford o BCA donde ol plasimn
tendria que ser dibuido aproximadamente HB00 veces, aumentando ol
tempo de la prueha y la posibilidad de error por un mayor punejo,
Adicionalmente,  seo compasrd da concentracion  de proteinn total
determinada en plasma o en hemolinla completa (sin centrifugar para
separar ¢l paguete celular v el plasma), De scuerdo o los resultados
ohtenides, no se observaron diferencias sigmificativas (P<0.035, n=235)
entre los dos procesos por o ogque es posible ol uso de hemohinta
completa para la cuantificactdn de proteing otal en camaran, El
healio de ne detectar diferencias de concentracion de proteinn total
enbre plasma y hemolinfa se debe probablemente a que Ja aportacion
de proteinas por los hemocitos (uenor al 19%) no es sipficativa, sobre
todlo st se considera que ¢f conliciente de variabilidad de B prueha en
muestras de camaron es del TO%, Con bhase on estos resultados, se
concluye gue la cuantificacion de proteina total en hemolinfa de
camardn es un método simple, preciso y rapido gue se realiza de

acuerdo a la talia 3,



Tabla 3: Técnica para la cuanuficacion de proteina total en
hemolinfa do camaron,
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Relerminacion de Metabolitos

Olros parametros plasmaticos en camaron han sido utilizados como
mdicadores del estade [isiologico o sus modificaciones por dictas,
muda y reproduceion (Chan y cols., 1988, Rosas y cols,, 1990, Hadl s
Var, 1998 Racotta y Herndandez-Herrera, 20000, Con ta tencidn de
conlar con mdétodos faciles, rapidos vy sensibles, se ulilizaon ks
comerciales para cuantificar fa concenlracion de plucosa, lactatoe,
coleslerol y acilphicdridos en e plasma del camaron.

Estos kits bhan sido perfectamente probados en la clinica humiana
pero el afeclo de as condiciones salinas de L hemolinfa del camaran
no hao osido investigado, Por oello, se compararon las curvas de
calibracion ulilizando solucian salina (0,15 M) y 81C {045 M) para la
cuantificacion de plucosa, lactale, colesterol y aciglicdridos, Comuo se
puede ver en la figura 5, no se observaron diferencias signilicasivis
(P=0.05) en los componentes plasmiticos analizados,

Ademas, se investipd ko fctibilidad de reducir los volamenes de
muestra y reactivos utilizando microplacas de 96 pozos, Comparando

ta téenica Lradicional estandarizada para celdas de T mb con el método



en microplaca no se encontravon diferencias significativas (P=0.05)

cuando ge analizaron muestras on forma siulldnes y repetida,
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represenion ol error estandar,



Lag curvas de calibracion para codo téemica se hicieron tomumdo fas
condiciones establecidas on e prolocols originagd para cada kit Los
resultados de la estandarnzacion son discutidos con mas detalie en a
publicacion 2 anexa g este documento y las enicas son presentadas

en das ablas 5,6, 7

v i,

o resumen, se Jogrd establecer un sistema de mieroplaca para med
lucosa, colesterol, acilglicéridos, lactato y proteina Lotal en hemolinfa
de camardon, wtilizando kits comerciles. La alla salinidad de o
hemolinfa, o o presencia de EDTA (usado como anticoagulante)

influyeron en la eliciencia de Ta pracha,

Tabla 4: Toonica para la cuantificacidon de glucosa en hemolinga
e camardn.

I Colocar 10 ulb de hemolinda en el pozo de una microplaca,

2 Agrepan 200 ul de solucion reactiva para glucosa.,

S Incubar g temperatura ambienic dorante 30 min ¢ 37°C
durante LG min,

]

a0 nm, ;

S 0 Calouwlar la copcemtracion con una curva estandar de glucosna

diuida en SIC-EIXTA, con un inlorvalo entre O v 1 omg/ml

J




Tabla 5; Téonica para la cuantificacidn de colestersl en hemolinta
lf{l ¢ CRINTArdnN.

| ( n]m ar JU u] (]l” h: Jlmlmm el o l poin uln una mlunpi.u o

i

2 /\;f,l CRAD H(J jll :{tx :mllu ion ree :Iﬂwn para u)ln hlt’li)l

TREEAN

3 Incubar a le niperatura .m)im pe duapante 30 min o ?»r
tlll.l Hllc' IlJ mln
o Lu e l.x .xlmn!:.uu m A l'JU hm J;

chiluicto ¢ H(‘ ] lJl.’\ Lon nm :v1lu entre i) "JM LL’ m,;_*/ml

5 dh u].u I Conceniracion com una curva © zmmd.u (lw . ul:"m ml

Tabla 6: Téonica para la cuantificacion de aciglicéridos on
hemolinfa de camardn,

1} Colocar 10 pl de hemolinla en el pozo de una microplaca, 5

16 myvins,

3 Incubar & temperatura ambiente durante 30 minn & 37°C durante |

":1 L(

lm. i i.‘J w:n*b;m

caleular Lo concentracion con una curva estandar de gliverol
Lllluulu ¢ H I(‘ ! I)IA Lon un mia wniw ¢ niw (J lH ¥ i mwml

i




Tabla 7: Técnica para la cuantifloneion e fnctato en hemoling
che camaran,

] (l“.?t:)lc.‘.)c:.';u‘ 10 ;..;! 1:.:[(1 !'1::‘:1'1'1:;)11':’1 ['m. el c;‘,l bozo t:'.i:.: una mit,:l‘t‘)].‘)l:;u:m.

2 AR 31 Lm( ul (h wlm um re umﬂx para lactato,

| 30 Ineubar & lempe mmm mnlm N (hu.nm 20 min o .H“L
a..l urante l U mm.

o Li er I.',: .|l>:=m b.mt m .l J-H) nm,

L i L

5 Qale uLu* Ja COMSeracion con una curva ost uui.u d(' l.u talo i
x.hll_.m..la_:: en i SHC i)lA con un ml: w'lln entre 1y 20 mpg/ml. :

; l‘.’.

Tecnicas Inmunoenzimaticas

2] primer paso involucrado en la respucsta hunune de camaron es el
reconochmiento, n el plasma de camaron se han detectado proteinas
que pueden reconocer compuestos microblanos como LP5 (Vargas-
Alhores y cols,, 1993) o beta-glucanos (Hernandes-Lopez y cols,, 19590
Vargas-Albores y G, 2000} La proteina que reconoce Deta-phucanos,
Hamada BGRP (Beta Glucan Binding Prolein), os uni proteini
plasmatica de 100 kDa que se purilica de forma relativamente simply
(Varpas-Albores v cols, 1996; Vargas-Albores y cols,, 1997). El
plagma es dializado conlra agun destiada y ba BOREP purificada o
partir del precipitado por cromatopralia de alinidad usando heparing

como ligando (Hménez-Vega, on prensa),

Debido o qgue la BGREP no fiene  actividad  enzimatica, para su
cuantiicacion fue necesario disefiar un método nmunoenzimatico
(ELISA). La BGEP [ue purificada y se uso para abtencr anticuerpos de
corejo  anti-BGIBE de acuerds a Yepiz-Plascencia vy ools,, donde
presentd una alla antigenicidad produciendo titulos adecuados de
anticuerpos  {comprobados  por Western  Blol} para los  andalisis

cuantitativos (Yepiz-Plascencia y cols, 2000}




COlra proteina involucrada en el sistema de defensa del camaron es 1o
prowina  de  coagulacion  (CP), Esta proteina plasmatica os
polimerizada  por una transghitaminass  liberadin de Jus célulias
hialinas para formar el coagulo, 8Se ha detectado gue la CF es una
proteina con un peso wolecular de 400 kDa (Montano-Perez y cols.,
199%; Yeh v ocols, 1999) que se purifica del plasma de camardn
medionte cromatografia. de afinidad a2 heparina (Montasio-Péree v
cols,, P99 Do Lo misma forma que ke BGBE, b P inpucy proscoin
actividad que pueda ser medida por métodos eolorimaétivos, por lo que
Lombicn se bnplementd un omdody umunoenzimitico para medie su
concenlracion en plasma de camaron,

Se ha demostrade  gue  tante BGBP come CP O oson protebias
involucradas también en el transporte de lpdos, Mientras que CP
presenta identidad con Ja lipoproteina de muy alta densidad (VHDL)
aislada del plasma de camaron por gradientes de densidad (Yepiz-
Plascencia y cols,, 2001), Ja BGER es idénlica a la hpoproteina de muy
alta densidad (HDL) (Yepiz-Plascencia y cols,, 1998} que se sinletiza oo
¢} hepatopancreas (Yepiz-Plascencia y cols,, 2000},

Los immunoensayos  sen  omélodos  utiles  para delerminay la
concentracion de proteinas mediante of uso de anticuerpos especilicos
penerados en animales de laboratorio como conejos o ralones, lExisten
varios sistemas poro lodos se basan en el uso deoun anteuerpo
acoplado  a un sistema detector gque puede seroun compuesta
racdionctive, uorescente o un sistema epzimdtico. En este uliimn
caso, ol sistema denominado BLISA (Hnzyme-Linked lmanesorbent
Assay) presenta menos rigspos y no requicre eouipn solisticade como
detectores de radianion o Huorescencia, La téchien de BLISA ha sido
ampliamente usada en diferentes campos de las cienciag bioldgicas v

presenta un nivel de deteccion de 1a 10 pg/ml (Voller y eols., 1979),
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Faigten varios sistemas de BLISA que pueden ser elegidos dependieodo
del caso particular; n) directo, donde se usa el primer an Hewerpo
marcado ) hndirecto,  donde el oan Houerpo  marcado s una
nmunoglobuling  producida contra el primer anlicuerpo, o tipe
vsandwich” donde se usan placas recubiertas con anucuerpos v ool
sistema detector os el mismo antcuerpe pero marcado con una enzini
y o) tipo competencin o inhibicién donde el antigeno purilicado es
adsorbido a las placas y 1o muestra se oagregn mezelada von wna
coneenracion conocida de anticuerpo. 21 este sistenty el desarrollo de
color es jnversamente proporcional @ la concentracion del antigeno on L

mvestra (figura ©).

Figura 6: Tipos dilerentes de sislemas de ELIEA. a) diregto,
b) indirecto, o) tipo "sandwich” y o} compe tencia o inlhibicidn.

La fase solida es uno de fos puntos clave en la téenica de BLISA,
Existen dos tipos de plastico comercialmente disponibles para Jos

ensayes,  MaxiSorp y  PolySorp. Los proveedores  recomiendan

ot)



MaxiSorp para  adsorber preferentemente  inmunoglobulinas oy
PolySorp  para anligenos mis  hidrolobicos  como  glicoproleinas,
Cuando se compararon micraplacas de Jos dos lipos de nmterial para
la adsorcion de BOBP y CP, se observd que las placas MaxiSorp
presentaron una mayor capacidad de adsorcion por [y e se el
este tipo de placas para todas las pruebas de ELISA realizadias en esw
trichajo.

Aungue of Tabricante indica gue la capacidad maxima de adsorcion due
la placa es de 100 ng de proteina/pozo, se realizo una curva e
adsorcion de BGBP y CP para pgarantizar la maxima cantidad
aduorbida. De acuerde a los resullados observados en fa ligura 7, Ia
mixima capscidad de adgorcion de BGBP fue de 100 ng/pozo,
mientras gue se requirieron 200 ng/pozo para salurar la placa con
CP, por lo gue se adoplaron eslias concenraciones con g ot
para cada pruacha.

Como  diluyente de los antigenos para la inmovilizacion se brian
utilizado repuladores de boratos pH 8.0 (Lee y Walker, 1995) y PBS
pll 7.3 (Hermnandez-Lapez, 1985) los cuales sc probaron para dilur el
antigeno. Awngue no se detectaron diferencias significalivas (P<0.05),
se elighio al PIBS, pH 7.3 debido a gue esla misma solucion se usa pam
los provesos de lavade,

Una ver adsorbide el antigeno en las placas, éstas deben ser tratacs
cor una proteing, no relacionada con el sistema, para bloguear los
sitios no cubiertos por el antigeno, Los dos blogqueadores mas usados
gon la alblmina serica bovina (BSA} (Adams, 1991 Lee y Walker,
1995) v la Jeche descremada (Agundis y cols., 2000). Bin embargo,

otros blogueadores, cono gelatina (Tsuldoia y carls., 20000 v wlicina
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Figura 7: Cwrvas de Utalacion de antigeno, Bnoambos
caso se usaron placas MaxiBorp, La maxima adsorcion
obhservada Tue de 100 ng/pozo para BGBP {A) v 200
ng/ pozo para CF(13).

(Santos-Argumedo y cols., 1986, lambien han sido usados para oste
tipo de pruebas por lo gque se decidio analizar ko eliciencia de estos X
bloqueadores para clepir el gque prod wjera las menores reaceiones
inespecificas, Do acuerdo a los resultados o hservados en la figura 3,
BSA y gheina fueron los mejores blogueadores. Do estos, se cligid ol
uso de ghcing 2% porgue o8 mas barato y es mas estable, cudo se

abmacena en relvigeracion, gque la 35A.
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Figura 8: Comparacion de 4 soluciunes blogquedoras para
o prucba BLIBA. Las menores reaceiones inespecficias
fueron  obtenidas  con  BSA vy glicina, Los  valoves

oy

representan el promedio de 7 repeticiones &l oerror
calandar,

Una ves clegida la fase solida, la concentracion de antigend v el
blogueador, se realizaron ensayos con el sistema completo {antigeno,
anticuerpo, conjugado y sustrato). De bido a que en el matodo
indirecle solo se reguicre penerar fos anticuerpos contra el antigeno
de interts y lodos los denids componemmnes pucden ser adguiridos
comercialmente, este método fue la primera vpcion para mediy BGBP
y CPen o plasma del camaron,

Uno de los principales probiemas de la weenlea de ELISA son las
peacciones inespecilicas, generalmente prod ucidas  por reaceiones
antipénicas eruzadas, incluso con ol sepundo anticuerpo o conjugado
o bien por un proceso de blogueo deliciente. Utilizando el sistema

- ply

)



indirecto  de  BLISA  se obiuvieron  constitutivamente  reacciones
inespecilicas altas las cuales no pudivron ser reducidas por ninguno
de tos métodos probados como Meron mayor dilucion del conjugado v
mayor concentracion de blogueador,

Considerando que Ja hemocianing, principal componente de o la
hemolinfa (Chen y  Cheng, 1993), e¢s una proleina altamente
mmunogénica gue presenta pran diversidad de epitopes, o8 posibie
gque s presencia interfivicra en e proceso aumentando las FEACCILIS
inespecificas generadas por reacciones antigenicas cruzacas. Ademis,
debido a gue el sistema indirecto de ELISA implica la inmovilizacion
del plasma en o placa, es posible que Ja mayor concentracion du
proteina adsorbida lera hemaeocianina y solo un bajo porcentaje de
antigeno pudiera ser adherido a b placa, lo gue reduce 1o sensthilichiad
e la prueba,

Una alternaliva para evitar ¢ problema de las reacciones inespoeilices
fue la implementacion de una téonjea de BLISA tipo competencia o
inhibicion. Bn este mélodo, ¢ antigeno  purificado se unio
previamente s las placas, se bloguearon con plicing 2% y s¢ agreparon
los antcuerpos {anti-BGBE 6 anti-CP) mesclados con el plasma. La
union del antigeno contenido en el plasma, con los RO i
cupeciflcos,  ovita por competeneia la o wion  con el antigeno
previsunente  adherido a las placas, Jsto se traduce  en uni
disminucion de color por la reduceion en la conceniraciaon  de
coniugado gue se une al sistema. Paralelamente s¢ prepariaron pozos
con anteuerpos no inhibidos para calcular el porcentaje relativo ede
inhibicion. La concenlracidn de los aptigenos se caleuld con curvas
patron generadas con BGRP o CP purificadas a partiy de plasma de

CHIMArONn.
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Figura 9 Curva palron de BGIEBP (A) y CP (B3) de camaran,
realizada por ELISA Lipo compelencia o inhibicid,

Las condiciones obtenidas para los ensayos de ELIBA-inhibicion,
de

consistentemente  produjeron curvas  estandar con  intervalos

deteccion entre 30 y 1000 ne/ml en ambos antigenos (Hgura 9) v ool

proceso completo involuera los pasos enlistados en la tabla 8,
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Tabla 8: Técnica para cuantilicar BCGEE o CP en plasma de
CAITIEIGN,

1 E tamovilizar nlumunu np:nlmmin I{ll) |1l dt' H(:Hl’ i L ’ml 0w U l
' M/, :hlnlclumn ¥ %,‘.'n.
2 Imuh.u tlllhlllll‘ 1 11 i uf’
B ] |
Ioa "umlm nu won t:lu m 1 “!'h;,
5 w Lres veces con L PDIS .
) A re ;3,:11* n() m tiu mue L,t: 4 y .;() ul dv Hnll suero diluido 12500 en
f‘ : (pwp.mu 1 mnlml ulxlmnur » PBS en lugar de muestral,
‘ .F‘i Im l‘lhlu\thll mh, } 11 i@ tvm;n 1.111:::1 .unhl | o
| 8 AVAL Lres ve y
9 GIETENN ]{)[“J ;1! '.lt“ W un]lnn_‘uiu ilt* )Jt roxN {'lllllltlu o1 }‘H.y o "
sar chumm, ] 11 A h‘n:]n‘i.mim g ;
10 | L
t 11 /\;Ju,;’ ar I()() ul dc‘ MI]NII xlc) (l“l\fl]%) oo nlmx dm.mw m i o
5 . .:.nmhun ey en ulJ c mul.ul
k) ¥
‘1‘23
14 nddo una curva

v:»‘lumhu (1:' };t 1Hl’ :) ( P pur 1111\‘”«.‘.1,:.'.11:3 t.h.. p].'.l.mn..rn de camaren.

