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RESUMEN

En tos artropodos, posiblemente el prupo de invertebrados mis estudiado, existe una
respuesta  celular y una o respuesta lwmoral  conta microorganizings  paldgenos  y
DPOrtisis.

La respuesta celular esta constituida por fagocitosis, encapswlacion, fomacion de nodukos ¥
citetoxicidad, La inmunidad humoral, por su parte, incliyve factores moleculares comao
lectings, aglutininas, onzimas, péptidos  antibacterianos, clloquininas, fctores  liticos,
coagulacion y sistema profenoloxidasa.

Ll sistema de activacion de la profenoloxidasa (proF0) ha sido considerado como un
compenente integrador del sistema inmune de artropodos y responsable de las funciones de
reconociniento y defensa. La activacion del sisiema consiste en una sevie de reacciones e
caseada que involoera proleinasas, la mas impottante es la enzima activadora de I
profenoloxidasa,

Para 1a regulacion del sistema prolFO se han deserito inhibidores plasmiticos tales como
inhibidores de ripsing y iz, macroplobuling (a:M) Estos repuladores tienen como funcion
principal reducir la actividad proteolitica generady dwante fa liberacion del contenido
granular de los hemocitos, evitando T aceion de Ja proteinasa en lugares no deseados

Eb inhibidor de proteinasas tipe oaM  del plasma de camardn blanco  Pesaens
(= Litopenaens)  vanname! fue detectado  y  posteriormente purificado, mediante una
columng de Blue-Sepbarose y otra de Phenyl-Sepharose™. Utilizando SDS-PAGE, se
caleuld una masa molecutar de 380k en condiciones no reductoras, Bsta profelna perdio
actividad al incubarse con metilamina, lo cual es caracteristico de la familia de las oM y
fue reconocida por anticuerpos anti-oeM de humang, La oM de camardn presentd un
amplio espectro de inhibicion ya que fue capuz de inhibir proteinasas como tripsing,
quimolripsing, elastasa y papalna, bueresantemente, la oM purificada de camaron perdid

st atividad cuando se almacend en ausencia de NaCl v esta inactivacian no ocurrid cuandy



se conservd a 045 M de NaCl, concentracion equivalente a Ta salinidad del plasma del
camaran,

Basdndose en seouencias determinadas para olras especies y depositados en GenBank, se
diseifaron primers que se utilizaron para amplificar la region tiol de fa woM, Un frapinenty
de 0.33 kb tue amphificado y clonado usando DNA gendmico como femplado, Bl andlisis
de la secuencias oblenidas mosird que la oM de camardn también presenta | secuencia
GCGEQ que carscteriza a la tamibin de las aaMs,

Finalmente, utilizando oliponuctedtidos diseiiados en base a la secuencia de a:M oblenida
se demosted por RT-PCR Ia presencia del mBRNA de la oaM en el hemovilo, en iy or

concentracion que cn licpatopancreas,



ANTECEDENTES

El sistema inmune de Jos invertebrados carece de inmunoglobulinas y
células capaces de eliminar especilicamente a un patdpeno. Ademas, hasta
la fecha, no ha sido posible demostrar una respuesta inmunelogica con la
duracion y especificidad suficiente para definirla como una respuesta
secundaria. En otras palabras, en los invertebrados no ha sido posible
demostrar un sistema inmune adquiride. Sin embargo, a través de una
respuesta  inmune  innata  son  capaces de reconocer vy  eliminar

MICTOOIEAnSmMos paldpenos y oportunistas.

Los artropodos, posiblemente el grupo de inveriebrados mas eatudiados,
poseen  una  respuesia  inmune  celular  que  incluye:  fagociiosis,
encapsulamiento, lormacién de nodulos y citotoxicidad  (Rateliffe, 1985:
Renwrantz, 1980, Lackie, 1988, Johansson y Soderhdll, 1989; Ratcliffe v
cols, 1991, Johansson y Soderhdll, 1992), La respuesta humoral de los
artropodos, esta conformada por proteinas plasmaticas, siendo las mas
estudiadas las Jectinas o aglutininas, factores hemoliticos, citoquinings, loa
péplidos antimicrobianos y enzimas hidroliticas (Vasta y Marchalonis, 1983;
Vasta y Cohen, 1984; Sdderbill y cols,, 1986; Ratanapo vy Chulavatnatol,
1990, Vargas-Albores y cols., 1992; Guzman-Murillo y cols., 1993, Vargas-

Albores y cola,, 1993, Varpas-Albores, 1995).

Aungue  en  algunos  artrépodos, principalmente  insectos, se han
encontrados proteinas con dominios tipo inmunoglobulings (Lanz-Mendoza
y Faye, 1999), es clara la ausencia de inmunoglobulinas especificas
requeridas para el reconocimiento. Sin embargo, los invertebrados poseen
proteinas de reconocimiento para detectar y responder a microorganismos

invasores (Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 1998), las cuales tienen una



especificidad limitada & componentes de la superficie microbiana ¥ IO sONn

inducibles.  Variag  proteinas  de  reconocimiento hian  side  aisladng v

glucanos (BGBP) (Ochiai vy Ashida, 1988: Soderhall y cols, 1988, Duvic y
Sdderhall, 1990; Seki v cols,, 1994; Vargas-Albores y cols., 1997), proteinas
que reconocen lipopolisacaridos (Sun y cols., 1990; Vargas-Albores y cols. |
1993; Lee y cols., 1996) y proteinas gque responden a péptidoglucanos
(Yoshida y cols,, 1996; Kang y cols., 1998). En crusticeos, BGRE reacciona
con f-glucanos y lorma un complejo que se une especificamente a los
hemocitos induciendo Ja adhesion y la depranulacion parcial (Barracco ¥
cols, 1991). La BGBP parece ser una proteina conservada, al menos dentro
de los crusticeos, y compartiendo propiedades moleculares, funcionales y
antigénicas (Duvic y Séderhdll, 1993; Vargas-Albores y cols., 1996; Vargas-
Albores y cols, , 1997). La BGBP de crustaceos se ha descrito como una
glicolipoproteina monomérica de 100 kDa (Duvie y S6derhall, 1990; Duvie A
Soderhill, 1993; Vargas-Albores vy cols. , 1997). BEn el langostino,
Pactfastacus leniuseulus (Mall y cols,, 1995), como en el camardn blanco,
Penaeus vannamer (Yepiz-Plascencia y cols,, 1998), se ha demostrado que la
BGEP y la lipoproteina de alta densidad (HDL) de hemolinfa son la misma
molécula. Ademas, la BGBP del langostino ha sido clonada {Cerenius y
cols., 1994) ¥ su secuencia deducida, esto se ha realizado con la intencion
de buscar loa sitios que le¢ confieren su afinidad. Aunque BOBP también
reacciona con heparina (Ochiai y Ashida, 1988, Jiménez-Vega, In press
#2000) la secuencia caracteristica no ha sido encontrada, Sin embargo
posee la secuencia tipo ntegrina (Arg-Glu-Asp) lo que sugiere que es capaz

de interactuar con las células (Ruoslahti, 1996).

Recientemente, se ha descrito en Jos hemocitos de Penaeus monodon, otra
proteing de 31 kDa que reconoce B-plucanos (Sritunyalucksana y cols.,
2002), pero su papel en el sistema de defensa no ha sido completamente

dilucidado. Del misme modo, las proteinas de reconocimiento gue se unen a

[t



LS, han sido encontradas en muchos artropodos y son conhocidas como
proteinas que se unen a LPS (Sun y cols. , 1990; Dimopoulos y cals., 1997 )
y en algunos casos se ha demostrado que incrementan la fagocitosis
(Vargas-Albores, 1995); pero las caracteristicas moleculares de este Zrupo

de proteinas no han sido descritas.

Sistema de activacion de la Profenoloxidasa

El sistema de activacion de la profenolosidasa (profF0) ha sido considerado
como un componente infegrador de la respuesta inmune de ariropodos y
responsable de las funciones de reconocimiento y defensa (Séderhdall, 1982,
Ashida y Sdaderhdll, 1984; Soderhéll y Hall, 1984; Renwrantz, 1986
Siderhill y cols. | 1986; Ashida, 1990, Ashida y Yamazaki, 1990 Soderhall,
1992). Esto se debe basicamente a que puede ser estimulado por pequ enas
cantidades de polisacdridos microbianos (Ashida y cols.,, 1983; Séderhill,
1092, Séderhill y cols.,, 1994, Vargas-Albores, 1995) y los productos
generados durante la activacion estimulan funciones celulares de defensa
(Ashida y Sdderhéll, 1984, Ratcliffe y cols., 1984; Johansson y Soderhi)),
198%; Nappty Seymour, 1991; Séderhall, 1992).

] sistema de activacion de la prolfQ) consiste en una cascada de reacciones
que involuera  profeinasas  y  otros  factores  que  son  activados
secuencialmente (Ratcliffe y cols, , 1984; Leonard y cols,, 1985; Rateliffe,
1985, Aspan y cols,, 1990; Boderhdll, 1992), El componente final es la
fenoloxidasa (PO, monolenol,  L-DOPAoxigenooxidoreductasa EC
L14.18.1), la cual estd involucrada en la formacion de melaning al oxidar
fenoles a quinonas. La FO puede formar quinonas a partir monofenoles,
mediante una o-hidroxilacion, se transforman en difenoles, La FO también
puede reaccionar directamente con  difenoles, transformandolos  en
quinonas, las cuales continuan, por una via no enzimatica, hasta melanina.
La melanina es un pigmentio café y, puede apreciarse depositada como

manchas obscuras en la cuticula de los artropedos donde ha habido una
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legion  (Soderhdll, 1982; Sugumaran y cols,, 1988), La melanina es un
mecanismo de defensa, ya que promueve el encapsulamienio fisico de hifas
de hongos, tejidos aberrantes, bacterias y parasitos (Lackie, 1980; Soderhal)
y cols., 1984; Rizki y Rizki, 1990). Ademas, la melanina y sus Precurseres
pueden inhibir el crecimiento de hongos y bacterias {Soderhall y Ajaxon,
1982). Y durante su sintesis s¢ generan especies oxigeno reactivas como
aniones  superoxido y el radical hidroxilo, con  importante actividad

antimicrobiana (Song y Hsieh, 1994; Nappi y cols., 1995),

n general, tanto en insectos (Ashida, 1981; Saul y Sugumaran, 1987 Sau)
y Sugumaran, 1988; Bradley y cols., 1989; Ashida y Yamazaki, 1990}, como
en otros artropodes (Soderhdll y Smith, 1983; Leonard y cols, , 1085;
Ashida y cols., 1988; Johansson y Soderhill, 1989 Asada y Fukumitsu,
1990; Vargas-Albores y cols,, 1993; Hernandez-Lopez y cols., Enviado) los
componentes del sistema proFQ se encuentran en el interior de log
hemacitos. 5in embargo, se han detectado excepcivnes en insectos (Yoshida
y Ashida, 1986, Saul y Sugumaran, 1987; Saul y Sugumaran, 1988,
Andersson y cols,, 1989; Nappi y Seymour, 1991; Brivio y cols., 1992; Nayar
y Bradley, 1994, Lee y cols., 2000) y en crusticeos (Nappi y Seymour, 1991;
Hernandez-lopez vy cols. , Enviado), donde al menos uno de los
componenties estd fuera de la célula, Sin embarge, independientemente de
i docalizacion, la FO es producida por la hidrolisis parcial de la proFO
{(Boderhill, 1982; Johansson y Sé6derhdl]l, 1989; Ashida, 1990), la cual es
llevada a cabo por una proteina denominada enzima activadora de la
profencloxidasa (EAPFOQ) {Leonard y cols.,, 1985; Aspan y cols, , 1990, Aspian
y Soderhall, 1991) durante Ja respuesta inmune (Johansson y Soéderhill,

1985).

Varias prolfO en crustaceos han sido punficadas.y clonadas. E) analisis de
secuengias  de aminodcidos deducidos muestran alta  similiiud con la

proliQs de insectos. Bl el traserito de la profFO de P omonodon tiene 3002 ph,



con un marco de lectura abierto de 2121 pb que codifican para  un
polipéptido de 688 aminoacidos (78.7 kDa), la proteina purificada  de
hemocitos de P. californiensis es un monomero de masa molecular de 114
kDa determinada por SDS-PAGE (Gollas-Galvan ¥ cols., 1999). Aungue la
masa calculada para la proFO clonada de P. monodon es mayor gue
aleulada para la purificada en P californiensis, esto podria deberse a un

proceso de modilicacion post-traduceional (Britunyalucksana y cols,, 1999,

En base & la comparacion de las secuencias de aminoacidos, de las profOs
de artrépodos, éstas se clasifican en 2 gritpos principales: prolfOs de
insectos y proRO de crusticeos (Sritunyalucksana y 88derhdl), 2000). Las
secuenciay  de aminodcidos de proFOs de crusticeos son altamente
stmilares a las secuencias de aminodacidos de hemocianinas de artropodos
(Britunyalucksana y cols. , 1999), Los 6 residuos de histidina contenidos en
log sitios de unién al cobre de la profFO son altamente conservados en todos
los artropodos, incluyendo proRQ de camarén (Sritunyalucksana y cols, |

1999).

For su parte, Ja EAPFO, ba sido purificada de la cuticula de Bambyx mort
(Ashida y Dohlke, 1980} y Manduca sexta (Jiang y cols., 19498}, de la pupa de
Drosophila (Chosa y cols,, 1997) v del lisade de hemocitos de Pacifastacus
lentuscilus (Aspan y cols. , 1990). La caracteristica comtmn de la FAPFO de
artropodos es que son serin proteinasas y presentan dominios tipo clip
(Jiang y Kanost, 2000, Wang vy cols.,, 200 1). En P Alemiuscudus se ha
demostrado que solo se requiere una BEAPFO para activar la prol0 (Aspan y
cols., 1990). La presencia del domino clip de la EAPFO también presente en
P-defensinas, condujo a la idea de que este dominio podria tener actividad
antimicrobiana, Al sobreexpresar este dominio se demostro gque ey capaz de
inhibir en un 50% Ja actividad de bacterias Gram-positivas, tales cono
Micrococeus hteus y Buocillus megaterius, Bstos resultado sugieren que el

dominio clip de la EAPFO podria funcionar como un péptide antibacteriano,



sin embargo esto no ha sido comprobado con Ja molécula completa, ni en

estudios i vive (Wang y cols, , 2001),

Regulacion de la protedlisis

Un sistema con alta actividad enzimatica debe de contar con reguladores
que permitan mantener su actividad dentro de parametros lisinlégicos
adecuados. Durante Ja activacion del sistema  prolio, después de Ia
iberacion del contenido gramular, se manifiesta una im portante actividad
proteolitica. Por elle, se ha propuesto que, los inhibidores plasmaticos e
tripsina y la w,M (Saul y Sugumaran, 1986; Hergenhahn y cols., 1988,
Armstrong y cols,, 1991; Brehélin y cols.,, 1991), deben controlar dicha
actividad y evitar Ja accion de la proteinasa en lugares no deseados
(Hergenhahn y cols. , 1988; Armstrong y cols. , 1991; Brehélin y cols. |

1991; Stécker y cols,, 1991; Liang y cols., 1992).

