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INTRODUCCION.

~‘Antecedentes y Panorama,

" Dentro de la explotacién de los recursos

marinos, la captura y comercializacion del
camarén es una de las actividades econ6micas
més rentables. En nuestro pais, el volumen
promedio anual manejado en los dltimos aios
se ha mantenido en 75,000 toneladas, De igual
modo, la exportaciones mexicanas de éste
recurso no han sufrido modificaciones impor-
tantes, prevaleciendo las 35,000 toneladas
anuales, que significan para México un ingreso
de divisas alrededor de 400,000 ddélares por
ano.

Nuestro principal mercado, los Estados
Unidos, sigue demandando este recurso como
se demuestra por el incremento en sus impor-
taciones de 60,782 toneladas en 1982, 116,799
en 1986 y casi las 200,000 en 1990, Sin embar-
go, México se ha mantenido con un promedio
de 35,000 toneladas puestas en el mercado es-
tadounidense, lo que significa haber pasado del
56.8% de participacién en 1980, al 28.9% en
1986. Es importante sefalar que los otros
paises participantes de las importaciones esta-
dounidenses mantienen un programa activo de
cultivo del camardn, lo que les ha permitido
aventajar al nuestro en el mercado del pais ve-
cino. La saturacion de la capacidad de la flota
camaronera y el atractivo mercado norteame-
ricano estdn estimulando en México el cultivo
del camarén, perfildndose como una actividad
productiva de gran importancia econémica.

I.a contraparte radica en que el cultivo de
camarén es una actividad de alto riesgo debi-
do, fundamentalmente, a la aparicién y disemi-
nacién de enfermedades que llegan a afectar
seriamente la produccién. Aunque mucho se
ha avanzado en el conocimiento de los paré-
metros ambientales de los cultivos y en la
identificacion de organismos que los afectan, la
presencia de padecimientos infecciosos sigue
siendo un problema en acuacultura debido a la

ausencia de metodologia para un diagnostico
temprano y de tratamientos eficientes. En la
actualidad, los sistemas de vigilancia del con-
tenido bidtico del cultivo se fundamentan en el
andlisis cualitativo y cuantitativo de los posi-
bles patogenos, ya sea en el cuerpo de agua, en
el cuerpo del animal o en ambos. Los proto-
colos incluyen, ademas del muestreo del agua,
el diagndstico macroscépico, sacrificio y, de ser
necesario, la toma de muestras de Jas lesiones.
Desafortunadamente, cuando se detecta un
animal infectado, es probable que parte de la
poblacion cultivada ya estd afectada.

En los cultivos intensivos, el desarrollo y la
transmision de patdgenos es altamente peligro-
sa [1, 2] debido a la alta densidad de pobla-
cién, por lo que es necesario el reconocimien-
to, la prevencidn y el tratamiento temprano de
muchas enfermedades contagiosas, Debe sefa-
larse que en cultivos intensivas, ¢l conocimien-
to de los padecimientos, su etiologfa, forma de
transmision, diagndstico y tratamiento tempra-
nos, se traducen en incentivos econémicos ya
que permiten mantener las enfermedades bajo
control {3, 4].

El control del nimero de microorganismos,
ademds del uso de antibiéticos (5], se basa en
la regulacion de las caracterfsticas del agua.
Esta metodologfa, si bien puede controlar par-
cial y momentdneamente el problema infeccio-
50, no permite conocer la condicién de salud

de la poblaci6n cultivada y nuevos cuadros in-
fecciosos podrfan presentarse, Por otra parte,
la deteccién de pat6genocs en el estanque no -

implica necesariamente que se vaya a estable-
cer un proceso infeccioso, Muchas infecciones,

principalmente de origen bacteriano, son de -

etiologfa secundaria y concurren en sfndromes

como: deficiencia de 4cido ascérbico, toxinas,

heridas y estrés extremo [6, 7]. Adicional-
mente, algunos microorganismos considerados

epicomensales pueden llegar a causar serios
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padecimientos en cultivos cuando el estado de
salud de los camarones no es adecuado (8, 9].

De este modo, parece ser que el estableci-
miento de un cuadro infeccioso en el cultivo
no se debe dnicamente a un incremento numé-
rico de los patGgenos, sino que es altamente
dependiente de la condici6n fisiol6gica de los
animales, Ademds, cuando se implementa un
tratarniento para disminuir el namero de paté-
genos, generalmente se modifican también las
caracterfsticas fisica y quimicas del estanque y
la conducta de la biota total del estanque. Esto
implica que ademds se modifique la condicion
fisiologica de los camarones [10, 11], lo cual
puede reflejarse en la disminucion del creci-
miento, estrés y muda [12, 13], impactando
directamente ¢n la productividad.

Hasta la fecha no se conoce una metodolo-
gia precisa capaz de definir el estado de sus-
ceptibilidad de los camarones hacia las infec-
ciones. De poderse desarrollar se tendrfa la
ventaja de regular paulatinamente las condi-
ciones del estanque, evitando el estrés de los
animales y la aparicién de la enfermedad,

El primer paso para llegar a un diagnéstico
rdpido, preciso y oportuno es, sin lugar a
dudas, la determinacion de aquellos com-
ponentes del sistema de defensa de los
camarones que pudieran verse modificados por
la presencia de patogenos 6 aquellos que al
afectarse en sus niveles y/o actividad permitan
el establecimiento de una infeccién. En lo que
se refiere a los camarones y en especial al
camardn café (Penacus californiensis) no existe
informacién sobre los elementos que partici-
pan en los mecanismos de defensa. Es por eso
que, apoyindose en los antecedentes reporta-
dos para otras especies de invertebrados y en
el contexto de la inmunidad de invertebrados,
el presente trabajo describe los elementos que,
por sus caracterfsticas, permiten suponer que
participan en los mecanismos de defensa de los
camarones. Por ello, se recopilan y revisan los
antecedentes sobre la inmunidad de inverte-

brados, las lectinas, el sistema fenoloxidasa y
las células con actividad fagocitica. :

Inmunidad de Invertebrados.

El término "inmunidad de invertebrados" de-
berd de ser utilizado, y entendido, en un sen-
tido mas amplio, ya que no necesariamente in-
volucra memoria especifica, acelerado rechazo
de un segundo implante, o un marcado incre-
mento de la concentracién de algin compo-
nente sérico, bajo un estimulo, como ha sido
detectado en los vertebrados, Comparado con
¢l sistema inmune de los mamiferos, el sistema
protector de los invertebrados parece ser pri-
mitivo debido a pérdida de diversidad en espe-
cificidad quimica y reacciones con epitopes,
ausencia de inmunoglobulinas y memoria rela-
tivamente de corto tiempo. Sin embargo, en
forma general deberd de hablarse de que un
organismo posee sistema inmune si es capaz de
establecer una respuesta protectora en contra
de agentes extranos como: virus, bacterias,
pardsitos, células envejecidas o duiadas.

Ademds, al discutir los mecanismos de
defensa de invertebrados, debe considerarse la
diversidad que poseen estos grupos de anima-
les y sus relaciones filogenéticas, ya que dentro
de los invertebrados se incluyen una gran
variedad de especies animales, desde los proto-
zoarios unicelulares a los mds complejos equi-
nodermos y protocordatos. Por ejemplo la
cacerola de mar (Limulus) y la cucaracha
(Periplancta), aunque ambos son-artropodos,
posiblemente estén separados evolutivamente
igual 6 mas que los peces y los mamiferos. Asf,
las observaciones aplicables para una especie,
no necesariamente son aplicables para la otra.
Por otra parte, aunque algunos invertebrados
actuales poseen mecanismos protectores utili-
zados por sus ancestros, muchos organismos
tienen sistemas que difieren del original por
las modificaciones adquiridas y que varfan de
acuerdo a la historia natural de cada especie
animal. Ademads, la posibilidad de evolucién
convergente no deberd ser perdida de vista,
por lo que las sugerencias de homologfa, en
ausencia de datos genéticos, son muy arriesga-

<2-
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- das. Por otro lado, sin embargo, existen ciertos

fendmenos y/o componentes, como son las
células fagociticas, que parecen ser conser-
vados a través de la evolucion y estdn presen-
tes en todos los organismos vertebrados e in-
vertebrados.

Aun cuando es posible encontrar antes de
1980 literatura en donde se refiere y analiza la
"inmunidad de invertebrados" [14), el término
y su validez segufan siendo discutidos [15]. Sin
cmbargo, a partir de 1983-1985, el término,
concepto y existencia de un sistema inmune en
los invertebrados es totalmente aceptado, revi-
sado y explicado en diversas dreas [16-33]. Asi,
a partir de estas fechas el reconocimiento de la
importancia de la inmunidad de invertebrados
se ha incrementado y su estudio se ha estimu-
lado debido a dos razones fundamentales: La
primera involucra un interés puramente cientf-
fico, ya que los invertebrados comprenden el
95% de todas las especies conocidas en el
reino animal, por lo que muchos trabajos estdn
encaminados a la posibilidad de descubrir
nuevos mecanismos de defensa, ain no detec-
tados en los sistemas inmunolégicos de verte-
brados. Ademds, el entender los sistemas de
defensa de estos animales "simples” puede pro-
porcionar bases para conocer el origen de la

~inmunidad de vertebrados y llegar a unificar

conceptos para la inmunologfa.