Con o linalidad de reducir el tempo de ensayo, so proba el wuso de
placas  con  anligeno  previamente  bupovilizado,  blogueadias v
almacenadas o 4°C, osto permitd reducie el tiempo e T pracha de 9
a3 horas, Para determinar la especificidad de Jos anticuerpos on la
prucha de ELIBA tipo inhibicion, se probaron tres anligenos distntos
(tabla 9. IEn esta prueha se observd gque no existe reaccion eruzada
con olras proteinas involucradas en el sistema immune de camaran,
demostrando 1o especilicidad de la téemica. Aunque los valores de
absorbancia feron significativamente menores que en la prucha para
BGIEP, los anticuerpos anti-CP también mostraron una especilividod

por la CP purificada de plasma de camaron,



Tabla 9: Especificidad de anli-BGBP y anti-CP en proebas e
ELISA. Control negalive BSA  (Albamina Sérica Bovina), P
(Proteina de congulacion), BGBPE (Protebna que se o une a
Brglucanes),  w2M  (alfa-2-macroglob ulinal, Los  valores
reprosentan fa absorbancia promedio de 7 determinaciones 4 o

error estdndar

Antigeno Ami HGBP Anti CP
3/ U U()I J () Ul} l} {)UM J U UH

P 0. mw : o um 0, mu Lo, uw

umizm 0.015 + 0,000 )U] £ 0. L)UL))

Hh!il’ 0.227 4 0.00% J )w 10,0002

dara inlenlar aumentar Ja vida media de las placas con el antigeno
previmmente  adsorbide,  se  probd la cliciencia  de las  placas
conteniendo ¢l antigeno inmovilizado, Dlogueadas con plicing, sceadas
a B50°C, empacadas con vacio y almacenadas a 4°0. Como pu edde
apreciarse en la labla 1O, nu se detectaron diferena fos signilicotivas
(P<0.05) en comparacion con las placas re friporadas con selucion

blogueador,



Tabla 10: Resultados obscrvados con el uso e placas con
antigeno pre-adsorbide y empacadas con vacio en comparacion
von la prueha complela gue indcia con la adsorcion de antigeny.,

TR T T S TN T PFPY SRR P P e e et

b Almacenamiento BGBP CP .
a4 Absorbancia 450 nm Absorbancia 450 nm [

3,135 4 0.004

fufve)

Ghicina 2% D181 L0011

0474+ 0000 & o1ss400tr

La medicion de BGIEP y CPF mediante ELESA tipo inhibicion presents
ventajas en comparacion con Ja prucha indirectar las reaceiones
inespeciticas {fondo o backgrownd) se redujeron practicamente a cero
yoel tempeo de da prueba se disminuyd de 8 s 3 horas, Esia
disminuceidn se logrd basicamente por ka unién previa del antigeno a
I, placa. Con base en estos resultados, se disenaron kRits para I
medicion de BOGEP o CPen plasma de coomaron, como se diseule on la
pllblicacidn 1 anexa, el procedimiento para el uso de estos kits os
simple o que Jos hace  accesibles  tante  para labortorios  de
investigacion como para laboratorios de granjas de camardn pues no

s¢ regudere de coropo sofisticade ni personal especializado,
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Figara 10: Fotografia de
deterniinacion de BGRP.

kit disenado

£l kit disefiado contiene una placa de 96 pozos con BGREP o CP (lista

para ser wutihzada) y empacada con vacio, anticuerpos (ant-BGEP o

anti-CP), solueidn de antigeno (BGBP, 1 pe/ml; CP, 2 yg/ml), solucion

de lavado (PBS-Tween}, conjugade de peroxidasa, substrato (TMI3),

diluyente pars TMIB vy dcido sullrico TN (lgura 10}, Ulhizando o} kit,

nicd se realiza de acuerdo a la tabla 11,

ot



Tabla 11: Téenica para la cuantificar de BGEP o CP en plasma
de camaron, ulilizando el KU disefiado en este Lrabajo.

Py de ta placa, 50 pl de muestra y 30 a4l de

andi- mu,ru :hhm!u 1500 en PIBS (proparar un control :
utibizando PRS en lugar de muestra) ¢ incubacion durane 1 by
_atemperatira dllllJH e, %

AR

aly

22 s eon G300 ll clt* I’H‘*‘ 'I Ween (1111 mw 3 it A

3 Amc pay ]L)I) ul ci:' ¢ mijtl; mlu nh e m,\ui 150 alihliulcﬁ) en PI3S o
e nh.n llHHHll(‘ bha temper i mulm e,
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Actividad de Fenoloxidasa

Debido a gue el sistema de fa prolfO es considerado como v integrador de
Iorespuesta domune doeo conardit, rosulta aleresante conocer st

concentracidn en situaciones fisiologicas t:lc;ﬁ:.-;l".':;1w.:.n':;‘:1i..ulm, como infeccimies o

concentracion de prolfO, no siempre han sido los adecuados, Por (.f.'_jt;ft}:‘lplm,
algunos investpadores (Leonard vy ocols, 1985 Lang v ovcols, 1993, Lo
Moullac y cols,, 1997) cuantifican la profO usando diforentes activadores,
pern esto solo indica la capacidad que tenen estos aclivadores para

transformar la proff en FO y el método no mide la coneentracion de prolfQ),
La O oy una enzima que en el camaron se encuentra almacenadia en forma
mactiva {prolfo) en los gramalos de los hemocitlos. In vive, cuando la

()




proffQ es exocitada, se tansforma a su forma activa, 1a fenoloxidasa
propiamente dicha, por proteclisis muediante una serin-proteinas:
Hevmagda enesinta activador de la proltO (A prelio),

Para medir la actividad de Ja PO se usa una téoniea basada en la
oxidacion de L-DOPA. Sin embargo, para cuantilicar fa FO O wal
(proffO) 1+ FO) es necesarko convertir, (v witro, la profft en O debidoe
ques la primera no o Lene actividod enzimation, Generaliente seouasn
tripsing L cual s una serin-profeinasn, en excess pora gatantizasr L
CONVEFEIGN,

Orriginalmente la eonica Tue discnada para reabzarse en tubo; poro
cor anterioridad hemos reportado una modificacion en microplaca
(Herndrdez-Lopez v cols,, 19905), 1 métody en microplaca ¢s simple y
I cuantilicacidon de PO solo requiere incubar con L-DOPA, Por sy
parte, la cantidad de FO total disponible puede ser caleulada en base
a la profQ convertida a FO atilizande 1 pg de ripsina/pozo. Sin
embargo, 1o se delenning la concentracion adecuada de tripsina gue
paraniizara o conversion de prolfQ oo 170,

Para establecer kb cantdad necesaria, muestras contenienco prolo
fueron incubadas con diferentes concentraciones de tripsinag (0.7 a
FOO p/reaccion) vy los  resultadoes  no mostraron diferenciag
significativan {P<0.05) (tabln 12), Aungue 07 o doe teipsing posue
parcce ser suliciente para convertr toda la proFO de b nudestra, pars
asegurar  esta reaccion  se  estandarizo el uso de 10 pg e

tripsing/ reaceion,
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Tabla 12: Conversion de prolfO a PO con diferentes concentra-
ciones d sina

M 0101 Absorbancia a Coeficiente de variacidn
de tripsina 450 him (s
(m /u“u ¢ um)

.00 0.0

0.7 .

{) UU

U J l (’ :-I UI 2.7 :

19.5 0. Hu + u nu,\, 1.3 ;

25,0 J ] l‘é :l U U(Jf B0

20,0 {) 1 ]\a :.i H ()t) 1 3.2

100 .} (_J 80, (_)l)._.p 7.8

Las teonicas para cuantilicar POy FO Loal involucran ln separacion
ded plasma por centrilugacion y la lisis del paguete celular (Asolan v
cols,, P97 Sung y cols,, 1998), (Cardenas y Danlert, 1997, Hauton v
cols, 1997). S embarge, con I adea de hacer accesible osta
teenologia, no solo a laboralorios de investigacion, sing tambien a
empresas acuicolas, se probd utilizar muestras de hemolingia conipleta
para la medicion de O, sin necesidad deoseparar Bais edlulas el
plasma.

Anteriormente  se  habia propuesto un mdtodo  para obtener ¢l
contenide granular de los hemocitos de camarédn utilizando soluciones
de baja [uerza 0onjca y centrifugacion a alta velocidad {15,000 )
(Hermdandez-Lapes y cols., 1996). Sin embarge, el contenido granular
de Jos  hemocilos  tambien puede ser liberado  disminuyendo o
satinidad de la hemolinfa con apua destiladia [1:25), 1o gue sighibhea
un cambio en la molaridad de 450 mM oA 30 mM (Vargas-Albores v

cols., Subimitied). Por otro lade, cuande la hemolingi es diluida o los
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hernocitos son suspendidos en BHC no sulren danio i son activados
(Vargas-Albores y cols,, 1993), Eslo permitd disenar un método para
cuantificar la FO total disponible (FO & prolfO) v da FO Lbre, sin
necesidad de separar las células del plasma (labla 13) La medicion de
la O 4 profC) nos permite conecer la capacidad de respuesta del
anbmal, mientras que la evaluacion de la FO hberada es de utilidad
para observar la activacion de hemocilos en respuesta a anligenos o

esiresores ambicntales,

Tabla 13: Influencia del diluyente en ta lberacion del sistema
prolfCy de hemocites de camardon. Los valores representan el
promedio de 15 determinaciones 4 el ereor estanday,

o 13udTer AcUvidac de 17O '

| BIC 3.08 & 0,030
L e o i P g s e et Lt e e e
! A 10030 1 0.015 !

Con Ja intencion de hacer wn kit se intenld el uso de Wipsina
tripsina (1 mg/md) o cada pozo y la placa se seed con aire caliente
(BO°C) Para hacer la determinacion, solamente se agrewa b niaestrs,
diluida en apua y el sustralo, se incuba durante 20 min y se lee la
absorbancia a 490 nm. Como se pucde ver en la tabla 14, no se
observaron diferencias  signilicativas (P<Q.05) en a eliciencia de
conversion, Las  placas  preparvadas  deoesta forma,  pudicron ser
almacenadas en relriperacion y utibzadas al menos 6 mueses despuds

sin gue se apreciaran diferencras sipnilicativas,



Tabla 14: Influencia del alamento con Wripsina (10 pg/ pozo)
sobre la conversidn de prolPO en FO. Los valores representan
el promedio de 7 determinactones £ el error estandar.

TIripsing Alssurlsancia
(10 e/ poso) i *!L}() no ;

Loty s I U ‘:%'f’%n 1 U IJt)‘J

En solucion ' U "‘,'F ] ‘% R () i} ?t) ‘

Para simplificar ¢l proceso, se probd i utilizacion de L-DDOPA disuelta
en SIC (para FO) o en agua libre de pirogenos (para PO total) como
unice reactivo on las éemeas, 11 uso de L-DOPA disuclta en agua
produjo dos ventajas: a) la liberacion del contenido granular de los

lemocitos por diferencia osmdtica y 1_‘}) 1‘1":.;-11_3#:;)1* estabilidad del reactive

S0 U BE prc;)d uzea oxidacion.

Kstos resultados bicieron posible la generacion de kits para la
medicion de actividad FO v FO Lotal en muestras de hemolinfa de
camardn, La presentacion comercial de los ks pucde observarse en
Ja Npura 11y Jos pasos de las pracbhas se enbstan en las tablas 15y
G,

Tabla 15: Pécnica para o cusntilicacion de FO lotal en
plasma de camardn, utitizendo ¢l Kit disenade en este (rbajo,

1 f\;vl‘rg ar, en coda pozo de a placa, 10 gl de muestera y 250 pl da
DUI"!\ dlz;lu Im N g,

2 Im 11!).11“ :im.mlv ‘.?’,U i Iunp; ratuara mllm niey lt er
absorbancia s 490 nm,
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determinacion

efiado pat

Figura 11: Fotografin del kit dis

de  Jenoloxidasa, Incluye: Manual, Placa con  tripsina
inmovilizada, Reactive de color y capilar para muestra,
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Alfa-2 Macroglobuling {u2M)

Aptividac

i invertebrados, la vansfornmacion de profO a FO es realizada por Ly
EAprolfO que es una serin-profeinasa, BSe ha propuesto gue ke w2,
participa en la respuesta inmune regulando la activacion del sistema
de Ly profO inhibiendo a Ja BAproFO (Hergenhahn y Sdderhdll, 196h
Herpenhahn y o cols,  1988). La  o2M ha  sido  estudiada v
bioguimicamuente caracterizada oh camaron {Gollas-Galean, Eoviado)
y olros crustdceos (Mergenhabn vy cols, 1988, Armstrong v cols.
1991 Liang v cols, 1992), incluso ha sido clonada en Lonvdees
polyphemus (lwaki y cols., 1996). A pesar de gue se demostro gue la
actividad de w2M  se incrementa en camarones Penaeus siylirostets
somelidos experimentalmente o bipoxia (Le Moullac y cols., 19985),
hasta la fecha no se ha utiizado la actvidad de o2M o como un
marcador de respuesta inmune en animales infectados,

Con base en la téenica orviginal de Ganrol {1966) e este rabajo se
implementd un método en microplaca para medir laactividad de w2M
en plasma de camardn, La téonica se basa en la habilidad de fa w2M
para atrapar lsicamente las proleinasas sin alectar su sitio active.
Asi, Taactividad de w2M se determina de Torma indirecta prchicnda b
actividad de tipsina atrapada, Para realizar una curvi palron con
tripsina se utilizd SIC-EDTA como diluyente, debido a que es la
solucion en la gue se oblene la hemolinfa, Bin emibargo, L ol
concenlracion  de sales del SIC-EDTA  produjo I formacion de
precipitado en el transcurso doe ln reaceion.

Por ello, s¢ probaron 5 dilerentes diluyentes y como puede apreciarse
en Ja figura 12, el HEPES (10 mM pH 7.5) [ue el mejor diluyente i
mantener  la mdxima  actividad  de o Wipsina  y o Do presentar
precipitacian, De acuerdo a estos resullados, el HEPES fue utihzado

(0



tanto para ta curva estandar de actividad de tripsina comoe para medir
la actividad de ¢2M. La curva generd un idervalo lineal entre 2200y
500 ng el cual fue adecuado para la evaluacion de v2M en el plasma

del camaraon (labla 17).