La hemolinfa de los artropodos contiene relativamente allas concentraciones
de inhibidores de proteinasas; por ejemplo, en Ja hemolinfa de Manduca
sexta se han detectado, al menos, 15 inhibidores (Tomado de Kanost, 1990},
Varios inhibidores plasmaticos de  artropodos han sido  purificados v
estudiados. Aunque se han establecido relaciones estructurales y se han
deducido secuencias a partir de cDNA, el papel exacto en los procesos
fisivlogicos atun no se determina. Por gjemplo, en el capullo del gusano de
seda, e] papel de los inbibidores de proteinasas ha sido relacionado a la
proteceion contra proteinasas provenientes de hongos y bacterias invasores
(Armstrong y cols,, 1990; Kurioka y cols., 1999, Pero también, es claro el
papel de las proteinasas como reguladores en el proceso de coagulacion
(Miura y cols., 1995) y otros mecanismos de defensa donde participan éstas

proteinas (Saul y Sugumaran, 1986; Liang y cols., 1997),

Los inhibidores de proteinasas han side agrupados en familias y se

clagifican dependiendo de Ja proteinasa que afectan. Algunos grupos son;
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Serpins, Kunite, oM, Kazal. Los inhibidores de proteinasas tipo Kazal, son
proteinas almacenados en los granulos y secretados en los JUgDs pastricos,
tienen alta especificidad para inhibir principalmente guimotripsina, su
funcion fisiologica no es aun muy clara, aungue en vertebrados ban sido
alslados de plasma semina) y albimina de huevo en aves. Bn invertelbrados
como langostino de agua dulee y mosca, este tipo de inhibidores han sido
caracterizados, provenientes de milocondrias de hemocitos, Presentan Do
peso molecular de 5-25 kDa, caracterizadas por inhibir quimotripsina y
subtilisina y tenen una importante participacion como reguladores de Ja
cascada de activacion del sistema proFQ, reguladores metabolicos y de
procesos de metamorfosis. Un inhibidor de este tipo, especifico para
trombina, fue caracterizado en la  chinche Rhodnius prolixus,  Jin
Facifastacus lenfusculus un inhibidor de 23 kDa de la familia Kazal- fue
aislade de hemocitos y el cDNA codificante Tue clonado v secuenciado. Esta
proteina contiene 4 dominios de la familia Kazal y es capaz de inhibir
proteinasas tipo tripsina y elastasa (Johansson y cols., 1994; Kanost, 1999

Niimi y cols,, 1999).

Por su parte de los inhibidores tipo Kunitz, estan caracterizados por inhibir
proteinasas tpo tripsina, presentando diferentes sitios reactivos, v por
contener 6 residuos de cisteinas formando tres puentes disulfuro, Dentro de
esta familia se han descrito loxinas de serpiente, las cuales presentan
cuatro dominics, tres de éstas toxinas contenienen dominios tipo Kazal han
sido purificadas, observando diferencias en su especificidad, asi como en la
actividad funcional en sus dominios. Inhibidores tipe Kunitz, han sido
estudiados en invertebrados como Limulus y anémona de mar, inhibiendo
ripsing y quimiotripsina. Asi también inhibidores como la quelonianina,
descrita en la tortugn roja, ha sido caracterizada por presentar dos
dominios, uno que inhibe tripsing, y un segunde dominio que inhibe
subtilisinag; en el gusano de seda, se ha caracterizado un proteina lamada

Lacuning, la cual contiene dominios tipo Kunitz, con funcion aparente en el
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plegamiento  de  monocapas  epiteliales  en el desarrollo ermnbriologico
(Nakamura y cols., 1987, Girard y cols., 1989; Antuch y cols., 1993}, En
general, los inhibidores descritos anteriormente actgan especificamente
sobre un tipo de proteinasa (Kanost, 1999), Sin embargo Jas oM, fque

tienen la capacidad de inhibir proteinasas de cualguier tipo,

Estructura de la ¢z Macroglobulina de vertebrados

La u2M humana tiene una concentracion de 2 mg/ml en plasma y partici pa
en Ja regulacion de la actividad de proteinasas de fibrindlisis, coagulacion y
complerento y puede afectar Ja accion de ciloquininas con las cuales
interactia  (Salvesen y  Iinghild, 1993). la oM  humana tiene
subunidades, que tiene una masa de 180 kDa; dos subunidades forman
puentes disulfuro, mientras gque otras dos hacen contactos no covalentes
para formar el tetramero funcional de 720 kDa (Sjoberg v Pap, 1989). Cada
uni de las subunidad de oM de humano contiene 1451 residuos de los

cuales ocho estan glicosilados,

La estructura tridimensional de la oM nativa  (@2M-N) obtenida por
microscopia electronica consiste de dos formas tipo Z arregladas en una
disposicion lado por lado, con una region tipo cincel de alta densidad
proteica en sus extremos distales (Boisset y cols., 1996; Schroeter v cols.,
1996). La reconstruccion tridimensional de la waM, revela dimensiones que
fueron estimadas de 200 y 140 A, con una cavidad interna de 40 y 60 A La
forma nativa contiene un. tiol éster 3-Cys-y-Glu interno, formado por la Cys-
949 y Glu-952, y la regione hait flexibles estin relativamente cerca de la
region tinl éster en cada una de las subunidades (Sotirup-Jensen, 1989), El

tiol éster estd localizado en la superficie interna de la cavidad central,

La forma nativa puede formar complejos con varias proteinasas. FKsta

formacion de complejos es iniciada por una protedlisis limitada y especifiea
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de la region bait (Barrett y Starkey, 1973) encontrada en los residuos BG7-
705, Bl rompimiento de Ja region bait inicia una serie de cambios
conformacionales  en  las subunidades de la oxM, resultando en un

atrapamiento de la proteinasa dentro del tetramero.

El resultado final de estos cambios es la forma transformada de la gaM
(Sottrup-Jensen, 1994), Durante su interaccidn con la proteinasa, el tiol
ester es activado y esta activacion resulta en la formacion de un comjplejo
aaM-proteinasa en donde la union covalente de la proteinasa es o través de
b bys y ung-Glu de da oaM (Sottrup-Jensen vy cols., 1990). En estas
condiciones la proteinasa es aun activa, pero solo son accesibles sustratos o
inhibidores pequenios. Dos proteinasas pequefias, como la quimotripsina,
pueden ser unidas s Ja M tetramérica, pero solo una grande coma la

plasmina (Jacobsen, 1993),

La oM transformada por protedlisis tiene dos hebras densas, relativamente
fuertes con extensivas conexiones aumentando Ja region central compacta
con una cavidad interna secuestradora de proteinasas (Boisset y cols, |
1990}, Los extremos tipe brazos de las hebras contiene los dominios de
union al receptor (Figler y cols., 1991). La proteinasa (s) en el complejo ayM-
proteinasa se presenta coms un relleno en la amplia cavidad de Ja oaM, Ia
cual aparece vacia en el complejo aaM-Metlamina (MA) {Boisset v cols. |
1996) (Sottrup-Jensen, 1989), La incubscion de la oM con metilanina
provoca también el rompimiento del tiol éster y la union covalente con la
metilamina. El cambio conformacional de la moldcula resultante ozM-
metilaming se parece al complejo formado con vaM-proteinasa, En la ugM-
MA las regiones bait estin intactas pero pobremente accesibles (Imber y

Pizzn, 1981).

La oxM transformada parece upa vista M, cuando es estudiada por

microscopia electrénica, Sus dimensiones son 180-200 A, 120-140 A v 80-



90 A. Los sitios de union al receptor estan localizados en la punta de cada
uno de los brazos M (Sjoberg y Pap, 1989, Sottrup-Jensen, 1989). Kl
analisis en tercera dimension ha mostrado que la estructura de la oz M-
proteinasa y oaM-MA son altamente homoélogas (Schroeter v cols., 1992,
Sinembargo, muchos autores han sostenido que el rom pintiento de la
region bait, y no solo I hidrdlisis del tiol éster es requerido  para la
transformacion estructural  de la weM (Van leuven y cols,, 1982; Gron v
cols., 199G}, Un resultado senal del cambio conformacional es que el sitin en
s dominios  C-terminal  (residuos  1314-1451) es oxpuesto  para
interaccionar con el receptor celular para el complejo waM-proteinasa. lste
receptor ha sido encontrado idéntico al receptor de lipoproteinas de baja

densidad {Barrett y Starkey, 1973; Bjork y cols., 1985).,

Después de la formacion del complejo axM-proleinasa, éste es capaz e
unirse a receplores celulares para su internalizacion y degradacion por
lisosomas secundarios (Melchior y cols., 1994; Wu y cols., 1997). Las dos
hebras con extremidades tipo Dbrazos se ha demostrade que contienen
dominios de unién al receptor involucrados en la endocitosis 1 vive de la

veM-proteinasa (Figler y cols. , 1991).

La oz Macroglobulina de invertobrados

En invertebrados, la wpM de la cacerola de mar, Limulus sp, posiblemente
sen Ja especie mas estudiada y ha sido determinada como una glicoproteina
que contiene 2 subunidades de 180 a 185 kDa, gue conforman una
proteina. de 500-550 kDa  (Quipley v Armstrong, 1985), La  sccilencia
completa de la oaM de Limulus fue la primera reportada y fue deducida a
partir del cDNA codificante obtenido de un banco de genes de hemocitos, 1)
marco de lectura abierto (ORF} codifica para un péptide senal de 25
residuos y una proteing madura de 1482 residuos, La secuencia completa

tiene una simiitud del 290% con la wzM de humano e indudablemente



presenta las caracteristicas de la familia de las ouM: Ja presencia de un tiol
ester y de Ja repidn “bait”, la capscidad de inhibir diferentes lipos de
proteinasas y, ademas, fue capaz de reaccionar con el receptor de la uoaM de
mamiferos, En Limulus, la ogM es simetizada en hemocitos, pero no en
hepatopéncreas, estdmago, intesting, plandula coxal, cerebwo y o musoulo.
Especificarnente, la wmM de Limulus se almacens en los pranulos de Jos

hemocitos (lwaki y cols,, 1996).

Por otra parte, debido a que ¢l sistema de coagulacion de Limulus involuera
la accion de enzimas proteoliticas especificas (Tai y cols., 197 7Yy 8¢ propuso
la participacion de la la aM como un regulador de estas prowemasas, Sin
embargo la oM no mostré la capacidad para inhibir las profeinasas del
sistema de coagulacion (Armstrong y cols., 1984). Aunque tiene ta habilidad
para eliminar proteinasas presenics en el plasma (Melchior y cols., 1995),
La ogM de Limulus también participa en la modulacion de una proteina gue

se une a acido sidlico y tiene actividad hemolitica (Armstrong v cols., 1996
- e IV

En Pacifastacus leniusculus Ja oM fue purificada del plasma utilizando
precipitacion acida, cromatografia de interaccion hidrofdbica, cromatografia

en concanavalina Ay cromatografia de intercambio aniénico. La proteina

de 190 kDa, que forman fragmentos de 60 y 140 kDa, cuando son
sometidos & tratamientos con calor (Hergenhahn y Saderhall, 1985). La
sectiencia N-terminal de esta proteina presentd una alta similitud (919%) a la
u2M de otros crustaceos como Astacus (Stocker y cols. , 1991) y Homarus
americanus (Spycher y cols., 1987) donde también han sido purificadas v se
ha demosirade que comparten caracteristicas, La wM de P lenfusculus fue
propuesta como un regulador del sistema proFQ, sin embargo Hergenthahn
et al, {1987) demostrd que Ia oM no fue capaz de inhibir la activacidn de la

profo,
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Otras cuM también estudiadas son la del cangrejo arana  (Libinia
emarginuial, y del cangrejo Joana (Cuncer borealis), lag cuales constituyen
2-3% de la proteina total del plasma y tiene una masa molecular entre 460
y 480 kDa (Armstrong y cols., 1985, En insectos comao Prosophila v
Anopheles se han encontrado proleinas que contienen tiol éster conocidas
como TEP (Thiclester-containing proteins) y son proteinas del tipo oM,
Hasta la fecha para la mosca Drosophila melanegaster se han encontrado 4

genes TEP (Adams y eols., 2000),

Las uxMs presentan diferentes formas de multimerizacion, &n el humano ¥
en el caracol (Helix pomatia) la «oM es homotetramero (Yigzaw y cols., 200 1},
mientras que en vertebrados inferiores (Mutsuro y cols., 2000) y artrépodos
(Hergenthahn y Soderbdll, 1985; lwaki v cols. , 1996} son homodimeros Yy se
han identificado formas monomérivas en roedores, aves y reptiles (Stécker y
cols, , 1991; Bender y Bayne, 1996; Iwaki y cols. , 1996; Mutsuro y cols.

2000},

Miembros de la familia de las 0oM han sido identificados en todas clases de
vertebrados, en artrépodos y en moluscos, indicando que la oM es un
componente  ancestral  del  sistema e defensa  inmune  habiéndose
desarrollado  antes de  la divergencia  evolutiva  precambrica de  los
artropodos, moluseos y cordados y se puede suponer gue es importante
para la sobrevivencia ya gue se ha mantenido durante la evolueidn en
especies con dilerentes planos corporales, habitats y fisiologia (Armstrony y

colg, , 1996).

En Jos camarones peneidos, el Unico reporte existente es el de oxM de
Penaeus japonicus donde solo se ha demostrado su presencia utilizando
anticuerpos (Bacheré y cols., 1995), sin embarge mas caracteristicas de esta

proteina no han sido reportadas en la literatura,



HirOrTEsis v OBJETIVO

La wrmacroglobuling es una proteina que se encuentra en el plasma de
camaron  blanco  Penaeus  vannamed, que comparte  caracteristicas
moleculares con otras oa-macroglobulinas y partcipa en Ja regulacion del

sistema de activacion de la profenoloxidasa,

DBJETIVO GENERAL

Puriicar y caracterizar la og-macroglobuling del camaron blanco (Penaeus
vannomer), asi como determinar su papel como regulador del sistema,
profo.

Ohjetivos particulares

Le-Detectar la actividad de og-macroglobulina en el plasma del camaron

blanco,
2.-Purificar la az-macroglobuling plasmatica,
3.-Caracterizar quimica y biogquimicamenie a la molscula.