La segunda incluye aspectos mas practicos,
como son: el control de p!agas, transmision de
enfermedades y los cultivos comerciales. Nu-
merosos invertebrados, pero especialmente un
gran nimero de las 750,000 especies conocidas
de insectos, compiten con e! hombre por sus
productos agrfcolas, forestales y animales.
Muchas especies estdn llegando a ser resisten-
tes a pesticidas quimicos, algunos de los cuales
se acumulan en niveles superiores de la cadena
alimenticia. Por ello, y por la dificultad de
desarrollar nuevos pesticidas debido a los altos
costos de escalamiento, se ha propiciado el
desarrollo del control microbioldgico. Es aquf
donde los estudios sobre mecanismos inmuno-
l6gicos de invertebrados han tomado un nuevo
significado, ya que, el conocimiento de la rela-

cién pardsito/invertebrado, ayudarfa a la opti-
mizacién en el uso de los agentes de control
bioldgico. En el caso de los invertebrados que
act@lan como vectores de enfermedades (p.c.,
tripanosomiasis, malaria, oncocercosis y esquis-
tosomiasis), donde los pardsitos invaden y se
multiplican sin provocar en el vector una res-
puesta inmune efectiva o enfermedad aparen-
te, el conocimiento del sistema inmune de
estos organismos es fundamental, Por dltimo,
muchos invertebrados incluyendo los moluscos
y crusticeos estdn siendo cultivados y un en-
tendimiento de los mecanismos de defensa del
huésped ayudarfa a evitar la aparicion de en-
fermedades que pueden ocurrir durante su cul-
livo, como es el caso del camardon,

El estudio de la inmunidad de invertebrados,
sin embargo, se habia visto dificultado por con-
siderar a los organismos y a sus mecanismos de
defensa de poca importancia, debido a la corta
vida media, a la alta capacidad reproductora
de éstos animales y por quererlos ver como
una segunda clase de vertebrados e interpretar
sus mecanismos de defensa en términos de in-
munidad de vertebhrados. Ademds, se encuen-
tran las dificultades técnicas y metoddlogicas
propias para su estudio, ya que debido a la
gran diversidad de invertebrados, no debe ser
sorpresa encontrar aiguna variacion considera-
ble en el potencial inmunoldgico de éstos

‘animales, y deben tomarse precauciones en los

intentos para generalizar el trabujo realizado
sobre algunas especies.

Centrando la atencién en los artrépodos, se
han descrito algunos componentes que par-
ticipan en su sistema de defensa, En algunos
casos, estos componentes presentan diferencias
en sus formas y caracterfsticas, sin embargo
mantienen una funcidn similar, Para facilitar su
comprension y poder explicar su participacién
en los sistemas inmunes de los invertebrados,
en las siguientes secciones se describe lo mas
sobresaliente de las aglutininas séricas o lecti-
nas, el sistema fenoloxidasa y las células fago-
citicas, haciendo énfasis, de acuerdo a la infor-
macién viable, en los crusticeos.

-3



introduccion

Las Lectinas,

Las lectinas, también lamadas aglutininas o
hemaglutininas, son protefnas polivalentes de
origen animal o vegetal que se unen en forma
especifica y reversiblemente a carbohidratos
[34-37), por lo que son capaces de precipitar
glicoconjugados y aglutinar eritrocitos, bacte-
rias y otras células que tengan la complemen-
taridad requerida [37}. La unién es establizada
por la hidrofobicidad, interaccion de cargas y
union multivalente [37]. Estas protefnas han
sido herramientas importantes en el estudio de
glicoproteinas de la superficie celular y de sus
madificaciones durante la  diferenciacion y
transformacion maligng [35]. Las lectinas han
sido detectadas en extractos o fluidos por
hemaglutinacion y su especificidad demostrada
por inhibicion con carbohidratos.

Las primeras lectinas descritas son de origen
vegetal, pero desde hace varias décadas se ban
detectado, y estudiado, lectinas presentes en i
hemolinfa y extracto tisulares de animales in-
vertebrados [38]. En algunos casos, solamente
se ha detectado una lecting, mientras que en
otros parecen existir varias entidades molecu-
lares diferenciables por su estructura y/o espe-
cificidad [39]. Aunque lu funcion exacta de Jas

~lectinas de invertebrados no se conoce, la pre-

sencia de estas proteings, tanto en el suero [40)]
como en la superficie de las células fagociticas
[41] ha sugerido que éstas moléeulas tienen un
papel importante en los sistemas de defensa
[16-21, 41, 42), a falta de una respuesta humo-
ral caracterizada por inmunoglobulinas, Las

- apglutininas de los invertebrados por ser, cuan-

do menos, divalentes tienen la capacidad de
precipitar moléculas, aglutinar células, bacte-
rias [43], virus [44] y protozoarios [45], facilitar
la fagocitosis [19], ya sea por opsonizacion, o
bien por localizarse en la superficie de hemo-
citos [20, 46, 47], reacciones similares que
efectian las inmunoglobulinas, ’

Ademis de su posible participacion en los
mecanismos de defensa, ampliamente revisado
[16-21, 28, 38, 39], las aglutininas en los inver-
tebrados se han visto involucradas en otros fe-

~ fas lectinas parece estar restringida a residuos

nomenos bioldgicos importantes, lo que ha
dificultado establer con precision su(s) fun-
cion(es). Sin embargo, es aceptado que estas
moléculas participan en tres tipos de eventos
[19, 48]: a) Reconocimiento de receptor, esen-
cial para ciertos fendmenos de agregacion
celular y para los mecanismos de fertilizacion
(interaccion  huevo-csperma); b) Reconoci-
miento y eliminacion  de  glicoconjugados
"viejos" o alterados, del propio organismo o de
ciertos simbiontes; y ¢) Defensa y destruccion
de moléculas, particulas y/o agentes extranos.

Pese a que lectinas de diferentes especies de
invertebrados han sido purificadas, no se ha
podido establecer una generalizacion sobre su
estructura, especificidid, mecanismo y otras
propiedades que podrian ayudar a comprender
el papel de éstas proteinas en los sistemas de
defensa. Esto se debe, principalmente, o la
gran diversidad que presentan en sus propieda-
des moleculares y especificidad. Por otro lado,
con frecuencia se ha reportado la presencia de
multiples fectinas en la hemolinta de los inver-
tebrados [38, 40, 42, 46, 49-57]} y, en algunos
casos, las diferencias no radican Ginicamente en
la especificidad y estructura, sino que ademils
muestran diferentes propiedades bioquimicas y
actividades biologicas [S8-61).

Aunque en forma andloga a las inmunoglo-
bufinas en los vertebrados, las aglutininas en

Hos invertebrados estan  involucradas en el

reconocimiento y la discriminacion de lo pro-
pio y lo extrailo [16-21, 38, 39, 41, 46, 47, 61,
62], diferencias importantes pueden ser defini-
das. Mientras que las inmunoglobulinas pre-
sentan una estructury molecular similar, en las
aglutininas de invertebrados no ha sido posible
enconlrar semejanzas que permitan hacer una
generalizacion sobre las propiedades molecula-
res de éstas protefnas. Por otro lado, a diferen-
cia de lus inmunoglobulinas, la especificidad de

sacdridos {38]. Sin embargo, uno de lns puntos
mas controversiales estd relacionado a la capa-

- cidad de induccion de la sintesis de las agluti-
- ninas, Aunque en algunos trabajos se han

reportado modificaciones en la actividad v/o

e
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concentracion de la lectina sérica por la pre-
sencia de agentes patogenos {63-65], o por
inoculacién de eritrocitos {66), 1a induccion o

estimulacion no ha sido posible en la mayoria

de 105 casos.

Por otro lado, si consideramos una analogia
funcional con los anticuerpos, se espera que la
aglutininas séricas de los invertebrados posean
otras propiedades bioldgicas que permitan la
eliminacion del agentes patogenos. Afortuna-
damente, las aglutininas séricas de los inverte-
brados ticnen un papel adicional en los siste-
mas de defensa relacionado con la fagocitosis a
través del fendmeno de opsonizacion.

Las interacciones entre la célula fagocitica
(hemocito) y un cuerpo extrano  estdn
mediadas por receptores, por lo que estas in-
teracciones dependen de lus reacciones entre
los componentes de superficie de los hemoci-
tos y las estructuras moleculares extranas, En
el cuso de los macrotagos de vertebrados se ha
determinado el papel de las glicoproteinas en
la union de bacterias a éstas células [67), y es
posible que las lectinas funcionen en forma si-
milar en el proceso de fagocitosis en inverte-
brados [20, 21].

La fagocitosis, junto con los factores humo-
rales, forman la primera linea de defensa una
vez iniciada la infeccion. Las células involucra-
das van desde las primitivas "limpiadoras” de
los acelomatos, hasta los mas especializados
amebocitos de los invertebrados superiores.
Los fagocitos de los invertebrados son capitces
de ingerir virus, bacterias, protozoarios y hon-
gos [68-70}. La ingestion depende, como en los
vertebrados, de las caracteristicas del agente

invasor, de factores ambientales (71] y de fac-

tores séricos de reconocimicnto [29).

Uno de los tendmenos que modifican la
fagocitosis es la opsonizacion. El término
opsonina es usado para denominar a factores
séricos que acttian sobre particulas o células
para incrementar su ingestion por las células

fagociticas. De ésta forma, la opsonizacion
proporciona una importante relacion entre los
mecanismos de defensa celular y humoral.
Mientras que en los vertebrados las sustancias
opsonizantes estdn representadas por los an-
ticuerpos y algunos factores del sistema del
complemento, en los invertebrados éste fend-
meno es realizado por las lectinas séricas y
productos del sistema profenoloxidasa (ver
mds adelante).

La estimulacion de la fagocitosis promovida
por las aglutininas como agentes opsonizantes
ocurre unicamente si la lectina puede unirse af
hemacito y a la célula blanco [72]. Esta esti-
mulacion de la fagocitosis por lectinas puede
ser inhibida por azicares especificos, demos-
trando que la interaccion prateina-carbohidra-
to estd involucrada en el mecanismo de reco-
nocimiento. Ademas, los carbahidratos presen-
tes en la superficie de los hemaocitos represen-
tan sitios receptores para las opsoninas a los
cuales ¢l complejo particula-opsonina puede
unirse {20].

Aunqgue las aglutininas  séricas tienen la

~capacidad de aglutinar, precipitar y facilitar la

fagocitosis de particulas extranas que aseguran
su participacion en el sistema de defensa de in-
vertebrados, faltan evidencia que expliquen el
mecanismo de reconocimiento, interaccion vy,
sobre todo, lu induccion de estas proteinas,

El Sistema Profenoloxidasa,

Dentro de las reacciones de defensa en in-
vertebrados, con frecuencia se observa melani-
zacion, La enzima involucrada en la sintesis
del pigmento de melanina es la fenoloxidasa
(E.C. L.10.3.1; o-difenol; oxigeno oxido-reduc-
tasa) la cual es capaz de oxidar los fenoles a
quinonas, que posteriormente polimerizan en
forma no enzimdtica a melanina. Este pigmen-
to, junto con sus intermediarios, tiene propic-
dades fungistdticas, y ha sido descrita en la
hemolinfa de artrépodos en forma de una pro-
enzima inactiva [73), con peso molecular de 80
Kda [74], llamada profenoloxidasa (proPQO).