Tabla 17: Técnica para la cuantificacion de w2M en plasma
cle camardn, |

L[ Aprepar, en cada poeo de a placa, 10 gl de tripsboa (3 ng/mb
e lll",l.'-’l*lh‘} ¥y a0 pxl in mueslra,

2 Imulmx tllU.HJI‘.‘ }[) nm: .| .5'{"’&

10l dde ST (2 mg /m] en 111 pm) S

) 1:'11::u.1.):-f- s

7 Lum db*:-i)l me 1a u *1 1 ) 1111}, :
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1 PES pH 7L
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Absorbancia 415 nm
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Figura 12: Influencia del diuyente en la prucha de a2,
Beomidio actividad de proleinasa usando BAPNA como
sustrato. La ripsina y todos los reactives de la prucba se
disolvieron en cada uno de los reguladores probados,

De la misma forma que para la prucba de PO, se ensayd la
inmaovilizacion de tripsina en microplacas a una concentracion de 10
g por puzo. Ullizando eslas placas y e} almacenaniento con vacio
perera resultados  comparables al wso de ripsinag en sobuwion,
Adicionalments, se probd la eficiencia del mdétodo para medir
actividad  de  v2M  en muesiras  de  hemolinfa completia, No o ose
ohservaron diferencias significativas (P<0.058) cuando se usaron entre
LO y 50 ul de plasma o hemolinfa completa para bamedicton de w20

en camaron (gura 13),
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Con base en estos resultados se peberd wn kit gue incluye placas
conterdendo 10 pg de tripsing por pozo y reactivos como ST BAPNA
HEPES, o ensayo involucra los pases cnlistados en Ba tabla 18, La
concentracidon de w2M se expresa como la canbidad () de tripsing
atrapada por la w2M, 80 camarones aparentamente sanos, los viadores

normales ohservades se mantuvieron en un intervalo de 075 o 1.7 pa,

Tabla 18: Téonica para cuantilicnr e2M en plasma de camaron
utitizarndoe el kit generado en este rabajo.

! .f-‘l.;,;r:.':;,g:-}u* f,‘fi(ﬁ) },ti «;‘.1 ¢ I‘J (.",?l'l”l:.j)lil'] i":;:l en l.'ii.il.{.iliil oo de b mieroplaci.

2 lm nlmr clm.mlv lt) mm a .W"L

- H) ll ah' reac lwu f\ (Hll ,-’ g /mi en lll l’i “‘a)
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Reteceion de Lisozima en Camaron

Lo disozima  hao sido amphliamente  estudiada observimdose que
evolutivamente ¢s una proteina altamente conservada, [Dsta enzima
cataliza la hidralisis de Jos cmdaces entre N-acelilmurionico v Ly N
acelilglucosamida del peptidoglucano {compuesto de L pared celular
de bacterias Gram posilivas) por 1o gque es un eliciente mecanismuo du
defensa conlra infecciones baclerianas. Denlro de los invertebrados,
la lisozima ha sido estudiada en insectos (Kopacek y cols,, 19494,
Fallon y Sun, 2001) y moeluscos {Cheng y Downs, 19858, Chuy La

T



Peyre, 1989) pero en crustaceos solo existe un reporte dorde
mencionan sy presencia en seig especies de lapposta de agua dulee
(Fenowl y Roch, 1991).

Hasta el afpo 2000 no se habia detectado la presencia de actividad
tipo lsoxima en camaron, pese a la disponibilidad de un método
relativenmente sencillo, B mdétodo mas usado para o deteccion de
lisozima es ¢l que se basa en la jisis de Micrococeus lulews, que so
ke por tarksdimetria o por difusion radial en agar,

A principios  del afo 2001, Sotelo-Mundo y  cols  (Submited),
analizando  la secuencia  de nucledtdos deoun EST  (Bxpressed
Requence Tag; BEISBSB312) correspondiente g Penaens  vaniosmel
(Gross y cols., 2001) detectaron dos morcos de lectura similares i
lisozima de Anopheles goambioe (Kang vy ocols, 1990) Despuds de
resotver alpunas de las bages ausentes en a seouencia, Salelo-Mundo
y cols, discharon oligonucledtidos especilicos para buscar el gen doe
lisozima en un banco de genes de camardn generacdo en un veelor de
expresion ZAP (Stratagene) y construida por la Dra, Yepiz-Plascencia
er el Laboratorio de Biotecnologia Marina del CIAD AL L,

Utilizando estos oliponucledtdos y ¢DNA del banco de pgenes doe
hemooitos de camarones, se logrd amplificar un fragmento de 435 bp
conteniendo wn marco de Jeclurn shmibar al desorito para lisozina de
olras cspecies, Después de clonar y sccuenciar este Tragmoento,
Sotelo-Mundoe y cols. disenaron primers especificos (PV-GCRLW v V-
LYZ-1R) con los que se fogro amplificar, por PCR a partir del banco de
genes, un producto de 450 by,

Con estos oliponucledtidos especificos, en este frabajo, se busco cl
mensaje de hsozima en hemocitos y hepatopdnereas de camaron poy
RT-PCR, Los productos de PCR Tueron analizados por electroloyesis on

peles de poliacrilamida enides con nitrate de plata y se detecto un
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fragmento de 446 bp tanlo de hemocilos como de hepatopancreas
{Figura 14).

Se ha propucsto gue Ja respuesia inmune de los camarones puede ser
evaluada por medio de la sintesis de proteinas invelucradas en o
defensa. 18 analisis de o expresion diferencial de tos geoes de
respucsta inmune  pucde ser una bermmienta para medie un estade
fisiologico alterado, Ademas del analisis por RT-PCR con primers
especificos, ¢ estudio de la expresion diferencial utbizande primers
arbitrarios también puede ser usado para detectar alleraciones el
estacdo fistologico de los camarones, Sin embargo, la oblencion v
preparacion de la muestra son procesos fundamentales paric el éxito
e esle analisis, Adicionalmoente enoeste trabajo se cstandarimron
métodos para realizar estudios de expresion dilerencial en cionardn,

come se diseute en b publicacion 3 anexa,

S
filly

dd Iy
-

U

Figura 14: Pragmento de 440 ph obtenido por PCR de clDNA
de A) hemoeitos  y 1) hepatopdancreas  de camarones
APArentemente sanos,



Peteccion de Actividad de Lisozima en Gamaron

Una ver demostrada la presencia de mRNA que codifica para lisozin
en hemocitos y hepatopancreas de camarodn, se buscd ln presencia de
la proteina medianle fa deteocion de actividad de lisozima en lsado de
hemocitos de camardn por lists de Micrococeus hateus immovilizados ¢n
aparosa {1.2%). Bl tempo de incubacion requerido para leer o
muestra fue de 24 hoa 37°C y ef resultado se observd como una zona

clara alrededor del punto de aplicacion de la muaestra,

Aungue los resultades pueden apreciarse a simple vista, se reguicre
de clerto cuidado debido al bajo contraste gue se presenta entre la
wona de Jisis y b turbidez bacleriana del resto del agar. Por ello, vn
esle trabrjo se analizd la posibilidad de tedir las bacterias en ¢l agor
despucs de la praeba {ver metodologia), lista tincion hace posible un
mejor contraste y  una mayor precision en la medicion de o Jos
didmetros de lsis (Plgura 15} La concentracion de lisozima en las
muestras se caleuwld wtibizando g ourva patron readizada con

dilerentes concentraciones de Haostma comercial,



Figura 15: Prucha de hsezima por difusion simple en agar
(A} prucha sin tedir, (3) tefida, -5 Lisozima comercial
(0625, 0,125, 0.25, 0.5 v Ipg/ml), 6, 8 v 9 ] Lisado de
hemocitos de camaron (10 pl), 7} Regulador de fosfatos pll

£,8,

Criro método ampliamente utilizado para medir actvidad de lisozima
es of turbidimétrico. La diferencis de esta 1éonica con la anterior es
gque las bacterias (M. dews) estén en un medio liguido v la actividad
de lisozima se observa como una disminucidn de turbidez (medida por
espectrofotomelria) debida a la lisis de las células bacterianas. ste
metodo tene fa ventaja de ser una enica mas rapida pues  se
nhtienen resullados en un tiempo maximo de 2 h, Sin embargo, esta
metodologia no fue 1o suficientemente sensible para demostrar
actividad de hsozima en muestras de camaron,

Buscando un método alternatvo, se imtentd el uso de bacteras
tefitdas vy suspendidas en repulador de fosfatos, La idea se basa en
gque el gradeo de lisis, producida por la actividad de lisozima, podria

ser evaluada por fa cantidad de colerante hberado al sobrenadante,
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Como primer paso se determing la Augx para la solucion de colorante
e el intervalo entre 400 y 650 nm, Bl pico de maxima absorciin fu
delectado a 590 nm (figura 16}, pero ¢f color generado puede leerse

adecuadamente entre H570 y 610 om.
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Figura 16: Intervalo de medicion de Jongitudes de onda,
probadas para determinar fa maxima absorbancia del
colorante usado paratenir el Micrococous uteus,

Cuando se usaron bacterias tenidas, comoe substrato para la hsozima,
el grado de lisis producida por la enzima en 1 hora de incubacion [ue
medido  en espeelrofotometro  después de eliminar las bacterioas
restantes por centrifugacion, La concentracion de lisozima en la
muestra de camardn pudo ser estimada u 1.&]1':?::.":1.1'11:11.‘) Wi curva patron

de lisozima comercial en w intervalo entre 3y 80 pg/ml (lgura 17},



Aungue por el método turbidimétrnco tradicional no se pudo detectar
actividad  de Disozima en el hsado de hemocitos, con el maétodo
colorimétrico agui presentado, se pudo determinar gque en el lisado de
hemocitos  de camaron  blanco  bay  una  actividad  de Hsozihma

eqiutivalente a 4 pg/ml de lisozima cormercial,
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Figura 17: Prueba de lsozima por lsis de M, hiteus
reftidos v oresuspendidos en repulador de fosfatos pH
6,8, S¢ wiilizd lisozima comercial para realizar la curva
patyan.

Bioensayos

La eficiencia y funcionalidad de los kits y adaptaciones generadas en
este trabajo, para la cuantiicacion de metabolites en hemolinla de
camaron, fueron probadas en animales cultivados comercialmente,
con diferentes condiciones, Cuando se omidid la concentracion de
phacosa,  colesterol,  acilglicérdos vy proteinas  en  camarones
abimentados con un suplemento de acidos grasos insaturados, se
observd un aumento significativo (P<0.05) en las concentraciones de
colesterol y avilglicéridos en hemolinfa, en relacidn a camarones sin el
suplemento de acidos grasos, mientras gue la concentracion de

proteina total v ghacosa no sufrieron cambios significativos (Hgura 18).
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Figura 18: Influcncia de la suplementacion alimentivia von
acidos prasos insatwados (UFA) sobre b concentracion de
metabolitos en heniolinfa de camarones cultivados [n= 1),

Por otro

bado,

la

cuantiicacion

che

metalolilos

1

hemolinda

o

camarones cullivados con alimento de dos Tuentes distintas (Purina

Zeigler), detectd una mayor concenbracion de colesterol y aciliplicéridos

en los animales alimentados con Zeipler (fpura 19),
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Figura 19: Concentracion de metabolitos en plasima do
camarones cultivados comercinbmente y alimentados con
dos tpos de alimento,

Debide a gque las Leenicas fueron realizadas totalmente en las granjas
de cultive y el manegjo de los materiales y reaclivos no presento
pingun  inconveniente, los resuliados permiten concluir quo das
teenicas implementadas on este Lrabajo pueden ser usiadas no solo
por investigadores sino Lambicn por personal tdenieo de las granjis
acuicolas, Ademas, la medicion de metabolitos en hemolinfa parcee
ser una forma de detectar diferencias en el estado nutricional del

camaran en diferentes condiciones de cultivo,



inoculacion de Padiculas Inertes

La eficiencia de los kits disenados en este trabajo para cuantificar
proteinas v oactividades de moléeulas fnvolucradas en la respucsta
e del camardn, fue ansheads en organismos sometidos o
distintos tratamienios,

Con la hnalidad de detectar si la inoculacion de particulas extranas
produce cambins en los componentes de la respuesta inmune del
camaron,  se  cuanlificd ¢l namero total de hemocitos vy la
concentracion de BGBP, CP, FO totad y oM en hemolinfa  de
camarenhes inocwlados con particwdas jnertes o con Dacterias dol
penero Vibrio, muertas por ealor htumedo,

La respuesta cehaJar en crstacens es producida por los hemocitos,
los cuales son responsables de la fagocitosis, encapsulacion v
formacidn  de nodulos  (South vy Soderhill, 1983, Johansson v
Soderhidd], 1989) En los mvertebrados se ha demostrado gue la
inveulacion de particulas mertes produce una respuesta de delensa

esle rabajo ge demosterd gue, 0 piro, Jos hemocitos de camaron s
adhieren a Bephadex de una manera dependiente de Lo camga de
particula y gue esta interaceion célufa-Sephadex produce la liberacion
del sistema de la prolfQ (publicacion 4 anexa).
Cuando se midid el namero total de hemocitos, la concentracion de
BGEE, CR, PO total y «2M en hemolinga de camarones inoculados con
particulas inertes se observaron distintos efectos: Mientras que el
numero total de bemocitos en hemolinfa disminuyd signilicativamenie
24 horas después de la inocwlacion (figura 20), de los componentes de
b inmunidad bumoral solo la concentraciin e BGBP disminuyo
7l



sipnificativamente (P = 0,05} de una manera independiente de la cargi

{fgura 21},
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Fipura 20: Cucnla lotal de henmocilos e camarones
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Figura 21 Concenlracion de BGBP ern plasma de

camarones noculados con particulas inertes,
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Por olro lado, ¢l analisis de expresion diferencial delerminada por 3T
PCR en bemocitos  de camaron,  utilizande  un o oligonuctedtide
arbitrario  (AATCTAGAGCTCCCTCCA), produjo  diferentes  patrones
dependiendo de la carga de la particula inoculada (Hgura 22} 1n
penceral se observo un mayor niunero de bandas, respecte ol control
(S1C) con todas las particulas probadas, Sin embange, los patrones
fucron diferentes de acuerdo o la carga de la particula. Mientras que
Sephadex {carpa neutrs) produjo el mayor numero de ba ndas, con

PEALL-Sephadex {carga negaliva) se observo el menor bandeo,

§

Figura 22: Expresion diferencial en  hemocitos  de
cenmaron, 1) marcadores de peso moleeular; 2) Inoculados
con 8IC; 3) noculades con Sephadex; 4) Inoculados con
CM-Sephadex y §) Inoculados con DEAR-Sephades

Cuandoe se amplificd, por RT-PCR con primers ospecilicos para
lisozima, mRNA de hemocitos vy hepatopincreas  de camarones
inoculades con 81C o con DEAR-Sephadex, se detectd un fragmento

51



de 450 pb en los animales inocuwlados con SIC {control) pero nu en os
inoculados con particwas inertes con carga posiliva (ligura 23) lo que
manifiesta gue ta expresion de lsozima se inhibe por la inocutacion
de particulas mertes.

Eulos resultados confirman la exislencia de un sistema mnnoe en
camaron, capaz de reconocer o propio de lo extrano y oademads, la
respuesta generada es dependiente de la carga del agente extrano, de
la misma forma gue sueede en ootros invertebrados, en donde se ha

observido ung respuesta de delensa generada contra particilias

‘padas positivarmente (Zahedi y cols,, 1992),

[
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Figura 23: Amplificacion de ¢DNA de lisozima n partr de
A} hemoeitos o 13) hepatopdnercas  de  camaron. )
marcadores de peso moelecular, 2) inoculados con DEAE-
Sephadex y 3) Controles inoculados con BIC, En cada
reaceion se usaron 40 ng de mRNAL Las flechas indican ol
producto de 450 ph amplilicads



Inecuiacion de Baclerias,

Cuando se realizd una cinélica para medie Jos pardmetros plasmaticoes
de respuesta mune en camarones, a diferentes Uompos despucs de
la inceulacion con bactertas del pénero Vibeio, se observo uina
disminucion significativa en ¢l numero total de hemocitos oblenidos
en todos los tempos analizados (Hgura 24} Aungue se ha reportado
que en el crustiaceo Palaemon elegans se produce una reduceion en cl
nuamero de hemocitos durante las primeras 8 hs con recuperacion a
Jas 24 I despuds de la inoculacion de LPS (Lorenzon y cols., 1499), la
disminucion del ndmero de hemocitos se ba observado, en otros
crustacens, 24 horas despucés de la inoculacion de bactesias (Smith y
Ratclilfe, 1980}, exposicion a pesticidas (Smith y cols,, 1995) y estrés

por hiposia {Le Moullac y cols,, 19%8).