4.-Demostrar la participacion de la az-macroglobulina como regulador del

gistema prolO de camardn blanco,
5.-Determinar la secuencia de Ja region tiol caracteristica de Ja familia,

0.-Determinar el sitio de sintesis de la og-macroglobulina,
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MATERIALES ¥ METODOS

Reactivos

Lag lectinas biotinladas y estandares de BSA se com praron & Pierce Chem.
Co, (L, USA) La membrana de difluoruro de polividileno (PVDF; Inmobilon
P®) de 45 pm y 20 um, los filtros de 0.22 pm para muestras y las unidaces
para concentrar (Centricons®) se compraron a Millipore Corp. (Bedford, MA,
USA). La membrana de didlisis fue de Spectra/Por (Spectrum Medical
Indusiries, Los Angeles, CA, USA). La mayoria de los reactivos fueron
obtenidos comercialmente de Sigma Chem, Co. (8. Louis MO, UWSA).
uando fue necesario, se wiilizaron reactivos prado Biologia Molecular,

libres de nucleasas y pirdgenos,

Organismos

Se ulilizaron  ejemplares juveniles y reproductores de camaron blanco
Penaeus vannamed, entre 25 y 30 g, apareniemente sanos, obienidos de la

granja "Acualarvas” ubicada en Huatabampito, Son,, México,

Obtencion de 1o hemolinfa

La hemolinfa se obtuve de acuerdo a la téenica descrita por (Vargas-Albores
y cols. , 1993) utilizando jeringas estéries de 3 ml puncionando en el primer
segmento abdominal localizado en la base de los pledpodos, en la region que
comprenden el pledn y el pereion cerca del poro genital, Se extrajo un
volumen de hemolinfa en dos vollunenes de solucion isotonica para
camaron (SIC; 0.45 M de NaCl, 10 mM de KCI, 10 mM de HEPES, pHd 7.3 y

850 mOsm/kg), conteniendo 10 mM de EDTA-Na; como anticoagulante

T
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(BIC-EDTA) preparada con agua libre de pirogenos (Varpas-Albores yoools,
1993). Para separar el paguete celular, la hemolinfa fue centrifugada a
B800xg por 3 min, a 4°C, utilizando una centrifuga BECKMAN GSR-15
{Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA), [l plasma libve de células fue

recuperado y utilizado como fuente de oM,

Cuantificacion de proteinas

Parg determinar la concentracion de proteinas se wtilize el meétodo de
Bradford (1976}, modificado para microplaca, el cual consistio en incubar
25 pl de fa muestra con 250 pl de reactivo de Bradiord (0.01% de Coomassie
G, 5% de etanol al 95% y 10% de acido orto-fosfirico al 85%) por 5 min, La
absorbancia se determing a 595 nm en un lector de microplaca (Biokad
Model 550, Richmond VA, USA) Para caleular Ja concentracion se utilizo

una curve estdndar de alblmina sérica Dovina {1358A),

Actividad de caM o proteccidn de tripsina

e actividad de ozM se determing siguiendo la metodologia descrita por
Barrett. (1973) y modificada para microplaca por Hernandez-Lopez 2002
(Enviado). 100 pl de plasma o oM purificada se colocaron en una
microplaca y se incubaron con 10 pl de tripgina (1 mg/m)) durante 20 min a
37°C, posteriormente se agregaron 10 pl de ST (Soybean trypsin inhibitor; 2
mg/mlj y la mezela se incubd durante 10 min, Finalmente, se agregaron
200 - de  N-Benzoil-DL-  arginina-p-nitroanilide  (BAPNA) (1 mp/m],
previamente disuelto en 1 mM de DMSO) v, después de 2 horas, se leyd la

absorbancia a 415 nm.

Inhibicion con metilamina

Se incubaron 90 pl de muestra con 10 pl de metilamina (2 M disuelta en

Trig 50 mM, pH 8 a temperatura ambiente, durante diferentes tempos



(1, 4, 16 y 24 h). Posteriormente se midio la actividad residual de Ja oM y
se compard con el controlgue consistid en Ja muestra incubada con Trig 50

miM, pl8, sin metilamina,

Elecctroforesis en geles de poliacrilamida SDS

La clectroforesis en peles de poliserilamida (PAGE) se levd a cabo de
acyerdo  a  Laemml (1970),  Para  la electroforésis  en  condiciones
desnaturalizanies (SDS-PACGIE), se usaron geles de 8x10x0.1 cm, tanto
homogéneos (8% y 10%) come en gradiente (4-200%), aplicando una
corriente constante de 15 mA/gel. La solucion para los electrodos fue Tris
25 mM, glicina 192 mM, 808 0.1% (pH 8.3), y la muestra se mezcld con un
volumen igual de 125 mM Tris HClL pH 6.8, 4% BDS, 20% glicerol, 0.5%
azul de bromofenol, Para condiciones reductoras, se ytilizg 280 mM !f)’]":l‘ 0
250 mM 2Z-mercaploetanol (2ME) en la solucién muestira. La mezcla se

calentd 18 min, a 100°C,

Para poder caleular la masa molecular, se usaron estAndares de masa
molecular conocida: Nativos de altp rango (Pharmacia, Cat, 17-0445-01),
desnaturalizantes de alto {Sigma M-3788) v bajo {Sigma Cat, M-391.3} rango.
En cualguier caso, se determing el Rf de cada estandar, se gralicd contra el
Jugaritmo de la masa molecular y se establecio una regresion lineal

utilizando el programa SigmaPlot® (Jandel Scientific).

Después de la electroforesis, los pgeles fueron {edidos con  Coomassie
(Marlow vy Lane, 1988) o con nitrato de plata (Merril y Pratt, 19806).

Detecoién con anticuerpos y lectinas

En los experimentos de inmunodeteccion y deteccion con Jectinas, después
de la electroforesis, las bandas fueron electrotransferidas membranas

fnmobilon P, utilizandn una solucidn Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol



20%, BDE 0,037 (pH 9.2) en un sistema semi-seco Transbhlot Semy-Dry
(Bioragd, Richmond, CA, USA) a 18 volts constantes durante 45 min, Las
membranas se bloguearon durante 2 h con una solucion de BSA al 3% en
PIRS {137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCIL 10 mM de NagHPO4, 1.7 mM de
KIaPOs, 0.01% de timerosal, pH 7.2) a temperatura ambiente y agitacion
suave, Posteriormente se lavaron con 30 mil de P38 conteniendo Tween 20

al 0,05% (PBS-Tween), tres veces durante 5 min (Harlow y Lane, 1988),

Parpa la inmunodeteccion, . membrana fue incubada por 2 hrs con el
anticuerpo  anti-oeM  de  humane  {(Sigma, M-1893), diuide  1:5000,
manteniendo en agitacion suave, a lemperatura ambiente, La membrana
fue lavada 3 veces con PBS-Tween y se incubo durante 90 min con anti-lgG
de conejo conjupado con  peroxidass  (Sigma, A-4416) s una dilucion
116,000 y se lavd tres veces con PES-Tween, Para detectar la actividad de
peroxidasa, la membrana se mcubd con acetato de sodio 0.1 M (pH 5.4), por
1 min y se agrepd el sustrato, 3,3 dinminobencidina (DAB) 0.2 mM disuelio
err 10 ml de la solucion de acetato de sodio, adicionando 2.5 1 de perdxido
de hidrégeno al 30%. La reaccion se suspendio con dos lavados de 20 ml de

agua bidestilada,

Para la deteccion con lectinas, después de bDloguear con BSA y lavarkas con
PES-Tween, las membranas fueron mcubadas 2 h con 10 pg/ml de las
lectinas  biotiniladas  (Plerce Cat. 41000): Concanavaling A [ConA),
aglutinina de Dolichos biflorus (DBA), aglutinina de permen de trigo (WGA),
aglutinina  de cacahuate (PNA), aglutining de Pisum  sativum  (PSA)
aglutinina de Richus communis (RCA). Posteriormente, las membranas
fueron  lavadas  en  PRS-Tween dos  veces, ¢ incubadas  con
extravidina-peroxidasa (Sigma, E-2636), diluida 1:2000, durante 2 h. La

actividad de peroxidasa se determiné como se explico en inmunodeteccitn.
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Obtencidén de secuencia N-terminal

Para poder determinar la secuencia del extremo amino, la oaM punificada
fue reducida con 2ME y separada por S8DS-PAGE en geles al 7.5%. Las
handas de proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de PVDP
0.2p (Inmobilon P), utilzando una solucidén de 25 mM de Tris, 190 mM de
glicina, 20% de etanol (Towbin y cols., 1979) en un sistema Min Protean 11
Transhblot (BioRad Laboratories) a 200 mA por 105 min, con sistema
refrigerante. Las membranas fueron tediklas con Coomassie (Coomassie
Brilliant Blue B 0.1%, metanol 50% en agua) durante 1 min, destenidas con
metanol al 50% y lavadas con agua desionizada. Las bandas de interés
fueron cortadas vy lavadas exhaustivamente con 3 litros de agua desionizada
antes de ser enviadas a la Universidad de California, Davis (Molecular

structure facility), para su secuenciacion.

Purificaciéon de ozM

El plasma fue dinlizado contra la solucion A (Tris 80 mM, pH 8.0}, a 4°C,
toda la noche, con un recambio y, posteriormente, centrifugado a 10,000xy
durante 20 min, a 4°C. El sobrenadante (10 ml) se aplicd a una columna de
Rlue-Sepharose® de 20 ml, equilibrada con solucién A, a un {lujo de 0.2
ml/min, en un cromatoprafo Cradifrac® (Amersham Pharmacia, Uppsala,

Suecia),

La columna se lavd con 60 mi de solucion A, y se aplicd un gradiente lineal
de O a 1 M de NaCl en solucidn A, Se colectaron fracciones de 2 i) a las
cuales se les determing concentracién de proteinas y actividad de vaM. Las
fracciones que con actividad oaM  se mezclaron, se concentraron por
ultrafiltracidn. en unidades Centricon® (corte 100 kDa) y se dializaron
contra la solucidn B (Tris 100 mM, pH 8). La conceniracion de NaCl de las
fracciones se ajustd a 3 M y se centrifugs a 10,000 g durante 20 min, a 4°C,

para eliminar las proleinas precipitadas, Il sobrenadante fue aplicado a
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una  columna  de  Phenyl-Bepharose®  MiTrap  (Pharmacia) de 1 ml
eguilibrada con la selucion B3+ NaCl 3 M (pH 8), a un flujo de 0.2 ml/min.
La columna fue lavada con 15 ml de la misma solucion y posteriormente se
aphicé un gradiente lineal de 3 M a 0 M de NaCl en solucion B, A las
fraccipnes se les determind proteing total, actividad oxM y se analizaron por
SDS-PAGE.  Las  {racciones conteniendo  la  oxM  purificada  {ueron
concentradas por ultrafiltracién y se les agregd NaCl a una concentracion

final de 0.45 M para mantener la estabilidad de la proteina,

Cromatografia de filtracion en gel

Para determinar el peso molécular nativo de Tn oxM se usd Bio-Gel A-
Em(Bio-Rad), en una columna con 130 mi de gel, usando Trig 50 mM, pH 8
con 0,45 M de NaCl, como buller de elusion, Para calcular el peso molecular

se usaron marcadores (Gel filtration, Bio-Rad Cat, 151-1901).

Preparacién de Hsado de hemocitos

Los hemocitos se separaron del plasma por centrifugacion, se lavaron dos
veces con  solucion  anticoagulante  fria  (4°C), se  resuspendieron  en
amortiguador de cacoedilatos 10 mM (pH 8) y se sonicaron (Brandson,
Ultrasonic), en bafio de hielo, con 4 pulsos de 30 seg cada uno. El lisado se
centrifugd a 10,000xg durante 15 min a 4°C y el sobrenadante, Hamado
sobrenadante de lisado de hemocitos (SLH), fue separade vy ulilizado en la

purificacion de la EAPRO,

Actividad proteolitica

La actividad proteolitice fue cuantificada  utiizando  azoalbliming como
sustrato, de acuerdo a Garcia-Carretio {1993}, La muestra (100 ) fue
incubada con 500 ul de azoalbOmina (0.1% disuelta en Tris 50 mM, pH 8)

durante 30 min, a 37°C. La reaccidén se suspendid con 200 ul de TCA (acido
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tricloroacético) al 20% y la proteina no digerida se separd por centrifugacion
a 10,000xg durspte 15 min. La actvidad se calould determinande la
densidad optica del sobrenadante a Aso wn ¥y compardndola conira una

curva estandar de tripsing.

Para cuantificar la actividad protweolitica también se utilizd BAPNA segun el
metndo de Erlanger (1961} modificada para microplaca, donde 10 b de
muestra se incubaron por 30 min, con 200 ul de BAPNA (1 mg/ml en
diluida ent DMSO y posteriormente ajustando con agua a una concentracion
final de I mM}. La Adioen se determing en un lector de microplaca. Se usd
iripsing hovina comercial como control y la wnidad de actividad amidolitica
fue definida como la cantidad de enzima la cual puede hidrolizar T pM de

BAPNA en 1 min (B de p-nitroanilina=8.8 cm*/mmol).

Para detectar la actividad proweolitica en geles de poliacrilamida al 10%, se
aplicaron 10-20 pg de muestra vy se corrid Ja electroforesis a 15 mA durante
2.5 horas en condiciones deanaturalizantes no reductoras (Garcia-Carrefio y
cols. , 1993). Posteriormente Ios geles se lavaron con agua desionizada, se
incubaron con Tris 50 mM (pH 8) duranie 10 min y se incubaron 30 min a
4°C y 90 min a 25°C con una solucion de caseina al 2% {en Tris 50 mM, pH
8). El gel se lavo con apgua destilada para eliminar la caseina ne absorbida y
finalmente el gel se tifd con colorante de Coomassie. las bandas con

actividad de proteinasa se observan como zonas claras con un fondo azul,

Purificacitn de ln BAPFO

Fara la purificacion de la EAPFO, el 8T1 fue inmovilizado en Sepharose, de
acuerdo al manual téenico de Pharmacia Chemical (1979), Se pesaron @ g
de Sepharose 4B activada con bromuro de ciandgeno (Sigma) y se
adicionaron 20 ml de HCl 1 mN, incubandose durante 15 min a
temperatura ambiente, Posteriormente el gel se lavo dos veces con 200 mi

de la misma solucion. Después de decantar el HCE el gel se incubd con 10
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ml de NaHCOs 0.1 M (pH 8.3) durante 5 min a temperatura ambiente y con
apltacion swave, Be permitio la sedimentacion del gel, se decantd y se
incubd con 10 ml de NalCOs 15 min a temperatura ambiente, con
agitacton, Bl gel se decantd y se mcubd 2 hoa 25°C con 7 ml de solucion de
STH(5.5 mg/ml en amortiguador de NaHCOs), Después se dejo sedimentar y
el sobrenadante se elimind por decantacion. Posteriormente los grupos
activos fueron blogqueados incubando el gel con gheina 0.2 M (pH 8.3),
durante 48 b a 4°C, Finalmente el gel se lavd exbaustivamente con Tris 50
mM (pH 7.8) y se empacd una columna de 5 m), equilibrada con la misma

solueion,

La muestra {2 mg de SLH) fue aplicada a la columna {flujo = 0.1 ml/min} y
las proteinas no unidas al gel, consideradas como SLH libre de proteinasas,
fueron eluidas con 15 ml de Tris 50 mM (pH 7.8). La proteina unida a la
colunma se eluyd utilizando HCL 1 mN. Se colectaron fracciones de 1 mly a
cada una se Jes determind la concentracion de proteina vy actividad

proteolitica,

Activacion e inhibicidn del sistema pro¥F0

Se mcubaron 10 pl de SLH libre de proteinasa, con 10 u de enzima
activadora durante 30 min a 37°C. Finalmente se agrego L-DOPA para
determinar la actividad fenoloxidasa de acuerdo a la metodolopia descrita
por Hernandez-lopez (1996). La reaccion se monitoreo en forma cindtica
durante 10 min, tomando Jecturas cada minutd, en un  lector de
micreplacas (Bio-Rad) a 490 nm. Como control positive de activacion se

utilizd tripsina (0.1 mg/ml),

La inhibicion de la BAPRO se realizd incubando 10 p de oM (1 pg/pl) con
10 W de la BAPFO (0.5 pe/pl) o 10 ud de un lisado de hemocitos durante 30
min, a 37°C. El efecto inhibidor de la M se midié, determinande la

capacidad residual de la EAPFQO para transformar la proFO. La cantidad de
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profQ transformada se midit por la lormacion de dopacromo, el cual se leyd

& 490 nm,

Disedo de oligonucledtidos para oM

Los  oligonuclkedtidos o primers  {ueron  disefados Dbasandose en  las
secuencias del N-terminal determinadas para la opM del camardn blanco.
También se disedaron primers para las regiones conservadas obtenidas por
la alineacion de las secuencias de oaM de humano, Limudus, Drosophila y
Anopheles, reportadas en ¢l GeneBank (f de acceso AAM400TY, DB3196G,
Y11116, AIF203333 reapectivamente), utibzando el programa Clustal X 1.8,
Las secuencias consenso y los primers disedados son Jos se presenian en la
tabla 1, 18] contenido de eilocinas y ruanidings
(G-C),  la temperaiura  de  alineacion  (Tm) y la  formacion  de
dimeros  se  caleuld  wtizando el programa Oligo  Calewlator

(httpe/ S uno rapfse noaa, govy protocols,/ QligoTMeale hitml). Los

oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Genosys,

Tabla 1: Secuencia de nucledtidos (primers) disefiados en hase a la
secuencia de amincacides de regiones consenso de oaM de dilerententes
organiamos. El namero en superindice muestra la posicién en la secuencia
de la proteina de Limulus.