-5-
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( Esquema de la activacion del sistema profencloxiiasa en crustaceos. (Ratcliffe y cols., [29]). )

El sistema activador de la proPO de artro-

‘podos probablemente constituye un sistema de

reconocimiento en estos animales [29, 75], el
cual, una vez activado, genera algunos factores
que involucran a los hemocitos para fa elimi-
nacion de material extraio [29, 76, 77]. De este
modo, ademas de su papel en la melanizacion,
el sistema proPO estd involucrado en algunas
reacciones celulares de defensa como son: la
fagocitosis, la formacion de nddulos [29], la
encapsulacion [29, 78], la adhesion [68, 79] y
locomocidn de hemocitos [80].

El sistema proPO es activado por proteasas
de serina, tanto en insectos [81-83] como en
crusticeos [84, 85]. A su vez, estas proteasas de
seriny, que se encuentran en forma inactiva en
los hemocitos, pueden ser activadas por la pre-
sencia de glucanos 3-1,3 de hongos {82, 86-89],
peptidoglicanos bacterianos (83] o lipopolisa-
cdrido (LPS) de bacterias gram negativas [29,
87, 90].

El conocimiento sobre la bioquimica de la
activacion de la proPO ha permitido aceptar la
participacion de éste sistema en la inmunidad
“de artrépodos. Se han encontrado una serie de

protefnas que intervienen en la activacion de la
proPO que desencadenan la llamada reaccion
en cascada. Un ejemplo es la glicoproteina de
91 Kda descrita en Blaberus craniifer la cual
estd involucrada en la activacion del sistema
proPO [91]. Esta proteina, por si misma no in-
duce la activacion del sistema, no muestra ac-
tividad aglutinante, de fenoloxidasa ni de pep-
tidasa y puede unirse a la laminarina [91].

Los Hemocitos,

Las células circulantes (hemocitos) de la
hemolinfa de los crustdceos parecen estar in-
volucradas en eventos fisiologicos importantes
como som: reparacion de heridas [92],
fagocitosis y encapsulamiento (70, 93], coagu-
lacién [94] y otras [revisado en 95], Sin embar-
g0, pese a los miltiples intentos, no ha sido
posible clasificar estas células y determinar fa
funcion de cada tipo. Desafortunadamente,
cada estudio ha utilizado diferentes criterios y
términos para definir a los diversos tipos de
hemocitos [96).

Utilizando el camardn Sicyonia ingentis como
un prototipo de crusticeo decipoda, se ha
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propuesto una clasificacion de los hemocitos,
la cual permite correlacionar morfologia
celular, citoquimica y tres funciones esenciales:
coagulacion, fagocitosis y encapsulamiento [97-
100]. Sin embargo, este esquema no ha podido
ser aplicado para todos los crustdceos.

Con la ayuda de la microscopia electronica,
se ha podido definir a una poblacién celular
que participa en el proceso de coagulacion,
denominadas células hialinas, debido a que no
poseen grinulos en su citoplasma. [99, 101},
Otra poblacion celular estd constitufda por
células largas que contienen numerosos granu-
los citoplasmiticos pequefios (04 um) o
grandes (0.8 um). Estas células no muestran
cambios durante la coagulacién, pero son capa-
ces de fagocitar bacterias y encapsular hifas de
hongos [100]. Se han observado diferencias
funcionales dentro de los hemocitos granula-
res, de acuerdo al tamano de sus grinulos, La
fagocitosis es principalmente llevada a cabo
por los hemocitos que contienen, ademas de
grénulos citoplasmiticos pequefos, enzimas
hidroliticas, como son: fosfatasa dcida, A-glucu-
ronidasa y esterasa [98). Por su parte, el encap-
sutamiento es iniciado por hemocitos de
granulos grandes y después se involucran las
células de grianulos pequenos [1(X)]. La fenol-
oxidasa, enzima involucrada en la melanizacion
det material encapsulado y posiblemente en el
reconocimiento de lo extrafo [80], es mas
abundante en lo hemocitos de grdnulos gran-
des que en aquellos de grénulos pequenos. En
contraste, las células hialinas, las cuales no
participan en la fagocitosis y encapsulamiento,
no tienen proPO y rara vez contienen fosfatasa
dcida [98]). Asl, 1a divisién de los hemaocitos de
tos decdpodos en dos grupos puede ser sos-
tenido por estudios morfol6gicos, citoqufmicos
y funcionales. ’

Objetivos.

Por todo lo anteriomente expuesto, al abor-
dar el estudio de los componentes del sistema
de defensa el camardn se considerd describir
al menos un componente humoral y uno celu-
lar. Las aglutininas (lectinas) séricas, fueron
seleccionadas como sujeto de estudio ya que
existen evidencias que las ubican como mo-
léculas responsables del reconocimiento de lo
propio y extrafo, participando en la elimina-
cion de patdgenos actuando como facilitadoras
(opsoninas) de la fagocitosis y por aglutinacién
directa. Por su parte, el componente celular
propuesto para su estudio se centrd en aquel-
las células circulantes con capacidad fagocitica
y en determinar si éste fenémeno puede ser
estimulado por componentes séricos (i agluti-
nina, por ejemplo). :

Al realizar los primeros experimentos, se
hiz6 patente la necesidad de disenar una solu-
cion isotdnica para la obtencién de hemolinfa
sin afectar las células. Durante esta fase, se de-
terminé tambien la presencia del sistema
profencloxidasa y su posible tocalizacién en la

~hemolinfa,

De este modo, el trabajo se constituye de
tres partes perfectamente diferenciables por su

objetivos parciales, que en su conjunto de-

muestran la existencia de un sistema de defen-
sa en los camarones y su interrelacion, asi
como su eficiencia,

La primera parte estd dirigida a la biisqueda
de una solucion isoténica y a la determinacién
del sistema profenoloxidasa; la segunda incluye
la deteccidn y purificaciéon de una aglutining
sérica, la descripciobn de sus propiedades
moleculares mds importantes y la capacidad
que liene esta protefna de reaccionar con bac-
terias; la tercera parte estd dirigida al estudio

~de las células circulantes, demostrar la
capacidad fagocitica y la estimulacion de éste
fenémeno por la aglutinina sérica.

Ao ottt s A



Introduccidn

Los objetivos parciales son:

X La descripci6n de metodologfa cuando la
reportada para el estudio de otros orga-
nismos similares no sea aplicable.

X La determinacion de la presencia y locali-
zacion del sistema profenoloxidasa;

R La deteccibn de la actividad hemagluti-
nante en la hemolinfa del camarén café
(Penaeus californiensis);

o E| aislamiento de una aglutinina sérica y
la determinacién de sus principales sus
propiedades aglutinantes, as{ como sus
caracteristicas moleculares;

A La participaci6n de estas protefnas en el
sistema de defensa, a traves de la
aglutinacidn directa de bacterias,

A La descripcién morfolégica de las células
circulantes;

X [a demostracién de la presencia de célu-
las fagocfticas y la posible participacion de
la aglutinina en el fenémeno de fagoci-
tosis,




MATERIALES Y METODOS.

Reactivos.

Fetuina Tipo IV (7.6% NANA), Mucina
submaxilar Tipo I; Mannosa, D-galactosa, N-
acetil-D-galactosamina, N-acetil-glucosamina,
Sialil-lactosa, Lipopolisacérido de E. coli, Mar-
cadores de peso molecular (Sigma Chem. Co.).
N-acetil-galactosamina-Agarosa (Pierce),

Soluciones,

Para las pruebas de hemaglutinaci6én y puri-
ficacién de la aglutinina, se utilizé una solucién
salina amortiguada con Tris (TBS: 50 mM
Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 7.5). Esta solu-
cion base fué adicionada con 10 mM CaCl,,
para las pruebas de hemaglutinacion (TBS-
Ca). Durante la purificacién de la aglutinina
sérica, a la solucién base se le adicion6 1 mM
de CaCl, (TBS-Ca 1mM) 6 S mM de EDTA
(TBS-EDTA).

La solucién isoténica para camarones (SIC)
conteniendo 450 mM de NaCl, 10 mM de KCl,
y 10 mM de HEPES, pH=73, posee la
concentracién de Na* y K* el pH y la os-
molalidad de la hemolinfa del camar6n [102].
La solucion anticoagulante es SIC-EDTA (SIC
adicionada con 10 mM de EDTA.Nay).

Como solucién fijadora se utilizé glutaralde-
hido al 2.5% en cacodilatos 100 mM, pH =7.8,
conteniendo 12% de glucosa, la cual ha sido
empleada y recomendada para estudios simila-
res [96, 103, 104], ya que preveé la coagulacién
y alteraciones morfol6gicas durante la obten-
ci6n de la hemolinfa, Como l{quido de lavado
y para la incubacién de células se utiliz6 el me-
dio de cultivo RPMI-1640 (Sigma Chem. Co.),
adicionado con 23.4 g/l de NaCl y 530 mg/l de
KCl para obtener concentraciones y osmolali-
dad similares a hemolinfa de los camarones.

Animales.

Los camarones café (P. californiensis) fueron
obsequiados por la Divisidn de Biologia Mari-
na del Centro de Investigaciones Biol6gicas, a
quienes se agradece su colaboracion, y mante-
nidos en nuestros acuarios. Solamente se inclu-
yeron animales aparentemente sanos, en inter-
muda, con talla y peso promedio de 10.5 cms y
4.7 g, respectivamente.

Extraccion de la Hemolinfa.

La hemolinfa fué obtenida de la base de los
ple6podos, en los limites de la region formada
por el perion y el pleon, ligeramente anterior
al orificio genita!l siguiendo la técnica reporta-
da por Munoz-Sevilla [105] Sy utilizando 2-3
volimenes de anticoagulante SIC-EDTA.

Obtencién del Plasma.

Para la purificacién de la aglutinina, la he-
molinfa fue centrifugada a 2000 g, 10°C, duran-
te 5 minutos. El plasma fué dializado contra
TBS-Ca 1mM, centrifugando a 30,000 g, 10°C,
15 minutos y congelado hasta su utilizacién.