Figura 24: Cuenta tolal de hemocitos de camarones
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La inoculacion  de  bactertas  on camarones  produjo dilerentes

modificaciones o la respuesta lmoral,  poentras . gue a
concentracion de BGREP disminuyd desde las 3 horas después de T
inocwlacidn, la concentracion de CP permanecee sin alleracion. Por su
parte, la actividad de 19O disminuyd en las primeras horas del ensayvo

(1.9 y 30, regresonydo s oy valores iniciales a las 6 horay post-

inoculacion (g 235),
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Figura 25: Elecio de la inoculacion de bacterias muertas
sabre 1o concentracion de fenoloxidasa total en hemaolinfa
cle camaron,

sta disminucion se debe probablemente a que Lo 9O almacenada on
los granulos es wiilizada como respuestn immediata y los niveles son
recuperados por la sintesis de nueva proteina. Alteraciones en la
actividad de IFO también han sido reportadas por otros nvestigadores

e camaron y o orusticeos sometidos a condiciones de esirés tales

e



como salinidad (Vargas-Albores y cols,, 1998; Cheng vy Chen, 2000),

temperatura (Cheng y Chen, 2000, Le Mowllae y Hallner, 2000), pH

(Cheng v Chen, 2000} o altas concentraciones de NHa (Le Moullac v

Halfner, 2000).

A pesar de gue en otros erustaceos se han detectado ineremenos on

Ja actividad de 02M producida por estrés hipoxico (Le Moullac v cols,,

1998), cuando se midid la actividad de w2M en plasma de camarones

despuds de la inoculacion de bacterias muertas, la actividad de a2M

disminuyd sipnificativamente en las primeras 6 horas recuperando

sus valores intciales a partic de las 12 horas (figura 26),
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Figura 26: Efecto de la inoculacion de bacterias sobre o
actividad de «2M en plasma de camaron,

La reduccion permanente observada en el nomero de hemocitos v

disminucion de la actividad de POy de

a2M en tas primeras O horas

despuds de la imoculacion, respaidan la idea de gue la respuesti

]



umune  humoral es afectada de manera temprana y  una rapida
recuperacion es generada por el organismo, mientras gque la respiesta
celular regquiere de un mayor ticmpo de recuperacion,

Por olra parte, cuando se usd la téenica de RE-POR para dotectar ol
mBENA e disozima cn hoemocHos  obtenidos 29 b despues Jde o
inoculacion con Vibeio alginolyticus muertos, se detectd una banda de
450 bp correspondiente al producto de amplificacidn esperado para
lisozima, Bsta banda parcee ser mas abundante en los camarones
inpeutados con bacterias respecto a los conlroles (con BICH lu gue
indicaria una estimulacion en fa expresion del gen de lisozima en los

anuvales inoculades con bacterias (Hgura 27).

Figura 27: Deteceion del mRNA de lisozima por RT-PCR
en hemocitos de camarenes inoculados con: 1) Vibrio

parahemalyticns, 2 S1C. BB carvil 3 representa a

amplificacion de wn elon positivo de lHsozma,

Debido a Ja presencia de enfermedades en Jos cultivos yoal rapida
desarrollo de la acuaculiura de camaron se ha penerndo la necesidad
de implementar métodos  sensibles y  precisos  con capacidad
predictiva, qgue puedan usarse come herrpmientas de diagndstico.

Hasta Ta fecha, o camarén, se b logrado demostrar la presencia de

=



aclividades de defensa celular y huimoral que involucra compuonenites
protéicos de reconociniento, efectores y moduladores de la respuesta,
por ello, una alterpativa para prevenir las enfermedades en los
cultivos es establecer mélodos que pernitan mediy variaciones cn los
componentes y proteinas plasmiaticas especificas de camaron, debidas
a alteraciones Dsiolopicas o enlermedad, Asi, se pretende gue las
téenicas disenadas en este trabajo puedan servir como herramicntas
en la busgueda de marcadores de salud y gue sean T base para ol
camaron. Dstas eenicas pueden ser utilizadas en forma rutinaria en
faboratorios de investigacion o en centros de produceion acuicola
debido a gue son faciles, rdpidas y permiten el mancio de voldmenes

peguenos de muesiea,

-
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Conclusiones

i este trabajo se demosted el uso teonicas para la evaluacion de
componentes plasmalicos, tanto aquellas involucradas en procesos
metabolicos  (ghacosa,  colesterol,  aelplicerides,  Jactade,  proteinas
totales) como en proceses de defensa (BGEP, CP, FO, «2M, Lisozin),
Fstos métodos pucden ser usados en forma rutlinaria en 1os centros
de produceion o on Jaboratorios de investipacion Se demuosterd g
particulas de Sephadex son capaces de productr una respuesta de
defensa en camarones, esla respuesta penerada contra particulas
biologicamente Inertes respalda o exislencia, en camaron, de un
sistema inmane capay de reconocer lo propio de o extrano. A pesar de
la alla varacidn olbservada on el ndmero otal de hemocitos, se pudo
detectar disminuoon de este pardmetro en camarones inoculados con
particulas inerles o baclerias, por o que parcee ser un condidan
como marcador de respuesta inmune cohaloar.

Seoestablecieron las condiclones para la medicion de actividades de
moléeulas relactonadas con el sistema lumune de camanms v s
generaron kits, en formato de microplaca, para la deteccion de O
Lotal, w2M, CPy BGEP atiizando bemolinfa completa como muestra,
Bl ouso combinado de estos  kils  permitid realizar estudios de
diapnostico det estado inmune de camarones sometidos o diferenies
situaciones de cutrdy,

Liy inoculscion de particulas inertes provoed la disminucion de BGEP
pero no de los otros componentes del sistema inmune, mientras gque
L inoewlacion de bacterias del penero Vibeio produjo disminueion de
todas los componentes con excepeion de CP, do que demostrd la

importancia del antigeno en fa respuesta inmune de camaron



Se demostrd gue el gen de Bsoztma se sinletiza consttutivamenite
tartto  en hemocilos  como  en hepatopancreas  de camaron oy,
aparcrtemente, suosinlesis awmaenta por da inoculacion de bacterios
PAldREenEs mueriag,

Aungue es necesario reabizar estudios complementarios, fa activicad
de Hsozima  detectada en hemocitos de en cirnaron y la expresion
cuantitativa del gen para lsozima puede ser un pardmetro importante
a  considerar  para gencrar estrategias  de diagnosticar on las

infecciones bacterias gue alectan al camaron en cultivo.
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Abstravi

Muodifteations ol defunse systeny parameters i sheimp luiwf buawt vbserved uinder
experimental conditions, However, the absenee ol information about all defense
components, their physiological importinee asd corvedation L deove oo conelisty o
results, One probiem may bethe liek of velinble and elfective indicators w measure
defense status, I this work, simple, sensitive, cheap and e saving methods Lo
BGBEHDL, prolOA0 and  coM guantilication sre proposed., This group of plasi
proteing represent three main steps in the inunune response: resopnition, action and
control and combined with total or differential hemocytes count could give o better view

ol the inmune status of shrimp,
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Introduetion

Although invertebrates do not have immunoglobuliog and memory cells, they have
detense cells and protemns that recopnbae and destroy noneself material. Cellular response
iv mediated by phagocytosis, encapsulation, nodulmiion asd eytoloxicity (dmnistel I ot al.,
FOO0; Jubansson et al, 2000, Ratchffe et al, 1991), meamvhile humuoral response
involves agpfulbniig, eiaymes, eytolines, antibactesial peptides and lytiv fctors
{Baehere, 2000; Boulanger et al,, 2001, Lowenberper, 2000 Marquey and Baraceu.
2000, Seme ol these components andfor activities are integrated in sequentially activatnd
svstems, In erustacedns, the coagulation and the propheneloxidase (prolPO) aetiviting,
systent, have been delined as imporiant defense mechanism (olansson and Soderbiidl,
PORD: Soderhill, 1982, sodeehitll and Curenius, T998), The st one bs i essential
mwchanism st provents foss ol hemolyniph through breaks inthe exosbeleton and e
dissentination of bacterin woughout Hie body (Mortin et ad., 1991, while the prol*O)
activating system partieipates in both pon-self recognition and destroction (Ashida and
Yamazaki, 1990; Hattistella er al., 1996; Cardenas and Dankert, 1997, Dunphy, 19491,
Gillespie et al,, 1997, Perazzolo and Boareaceo, 1997, Soderhill and Cerenius, 1998,
Siaderhill et al,, 1994; Sung ot al,, 1990, Vargas-Afbores, P95, and has been censiderad

a key component of innune respobse o insects and crusticean,

The proPCr system is activated by microbial compounds such as lipopolysaecharidey
(LPSY (Lane eval, 1993 Sddechill and HEH, P984, peptidoglyeans (PG) (Brooknan o
al., 1989 or Poglucans (3G) (Ashida el at, FO83; Hamndndes-Lapez et al, 1996 Smith

and Soderhidl], 1983 Soderhitdl, 1981 Varpas-Adbores and YepizePhscenciy, 2000), The
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activation includes controlled exoeytosis, proteolytic tanstormation ol prolO w actisve
enzyme (phenolosidase; 1O) and the vontrob of the reaction products in order o avoid

undesired tsular damage,

Althouph microbial compounds can activate the system direetly, plasina recognition
proteiny con enhanee the stimulation (Vargas-Albores ot ol 19963 A T0D kD prosein
eghucan binding protein (BG) lns been detected in crayfish (Cerenius et al L 1994,
Bruvie and Sdderhid]], 1992 Lee el al., 20000 and shrimp (Virgas-Adbores ot all, 1990;
Vargas-Albores etal, 1997) This is syathesized o hepatopanereas (Yepiz-Plaseviwi ol
al., 2000) and it b identical 1o the high density lipoprotein (HDLY tsolated fram shronp
plasma (Ruie-Yerdupo ofal, 1997 Yepiz-Plseenci et ab, TO95 YepieePhscenvia vt al,
F998). ARer recopnition, the comiples BGBP--plucan reacts with a receptor in the

hemoeyte (Barracow et ab, F991Y initating the activation of prolPO (Cereniug of al.L 1994),

totnsects, proPO has been detected in hemoeytes (Leonaed ot al., 1985), i plasina
CAshida et al, T983) or in both hemolyniph fractions {Ashida, F990; Brohdtin et al., 1989
Saul et al,, 1987). However, i crustaceans prol®O has been detected ondy inside
hemoeytes (Herndndee-Lopez etal, 1990; Lanz et ad., 1995 Smith and Sadevliil], [
Studerhill and Smith, 1983, Vargag-Albores ot al., 1993), fn spite of the proPO systen
camponents location, the activation mechanism of proPo seems o be quite sinnlar i

insects and crustaceansy,

I sheimp, prolOr s been detected as o FED KD eymopen whielis proteaidically

tanstormed w P07 k1 active Jorm (Gollis-Cladvin et al,c 19993, prof activadion is
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medigtod by o Ca® dependent serine-proteinase numed proPO activating enzayie
{PPAL), located as eymopen inside hemoeytio granules and is asctivated inplasma aller

degranulation (Golhs-Calvan et ab, 1YY thereafter cleavoing praP Q1o Y,

Because the key component for proPO activation is the PERAEL L s Dean praposed thin
the controb af the response in crustacesn is mediated by proteinase mhibitors {Aspin ot
ab., 1990, Jobansson and Saderhiil]ly O8O such as camacroglobubin (oMY (Hergenhabin

et al., 1988y wud trypsin inhibior (Herpenhahn et al., 1987).

The proPO activating mechamsm and the compuonents fnvolyved have been firpely studied
ineraylish (Huang et al,, 2000; Lee et al, 2000, SOderhdll and Cerenlus, 1998 Wany wf
al., 2000 ) and shrimgp (Oollas-Crrlvin wtad,, 1994, ,‘:}rituuyuluu;lgﬁnlm elhal, 1999 Varis.
Albores and Yepiz-Floscencia, 2000 Yeb et al, 19991 However, anly the determination
of PO activity s been recently used Lo evaluste imanune status by erastaveans (Cheng
and Chen, 2000, Le Mowllie and Thaftoer, 2000, Repgpipat el al,, 2000; Rodrigues it

Lo Moullac, 2000; Sanchez el al, 2001).

Recently, cellular paraneters as hemoeyles count or reactive oxypen intermudintes
(ROE) produetion and bumoral paranielers as antibacierial petivilty or concentration vl
plasmatie proteins, are considered markers Tor bealth status (Le Moultae and Halther.
2000: Le Mowlae et al, 1997, Lorenzon et al, 1999, Rodvipuez and Le Mouollae, 2000).
However, the laek of reliable and eflective mdicators (o measure defense status
(Sritunyalucksana et al,, 19990} s still a constrainit. Jo this way, micro methods for

quantitative determination ol a recopnition factor (3G, innmune elitor (proPo) and



PooowpM oag regatatory malecule in shrimp bamotymph are proposad as uselul wol L shrinp

2 fmmine states evaluation.
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Naterial and methinds

Pyrogen-free materials were acquired commerciatly (quality cell culiure, endutosin-tree)
when available, Glasswire was washed and placed at TBO°C during 4 hours, Plastic wis

wanshed and immersed ina P9 Eetoxa-clean (Sipna Chem, Cog) salution tor 30 miutes,
before vinsimg with pyrogen-fee wider and dried ot 377°C, Quly cell calture or endutusin
free chenpicals (Sigma Chem, Co.) were used, A solutions used with alive cells were

prepared with pyrogen-lree waler,

Extraction and Separation of the Hemolymph

Shrimp salt solution (588), was prepared as Virpas-Albores (1992} A shrimp
antivoaguiant sofution was prepared by adding 1O mM ERDTA NG to dsh, The
emotymph was extracted from the pleopod base of the fvst abdomical seament near the
penital pore. 300wl of hemuolymph were obtained using a T-ml syringe, 27-gauge needle,

contiining 600 1d of pre-eovled anticeagubint solution,

Protin determination

Towl protein concentrntion was determined using alkaling-cooper salation (Hyeel 5.A)
according to biuret method {Cotton et al,, 1997). The method was moditied for
microplites by incubatig 10l ol plasima or total hemolymph with 200 pl of alkadine-
cooper solution, Protein concentration was caleubaled using bovine senim albnin (s

as refvrenee.
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Antigen and antiserum_preparativn

BB protein wag punified vsiog afliniy cloomatogmphy according W Vargas-Adbares
{1997} and used as standard. anti=-BCGI T was propaving aecording with Yepiz-Pliscengia
et al, (20003, Briefly, Purifted BOGRPAHDL (01 mp) was mixed with complete adjuvan
(12 1y and inocudated in rubbity, wnd Dooster injections contuining incomplete Fround s
adjuvant were administunted every 2 weeks, Rabbit blood was obtiined afier fust
inoculation and the serum, obtained wller clot Tovmation o centreifugation, was Trogen

until use,

The twtal PO activity (PO 4 prolO) o hamolymph was imeasured spectrophotometricially
i 96 wells micro-tiler plates ustng L-DOPA oy substrate aceording o Herndndes-Lopes
et al, (1990), Brielly, 200 b of teypsin (0 F mp/mlin daionizad watery weee added w

L0 ud of otal hemolyniph and incubated TO minar 28°C Aler incubation, 30 pd ol
DOPA were added and incubated 1O min, Absorbanee ot 490 nm was recorded. The PO

activity was caleddated as SAggua/min/mg of protein.

In parallel experiments, 10 pl of hemolymph and 250 plof T ag/ml L-DOPA waere
ineubated in oicro-wells contabning 1O ploft 1 mg/ml wypsine Arter 20 miw al 2870,

absarbance il 490 nm was recorded and activity was caleulated ag above,
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Micro-plate wgsay for eo-Moacroplobulin activity,

g aetivity was mieasured incabating (15 nrin ot 37°CY 30 pbof eell free plasma or total
hemolymph with 10 pl of Fang/ml trypsin in g mdecoplate, Then, 10 pb el 2 my/ml
soybean wypsin hibitor (871 were added and lneubated For 10 min ol 37°C, Finably,
FOO wl of T mg/ml BAPNA (N-Benzoil =D -argingnaepe-nilnoantidal were adided il
incubated Zhat 37°C, Ay, wits recorded and activity calealated as pg of iy psin

trapped by oM, using Wwypsin as relerence,

ELISA inhibition assny

A compelitive ELISA procedure (o quantify shrimp plasma BGEP was developed
innnebilizing 100 pd ol purified BGBP (1 pp/mi in PIS bufler, pl 7.2) per well by
incubation for 1 hoat 37°C, Afterwards, the plate was washed fwice with PIS phas 0.05%
Tween 20 (PRS- Tween) and blocked with 100 b ol B3SA (2 % in PBS) Tor 1 hat 37°C,
Aller washing twice with PRS-Tween, 5O ph ol shringy plasmiaasd 50 00 o anti-
FUAL/BGIE were added wd incubated al 37°C for L, The plate was washed twice with
PRS- Tween and ineubated (1 b at 37°C) with 10O b ol anti-rabbil peroxidase vonjugated.
The plate wis washed 6 Umes with PBS-Tween aond ineobited 30 min ot 3770 widy 10
wlof 3,3°,5,5 -Letramethyl-benzidine (1 mp/ml in citrate bufler, ptl 3.4, plus 10 pl ot
hydrogen peroxide). Reaction was stopped with 50 pd of sublurie aeid (8 MY and Assoun

wis recorded.