Identifacacion del Secuencia consenso Secuenciy de nucledtidos :
primer }
Nam LTPPOLANY |
Bait Fw ‘ "
Hdll RV y i:
Thiol | Fw ”“”pw O ON |
Thiol T Ry Y GCAEON SYTOICCRCAICC 1
Thiof 2 Fw TEECGEONMY Gl H.;‘Y(_ml( .m SCAGAATATG
Thiol 2 Rv WBEEGEEQNMY CATRTTYTGYTCICCRCAICC s
Rec Ry TMEMVSGW Hm{ml/\mmlumww‘"mm FCA
e 60 TITWLTARY XACRAAXGUXGTY AACC N
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Purificacidén de DNA gendmico de camarén blanco.

E DNA penomico fue purilicado siguiendo la técnica de Bradfield y Wyatt,
(1983} modificada por Barillas-Mury (1992). Tres gramos de misculo fresco
de camardon fueron (nturado en un mortero estérit con 6 ml de buffer de
homoegenizacion frio (SDS 0.5%, EDTA 100 mM, pH 8.0, proteinasa K 200
pe/mll. Posteriormente, se  agreparon  otros 12 ml de  buller de
homopgeneizacidn y se incubd a 55°C durante 24 horas. 151 DNA fue extraido
con 16 ml de fenol neutro (pH 8) saturado y 16 ml de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1). La mezcla se centrifupd a 500xg a temperatura ambiente,
por 10 minutos y el sobrenadante fue removido y transferido a otro tubo
para repetir el procedimiento. Finalmente el DNA se precipitéd con 50 ml de
etanol absoluto frio, lavado con etanel 4l 70% y resuspendido en 10 ml de
Tris-HCY 10 mM, pi 7.5, NaCl 20 mM. La muestra fue incubada 30
minutos, a 60°C, con 100 pg/ml (concentracion final) de RNAsa libve de
DNAsa. Se agrepd SDS hasta una concentracion final de 0.5% y proteinasa
K {100 ng/ml) y se mantuve la incubacidn a 55°C durante 1 h, El DNA fue
extraido, dos veces, con fenol-cloroformao-aleohol wsoamilico (26:24:1), lavado
con etanol al 70%, resuspendido en 3.0 ml de buffer TE (Tris-HCL 10 mM,

EIYTA, 1 mM, pH B.0) y se almacend a 4°C hasta su utilizacion,

Aislamiento de RNA mensajero,

Hemoeitos provenientes de 3 ml de hemolinfa, fueron resuspendidos en 1
m! de solucién de lisis/union (Tris HCEH 10 mM pid 7.5, LiCl 500 mM, EDTA
10 mM pH 8, DTT 5 mM y LiDS 1%} y se homogenizaron, con 4 pulsos de
10 seg, en un sonicador Brandson. Para hepatopdancreas, 500 myg de tejido

fueron homogenizados en 3 ml de solucion de lisis/union,

Bl mRNA de los hemocitos y del hepatopancreas fue aislado utilizando oligo
AT inmovilizado en particulas magnéticas Dynabeads Oligo (dT)zs (Dynal®,

Oslo Noruega), sigwiendo Tas instrucciones del fabricante. En resumen, 1 ml
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del lisado de tejido se incubaron 5 min a temperatura ambiente, con 250 1l
de Dynabeads, Las Dynabeads se recuperaron con un magnetn (Dynal MPC-
£w) y se Javaron 3 veces con 1 ml de Tris-HCL 10 mM, LICH0.15 M, EDTA 1
mM {pH 8.0) y 3 lavados adicionales con Tris-HCL 10 mM, EDTA T mM {pl
4.0}, Finalmente, ¢l mRNA fue cluido de las esferas con 20 pd de EDTA 2
mM (pH 8), incubando 2 min, a 65°C, y sedimentando las esferas con el

nagneio,

Sintesis de cDNA.

La sintesis de cDNA se realizo utilizando la Superscript U™ RNase N
Reverse Transcriptase (invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). De acuerdo a las
instruceiones del proveedor, 500 ng de mRNA aislado se mezclaron con 1 ul
(500 pg/m)) de olign {dT)izas, ¥ se ajusté el volumen a 10 b con agua eslérl
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1%. La mezcla fue calentada 10
min a 70°C en un hano de agua y despugs fue enfriada en hielo durante 2
min. La mezela se centrifugdé 30 seg a 10000xg, a temperatura ambiente
(para concentrar toda la solucion en el fondo del tubo), y se afadieron 4 il
de Tris-HC 250 mM, pH 8,0, KCI 375 mM, MpCla 15 mM, 2 ul de DTT 0.1
M, 1 pl de mezela de dNTP's (ATP, dTTPR, dCTP, dGTP 10 mM ¢/u, pH 7.0).
Log componentes de la mezcla fueron agitados suavemente e incubadns &
42°C por 2 minutos. Posteriormente, se agregd 1 pl de Superscript 1 (200
U/ ul), mezelando perfectamente y se incubd a 42°C por 50 min. La enzima

se inactivo por calor a 70°C, 15 min,

Amplificacién de fragmentos por reaccién de PCR

Las reacciones de PCR se hicieron utilizando DNA gendmico de muasculo y el
cDNA obtenide a partir de mRNA de hemocitos y hepatopancreas en un
termociclador PTC 200 DNA Enpine (MJ Research Inc, Waltham MA, USA),

Se utilizaron varias combinaciones de los oligonucledtidos especilicos para
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uaM. Las condiciones de amplificacion aplicadas a las reacciones de PCIR
fueron las siguientes: up ciclo de desnaturalizacion de 94°C/3 min,
alineacion a 55°C/1 min y extension a 72°C/1 min; un ciclo de
desnaturalizacion a 94°C/ ) min, alineacion a 42°C/1 min y extension a
72°C/3 min; 33 ciclos de desnaturalizacion a 94°C/1 min, alineacion a
52°C/1 min y extension a 72°C/3 min; por Gltimo, un cicle de extension a
72°C/ 10 minutos. Los controles nepativos contenian todos los componenies

excepto uno de Jos dos primers.

Andlisis de los productos de PCR

Los productos obtenidos por PCR fueron analizados por eleciroforesis en
peles de agarosa al 1y 1.6 % usando buffer TAE (Tris-acetato de sodio 0.04
M, EDTA 0.01 M, pH 8.0). Para determinar el tamano de los fl‘ﬂg!'xmmﬂt; 56
utilizaron estandares de peso molecular de DNA 1 Kb ladder (Invitrogen,
Gaithershurg, M. EUA), Tanto a las muestras como a los estandares se les
aprego buffer carga para DNA (0.15% azul de bromofenol, 0.15% de azul de
xilen cianol y 33% de glicerol), Después de cargar las muestras (15 pl), los
geles corrieron 90 min a 70 volts. Después de la electroforesis, los geles se
taeron con bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 1 min y se lavaron con
agua destilada por 15 min. Las bandas se visualizaron, a 312 nm,
utilizando un  transiluminader TFX-35M (InvitroGen, Gaithersburg ML)
EUA) vy se fotografiaron con una camara digital EDAS DCI120 (Kedalk,

Rochester, NY).

Clonacién de productos de PCR

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa de
bajo punto de fusion y se eluyeron utilizando el kit QlAquick DNA

exiraccion {Qiagen Ine, USA), siguiendo las instrucciones del proveedor,



La transformacion se realizo, mezclando perfectamente, 2 pl de la reaccion
de ligacion, realizada deacuerde a las indicaciones de proveedor, a 50 jl de
células de Escherichin coli {cepa DHBS«) quimicamente conipetentes, La
mezela se incubd 20 min, en hielo y después a 42°C por 40-50 seg. La
mezela fue incubada nuevarnente en hielo por 2 min, se anadieron 950 4 de
medio SOC {(iriptona 2%, extracto de Jevadura 0.5%, NaCl 10 mM, K 2.5
mM, MpCly 2M, plucoss 20 mM) y se incubd en un agitador orbital Lab-line

3527 (Lab-line, Melrose Park, 1L, EUA) & 200 rpm, a 37°C, por 1.5 h,

Posteriormente, el cultive se centrifugé & min a 800xg y el paguets
bacteriano fue resuspendido en 200 ! de medio SOC. Finalmente 50 y 150
ul, se esparcieron sobre la superficie de placas de LB-ampiciling (100
pg/ml), con 40 pl/placa de IPTG (100 mM) y 40 pd/placa de X-gal

(40 mg/mi). Las placas fueron incubadas a 37°C toda la noche,

Liberacion de log insertos

El DNA plasmidico de los recombinantes fue aislado por extraccion alcalina
rapida o “minipreps” (Sambrook y cols., 1989). Las clonas recom binantes se
sembraron en 5 ml de caldo LB con ampicilina (100 pg/mi) y se incubd toda
la noche a 37°C, a 250 rpm. 1.5 m) del cultivo fueren centrifugados 10 min,
a 10,000xg vy temperatura ambiente, Bl paguete celular fue resuspendido en
250 ul de solucion I (glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM, pl 8.0, EDTA 10
mM) y se afadieron 250 pl de solucion de lisis (solucion 1l NaOH 0.2 N,
SDS 1%, la cual tene que ser preparada inmediatamente antes de su
utilizacion. Después de mezclar perfectamente la muestra se incubo 10 min,
a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 250 pl de solucion
1l a 4°C (60 m] de acetato de potasio 5 M, 11.5 m) de dcido acético glacial,
28,6 ml de Hy0), se incubd en hielo por 15 min y se centrifugd por 10
minutos a 15,000 g. Se separd el sobrenadante, se le agregaron 300 pl de

isopropanol y se centrifugd 30 min, a 15,000 gy 22°C. El sobrenadante se
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elimind v el precipitado, conteniendo el DNA plasmidico, se lavd con 300 pl
de etanol al 70% frio, el cual fue eliminado por centrifugacion. 121 DNA fue
secado al vacio por 10 minutos en un concentrador Speedvactl Savant
AES2010 (Holbrook, NY, EUA) v resuspendido en 50 il de Hz0 desionizada
estéril, Se le anadio 1 pl de RNasa (10 mg/ml) y se moubd por 1 v a 37°C,
Posteriormente, se le apregaron 350 u) de agua desionizada estérd vy se
hicieron dos extracciones con fenol-cloroformo-gleohol iscamilico (25:24:1),
centrifugando  entre  cada  extraccidn a  15,000xg por 2 minutos y
recuperando Ja fase superior, Se agregd un volumen de cloreformio-aicohol
isoamilico (24:1) v ) DNA (fase acuosa superior) se precipild con dos
vohiumenes de etano] absoluto y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M
(pH 5.2) ¢ incubando a -20°C por 1 hora. Fialmente, las muestras {ueron
centrifugadas 30 min, a 13,000xg y 4°C y el sobrenadante fue descartado.
El precipitado se Javd con etanol al 70% frio (centrifugando a 15,000xg por 5
minutes) y el DNA plasmidico fue resuspendido en 20w con HiQ

desionizada estéril,

La concentracion del DNA plasmidico se determing midiendo la absorbancia
a 200 en un espectrofptometro Lambda Bio 20 (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
EUA), considerando gue una unidad de Ao sm €8 equivalente a 50 ng/mi
(Sambrook y cols. , 1989), Ademas se estimd la pureza por la relacion

Agoozass (Sambrook y cols, |, 1989),

Los insertos fueron liberados por digestion con EcoR 1 (Gibeo), incubando
durante 2 h, 1 pg de DNA plasmidico con 5 U de la enzima, 1 pl buffer 10X
provisto por el fabricante y HzO desionizada estéril para ajustar el volumen
a 10 pl. Los productos de la reaccion fueron separados por electroforesis en

geles de apgarosa al 1.G6%.
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Secuenciacion y anadlisis de Secuencias,

Lag muesiras de DNA plasmidico purificado de los clones seleccionados,
fueron enviados al Laboratory of Molecular and Systematic Evolution, de Ja
Universidad de Arizong, para su Secuenciacion en un  secuenciador

autlomaticn 2 ARI 337.