Obtencién de las Células.

La muestra de hemolinfa (100 ul) fué mez-
clada con 200 ul de SIC-EDTA e inmediata-
mente depositada en un tubo eppendorf silico-
nizado. La muestra fué centrifugada en una
microfuga (Eppendorf) durante 10 segundos.
Las células fueron lavadas 2 veces resuspen-
diendo en SIC y centrifugando 10 segundos. El
paquete celular fue resuspendido en amorti-
guador de cacodilatos (0.1 M, pH=17.5) y soni-
cado durante 1 minuto, 20 watts, 10°C, antes
de ser centrifugado 15 minutos, 15,000 g, 10°C.
En otros experimentos, en lugar de la sonica-
cién, la suspension de células (100 ul) fué in-
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cubada con 100 gl de laminarina para inducir
la degranulacién.

Medicién de osmolalidad, pH, Na y K,

Para la determinacién de los valores estdn-
dares de la concentracion de sodio, potasio, os-
molalidad y pH de la hemolinfa, los animales
se capturaron en San Carlos, B.C.S., México.
La temperatura de! agua fué de 21°C y la sali-
nidad de 36 partes por mil (ppm). La hemolin-
fa se obtuv6 con una jeringa estéril sin utilizar
anticoagulante, siguiendo la técnica descrita
por Muifoz-Sevilla [105]. Cada muestra se
colocé en un tubo Eppendorf y se mantuvo a
10°C para su transportacion, En el laboratorio,
el suero se recuperé después de centrifugar la
muestra 10 minutos en una microfuga y
remover el codgulo. Unicamente hemolinfa de
animales en intermuda fueron incluidos en el
estudio,

La osmolalidad (mOsm.Kg') del suero fué
determinada en un osmémetro Wescor 5120B
Vapor Pressure, previamente calibrado con
soluciones de referencia de 100, 290 y 1000
mOsm.Kg. El pH del suero se determiné uti-
lizando un electrodo de superficie. La concen-
tracion (mEq.l") de sodio y potasio se deter-
miné por flamometria utiﬁzando un Radio-
meter, FLM 3 flame photometer,

Anilisis Quimic‘os.

La cuantificacién de las protefnas totales de
la hemolinfa se hizo utilizando el reactivo de
Folin y albiimina sérica bovina como referen-
cia, siguiendo el método descrito por Lowry y
cols. [106). La técnica fué modificada para
volumenes pequefios, la cual utiliza: 10 xl de
hemolinfa dilufda 1:10, 1 ml de reactivo alca-
lino y 50 ul de reactivo de Folin 2N son
necesarios,

Eritrocitos.

La muestras de sangre humana (tipos A, By
0) y de los animales fueron obtenidas de dona-
dores sanos, por puncién venosa o cardfaca, se-
gun el caso; colectadas y almacenadas en solu-
cion de Alsever estéril, Para su utilizacién, la
células fueron lavadas dos veces con solucién
salina isoténica (NaCl 0.15 M), dos veces con
TBS-Ca y resuspendidas al 2% en TBS-Ca.

Hemaglutinacién,

Esto se hizo por microtitulacion en placa uti-
lizando diluciones seriadas (1:2) del suero del
camar6n café en TBS-Ca y agregando un vo-
lumen igual de la suspensién de eritrocitos al
2%. Las placas fueron mezcladas e incubadas a
temperatura ambiente (26 = 3 °C) durante una
hora. El control para todas las reacciones fue
la sustitucién del suero por TBS-Ca. La activi-
dad hemaglutinante es reportada como el Log:
del inverso del tftulo.

Inhibicidon de la Hemaglutinacién,

La solucion de glicoprotefnas (1.0 %) 6
azGcares (100 mM) disueltas en TBS-Ca
fueron diluidas en forma seriada en la misma
solucién amortiguadora, Para el ensayo, 25 ul
de hemolinfa fueron dilufdos en forma seriada
en TBS-Ca, se les agregé un volumén igual del
inhibidor y se incub6 una hora a temperatura
ambiente antes de agregarle 50 ul de eritroci-
tos al 2%. El titulo se determiné después de
hora de incubacién.

Desializaclon de Ia fetuina,

La fetufna (10 mg/ml) fué hidrolizada con
H3S0; 0.1N en NaCl 0.15M, durante una hora
a 80°C, de acuerdo a la técnica de Spiro [107].
La protefna desializada fué dializada exhaus-
tivamente con TBS-Ca y congelada hasta su
utilizacion.

-10 -
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Purificaciéon de la Aglutinina,

Se utilizé una columna de S ml de N acetil-
galactosamina-agarosa (Pierce), empacada y
calibrada con TBS-Ca. 8 ml de plasma del
camarOn café (Penaeus californiensis) fueron
aplicados a la columna. La columna se lavé
con 15 m} de TBS-Ca ImM y la aglutinina fué
elufda con TBS-EDTA (Tris-HC! 50 mM,
NaCl 100 mM, EDTA.Na; § mM; pH=7.5). Se
colectaron fracciones de 1 ml, a las que se les
determiné su densidad éptica a 280 nm, asf
como su actividad hemaglutinante contra
eritrocitos humanos y de ratén.

Dentro del proceso de purificacién se utilizé
una columna de 1 x 56 cm, empacada con
Sepharose 6B, calibrada con TBS-Ca. 0.5 m! de
muestra fueron aplicados, manteniendo un
flujo de 0.5 mi/hora y colectando fracciones de
0.5 ml. El volimen muerto (V) de la columna
fué calculado utilizando azul dextrdn, Las frac-
ciones fueron analizadas por su actividad he-
maglutinante con eritrocitos de rat6n.

Electroforesis,
La electroforesis se hizo en placas de polia-

crilamida al 7% de 140x140xtmm. La electro-
foresis en condiciones desnaturalizantes se

hizo incubando la muestra con dodecil sulfato

de sodio (SDS) o con SDS y 2-mercaptoetanol
siguiendo la técnica de Weber y Osborn [108).
La placas fueron tefidas con plata [109].

Determinacion del Peso Molecular.

Para la determinacién de peso molecular por
filtracién en gel, se utiliz6 una columna (1 x 56
cm) empacada con Sepharose 6B™ (Sigma
Chem. Co.), lavada y calibrada con PBSA
(Phosphate Buffered Saline + Azida) a 18°Cy
un flujo de 0.5 ml/h. Los marcadores de peso
molecular, fueron aplicados individualmente

-~ en volumenes de 0.1 ml El V, de la columna
fué determinado por exclusibn del azul

dextran, La fracciones de los marcadores fue-

ron detectadas por la reaccién de Lowry y las
de la aglutinina por actividad hemaglutinante.

Para la determinacion del peso molecular
por electroforesis, se utilizaron marcadores de
Sigma Chem. Co. para cada tipo de elec-
troforesis.

Bacterias.

Se utilizaron bacterias del género Vibrio: V.
parahaemolyticus (ATCC 13456); V. vulnificus
(ATCC 45671); V. fisheri (ATCC 2987). Todas
fueron propagadas en medio marino 2216
(Difco) a 28 °C, 120 rmp, durante 18 horas.
Para mantener homogenicidad en los cultivos,
el in6culo se hizo con una suspension de bac-
terias de densidad 6ptica a 580 nm de 1.0, en
un volumen equivalente a 1/10 del volumén
del cultiva, Al término del cultivo, las bacterias
fueron lavadas 3 veces con agua de mar artifi-
cial y su concentracién se ajusté a una densi-
dad 6ptica a 580 nm de 1.

Aglutinacion de Bacterias,

Se incubaron 25 ] de la suspension de bac-
terias con un volumen igual de aglutinina en
cdmara himeda, a temperatura ambiente de 15
a 120 minutos. La aglutinaci6n se determiné
por observacién directa y bajo el microscopio.

Sedimentacion de Bacterias.

Para los experimentos de sedimentaci6n las
bacterias fueron lavadas 3 veces con solucién
salina 0.45M (045 M de NaCl + 10 mM de
HEPES pH=7.3) y tratadas con glutaraldehi-
do a una concentracion final de 2.5%. Después
de mantenerlas en agitacién durante 3 horas,
la reaccion fué suspendida por lavados con
solucién salina 0.45M. El aldehfdo residual fué
neutralizado incubando con glicina toda la
noche, en agitacién. No se observaron bacte-
rias viables despues de éste tratamicento. Antes
de su utilizacion las bacterias fueron perfecta-
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mente lavadas y ajustadas a una densidad 6pti-
ca de 1, a 580 nm, utilizando celdas de | ml.

Para el experimento, se colocaron 50 ul de la
aglutinina purificada en una celda de 1 ml, se
les anadid 100 ul de la suspensidn bacteriana y
850 x4l de la solucién salina. La celda con la
mezcla fué incubada a 28 °C vy, sin agitar, fué
leida a diferentes tiempos a 580 nm. Cuando
se utilizaron inhibidores, 50 ul de ellos se
agregaron 15 minutos antes de agregar las bac-
terias y la solucién salina. Debido a las
diferencias en las lecturas de las cubetas, los
resultados son expresados como la diferencia
en la densidad 6ptica respecto al tiempo cero,
para cada cubeta. '

Determinacidén de la Fenoloxidasa.

La actividad de fenoloxidasa fué determina-
da por la formacién del dopacromo del L-dihi-
droxifenil alanina (L-DOPA), de acuerdo a la
técnica descrita por Leonard y cols. [82]. La
muestra (50 x#1) fué incubada con un volumen
igual de laminarina (1 mg/ml) durante 15
minutos antes de agregar 100 ul de L-DOPA
(3 mg/ml). Se incuba durante 10-20 minutos, a
25 °C, y se determina la absorbancia a 490 nm,
La actividad enzimética es expresada como el
cambio en la absorbancia por minuto por mg
de protefna. :

Preparaciones,

 Las preparaciones para microscopfa de con-

traste de fase se hicieron obteniendo directa-

mente la hemolinfa en la solucién fijadora de
cacodilatos, lo cual evita la coagulacién de la
muestra y alteracion de las células [96). La
muestra fue transferida a un tubo e incubada
15 minutos, antes de su observacion en fresco,

Para tincién por hematoxilina-cosina, la
muestra fue obtenida utilizando solucién anti-
coagulante SIC-EDTA y 50 a 150 ul de esta
mezcla se colocan en un portaobjetos. La pre-
paracién se incuba 10 a 30 minutos, en cimara
himeda, para permitir la adherencia de las

células. La preparacién es lavada dos veces con
-SIC, incubadas con solucidn fijadora durante

10 minutos, lavadas y tefidas,

Fagocitosis.

