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RESUMEN

Ln la creciente indusiria de la camarcnicultura el encontlrar una proleina
gue funcionc como marcador nuiricional y/o de salud es de suma importancia.
L a hemocianina, prodeina encargada del transporte de oxlpeno en los crustdceos,
¢s una altermativa ha considerar ya que estd presenic cn clevada concentracion
v cumple una funcion fisioldgica esencial. Hasta ¢l momento no se ha reportado
informacion sobre |3 hemocianina del camaron blancoe (Pewmaeus vannamed),
razén por la cual se decidio estudiar esta proleina determinande algunas de sus
caracter(sticas bioquimicas. Dentro de los resultados obtenidos en este estudio
podemos mencionar 1o siguiente, se pwificd la proteina en dos pasos:
ultracentrifugacic n en gradicnte de deosidad ¥ cromatografia por afinidad con
ion métalice inmovilizado (IMAC). A la proteina pura se le realizd un andhisis
electroforético @ inmuno! dgico, determinandn un peso melecular para la proteina
nativa de 400 kDa v encontrando pl de 4.8 v 4.9 bajo estas mismas condiciones,
Se logrd identificar 2 subunidades com peses moleculares de 82 v 75 kDa,
ambas subunidades son plicociladas con o-D-manosa, o-D-glucosa, a-L-fucosa,
B-D-palactosamina y [-D-gal{!-3)D-N-acetil-galactosamina.

l.oz anticuerpos policlonales preducidos contra cada una de las

subutiidades, reconocieron a la proteina native ¥y a ambos polipéptides,
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presentando reactividad cruzada lo que nos indica relacidn inmunold gica. Al
determinar la composicicn de aminodeidos de las subunidades se coconled que
los aminodcidos Acidos y sus correspondientes bases representan el 24% dcl tolal
de aminocdcidos, mientras que ¢l que presentd menor comicnido fue cisieina. Se
loged determinar la secuencia de los extremos lerminales aming de ambas
subunidades, encontrando para la subunidad de 82 kDa como amino terminal
arginina, ¥ la secuencia de 20 de sus aminoadcidos presentan un 58.8% de
residuos idénticos y un 75% de homologia con la subunidad “a" de Pardirus
interruprus. Para la subunidad de 75 kDa ¢! amine etminal fue ol acido
aspartice ¥ se secuenciaren 25 aminodcidos los cuales presentaron un 39.1% de
residuos idénticos ¥ un 85% de homelogia com la subunidad "c" de la
hemocianina de Pamulirus fmterruptus. Al comparar entre si las secuencias de
las subvnidades de 82 y 75 kDa, se enconttéd un 57.1% de residuos idénticos
un 92.8% de homolegia; en basc a los resuliados inmunel dgicos, asi como la
comparaciin entre las secuencias se concluy 4, que la subunidad de 82 kDa es

de tlipo gamma, mientras que la de 75 kDDa es tipo alfa.



INTRODUCCION

El camarcn cs una especie econdmicamente importante para México ¥
73% dec su captura es destinada a la exportacién. Sin embargo, los volimenes
provenientes de la captura de camardn silvestre én Sonora han disminuido de
aproximadamente 19,000 toncladas en 1986, & solo 14,000 tonsladas en 1994
{TNEGL, 1995,

Esta disminucién en la captura ha renovadoe e incrementado el inlerés por
el cultive de camardn, eon el fin de aumentar los volimenes de exportacion. Las
técnicas de cultivo de caracter imtensivo son las mas uhlizadas ya que generan
una gran produccicdn, sin embargo, debido a la alta densidad de los organismes
es frecuente fa presencia de enfermedades, le que desemboca en grandes
pérdidas econdmicas.

Para poder obtener un cultive exitoso se debe por lo tanto, incrementar
el control de las enfermedades, mejorar las dictas y aumentar el conocimiento
bisico del camardn {Akiyama v Dominy, 1992). El comtar con marcadores

nutricionales y de salud adecuados para los organismos de cultive es por lo tanto
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una necesidad imperante. Una fuente potencial de marcadores netricionales yfo
de salud, podrian set las proteinas contenidas en la hemolinfa o sangre de cstos
crustacens.

La hemolinfa contliene una gran canlidad de proteinas las cuales se
agripan en cineo categorias, en donde destaca por su clevada soncentracion ¢
importancia fisiologica la hemocianina {Depledge y Bjerregaard, 1939).

La hemecianina €5 Ja proleina respiratoria de antrépodos y moeluscos (van
Holde v Miller, 1982), reportandose concentraciones mayores al 60% de la
proteina plasmatica total. En crustaceos como Palpemon elegans ¥ Pengeus
wewptamed esta concentracidn se eleva hasta un 90 a 95% (Taylor ¥ col, 1985;
Chen v Cheng, 1993, Cariclou ¥ Flyizanis, 1993),

La hemocianine ademas de lransportar OXigeno gs un imporiante nuiriente
de reserva, actia como osmoregulador e interviene cn el transporte y reserva de
metales ¥ aminodcidos en condiciones de estrés osmdtico (Weeks ¥ Rainbown,
1992).

Como caracteristica bioquimica de la hemocianina, se tiene que el peso
molecular de la protefna en condiciones nativas oscila entre 450°a 3900 kDa ¥
las subunidades estdn agregadas en lorma de hexaméros (1x6}, presenid ndose en

algunos casos agrepados de hasta 8 hexdmeros (Herskovits, 1988},
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El peso molecular de las subuwmidades: oscila entre 75000 a 85,0000
daltons por cadena polipepiidica, ¥ en cada subumidad sc tigne un sile binuclear
de cobre (Brouwer v col., 1978). La hemocianina es una proteina glicosilada, v
la composicicn de los carbohidratos asociades ¢s vanable (Stoeva v col., 19935)

Dentro de la region Noroeste de Mexico, una de las especies con mavor
productividad ¥ resistencia a2 las  enlermedades vy a las  condiciones
climatologicas es el camaron blanco, 1lasia el presente, la hemocianina de esta
especie no ha sido estudiada, por lo que el abjelive gencral de este trabaje fuc
la caracterizacidn biogquimnica parcial de la proleina.

Dentra de lo cual se considero la estimacion del pesa molecular de la
protetna nativa, punie isotlecirico, nimere y peso molecular de las subunidades
v deleccidn de carbobidratos en las mismas. También se preparon anticuerpos
policlonales contra cada subunidad, determinandose ademids la compesicidn de

amndacidos ¥ la secuencia de aminodcidos del extremo amino terminel.



ANTECEDENTES

Protejpas de la Hemolinfa

La hemolinfa se distribuye por via artenial por los tejides de los
crustacens y reloma al corazon per medio de senos, Jos cuales son cavidades
huecas parecidas & las artcrias (Markl, 1988). La hemolinfa contiene proteinas,
amincdcidos libres, lipidos, iones, cteétera. Respecto a las proteinas que
componen 1a hemolinfa éstas sc agrupan en cinco categorins:

El grupo mas abundante contiens a 1a hemocianina ¥ apohemocianing. La
hemocianina cs la proteina encargada del transporte de oxigenc en artripodos
y moluscos, como se nmuestra en la Figura | {van Holde ¥ Miller, 1982}, ¥ tienc
las siguientes caracteristicas: baja afinidad por ¢l oxigeno, considerable
cooperatividad ¥ un gran clecto Bohr. La gpohemocianing presente en la
hemalinfa permite la rapida sintesis de neeva hemocianina al incorporar al cobre
y lunciona ademas como nuttiente de reserva (Depledge ¥ Bjcrrepaard, 1929).

B! sepundo grupo de proteinas son las encargadas de la coapgulecidn.
Dentro de éste, la mas imporiante s el fibrindgeno (lambién Ttamado
conguld genol, ademds participa en el transporte do metales y en el MECATLISMO

de defensa (Martin y cal, 1991).
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Fipura 1: Distribucidn filogénetica de las proteinas respiratorias.  Mb,
mioglobina; Hb, hemoglobing; E, eritocronica; Ch, clorocruonica:  Hr
hemeritrina ¥ He, hemocianing (van Holde ¥ Miller, 1982).
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El tercer grupo de proteinas presenta una baja concentraci on, sin embargo
tiene mucha imporlancia en los procesos fisioldgicos. Fn este prope se
enguentran hormonas gue regulan el cielo de muda, reproducci én, respitacion ¥
actividad cardiaca (Depledge ¥ Bjerregaard, 1989).

Fl coarto grupo estd constiluido por proteinas que pueden inactivar
bacterias, protozoarios ¥ virus. En este grupe S¢ encuentran las aplutininas las
cuales se asemejan en funcion a los anticuerpos de los vertebrados (Depledge
v Bierregaard, 1985).

Por altimo tenemos al grupo de las proteinas ligadoras de metales. Aqui
se encuentran los citocromos, calalasas y peroxidasas que unen al hierro, el cual
es may imsoluble en la hemolinfa por lo que debe ser enlazado a alguna proteina

para su transporie (Depledpe ¥ Bjerregaard, 195859},

Hemocianipg
La hemocianina cs ¢l mayor constitoyente proteico de la hemolinfa de
crusticeos (> 60%), en el caso de peneidos se han reportado cOoncentraciones
mayores del 90% (Palaemon elegans), de 79.69 y 76.39% {$ y %) para

Fenaews japonicus, mientras que para el camardn blanco (Penaeus varnameiy
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se Teporta una concentracic n de 80-95% de la proteina contenida ¢n la hemolinfa
{Taylor ¥ col, 1983; Chen ¥ Cheng., 1993; Cariolou ¥ Flvizanis, 1993).

La hemocianing no se encuentra incorporada en las células, se disribuye
en Ja hemolinfa ocupando 1710 partes del wolumen ¥ en el caso del camarbn
Palgemon adspersus representa 10 g/100 ml {Hagerman y Weher. 1981). El
restt de la hemelinfa lo conforman compuestos como  fibrindgens,
apohemocianing, hormenas y lipoproteinas (Donker y col, 1990),

La hemocianina s una proteina pigmentaria, proveniente al igual que
olrps pigmenios del precursor tirosinasa, con sitios aclives entre ambas
moléculas muy similares (Mark], 1986; Lordsch ¥ Haase, 1986; Telfer ¥ Kunkel,
1981). En crustaceos |a hemocianina estd formada por mdltiples subonidades con
pesos moleculares de entre 75 a2 85 Kda, ¥ en donde cada subunidad tiene un
silic binuclear de cobre (Brouwer v col., 1978).

El oxigeno se une directamente a los dtomos de cobre, lipande de | a 2
moléculas por atomo de cobre, una vez hpado se forma la hemocianing
oxigenada que presenta ¢l color amul caracteristice del pigmento {Rainer v

Brouwer, 1993},



Fypcién de fa hemaocignina_¢n crustdceos

Como ya se menciono, la funcién principal de la hemocianing es cl
transporte  de oxigeno. Es ademds, un importante nultiemtc de reserva,
esmoregulador e interviene en el trensporte ¥ reserva de metales y aminoacidos
liberados por Ja célula durante el choque hipe-osmdtico (Weeks ¥ Rainbow,
1902,

Hemocianina contribuye a cnriquecer el contenide de aminodcidos
requeridos como efectores osméticos durante estrés hiper-osmdtico (Depledge
¥ Rerregaard, 1989} En ¢l caso de Corcimus moenas sé reporta un incremento
en la proporcién dodecdmerohexd mero cuando son expuestas a un medio hipo-
osmotico, posiblemente como una forma de adaptacidn para mantener constante
la presidn osmdtica coloidal (Chan y Weeks, 1992).