Las secuencias Tueron analizadas wilizando el programa DNABIS 2.5
(Hitachi Software Enpineering America, l4d.  Alameda, CA,  EUA).
Posteriormente, las secuencias de nucleétidos y/o aminodeido deducidos,
fueron comparadas en las bases de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology  Information)  utlizande el programa BLAST,  {(http/.

www,nchinlm.pov/hlast).,



Rrsurrapos v DIBCUSION

En el sistema inmune del camardn existen varios componentes involucrados
en los tres procesos imporantes de la respuesta inmune: reCOnuCiniento,
liberacion v activacion de efectores y moléculas de control Dentro de las
moléculas de reconocimiento se pueden citar dos gue han sido descritas:
proteinas que reconocen LPS y proteinas gue reconocen [b-gliucanos, Las
moléculas gue funcionan como efectores actttan coordinadamente en forma
de sistemas como el de la profenoloxidasa y el de coagulacion, asi como
aquellas que presentan una accion propia como la lisozima y los péptidos
antimicrobianes, Mnhalmente, debido a que los principales procesos de
activacion del sistema de defensa involucran protedlisis, los inhibidores de

proteinasas ban sido propuestos como reguladores,

Deteceion de oM en plasma de camuoron

Los inhibidores de proteinasas estdn ampliamente distribuidos en los
organismos y una de sus papeles fisiologicos es controlar la protedlisis no
deseada (Laskowski y Kalp, 1980). Uiilizando un ensayo de inhibicion de
tripsina, se demostrdé que en el plasma del camardn existen inhibidores de
proteinasas (Figura 1), Sin embargo, en plisma de artropodos exisien
diferentes tipos de inhibidores (Hall y Stderhdll, 1982, Boigegrain y cols,
1992 Lanz y cols, 1993}, enire los que se encueniran los upe Kazal
(Johansson y cols, , 1994), Kunitz {Nakamura y cols,, 1987, Nirmala y cols.,
2001) y wzM (Spycher y cols. , 1987; Hergenhahn y cols. , 1988, Armstrong y

cola. , 19917),
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Figura 1: Actividad de inhibidorea de proteinasas presente
en hemolinfa de camardn blanco. Se usd azocaseing comao
sustrato, Try: tripsina, ty-plasma: inhibicion de tripsina al
agregar plasma, La Aswas mide la cantidad de sustrato
tigerido por la tripsina,

Para demostrar especificamente la presencia de inhibidores tipo weM, se
tomaron alicuotas de tripsina (0.1 mp) que fueron incubadas con diferentes
cantidades de plasma. Posteriormente la tripsina no atrapada dentro de la
molécula de ozM, fue bloqueada con STI. La actividad amidolitica sobre un
sustrato de hajo peso molecular {I3APNA) demwostro la existencia, en el
plasma de camaron, de un inhibidor tipo coM. Esta actividad tuvo una
relacion directamente propercional a la cantidad de plasma utilizada (Figura

2.



0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100
Volumen de plasma (ul.)

Figura 2: Actividad de un inhibidor de proteinasas tipo oM
en diferentes cantidades de plasma de camaron. HEl ensayo
ge realizo usande el método de proteccidon de la tripsina. La
absorbancia a 495 nm mide la actividad,

Esto fue confirmado al ncubar el plasma de camardn con metilamina y
observar la pérdida de actividad inhibitoria del plasma (Figura 3. Esto esta
basado en el hecho gue, las oM caracteristicamente tienen un enlace tiol
éster reactivo, formado entre una cisteina y una glutamina, 1 tiol ester de
la azM puede reaccionar con aminas primarias pequenas conio amonis y
metilamina, La union amina de la primaria impide la unidn de la
proteinasa a la waM y por puede ser “protegida”, La inactivacion de aaM por
metilamina es una herramienta importante en la deteccion de ogM

(Armatrong y Quigley, 1999),
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Figura 3: Inhibicion de la axM de hemolinda de camaron por
melilaming, Bl ensayo se realizd incubando plasma con 200
mM de metilamina durante 24 horas,

Purificacion de la oV

Para purificar la oeM de camardn se utilizé plasma libre de células, el cual
fue dializado con la intencién de eliminar las sales, principalmente NaCl El
plasma del camardn contiene 450 mM de NaCl, 10 mM de KCL con una
fuerza osrnolica de 850 mOsm/kg y un pld de 7.2 (Vargas-Albores y cols. ,
1993). Durante la didlisis tambidn se elimina la proteina Namada BGEP, la
cual precipila cuando ¢l plasma es dializado contra solitciones con baja
salimidad (Vargas-Albores y cols. , 1997), El plasma dializado se aplico a
una columna de Blue-Sepharose, donde la mayor actividad oz2M no {ue
retenida por la columna (Figura 4A). Sin embargo, este procedimiento
permitié separar Ja proleina de coagulacion (CP), Ja cual tiene un tamano
gimilar y otras propiedades cromatograficas similares a la aoM gue dificulta

su purificacion, Sin embargo, Ja wuM Tue co-eludia con hemocianing (Figura
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48), otra proteina plasmatica dificll de separar, y que frecuentemenie, ha
entorpecido los procesos de purificacion de otras proleinas plasmaticas del
camaron incluyendo CP (Montano-Pérez y cols., 1999, Reyes-lzquierdo y
Vargas-Albores, 2001), BGBP (Vargas-Albores y cols. , 1997) y proFQ

(Gollas-Calvan y cols, , 1999),

La ooM pudo separarse de la hemocianing en una columna de Phenyl-
Yepharose, donde la oM se unid fuertemente a la matriz, mientras que las
proteinas contaminantes, principalmente hemocianing, fueron eliminadas
en el lavado. La azM fue eluida de la columna casi al final del gradiente de
NaCl (Figura 5) como una proteina homopénea cuya pureza {ue confirmadn

por PAGE tefiido con nitrato de plata (Figura 513},
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Figura 4: Cromatopralia de Ja caM en Blue Sepharose. A) 1-
4 fracciones con actividad oM, 59 fracciones sin actividad.
B) Separacion de las fracciones de Blue sepharose
utilizando gel de poliacrilamida 5%, SDS no reducido.
Fecha izquierda indica Ja banda de oM, flecha de Ja
derecha indica la banda de la proteina coaguladora,



A)

3.0 i BOD qr-een- ot B rop Atz in i - B
., Actividad h
P . e Nadl
= 28§ 400 A :
o g *.
2 2.0 = .
o ﬂ A0 A '
' L .
o 1;5 & q.‘ - 1
= o apg '
°Q 4] *
a Ve .
0.6 1un 4 .. m,
0.0 b 0 |W\ U 1 T :J 0

1] 10 20 kA1 LX) 5N G0 TH
Fracacidn {ml)

B)

1 2 3 4
o it
205 | — b
116 | ~ mﬂ
86 ﬁ ot (0

Figura 5: A) Cromatograma de la punficacion de Ja waM
utilizando  Phenyl-Bepharose. Se aplicaron  las {racciones
con mas actividad provenientes de Blue-Sepharose. B) Gel
de poliacrilamida 5%, SDS, camil 1y 2 no reducido, carrl 3,
4, reducido con b mercaptoetanol, Carriles 1 y 3 se
aplicaron 5 ug, 2 y 4 se aplicaron 10 g,

En el plasma de camaron, como en otros crusticeos, la proteina mas
abundante es la hemocianina (95%) (Mgueroa-Soto y cols., 1997} y su
eliminacion presents dificultades técnicas, Dos métodos han sido utilizados

para su eliminacién: la utracentrifugacion, utilizada en la purificacion de
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uaM de Astacus astocus (Stécker y cols, , 199]) y la precipitaciin con
polietilen glicol, utilizada en la purficacion de oxM de Linudus polyphemus

(Armastrong y cols. , 1991,

Utlliando polietilen glicol la oxM se presipité junto con la hemocianina y
pedidia su actividad, la cual no se recuperaba cuando se elimmaba el
polietilen glicol. En este trabajo la hemocianina (ue removida exitosamente

utilizando cromaiografia en Phenyl-Sepharose.

Caracterizacion de la 0aM del camaron

a} Masa molecular de la oM

En condiciones nativas, por electroforesiz en geles de gradiente del 4-15%,

la weM de camardn presenta una masa molecular de 400 kDa (Figura 5B),
mientras que utilizando cromatografia de filtracion en gel (Bio A 5 M de Bio-
Rac) se le calculd un peso molecular de 380 kDa. Cuando la opM de
camardn fue reducida con 2-MIE vy analizada por SDS-PAGI, se detectaron
cuatro bandas con masas moleculares de 180, 116, 95 y 86 kDa (Figura
58), El migmo patron de bandas fue obtenido cuando la proteina fue
reducida con DTT, Sin embargo, cuando la wzM de camardn fue incubada
con metdamina y posteriormente reducida, solamente se detectd una banda
de 180 kba (Figura 6). Este resultado indica que la oxM de camaron es un
homodimero de 180 kDa y gue la fragmentacion observada, ocurre como un

producto del tratamiento térmico durante la reduceidn.

Kl peso molecular determinade para la oM del camardn es similar 4l
reportado para otros crustaceos. Por ejemplo, en Astacus astacus la aM
tiepe una masa molecular de 390 kDa vy se encuenira formada por dos
subunidades idénticas de 185 kDa (Stocker v cols, , 1991} En otro astacus,
P, leniuscidus, la ugM tiene un peso molecular liperamente menor (340 kDa),

aungue el peso reportado para sus  subunidades es de 190 kDa



{Hergenhahn y cals. , 1988), Al igual que en camardn, cuando la subunidad
de oM del langostino (P leruuscuwius) es reducida, se fragmenta, aungue se
produce dos fragmentes de 140 y 60 kDa respectivamente, Como es
caracteristico de las opM, este rompimiento puede evitarse incubando
previamente 1a molécula con metilamina (Hergenhahn y cols. , 1988), ya
que gue la union de metilamina al tioléster impide una ruptura del enlace

peptidico del tioléster cuando la «aM es reducida,

Figura 6: Banda de ogM purificada y detectada en gel al 5%
de poligcrilamida con SDS, la muestra fue corrida en
condiciones  desnaturalizantes  y  reductoras,  previa
incubacion con metidaming, carril 2 y 3, carril 1 marcadores
de masa molecular,



b} N-Terminal

Después de separar por PAGE, la banda de 180 kDa fue electrotransferida a
membrana de PVDEF y enviada para la secuenciacion del extremo aminoe.
Mediante este analisis se determing la secuencia de 9 residuos (Tabla 2), los
cuales fueron comparados con los extremos amino de la oM de olros
organismos. La uzM de camardn presentd urn 40% de identidad con la opM
de Limulus sp. (Armstrong y cols, |, 1991), mientras que con Aslacus sp.
(Stécker v cols, , 1991) y Pacifustacus sp. (Hergenhahn y cols, , 1988)
presentd solo el 20% de identidad. Esta baja de simibtu se debe a gue el
extremo aming de la oM es una region poco conservada (fwaki y cols. |
1996), De hecho en Octopus sp. no existe similitud con esta region

comparada con la de otros orgahismos,

Tabla 2: Secuencia amino terminal de oM de camarén blanco y comparacion con
ja secuencia amino terminal de Ja vaM de otros organismos, Las letras som breadas
indican resiuduos idénticos y Jas Lold significan remplasamientos conscrvados.

P.vapnamel -+ - - - - e T P L QG L - - - - AN v .
Astacus’ e e e e 2 B8Y L TT PR MWVYVAGSPAQ v -
Pacifastacus® - ~ - « - - SY NV 1 T T F K M W V. -~ - .-

Homarus’ S o e . S S5Y 10 TT PR MWY GBS PAQ v -
Litrutus” - - K8OGF I L TAPKS L TPGKSENI LN
Dctopus” BDE!IDEGHY M | UV P R N F VHGK. - -
Hymano! SV S GKPQYM L -V P S L L HTET

Y [SiBoker y Tols, 1001}, 2 (Hergenhabn y cols., 1988), 3 (Spycher y cols,, T987], 4 {lwaki y cols.,
19963, 5 (Thegersen y cols., 1992), 6 (Soltrup-Jensen y cols., 1984)

) Requerimiento de ambiente salino
Después de la purificacion por Phenyl-Sepharose, Ja oM perdia su
actividad durante el alracenamiento. Esto puede deberse a la ausencia del

ambiente proteico aportado por el plasma y/o la baja salinidad en que se



b} N-Terminual

Después de separar por PAGE, la banda de 180 kDa fue electrotransferida a
membrana de PV v enviada para la secuenciacion del extremo amino,
Mediante este andlisis se determind la secuencia de 9 residuos (Tabla 2), los
cuales fueron comparados con los extremos amine de Ja wM de otros
organismos, La voM de camardn presentd un 40% de identidad con la uyM
de Limudus sp. (Armstrong y cols. , 1991), mientras que con Asfacus sp.
(Stocker y cols, , 1991) y Pacifustacus sp. (Hergenthabn y cols, , 1988)
presentd solo el 20% de identidad. Ksta baja de similitu se debe a gue el
extremo amino de la oaM es una region poco conservada (fwald y cols.
1996). De hecho en Octopus sp. vo existe similitud con esta region

comparada con la de otros organismos.
Tabla 2: Secuencia aming terminal de aaM de camaron blanco y comparacion con

la secuencia aminog terminal de la waM de otros organismes. Las letras sombreadas
indican resiuduos idénticos y las bold significan remplasamientos conservados,

P ovanpamel - - - - . L T X P L Q L » « « = AN v

Astacus’ - - - - I TT PR MWVAGERPAQ v

Pacifastacus® - - - - | TP K MW Y- - e e e e

Homarus® _— | T R M W VAGSESPRPAQ v -

Limutus’ - - ) > K8 L T PGKSN! LN

Octopus’ Pon | B N F VHGK- -« -
f V. § G | : L HTET

hker y cols Jerpe (‘w.py; her y cols, 1O87), 4 {waki v cols.,
91)(;), 5 llhnpi*lm*n y ml*g , 19, ?} 5] {Wuilmp dvnwn \,f i ulr»., 1084

c) Requerimiento de ambiente salino

Después de la  purificacion por Phenyl-Sepharose, la M perdia su
actividad durante el alimacenamiento. Esto puede deberse a la ausencia del

ambiente proteico aportado por el plasma y/o la baja salinidad en que se
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encuentra Ja proteina ya gue al final de la purificacion, la a:M queda

disuella en solucion con baja salinidad.

La necesidad de un ambienle proteico para la estabilidad de la ooM se
simuld mezclando la proteina purilicada con 1 mp/ml de BSA, Aungue se
observo un retrazo en la pérdida de actividad, la presencia de BS3A no fue
suficiente para mantenerla activa por mas de § dias. Por su parte, el
almacenamiento de la oaM en una solucion conteniendo 045 M de Natl
(salinidad similar a la del plasma del camardn), la proteing se mantuvo
estable al menos durante § dias (Figura 7). Ademds, la pérdida de actividad
de la vzM en un ambiente de baja salinidad no es reversible; es decir, una

vez inactivada, no fue posible recuperar la actividad al agregar NaCl.
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Figura 7: Estabilidad de Ja waM de camardn purificada po
Phenyl-Sepharose, La actividad se realizd con el ensayo de
proteceion de la tripsina. Las muestras fueron incubadas a
4°C durante el experimenio.