La capacidad fagocitica de las células fué
determinada de la siguiente forma. Se permitié
la adherencia de las células al vidrio, colocan-
do 100 u1 de hemolinfa (diluida en anticoagu-
lante) en un cubreobjeto e incubados en cdma-
ra himeda durante 15 minutos. Las células
fueron lavadas dos veces con el medio de culti-
vo RPMI-1640 maodificado y finalmente se adi-
cionaron 100 xl del mismo medio de cultivo,
Se anadieron 50 ul de una suspension al 10%
de eritrocitos de ratén glutaraldehizados y se
mantuvé la incubacibn en cimara hiimeda
durante 30 minutos a 37°C, 5% CO, Las
células fueron lavadas 3 veces con el medio de
cultivo, para eliminar el exceso de eritrocitos, y
entonces 200 ul de fijador fueron colocados so-

-bre las células. La tincién se hizo con Giemsa,

montadas con bédlsamo de Canadd y observada
en el microscopio.
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“cartado. De éste modo, buscar y proponer una

~.propiedades bioquimicas y celulares fué una de
os primeros problemas técnicos a resolver,

 Para el diseno de la solucion isoténica e isos-

-1, donde se puede apreciar la similitud con los

-adicién de CaCl; 6 EDTA.Na; (1 a 10 mM) sin

“nada con 10 mM de EDTA.Na; (SIC-EDTA)

- | RESULTADOS Y DISCUSION.

Solucion Salina Isoténica para
Camarones.

Uno de los primeros requisitos fué la dispo-
nibilidad de una solucién isotdnica para la ex-
traccion de la hemolinfa y manipulacion de las
células in vitro. Una solucién para este fin ha
sido reportada [110] y utilizada para el ais-
lamiento de hemocitos de crustdceos marinos
[96, 104, 111] y, modificando la tonicidad para
células.de insectos [103]. Sin embargo, cuando
la hemolinfa de los camarones se obtuvo utili-
zando esta solucion, parte de las proteinas séri-
cas se precipitaron, por lo que su uso fue des-

solucidn que nos permitiera obtener la hemo-
linfa de los camarones sin alterar sus

mética fue menester medir la concentracién de
sodio y Fotasio, asf como la osmolalidad y el
PpH de la hemolinfa del camarén café. Los
valores promedio son presentados en la tabla

valores reportados para camarén azul [112], e
inclufdos para su comparacion. A partir de
éstos valores, se diseid una solucién isoténica
para el camarén (SIC) la cual contiene: NaCl
0.45 M; KCl 10 mM; Hepes 10 mM; pH = 7.3;
Osmolalidad = 850 mOsm/kg. Es posible la

que la soluci6n pierda su isotonicidad. Esto fué
confirmado al utilizar la solucién base adicio-

PR Tal= 021 728 £ 017
Sodio(meq/) | 45A.18.: 41.30 - 450.48 + 3338
Potaslo(meq/) ' 985 1.82  10.09 + 126 -

Oemolalidad (mOsm/Kg) - 889,19 +-62.80° 848,74 '+ 30.44. |

como anticoagulante para los siguientes experi-
mentos. La hemolinfa es ficilmente obtenida

gulacion o dano celular.

Obtencion y Mancjo de las Muestras,

La hemolinfa de los camarones (Penaeus
californiensis) empleados durante este trabajo
fue obtenida, siguniendo la téenica descrita por

volumenes de la solucion anticoagulante SIC-
EDTA.

descrito aglutininas presentes en las células

separar los componentes celulares de la hemo-
linfa, evitando asf la posible contaminacién. La
estabilidad de las células puede ser verificada
por observacion directa del frotis o por evalua-
cién de alguna enzima intracelular (fenoloxida-
sa, por ejemplo). Aunque para la hemolinfa
utilizada para la purificacion de la aglutinina

por frotis, otros experimentos permiten asegu-
rar que no existe lfsis, determinada por libera-
cion de fenoloxidasa.

Deteccidn y Localizacién del Slstema
prefenoloxidasa,

El sistema de la profenoloxidasa es un com-
plejo sistema multienzimdtico, cuyos efectores
y reguladores se encuentran perfectamente
controlados para dar una proteccién al animal,
La compartamentalizacién y activacion son
ejemplos de sistemas complejos en organismos
considerados como simples. Ademas de gene-
rar melanina y sus quinonas arométicas inter-
mediarias con actividad fungistdtica y bacteri-

stylirostris [112] y P. californiensis. So reporian los vulores

Tabla 1.Valores determinados en la- hemolinfa de Penasus
promedio + desviacién estandar. s

cida [114-116), el sistema proPO participa en
- la eliminacién de material extrafio a través de
[ algunas reacciones celulares de defensa [29, 68,

13-

(10-100 ul por animal) sin que se observe coa-

Sevilla Munoz [105], utilizando de 2 a 4.

Debido a que en otros invertebrados se han

circulantes [41, 46, 113], ésta técnica permiti6

sérica solamente se evalud la integridad celular

s B B
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Ja Inleguaaa ao |os ﬁomocilos del camargn 33:\
obtenidos de la hemolinta, utilizanda SIC-EDTA como an-
ticoagulante, En la parie superior, se aprecia una célula hialina,
caracterizada por la ausencia de granulos, los cuales son abun-

dantes en las células granulares {foto interioi). y

76-80], por lo que se considera parte importan-
te del sistema de defensa en estos organismos
[29, 75]. Aunque no tiene actividad hidrolitica
directa sobre el agente invasor, el sistema
proPO se ha comparado con el sistema del
complemento de los vertebrados, por sus reac-
ciones "en cascada”; porque pueden ser activa-
dos por proteasas de serina [81-85]); y porque
durante su activacion se generan opsoninas y
otros mediadores de la respuesta celular.

Uno de los problemas técnicos importantes
en el estudio de la fenotoxidasa es la integri-
dad celular, Debido 4 que los hemocitos de los
invertebrados son altamente reactivos, es nece-
sario encontrar las condiciones adecuadas para

+la extraceion de la hemolinfa y manipulacion
~de las células, Para la extraccion de la hemo-
~linfa y coleccion de las células del camardn se
Cutilizo SIC-EDTA como solucion anticoagu-
- lante, sin (ue se observary dano en las células
- (Figura 1), Empleando de 2 a 4 voluménes de
' SIC-EDTA se
- hasta 100 ul de hemolinfa de camarones con
" talla de 7 em en adelante, sin que el animal
. muera. Las células y el plasma pueden ser per-
' fectamente separado por centrifugacion (mi-

pueden obtener muestras de

crofuga Eppendorf, 10 seg) sin que alteracio-

- nes morfologicas se detecten en abservaciones
directas de la preparaciones bajo el microsco-
- pio de luz (figura 1).

Para determinar la localizacion del sistema

. proPO, las células y el plasma fueron separa-

dos por centrifugacién (microfuga Eppendorf,
10 seg). Las células fueron lavadas dos veces
con SIC y los sobrenadantes colectados. Como
se puede apreciar en la tabla 2, la conversion
de L-DOPA, sustrato de la fenoloxidasa, fué
negativa para el plasma y los sobrenadantes
del lavado de células, indicando que ésta en-
zima no se encuentra libre en el plasma y que
los lavados no afectan la integridad celular.

Cuando las células fueron sonicada y el li-
sado centrifugado, fué posible detectar la ac-
tividad de la fenaoloxidasa. Sin embargo, la
mayor parte (92 %) de la actividad fenoloxida-
sa pudo ser detectada en el sobrenadante del
sonicado y en resto en el sedimento (tabla 2).

En consecuencia, éstas observaciones indican

( - FRACCION ACTIVIDAD' . )
PLASMA 000 -
Uquidode tavado -~ . 0.00
Usado de hemocitos .~ :

Sobrenadente 0.41 0.0

Sedimento - . 002 x 0.1

~Céiulas + Laminarina Q.85 + 0.05
9 * Difwrencia de A40dimin . mg de protuina, ‘ . 2 p

i ———

(f' abla 2. Localizacion del sisiema de la fencloxidasa en lj

hemolinfa det camarén café (P, californiensls). . -
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que en el camardn café (P. californiensis) toda
la actividad del sistema proPO se encuentra lo-
calizado en el interior de los hemocitos, y que
ésta actividad no se encuentra asociada a la
membrana, ya que es detectada principalmente
en la fase soluble del lisado. Lo anterior es
compatible con los resultados reportados para
olros crustdceos [77, 110, 117]. Por otra parte,
estos resultados demuestran la utilidad de la
solucion SIC-EDTA para la obtencion de
hemolinfa, manipulacion de hemocitos y estu-
dio del sistema proPO del camarén, ya que no
se ohservan dano celular y/o modificacién de
su contenido de fenoloxidasa.

Al igual que en el presente trabajo, en otros
estudios sobre la deteccion de la fenoloxidasa
se ha utilizado el lisado de los hemacitos ob-
tenidos por sonicacion, aun cuando se conocen
agentes degranujantes como el iondforo de
Ca** A23187 [118, 119]. Para el caso del
camardn café la degranulacién de los hemoci-
tos, con la subsecuente liberacion y activacién
del sistema profenoloxidasa, tambien es posi-
ble llevarla a cabo por adicién de laminarina
(tabla 2). Por ejemplo, cuando las células son
obtenidas y lavadas con SIC, en el sobrenadan-
te no es posible detectar actividad proPO; sin
embargo, cuando se adicionaron 50 ug de
laminarina a la suspension, la actividad proPO
fue ripidamente detectada (10 minutos).