En el canprejo Callincctfes sapidus se reporta la disminucion en la
concentracicn de las subunidades 3, § v 6, v un aumento en la concentracién de
hemocianina circeiante de 0.031 g/ml' después de 25 dias bajo hipoxia
moderada, aumentzndo en conjunto la afinidad de la ptoteina por el oxigeno
(deFur et al., 1990 citado por Burnett, 1992).

La afinidad por el oxigeno puede verse afectada por compuesios orginicos

como el lactate ¥ también por el pll, CO., calein, NaCl v temperaturs entee
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olrgs. 1os cuales ep comunto proporcionan la habilidag de tener cambios
adaptativos en ol transperte de oxigeno ¢uando o! sistema estd estresado
(Brouwer ¥ col, 1978; Burnen, 1992), Lstos compuestos afectan on forma
similar a la hemoglobina, la proweing de vertebrados con funcién andloga

{Bumett, 1992},

{Cara¢ieristicas binquitmeas de la hemmocianina

Hemocianinag nativa:

Las hemocianinas de crustdcces lienen un peso molecular er el rango de
450 a 3900 Kda y las subvnidades pueden estar agregadas en forma de cubos
hexaméricos {1x6) con un cocliciente de sedimentacién de 165, También se
encuentran hexdmeres muiltiples de {2 subunidades (2x6) con 245 ¥ de 24
subunidades (4x6) con 375. La hcmocianina puede llegar a contener apregados
de hasia 36 & 48 subunidades (6x6, &x6) (Herskovits, 1988). Los arreglos mas
comuncs para decapodos ¥ peneidos son de 6 6 12 subunidades (1x6 y 2%6)

como s muesira en la Tabla 1 {Chan y Weeks, 1992),
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Tabla 1: Composicidn de subunidades de varios crusticeos. Tipe de oligomero
de la hemocianina nativa ¥ nimero de subunidades diferentcs, detectadas por

electroforesis en disociacion alealina ¥ SDS/B-mercaploetancl.

OLIGOMERD SUBUNIDADES (ki)
Pennens monodon | Hexdmers 3 (70, 77,89 c,d
4Th kDDp
Penoeus setiferus | Hexdmera |2 (77,82) b, ¢
Parglirus Hexdmero 4 {79, 84, §8, 90} AL
Japonicux
Panulirus Hezimery 4{71, 73,79, 30) c, d
L L T T 450 kDa
IHmrus Dodecémero | 5 (76, 18) c,d
aeEricanpy 83 kP
Janns edwardsii Hezdmern 3 (84, 96, 118) £
480 kn
Callignasa Dodecimero | 4 (68, 72, 76, T9) e d
califormiensis 240 kDa
Heximero
450 kDDa

Dodecimers

4(25, 50, 75, 77)

a: Mark] y col., 1979, b: Klarman y col., 198].
c: van Holde ¥ col., 1982, d; Herskovits, [982
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El hexdmero ¢5 la forma bésica de hemocianina ¥ esta constitwido por 2
capas de 3 subunidades unidas una svbre la otra comoe se muestra on la Fipura
2, estas subunidades son helerogéneas v en la mayoria de las especies presentan
4 o mas cadenas polipeptidicas electroforéticamente diferentes. La disociacidn
de hexdmeros y di-hexdmeros sugiere interacciones polares vy idnicas que
estabilizan a la estructura hexamérica vy también a la unidn de heximero con
hexdmero (Herskovits, 1982},

De acuerde a su masa molecular el heximera &x6 (48 subunidades) dc la
hemocianina, excede 30 veces el tamadfio de la hemoglobing humana, midiendo
25 nanomcires de largo ¥ correspondiendo al (amafio de un ribosema. Estd
subunidad estd conformada por aproximadamente 520 aminoécidos mientras que
la hemoplohina sote contiens 140 aminodcides por cadena polipéptida (Markl,
1986).

Respecto a la capacidad para a) ligar oxigeno, la hemoplobina es la mas
eficiente, de ahi que s cree gue la hemocianna es una forma menos
evolucionada. Las razones por las cuales los crustdceos lienen hemecianina en
vez de hemoglobina son ain desconocidas, se cree que la hemocianing pot
contar con vanos 1ipos de subunidades es mas versitil y flexible, 1o que Ja hace

mas adaptable a los cambios ambientales (Markl, 1986).



M_= 67 - 20,000 M,*4.5z10°

Figura 2: Representacicn esquemdtica de la estructura de la hemocianina de
arirdpodos. A) Mondmerg, B) hexdmero, ¢) dodecdmero (Herkskovits, 19ER).
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Tipos de subunidades

Cada especie de crustdceos tiene hemocianina con un arreplo especitico
de subunigades. En forma geperal se ha encontrade que pueden lener de 3 a 8
subunidades difercntes, como se muestra en la Tabla 1.

1.a5s subunidades se han clasificado de acuerdo a sus caracteristicas
inmuncladgicas, movilidad electreforética ¥ la participacidn en el ensamblaje de
la proteina, en 3 tipos © categorias: subunidad tipo alfa, subunidad tipo beta ¥
subunidad tipo gamma {Markl ¥ col, 1986). En la Figura 3 se muestra la
distribuciop inmunolégica para los diferentes tpos de subunidades en crustaceos,
se indica lambién con cuadros los estados de agregacion de la proleing nativa.

La subunidad tipo alfa esta presente en 10dos los crustaceos, con poca
vadacidn entre una cspecie ¥ otra, por lo gque se considera filogenéticamente
conservada (Markl, v cal., 1986). La sola presencia do subunidades tipo alfa es
suficicole pata la formacidn del hexdmero de hemocianina (Chan y Weeks,
15073,

La subunidad bpo beta no se encucntra relacionada con las ofras
subunidades. Esta subunidad dificre prandemente entre una especie ¥ otra, o esta
ausemie; cjemplos de especies que la contienen son Ooypade spp ¥ Urea

Lrvilied,
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Figura 3: Dustribucion del pawrdn inmunolégico de las subunidades de
hemocianina de crustdceos. Se muoestran pattones de inmunoelectroforesis
cruzada de ias subunidades y los estados de aprepacidn de a protena nativa {los
cuadros son hexdmeres; 1x6, 2x6) (van Holde y Miller, 1982).
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Las subunidades tipo bela estan relacionadas necesariamente con la formiacisn
del dodecamero (Ncuteboom, 1989, Markl y col., 1988).

La subvnidad gamma estd inmuncldgicamente relacionada con la
subunidad tipo alfa, aunque dificren enire sf en composicidn dependiendo de la
familia en la que se localiza.

En ol caso de la limgosta Pomulires interruptis, se conoce que la
hemocianing tiene 3 subunidades Hamadas a (94 kDa}, b (90 kDa), v c (80 kDa);
de las cuales a ¥ b son muy similares, con tan solo 2.7% de diferencias en la
secuencia de aminodcides, micntras que entre las subunidades a y ¢, solo se
enconird wn 59% de residuos idénticos (Jekel ¥ col. 1988) Las rclaciones
inmunclégicas entre las subunidades de Fanuffrus imierrupius son explicadas
en base g la existencia de un gen anlecesor comun {Rochu y Fine, 1984).

Con respecto a las interacciones entre las subunidades pueden ser
covalentes, puentes bisulfuros o no covalentes (Neuteboomi y col., 198G, Las
hemacianinas de artrépodos por lo general presentan varios tipos de subunidades
con diferentes  caracler{slicas jnmunolégicas o de estructure prmaria. La
heterogeneidac de las subunidades de la hemocianina de Addrocronus v
Limfus (24-mer ¥ 48-mer} por ejemplo, parece ser necesaria parz e

ensamblaje de la hemocianina nativa.
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Fsta diversidad podria ser util pars proveer flexibilidad a la hemocianina
durante los cambios ambicntales, como per ciemplo cambies en la salinidad o
presion de oxigeno {Callicol y Manpum, 1993, Utra posibilidad es que algunas
subunidades sivan como reguladores que unen ¥ respondan a efectorcs
alostéricos de cationes divalentes v protones {(Makino y Kimura, 1988).

Por otra lado, también sc ha encontrado en hemocianinas hexamérnicas
como la de algunas langostas (Panulirus), que las subunidades heteragénicas
parécen ser innecesarias va que las subunidades que las cotforman son 1guales
en su estructura tridimencional. Hasta ¢l momepte la diversidad de las

subunidades asi como su wilidad, son fuente de gran controversia.

Contenido de carbohidratos:
Las hemocianinas de los arirdpodos generalmente Genen las caraclet{sticas

de las proteinas extracelulares y, enire Ofros aspeclos, cuenian oon carbohidratos

en su estractura.
El contenide de carbohidratos en ka hemocianina de crusticeos s del 2
al 9% (peso/peso) y la composicion de los monosaciridos ©s muy vanable

fStoeva ¥ col., 1995). Dentro de los carbohidratos mas comunmente detectados
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s¢c encucnlran la fucosa, manosa, plucosamina y trazas de galactosamina (van
Holde y Miller, 1382).

Esta compesicion variable pucde ser la fuente de las microheterogensidad
en las dilcremies sobunidades de hemocianina. Para la langosta Pamufirus
fmtervupts la mayor diferencia entre las subunidades a y ¢, consiste en la
proporcion de carbohidratos, 1a funcidn de esta diferencia no ba side explicada,
pero se especula que Hepe gran imporiancia ¢n €l ensamblaje de la prolgina
(MNeuteboom y col, 1992)

La presencia de carbohidratos unidos a la cadena polipéptidica ticne un
papel importante en la conformacion y plegamiento de la proteina, ademis
intervienen en fa estabilizacion durante la desnaturalicact on v protedlisis (Moeva
¥ col., 1993),

Las cadenas de carbohidralos son formadas por la accion de
glicotransferasas ¥ la estructura final de la cadena s determinada por la
especificidad  de cada enzima. Las diferencias en la glicosilacion cstan
relacionadas com las glicotransferasas presentes cn la membrana de Gelgi para
las diferentes especies, esto pucde explicar la existencia de la hoterogeneidad de
las cadenas de carbohidratos de la hemocianina. La glicosilacidn de las proteinas

ests probablemente ligada a las diferentes etapas evolutivas (Stogva y col., 1993).
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Cambios en las subunidades por sexo ¥ estacioo del anc

Hclleli y colaboradores cn 1988, reponiaron la presencia de una subunidad
gspocifica para hembras ¥ ausente en machos cn Pafinurns elephas, v esta
diferencia no repercule en la cantidad de oxigeno ligado.