P Pusitive conteol was prepared Dioubating 50 0 o BPIBS plus 50 pl ol sat-BGBFHIDL
2 belore incubation with conjugpate and considered as 0%, Unspecitic reactions were

3 deterntined using wells without antigen and purified BOBE was used as relerence,
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Results amd Disenssion

Modifications of defense svstem parameters have been observed under exparimental
conditions including infections (Le Moublne etal., 19970 Le Meullue et al. 19Y8),
nutrition (Ullich et ab, 19925 or immunostinulants evaluation (i et al, o 1998,
Sritunyalucksana et al,, 1999b). However, the absence of inlomation about all delenss
components, their physiofopical importanve and correlation has drove tw no conclusive
results, Both hemocytes tolal and differential vount have been widely used, although they
are not considered good parameters due 1o high modifications under ditferent
physilogical conditions as moh (e Moublac et al, 1997 Tsing ctal., 1959} and

reproduction (Sanchez et al,, 2001),

In adudition, some determinations, as proPO7PO, have o be explained based on their
activation mechanism and correlated with the clinfeal signs of the animal, Considering
that proP O is transformed o PO when the systen is activated, the measurmment of wotal
prol rellects the defensive animal capaeity while the detection ol PO s indicanve tha
the animul gould be infected and the proPQ systen is being activiated, On the other Tunud,
the manipulation of the bemolymph sample s abso important. I the case of proPO PO,
pyrogen-free plassware nnd solutions shoukd be used in ordes (o avoid the system
activation and misinterpretations (Varpas-Albores el al, 1993} Hemouytes degranalation
can also be induced by hyper or hypo-osmotic solutions (Hemdndez-Lapez ctal., 1996)
or by using an inappropriate anticoagulant. Also degranalation can alse oeewr when
centiifugation loree is more than 1500xg (Hemdndea-Lopes ctal., 1996) loiding

crroneols results,
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Based on tonie and osmetic chamcteristios of shrimp bemolymph (Vargas-Albores and
Oclioa, 19923, an anticoapulant solution was developed, which allows shrimp hemolymph
colleetion and separation of hemoeytes without cellular damage or activition (Vargas-
Albores el al., 1993}, In addition, since microbial campounds can activate prol’Q. afl
butlers should be prepared with pyrogen-lree ntaterials, Pinally the semritugation tnee

st be less than 1Q00xg,

Ot technical problems, mainly i the animals are small. is o determine the aeeurate
quattity of extracled hemolymph, To aveid sample congulation, it has 1o be colleeted
directly in anticoagulant solution am the ditution should be caleutated witly prevision. A
procedure consists on welphing the syringe with anticoagulant before and utter sampling,
then the weight, not the volumse, of the ubtained samiple shauld e vonsidered for
caleutations. However, this procedure s time-consuming and an internal pariseter, such

as total protein concentration, could be used to normalize the results.

Although Bradlord (Bradfond, 1970} and BCA (Redinbaugh and Turley, 19507 methods
are widely used for protein quantification, they are very sensitive t evahinle total prowein
in shrimp plasma that ranges from 80 10 100 myiml Vo avoid smnple dilation, biurt
method was selected for a direet guantilication ol tofal plasma protein, siving time and

exeessive sample manipulation,

The purification of shrimp GBI s simple and fpvoives precipitation ol plasnia by
diulysts against distitled water and aflinity chronutopraphy in nmbilized Twepartn

(iménez-Vepa et al, In press), Purilicd BGRIVEDL s o b ey ute



fa)

innmunepenicity and s inowulition o rabbils produead o pood antibody titer ¢1TOD00 Tor

LS A,

BLISA assays bas been used for quantilying crustacean proteins as vitetlogening (Chang
and Shil, 19957 Lee and Watson, 1994; Lee et al., F997; Sapbet al, 19993, leeting
(Agundis et al., 2000} and cuticular phenooxidase {Chen etal,, 1992). Foy the
quantification of shrimp BGBE by direet BLISA, the inmobilization of plasma samples
to the micropistes is o necessary thpe-consaning step. I additdon, sinee hetweyanin
comprizes more tian $0% of total plasia protein (Figueron-Soto et al,, 1997) most wl the
well surfaee is covered by (his protein, reducing the relative quantiny o BGBE and
consequently the sensitivity, A competitive ELISA was designed immobilizing poritied
shrimyp BOGBI in the plates and this procedure permitted o reduce buth thne ol analy sty

and unspegific renctions,

The adequate guantity of ipmobibized antigen was determined incubating 100 pl o
purified BGBP, al different concentrations in the Maxysorp™ polystyrene microplate,
finding that 100 g of BGEE wis the nwximung quabtity coated per well (Fig 1),
Although for complete immopbilization, several protocols recommend o incubite the
plates 2 hat 37°C followed by overnight at47C (Agundis etal., 2000, Plevelle et al.,
[986: Lee and Walker, 19953, shriop DG s adsorbed quickly and 30 min at 37°C
seems 1o be enough for the complete immobilization of 100 ng (Fig 2). This could be due
ty BGRP hydeophobicity considering that this protein is alsu a P Inovder o

standardize the process, the inimobilization ol antigens was done uging 10O pd ol 1 il
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The optimal antibody dilution in competitive ELISA test was determined using serial
ditutions of anti-BGEPANIL. The dilution of the anti-BGBPALIL serum 1500, gave the
best results (Fig 2), in a combivation of low background, optical density range and
sensibilily, Aceording to the reference curve, thal was carried with ditferent
concentrations of purtficd BGBER, the competitive BLISA assay permits quantitative

determination of 30 (o FOO0 npiil.

Cross reactivity was tested using BSA or other major shvimp plasta proteins, Tnospite of
hemoeyanin, which s not retained by the hepavin column, clotting protein (UP) und wi M
were tested. Although cluted at dilferent :s-:.ilinil;,u thuse profeing were retained by the
heparin colunm und thelr plasma concentrations are considerable, 20 % (Durliat and
Viancks, 19833 und 0.5-2% (Armstrong et al,, 19903, respectively. Anu-BGRPIDL
showed o small cross resction, less than 6%, with BSA, CP op caM (Table 1), and this
reaction did not have signilicant effect in the 3G quantification, Acowaey waos
determined making repetitive measurentent of the standard solution (3 apiml) The

caleulated intra-nssay coclficient o variation for a minimum of 50 samples, was 5. 7%,

For probP OO quantification, L-DOPA oxidation has been widely wsed (Cardenis and
Dankert, 1997, Chen ctal, 19915 Gomez-Jiménee et al, 20000 Jacksen ot ab. 1945,

Sosderhall, 19813 Previvusly, we proposed a microplate method Tor proP O Glerndides-
Lopez el al,, 1996, and other authors (Cheng and Chen, 2000 Sanchez et al,, 2001 Schols
etul., 19941 have used tis method. Aceording o 1he proPO setivating systenr moded it

necessary o quantily sepirately prol’0 and PO beeause cach one reflect difterent imnune

status of phase. Plasma PO is an indication that the proPO system biss been activated
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probably due to an infectious process or other slress condition. However profd
concentration refleets the mmune capability of shritnp, expecting that al higher prol’O)
concentration a better defense response. Lo fhet, the PO has to be evalusted In celi-froe

plasma; meanwhile for proPO quantification bemoeytes have o be used,

In crustacesns, including shrimp, proPO has been deteeted in the superiatant ol hemeeyie
Jysate (Asokan el al,, 1997, Cardenas nnd Danken, FOR7: Goblas-Cialvitn et al, 1997
Flanton et al., 1997; Hernandez-Lopez et al., 1990, Suig et al, F99R) Allematively tie
granular content of hermoeytes could be obtained by using o low sadiity botter and lagh-
speed centrifugation (Herndinder-Lopez etal., 1996}, In both cases, separation and Iyvsis

ol huhoeytes is reguired and the possibility to use whole hemolymph was investiganed.

The granular conlent was released from hemoceytes using hypo or hyper osmaic solubions
(Fig 4), detecting > 80% of prol0 outside hemocytes at 54 mM NaCL The satinity of
shrimp hemolymph is, in average, equivalent fo 430 il NaCl (Vargas-Alboves and
Ochon, 19923, Thus, diluting 10 pl of hemolymph with 250 pb ol distilled water, the
salinity of the hemolymph samples dropped to 18 mM NaCland release of proPL system
values from hemoeytes inereased om 2.03 £ 0,00 10 177 £ 0.2 wats. The in yity
anslormation of prol’O to 11O by trypsin was tested using dilferent trypsin
concentrations (0,7 to 100 py per well) finding that 10 pg of trypsin was enough Tor all
proPO translormation, even iy samples with high prolO cobeertiration. Ti s the
method ineludes the ineubation of 10 wh of iemolympl and 10 pg ol trypsin with 250 ¢l

of L-D30PA (F mpdml distlled water) during 20 min,
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In vive, the proPO proteotytic activation vecurs by PPAL and this protealytic aelivin
must e controtled i order o prevent andesived Gssue damage. Plastin onN hag been
proposed us o regulatory protnise inhibitor (Armstrong, el al, 1990) and ity
quantilication could help in the evatuation of physiolagical status al shingp. & deerdment
could be explained as o proteinase activition i physivlogical process (NPAL 1o probPL)

setivating systen) o by a direst inhibition of bavterial proteinases.

In comtrast to the active sile proteinase inhibitors, oM physically traps the proteiiuses
without affecting its catalytic site, and this property is used to deterniine its aelivity 10
the entrapped proteinase hydrobyzes low, but not high, molecular weight substrates, I
addition, entrapped proteinases are proteeted apainst inhibitors, us 811 niaking possible
to quaniify azM as the quantity of entrapped trypsin that hydrolyzes sinall substrotes, Tk

BAPNA (Ganrot, 1900).

The deseribed method for guantification is aceurate and bas been extensively used (du
Poer el b, 1993: Hergenhabn and Soderhill, P985, Kopicek et al., 2000). For shirinp

sampies, the procedure was modilied for small samples and high environmentad saliniy,

Becduse uaM s measured ndirectly by trapped rypsin activity, it was peeessary

prepare o standard carve, When rypsin wity dissolved 1 SEC-LDTA, o reduction of

Wy psin activity and precipitation was observed, Also 555, PES wind 150 mbd NaCl
produced precipitation after 30 min ineubation, On the ol hand, water produced gond

vesults, but the best sensibilily wis obtained using 10 mM HEPLS (Table 2). T,

1O mM HEPES (p) 7.5) was used Tor both trypsio standand carve (linear om B2 10



0

0.0 gy and uph activity st Although opM determination is dooe ineetl-free plisin,
statistical dilferences were not observed when whole hemuolymph samples (10 1o 50 )

wope tsead,

Iy order to have a betler view ol the nmnwne status of the sheimp, these proposed
miethuds could be combined with total or differential hemuoeytes comnt, vsygon
intermediates, phagoeytosis and others, Simple, sensitive, cheap ad tme saving methods
For BOGBP, prolORPO and  w2M guantification are now available, and this group of
proteins could represent three main steps of Inmune response: recopnilion, action and
control.
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RESTIMIIN

L dos alimaes anos Ja industria acoicols ls esta-
dor dentandando herramicnss que permitan cono.
ver el estavdo fisioldgice v de salud de toy camaro-
nes en enltive, Una allernativa es determinar fa
eompasieion quimica del plasma, observar sus
combios y detectar moléculas que puedan usarse
coma mareidores del estado de salod. Para eljo se
requieren métodos que permitan medir o OMIPnhen-
tes plasmaticos de camardn con la sufigiente sen-
sibilidad para detectar variaciones en su concen-
tracion debiday a alieraciones fsioldgicas. En este
wabr)jo se deternringd Ta Taetibihidad de los méta-
dos pary detenminar Ia concentracion plasmitica
de plucasa, lactasy, colestera) y acilplicéridos en
canturdn ubilzando los kils ecomerciales empleg-
dos en olbiica humana, También se evalud g efj-
ciengia del método de binret para la medicion de
proteinas, Mo se observaron alteraciones en la afi-
ciencin de los kits comercinles ni e Lt detenming
cion de proteing cuando la reacoion se realizd a
045 M de WsCl, salinidad de) plasma de cama-
rin. Adicionalmente, se detenmind by faetibilidad

del use de microplacas para s medicion de
metabolitos y proteinas 1otales en plusima de cu-
maron, Bl uso de microplacas permite analizar
varing muestras en forma shimltanes yoredueir g
voldmenes de moestra y reactivos, Sg Comprard by
téenica en microplaca con ta téenica estandarizad
para cetdas de | emy no se encontraron diferen-

chas significativas coando se anslizaron muestras
en forma simultanea v repetida, o onetuydndose gue
es factble el uso de esta metod tologia e muestras
de plasma de cantardn,

INTRODUCCION

La aparicion de Ja enfermedad esid relacionada a)
rempimients del equilibrio entre ef medio amlen-
te, Ja Tistologin del hospedero v las eslrategias
invasivas del pardsito, Sin embarpo, para el caso
del camardn y todas las especies scudticas, el con-
trol de las condicienes del medio ambients se dj-
ficulta por fos voltmenes de apug emplexdos en
tos eultivos comerciales. Los natantientos contry
Joss mpentes cuusales, por su parte, ademsas de ser
costosos y produeiy daios al medio smbiente, hasty
ithara no han sido eficientes, Asi, ¢l conacimionio
de las alteraciones fisiologis det animal Jrarece ser
eleaming mis fetible para conrolar tas enlerme.
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Tabta ¥, Precision y exactitud de las téenicas adapradas a mivroplacs para medic coneentraciones de
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dades y, de ese modo, disminuir ¢l riespo de la
InveErsion.,

La determinacidn de alguvos pardmetros
Bioquimicos de sistenias, drpanos y 1ejidos se ha
wilizadi en vertebrados, pringipalniente e el hy-
misne, para eviduar ol estade de sshud o Bsiologi-
i Alleraciones metabdlicas pueden ser detecta-
das por I cuantificacidn de glueosa, colesterol,
proteinas y actlplicéridos en el plasma,

En log evertebrados existe poca mformacion so-
hre el significado clinico de modificaciones en los
compaonentes del wrrente circubatorio o hemolinda,
Sinembargo, en camardn, se ha propuesto gue n
determinacion de algunos iones, metabolitos y pro-
telnas plasmtions espectiiens, asi como 1a cantj-
dad v 1ipo de hemocitos en el plasma seris de ayi-
ds para evaluar ol estado de salud o delectar cam-
bios fisioldgicos (Vargas-Alhores y cols. ) 991),
Pov ejemiple, se ha encontrado que Lz plucosa, of
volesteral v las proteinas, pueden ostyr
invalucragdos en deficiencias nutricionales (Hal) y
Van, 1998), mientias que @l lactato v I rhicosa
pueden servir comv indicadores de estrés en os
camarones (Chen y Cheng, 1993, Chen v cols
1994, Anderson v cols, 19943, Ctros estudios han
relacionado la concentrneion de proteinas totnles
v afecosa en plasma de camardn, con variaciones
durante ¢l ciclo de mudie (Chan v cols, T988; Horst,
T8}

A pesar de que la industia acuicola ha estade dev
mandando herramientas de diagnastico vipidas ¥
LCONOMICAS, 105 vaNes e este cahipi no hay gido
MUy substanciosos y 1os pocos casas carecen de
propiedades tales coma bajo coste, facilidad y dis-

-1

postein. Debido o fo anterion, so hace necesario
estabtecer una serfe de metodologias que permi-
lan generar estadepias diapndsticns asi como de-
feetir rganisimos mas resistentes gue puedan ser-
VIF comuo reprisductones,

Muaterinles v Métodos

Glucesa, lactato, acilglicéridos v colesterol fyee
ron cuantificados utilizando Lits comerciales pas
diagndstico elinico en bumanos, Glucosa, GOI-
PAP Meyek-740393; lactato, SIOMA-T 35-10,
acilplicéridoy, GPO-PAP Merck-1.14354 0001 ¥
colesterol CHOIDNPAP Merck-14394, La concen-
fracion de profeinas se determing de neuerdo o 1y
teenica de bivret desertta en Current Protocols by
Protein Science (Coligan y cols, 1995), Para 1y
adaptacion de las téenicas a volimenes pequeios
seousaron microplacas de policarbonate
(CORNINGY. En algunos ensavos se usaron cel-
das de 1 om de espesor (SHIMA).