Como en el caso del camardn, Ja nestabilidad de la ooM se ha observado en
otrog organismos (Salvesen y Bnoghild, 1993) y aparentements se debe a
que, durante periodos prolongados de almacenamiento, suceden procesos
de hidrolisis lenta del ol éster, asi como muulumerizacion del disulfuro del
tiol, En ambos casos la “inhabilitacion” del ol éster evita que la oM

mantenga su capacidad inhibitoria.

d) Reconocimiento por anticuerpos anti agM de humanos

Los fragmentos producidos por reduccion con 2ME, fueron inmovilizados en
membrana e incubados con anticuerpos comerciales anti- aeM de humano,
Fn la Figura 8b se puede apreciar que los anticuerpos anti ceM de humano
reconocen solamenie 3 de los 4 fragmentos producidos por la reduccion
(Figura 8a). Aungue el fragmento de 180 kDa no fue detectado pos-los
anticuerpos, el reconocimiento de las otvas bandas (116, 95 y 86 kla)
indica que, en la wM de camardn, existen regiones gue son antigénicas y
probablemente estructuralmente similares a la wxM de hamanos, Aungue la
uaM de humanos presenta 4 subunidades de 180 klDa y Ja de crusticeos es
un dimero de 180-190 kDa, comparte caracteristicas lanto estructurales
como funcionales, ademas se han  encontrade  SCCUENCIAS  CONGENSO

caracteristicas de Jas oxM, entre ellas la region tiol,



205

Figura 8: Inmunodeteccion de la ouM de camaron utilizando
anticuerpos comerciales anti oM de humane desarroliados
en conejo. A) tincion con Coomassie, 13) deteccion con
anticuerpos. NR: No reducida y Rireducido con ZMI.

e} Sensibilidad a Metilamina

Otra caracleristica de la ozM es la sensibididad a ser inhibida por la
metilamina. Utdlizando uxM purificada de camardn, se probaron diferentes
tiempos de incubacion (1, 4, 12 y 24 h) con 200 mM de metilamina,
encontrandose 50% de inhibicion a las 4 horas (Figura 9) y que se requieren

24 1, para su inhibicion total.
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Figura 9 Tiempo de reaccion del tiol éster de la vaM de
amaron purificada por Phenyl-Sepharose, con metilamina,
las reacciones se incubaron a temperatura ambiente,

En la reaccion de formacion de ugM-proteinasa, de forma similar que en la
reaccion de formacion de veM-metilaming, la activacion y rompimiento del
tiol éster interno de la aaM expone un nuevo grupo Lol en la cisteina y un
y carbonil reactivo en el residuo plutamilo, el cual en Limulus sp. por
ejemplo son la Cys?? y Gl Kl tiol éster reactivo mterno es roto despues
de la protedlisis. Este rompimients del tiol éster genera un y-carbonilo
activado del residue glulamilo y un tio) libre de la cisteina (Figura 10). 1
glutamilo reactive forma un enlace amida con Ja proteina [proteinasi) o con
Ja metilamina. Sin embargo la reaccion con la metilamina es lenta y ocurre
en ausencia de protedlisis, pero al reaccionar con metilamina se impide que

posteriormente pueda reaccionar con una proteinasa,
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Figura 10: Comparacion de la reaccion de vaM-metilamina y
aaM-proteasa.

Complejo Metilamina-x,M

Aungue de manera general la reaccion ozM con metilamina es lenta, se ha
visto gue puede variar entre las oeMs de diferente origenes (Salvesen y
Enghild, 1993). Por ejemplo, la M de Biomphalaria sp. se inhibe en un
BG% a lag 6 horas, mientras que la opM de Astacus sp. solamente requicre

48 horas para ser inhibida en un 85% (Stocker y cols. , 1991).

) Glicosilucion de la azM

Para conocer el tipo de azdcares presentes en la wpM del camaron, la
proteina se inmovilizd y se incubd con lectinas biotiniladas. Como se puede
ver en la Figura 11, 2 (PSA y WGA) de 6 las lectinas probadas fueron
capaces de reaccionar con la waM de camarén, indicando gue manosa y [i-

palactosa  estdn  presentes  en  esta glicoproteina,  Estos  resultados
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concuerdan con lo oblenido en Limulus sp., donde se ha reportado la

presencia de manosa en la agM (Iwalki y cols. , 1996). lin otros organismos
corno el caracol, Helix pomating (Yigzaw y cols. , 2001) y el langostnoe, P
lendusculus, (Hergenbahn y cols, , 1988, Kopacek y cols., 2000), también se
ha reportado gue la oM es una glicoproteina y que el contenido de

carbohidratos puede egar a represeniar ¢l 20% de su masa,

Loh

Cond  IN&  PSA RCA WGA DS Coentwol

Figura 11: Deteccion de aziicares por lectinas biotiniladas,
en los fragmentos de oM producio de la reduccion con

ML,

.
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g} Especificidad de la oM

El espectro de inhibicion de la opM purificada del plasma de camaron se
probg con & proteinasas, utilizandeo azoalbiimina come sustrato, Como se
puede ver en la tabla 3, Ja oM inhibio tanto endopeptidasas, como
exopeptidasas, por lo menos en un 90% en las proteinasas probadas. la
capacidad de la oM para inhibir a endopeptidasas que tienen diferente
especificidad vy mecanismo catalitico, estd dada por la presencia e la region
anzueln. Esta region, constituida por 30 a 40 aminoacidos, es altamente
flexible y contienen uno o mas sitios susceptibles al atague proteolitico para
la mayoria de las proteinasas (Bjork y cols, | 1985; Twald ¥ cols, , 1990,

Armeatrong, 19%9 #14357),

Esta es una caracteristica distintiva de los miembros de la familia de la ooM
que Te proporciona el amplio espectro de inhibicion. Dicha propiedad ha
sido reportada también en otras especies de crusticeos como Aslacus sp.,
donde la oM es capaz de inhibir proteinasas del tpo serina, metalo y
cisteina {Stocker y cols, |, 1991), De igual forma, el amplio espectro de
inhibicion se ha demostrado en moluscos: la oxM de Qctopus sp, inhibe
elastasa, quimotripsing, tripsina y termolising (Thogersen y cols. , 1992) la
asM de Biompholaria glabrata inhibe bromelina y termolisina (Kopacek y

cols. , 2000).

Tabla 3: Proteinasas inhibidas por la vaM de camaron banco,

[Enzima S Sin oM | Con oM
(Abs 366 i) (Abs 300 ni)
Leucinamino peplidasa 045002 0.02 4 0.002

Tripsina e ) 20 +£0.13 10,09 4 0.000

Quimolripsine 10,83 & |
Llastasa 0.62+003 .03 4 0.005

006 fe1z k000l

Papain: N 0,20 4 0.09
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El papel de la g2M en el sistema de activacion de la proFO

By el proceso de activacion de Ja proffO, unas proteinasa po serina es la
respongable de transformar la prolfQ a FO (Soderhdll, 1981 Ashida y
Saderhill, 1984). Esta enzima, la BEAPFO, se localiza como zimogeno en los
granulos de los hemocitos. Cuando los hemocitos son estimulados por un
agente extrafio se produce la exocitosis controlada de los granulos, los
cuales vierten su contenido al espacio extracelular o al plasma, si se
encuentran en circulacion. En camardn la EAPFO es activada por el calcio
plasmitico y se inicia la transformacion de la proFO (Gollas-Galvan y cols.,
1997). Sin embargo, una vez liberada, las proteinasas mantiene la actividad

y pueden llegar a lesionar los (ejidos v proteinas propios,

Se ha propuesto que la oM y factores seéricos del tipo antitripsina son los
principales mecanismos de inactivacion de la actividad proteolitica vesidual
(Sugumaran y cols,, 1985, Hergenhahn y cols. , 1988, Donovan y Laue,
1991; Armstrong y cols, , 1996). Para demostrar el papel de la waM en el
sistema inmune de camaron {ue necesario alslar Jos componentes proteicos
involucrados (proffQ, BEAPFO y la M) y reproducir in vitre la activacion y

degactivacion de proteinasas.

Purificacion de la EAPFO

Para la purificacion de la EAPFO se utilizdé una columna de STl-Sepharose,
Bl 8T fue inmovilizado en Sepharose activada con bromuro de ciandgeno y
ln capacidad de la columna se probdé aplicando tripgina comercial. la
columma de 5 ml fue capaz de atrapar 1 mg de tripsina, la cual fue eluida

con HCI 1 mM.

bara. purificar la EAFFO, los hemocitos provenientes de 9 ml de hemolinfa
fueron lisados y concentrados hasta 1.5 ml (2.4 mg de proteina total). La
muestra se aplicd en la columna de STh-Sepharose y las proteinas no

retenidas se eliminaron lavando con 25 ml de Tris 50 mM, pH 8. La proteina
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wida  a  ST-Sepharose fue eluida utilizando HCL 1 mM, colectando
fracciones de 1 ml. A las fracciones se les determind la concentracion de
proteina por el método de Bradford y su actividad proteolitiva ulilizando

BAPNA como susiralo,

Como puede observarse en la Figura 12, se detectaron dos picos de
actividad en las fracciones eluidas con HCL Las fracciones correspondientes
a cada pico se mezclaron y se concentraron en microfiitros Amicondd con
corte de 10 kDa, por separado. Bl primer pico, M1, contenia 15 pp de
proteina/ml y 25 unidades;, mientras que la segunda fraccion activa, M2,
tenfa B pg de proteina/ml y una actividad catalitica equivalente a 10
unidades, Ambas fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE v el gel fue
tefiido con nitrato de plata, observandose, para M1 vy M2, los pesos
maoleculares de 200Y 30 kDa, respectivamente. Utilizando la téenica de
actividad de proteinasa en gel, se encontré que las bandas producidas por
PAGE en Jas dos muestras analizadas presentan actividad proteolitica
(Figura 13). La actividad de estas bandas fue observada en pgeles de
poliacrilamida tanto native como desnaturalizante, La proteina de 30 kla
es mas abundante en la fraccion M1 y la de 20 kDa predomina en la M2,
Solo la {raccién M1 conteniendo la proteinasa de 30 kDa active la profQ por
o que lo mas probable es gue la BEAPFO es esla proteinasa, Ademas este
tamaiio de proteinasa ha sido reportado para la EAPFO de P leniusculus
(Aspan y cols, , 1990; Wang y cols, , 2001). Por esta razon los siguientes

experimentos se realizaron con la fraccion M1,
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Figura 12: Cromatografia de alinidad a 8T uiilizada en la

purificacion de la EAPFOQ de hemooitos de camardn banco.
La actividad se midio usandoe BAPNA como sustrato,

o

Inhibicion de lg activacion de la prolO
Las fraceiones no retenidas en la columna de 871 (Mg, 12) fueron uilizadas
como fuente de prolFO debido a que no presentaban actividad de proteinasa

y el contenido de prolFQ era alto y de fenoloxidasa bajo o nulo,

La activacion de la proFQ se demostrd  incubando el HLS libre de
proteinagas con la EAPFQ aislada ¢ con tripsina comercial y observando
una oxidacion del sustrato L-DOPA (Figura 14), Sin embargo, cuando la
EAPID  se incubd prmeramente con la oM purificada, o actividad
proteclitica de la FAPFO se perdid y no pudo utiizar azealbimina como
sustraio (Tabla 4), Adicienalmente, cuamdo la mezcla (BAPFO v ozM) se
incubd con el lisado libre de BAPFO, la reaccion de la L-DOPA fue negativa,

mientrag que en ausencia de oM la reaccion fue positiva (Figura 14).
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Figura 13: Deteccion de la  EAPFO  purificada  por
cromatografia de afinidad por electroforesis en peles de
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. A
tenido con Coomassie, B deteccion de actividad proteinasa
en gel,

Tabla 4: Inhibicion de la actividad de proteinasa de EAPFO por la M de
camaron,

Enzima Sity oM TeonaMm
{Abs 366 nim) DS 300N
EAPFQ 068 40,07 0034004

Tripsina | o8003 003 40,02
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Figura 14 [Participacion de la ozM en el sistema
profenivloxidasa. La profQ de hemocitos se incubd con la
EAPFO o tripsina comercial,  La  activacion  se  midio
utilizando L-DOPA comao sustrato,

Estos resultados difieren de los reportados en ¢l langosting, P leniuscidus,
donde un inlubidor de proteinasas de 135 kDa, llamado pacifasting, y no la
M, es el inhibidor de la EAPFO {Hergenhahn y cols. , 1987, Liang y cols. |
1997). En ausencia de Ja descripeidon de otro inhibidor de proteinasas en el
camarin, especificamenie proveniente de los hemocitos, y la babilidad de
inhibir la BAPFO n vitro, hasta el momento, en camardn gueda demostrada
la participacion de la M en el sistema proFO, aunque no se puede
descartar la exisistencia de inhibidores homologos a la pacifastina y que

puedan realizar esta funcién in vive,



Becuenciacion de la region tiol dster de la azM

Con la intencion de obtener informacion adicional sobre la estructura y
funcion de Ja wzM se intentdé la secuenciacion de regiones conservada del
gen. La waM posee 3 regiones principales importantes, la region anzuelo o

“Bait”, la region de union al veceptor y la region tiol (lwaki v cols, |, 1996).

Esta Oltima es la mas conservada e incluye la secuencia GCGEQ,
caracteristica de los miembros de la familia de Ja azM, Secuencias de esta
region de «aM de organismos donde esta proteina ha sido secuenciada,
tanto en vertebrados (humano, ratéon, carpa y lamprea) como en
invertebrados  (Limulus, Drosophila y Anopheles) fueron comparadas. [on
base a la secuencia consenso, se disefiaron los primers gue pudieran
aywdar en la amplificacion de esta region, El tamano esperado para los
productos de PCR se calcularon tomando en cuenta la secuencia de Limudus

{Frgura 15).

Aungue se probaron diferentes combinaciones de primers (Figura 15) y
diferentes templados {DNA gendmico, ¢DNA de hemocitos y hepatopancreas,
banco de genes hemocitos y de hepatopancreas), los mejores resultados se
obtuvieron utilizando los primers Thicl2Fw y Rep6ORv, y DNA genémico
como templado (Figura 16}, Dos fragmentos, de 350 y 450 pb, fueron
obtenidos (Figura 17), los cuales fueron aislados directamente del gel de
agarosd, se msertaron en ¢l vector pGEM-T Easy® y fueron clonados en FE.
coli DHbu. La  clonaodn  se comprobd  por electroforesis  del DNA
superenrollade y por liberacion del inserto del tamano esperado, digiriendo

el DNA plagmidico con EcoR | {Figura 18),
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Figura 15: Esquema representitive de la  estructura
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fregmentos esperados al combinar dichos oligonucledtidos,
Se indica lambién el tamano en Kb, de los fragmentos
esperados. Las flechas indican el sentido de los primers,
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Figura 16: DNA pgenomico purificado de musculo de
camaron blanco. A y 13 son dos muestras diferentes, 1 se
aplicd 1 pgy en 2 se aplicaron 3 ug, Gel de aparosa al 1% y
teiiido con bromuro de etidio.

Eh __

0

0.5

] "*‘ " !\IE‘
i f]?i!: H\?F‘CFA"J ritk'.‘rk\;

Figara 17: Fragmentos ampliicades a  partic de  DDNA
pendmico utlizando los oliponucledtidos degeneradas Thiol
AN Fw y Reg 60 Rv. Carril 1 marcador 1 Kb ladder, 2 y 3
muestras mnpllilmcl.m y analizadas en peles de apgarosa al
1.5%, se tiheron con bromuro de etidio,
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Figura 18: Digestiones de DNA plasmidico para liberar el
DNA insertado, de los clones Pvalfa?2M1 (338) v Pvalfa2M2
(445) . Carnl 1 marcador de masa molécular. Las flechas
indican los insertos obtenidos después de la digestion con
EcoR I, Gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.