Se ha reportado que durante la activacién
del sistema proPO, proveniente de un lisado
de hemocitos, algunas proteinas "pegajosas”
son generadas [119, 120}, Las actividades bio-
l6gicas atribufdas a estas protefnas incluyen:
lisis de células semigranulares y degranulacion
de células granulares in vitro [77, 110, 120},
estimulacion de la fagocitosis in vitro [77, 121],
y el incremento de la encapsulacién in vivo de
esporas de hongos inoculadas en el langostino
[68). Johansson y Soderhdll [119] han identifi-
cado a una proteina de 76 Kda que promueve
la adhesion celular presente en los hemocitos y
que se manifiesta, en su forma activa, durante
la activacion del sistema proPO.

f )
QRIGINAL 100
Despues del

Primer Lavado : o8

Segundo Lavado .98

Tercer Lavado 95
Tratamiento con N

ac. acético 10 mM R -

fosfatos 10 mM pH = 7.0 100 .

L NaQH 10 mM ' 0 y

rTabla 3. Determinacién de la actividad de fnnoloxidasa]
en tubo. Los resullados son expresadaos an % de la activi-

\.dad original (0 87 unidadss),

Durante la activacién y estudio del sisterna
profenoloxidasa del camardn cafe, se observd
la presencia de protefnas "pegajosas”, aunque
no se determind su naturaleza y otras propie-
dades. Las células fueron obtenidas y lavadas 2
veces y en el mismo tubo, se indujo la degra-
nulacion con laminarina, incubando durante 10
minutos. Despues de determinar la actividad
de proPO en el sobrenadante, el tubo fué lava-
do dos veces con SIC antes de probar nue-
vamente la presencia de fenoloxidasa, La reac-
cién fué positiva y el caracterfstico color café
oscuro de los fenoles oxidados se localizé prin-
cipalmente en la superficie del tubo. Este fe-
némeno se repitié después de dos lavados, lo
que indica que la fenoloxidasa se adhiere al
vidrio (tabla 3) y que ésta unién es lo suficien-
temente fuerte para resistir los lavados con
soluciones neutras, El lavado con dcido acético
10 mM disminuy6 la actividad adherida al
vidrio, pero no fué capaz de eliminarla total-
mente; ésto sélo fué posible lavando el tubo
con NaOH 10 mM (tabla 3).

Deteccion de la Actividad
Hemaglutinante.

la hemolinfa del camarén café (Penacus
californiensis) tiene la capacidad de aglutinar
eritrocitos de varias especies de mamiferos,
aunque con diferentes titulos (tabla 4). La ac-
tividad hemaglutinante relativa de la hemolinfa
del camar6n café es 16 veces mayor para las
células rojas de ratén que para las humanas.

Por otra parte, no se detectd actividad hema-
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[ Especte Thulo AHR. ) | {INHIBIDOR - Humano Ratén
Humano :'A". E 1:18 1.00 Fetuina 0.1 0.1
Humano "B - 18 1.00 Mucina submaxilar n.d. 0.1
Humano "O i:18 1.00 '

Caballo 0 0 N-Ac-Galactosamina 50 50
Carnero 1:2 0.26

) N-Ac-Glucosamina 50 50
Conejo 1:8 0.50 N-Ac-Neuramini 00 100
Pato 1:2 0.25 -Ac-Neuraminico !
H.u 1:2 0.25 MIHOSI » ' 100 100
Ratén 1:258 16,00 Galactosa 100 100
Vaca 1:2 0.25 Glucosa ’ ' 100 100

\. 7 Glucosamina 100 100

rTnbll 4, Actividad Hemaglutinante Relativa (A.H.R)) da I;‘ Rafinasa | 100 100
hemoalinfa del camardn caté (Penasus calitornlansls) hacia Sacarosa ' 100 nd.
eritracitos de diferentes sspecies,

\ ° - L)(Ilcum 100 100 y

glutinante cuando se utilizaron eritrocitos de E'f'b"hf- !f""“""ﬂﬁ?dm'?‘mh:) feq“"if'gﬁﬂdg 9";;0%;'0}

. arn o ne B . welne Lo einas {% p/v) o monsacérides (mM) para inhibir 4 unidades
cabal_lo. Para las ()El‘d.s especies pl‘()l‘)dddb, la hemaglutinantas de la hamolinfa del camarén café (P. califor-

actividad hemaglutinante fue relativamente | [ niensis), utilizando eritrocitos humanos y de ratén al 2%.

Menor (ue para las células mjas humanas. Diferenclas entre Jos grupos sanguineos A, 8, 0 no fueron

Ldotoctadas. : J

. Para poder proponer un método de purifica- | por un fendmeno de interaccién proteina-car-

¢ion es necesario determinar cuales son los po- | hohidrato, ya que otras proteina presentes en

sibles azticares que la aglutinina reconoce. Por
ello, se intento inhibir la reaccion de hemaglu-
tinacion con aquellos aziicares mas frecuentes
en las superficies celulares y con glicoproteinas
que poseen residuos sacdridos conocidos. Los
resultados son presentados en la tabla 5, donde
es posible observar que los monosacdridos
GalNAc y GlcNAc, asi como la glicoprotefna
fetuina tienen efecto inhibidor. Este resultado,
encontrado para eritrocitos humanos y de
ratdn, indica que estos compuestos son recono-
cidos por la aglutinina del camarén café.

Purificacidn,

De acuerdo con los resultados obtenidos en
la inhibicion de la hemaglutinacion se puede
proponer una metodologia para la purificacién
de la molécula responsable de ésta actividad
presente en la hemolinfa del camarén café.
Aunque el aislamiento de una aglutinina es po-
sible utilizando eritrocitos tratados con gluta-
raldehido [143], el procedimiento no garantiza
que la absorcién de protefnas esté mediada

la muestra podrian adherirse inespecificamente
a la superficie de la célula roja.

Los primeros intentos de purificacion se
hicieron por cromatograffa de afinidad
utilizando una columna de 5 m! de Sepharose-
fetuina; sin embargo, la capacidad de la colum-
na fué muy baja, pese a que la fetuina es un
buen inhibidor de la hemaglutinaciéon. Por su
parte, la absorcién con eritrocitos tratados con
glutaraldehido no dan la certeza de estar ais-
lando protefna con especificidad por residuos
sacdridos. Debido a que la GalNAc es otro de
los inhibidores, se intentd la utilizacion de éste
azicar inmobilizado en agarosa para ta purifi-
cacion por cromatograffa de afinidad.

Utilizando eritrocitos de ratén, rutinaria-
mente se encontraba que no toda la actividad
se absorbia en la columna de agarosa-GalNAc,
independientemente de la cantidad aplicada.
Esto permiti6 proponer la hip6tesis de que,
posiblemente, la hemolinfa del camardén café
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[Figura 2,AISLAMIENTO DE LA AGLUTININA DEL CAMA-RON )
CAFE POR CROMA-TOGRAFIA DE AFINIDAD. Se ulilizé una
columna de 5 ml de N-acetil-gatactosamina-Agarosa equi-
librada con TBS-Ca. 8 ml de plasina fueron aplicados a la
columna y se lavé con TBS-Ca hasta que la densidad dptica fue
cero. La elusion se hizo con TBS-EDTA. Fracciones de 1 ml
fueron colectadas, se jes dsterminé su densidad Oplica a 280
nm y la actividad aglutinanle fué detectada con eritrocitos

tuviera mas de una entidad aglutinante. Para
resolver esto, 8 ml de plasma dilufdo 1:3 (por
el anticoagulante) y perfectamente dializados
contra TBS-Ca ImM, se aplicaron a la colum-
na de afinidad. Fracciones de 1 ml fueron co-
lectadas, a las cuales se les determind su den-
sidad dptica a 280 nm y su actividad hemaglu-
tinante contra eritrocitos de humanos y de ra-
ton. En la figura 2 se presenta el perfil croma-
togrifico, donde es posible observar la presen-
cia de dos entidades aglutinantes diferentes, El
primer pico (Fraccion A), no es retenido en la
columna, contiene la mayor parte de las pro-
tefnas plasmiticas y solamente reacciona con
eritrocitos de ratén. Por su parte, el segundo
pico (Fraccion B), el cual es eluido de la
columna con TBS-EDTA, posce actividad
aglutinante contra eritrocitos humanos y de ra-
tan, con titulos similares. La Fraccion BB mues-
tra una gran actividad especifica y un impor-
tante incremento en el grado de purificacion
(Tabla o0).

Los tubos de la fraccion B, con actividad
anti-humano se juntaron, se dializaron y se
concentraron por liofilizacidn, para su andlisis
por electroforesis. El resultado fue una mezcla

“de dos bandas de protefna, con pesos molecu-

lares aproximados de 200 Kda y 100 Kda. Estas
fracciones protéicas fueron facilmente separa-
das por cromatografia de filtracién utilizando
una columna de 1 x 56 cm empacada con
Sepharose 6B™, y calibrada con TBS-Ca, Las

\hummanios y de raton. , )| tracciones fueron analizadas por su actividad
hemaglutinante contra eritrocitos humanos y
de ratén, pudiendose determinar que la frac-
cion activa corresponde a la banda de mayor
peso molecular (cercano a 200 Kda). El factor
de purificacién se incremento en un 50%

rFrncclén Proteina Vel proteina Erittocios de Ratén -Erltrocltos humanos A

: mg/ml . (ml} Total{mg} Titulo UHA FP.  Titule UHA F.P,

Hemalinta 42.75 8.0 342.00 1:2048 2087 1.0 1428 33309 £.0

H. dializada 30.08 8.0 240,50 1:2048 1487 14 . 1128 23480 14

Fraccion A. 18.33 135 247.50 1:512 35.80 0.6 1:4° 458250 0.1

Fracclon B, 0.0 15.0 0.85 1:128 0.44 489  1:44 . 089 3753

| Sepharosa. 0.02 3.0 0.60 1:64 0.32 65.2 1:32 082 514

fabll 8. Tablade purificacién de la aglutinina sérica del camardn caté (Penaeus callfornlensis). . )

FP = factor ds purificacion; UHA = unidad hemaglutinante. R
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aproximadamente (tabla 6), y la proteina fué
homogénea, manifestdndose como una sdla
bunda por electroforesis.