Peterminacion de da foibitidad de la téenicn
ara defermina da influencin de Ta ala salinidad
{450 mM) del plsma de camardn se realizaron
dos ctirvas de calibracion pary eada teenica, utili-
zando como diluyentes solucion sadina (NaCl 150
MM) o Solucidn Jsodnica pars Coamardn: $1¢
(NACT 450 mM, NaCHI0 mM y HEPES 10 m,
pHT,3) deserita por Vargas-Albores y cols, (199 3.
Las curvas de calibracion se elaboraron wsanda Jos
estindares de cada kit y alloiming sérica boving
pavd b caantificaciin de proteinas,

Cotrparacion de las métodos

Be wsaron orgunismas con un promedio de 14,4 il
de peso y T35 i de salia, Jos cuales fueron -

M -
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Tubla 2, Influencia de a alimentacion en los niveles de proteinas wtndes y metabolitos plasmiticos de
camaran blance, Valor promedio & desviacion estandar (mg mk ),

Ayunng

Albmentados

Proveinas
Cilucosy 002 4 ¢
Colesterol
TAC

Lactato

Chdade) 4 3,10
1487 025

[49.9 4 3§ 300
.420 4 024"
0498 0.1
ARG 40,34
D089 £ 1L0O7

*Lailerencing sighilicativas (1047)

tenidos duranie dos dias en el labovatorio a 25°C y
sadinidid de 36 De cada animal se obluvieron
200 ml. de hemplinfa de acuerdo & Memandesz
Lapez y cols (1990) y se cuantilied L concentya-
cion plasmatics de metabolilos y proteinas,
Adaptacion de Jas thoenicas a micraplaca
Pava todas las determinaciones se wtilizaron cel-
das de | em y microplacas de 96 pozos, en el caso
deceldas de T emse colocsron 10 o 20 u! de mues.
by bl de reactivo; en el caso de microplacas
s bizaron 10l de mueston v 200 pl de reactiva,
Porsu parte, parals cuantilieacidn de proteinas se
bitizaton 100l de muestra v 1ond de reactive
para la pruetia en celdas de 1 om (Baver, 1986)
mieniras que pari el msayo en microplaca so usa-
ron 20wl de mwestra y 200 pl de reactivo,
Para cada pruebs, wtilizando ¢ método en
microplaca, sedeterming el intervalo e sensihilj-
dad wtilizando diluciones de estindar mientras que
la precision y exactitud se establecivron haciendy
mediciones  vepetiday, Pars evalvar su
repraducibilidad ¥ concordancia con el estandar
secaleuld el cocficiente de variacion (CV) y ol
arror relative (2R de las medidag oblenidas, de
acuerdo p Ayres (1970).
Influencia del ayuno,
B¢ usaron 36 organtsmos (I8 hembras v 18 ma-
chos)de 13 4: 0.5 e de longitnd v 14,5 4 1.6 p de
Pes0. e mantuvieron duranle una semang, bajo
condiciones controladus (36 " de salinidad y
230D Para el experimento, el lote orfpinal se di-
vidid en 2 rupos de T8 wpanismos (9 hembras v
% machos) catda uno v se mantuvieron en ayuno
durante 24 horas. Después del pariodo de ayuna,

los animales del primer prupo se alimentaron y
los del segundo grupo continuaron en ayuno, Dos
horas despuds se sangraron dos 1o organisims
yose ey midid fa concentracion de metabolios
plasmaticos.

RESULTADOS ¥ MSCUSION

Lox méodos gue han sido wilizados para medir
Proteinag, glucosa, lactato, volesterol v righicéridos
Gncamaran son mlmmwmml. colorimetrico.
enzimilicos y orormtogralia de pases (Chep y anls,
1994, Mall v Van, 1998; Shen woools, 1w,
Ferndndez y cols, 1995, Spotts y Lulz, 198 1), 5
embargo, Jos dos primeros presentan Ly ventajs de
o requerie cquipo sofisticado y personal especia-
lizado por to que pueden ser accesibles » cunliuier
lnboratorio que cuenite eon up gspectrofolimetro,
Aungue el método de Bradford (Bradlard, 1976)
ha sido el mds wssdo para estimar Ja coneenlra-
cidn de projeinas en moestras Iiologicas (mterva-
to de deteceion entre 150 y 750 ugiml), el método
de eleceidon para estimir ef comtenido de proleinas
tolales en plasma de camardn fue ¢l de biuret de-
bide a que lay concentraciones de proteing en cl
plasma de camardn se encuentran en ¢l imervslo
de deteceion de ésta tbenica (3 a 100 mgiil,
Coligan y cols, 1995 o que permite utilizar Ly
muestras de plasma sin diluin

A pesar de que loy kits comterciales han sido wili-
zhdos para cuantificar colesterol, glucoss v factat
enl ltemolinfa de camarones (Chan y cols, 198%;
Van y Hall, 1998, spotts v Lz, T981), no ha (e
dadn claro si Las condiciones distintas gue existen

w121 -
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iguwra 1 Conrelacidn entre tos métodos il izando Solucion salina y 810 las bagras representan o

error estandar, 5l analists de pendientes no mostro diferencias significativas (9% confianza).

GLUCOSA
o= 0 DG »
0.6 -
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(S C—————
DO 02 04 06

Solucion Salina

0‘ \3 . Amp“hﬁ“leg “

= 0t

RV o ' |
N .1 0.z

0.3

Solcion Saling

en el plasma de camardn atectan o no la accion do
los reactivos, Por ello, en esie irabajo se probo I
influencia de fy alia salinidad en la cuantificacidn
de plucosa, laciato, colesteral v acilglivéridos.
Cluando se compararon las eurvas de calibracion
utilizando salucion salina y 51C no se observaron
diferencias significativas (95 % conflanza) en 10-
dos Tos componentes plasmdticos analizados (fi-
pura 1) Los vesyltados supieren que las condivio-
nes de vyor salintdad det 810 (condiciones se-
mejames al plasma ded comardn) o afectan la Lee-
nica de Jos kits comercinles para medir glucosa,
colesteral, lactto y acilplicéridos, e la misma
manera, la proeba de proteinas por biure no se
afectd por la utilizacion de S1C,

Bl use de microplacas para Ja cuantificacion de
COMPUEstos plasmatces en camardn puede redu-
cir el pasto de reactivos v oaumentar la

] -
'-'?) 0. 6

03+ 4

0.0 4 | i} |
03 06 09 1.2

Soluclan Salina

1.0 -
0.8 -

#

0.6

P4

p’ﬁ/‘
L
‘F/l

2 P

I A

O 02 04 06 08 10

Solucion Safina

miapiobrattilidad, ademis de que permite analizar
varias muestras en forma simultanea (s90), Delsi-
do a esto, se puede aplicar a los sistemas de culn -
vo para Hevar registros, de forma rdpida v sencie
Ha, de los parametros bioguimicos en los organis-
mus cultivados. Bn este trabajo se estandarizaron
las teenicas pava medir metabalitos v proteinas
fotales en plasma de camardn uilizando
microplaca, Se vealizd una curva de calibracion
para cada teenioa lomando del protocols original
las condiviones de temperatura v tiempos e
incubacion para cada kit 1in el

caso de lis proteinag wtales fos pardmetros se o
maron de Coligan y coly, (1995,

Anatizando diferentes volimenes de plasma, se
ehservd gue of usa de ) ) de muesta produce
resultados reproducibles por jo que se adoptd este
volumen como el adecuady en cada praeha, Con

* "
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al fin de que la cantidad de veactivo s usar fuern
constante y con base en la cupacidid de los pozos,
se establecio v volumen de 200 p para cadi prue-
ba, La sensibilichnd de cada una de Jay téenicay se
determing con base al intervalo Lincal de Jas cur-
vas, donde la medida del ajuste de Lo recti de repre-
#iGn (1) a fos diatos observados fuera cercana a 1,
Por otro dado, se encontrd gue las tdenicas en
microplaca presentan buena precision y exactitud
an todos tos casos a excepeidn del Jactata, ol cunl
resulld ser [a proeba con mayor precisiin pero la
de menor exactitud {(ably 1),

Cuando se compararon os métodos de micropiacs
y de celdas de | am de espesor, no se observaron
dilerencins significativas (¢ pareada, Y5% de con-
fanza), por 1o gue ambos métodos mieden ser usa-
dos indistintamente,

D Ty migma nwaners gue en loy vertebrados, los
madificaciones de i concantracidn de componen-
tes bioguimicos del plasma producidos par Ja
ingesta de alimento, pueden ser detectadas en la
hermolinda de invertebrados incluyendo crusticeos,
Cuando se analizaon plasmas obtenidos de ca-
marones en ayuno y alimentudos, el andlisis por
ANDEVA de los resultados demostrd un aumento
significativo en fa concentreidn de proteinas
(P==0.014) v glucoss (P<0.001) Por sy parte, Tos
nivetes de colesterol, lactaw v acilglicdridos no
presentaron diferencias stgnificativas (95 % de
confianza) entre os animales alimentados v en
ayune (tabla 2).

Por atro lado, la concentracidn de metaholitos y
proteinay en plasma de covardn no presentd dite-
rencias significativas con relacton al seso (17=0.5).
Estos resultados concoerdan eon o reportada on
OLrOs rabigas ya que, anngue se i encontrado gue
e concentracisn de protefnis puede ser alectada
pov el erecimiento en /2 japonicus (Cuzon y cols,
980, Cheny Cheng, 1993a), por el cicla de mada
e Povannamel {0han v ocols, 1988) v M
umericanus (Mercaldo-Allen, $991) v por Ja tem-
porada del afio, al parecer no existen dilerencias
relactonadas con el sexa (Chen v Cheng, 19%34).
Par su parte, las concentraciones de glucosa
plasiadtica se han visto afectadas por la alimenta-
cicnn en Fonenedon {Hally Van, 1998), por el ¢i-
el elreadiano en £ aztecus (Rosas aral,, 1992) y
por et aicle de muda en P ovannamed (Chan e al,

FRBE), pero en ningin caso, s¢ han detectado dile.
rencias relacionadas con el sexo,

Aunghe en la actualidad se encuentran en procesn
de investhgacion, este Gpo de pruehas se preten-
den wsar como dagnostics del estado Nsiolopicn
de los camnrones en cultiva, Los vesultados predi-
minares permiten suponer que existen cambios en
Jos miveles de alpunos metabolitos plasmiticos
debidos a infecciones. Sin embargo, los cambios
producidos por enfermedades pueden cstar mag
refacionadaos con actividades de defensa por Jo gue
se prewende incrementar el nimero de prochas
involuerando ensayos come el de actividad de 1a
fenoloxidasa, hemaglutinacion, cuenta total y di-
ferencial de hemoeitos, actividad anlibacteriuny v
actividad Tagoeitica,

) wso de congentraciones salinas semejantes a las
exystentes en la hemaolinfa del cantsrdn (150 1m)
ne alters la determinacion de proteina ni o
clencia de los kits comerciales para Ia
cuanticacion de metabolilos plasmaticos.

Es Tactible el uso de téenicas en microplaca para
cugntificarimetabolitos y proteiiss totales on plas-
ma de camardn debido o gue los resuliados olle.
nicos con este mdtodo no presentan diferencisg
respecto ol métado de celdas de § em de cspesor
Adicionalmenie, ¢l métodoe en microplaca reduce
la cantidad de solucion reactiva wilizada en 1éon) -
was enzimaticns y de biuvel y permile hacer aproxi-
madamiente 20 dedenminaciones simultnesnen-
b,

Las concentraciones de medabolitos v proteinas
tatades en el plasma de camardn no tenen rela.
clon con el sexe de log orpanismos, pero se en-
contraron diferencias por ayum en las congenir -
viones de glucosa y proteinas plasmaticas en ca.
HETRVITY
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RESUMEN

se i demostrado gue Jos erugtieeos, ineluyendo
al camardn, ne cuenlan con un sistems nmune
iuad que el de Jos vertebrados, Sin embargo, tie-
nen mecanismgs que [os proteam contia enfer
medades, Se ha propuesto que Ja mespuesta i
ne de Jox camarones puede ser identificada por
medio de I sintesis de proteinas involucradas en
la defensa, Fsta sintesis protéica pusde ser dotege
tada por el nimero de mRNAS producido e ani-
mailes enfermos o inmunocomprometides, Los
hemaocilos (eélulas sanguineas) de los camarones,
ot Ja Jinea de defensa y reaceionan contra est-
mules producidos por agentes infeceiosos por lo
gue representan una buens allernativa para el pge
tudio de mRNAL Bl ndgmero de mRNAs puede ser
evaluado mediante electroforesis en nerlamida,
S embirgo, la baja concemtracion de mRNAs
producido por las células, hace necesario emplear
métodos de amphilicacion como la téenics de PCR,
Pebide & que no se cients con fametodologia para
Fa wbtencidn y amplifieacion de mBRNA » partir de
nemocitas de camardn en este babajo se
estandanzaron lag condiciones de obencion de

DLOGIA MARINA, DTAOA: CIAD, A.C. 1735 HILLOY, SON. 83000
MAR BERMEIO 195 PLAYA P S RITA. LA PAZ, B.C.S, 23090

ascabel ciad.mx Kain, 0.6 Carr, a La Victoria Hermosillo, Sonora. 83000

RMNA total, mRNA y cDDNA a pactir de hemocilos
de comardn, Asi mismo, se delerminaron las con-
dicones de mmplificacion por la teenica de PR
wtilizando oligonicledtdos arbitrarios, Los cDNA
amplificados feron anilizados por electroloresis
e acrilimida y fos patrones de bandas fueron ve.
velados mediante una tineidn com nitrato de pla,

INTRODUCCHON

Debido o la demands mundial, las téenicas de cu)-
By inlensive de camaron estan manilestindose
conte ung alternaliva de alta produceidn, Sin e
barge, Ta intensificacion del cultive de comandn
s¢ convierle en una actividad de alto riespo debi-
do, fundamentalmente, a la aparician y diseming-
Gion de enfermedades gue Depan a afeetar seria-
mente Ja produceion. Aungue mucho se ha avan-
wado en Loy conocimientos de Jos parbmetros -
rerdales de dos cultives v en o identificacion de
organismos que fog albetan, ta presencia de pade-
wimientus infecciosos siguen stendo up problema
en acuacullura debido a fa ausencia de metodolo.
i para un diagnostico temprans v batamientos
sfleientes,

EnJos cultivos inlensivos, e desarrolio v la trany.
mision de patdpenes es altamente peligrosy debi-
doalaalta densidad de poblacian, por o gue ex

W 1 .
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Tabka 1o Voldmenes de reactivos wilizados en 1a Gonien de RT-RPOR.