Be prepard el DNA plasmidico de uno de los clones (Figura 18), de acuerdo
con las recomendaciones del LMSE (Laboratory of Molecular Systematic
Evolution) de la Universidad de Arizona y una muesira, se envié para
determinar la secuencia nucleotidica . Utilizando el programa DNASIS, se
eliminaron las secuencias del vector plasmidico y se alinearon las
secuencias  de ambas cadenas utdizando el MepAling  (DNASTAR)
nhteniéndose la secuencia presentada en la Figura 19, Bl fragmento de Ja
region tiol de Ja azM del camardn obtenido, presenta dos 2 ambigitedades,
que no sc pudieron resolver, aun repitiendo la secuenciacion. Sin embargo,
fue posible encontrar un marce de lectura con la secuencia indicada en la
Figura 19 y que permitié Ja comparacion con otras secuencias reportadas
en  GenBank  (NCBI,  hup/wwwoinebinlm.gov/blast)  utilizando  los

programas BLASTN v BLASTX.
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Figura 19: Secuencia de nucledtidos entre la region tio)
ester y el sitio de union al receptor, Bl fragmento de DNA fue
obtenido por PCR usando DNA gendmico como templado.

Analists del clon Pealfu?M]

El fragmento que se encuentra en ¢l clon Pvalla2M1 tiene una secuencia de
aminoacides deducida con similitud a la «M de diferentes orpanismos,
encontrandose una mayor similitad {(43%) con la secuencia de oM de
humano v un 39% al TEP de Drosophila, Debido a que no existen
gsecuencias completas de la oaM de otrog crusidceos, la comparacion se
extendio a otros organismos de diferentes phyla. Como se puede observar en
la Figura 20, el fragmenio obtenido se ubica en el residuo 947 para la oM
de humano y el 922 para la de Drosophalo. La region 3 de este fragmento
comncide con la region denominada, region 60 (Mutsuro y cols, , 2000) de las

axMa antes mencionadas, el cusl esta ubicado en el aminoacido 1021 para

oK



humano y 994 para Drosophila. La distancia entre la region tiol v la 60, es
de 72 y 74 amincdcidos en la oM del humano y de la mosca,

respectivamente,

s notorio, gue ¢ fragmento obtenido en Ccamaron, es de mayor tamano
(120 aaj con una insercion de casi 50 residuos (150 bp). Considerando que
este fragmento se amplificé a partir de DNA pendinico esta extension podria
deberse a la presencia de un inton. Sin em barge, a partir de las sectencias
obtenidas, se disefiaron primers especificos y se probaron con ¢DNA, donde
s¢ obtuvo un fragmento del mismo tamano (Figura 22) v Ja secuencia fue la
misma, Lo anterior confirma que esta insercion esti presente en el mRNA y
no es un intrén. Este tipo de inserciones también se han encontrado en
otros genes del camardn como el de lisozima (Sotelo-Mundo y ools,
Submitted) y el de la HDL-BGBP (Romo-Figueroa y Yepiz- Plascencia,
comunicacion personal), Independientements del tamaio, Ja region tiol v la
region 060 de la w:M, la secuencia es muy similar a la reportada en otros
prganismes tanto vertebrados, como invertebrados (Figura 20) ¥ que son

caracteristicas de la familia osM,
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Figara 20. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de
la region tiol éster {(regidn sombreada) de Ja oaM camarén
con regiones homalogas en olros organismos. Los numeros
en paréniesis indican el % de identidades. Las leiras
sombreadas  en negro  y  en  negrilas representan
aminodcidos idénticos, 11 AAH40071, 2: Y11116, 3: T43166,
4: CAD24311, §: T18544, 6: DB31Y0, 7: AF203333,

Analisis del clon Pealfu2 M2

E segundo clon obtenido  por amplificecion  del DNA  pendmico, fue
secuenciado solamente de un lado, utilizando el primer M13 Ry, 5 clon
tiene un inserto de 425 bp y, al compararse con el clon Malfa?M1, se
observd que ademas de su tamano tienen diferente secuencia (Fig.21),
Aungue presentan alta similitud, especialmente en los extremos, la region
intermedia presenta grandes diferencias. Los extremos, en consecuencia,
muestran similitud con oaM de camardn y otras especies. Sin embargo, mas
andalisis y experimentos son necesarios para determinar si se trata de un
intron {ya que fue amplificado de DNA pendmico), o se trata de otra proteina
gue posee el grupo tiol Utidlizando los primers no depenerados, este

fragmento no pudo ser observado mediante reacciones de RT-PCR.
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Deteocidon de mRNA de la oM

Se sintetizo cDNA a partir de mRNA de hepatopancreas y hemocitos de
camarém blanco, para cada reaccion de irangcripoidn se usé la misma
concentraciin de mRNA. Utilizando primers no degenerados y especificos
para la ooM de camarén correspondientes a la region tiol y la region 60 se
hicieron PCRs teniéndose como temiplados losd ¢INA sintetizados. Como se
puede ver en la Figura 22, la sefal de hemocitos es mas intensa v cs
directamente proporcional a la concentracion de templado. Lo que nos
estaria indicando que este organo podria ser el principal organo de sintesis
de w:M. Aunque en hepatopancreas se tuvo una ligera amplificacion Ia
sefial Mie Ja misma al usar 50 y 500 ng de templado (Migura 18, carril 1 y 2},
Ademas es importante sefalar que este organo estd muy indgado y la sefal
podria deberse a mRNA de los hemocitos que se encuentran presente
cuando se obtiene el hepalopancreas. Por o que es posible que el

hepatopdncreas no sintetice oM o que la sintesis sea muy baja.

Este resultado coinciden con Jo reportado para Limuwlus donde por analisis
de RT-PCR de mRNA de diferentes tejidos demuestran que la agM solo se
expresa en hemocitos y no en otros drganos come el hepatopancreas (waki
y cols. , 1996). También en P leniusculus, mediante microscopia electronica
utilizando anticuerpos acoplados & org, se demostrd que la oM se sintetiza

en los hemocitos y no en otros tejidos (Liang y cols, , 1992),
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Figara 22:  Deteccion  del mRNA  en  hemocitos y
hepatopancreas  de  la oaM, Los fragmentos fueron
amplificados por PCR, analizados por geles de agarosa al
1.5% y tehdidos con bromuro de etidio. Carril 1,2 cDNA
hepatopancreas, Carril 3,48 ¢DNA de hemocitos. Carril 6
DNA gentmico. Los oligonucledtidos utilizados fueron Thiol
ND F ¥ Rep 60 ND Ry,

Posibilidad de uso como marcadores de especie

Los oligonuclestidos (Tiol Fy Reg 60 Ry ) correspondiente a la region tiol y
region 60 se utilizaron para amplificar DNA genémico de camarén blanco (P,
vannamer), cafe (P, californiensis) y azul (P. stylirostris). Se utilizaron 500 ng
PINA, en las condiciones descritas en la metodologia, incluyendo los
controles, En la Figura 23 se puede observar gque, interesantemente, los
patrones de bundas obtenidos en las tres especies fueron diferentes. Como
se¢ habia encontrado anteriormente, para el carmaron blanco se detectaron
dos bandaz (338 y 450 ph); en el camarén azul se aprecian las dos mismas

bandas aungue la de 338 pb estd ligeramente disminuida, Por su parte, en

6N



el camardn calé se encontraron dos bandas con tamafios totalmente

diferentes (600 y 900 phy).

Este resultado se confirmo haciendo el PCR a una mayor astringencia (55,
58, 62°C), permitiedo proponer gue el uso de primers en las regiones
conservadas de la opM, utilizando DNA gendmico, como una herramienta
para diferenciar entre especies, Sin embargo, cuando se probaron en las
mismas condiciones, pero con o oligonuclestidos no degenerados, no fue
posible observar diferencias en el bandeo de los productos (Figura 24), lo
que indica gue similares, las secuencias de oM en los camarones no son

idénticas.
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Figura 23: Comparacion del fragmento obtenido por PCR

con los oligonucledtidos degenerados Thiol Fw y RegGd Ry,
al utilizar DNA gendmico de 3 sp. de camaron blanco (13},
calé {C} y azul {(A). F, reaccion solo con el oligonucledtido
sentido, B reaccion solo con cl oligonucledtido antisentido
Se usaron 500 ng de DNA genomico, Gel de agarosa al 1%,
tenido con bromure de etidio, Los namereos indican los

pesos en Kb,
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CONCLUBION

El uso de diferentes  herramientas metodologicas ha  permitido el
conpeimiento de Ja estructura y funcivn de la oM del camaren blanco, Se
ha encontrado un método de purificacion basado en croma fografia e
afinidad por colorantes e hidrofobica, Se pudo determinar por electroforesis
y electrotransferencias, la presencia de subunidades Yy SsUs respectivos
tamanos, asi como de tener una muestra para determinar la secuencia de
amineacidos del extremo amino, La presencia de residuos sacaridos,
demostrada por reconocimiento por lectinas, permite indicar que la axM es

Lina glicoproteina.

El almacenamiento de Ja wuM pura en condiciones de baja salinidad
produce una inactivacion del inhibidor, Ja cual no es reversible. [l
tratamiento de la wM con metilamina, durante 24 horas jprodugo
incapacidad de inhibir proteinasas, La awM presenta un amplio rango de
inhibicion, ya que fue capaz de inhibir proteinasas tales como:

leucinaminopeptidasa, tripsina, quimotripsina, elastasa y papaina

La participacion de la «aM, en el sistema prolfQr del camarén, se demostro
utilizando todos los componentes previamente (EARPPO y la oaM) separados,
Lo enzima activadora fue aislada de Jos hemocitos utilizando una
cromatografia de afinidad a STI, en este aislado se obtuvieron 2 proteinasas
(20 y 30 kDa) ambas con actividad de proteasas. Basandose en el peso
molecular y en el hecho de que solo ésta sen capaz de activar a la proFQ, se
puede suponer que la EAPFO es Ja de 30 kDa ya que es mas parecido al
reportado en otras especies como Pavifustacus leniusculos (Wang y cols, |

2001}
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Utillizando oligonucledtidos depenerados disefiados a partir de secuencias
consense de Ja oM descritas en otras especies se amphilicd y secuencid la
region thiol de la oM de camaron blanco. 1 andlisis de las secuencias
nucleotidicas y la comparacion de lag secuencias  de  aaminodcidos
deducidas de otras especies, mostré que la wxM de camardn también
preseria la secuencia GCGEQ gue caracteriza a la familia de las oaMs,
Utilizando ¢DNA sintetizado por transcripeidn rveversa a partir de mRNA
tanto de hepatopancreas como de hemocitos, se observé una senal mayor
para el mBENA de  ozM en hemocitos, sugiriendo que éste es el drgano de

mayor sintesis de opM en comparacion con el hepatopancreas.
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L Introducijon

w2-Macroglobulin (u2M) has been defined as a
ubiquitous  high-molecular  weight  proteinase
hibilor, Although most of the biochemical
studies have been done wilh human @2M, this
protein has been detected in mammals, birds,
vepliles, amphibians and (ishes. The «2M has
also been identified and characterized in insects
1] and mollusk [2, 3] as well as crustaceans
including freshwater crayfish [4, 4], tobster (6],
and horseshoe crab [7, 8],

Active-sile  proteinase inhibitors usually are
reactive against a limited varisty of enzymos;
however, 0.2M is nolably promiscuous, reacting
with members of all elasses of proteases [8-10].
In addition, «2M does not block the catalytic
sile, but physically traps the proteinases inside a
pocket or cape and stevically restricts  the
substrates access. Moleeules small enough 1
diffuse into the cage are actively hydrolyzed,
whercas Tor furge proteing the access to the
active sile I8 restricted and are thus, protected
from degradation,

The molecular trap model was proposed by
Barrett and Starkey [11], and postulates that the
proteinises cleave one or more sensitive peplide
bonds located in a defined “bait™ region of the
02M  molecule  [1E 121 This leads 1o
conformational changes of the w2M and {he
physical rapping of the proteinase within the
adM o cage, wilhout affecting the proteinase

catalytie site. Afler binding and entrapment of

the proteinase, a receplor recognilion site is
exposed , which permits the clearance of the
aiM-proteinase complex from the circulatory
system  followed by degradation. Blood cells
appedr 10 be involved in this process [12].
Evidence for the conformational change of (2M
upon  proteinase  binding  or  methylumine
modification derives from clectron microscopy
[14], el clectrophoresis  [15],  analytical

ahtracentnfigation [16] and civeular dichroism
[17] analyses,

Althouph most of the brochemical studies have
focused on huwman a2M, its role in immunity
and the importance of regulation of proteolysis
i inverlebrates may have particular impertance
[18]. Several proteinases are involved in the
netivation of the cougulation process [19.21)
and the prophenoloxidase sctivation system [22.
25] v arthropods. Thus, proteinase inhibitors
are required 1o control the proteinases activity in
physiological range amd to avoid tissue damage,
w2M has been purified from some crustaceans
{4-0], bul not from marine penacids, In this
paper  we  report the  purification and
chavacterization of a2M from the Pacific white
shrimp, Penacus (=Litopenacus) vannine .