Se enconttd un aumento en el ndmere de subunidades en verano v en la
cantidad de oxipeno ligado. En contraste, la hemocianina de Palinnrws
mayriiignicas no presenié cambios por sexo o estacion del afo {Bellel v col,,
1988,

En un estudio poslenor, se investigd el efecro del habual sobre el
comporamivnte  de hemociamma. La  luoposta  Palfmeris  smauritionices
aclimatada en acuvario, presentd variabilicad en la composicion de las
subunidades de hemocianina, comportamiento que no se encontrd en la langosta
silvestre. Al parecer ambas  especies  (Palinerus elephas y Palinurus
manritioricos} tienen mecanismos de adaplacidn que penmiten la variacidn con
la compasicion de las subunidades de hemocianina de acverdo al medio en que

se encuentee (Condo v eol., 19913,
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Fertores gue afectan la sintesis de hemocianina

Fxisten muchos factores que pueden alectar Ja sinlesis de hemocianina,
los mas imperantc son: la capacidad de sintesis, el volumen de la hemocianina
¥ fa tasa de pérdida y utilizacién del pipmento.

I.a capacidad de simtesis no se ha podido determinar ya que existe mucha
confroversia acerca del silio o sitips en dopde puede ser sintetizada. Se ha
cspeculade que en algunas especies la sintesis puede llevarse a cabo por células
cianocitas localizadas a lo largo del dorse o bordes laterales del animal
{Dcpledge, 1989).

En la especie Homarus americanus la hemocisnina cs aparentemente
sintclizada cn el hepatopancreas, ya gue este drgano tiene ]a mayor cantidad de
cobre, metal indispensable en la estructura. Este es lambién cl caso con camardn
Penaeus semizulcatos, ya que sc loprd sintetizar hemocianing i witra por
el hepatopancreas ¥ postetiomente sér identificada por electroforesis (Khayatl ¥
eol,, 19941,

[.a capacidad de sintesis depende del contenide de cobre disponible, por
1o que bajas concentraciones de Cu en g] alimenlo yio agua podrdn disminoir la
sinlcsis del pigmento {Deplendge ¥ Bjerregaard, 1989). El velumen, la velocidad

de utilizacion ¥ pérdida de hemocianmna, dependen del crecinuento y del estado
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nutricional del crustdceo, enconlrande marcados cambios en lu concentracicn dal
pigmente durante |z muda y en periedos de apolamiento de abimerdos
(Depledge, 198%).

Debido a la importancia fisiologica de la hemociaping, se considerd
importante el estudio de alpunas de las caracteristicas bioquimicas de la
proteina. S¢ utilizd como modele de cstudio al camarén blanco (Penaeus

verngmel), ya que estd especic es una de las mas exploladas por el sector
acuicela y representa una fuente de ingresos importantes en la regidn ¥ & nivel

mundial.



MATERIALES ¥ METODOS

Fl proccdimicnto experimentz] se dividio en dos fases: alslamicnto ¥

purificacion de la hemocianina ¥ la posterior caracterizacion (Fipwras 4 v 3,

respectivamente).

Ajslamiento de Ja hemocignina de Peraeuws vannamef

Reactivos:

La acrilamida, NNN.NWtetrametiletilendiamina ({ITEMED), N°-
metilbizacrilamida (BIS), v cstdndares de poso molecular para electroforesis en
condiciones desnaturalizanies v reductoras (SDE-PAGE) se compraron a Bio-
Ead (Richmond CA, USA), Los estindares para la clectroforesis en condiciones
nativas fueron comprados a Pharmacia LKR Bietechnology (Uppsala, Suecia).
El fosfate mono y dibdsice de sedio, TRIZMA-Base, glicina, cloruro de sodio,
persulfale de amonio, acido acético glacial, azul de Coomassie R y G, negro de
sudin, dianisidina, amido black, glicerol, 2-mercaptoetanol, n-thl maleimida
(NEM), dodecilsulfato de sodic (SDS), etilendiaminotetraacetato de sodio
{EDTA), bromure de potasio, azida de sodio, imidazol, acetato de sodio, etilen

glicol, glutation, diisopropilfosfofluoridato (DFPY, Aomure de fenilmetilsut{omilo

11
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(PMSF), peraxido de hidrégenn, pepsatina, quimiestaling. antipaina, cstindares
para punlo isceléctrico, adyubante complete ¢ incompleto, nittato de plata ¥
Tween-20 fueren adguiridos de Sigma Chetnical Co, (St. Louis MO, USA). La
membrana de nitriwelulosa se comprd 2 Hoefer Scientific (San Francisce CA,
USA). Fl metanol, etanal y dcido acélico glacial fucron de Merck, México
(Maucalpan de Judrez, Edo. de México). La membrana de didlisis fuc adquirida
de Gibco BRL (Gaithersburg, MDD, USA} Las lectinas biotiniladas se

adquirieron a Pievce (Chemical Company, Ll USA).

Espet imenes:

Se ulilizé camardn blanco {Pereens vammamei) en estadio juvenil y de
1258 +2.4 gr, lis coales fueron proporciomades por la Unidad Experimental
Kino del Centro de Investigaciones Cientificas v Tecnologicas de la Universidad
de Sonora, México. Estos organismos fueron caplurados vivos, transportades al

\aboratoric con aireacidn ¥ sc constrvaron en agua de mar.

Coleccitn de hemalinfa:
Una vez que los camarcnes fueron sexados, se extrajo la hemolinfa

realizando una puncién entre el cefalotdrax y el primer segmento abdominal, se
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inyectlaron aproximadamente 50 pl del anticoagulanie N-gtil maleimida 0.2 M
(NEM) 0.3% NaCl, para inmediatamentc después realizar la extraceidn.

La hemolinfa se mantuve cn hielo y se le adiciond en propercion 1:1
hemolinfa-buifer salino de fosfatos {(PBS) PO, 0.1 M, NaCl 0.15 M, azida de
sodio 0.2%, pH 7. El buffer dc fosfatos contenia ademds EDTA 10 mM v una
mezcla de inhibidores compuesta de glutation 10 mM, dietil fosfefluoridato
(DFP) 3 mM, florure de fenilmetilsulfonil (PMSF) | pg/ml ¥ 5 pp/ml de
antipaina, pepstating ¥ quimostating.

Se centrifugd la hemolinfa & 000 x g durante |0 min para separar los
hemocitos ¥y & materinl grueso. El sobrenadante obtenide sc sometic a

ultracentrifugaci 6n.

Ultracentrifugacio n.

La mezrela de hemolinfe-PBS fue llevada al 44% (pv) con bromuro de
potasio (KBt} para oblener una solucién de alta densidad (1,35 gefml}. Un mi
de esta mezcla de slta densidad sc colocd en el fondo de un tubo QuickSeal
{Beckman Instruments, Palo Al CA, USA) agregando también | ml de buffer
PB5 con mhibidores y cuidando de que no se mezclaran las fases, estos tubos

fueron sellados ¥ ultracenirifugados a 100,000 rpm (400,000 x g) a 7°C, en un
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rotor vertical TLV-E0H} {Beckman Instruments. Palo Alto TA, USA), ¥ siguiendo

el método recomendado por Yepiz-Plascencia y col. (1995).

I.os tubos vna vez ultraceotrifogados, fueron fraccionados utilizando un
equipo Auto DensiFlow 1] (Labeonco, Kansas City MO, USA), obteniéndose 4
fracciones con densidad  ascondente, Los eriterios  utilizados para  este
fraccionamiento fueron, por un lado, ¢l seguimients de una lipoproterna
previamente refiida con negro de suddn (fraccidn U} v por otro lado ¢l color azul
caracleristico de hemocianina {fraccidn IV). En el sipuiente paso de purificacion
3¢ trahajo con la fraccidn de alta densidad {fraccién 1V) ya que esta contenia la
mayor canlidad de hemocianing, A todas las fracciones se les determind la
concentracion de proteina por ¢l métode del 4eido bicinconinico BCA (Pierce
Chemical Company, 1. USA)J,

La fraceién 1V fue desalada utilizando una columna PD-10 {Ric-Rad,
Richmand CA, USA), cuye matriz es Sephadex G-25M con tamafio de poro de
50-100 mictas. La proteina se eluyd con e! buffer de comida para IMAC (NaCl
0.5 M, Tris (.03 M, pH 7.5), con ¢l (in de dejar la muestra proparada para el

signiente paso de purificacion.
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Cromatoegralia por afinidad con ion metélico inmavilizado (TMAC):

Paru la corrida cromatogrifica se empled una columna de 1 x 15 em {Bio-
Rad, Richmond CA, USA) la cual se empacd con 3 ml de la matriz [DA. Esta
mattiz consiste en sefarosa 6B la cual lienc unida en forma covalente el quelante
immadiacetato (IDA) que es el soporte de un metal, el cual interacciona con la
proteina {Porath ¥ col, 1983). La mattiz IDA fue comtésmente proporcionada
a traves de la Dra. Luz Vazquez por ¢l Dr. Porat del Deperlamento de
Bizquimica de la Universidad de Arizona.

Fara el acloplamiento del metal se realizé una incubacidn por | hora de
la matriz Sefarosa 6B-Iminodiacetato con 0.1 M de Ni, 80, se lavd con &
volimenes de agua y se equilibrd con el buffer de corrida.

El proceso analitico wtilizado fue el sipuiente: se aplicaron 4.5 mg de
proteina & la columna (1Y fraccion del gradiente de densidad), y posteriormente
s2 lavd extensaments con NaCl 0.5 M, Tris 0.05 M, pH 1.5. Para la remocidn
de 1az proteinas adsorvidas se aplied un gradiente descendente de pH, aplicando
30 mi de acetate de sedio 0.5 M (pH 7.5 a 4), ¥ NaCl 0.5 M. Finalmente se
aplict solucion de etilen glicel al 40%, Tris 0.05 M, pH 7.5 para extraer ia

proteina remancnte en la columna.
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La velocidad de Nuoje foe de | mbmin regulade por una bomba
peristaltica P-1 {Pharmacia LKE Bictechnology, Uppsala Suecia), vy se
recalectaron fracciones de 2 ml con la ayuda de un fraccionador Frac-100
(Pharmacia LKB Biotcchnology, Uppsala Suecia). Se¢ obtuvieron los
cromalogramas moniloreande la elusion de proteina a 280 nm con un graficador
REC-1 ¥ vn monitor UV-] [Pharmacia LKB Biotechnelogy, Uppsala Suecia).
A estas fracciongs se les determind la concentraci 6o de proteina por el métodn
de Bradford (Bradford, 197§), para detertinar el porcentaye de recuperacién.

Las fracciones provenientes de la  ultracentrifugacion y  las  de
cromatogralia IMAC s analizaron por  electroforesis  en  condicioncs

desnaturalizantes ¥ reductoras segin Laemmli {19703

Produeccion de Anticuerpes.