Renedlvoy caniruli+)

vohiral]-j MREEL

Ieaata Mailig

RERCTY

Mgsten Problens

Trimey

Prosier eonirnl 13 .l

e sushtiol 152 3.8

iyt ontea!d Lyl
A0l

A TR Lt

23000 REATE

Wiip g
Al 0.5t
B
i)
A4l 4l

necesario ¢ reconoeimiento, Js prevencion y el
ratwmients lemprang de muchas enlenmedades
contigiosas, En ésle tipo de cultivos, ¢ conoci-
miento de los padecihmientos, su etiologia, lforma
de tansmision, disgndstico y ratamiento tempra-
na, se aduesn en ingentivos scandmicos ya gue
permiten mantener s enfermedades bajo conto)
(Varpas-Albores 19923,

Ui altermativa gue estd 1eniendo inporancia en
lys attimos abos, s el dingnostico del estady de
salud del hospedero, debido a la posibifidad de
detectar enfermadades en estadios empranos, Por
efemplo, es posible que la respuesta inmunolépica
de Jos camarones pueda ser identilieads olservan.-
do la sintests de protelnas involyeradas en Ja de-
fensa de comardn, A su vez diferencias en la sine
tesis protéicn pueden ser detectadas por variacion
en el niumern de mRNAs producido en animales
enfermios o inmunocomprometidos, B ntimero de
mMBEMNAY puede ser evaluado  mediante
¢lectroforesis en poliacrilamida, 8in embarge, Ta
haja coneentyacion de mRNA producido por las
células, hace necesario emplear métodos de am-
pficacion basados en RAPDs-PCR (siglag en in-

ples de: amplificacion al agar de DMNAS
polimdorficos mediame la reaccion en cadena de la
polimerasa) y analizando los productos poy
eleciroforesis en geles de poliacrilamida,

Aunqgue en general no se conoce ef sipnifeado (i
siolbgico de Jaxs variaciones que pudieran tener los
componentes de la hemolinda, 1o bisqueds de
marcadores de subiud v su interpretacion deben ser
consideradas para ¢l establecimionto de medidas
preventivas, que puedan oftecer mayor poreenti-

Je de seguridad, no solo para ef contro! de ta infee-

cion sino para el medio ambiente, A pesay de gue
los dvances en ¢ste canipo no han sido sustancio-
sos, el uso de téenicas como RAPDs-PCIR pare-
e ser una buena opeidn para el diagndstico. Sin
embarg, los protocolos existentes no [Frecen
cumplir con fus necesidades de ensayo para mues-
tras de tejido de camurdn, por lo gue es necesirio
establecer Jas condiziones para ¢l andlisis de sste
tipo de imuesteas,

MATERIALES ¥ METODOS

Parn Ta obtencidon de BNA tolal se nsd

Tabla 2. Composicion de lx mezela madve wtilizada en 12 téenica de RT-POR

Reactives

Nolumen

Buffer 25X

dCTP 10 mh

TP 10 mM

dATP 10 mM

dTTP 10 mM

sol MDA (25mh)
rT polimerasa 2,5 Ui
Apta-DEPC UV
Volwmen tolal

GulTA20

0.9:107)0.3

0.9ul(7)6.350

RN W ATORE T}

D9ulETYE 3l

A0

LTy 7 10)

FORICT YO

LOS.2/T = 23 61 (por reaccidon)

AR -



Memorkas TH Congress de Cienchiry Alimeninriay v Riotecshopia

Figura 1, Blectroloresis en agayosa de RNA obte.
nido de hemocitos de camardn. M = imarcadores
de peso malecular

Pig FENEN, i mensnlm

RNAMATIIN (Roaid plus BICO 10 1) wientras que
el MRENA se aislé usande esferas con poli-
Adenilacidn (Dynabeads Olipo (), ). La abten-
cion de cMA v la amplificacion pm PUR g0 rea-
lizaron usando el kit GeneAmp, B2 y1(h RNA;
VR DNA Polymerase & 12 buffer pack v og
olipemucledtidos (migos) arbitrarios fueren obte-
nidos de STRATAGEN, Los reactivos para
v!uhn!mms Ul 'umlm.x y puh.um.mndl tm roi

L..m‘ E‘iu f ]..1 dmm mnmmcm da Ja L.‘.‘IHIH.I-:\Li du RNA
obtenido se usd un espectrofotdmetry PERKIN
ELMER Lambda Bio-20. Todo e material so usd
Hibre de BiNasas (Ribonueleasas).

Oltencidn de muestras,

L hemolinfa fue obienida en amicoagulante de
acuerdo a la téeniva degeria por Vargas-Albores v
cols, ¢ 1993) adicionado con inhiideves de RiNasqs,
Log hemocitos foeron separados del plusl'rm riu:

prevenir activacion v suptura celular se usaron 11.1"
hos de vidrio nuegvos y libres de pirdpenas,

Obteneion de RNA o partir de hemooiios

Se adielonaron 500 ) de mezela de lisis (Riaid
plus K, BIO TG ) paguete celular obtenids da
A mlde hemolingn y se homogeneizé con un pisti.
Jor e plastico para microtulas, Se realizd una ex.
rageidn con fenol seguida de una extraceion con
cloroforme aleahol isoamilico recuperando Iy fase
supertor, B RNA de Ja muestra fue aislado con
RNAMATRIX (Roaidd plus Kin, 30 01 Y reeie
pergdo en agua tatads ocon DEPROC
(dfemilpirocarbamate) y calentada a 55°C, La pu.
reza y eoncentmeidn ded RINA obienide fire deter-
minada medignte Ts medicion de absorbancin o
2607280 nm hactendo una ditucion 1100 de
muestra original. La integridad ded RNA fue de-
terminada por electoloresis en apaross contenion-
do 1.5 % de formaldehido,

Obtencidn de mRNA

ElmRNA fue ohtenido a partir del RNA wtal ajise
tasido la cantidad de RNA ol s 75 np/ 100 p). La
mestra, precalentada a 65°C por 2 min, se coloed
en un twho comteniende Dynabeads (Lynaly y se
mepbd por 3 min a temperatra ambiente, Pey

Figura 2. Andlists de los productos de AP-PCR
obtenidos con 10 oligos comercialies, Los ol 1008
e Lo serie A produjern los mejores resultados.

A Y.
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Figura 3. Comparacidn entre electroforesis de
productos de AP-PCR utilizando geles de
poliacrilamida en gradiente y homogenge, Se apre-
cla wpa mwayor resolucion de bandas con
polinertlamida en pradiente,

E) Viradd e a4y n":ulm.‘kn\mm R

pues de dos lavedos con solucion de Javado
(I3ymal), el mRNA se eluyd en 20 1) de sgaa trata-
di con DEPC ealentiando a 65°C dumnte 2 min.
Oblencion de cNA v amplificacion por PCR,
Lav produceidn de cDNA y 1a amplilicacién por
PCRART-PCR) se realizd de acuerdo a las ing-
trucciones recomendadus en et kit GeneAmp, el
coisl permite realizar bas dos reacciones en el mig-
i tubo, Se wtilizaron 8.5 pg de mRNA por cada
reaceidn, Lus condiciones para la PCR fueron ele.
gidas de acuerdo # lo establecido para PNA de
musculs de camaron (Morales=Corral, 1999): 61)
min a 707, 120 sep 1 95°C, 60 ciclos de 60 sep
DEPCA0 sep TIUCL T min 7EC wilizindose oligos
arbitrarios, Los productos de RT-PCR fueron ana.
Nzpdos  por electroforesis en peles  do
poliacritamida fefidos con nivato de pla,

RESULTADOS Y DISCUSION

La extraceion de la hemolingi, la separacién de
los hemoeitos y la obtencion de RNA son pagos
erivicos que deben culdarse en ia oblencion de
muestras para la téenisa de RT-PCR, En el pre-

ERE

septe rabafo se usd apua libre de pirdgenoy e
RINasas para ln preparacion del anticoagulanie y
las soluciones de lavado de los hemocitos. Par
evitar ativacion y rupturs celalar, el plasma fue
separado de dos hemocitos por centri fugaci dn a 800
Ry laextraceion de RNA se realizd con material Y
reactivos libres de RMasas, Asi, cuidando widos
Jos factores, se pude obtener RNA de bueyg eyl
dad (Figia 1),

EImBNA se ais)d o partiv de 75 pg de RINA tola),
segun el protocoly de ynal, Debide a que ta can-
tidad de mRNA oltenida fue muy baja y no pude
ser medida por espectrofotomeria, fa concenira-
civn de mRNA obtenida fue caleulada en base al
5% de effeiencia de recuperacion con el kit de
Pynal, De esta forma, en cada aislamiento se a5
G uni recuperacion de 375 pp/ul de mIRNA,
Lateenica de RT-PCR fue estandarizada pars vo-
himenes de 30 ul, wsando solamente 0,5 He e
MRNA (Tabla 1), La resccitn pava PCR {1 mo-
diffeada del proweolo origing (GeneAmp Kit)
stitizando wna mezcla madre con wdas oy
reaetivios comunes (Tubla 1),
Lot el in de seleccionar los primers que genera-
ran el mayor namero de bandas en el andliais
electroforético de tos productos de smplificacion,
se robaron H)dierentes oliponucledtidos (ol 1)
srbitrarios ubienidos comercialmente, denoming-
dos como prupe A (AL-AS) y a3 (3-8
Los olipos de las dos series usadas tienen ol nijs-
mo tamado (38 pares de nucledlidos) y no 1odos
fueron capaces de producir fragmentos por PCR,
e acverdo a los resultados oblenidos se seloeein-
naron 3 oligos: Al A3y AS (Figura 2).

Los productos de PCR obtenidos con los oligos
selescionados fueron analizados en peles de
pulizgenilamida, Awngie con geles homogéneos o)
7.5 W ose obtiene un buen patron de bandas, uti-
eando gradiente del 5o 13 % se observa una nie-

Jorresolucion y separacion de bandas (Figura 3).

La téenica de tincion con nitrale de plata ha sido
utilizada recieptemante pard tefiie oligonueledtidos
en geles de polisertlamida (Morales-Corral, 1999)
y poder ubservar b patrdn de bandas. o este 1ya-
ijo se compararon dos tdomicss de Uneion con
nitrato de plata, La primer tomada de Ja thenies
Cue se usa pars a tinekon de proteinas en geles de
acnlamida descrita en Coligan y eols (1995) v
adaptada por el Centro de Fstudios en Salud de

"
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Figura 4, Comparacion entre Ja tincion de plaa
prava proteinas (Plats A tomada de Coligan vy cols.
(19951 v o teenicn deserita en Wallas (19973 mo-
chilieada en este trabajo (Plata 13),

[*liatiy Vi

i

{
g

Cuatemala, Lo segunds, gue ufiliza menos
reactivos, es mas ripida, presenta mayor sensibi-
Hdad y ofrece unp mefor resobucion (Oguwra 4, fue
tomada de Wallias (1997 con las sipuientes modi-
fioaciones: se aumentaron § min de exposicion al
fijador, wp lavado con agua desionizada antes de
la tineiaon y reduceion de 15 a 10 min de exposi-
cion al nitraro de plata,

Anngue estas téenicas han sido estandarizadas par
mnesiras de hemocitos, on o actualidad se esta
mvestigando en nuestro Iaboratorio la posibilidad
de eniplearlas para el andhisis de organismos en
estado larval, donde es téenicamente imposilile
obtener moestras de hemolinfa,

CONCLUSIONES

Debido a que ¢l principal problema en la aplica-
cton de estas teermicas e ¢l riespo de Nsis celular
por activacion con pirdgenos v depradacion de)
RMNA e recomiends el uso de material y reactivos
lilres de pirdgenos v di B Nasas,

12 wso de electraforesis en geles de poliacyilamida
potimerizados an pradiente de 5o 15 %, on come
binacidn von el uso de Ja tbenics de tincidn con

hitrate de platy pesmite oblener Ja mejor yesoly-
cion en el patrdn de bandas obtenido, Bsto se -
duee en ung mayor facilidad de interpretacion de
los resuliados,

Debido g lag caracteristicas del wterial pendtico,
s posible usar estag teenicas para el andlisis de
wrganismos en estada larval,
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Abstraet

Hemaeyltes from pevacid shring (Pemaens califimionsis, P vanmamed and P Sephirasvis) were sepayalad
tsing o discontinuous Perent] pradicns, sheimg Memoeyles were spentnzoisly adliered w lass, allowing
slide preparations for slaining snd vricroscopie diferential coupting. Like other crustaceans, shrim) s
three smain popalaions difering i presonce and size of cyloptasmic granabes. Prophenolsidage nerviy
wag iy locaied in farge gransles hemoeytes and Ui smadl granules cells seem s e respansible for
encapsulition, Hemeeyte diserimination nbility was tested asing Sephaday and monifested by enhanced
adberence and rebansing prolO aglivating systen,

Keywords: immung cells, recognition, adherence, prolo, prophenscloxidase, hyaline cell, yranular cell,

Introduction

The eeonomic importance of shrin is motivaving the Dtensificarion of it callume i numerons frms.
Hlawever, the hipgh culture density has been pssocited wilh the development of epizoatics (Coeh, 1974
Lightier el al, TO8S), which are olen explosive and could tead 1 loss of Ore whale stk Alhinugh
antibiotics and disinfectants sre widely used, memiztoring healh condition of cultured slyimps liag been
preposed oy an alernative prophylactic measure, Hemoeytes or virentating cells court miay be a headil
Iolitor, since most infections diseises ity e eonmposition of e erustacenn hernalymply (de Backer,
POGT; Bang, 197 1), Unfortasately Uere uie lew studies on shrimp hemoeyies separation spdior
slasyification (Redrigues et al, V993, Gargioni and Barracen, 1998: Vi pand Wong, 20023 and they can s
B apypsdicsed foar vomatine anndysis.

Furthermore, the avigin and ootogenstic development of erustiaeenn letosytes are sl not olear, teading w
an inpreaise hemoceytes olassilicalion (Ratelitle e al, 1985 Hose o aly, VI90 Clare amdgd Tamly, RN
Lorustcean hemovyies have been mirphologically classilied by Hiht microscopy; however eritesia and
terminslopy afien differs among pabhors, More uniform informastion derives [ram electron microseopic
stahies (el and Mengeal, 19783, bat even will) ulhirastrnenra) charocterization, e ciassilication of

Corresponding Aothor: [, Francize Vargas-Albores; CLALD, PO ox 1735, Hermosille, Bon.: R000
Méxino; Prargasienscabiel sindms




crustacenn hemocytes is still o suljeet of discussions fsee Banchas, 1981 Martin Ciravey, 1984,
Bevjumin and Tames, 1987 Tsing et o, 081

Thus, classificalion of crustacean hemoeytes has been complicated due 1o e abvnadanee of seharmes thal o re
Dased prinmaed ly an sobtle sarpbological ariteria (Manin gmd Chaves, TOESY Mowever, baged on
morhelogionl, eylochemical and Gmetional eriteris, several hemoeytes catapories hove bean recopnized in
decapod erustacenn (Hose and Manin, 1989, inctuding penaeid shrimp where three Nemweyte tnas have
Iseen daseribed (Tring et al,, VORYY, but thare is not informmtion alwul lewoeyte futiction or geparaiion
ey,

Shrinp hemoeytes respond 1o envitonmental shanges by degranulasion and aulolysis, Previously we linve
reported he use of an anticoagulant solution (Vargas-Albores e 4l 1993} for shrimp hemolymph
exteaction, wlich conserves the fonic and panutic composition o F sl hamol vl £V arpas-Albares nsd
Dehua, 1992). Hemoeyter am Peseny califnniensis have heen separated from plasom by contrifupstion
s this solution, withouy sppavent cellular daomage [Vargas-Albores of al., 1993), Howaver, the salution
eapabilivy womintain celtulae stalidity of 2 vanmamed and . séytivoxtris his vol been wested,

fased o the density geadient metbod wsed for separstion of mamimalian leykouytes (Pertofl and Laurent,
17, comparable methods have been implemensed for invertebrase cell separntion, such ay sen wrehing
(Bertheussen and Seljelid, 1978), oyters (Cheny et ab, (9807 and cealis (38derhill and seadth, TRE3) Unul
Mo, Hhere ds o routine mathed for shrinip Temoeyte separation ond 1we major techuicol problems shoyld
bt gorlved. The Tt one s related to control the rapidd snd efficient shiimp cozgulation system, and the
sevond is the high cellolay reaetivity, There are no eparis on sudess el separation of slring hemogyle
popslations, and the available siudics (Martn and Graves, 1985; Hose of al,, 1987 Tabngr atal, 1988, Hoge
bk, 19y were done using non-separaled populations,

Cleliular defins
presphenedosidag
reaghilion ek i ‘ :
Ll in freshwater crayfishes (Smithimn Tl B9 Lidaunz, T993°078), insheiniipthe ol system iy
mgialy tecated inside e cell granules {Vargns-Albores ef al, 1993, Hemdadez-Laper o al, 1996; Lo
tboutlac el al. 1997y, bt its disnibution among granlar heaeyte populations b ot ey deseriled,

dd in nonasel )
erbitll, 19894).

17,

Hemoeytes, as congponent of the immune systeny, attaek pathogens, damaged eolls and frvesinn oF mon-sl
materdd, Vhe abibity of shrimp hemaoeyse w recognize abione pticles, less enimples o pathogens or
sub-callular maleriaiy, may help o identily the mechanisms wheyely they e distisguigh sell from nop-sclf
manerials and whivh Jemoeste population is invelved, by this work, we tested the effeet uf the antivampulnl
sydition on hemocytes shrinp, developed a procedore based on Pereoll grudigat for et separation and
dasniled the distribution of proPO in isolated populations. We slso demanstrated e ablity of seppred
heoweytes pupulations to revognaze abiotic panicles and report that particle sharge bas o role i the
rRCORNTLON Provess.