De acuerdo a los datos sobre el procedi-
miento de purificacion utilizando cromatogra-
ffa de afinidad y filtracion en gel, se puede ob-
servar que la metodologia cmpleada cs ade-
cuada, Los factores de purificacion para la
aglutinina purificada, varian dependiendo del
tipo de eritrocitos utilizados para su deteccion.
Mientras que la actividad contra eritrocitos de
raton se puede detectar tambien en la frac-
cion A, practicamente toda la actividad contra
eritrocitos humanos es recuperada en la frac-
cion B. Por ello, los diferentes valores en el
factor de purificacion. Ademas, estos resulta-
dos permiten asegurar que, en la hemolinfa del
camaron café (P. californiensis) s¢ encuentran
cuando menos dos actividades hemagluti-
nantes, La primera es una fraccion na retenida
en la columna de afinidad, que mantiene ac-
tividad aglutinante contra eritrocitos de ratn y
fue excluida de los estudios posteriores. El tra-
bajo se¢ centrd en la segunda fraccién, que no
diferencfa entre los grupos sanguineos huma-
nos (sistema ABQO), y los titulos de aglutina-

g )
5?§ ‘\[ K T R 1 3 T
"0;\ Fetriting
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fg 5.50 p ) ‘\\
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[ Figura 3.Determinacién del peso molecular de la aglutinina
del camardn café por Hitracién en gel, utilizando una columna
de Se-pharosa 6B {1 x 56 cm). Ferritina {450 Kda); Catalasa
L{24(:! Kda}); Aldolasa (158 Kda); BSA (67 Kda).

cion son similares para eritrocitos humanos y
de raton, Este resultado es diferente al obte-
nido cuando se trabajo con ta hemolinfa com-
pleta, donde la actividad hemaglutinante para
células rojus de ratén es 16 veces muyor que
para eritrocitos humanos, La diferencia es
facilmente explicable si se considera que la
hemolinfa contiene, ademds de la aglutinina
purificada, otra fraccién con actividad hema-
glutinante dirigida unicamente contra eritroci-
tos de raton, :

Cuando la fraccion A se concentrd y se apli-
¢6 a una columna de Sepharose 6B™ (1 x 56
cm, calibrada con TBS-Ca), se observd que la
actividad hemaglutinante de la fraccion A tie-
ne un peso molecular similar a la aglutinina
purificada (fraccion B). De este modo, las en-
tidades aglutinantes de la hemolinfa del
camardn café difieren en su especificidad, més
que en su tamaio molecular,

Determinacion del Peso Molecular.

El peso molecular de la proteina nativa se
determind por filtracion en gel utilizando una
columna de Sepharose 6B, De acuerdo a los

Figura 4.Electroforésis en geles
de poliacrilamida de la aglutinina
sérica del camarbn calé (P,
californiensis).

Marcadores: «z Macraglobulina
{180); Fosforiiasa b (97.4); BSA
(66); GAP deshidrogenasa (36); In-
hibidor de Tripsina (20.1). :

LA | __J
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resultados obtenidos por esta téenica, la agluti-
nina del camardn café tiene un peso molecular
relativo de 180 Kda (Figura 3). Por ultracen-
trifugacion en gradiente de sacarosa (5 a 20%),
se determind que e! peso molecular de la pro-
tefna es de 165 Kda, con coeficiente de sedi-
mentacion (Sz) de 8.6. Por electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes y con la ayu-
da de marcadores, se determindé que el peso
molecular de la aglutinina purificada en su
forma nativa, es de 170 Kda (ftigura 4),

Cuando la electroforesis se llevd a cabo en
presencia de SDS, la proteina se disocia en dos
cadenas de 85 Kda cada una. Esto significa que
la aglutinina estd formada por dos cadenas
polipeptidicas unidas por enlaces no covalen-
tes. Si la electroforesis se hace en condiciones
disociantes y reductoras (SDS+2ME) se ob-
tiene una sdéla banda con un peso molecular
aproximado de 41 Kda (figura 4), De acuerdo
a estos resultados la molécula completa, con
peso molecular de 170 Kda, estd formada por

cuatro subunidades, dos de ellas unidas entre
si por puentes disulfuros y el par de dimeros
unidos por enlaces no covalentes, como se
ilustra en la figura 5,

Inhibicidn de 1a Hemaglutinacién,

Cuando una aglutinina (lectina) ha sido de- .

tectada, el siguiente paso consiste en conocer
su especificidad. Posiblemente la técnica mas
utilizada es la inhibicién de la hemaglutina-
cion. Por lo que, con esta técnica se analizo 1a
capacidad inhibidora de algunas glicoprotefnas
y azicar, cuyos resultados son presentados en
la tabla 7.

Sin embargo, los resultados obtenidos por
inhibicion de la hemaglutinacién deberdn ana-
lizarse cuidadosamente, ya que se manifiestan
aparentes contradicciones. Por un lado, la fe-
tufna es un inhibidor de la aglutinina del cama-
ron café; mientras que la asialofetuina posee

q _ 3

\ _J
rf’lgura 5.Modelo de la malécula de la aglutinina del camarén
café (P, californlensis) de acuerdo a log resultados obtenidos
por filtracldn en gal y las electroforésis, Aparentemente la
molécula se encuentra constituida por cualro cadenas.
polipsptidicas del mismo peso molecular. Dos pares de 85 Kda,
unidos por enlaces disulfuros, se encuentran asoclados por gn-

laces no covalentes,
J

GLICOPROTEINAS (mg/mi) _ :
Fetuina - =~ A ©.0.62
Fetufna deslalizada © 6,00

- Mucina Porcltna N A A

~Mucina Submaxilar Bovina - 1,25
Orosomucolde . .. 500

Transterrina humana 600

AZUCARES (mM) | e

~ Fucosa - . nb
Galactosa ok
‘Glucosa T X
Mannosa o . n.i
N-Acetil galactosamina . 25
N-Acetil glucosamina - 50
N-Acetil neuraminico 50

Lipopolisacérido (mg/ml) . 0.012

n., no Inhibicién a 10 mg/ml de glicoproteinas 6
L 100 mM de azdcar. . _J

[ Tabia 7. Concentracion de glicoprotelnas y azicares
capaces de Inhibir 4 unidades hemaglutinantes de la
Laglutinmn del camarédn caté (P, californiensls).
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un efecto inhibidor 10 veces menor, lo que po-
dria lHevar a la conclusién de que la aglutinina
requiere de NeuNAc en el ligando. Sin embar-
go, este monosacdrido solamente mostrdé una
pequena capacidad inhibidora es observada.
Ademas, la capacidad del GalNAc de inhibir
parcialmente la reaccion y que una columna de
afinidad con este ligando permite el aislamien-
to de la aglutinina, hace pensar que éste azlcar
estd invalucrado en el sitio de reconocimiento
de la aglutinina del camardn café. Sin embar-
g0, no se observé mayor actividad para eritro-
citos humanos tipo A, donde éste azicar es el
determinante del grupo sanguineo,

Por todo 1o anterior, es posible que la agluti-
nina del camarén café posea una especificidad
compleja y que su determinacion requicra algo
mas que la inhibicidn por aziicares simples. De
fa tabla 7, por el contrario, se desprende un re-
sultado interesante que, en gran medida, ayuda
a explicar la compleja especificidad y el posible
papel bioldgico de la aglutinina purificada.
Queriendo explicar su funcién se probé el
efecto inhibidor del LPS y el resultado fué que
éste compuesto es un potente inhibidor de la
aglutinina del camardn café. Las concentracio-
nes requeridas para que el efecto se manifieste
son pequenas (12 ug/ml son capaces de inhibir
4 unidades hemaglutinantes), colocdndolo a la
cabeza en la lista de posibles ligandos. Mas
aun, permite sugerir que es a esta molécula
donde la aglutinina sérica se une principalmen-
te, cuando una bacteria gram negativa penetra
al cuerpo del camardn,

Interaccion con Bacterias.

La capacidad que tienen las aglutininas séri-
cas de los invertebrados para reconocer y aglu-
tinar bacterias es conocida y ha sido bien docu-
mentada [16-21, 41, 43]. De acuerdo a la hip6-
tesis inicial, de que la(s) aglutinina(s) sérica(s)
del camarén participan como moléculas de
reconocimiento, se evalud la capacidad de la
aglutinina purificada para reaccionar con bac-
terias marinas del género Vibrio, dentro de las
que se conocen especies patdgenas para los
camarones.

Utilizando una técnica que mide el grado de
sedimentacion de las bacterias por densidad
dptica a 580 nm, se pudo demostrar que la
aglutinina del camardn café es capaz de inter-
actuar con bacterias, incrementado su veloci-
dad de sedimentacién. Aunque los valores ob-
tenidos son unidades de densidad 6ptica, los
resultados se reportan como ¢l decremento de
la densidad optica inicial, expresado en por-
ciento y es denominada porciento de sedimen-
tacion.

% de Sedimentacién = 100 - ({(DOt - DOI}*100)/00I

donde: DOI esla densidad dptica iniclal.
DOt es la densidad éptica a un tlempo dado.

Trabajando con la aglutinina purificada del
camar6n café, con bacterias del género Vibrio
(coleccion ATCC) y con la técnica de dismi-
nucién de la densidad éptica (a 580 nm) como
medida de aglutinacién (y subsecuente precipi-
tacion) se obtuvieron los resultados que se
presentan en las figura 6 y 7. De acuerdo a
estos, se puede concluir que la aglutinina puri-
ficada de la hemolinfa del camarén café es
capaz de interactuar, cuando menos, con tres
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igura 7. A). Disminucitn de |a densidad éptica a 580 nm,
como medida de interacclén de Vibtlo parshemolyticus y la
aglutinina del camardn cafs, B). Inhibicién de la reaccién por
LPSy GalNAc.

especies diferentes de Vibrio. Esta reaccion es
bdsicamente igual para las tres cepas probadas,
ya que no se obtuvieron diferencias estaditica-
mente significativas entre ellas.

Aungque se utilizaron bacterias muertas y tra-
tadas con glutaraldehfdo, resultados similares
se obtienen cuando se trabaja con bacterias
vivas,  La dnica diferencia es la velocidad de

-sedimentacién, la cual es menor con las bac-

terias vivas, posiblemente debido a la movili-
dad de las bacterias, La utilizaci6n de bacterias
glutaraldehizadas permite obtener resultados
mas rdpidos, ya que el fendmeno es visible a
las 2-4 horas de incubaci6n.