S¢ prepararon anticucrpos policlonales confra las 2 subunidades de
hemocianina. Para esto, las bandas con peso molecular aproximado de 82 y 75
kDa (subuntdadcs de hemocianina), se cortaton de peles preparativos SD5S-
PAGE, se lavaren extensamente ¢on PBS v se homogenizaron agregando 0.5 ml

del adyuvante complele (pnmera Inmunizacion) e adyuvante incomplelo de

Freund’s para las siguientes inyecciones (Jurd ¥ Bog-Hansen, 1990),
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La cmulsidn se inyectd subculancamente en diversos sitios del conejo,
repitiendo este proccdimiente & veces con intervalos de 15 dias entre
inmunizaciones. La sangre extralda de los conejos se incubd a 37°C por 30 min,
se centrifugd a 3,000 x g por 15 min a 4°C en una centrifuga Beckman J2-M1
{Beckman Instruments, Palo Alto CA, USA), decantindose el swere el cual

contiene los anticuerpos. A estos anticuerpos policlonales sc les denomind anti-

E2 y anli=75.

Electrotransferencia.

Los geles nalivos ¥ los de SDS-PAGE sc transfinieron a membranas de
Nitrocelulosa  de 022 micras (MS1, Micron Separation InC.). La
electrotransferencia sc realizé con un equipo Trans Blot Semi dry {Bio-Rad,
Richmond CA, USA), a 20 volisd5 min (limite de comiente de 5.5 madkm™).
El pel se preequilibrd por 15 min con el buffer de wtansferencia Bjerrum y
Schafer-Nielsen ¢l cual contiene Tris 48 mM, glicina 39 mM y 20% de metanal,

pH 9.2 (Bio-Rad, Richmond CA, TISA).
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3]
Western Blodt.

l.as protefnas inmovilizadss e membrana de mitrocelulosa se usaron para
la identificacién de hemocianina nativa ¥ de sus subunidades. Fara ello se
cmpleaton los anticucrpos policlonales mencionades anleriormente (anti-82 ¥
anli-75).

El procedimicnto en general fuc ¢l siguiente: se blogued la membrana
cooteniendo las proicinas por 4 horas en cl buffer TBST (Trizma base 20 mM,
NaCl 500 mM, pll 7.5, 0.05% Tween-20) con 3% de leche descremada. A
continuacién se incubd por 2 horas con ol anlicuetpo primaric (2nlicuerpos

policlonales anti-82 y enti-75), posieriormente se realizaron 3 lavados con
TBST.

Una ver lavada Ja membrana se incubd por 1 hora con el anticuetpo
secundario anti-JgG de conejo desarrollade en caba ¥ conjugado con fosfatasa
slealina cn una dilucion 1:3000 (Bio-Rad, Richmond CA, USA), y se lavd de
nuevo 5 veces. La reaccion de color s llevo a cabo al apregar los reactivos A
(Cloruto de tetrazolio en 70% de dimetilformamida) y B (Fosfalo de 5-bromo-4-

cloro=3 indolid en dimetilformamida; Bio-Rad, Richmond CA, USA) en el

buffer para desarrollo de color (Trs 0.1 M, pHi 9.5},

-
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Para la determinacion del titula del anticuerpo se probaron las dilucionoes
1500 1:1000; 13000, 110,000 y 120,000 ¢n cosayo de manchas. Para los
ensayos con las membranas ¥ nivel de deteccion se vtiltzé una dilucicn 1:500

para el anticuerpp  anti-82 y 11000 en e] caso del anticoerpe ant-75.

Determinacion del Contenido de Cobre:

A lo large de la purificacidn se tomaron alicuotas de las diferentes fases
para dererminar el contenido de cobte vy relacionarla con la concentracion de
proteina dc cada una de Jas muertas. Para la determinacion de Cu se llevd a
cabo una dipestidn de las muestras én un homo de microondas, sepuido de la
cuantificacion por medio de absorcion atdmica utilizando un detector de flama
en un espectofotometrc AA20 (Varian, Malgrave, Australia) de acuerdo a
Garcia-Rico » Jara-Manni {en impresion). Las muestras analizadas fueron
camardn completo, plasma de camarén, 1V fraccion del pradiente de densidad

v las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad {IMAC).
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Caracterizacid n de la hemocianioa de Pengews vanmamei

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes ¥ redurctoras {SD5-PAGE}
¥ nativas (PAGE):

Las fracciones com mayor cantidad de proteina provenientes de la
cromatografia IMAC foeron dializadas con una selucidn de fosfato de sodip {0
mM, eloruro de sodio {5 mM, pH 7.5 & 4°C por 1 hr, empleando una membrane
con tamafie de exclusién de 12-14 kDa (VWR Scientific, San Francisce CA,
USA).

Con el fin de determinar el nimero vy 1amafio de las subunidades de
hemaocianina, se aplicaron 2% pg de proteing por pozo en un gel discontinno 6-
18% de poliactilamida en condiciones desnaturalizantes y reductoras (Laemmli,
19700,

Se utilizd un gel de separacidn con pH de 88 vy 6 a 18% de
poliacrilamida, para obtencr este gradients se empled un formador de gradiente
(GIBCO BRL, {aithersburg MD, USA). El gel superior ¢ concentrador
empleade contenia 4% de pulia.wrilamida ¥y pH de &68%. Las comidas

cromatogrificas se llevaron a cabo en una cdmars vertical V16 (Gibco BRL,
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Gaithersburg MDD, USA), El bufler de corrida fue Tris 0.025 M, glicina 0.192

M, SD§ (.1 %, pH 8.3,

L.a muestra se prepard afadiende un velumen igual de buffer muesira 2X
{125 mM Tris-HC), 4% 5DS, 20% glicerol, 10% 2-mercapteatancl, pH &.8). Los
estandares de proteina empleados fueron micsina, 200 kDa; B-galactosidasa de
E coli, 116.25 kDa: fosforilasa b de misculo de congjo, 97.4 kDa; albimina de
suero bovino, 66.2 kDa; albimina de huevo, 45 kDa; anhidrasa carbénica
bovina, 31 kDa; inhibider de tripsina de soya, 21.5 kDa ¥ lisozima de clara de
huevo de 14.4 kDa {Bio-Rad, Richmond Ca, USA). Tanlo la muestra como los
estandares de peso molecular fueron calentadas a 100°C por § min.

Se realizd lambién electroforesis en condiciones nativas de acuerdo a
Lacmmli {1970). Las seluciones de cotrida, cdmara ¥y muesta fueron las
descritas antcriormente, solo se omitid el agente desnaturslizante (SDS) y el
reductor B-mercaptoetanel. En el caso de los geles nativos tos estandates de peso
molecolar foeron tiroglobuling 669 kD, ferritina 440 kKDa, catalasa 232 kD,
Jactato deshidrogenasa 140 kDa y albiimina de suere bevina 67 kDa (Fharmaciz
LXB Biothecnology, Uppsala Suecia).

Los peles se cormeron utilizando una fuente de poder BRL 500 (Gibco

BRL, Gaitherburg MD, USA), cn el caso de SDS-PAGE a 20 volts conslantes
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por 13 horas ¥ para geles nativos se usd 20 mA peor 18 horas. Como solucion
de lincién se empled Coomassie blue B al §.23%, deido dcetico 10% ¥ metanol
al 40% durante 12 horas. Los geles fueron destedidos con 1a solucidn antes
citada petro sin el coloranie,

Con 2l fin de identificar la presencie de hemocianina en peles nativos, se
il con una solucién al 0.1% de dianisidina, 10% acetato de sodio 0.6 M, pH
3.7 ¥ 30% etifen glicol {(Manwell ¥ Baker, 1963). La dianisidina reacciona con

¢l cobre presente on la estructurg proteica, dando como resultado un color café

claro.

Deteccian de carbohidrates asociados:

La deteccion de carbohidratos ascciados se realizo en peles SDS PAGE
¥ nativos utilizando la tincidn de PASS de acuerdo al método de Zacharis
maodiflcade (Strdmqvist y Gruffman, 1992). La identificacidn del tipo de
carhohidratos asociado a cada una de fas subunidades de hemocianina se realizd
con lectinas hiotiniladas. En
esle caso se probaron 7 diferentes lectines: concanavalina A, Dofichas bifforus,
Arachis hypogea, aglutinina de soya, Wex europaens y aglutinina de germen de

tri o,
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Las membranas con proteina mmovilizada fueron incubadas con 10 pgiml
de la lectina en buffer TBS (Trizma base 20 mM, NaCl 500 mM., pH 7.5) por
2 horas, después de 5 lavados por 5 min con el boffer TBST (TBS con 0.05%
de Tween-20) se aplico un amplificedor de la sefial aprepando 2 gotas de los
reaclivos A (solucidn de avidina DH) v B {peroxidasa de ribano como enzima
biotinilada) de Vectastain (Vector Laboratories, Burlinpame CA, 1USA).
Posteriormente para la reaccién de coler se ulilizd 4-cloro-1-naftol al 0.05%,
metanol 16%, 0.5% de péroxido de hidrégeno en TBS, incubindosze las
membranas de 13-20 min hasta la apancién de la sedial {Vecior Laboratories,

Burlingame CA, UISA).

Enfoque isoeléctrico en condiciones nafivas.

Para la determinacidn del punto isoelécirico se utilizé el equipo Phast
System Separation (Pharmacia, LKE Biolechnology, Uppsala Suveca), el cual
cmplca geles de polizcrilamida homogéneos (32T, 3%C)} conteniendo 2.0% de
anfolitos. Al aplicar vn voltaje de 540 volis/em genera un gradiente de pH de
3 a9, esiable y lineal (Pharmacia, LKB Biotechnology, Uppsala Succia).

La cerrida del gel se llevéd a cabo en tres pasos: precorrida del gel,

entrada de la muestra y por ultimo la corida de la muestra. En estos tres pasos
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permanece constanfe la corriente, la potencia ¥ (a2 temperatura (2.5 mA, 3.5 w
¥y 15°C), v varia cl vollaic aplicade (1000, 200 y 20(H) respectivamenle para
cada paso) (Pharmacia, LKB Biotechnolopy, Uppsala Suecia}.

l.a muesira fue dializada extensivamente contra agua desionizada y
destilada de alia pureza por 24 horas a 5°C. Los estandares de punto isocléctrice
ernpleados fucron una mezcla en el rango de pl 3.6 a 93 que incluia
amiloglucosidasa de Aspergiffus niger con pl 3.6, inhibidor de wripsina de soya
con pl de 4.6, B lactoglobuling A de leche de bovino con pl de 5.1, anhidrasa
carbonica Il ¥ [ de eritrocitos de humana con pl de 3.9 ¥ 6.6, mioglobina de
corazdn de caballo con pl de 6.8 v 7.2, lectina de Lens crlinariz con pl de 8.2,
8.6 ¥ &8, wipsinégeno de pancreas de bovine con pl de 9.3 (Sigma Chemical
Co., 5t Louis MO, USA) El gel obtenido se tifid con nitrato de plata (téconica

2100, Phast System manual, Pharmacia, LKE Biotechnology, Uppsala, Suecia).

Composiciin de amineacidos ¥ determinacig n del amine terminal.
Un gel preparativo SBS-PAGE homogéneo de 7.5% y conteniendo 200

ug de proteina fue electrotransferido a membrana PVIEF. La transferencia se

realizé aphcando 20 volts por 45 min, las subunidades se Lifiieron con una
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solucion de amido black 0.§1%, ac. acélico 10% y metanol al 40%, ¥ se

analizaron en la Divisidn de Biotecnologfa de la Universidad de Ariona,

Tucson Arizona, TISA .



RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de la_hemocianing de Peracuy vannamei

Obtencién de 1a bemolinfa;

Se extrajo la hemolinla de camardon blanco (Penaeus vannamei) en estadio
juvenil. Los datos que se presentan comresponden a una preparacién obtenida de
197 camarones, comespondiendo & 97 machos ¥ 100 hembras (aungque se
realizaron ofras exiracciones para obtener muestra con las cuales montzr las
técnicas de punlicacion}. Eb peso promedio de los organismos fue de 1228 +
2.4 gr, obteniendo un volumen de hemolinfa extraida por camarén de 2723 +
80 pl.

Los voliémenes totales obtenidos fueron de 27.4 ml para machos y 26 ¥
ml para hembras. A esta hemolinfa se l¢ afiadid un volumen igual de PBS
conteniends inhibidores, pata pesteriormente ser centrifugada a baja veloerdad
para remover los hemocitos. Este plasma diluide fue mantenido en refrigeracidn

(por un maximo de 5 dias), hasta e momento de ser utilizado.
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Ultracentrifugacio n, fraccionamiento ¥ analisis por SDS-PAGE.

El primer paso pare Ia purificacidn fue ufiracentrifugacio n co pradiente
de densidad, siguiende lo recomendado por Yepiz-Plascencia v col. {1993). Se
procedid posteriormente al faccionamiento, obleniende 4 Fracciones con
densidad ascendente (Figura £). Al determinar 1a concentracién de proleina so
estimd un 96% de recuperaci dn, distribuyg ndose en las fracciones de fa siguiente
manera: (.47, 4.84, 314 y 87.7%, la IV fraccién presentaba color azul.

Se tomaron alicuctas que contenian 30 pg de proteina de cada una de las
fracctones de hemolinfa de machos ¥ se analizaron por electrotoresis en un pel
de pohacrilamida en condiciones desnaturalizantes ¥ reductioras (Figura 7).

En los catriles 1 ¥ 2 de la figura {correspondientes a las fracciones | v I
de la ultracentrifugaci on) se detectz un barmido de proteina de alto peso
molecular (aproximade a los 200 kDa), que corresponde & agregadoes
lipoproteices previamente reportados (Yepiz Plascencia y col.: 1995,

Tanto en el carril M gque conticne a Ia hemolinfa completa {plasma), como
en los camiles 3 ¥ 4 {fracciones 111 ¥ IV) se pueden apreciar claramente dos
bandas con pesos moleculares de 82 y 75 kDa, ademds de un barrido de proteina

quec abarca desde los 70 kDa hasta 30 kDa.
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Figura : Gradicnte de densidad de plasma dileido de camardén blanco (Perarens
vannamei). Con nimero se sefialan cada una de las fracciones



Figura 7: Andlisis electroforético en pel de poliacrilamida (ST5-PAGE) en
gradiente 6-18%, dc las fracciones de plasma ultracentrifugado de camardn
blanco (Penragews vamnamei). En el carri! M se aplicd plasma completo; carriles

1, 2, 3 y 4 corresponden a las fracciones I {1, 111 ¥ 1¥ del gradieme de
densidad.
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Considerando  que en el camardn blanco (Pergers vanmamen) la
hemocianina representa del 80 al 95% de la proteina de 1z hematinia (Caricloy
¥ Flytzanis, 1993), y presenta un color azu! al oxigenarse {Rainer y Brouwer:
1993), sc concluyd que la IV fraccidn, la coal presenta ambas caractersticas, era

la indicada para continuar con la purificacidn,

Cromatografis por afinidad con ien metilico inmovilizado (IMAC).

La cromatografia IMAC basa sn especificidad v eficiencia en Ia
formacidn de un enlace de coordinaci dn entre los residucs de histiding expuestos
¥ los dlomes de metal Inmovilizado en la matriz (Porath ¥ col., 1993; Manzk y
cel, 1992; Holmes y col., 1992}, Para romper esta unién ¥ lograr la elusién de
la proteina de interés se puede ulilizar un gradiente de pH o la adicién de un
competidor como imidazo),

En este estudio se probaron ambos métodos, se empled un gradiente de
imidazol de 0.1 a 0.01 M, encoatrande como resultade una elusidn menos
cspecifica ya que se detectd ¢n las fracciones proteinas no relacionadas a
hemociamina. Por otro lado, al emplear un gradiente de pH se obtuviercn

resultados satisfactorios, como sc muestra a continuaci on.
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Lradiente de pH: Fn la Figura 8 se muestra el cromatograma oblenide al

erplear para 1a ¢lusion un gradiente de pH. El pice A comesponde a la proteina
ne enlazada & la columna, y represenia al 2.7 % de la proteina apticada a la
columna, el 87.3 % restante se eluyd con ¢] gradiente de pH (pico B). Ei
porciente de recuperaci on obtenido fue del 90%, v se tomaron aticuotas de las
fracciones representativas para andlisis por medio de eleciroforesis SDS-PAGE
¥ PAGE.

Bajo condiciones nativas se wiilizd la tincidn con dianisidina para Ja
localizacidn de hemocianing. Esla tincion aprovecha las propiedades de la
hemocianing como peroxidusa y se desarrolla un color naranja-calé | esto siempre
y cuando esté presente el cobre en la estructura ya que funciona como colactor
de la reaccion (Chan y Wecks, 1992, Gould y Karcolus, 1975).

En cf panel A de la Figura 9 se muestra el pel en condiciones nativas. En
el carril | se aplico muestra antes de la cromatografia con el fin de ulilizarla
come control, en el carmi] 2 se encuentra la proteina no enlarada a la columna,
los carmiles del 3 al 6 corresponden a las fracciones eluidas con el gradiente de
pH correspondientes a las fracciones 15 a 18 que se muestran en el

cromatograma de la Figura 8.
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Figura B: Cromatograma obtemido en la purificacion de la hemocianina de
camardn blanco, aplicando la téenica IMAC. Pico "A", proteina no enlazada a
la columna; pico "B", proteina eluida con el gradienie de pH. La absorbancia
estd expresada en porcentaje, ¥ con una flecha se sefigla el punto de aplicacicn
del gradiente de pH.
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Figura 9: Analisis electroforetico de fracciones provenientes de cromatografia
IMAC. Panel A, estodio en condiciones nativas (PAGE) y panel B, bajo
condiciones desnaturalizantes y reductoras {SDS-PAGE}; carril 1, proteina antes
de la cromatografia (IV fraccidn de) gradiente de densidad); catril 2, proteina no
enlazada a l2 columona; camiles del 3 al 6 fracciones ehuidas al eplicar ol
gradiente de pH.
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En lodos los camiles, destace una banda de 400 kka, identificada con 1a
solucicn de dianisidine ¥ cuya movilidad relativa coincide con la hemocianina
de Penaens monodon (Eflerton y col, 1981). Fn los camiles 4 v 5 se observa
una banda con peso molecular cercaba a les 90 kDa, esta banda podria ratarse
de umidades libres de hemocianina.

La Figura 9, panel B muestma ol anilisis bajo condiciones desnaturalizante
¥ reductoras. En todos los carriles se pueden ver 2 bandas de 82 y 75 kDa, el
peso molecular coincide con lus reportados para las subunidades de hemocianina
de Pengeus setiferus ¥ morodon {Brouwer vy col., 1978; Ellerion y col; 1981

En €l caml 1 de ambas paneles, se observa una banda que no estad
presente en las fracciones eluidas con el pradiente de pH, y ¢l peso molecular
en cada case es de 600 y 200 kDa (PAGE y SDS-PAGE respectivamente). Fsta
proteina podria ser fibrindgeno ya que tiene subumdades con peso molecolar de
180 y 205 kDa {Martin y cel; 1991} Esta proteina cuya funcion es imporiante
en el sistema de defensa, representa menos del 10%% de la hemclinfa de
crustdceos (Djangmah, 1970; Depledpe y Bjerrepaard, 1989},

Al analizar las Figuras 7 ¥ 9, destaca el barrido de proteina que abarca
desde 70 kDa hasta 30 kDa, esle barrido presente en la muestra de hemolinta

sin tratamiento, v también después de los andlizis de ultracentrifugacion y
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cromategrafico IMAC, podria tratarse de degradaci dn de hemocianina o bien de
ung contaminacidn.

Después de analizar las fracciones provenientez de la cromatografia, se
encontraron bandas protdicas en geles PAGE y SDS-PAGE, que coinciden con
las reportadas para hemocianinas de otmas especies de crusticeos. Para poder
definir las posibles relaciones entre estas bandas, se realizaron deteccicnes con
los anticuerpos preparados a partir de las bandas de 82 v 75 kDa. Al elaborar
2505 anticuerpos se considerd el alto polencial antigénico de hemocianina
debide principalmente 2l alte contenide de carbohidratos ¥ Ja variedad de su
composicidn (Stoeva 3. v col., 1995). Los objetivos a alcanzar con este analisis
son:

1. Caraclerizacidn de ambos anticuerpos, determinando el titulo, nivel de
deteccidn ¥ especificidad.

2. Establecer la posible relacién de las subunidades de 82 ¥ 75 kDa,
respecio a las bandas de 400 y 90 kDa. Esto indicaria cual cs la banda de Ia
hemocianing nativa y coales son subunidades libres de la misma.

3. Determinar la posible relacidn entre las bandas de 282 y 75 kDa v el
bamride de proteina; lo coal indicaria que este bamido estd relacionado con

hemocianing y que podria ser producto de la degradacidn de la holuproterna.
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Froduccidn y caracterizacio n de anticuerpos.

Para la preduceci on de estos anticocrpos se corrieron geles preparativos en
condiciones desnaturahzantes y reductoras, utilizando para elle proleina de
camar6én blanco de maches, proveniente de la 1V fraccion del gradiente de
demsidad. Se tuvo el cuidado de obtener las bandas lo mas scparadas posible en
gl gel para cortarlas € inmunizar con ¢llas a los conejos.

En total se realizaron 6 inmunizaciones con intervalos de 15 dias entre las
inyecciones. Una vez pasado este tiempo se extrajo la sangre. se dejo coapular
y se centrifugc a baja velocidad para oftener finalmente &l suero que contiene
los anticuerpos paliclonales.

Para la determinaci én dej titulo de los anticuerpos, s realizaron ensayos
de inmunodetecci én tipo western blot provenientes de geles en condiciones
desnaturalizantes ¥ reductowas. Se probaron diferentes diluciones de los
anticuerpos, desde |50 hasta 1:20,000, determindndose que en el caso del
anticuerpo policlonal anti-B2 el titulg fue |:50{ v para el anticuerpo anti-75 el

titulo fue de 1:1000.
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En la Figura 10 se presentan los resultados obtenides respecto al nivel de
deteccion. En este caso se cormid un pel en condiciones desnaturalizantes ¥
reductaras, conteniendo diferentes concentraciones de proteina correspondiente
& la 1V fraccion de plasma de macho, S¢ aplicaron concentraciones de 10, |
fearri! 13, 0.1 fearcil 23 001 y Q4K pg de proteina, posteriormentie se
electrotransfiri & la proleina a membrana de nitrocelulosa.