2o Materials and Methods

Hemobymph cotlection

Intermoll white shirimp (Penacus  vannumei)
were  obtained  from a4 commercial farm
{(Agualarvas, Son, Mexico) and kept in acratied
seawider (30 ppt). The  hemolymph  was
withdrawn from the ventral sinus localed at the
base of the first abdominal repion, into two
volumes o precooled  shiimp  anticoaguilam
solution [20]. The hemoeytes were inmediately
separated  fromy plasma by centrifupation al
BO0xg for 10 min at 4°C,

Purilicalion of white shrimp g2

Cell-free plasma (10 ml) was dialyzed overnight
agatnst 50 mM Tris (pl 8) and centrifuged at
FOO000x for 5 nun o oat 4°C 1o chimbile
precipitated  proteins, The  supermatant was
applicd 1o a Blue-Sepharose column (10 mil)
previously equilibrated with 50 mM Tris (pH 8),
The flow through a2M-contatning lraclions was
concentrated by ultrafiltration in an YM- 100



membrane (Amicon) w0 6.5 mp/mb. The sumple
saltnity was adjusted 1o 3 M NaCl and applied
to & L-ml Phenyl-Sepharose column (High Trap,
Pharmacia), previously equilibrated with 3 M
NaCL Bound proteins were eluled using a linear
sradient of NaCl (from 3 10 0 M), Fractions
were analyzed for oM activity and purity
confirmed by PAGE; those containing o2M
were pooted and used Tor further experiments.
Molecular weight was  determined by el
fliration it a 100-mb 3o pelAS  column
calibrated with 0.2 M de NaCE 50 mM Tris (1
8) and wsing gelb ration stundardy (Bio-Rad,
PaEI9GL): Bovine  thyroplobulin (670 ki),
bovine gammaglobulin (158 kDa), Ovoalbumin
(44 kDa), horse myoplobin (17 kDa) and
Vitamin 312 (1.3 kD),

Polvacrylamide gel eleetrophoresis

Analytical SDS-PAGE was performed using 6%
hemogencous polyscrylamide gels in a Mind
Protean 11 systeny (Bio-Rad) under reducing or
non-reducing  conditions  [27). For reducing
conditions, either 2-mercaptoethanol (2ME) or
dithipthreitol (DTT) was used. The gels were
run using Tris-plycine buffer (25 mM Tris, 192
mM glycine, 0.4% SIS, pH 8.3) and stained
either with a 0.1% Coomassic Brilliant Blue R
230 solutiony or silver stain [28],

Antibodies and Jecting recopnilion

Alter separation by SDS-PAGE, the proteing
were electrotransforred 10 8 PVDE membrane
(Immaobilon B, Millipore), by soaking the gel in
transfer buller (25 mM Tris, 190 mM glycine,
20%  melhanol) using « Mini Protean 1l
Transhiot System (200 mA/05 min). For
Western blotting, the membrane was blocked

and incubated  with rabbit anti-human  a2M
antibodies  (Sigma, Cal.  M-1893)  diluied

L5000, Tor 2 h. After washing three times with
PIS-Tween (137 mM NaCl 2.7 mM KO, 10
mM  NaZHPO4, 1.7 mM KH2PO4, 0.08%

Tween, plf 7.2), the membrane was incubated
with peroxiduse-conjugated anti-srabbit 10 for
1.5 b Detection was performed with 0,02 mM
J 3 N-diaminobenzidine 291 For  lectin
recognition, wfler blocking the membrane was
incubated with 10 pg/ml biotinylated Jecting
(Picree} Bom: jack bean (Concanavaling &),
Pisum sativam (PSA), peanul (PNA), wheal
germ {WGA), soybean (SBA), homse pram
(IDBA) and castor bean (RCA), Afler washing,
the reaction with (he lecting was detected by
using avidin-peroxidise and 33N
dinminobenzidine s substrale,

N-Terminal sequence

Purtfied shrimp a2M was reduced with 2ME,
The sumple was run in 5% SDS-PAGE and
clectrotransforred o 045 pm Immobilon P
pembrane. The membrane was stained with
0.1% Coomagsic Brilliant Blue R 250 and
washed oxtensively with distilled  water, N.
terminal sequence determination was perlormed
by the  University  of  Californis,  Davis
(Molecular Structure Facitity).

g2-Macroplobulin activity assay

M oaclivity was measured ina microplate by
incubating S0 pl of sample with 10 ul of
Fmg/ml trypsin for 15 nun at 37°C After the
ieubation, 10 pl of 2 mg/ml soybean trypsin
inhibitor (8T1) were added and inewbated for 10
min at 37°C. Finally, 100 pb of 1 mygiml
BAPNA (N-Benzoyb-DE-arginine-p-
mitroanilide) in Tris 50 mM, pll 8, were added
and icobated 2 1 at A7°C, Optical density af
415 nm was recorded mnd activity caleulated ag
poool rypsin trapped by a2M, using
commercial  trypsin (Stpma Chem, Co) as
reforence,



Inliibitory sssays

Shrimp wIM proteinase inhibitory activity was
examined  using  Jeucine  amino  peplidase,
rypsi, chymotrypsin,  clastase and  papain
(3ipma Chem, Co). w«2M (100 ub)  was
ieubated with 100 pd (2 U in 50 mM Tris, pH
70) of proteinase for 30 min a 22°C, Allerward,
0.4 ml of 0.5% azoalbumin, in 50 mM Tris (pH
8), were added and incubated T ohoat 37
Adding 0.5 ml of 10% tichloreacetic acid
stopped the reaction and the absorbance al 366
tmoof the supernatanl was  measured  aller
centrifugation for 15 min, at 12,000xp,

Methylamine imcubation

Shrimp a2M (0.6 /100 uh) was incubated at
22°C with 200 mM methylamine in 100 mM

3. Results and Discussion

(2 is a plasmi protem that has been detected in
all studied animals. 111 8 non-specific inhibitor
for all lypes of proteinases usging a singpular
mechunism, a2M forms o cage and physically

entraps the profeinase avoiding proteolysis of

large substrates but nol small ones, This property
15 used to determine its presence in hiological
fluids where the w2M activity is reforred as the
activity of trapped trypsin against BAPNA, Bused
on the method described by [32], a miniaturized
method was amplemented in order to minimize
the required sample volume.

The shoimp hemolymph was collecled in an
apticoagulant solution having the same ionic il
osmotic  vajues of shrimp  hemolymph,  This

prevents the cellular activation and the release of

proteins fiom hemwocytes [26]. The plasma was
diatyred w equitibrate it with the initial bulfer for
dye alfinity chromalography. In this process, o
precipitate containing mainly the bela glucan

Tris butler (p 8) for |, 4, 16 or 24 K The
capability of the shrimp u2M o protect trypsin
was determined  with BAPNA, as  desceriboed
above,

Circular dhebroism. of a2

CI spectra were acquired in a Jaseo 700 CD
spectrophotopolarimeter using l-om path-
tength cells in the Tar-UY range (183200
i), previously calibrated with
{t)-10-canphiorsulphonic  acid, The CD
spectra were recordid al 25°C, every 1.0 nm
with a 2-5 averaging time/point and o | nm
Band-pass, Averaged speclra were corrected
for the blank and smoothed, Secondary
strueiure content was deternvined by analysis

dlgorithim [30, 31]

binding protein (BGBP) [33] was observed,
BOGBE s a relatively abundant plasma protein and
it 15 practically eliminated from plasma by
dialysis [33].

Dialyzed and centrifugation-clarified plasma was
applied w0 the Blue-Sepharose column, Although
most a2M activity and hemocyanin (the most
abundant  shrimp  plasma protein)  were  not
retadned i the colunm, other proteins including
clotting protein (CP) were separated (Fig b A),
Tls was an important step sinee CP s also u
Jarge dimeric protein [34-36] with size similar o
a2M. The alM-rich Tractions were pooled and
concentrated by ultralilation wsing o 100-kDh
cutoll mombrane, Tn this process the bufler was
changed to 3 M NaCl, 100 mM Tris (pH 8), and
the sample was applied to a Phenyl-Sepharose
column, o2M interacted strongly with the matrix,
ghiting at the end of the NaCl eradient as o
unigue protein as demonstrated by PAGE (g
113), while other proteins, mainly hemwocyanin,
were elinnipated during the waslung step,
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Figure 1; Elution profiles of shrimp a2M. (A) Bloe-Sepharose column, Dinlyzed plasma (10 ml) was
applicd oo 10 ml - column, (B) Phenyb-Sepharose  column: a2M-containing  fractions  {rom
Blue-Sepharose were pooled, equilibrated with initial bufler and applicd o the column, Collected
[ractions were analyzed by SDS-PAGE and o 2M activity,

After dialysts and two cliromadographic steps,
00 pg of pure w2M were obtained from 10 m!
of sheimp plasma, Shrimp o2M  showed 3
relative molecular weight of 400 kDa by pel
Mration i Bio-ASM  colunmn in native
conditions (dala not shown) and 380 kDDa by
SDS-PAGE  (4-15%  gel). However, under
reducing conditions using either 2ME or DT,
shrimp o2M was dissociated in four main
bands (180, 110, 95 and 86 kDa). Conversely,
when oM was incubated  with 200 M
methylamine before reduction, a unigie band

of 180 kDa was detected by SDS PAGE (Fig,
2). Similar fragmentation produced by heat
freadiment has also buen observed in eraylish
o2M, where the 190-kEx subunit 15 vlenved to
fragments of 00 and 140 kDa and (his cleavage
coudd be prevented by prior treatment with
methylamine (4], This could be explained as a
peptide-bond rupture at the thiol ester when
u2M s incubated in SDS-PAGE reducing
sample buller under mild deaturing conditions
|15, 37, 38].
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Figure 2: Electrophoretic analysis. SDS-PAGE was performed on 5% gels. M molecular weight markers

thiDa). Lane 1, shrimp a2M, Lane 2, shrimp a2M reduced with 2MI Lane 3, @2M treated with TME

previousty meubated with 200 mM methylamine,

The N-terminal amino acid sequence of the
IRO-kL  subunit,  separated by reducing
SA-PAGE  and  clectrotransfored o
Immobilon P, was deterntined. Ten amino acids
were identified and they are similar (o other
vertebrate @2M N-terminal sequences (Fig,
3 40% identity o Limulus [8], and ~20% (o

From Phenyl-Sepharose chromatography, a2
was  recovered ino overy  low sall solalion,
compared to the shrimp hemolymph salinity,
which is equivalent to 450 mM NaCl [24],
Storing of purified sheimp o2M in low salinily
solution resulted in foss ol activity, Addition ol
BSA (I mg/mb) did nol  prevent  this
nractivation; however, storing the ol2M at

fcifastacus [4] and Astacus |5 w2Ms, in
agreement e the low known conservation in
this region for w2M [8]. Notably, and despile
this Jow conservation, alignment with human
oMO[I0] reveals also 3 residues in similar
positions.

Salinities similar to shrimp plasma, the activity
remained considerable more sfable (Figd A).
Since the Joss o activity s irreversible,
apparently the low salinily permits o show
hydrolysis of the thiolester bond as well as
polymwerizalion  through  newly  formed
disulphide bridges, provoking its inactivation
[39].
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Other featwre of the @2M family is the
sensibility to methylamine, Purified  shrimp
M owas incubated different times (1, 4, 12
and 24 hours) with 200 mM  methylamine
before testing its teypsin-mrest ability, Alter 4
h, the w2M ability was inhibited 50% (Fig. 4 13)
and after 24 b shrimp a2M was wnable to arrest
trypsin, In general, the reaction of u2M with
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methylamine s stow, but variations can be
observed among a2Ms of different origing
[39]. For example, the Riomphalorin o2M
trypsin arrest ability is inhibited $9% afler 6
incubation with methylanine [40], bt the
Astacus 2M requires 98 io be inlibited 85,
[3].

100 o (@)
] —
TV
GO - 1
'I
A0 -
20 - }
L ]\
{ J I T Y f f Y A
O 4 8 12 16 20 24
Time (h)

Figure d: Reduction of shrimp o2M 0 nrvest trypsin setivity. (A) By fow salinity: The snmples were
incubited al d°Cand the aclivity of a2M determined every 24 b, (133 By methylimine: Samples were
mcubated with 200 mM methylamine and the a2M protecting activity montored.



The fragments produced by reduction with
IME were immobilized in PYDE membrase
and incubated with anti-human a2M aniibodics
and biotinylated lecting, Both amibodies and
leeting strongly recopnized 3 fragments, 116,
95 and §6-kDa, (data not shown), since 2M )3
reduction  provoked  fragmentation  of  the

subunit, remaining only a minwle amoum of

this pelypeptide, the signal Tor the 180.kDa
band wus very faint, Antibodies recognition
indicates thal the shrimp a2M shares several
structural similar epitopes with the human
counterpart despite  the  differences in the
number of subunits and other features {4, 5, 7).
Vertehrate and invertebrale known u2M have
similar function, mechasism and very well
conserved primary sequences b the bajl, thiol,
and receptor-biding region [8, 41, The lecting
PSA and WOA were capable of inferacting
with the shrimp w2M, indicating that mannose
and  Peualaclose  are  presents  in s
glycoprotein, Although in Limulus a2M only
mannose has been reported (8], it s clear that
udM contatng a saccharide moiety tun can
comprise up W 20% of s mass, as found in the
snail  Helix pomatia, {2], the crayfish P,
leniusculus, [4] and soft tick Omithodoros
moubata [42] proteins.

Shrimp o2M is a mainly beta-sheel structure in
its mative structure (Figure 3). Shrimp a2M CD
data was analyzed with the SELCON algorithm
and data i the literalure has been analyzed
with other ntethods; nevertheless, features suels
as 0 minima around 218 nm are reported for
bovine, chicken and frog v2M, an indication of
similir beta-sheet content in the proteins |
Similarly, a single trough wl approximately 215
nm in other w2M, is reported for the green
turtle (Chelonia mydas japonica) [43), bovine
(44, 457, human [40] and the horseshoe cral
(Limulus polyphemus) {44]. Shrimp c2M CD
wis most similar to the rog Rana pipicns
sheip w2M, indieating 36% and 33% ol bata-
sheet structures, respectively, and coinciding
also in the alpha-helix content with 9% and
F1%, correspondingly 1o shrimp and frop o2Ms
[47]. Due o the apparent conservation of
secondary structure content, it is likely that
shrimp a2M may also present a conformaional
change due to profeinase binding, Althouyh
imporant differenees exist between
mammalian and invertebrate a2Ms, 2 connnon
feature scems o be the bait mechanism and the
conformational shift associnted 1o the thiol
reaction. a2Ms remains as a paradigm for
establishing  structure-function  relationships,
due its diverse subunit composition and spatial
arrangement of subunits, as studied by electron
microseopy [see for example 43],

Fable It Inhibitory effeet of the shrimp a2M on different proteinases. Azoalbumin was used as substrsle
and A300nm was measured in a microplate reader. Average 4 standard error (n=3),

Enzyme

Without oM

_With apM_

Leucing A.miﬁc‘:]w;"ﬂid;t.&:c 045 4: 0.02

Trypsin b0 4003
Chymotrypsin 0,83 4 0.006
Plastase .62 140,03

Papain 110 4 0.09

0,02 4 (L0
(.09 4 0.0
(124001
0,03 2 0.0
U205 0,09




Trapping and elearance of proteinases are well.
characterized functions of w2M, The purified
shrimp a2M was capable of arresting all lested
proteinases (Table 1), reducing their catalylic
action on azoalbumin up to Q0% The extensive
spectrum: of mbibition is distinctive for a2m
fumily members and, besides W vertebrates,
this hus been reported in crustaccans, as
Astacus [5] as well as in maollusks, as Octopus
[3} and Biomphalaria glabrata [42], Proteinase
bapping beging by a proteolytic cleavage af the

oM badt region that is rich in Lys, Arg and
Phe and containg susceptible scquences for
endopeptidases,  Mowever, reduction ol the
teucing aminopeplidase activity can not be
explained a5 a proteolytic attack 10 the bail
region because this enzyme hydrolyzes peptide
bonds  wdjacent o 8 free amine  proup,
Considering that leucine aminopeptidase has
thiolesterase activity, the interaction with ¢ 2M
could be through o direct attack to this
charnetenistic proup,
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Figure 5: Far UV ciresdar dichroism spectra of the shrimp w2M protein,

aZM iz 8 plasma plycoprotein that arrests
proteinases avoiding the degradation of host
protein and rermoving them Oom cireulation.
This unique mechanism has been demonsiraled
in shrimp cc2M, although a direct participation
in physiological process like proPO activating
system remains to be investigated. Mos

characteristies are shurcd with other member of

the w2M family, bt some particularities are
noted by shrimp a2M. For example, this is the
first report about the mstability produced by

low salinity and this may be explained as an
adaptation necessary Tor a plasma protein from
a marine organism, Whather a shrimp a2M-
receptor binding sile exists and its relation to a
clearance wechanism in maring decapods s
sl unknown, bul smay be an important
component of the innate humoral system ol
nrarine invertebrates.
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