Materials and Methods

Pyrogen-free water was prepared osing » Detoxi-Clel coluni {icree), Pyrogen-fiee glassware was Acpirod
commeraially (quality cell eulture, endotoxin-fres) when available, 1 not, ghassware wans wished and placed
At TROTC for 4 Dy, while plasticware was sonked in 8% Eaosa-clean (Sigma Chem, Co.) solution Tar 30 min
nd harpeghly rivsed with perogensfies waler. Ooty el euliare or endolosin-dree chemicals (Sigma Cheny,
oy were ised. Al sohstisns in conael witl cells ware prepared wish [ryvopenstioe walar,

e - 0



Solntions

sty sall soluton (555: 450 ml Natl, 10 m WAL, ) b HERES, pH 73, 850 mdsndI{p,
rorrespandig 1o the fanie and vamotic valies of shiimp Bernalymph (Vargas-Albores and Cchoa, 19923,
wits wsed w prepore the shirlmp antdeoaguiant sulution (SAS) by audding 10 mM EDTA May 1w the 855, Tl
solution wiss used for isolation of 2, ealifrionyiy bisnwscyles without apparent celludar modilications
tVargns-Albores of al., 1993), Glurdehyde 12.5%) in 10 mM asndylate buf¥er (pH 7 wiss used ag
fixative for misrogcapy

Aninaaks mind Bupling

Fogrivesteis were oblained from o commersiad Tarm (Sotorn, Mesico), /2 californienyiy and P vanname§
WErE RIown in i experimental tde pond (Center for Blologival Research, La Paz, BOS, Wesico) Tl
animaty were maintained i 200-1 aguaria (249 & 4%, sulinfty: 36 pp0) at lenst 2 days before the eXpesient,
Linly the hemolymph from inermolt, apparcitly feenlthy pusenile shrimp (10-14 1) wos used, The
bemelymph was extacied from the pleopod base of the (irst aldoming segrnent near e ganitl pore, One
vatume of kemolymph was oblained using 0.5 syrittges, 2T-pange needle, containing 2 volumes of
prevooled (1UC) SAK,

Todal and DHEerentinb Hempoy ek count

Faw gl cotnts, 10 @l of fresh hemolymph were diluled with 90 h ol 35S The tol] hemocyle comnt (THET
wi detemined o Mewbhioer chamber, For differensin) Lewioytes count (HC), 2050 of samples ware
Placed o a slide and ineubated 15 min, st 244290 0o humid chamber to permit e adherence of the celts
o thee lass, The slides were washed with 5% and fixed wills shaaraddeliede solation for 1% min. The s)ides
wera shwiys kept hunsid and stained by Giemsa andor Hemataxylin-cosin melhods. Based on (he presenge
and size of wranyles, differgnt eell populmions were identificd undoy fipdn misrogeape,

Sepuration by Pe .
Percolt hisear gradic Mu i lialaf Hiaebardinl . ST T oufhe) st esiyy
pedycarbonabe tubeg at FEO00 w g 1090 for 20 min, Discontinuoas radients were formed by sdding
seguenlially 500 pl ol diffarent Percoll solisions (35, 40, 48, 50, 55 and 60%) directly toolwe conlyifupanion
by,

Mive lundred pricrobilers of sivimg dilited lesaelymph (3 with anticoagulany were lsaded on tap of the
aradisnl Ceantinuous or discontinanus). The tbes werp centrifiged 3l 2800 1 for 10 min, ot 420, Alter
cantrifigation, the cel) hands woere separated vaing o Postenr pipette, yesuspended in 2 ml of BAS and [ree
sedimentation vl Pescoll was allowesd for 2 min, The vells in suspension were analyzed by light and phase
contrast micreseopy. Cell dessity was ealeutited wsing as reference density marker biads (Figma Chem,
Lo ramging from £.018 10 1,138 wanil,

Hemwoeytic prof O in splated ool populationy

lseebatad hemiseyte poptlations were washed with 55 and JroPLy was oblained by cell deyranitation
CHerodndea-Lapes e al, 19965 Brielly, he cells were resuspended i .01 M sodiung cacodylate, pi 7.0
and eentritiuged at TS000 x ¢ for | min a mom temperature, The resulling supemitant was used for
spectrophotomaetric esthmation of pal’ in microwel ) plates, ineubating with trypsin and using L-DOFA as
subratrale as previousty reportad (Gollas-alvin et al 1997,
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Adbermtes o Sephaduy agsay

Pify microlivers of isolaved hamosyte population were ingubated with 50 Wl ol Sephadex ™,
DEAZ-Sephades™ (positive charged ) e OM-Sephades™ (hegative alarged), 15 min, at 25°C, i 1, Tand
siliconized whes, Ven p) of mistre were placed vi oo slide and obscrved e [light microswope,

Activition of proPO) system by Sephndes

Isolated hemocyte types 100 ) were incubated with 100 12 o sephades, DEAE-Sephader or
CadeSephadex, Th,al 28°C, Alterwasts, the sonples were sentrifaged ol BOO % g for 1O min, and lotad 10
setvily waes quantified in the supermant, as mentioned above,

Results and Discussion

Adllough differsnt nomenelitures have bea proposed, tiree major types of hemocies have heen deseribed
in erustacesns sid ey have been relorred as hyaline, sembranulay oamd granular cells {Bauchan, 1981
Sdderbiitl gnd Smith, 1983, Banjinmin snd James, 19873, based an size ond number of snirace ) )ular jpranles,
Fhis elassification may be conlising sid same authors have supgested it the differences are rednted (o
davelopmental sage rather than different sell stream (Bauchan, 195] Bt and Jaes, 1987},
Nanetheless, there is n evidence thatall srostacean bemocyte popa latians devilop Gom one basic e

cell,

Oiher classitication proposes ondy 1wo eell types: hyaline and grmular cetls, The Jatler are suhdivided in
small granude hemoeyie CSCHY aml large pranule benweyte (LGH), aceording to the eytoplusmulic grapule
atpe (Taing ot adigd 289, "This nomenclatuy e and Landl (19040, working with the
Il eranly (i iy lstingtprogenjlor sell tines,
The first one deye g

supgesting that S04

il

[ 45 possible 1o distinguish theee main wpes of cireulating eells (R d ) utider phase contrast micrascapy by
ubtiining e shyimp hemolymph direstty in 2, 4% pluturaldehyde, Hyadine cells have rowndad shiape
CT8 o), wath veiline bordary, Fow conteast and laek intravel/ular pramubes, These colls have been alse
1 as “wgranular cefls™ (Martin nnd Graves, 19859, however other auilors (Tsing e ad, 1959Y point 1o
%!:fil’f':%xé‘"fgb;- AR thas this name iy correct enly at light
\@ ‘Pﬁ},v o :

fig

: ;';w microseopy level since by electron
migrescepy it is nol poxsible ta affim the
ubsenee of granues and that prsnules are
fsseiated with the coagulasion ystem,

The second type of vells observed in
shrimp hemolyinph, was considered as
SCH, witly o sypical oval w spindleslipe
and measured approximately 14 x 6 o,
The distinetive featine of these celly was
the predomisance of roumd and dark
small gramles (0A-LG Jm), Allhoug)
with similar shape and size, the third tvpe

: b MRt of colis detecied weshrimp lienialymply
Figtire 1 l|.|1ill;_:‘ eilly in e whiirp Iyl ohgeried wider contamt. Conlaing pumeraug farge pranules (0.8
plumie ety e s hemoeyte; B Sl ganuta lamoeyte LR, i1 !..“-n)‘ amd wns considered as LOGTL
Lavrgge presnvnale Doyl CLEEH) Tt btr 15 3 o,
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Al hamoeyus popularions are alde w adhere w ploas E 0.4

Dy ineptithng Bemsadyoaph s o bimid elamber Far al &

lenst 1O min before washing with 555, Onee adhared ?n . ‘
to e plass, hyaling catly had iwo diferont ool fonms, :iz "3 i !{v";}a
Bome ol them retained s shape and size, with a s} & ': o
eysoplasm (similar to vertebrate Tvnphocytes) while {3 0 %ﬁ”’-
nher eells extended their eytoplasm, apparently due to 3 : }:}ﬁ@q
adherence, ehanged the micleus/eytaplasm ratio and 8. &&ﬁ“ﬁﬁ
extended up 1o 60 jin ol diameter. Afier exiension, "%' 0.1 é’;?f;«ﬁ
fixation nid staining with Ciemsn or HE, the noeleuy ;\%ﬁi’,
wits abgerved s dark blue and eytoplasm as lipht blue, o I :r': :’5&_\; f

o Hysllne  GGH LM
WM and LG wlse adhered 1o phass and extended, e ‘ )
P 3 POy nevivivy in byt popnlatives of

although not as much s hyaling cells (45 i), b abiimye, Tl cells o 900 1ol Bemalyniph weeg
])I‘Li‘ti{'.liljl'l}_,', t‘.ﬁ_‘,’llj-ﬂfl}b}li‘lii.’ exlensiony v ]Mi‘:l.ttﬁlﬂ]mil.‘j. In seplng by diveantingous Percell gendivns; eavh
general, st Giamsa stain, both kind of ells fooked Disetad wetg wahd aped inealaged with L-I0P AL The
stmilars nueleus in dark blue, eytopiasm in light blye nnd har wpesents avetige & JE e ),

peanules inviolet (Basophiliv), However, a linle

pereentage af SUH had ornge (ostnophitic) gransles and this fabire wos not found in LGH. On the ether
Band, by HE sein, ne difforences were observed in sranules, The prasmles of LOH wore mrkedly
refringent and some cells presented nueleus with 1 kidiey shape, marphologically resembling verebme
pranulieytes (eosineaphits and basaphils),

For the separation ol the celts, we wsied diffirent Percoll pradients prepared in S55-5157 A, Futlowing e
[rwedire deseribed and used i severad invenelrates (Siderbdll and Smith, 1983 Jahansson amd
sddurleti], 19RE Johinsy wl Sisderhill, 19890) a continuaus pradient of 40,40, 60 wnd 70 %4 of Percolt
wits Lested i oo ced] separation, Althougly pe | separptions we e obiained wilh 3 oy 60%
peaddients, @ dilfy ' bweitn 15 b AW D these bands
were analyied unide : : eren! belt pdpulagions; Usini density
miarkers e avernge folt ddtsicyiwiadsina gl a Periolladisé 1'1'1\'11{;'{'1‘(5\;;1".1#‘_]imnt ASERD AT 53990 way
tged theveaer, For 2 ealifirnionsiy cells separation was suceessfil wsing 45 and S0% Pervoli phises,

I vivwhite, Ty fA ".1‘."]-'”."U‘h‘."f’ll‘ﬁ' Al VLRI, 4 .'3, SO amd 55 Poreoll WEEHR DECERRrY 1 obtain .;3;)]11I]|13]|;3
separation. Hyaling cells from the three species of shrimpy weee Jocaled Tetween [Hlasrna wnd Nrse Perealt
Inyer (denstty £ LO3A wimly, Bowever, dilfershees in diensity wepe observed in the granular serios
populations, The dewsily of 2 califrmicnss A0 ranged from 1,035 10 1.062 (avarige LOIR p/ml), while
the sume kind of cells in 2 sylivosivig and 2,
it bid damstty of 1068 giml. Similarly, 2,
cafifornionsis LOH showed o density = 1,062, and
Fosnvlivasieiv and 2 vanmgme =1 075 g,

[

Lising 1he deseribed discontinuons pradienis nf
Perpall, thrae distinet cell ands were obined in the
studied shrimp specie, The less dunge lnnd, tayerey
v the plasmiepradient interfce, contad livaline
velts that are very unstable and can die ragidly i
they ave not manipulated under adeguate conditions,
Euving these experiments, yaline cells were
recovered immediately from tie gradient, and rie
suspended in eohd 95, By his, the cells were viahle
Tor 30-60 min, bt aneewayds they dyved, The secom)
bt aecurred in e middle interface and compsrised
SUHL while the dersest band, Iving in the botem of

f

Frginng & Sl i hennuytay shunved ditfaren deprvg ol
seenpnitiong we (4] Bephades, X4, (h) Chy-Seplados, 540, ! _ :
e (o, ) TIEA T Bepladex, X, N 100, renpuatively. i thaboe, weins composesd enlirely ol LG, Boh
Ariy podal b shrimigs Dem ytas,
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sramlat cell popdaniong are more stable Ui hyaling and, althouph degranulation can ocenr, ey maintain
thedy morphoiogical characieristios at Jeast 2 b alter wricdienn sepacation, In contrast 16 comtinuous nrindiony,
using diseontinurs gradient diffused some or dispersed vells weee ravely abserved. Addivdonally, the
discontinuous gradient method does not regquire o hipgh-spesd centrifiugnton process Ul is an acdvanlogs Yor
sotal) Taboraturies i shrimg farms,

025 - The P sativity hos been deteeted i e pranular
hemocyles of severut eommaceans Qolansson und
E* 0.20 - siddesldll, Y9RYn; Smith and SSdeill, 1w91;
T Johangsan and Stderhitll, 1923 As in Procambars
2 elarkdt (Lang et al, 19933, Sacrobeachium
M 015 rsenberati and Penacns monadon (Sung et al,,
o PR98), POY aetivity way detected i the LG aid
2 040 - SGR o P coalifornfensis, P, siviirostriy amd 2,
::,'é battame microsuapically in slides of whale
o lemalyimph, Additicmlly, warking with pomdativ
g bes- of hameeytes separnted by densily gragdient (n=1 55,
the PO aetivity was demonsteated in LG (0462 4
0.0 D00 sl BCGM (0050 2 0.016) b oot in liyaline

BIC ZBeph velts (Fig, 23,

e g e, et total b o hemasytes (THE) ranged fiom
sudan's Ltewt (pi) 13 4 1w 10" enllsiml of hemolymph for the tiree
‘ sluwimp specios, The lowest cownls were Tound in 2.
califrniepsiy (4004 3.6 2 10" hemaeytes pey ml) while the hi phest vell eoneentration was detecied i 2,
sppfivosteis (0, 40 8% X107 eellsfml), whiile 72, vammamed had 935 4 2.1 H)",\.Eull.ﬁfml‘ Huewever, thess
85 col i o JHI ook develammental stase (Tsing ot al |
19RM. The diffe Miliition [51040)
and LA ng the ! b Al cell

i

; , Nl
types were ximilir. in"dbunifan e thee Shrimpepeeiss, (1) kg orsingg in
shvivgr eells have been reported (Tsing al o), 1989 Le Mol Ui couled e die o differenees

I methodsalogy, o sven wore, species,

As 0 athey wrostaceuns, shring hemoeytes e involved i severa) defionse vespomses including prevemion
of blood logs, recoguition of non-self, phagoeytosis and encapsularion Dy the muosguite, drmigeney
Netradbaaties, it has been demonstyated tat e inooyiation of inert partictes such Seplindes reyalts in o
melanizntion nnd encapsulation response, which is dependent of e charge (Zabedi o al., 1992), When
slirimp hemoeytes wers incubatad with Sephades {ieply no eharpe), DF :

seplides (DEAR-Seph:
positively charged) or CM-Sephades (CM-Seph: nepatively charpedy, » eharpe-dependent interaction was
observed. Approximately D0% of DEAL-Sepl panteles hid cells allached, Rastarkahly, only 3% ol .
sephospheres ad cells anaehad, and very few cells were seen ptigched 1o the Seph parictes (Fig, 5,
Additionally, the incubation of bemocytes with yrosis of proPer sysieny in n sharge-
' depundent manaer. Alibough
every Sephadex type praduced o
significant oL system release
respect te comtral, DEAT-Sep
produced the iphest proltQ)
syslent responss (Fig, 4).

Figgnire & Tlree ditTerent heneeyti popilaivny, sepaated by disntisin shremps henoeste adbharenoe wiy
Peacoll gradiont, fasubied witl DEAE-Sopldzss o) Hysline Benyies, sy stugdicd sy inenbalion of
Large Citanulés Hemmoeyes and fed Small Gomnyles Hemaeytes. Arows JAHA wparated populativns of hyalise,

Pape 4.



AUH and LGH with DEAE-Seph, Ouly SGI showed clear adherence while the wther populations did w
Pagicadly rencl (Fig, 53 indicoting that $GH i the hemaeyte papubition in charge of encapsulation, Thus,
ditferent eedludar functions are apparently distributed i the shrimg Bemocyle papuilations: cungulition in
Byaline cells, pralO in otl groulare hetweytes, bul heapsutalion appmaes w be made only by SGIH,

The separation of bemosytes by diseontinuows Pereol] wadient lowed 10 work with soparitsd vinble cel]
papulations and w defing the respeative rle in 1the jmniune defense. In addition, the eell adlerenee to the
lass results in o esy way to prepare slides for differential counting sfter routing siain (Giemsa or 1I3),
Finadly, he shrimp Jemoeyte capability for recopmizing ahiotie particles shows tie greas potentizl of iy
e systens, which i beginning 1 be onderstood
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