S¢ obluve como resultado para ambos anticuerpos policlonales (anei-82
y anti-73) un nivel minimo de deteceidn de 0.1 pg de proteina con dilucién de
los anticucrpos de 1:500 y L1000 respectivamente. Ambos anticuerpos
reconocieron las bandas de 82 y 75 kDa v ademas el barrido de proteina con
pesos moleculares de 700 a 30 kDa (en la figura solo se muestra el resoltado
obtenido con el anticuerpo anli-B2}.

En la figura se aprecia una tercera banda entre las subunidades de B2 y
75 kDa, a esta bandz adicional se le determing la composicion de aminoécidos
y secuencia de aminodcidos del terming amine, los resultados obtenidos som
ipuales a los detectados para la subunidad de &2 klda. Esto nos indica que se
trala posiblemente de una degradacién de esta subunidad o bien del
desprendimiento de carbohidrates o deplicosilacidn lo que provoca un ligero

cambio en su peso molecular.
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Fipura 10: Nivel de deteccidn de los anticuerpos policlonales elaborados contra
las subunidades de hemocianina de camardn blanco, En ambos carriles se aplicd
proteina  proveniente de Ja 1V fraccién  del gradiente de densidad,
cotrespondiendo  a la concentracion de 1 y 0.1 ug (camiles } y 2
respectivamente], la inmunodetecci on se realize con el anticuerpe anti-73 kDa.
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En csle mismo ensayo se puedo delcelar reactividad cruzada, ya que el
anticuerpo anti-82 rcconoce la banda de 75 kDa y cl anticoerpe anli-73 rcconnee

la handa de 32 kDa.

1dentificacid n de hemocianina y apohemocianina por medio de anticuerpos
palicionales.

En la Figura 1| se mucstra los resultados oblemidos de un ensaye de
inmunodetecci dn con proteina en condiciones desnaturalizantes ¥ reducteras, asi
como nativa {paneles A y B). Fl amreplo en ambos casos fue el mismo y se
aplicd 30 pp de proteine de hemolinfa completa (carril 1), v profeina pura
obienidz de la cromatografia IMAC en gradiente de pH (carri]l 2). Como
resultade se identifico positivamente tanto de las bandas de 82 y 75, asi como
el barrido de preteina con ambos anticuerpos (panel A).

También se puede apreciar gue los anticuerpos ne reconocieron a la
proteina de 400 (PAGE} y 200 kDa (SDS-PAGE} presentes en el carril 1 de
ambos paneles, por o tanto la reaccidn de identificacidn ¢5 especifica. En ¢l
caso de la proleina native (panel B) se detectd con ambos anlicu€rpos por

separado la banda de 400 y 90 kDa,
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Figura |1. identificacicin de hemocianing nativa ¥ subunidades. wtilizando
anticuerpos policlonales. Fanel A, andlisis bajo condiciones desnaroralizantes v
reductoras {305-PAGE) y panei B, condiciones nativas (PAGE). Carrit |,
hemelinfa completa, carril 2, fraccién de cromatografia IMAC
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51 rclaclonamos los resultados obtetidos en los ensayos con los
anticuerpos  podemos concluir que la banda de 400 kDa, estd relacionada
inmunolopicamente con las bandeas de 82, 75 v el barnido de 70 a 30 kDa
delectados en geles en condiciones desnatvralizantes ¥ reductoras. La ulilizacian
de anticuerpos cs una hermamienta muy poderosa que nos ayuda a confirmar la
relacidon de upas bandas protéicas con ofras, sin embarge no nos ayuda @
entender tolalmente la presencia del barrido de proteina que de alpuna manera
extd hgado con hemocianina.

Para esclarceer este punto se realizd un andlisis electroforético en
condiciones desnaturalizantes ¥ reductoras, en el cuaf se aplicd 15 pp por pozo
de TV fraccitn de muestreos realizados en diferentes fechas.

En la Figura 12 se mupstra los resultados obtenidos con este andlisis, se
aplicd en los carriles del 1 al 8 muesiras omadas en los meses de marzo, abril,
y junio de 1993, septiembre de 1934, mayo, junio, octubre ¥ noviembre de | 993,
Alpunas de las muestras provienen de camardn silvesire ¥ otras de camaron
cultivado, y ademds diferentes anticoagulantes utilizados para la extraccidn de
la muestra ¥ varios sitios dec captura.

Como resultado se obtmio un patrén de bandas muy consistente,

encontrando en todos los cartiles las bandas de 82, 75 kDa, vy ¢l barride de 70
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Figura 12: Anilisis electroforético bajo condiciones desnaturalizantes y
reductoras de muestras tomadas a traves del tiempo. Carriles del 1 al 8, IV
fraceidm del gradients de densidad de los meses de marzo, abril ¥ junio de 1995,
septiembre de 1994; mayo, junio, octubre ¥ noviembre de 1993,
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# 30 kD, Se encontrd un mimero igual de bandas en cada uno de los pozos, las
diferencias detectadas se relaciona principalmente con i3 concentracidn de
alpunas de cilas.

Uno de los factores que podria influir en la aparicién de estas bandas es
el hecho de que las muestras analizadas provienen de la extraccién de
hemalinfade varios camarones, pero csto es poco probahle, Investigaciones de
Miller y col. {1977} sobre hemelinfa de Callingssa californiensis, concluyen que
la aparicidn de las multiples bandas no obedecen al conjunto de hemolinfa de
una poblacicn heterogenca, sino a la existencia de miltiples penes que codifican
para subunidades de hemocianina diferentes o bien productos de modificaciones
posi-traduccionales de un solo gen (Miller ¥ coi., 1977).

Tambi¢n sc realizd un estudio en dos especies de langostas muy cercanas
Homarus americanus ¥ gammarys, donde se encontrd que | lemperatura ¥ dicta
utilizada para ¢l cultive del crusticeo no afecta la aparicion de las miltiples
bandas {Mangum, 1993}

Numerosos estudios en hemocianina de diferentes crusticeos muestran
diferencias en las subunidades va sea en su movilidad electroforética,
inmunogenicidad, topologia oligomérica, estructura primara v su funcidn como

ligadors de exigeno (Markl y col., 1986; van Holde v Herskovits, 1988; Salvato
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y Beltramini, 1990, Se reporia que 1a subuenidad base para cTustacens liehe un
cochiciente de sedimentacidn de 55 ¥ aproximadamente 75 kDa. especuldndose
de 5 hasta 12 posibles subunidades heteropéneas por especie, detectadas en peles
SDS-PAGE (van Bruggen y col., 1982),

Un ¢jemplo de esta microheterogeneidad se tiene en la hemocianina de
la especie Limwlus pofyphesus, la cual estd constituida por ¥ subumidades
inmunologicamente diferentes con pesos moleculares muy cercanos a 73 kDa
{Magnus ¥ col., 1991}

Lste comportamiento dec la protefna no ticoe hasta el momento una
explicacign convincente, se especula sobre la influencia del pH de las soluciones
utilizadas, pequeias diferencias en la movilidad de la proteina debido a los
carbohidratos asociados ¢ blen &l contener aminodcidos no convencionales en
la estructura (Soeter ¥ col., 1986).

(ira de las posibles explicaciones scria que estas pequerias diferencias en
le composicién de estes unidades heterogéneas sean indispensables para el
ensamblaje de la prelcina a su estado nativo (Brenowitz y col, 1981). Sin
embarpo, esta misma heterogeneidad podria explicar la presencia de algunas de
las bandas, pero la existencia de tantas v con pesos moleculares tan cercanos

podria ser indicedor de uwn factor adicional.
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Fn la bibliografia se especula sobre la existencia de una cadepa
pelipeptidica basica de muy bajo peso molecular (25 kDa pams moluscos v 35
kDa para crustacees) {Ghiretti-Magaldi v col., {966). Esto coincide con o
estudio de la hemocianina de Careimis maenas en donde se identificaron 3
subunidades de 25, 50 y 75 kDa, sin embargo en cste estudio tampoco queda
claro si los componentes de menor peso molecular representan una apreciable
porcidn de la proteina, si es un componcnte menot o bien si se trata de un
arlificio producto de la técnica {Salvato y col., citado en Carpenter v van Holde,
19733

Al realizar mapas peptidicos con la hemocianina de Homarus americanus,
destacd la presencia de péptidos de una sola cadena de 35 kDa. En la
hemecianina de Homarus pomatia se encontearon bandas de 25 v 50 kDa en
geles SDS-PAGE reductor cuando 1 proteina fue tratada con 4cidos fuertes
(Carpenter v van Holde, 1973},

Sin embargo, estos resultados no siempre son reproducibles ¥ dependen
dei tiempo ¥ la temperatura del tratamiento efectuado. De cualquier forma, esta
evidencia ha propiciado |a teoria de que estas bandas de bajo peso molecular son
inducidas por la hidedlisis scida que afeclan uniones peptidicas especialmente

sensibles (Carpenter ¥ van Holde, 1973).
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En csle cstudia, sole se puede decir que ¢l bandeo de 70 a 30 kida es
consistente, y probablemente se trate de péptidos que estan relacionados con
hemocianina, 5i algunas de cstas bandas son subunidades diferentes, 'D. bien
producic del tratamientc dado a la muestra o de depradacidn no se pucde
determinar en esle momente, se recomienda €l estudio de vada una de las
bandas, su aislamiento y la reconstitucién de la proteina funcional para

esclarecer esle punta,

Contenide de cobre:

Se le dio seguimiente a la purificacion determinando €] contenido de
cobre ¢n mucsiras tomadas a lo largo del proceso. Este metal estd presente en
la proteina ¥ es el encargado de ligar al oxigeno, se estima que del tota! de Cu
en crustdceos del 40 al 85% se encuentre ¢n la hemolinfa (Depledge M.H.,
198%). En la especie Carcinus maenas solo el 2.2% de Cu contenido en la
hemaolinfa no estd Iiéadn a hemocianina (Truchot 1P, v Boitel F., 1992)

Las muestras analizadas fueron: homogenizade de varios camarones,
plasma completo, 1V fraccion del gradiente de densidad, v fracciones del
gradiente de pH. Los andlisis se realizaron por triplicade, determindndose el

contenido de cobre por medio de absorcion atémica.
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l.a concentracidn de cobre se relaciono con ¢l contenido de proteina de
las muestras, cstos esultados s¢ muestran en la Tabla 2, encontrando similitud
enire miachos y hembras en los resultados obtenidos. Cabe hacer notar que a lo
largo de la purificacidn se aumenta la relacion Cusprateina, ¥ uno de los pa508
en donde esta relacidn aumenta mas drdsticamente, ¢s al pasar de plasma 2
gradiente de densidad (IV fizecion), purificandose 3 veces por Ia eliminacion de
compuestos como lipoproteinas entre otros. Se auments ¢l grado de pureza hasta
6.3 veces particndo del plasma completo a las Jracciones de la cromatogralia

IMALC.
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Tabla 2: Relacidn entre e] conienido de cobre ¥ prifeing, en muestras tomadas

& lo large de i3 purificacidn de hemocianina de camarén blanco (Pengews
vannamei),

ﬁ
Pasos de Ia purificacién Machps* Hembras* No, P**
Camarén completn 0.0016 T.00155 —
Plasma & hemolkinfs 0.45 0.42 |
Gradiente de densidad {TV L59 1.34 3
Fraccidn)

IMAL (Gradiente de pH) 2.7 284 6.3

F==-==-==%===i

* unidades pg Cumg de proteina.
** No. P: Nimero de veces que se purificd, a partir del plasma
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Caraterizacion bioguimica parcial de |a hemocianina de

camargn blanco {Penaeus varnamed)

Tamafio de la hemocianina nativa.

Para estimar el 1amafno de la hemocianina nativa se realizd un analisis
electroforético de las fracciones en condiciones nativas (Figura 13). En csie
estudio se aplicd aproximadamente 40 pg de proteina por pozo, y las muestras
analizadas fueron alicuntas de cada uno de los pases de purificacién. En ¢l carril
i, hemolinfa completa; carril 2, [V fraccidn de ultracentrifugaci én y en el carri)
3 protcina vluida de la columna de [MAC con gradiente de pld,

Al tefiir con la solucidn de Coomassie .25 %, se encontrd en cada uno
de los varmiics una proteina de aproximadamente 400 kDa. Esta banda presentd
reaccion positiva con dianisiding ¥ con los anticuerpos policlonales contra las
2 subunidades de hemocianina.

Todas estas cvidencias nos indican que el peso molecular de la
hemocianing de camardn blanco (Penaeus vannamed) estimado por electroforesis
en condiciones nativas, es de aproximadamente 400 kDa y relacionandola con
lo reportado para FPengews mionodon y setiferws, podemos especular de la

presencia de un solo héxamere {(Mangum, 1983; Ellerton y Anderson, 1921).
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Figura 13: Anilisis electroforetico bajo condiciones nativas (FAGE}, con
muestras de los pasos de purificacién. Careil 1, plasma completo; cardl] 2, IV
fraccién del gradiente de densidad: carril 3, fraccién eluida de IMAC con
gradiente de pH, la tincidn se realixd con azu] de coomassie,
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Nimero ¥ pesn maolecular de las subonidades de hemocianina.

Lin la Figura 14 s¢ muestra los resullados oblenidos en uo estudio en el
misme formato que en la figura anterior, de nucvo se aplico 30 pe Jde proleing
en cada pozo, Ln todas las muestras se encontrd de forma consistente 2 handas
muy cercanas y con abundante cantidad de proteina. Fstas bandas henen un peso
maleculat aproximado a 82 ¥ 15 kD, lo cual coincide con lo reportado paru
otros crustacens, entre los que se incluyen lanposlas Parwlirus  interrdpius.
Palinurus vulgaris, cangrejos Limufus polyphemus, Cancer magister {Guzman-
Casado v eol., 1990; Neuteboom y col., 198%; Mapguus v col., 19915 Carpenter
v col, 1973

In particular, los repories sobre las subunidades de pencidos presentan
pesos mas cercanos, incluyendo las subunidades del camardn Penacus morodon
de 7. 77 v 26 kDa (van Holdc y Miller, 1982), Palacmon viegaas de T2 v 75
kD¥a (Taylor ¥ col., 1985) v las dc Pengews setiferus con subunidades do 82 y
77 kKl

Adcmas sc reporld para Pesgews  setfferns upoa relacion enire  las
subunidades de 1:2.6 (Ellerton y Anderson, 1981), este es cercano lambién a la

proporei dn de nuestras bandas, va que se calculd una rclacién de 1:1.5 entre Ja
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Figura 14 Andlisis electroforéuico bajo condiciones  desnaturalizantes ¥
reductoras (SDS-PAGLE)Y, con muestras de los pasos de purficacion. Caml 1,
plasma completo; carril 2, TV fraccion del gradiente de densidad; camil 3,
fraccitm eluida de IMAC con gradiente de pH.
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subunidad de 82 y 75 kDa. Fsta relacicn fue calculada realizando un barrideo
optico de geles SDE-PAGL ¥ relacionando la intensidad de tono de las handas
con la concentracicn de Ja proteine. El andlisis de integracion se realizo en una

hoja de caleolo aplicando un programa estadistico disefiado por Alfonso Apguilar,

cn osta instiucion.

Punto isoeléctrice de la hemocianina oativa.

Los resultados obtenidos en la determinacidn del punto isocléctrico se
muestran en la Figura 15, En el cami 1 se aplicd mucstra de la [V fraccion v
en cl camil 2 una fraccion eluida de [MAC con gradiente de pH.

5¢ pueden observar en ¢l gel 2 bandas muy ccrcanas con pl de 4.8 y 4.9,
¥ ademas se detectd otra banda con pl de 5.4 en el caml 1. Positblemente la
banda con pl de 54 provenga de la banda no identificada de @00 kDa, v
prescote en la TV fraccion de] gradiente de densidad.

Respecto & las bandas con pl de 4.8 v 4.9 posiblemenie comrespondan a
hemocianina ya que ademds de ser las mas inlensas, estan presentes en todas las
muestras  analizadas. Los pl son muy cercano: a los repodados para

hemocianinas de ctros arrépades come la del molusco Ocrapus rehuelehus con
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Figura 15: Determinacio n del punto isoeléctrico de la hemocianing de catnaron
blance. En el camil 1, IV fraccion del gradiente de densidad; camit 2, fraccidn
thuiida de Ja columna IMAC con pradiente de pH.
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pl de 5.1 {(Heras ¥ col, 1992), ¥ con los pl de las 4 subunidades de cangrejo

Folunirus japoricus, de 538 (79 kDa), 5.06 (¥4 kDa), 511 (88 kDa} v 5.10 (90
kDa} (Makino y col., 1988).

La presencia de las dos bandas en electroeniogue (4.8 v 4.9), coinciden
con e] hexamere do hemocianina ¥ subunmidades libres presentes en geles nativos
{400 ¥ 90 kDxa}, estas proteinas fueron ademés detectadas con los amicuerpos

gn ¢l mismo sistcmna.

Identificacion de Jos carbohidratos ascciados a hemecianina.

La presencia de carbohidratos hemocianing se determino en geles nativos
¥ desnaturalizantes y reductoras por medio del la reaccidn de Schiff's, el cual
identifica carbohidratos en peneral. En estos geles se presentd reaccion positiva
en las bandas de 40M) kT¥a (en geles natives), B2, 75 ¥ el barrido de 70 a 30 kD,
csto coincide econ lo reportade en la bibliografia la cual menciona una
concentracié n alta de carbohidratos, de wn 8§ a 0% en la hemocianina de
crusticeos, Los carbohidratos constiluventes que se han deteclado son fucosa,
manosa, glucosamina, plucosa v galaclosamina (van Holde v Miller, 1952}

Para identificar el tipo de carbohidratc asociado a las subunidades de

hemocianina (bandas de B2 y 75 kDa), se corrid un gel SDS-PAGE ¥ sc aplicd



6o

muestra de la [V Fraccion del gradiente de densidad. Posteriormente este gel fue
clectrotransferido a membrana de nitrocelulosa para realizar ¢l analisis con las
lectinas biotiniladas.

Fn la Tahla 3 se muestran las lectinas biotiniladas wtilizadas, lipe de
carbohidrato afin y resultade obtenide con ¢l ensayo. Para ambas bandas (82 v
75 kida) se presentd rvaccidn positiva con lectinas especificas para los
carhohidrates: a-13-manosa, a-D-ghucosa, o-L-fucosa, B-D-galactosamina y 8-D-
wal{ 1-31D-N-aceti]- galaclosamina,

La prescocia de manosa ¥ glicosa coingide con lo reportade pama la
subunidad "a" (94 kDa) v la subunidad “c" (B0 kDa} de la hemovianina de
Pavulirus imferrupius,  cstas dos subunidades solo difiercn en la posicidn
contenido de los carbohidratos (Vereijken y col, 1982, Neuteboom ¥ col,
19925,

I.os carbohidratos de las bandas de 75 v 82 kDa de Ja hemocianinag de
camardn blanco (Penageus vannamed), coinciden con los carbohidratos detectados
en la hemociamna de Rapana thomasiana incluvendo a manosa, galactosa ¥
lucosa, con técnicas de cromatografia gas-liguida em esla especie se delectd
ademds xylosa, 3-0O-methyigalactosamina y N-zcctilglucosamina (Stoeva col.,

1945,
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Tabla 3: Interacci 6n de lectinas con las sybunidades de hemocianing de 82 ¥ 75
kDa del camardn blanco (Peraeus vannamer),

%

Lectina Carbohidrato sfim Identilicacidn
{82 y 75 kD)
ConA a-D-mancas Posiliva
A-D-glucoss
UEAI A-L-fucoss Positiva
FWGA {D—H-acﬂil—glu:mmhm& MNegativa
SBA DN-acetil-galactoxaming Negativa
DBA -D-N-acetil-galactozsamina Positiva
PNA B-D-gal-{1-3) D-N-acetil- Positiva
galactosamina
RCA B-D-galactosamins Negativa
- —
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Composicidn de aminodcidos.

Con el fin de oblencr mas informacidn sebre 1as bandas de %2 v 75 kDa,
se procedié a determinar la composicion de aminodcidos ¥ la secucncia de
amincdcidos del extremno terminal amino de ambas bandas.

Se cotrit un gel preparativo SD3-PAGE, aplicando 200 pg de proteina
de machos de una de las fracciones elvidas de IMAC con ¢l pradiente de pH vy
se enfatizd 1a perfeela scparacion de las bandas. EIF gel se ransfiric & membrana
PVDE, se lifo con amido black al 0.5 % y se cortaton las bandas para
posteriormente ser analizadas,

Los resultados obtenidos sohre composicion de aminedcidos se muestran
en la Tabla 4, en total se reportan 17 aminoscidos analizades,

Al comparar la composicion de aminoacidos de las bandas de 82 y 75
k[Ja con las reporiadas para subunidades de hemecianing de 73 kDa aisladas de
olros crustd ceos, como 1o son Peracus monodon, Pandirus interruptus v Cancer
magister (Ghirctti-Malgaldi, 1966; Kuiper y col., 1975, Ellerton ¥ Anderson,
1981), destaca la elevada concentraci én del Acido aspdrtico + asparapina vy dcido

elutamico + plutamina que representan el 24% del tolal de aminodcidos.
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Tabla 4: Composiciin de aminoacides de subunidades de hemocianina en
diferentes crustacens. l.as columnas 1 y 2 comesponden a las subunidades de
hemocianina de camardn blanco (82 y 75 kDa), expresadas en mol %

Aminoacide | B2 kDa |75 kD |Penaews | Ponufirns | Cancer
moncdon | imerrupius | magisier
ASX 128 | 14.71 14.87 14.52 1407
GLX 101 | 10.74 11.30 11.64 11.27
Serina 4.77 4.97 1.16 4.07 4.05
Glwcma 11.31 DTS5 3.47 3.64 2.90
Histidina 4.0% 4,57 533 7.31 7.20
Arjginina 483 | 514 | 799 6.8% 6.22
Troonma 312 4.1% 508 4.61 4.71
A landna 7.43 6.5 4,18 i 3.46
Frofica 5.28 5.06 5.26 3.59 39z
Tircsina 1.9% 3,73 3.86 6.18 .14
Valma T.40 6.39 46.53 5.03 609
MWetionina 0.85 0.77 .78 2.78 2.65
Cisteina 0.10 0.18 0.57 1.7 0.42
Isolewing 4.61 4.49 4.64 5.43 431
Leucina B.00 T.63 7.61 .00 7.07
Fenilalaning | 5,55 583 689 7.57 1.33
Lisna 541 5.64 B.20 L4 5.24

ASX: Acido aapirtico + asparagins.

GLX: Acido glhotdmico + glutemioa,

P monodon (EBerton y Anderson, 1981).

P. interruptus y C. magister (Kuiper y col, 1975),
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El menor contemdo comespondid al aminocdgide cisiefna con 0.1% ¥
metionina con 0.83%, éstas tendenctas son caracteristicas en este lipo de
prolcinas (Carpenter ¥ van Holde, 1973; van Holde y Miller, 1982}

Desafortunadamente la concenlracicn de plicina fue sobrestimada debide
a la utilizacidn de una solucidn conteniendo glicinag para 1a clecirotransferencia,
gsta confaminacion afecta de igual manera la determinacion de] resto do los

aminodcidos por 1o que solo se discuten las lendencias.

Determioacion del amino terminal.

Respecto a la delerminaci on de 1a sccuencia de amingécidos del amino
lerminal, los resultados obtenidos para ambas subunidades se muestran en la

Figura 16.

Subunidad de B2 kDa. Se logrd secuenciar 20 aminodcidos de la subunidad de

B2 kDa, tepicnde como armuinodcide lerminal a la argiming, al igual que las

subunidades de hemocianina del camardn Peroens mowodon (Flleton ¥ col;

19213
Al comparar esla secuencia con olras reportadas utilizando el método

FASTA (Lipman ¥ Pearson, 1933}, se encontrd un 58.8% de residues idénticos
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A)

82 kDa: A G FILT
EdMi:ﬁs GASDAQKQHDVN|Y|LL| AK
Cm3:S PG G s u| Xk
Pia: DJAIL|GTGN HILL DK

<=
-~

?5 kDa.[W 1 K| I [YGDT; (D] GD[T
PicipA v|N[YL/ YGDI RD|DH| L

SEkDaRA.GGESD DV|NF/LL| H K
75 kDa: D QQ KIDVILY|LL N K

Figura 16: Comparacidn de la secuencia del extremo amino terminal de las
subunidades de 82 y 75 kDa de hemocianing de camardn blanco, Panel A v B,
comparacion de la subunidades de 82 k>a ¥ 75 kDa respecto a subunidades de
Cherax destrucior (Cd Mi); Carcinus maenas (Cm 3) v Panulirns interyuptus
(P, subunidad a ¥ ¢). Pane! C, sc comparan las secuencias de las subunidades
de 82 ¥y 75 kDa, entre si. Los aminodcidos encerradas en cuadros sefiaian
SECUEncias iguales,

=
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y homologia {considerande la sustituci 6n de aminodceidos en forma corservada)
det 75% respecto a la parte amine de la subunidad "a” tipo alfa de la
hemocianina de Ia langosta Penulirus interruptus (Neoteboom ¥ colb., 1989)
Tambi¢n se compar la sceuencia de aminodcidos de la bande de 82 kDa
con olras reporiadas para las subunidades de hemocianina del cangrejo Cherax
destrucior, encontrando un porcentaje de residucs idénticos del T0% ¥ 90% de
homologia. En el caso de la subunidad de hemocianina del cangrejo Corcins
moenas, se encontrd un 0% de residoos idéntices ¥ un 89% de homologia
{Neuteboom y cob, 198%), Esto indica que muy posiblemente la subunidad de
£2 kDa sea del tipo alfa, que se encuentra en todos los crusticens con poca

vanacion entre las mismas (Matkl v col., 1986).

Subunidad de 75 kDa. Respecto a la subunidad de 75 kD, se logréd secuenciar
25 aminodcidos (Figura 16}, determindndose que el aminodcido terminal fue
joido  aspartico, oste aminodcide es también el amino terminal de las
suburmidades 80 y 70 kDa de la hemocianina de cangrejo Cancer magister

(Carpenter ¥ van Holde, 1973).
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Al comparar esta secuencia con otras reporiadas destacd la homologia
respecto & la subunidad "¢ tipo gama de la hemwocianina de Pamufirus
imterruptus, el porcentaje de cesiduos idénticos fue del 59.1% mieniras que el
de homologia Tue del 88%. Considerando que existe reactividad cruzada entre
las dos subunidades, se puede pensar gue esta subunidad de 75 kDa sea del tipo
gamma, ya que presentan relacion mmunold gica, aungue varia su composici ¢én
de aminodcidos (Markl, 1986}

Conftimando 1o anterior. existen reporles €n otra especic de camaron
Paluemen elegans, cuva hemocianing presenta dos subunidades 72 v 75 kDa
falta ¥y gamma), ¥ loz anlicuerpos muestran reactividad cruzada (Tavlor ¥ col,
1985; Markl ¥ col., 1986).

Una de las caracleristicas para tdentificar una subunidad tipo gama. es la
presencia de una extensidn de 6 residuos amineacidos respocto 2 la subunidad
alla {Newchoom y col., 1992). Al comparar las dos subunidades dejando 6
residuos libres en el amuino terminal de la subunidad de 82 kDa, sc obtuvo un
57.1% de residues idénticos y un 92.8% de homologia como se muestra en la

Figura 16,
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Por estar las subunidades de #2 y 75 kDa inmunoldgicamente
relacionadas, por presentar alta similitud con las sccuencias de amincdcides de
ctros crustdceos y debido 2 la presencia de la extensiom dec 6 residuos
aminodcidos en la subunidad de 82 kDa, podemos considerar que la subunidad

de 75 kDa sea tipo alfa, mientras que la subunidad de 82 sert tipo gamma,



CONCLUSIONES

.- El sistema de purificaci én propuesto consislente en ultracentrifugaci én
y cromatografia de afinidad con ion metilico inmovilizade (IMAC), fue
adecuado para ¢] aislamienio de la hemocianina de camarén blanco.

2.- L.a mairiz de iminodiacelato con niguel (IDA-Ni), utilizado en TMAC
enjazd a la hemocianina. Para la elusion de esta proteina la mayor cspecificidad
se logro con el gradiente de pH.

3.- La relacién entre el contenido de Cu y protelna de mucstras tomadas
a la largo de la purificacidn nos indica una punificaci én de 6.9 veces, partiendo
del plasma complete (hemolinfa) a las fracciones elvidas con pradiente de pH
en la cromatografia de afinidad IMAC.

4.- No s encontrd diferencin en las caracteristicas bioguimicas de la
hemocianing asociada al sexo, en camardn en estadio juvenil.

3.- La movilidad relativa de Ja hemocianina en peles nativos fue
aproximada a los 400 kDa, ademés se encontrd una banda de 90 kDa, gue
posiblemente se trat¢ de subunidades libres de apo-hemocianina. Bajo este

misme sistema se encontraron dos puntos 1soeléctricos de 4.8 v 4.9,

T8
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6.~ Se identificaron 2 subunidades de hemoctanina con pesos molecolares
de 82 ¥ 75 kDa en geles de poliacrilamida cn condiciones desnaturalizantes y
reductoras. En estos geles ademds sc presentd un bandeo de 70 2 30 kDa el cual
es independiente del lipo de camardn (silvestre o cullivada), del anlicoagulante
utilizado para la extraccidn de la muesira o del silio de caplora,

7.- Los anticuerpos policlonales producidos contra las bandas de 82 ¥ 75
kDa por scparado, prosentaron reactividad cruzada. Ambos apticuerpos tienen
un nivel minimo de deteceidn de 0.1 pp de hemocianing, con diluciones de
1:1000 ¥ 1.500, en otras palabras cf titulo es de 11000 v 1500 para los .
anlicuerpos anti-#2 y anti 75 respectivamente.

%.- Ambos anticuerpos identilicaron las bandas de 40H), 90 (on cendiciones
nativas), 82 75 v el bandeo de 70 & 30 kDa (e condicioncs despatuatizantes ¥
reductorasy; por lo que se confirma gue todas estas bandas estdn relacionadas
con la hemocianina de camarén blanco {Pengeus vannomed).

.- Las subunidades de 82 y 75 kDu se encuentran glicosiladas, ¥ se
identilicaron como carbohidralos enlazados: a-D-manosa, o-D-glucosa, a-L-

tucosa, -D-palactosamina ¥ B-D-gal{!-310-N-acetil-galactosamina.
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10.- Para las subunidades de B2 y 75 se encontré que ol acido aspartico
+ asparagina represena el 24% del 1otal de amincdcidos. tnentas que el que
presentt menor contenide fue cisleina con 0.1% y de melionina con 0.84%.

1 1.- Para la subumidad de 82 kDa se scoucnciaron 20 aminoacides y el
aminodcido werminat es argenina, lo cual concuerda con lo reporiado para el
camaron Penaens monodon {Ellerton v cal., 1981}, Estz subunidad presenta un
58.8% de residuos idénticos ¥ un 75% de homelogia con la subunidad "a" tipo
alfa de Pemulrus fnferenpfus. Un T0% de residuos idénticos y un 90% de
homolopta en el caso de la subunidad de 82 kDa de Cherax destructar, ¥ para
Crreimes maesas, se encontrd un 0% de residuos idénticos y un 9% de
homalogia (Neulchoom v col., 1989),

12.- Para ia subunidad de 75 kDa sc secuenciaron 25 aminedcidos vy el
aminodcide (erminal fue dcido aspartico. similar a las subunidades de BD v 70
kDa de Corcer magister (Carpenter ¥ van Holde, 1973). La secuencia del aming
terminal de la subunidad de 75 kDa tiene un 39.1% de residuos idénticos ¥ un
88% de homologia con la subunidad "¢” tipo pamma de la hemocianina de
Panutirus interruprus (Markl, 1986).

13.- Al comparar las sceoencias de las subunidades de 82 y 75 kDa entre

si, se enconiré un 57.1% de residuns idénticos y un 92 8% dc homoelogia. La
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homologia emire ambas subunidades se presenta solo si se dejan & residuos libres
en ¢l amino tcrminal de la subunidad de 82 kDa, esta es una caracleristica de
las subunidades tipo pamma, pot lo que se concluve gue la subunidad de 82 kDa
posiblemente sca de este tipo. Mientras que la subunided de 75 kDa
posiblemente se frata de une subunidad tipo alfs; va que estos Upos de

subunidades estan relacionadas inmuonologicaments.
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