Utilizando esta técnica de sedimentacién
bacteriana se probé el efecto inhibidor de la
GalNAc y del LPS, dos inhibidores de la
hemaglutinacién, para observar su compor-
tamiento en un sistema diferente, Para el en-
sayo se trabajo unicamente con V. parahaemo-
Iyticus el cual puede ser aglutinado y sedimenta
mas rdpido, por la aglutinina del camardn café
(figura 7). Sin embargo, si la aglutinina se in-
cuba primero (15 minutos) con el probable in-
hibidor, la velocidad de sedimentacién de las

bacterias se afecta, Con el LPS el incremento
en la sedimentacion no se aprecia y la bacteria
sedimenta a la misma velocidad que en ausen-
cia de aglutinina (control) indicando un impor-
tante efecto inhibidor. Sin embargo, cuando se
utiliz6 GalNAc¢ como inhibidor, un incremento
en la sedimentacion es apreciado, aunque en
menor grado que sin inhibidor. Lo anterior in-
dica que GalNAc tiene un efecto inhibidor
menor que el LPS, en forma similar a lo obser-
vado en las pruebas de hemaglutinacidn.

Este resultado confirma que GalNAc tienen
un efector inhibidor sobre la aglutinina del
camar6n café, pero no lo suficiente para blo-
quear totalmente su reaccién, como el caso del
LPS. De este modo, la aglutinina sérica aislada
del camarén café por cromatograffa de afini-
dad en una columna de GalNAc parece tener
una mayor capacidad para unirse al LPS o a
superficies de bacterias gram negativas, que al
monosacirido.

Se han reportado otras protefnas que pueden
unirse al LPS, tanto en vertebrados (122, 123,
como en invertebrados [124, 125], pero no han
sido definidas como aglutininas. Por otra parte,
recientemente se reportd [113] la purificacion
de una aglutinina con capacidad de unirse al
LPS y de aglutinar bacterias, presente en la
membrana de los hemocitos de Halocynthia
roretzi, Sin embargo, no ha sido posible en-
contrar el reporte de alguna aglutinina sérica
con especifidad similar a la del camarén café
aislada en este trabajo. De este modo, aunque
el camarén no es el (nico organismo que
posee moléculas con capacidad de reaccionar
con el LPS, la aglutinina purificada, es la
primera aglutinina sérica que se reporta con
ésta capacidad.

La inhibicién por LPS, tanto en la hemaglu-
tinacion como en la sedimentacidn bacteriana,
permiten proponer que este compuesto es uno
de los ligandos naturales de la aglutinina del
camardn café y que posiblemente sea una efec-
tiva senal para activar el sistema de defensa
del camardn, en este caso, Otros mecanismos
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de defensa de los invertebrados tambien pue-

den ser activados por este compuesto, comao es
el caso del sistema fenoloxidasa [86, 90, 118,

126, 137), la fagocitosis [77], la nodulaci()n'

[126, 128] y la coagulacion [101].

Asf, es paraddjico que el pat6geno lleve con-
sigo la senal que motiva su destruccién; pero
es explicable que los organismos capaces de
responder a una sefal portada por un agente
extrafio sean los que hayan sobrevivido a lo
largo de la evolucion. Mds aiin, la capacidad
del sistema inmune de responder al LPS ha
sido bastante conservada y células inmunes de
vertebrados son activadas por este compuesto
induciendo citotoxicidad [129), eritrofagocitosis
[130], quimiotixis [131], produccién de ani6n
superdxido [132] y sfntesis de interfer6n {133].

Asf, pese a las diferencias entre las carac-
terfsticas moleculares y/o morfologicas de sus
componentes, aparentemente, el sistema inmu-
nol6gico de todos los animales ha mantenido
mecanismos efectivos para el reconocimiento y
eliminacion de patdgenos. Lo anterior permi-
tird, en breve, proponer un concepto unifica-
dor de los sistemas inmunes que abarque, a
vertebrados y a invertebrados.

Los Hemocitos.

En los crusticeos, los hemocitos est4n invo-
. lucrados en varias funciones, a través de feno-
menos biolégicos como son: la coagulacitn, el
reconocimiento, la fagocitosis y el encapsula-
miento [70, 95). Aunque las reciente investiga-
ciones han extendido la informacién sobre el
papel fisiolégico de estas células en un organis-
mo, generalizar esta informacion es diffcil de-
bido a la falta de un esquema de clasificacién
_para los hemocitos de todos los crustdceos. Si
bien, morfolégicamente se ha podido definir,
en algunos organismos, los tipos de células que
se encuentran en la hemolinfa, no ha sido posi-
ble correlacionar la morfologfa con la funci6n.
Mas aln, existen problemas, en algunas espe-
cies, para clasificar los hemocitos y se han uti-
lizado diferentes nombres o criterios,

En Sicyonia ingentis se ha desarrollado una
clasificacion de hemocitos que relaciona los
hallazgos morfol6gicos, citoquimicos y tres
funciones esenciales: coagulacién, fagocitosis y
encapsulamiento [97-100). En este organismo
sus células hialinas son facilmente identificadas
por microscopfa electrénica y por dar positiva
la tincién con Negro Sudan, en forma similar
al coagulogeno sérico de otros crusticeos
[101]. Adicionalmente, las células hialinas no
tienen capacidad fagocitica y no contienen
fenoloxidasa [98). En contraste, los granulo-
citos contienen numerosos granulos pequeio
(04 um) o grandes (0.8 um), contienen
fenoloxidasa, no participan en la coagulacién y

son capaces de fagocitar y encapsular [100].

Asi, es posible la divisién de dos grupos fun-
cionales y morfolégicamente diferenciables.

Por otro lado, e! tipo de microscopia reque-
rido parece ser también un punto de discusién.
Mientras que algunos autores utilizan unica-
mente microscopia de contraste de fases [122],
otros consideran que esto no es suficiente
[104]) y prefieren la microcopfa electrénica o
una combinacion de ambas técnicas [96}, Otros
autores [104, 111] han incorporado estudios
citoqufmicos en un -esfuerzo para optimizar el
esquema de clasificacion.

Microscopia de Contraste de Fase,

Aunque la SIC<EDTA es una solucién anti-
coagulante adecuada para la obtencidn de
células circutantes del camarén, la técnica para
microscopfa de contraste de fases recomienda
la utilizacién de una solucién fijadora para evi-
tar la coagulacién y fijar la células lo més répi-
damente posible, garantizando un mfnimo en
los cambios celulares {96, 104, 111, 122].

Cuando las células fueron obtenidas en solu-
cion fijadora de cacodilatos, lavadas y observa-

.das por microscopfa de contraste de fases, se

encontraron 2 poblaciones celulares, morfol6-
gicamente diferenciables. De acuerdo al es-
quema general de clasificacion de los hemoci-
tos de; crustdceos, estas corresponden a células
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| hialinas y granulares. Aunque es posible obser-
' var los granulos, es difici) evaluar el tamano de
éstos (figura 8). Los granulos son refringentes,
lo que impide definir su tamafo y en algunos
casos los granulos pequefios no muestran re-
fringencia, Asi, de acuerdo con otros autores
{104, 111}, la utilidad de ésta técnica es$
limitada.

Tincion de los Hemocitos.

La rdpida coagulacion que presenta la hemo-
linfa es una gran limitante en el estudio de los
hemocitos, lo que ha impedido, parcialmente,
la utilizaciéon de tinciones para la diferencia-
cidn de ésta células, Martin y Graves [96] seia-
lan que la tincion de Wright es ambigua y
causa distorsion en la forma de las células, por
lo que cllos excluyen esta técnica de sus estu-
dios morfolGgicos. Sin embargo, para observar
hemocitos fagociticos en monocapa ellos utili-
zan la tincion de MayGrunwald-Giemsa [111].

El problema fundamental radica en la prepa-
racion de un frotis en forma directa, Fen6me-
nos de coagulacidn, degranulacion v lisis se po-
nen de manifiesto y las células modifican sus
propiedades rdpidamente. Sin embargo, este
problema puede ser resuelto aprovechando la
capacidad que tienen los hemocitos para adhe-
- rirse al vidrio (o pldstico), asf como la eficien-
cia de las soluciones SIC, SIC-EDTA, y MCC
para la manipulacion de hemocitos del
camaron.

La hemolinfa se obtiene en SIC-EDTA y se
incuba en un portacbjetos durante 15 minutos,
en cimara himeda, 5% de CO,. La prepara-
cion se lava dos veces con SIC para eliminar a
las células no adheridas, Sin permitir el secado,
las células son fijadas con solucion de glutaral-

, . dehido en cacodilatos durante 10 minutos, la-
(Tigura B Vioscopadocont do s g )| vadas y tedidas por Hematoiliny/Eosina o
calé (Penaeus callfornlensls). Los células granulares son ova- Giemsa, siguiendo el pmccdlmlemo descrito
ladas, presentan numerosos granulos refringentes de diterente para cada una de estas técnicas. Durante la
prinid :afs:.‘a hlalaina, es circular, no tiene grénuios y su | jeybacion para permitir la adherencia, no se
L manifiesta degranulacion, demostrable por la
ausencia de fenoloxidasa en el sobrenadante.
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Figura 9.Tincion con Hematoxilina Eosina, Las células tuemn1
obtenidas utliizando SIC-EDTA, adheridas al vidilo y tedidas.
Aesultades similares se oblienen utilizando Giemsa, para su

tincién, y

La mayor parte de las células adheridas son
granulares (45%) y subgranulares (35%),
mientras que la hialinas solamente constituyen
un 20%. Las células no adheridas fueron anali-

zadas colectando el sobrenadante de los culti-

vos, centrifugando y el paquete celular fijado
con solucién de cacodilatos. De acuerdo a las
imagenes de microscopfa, el mayor porcentaje
son células hialinas (759%) y ¢l resto pertenece
a granulares y subgranulares. Asf parece ser
que las célutus con grinulos, pequenos y gran-
des, tienen mayor adherencia al vidrio que las
células hialinas, lo cual es similar para otros
crusticeos estudiados {111, 134}, La células
granulares adheridas presentan formas alarga-
das (25 x 15 gm, promedio) y sus granulos son
facilmente observados. Los grdnuios pueden

casos son tan abundantes que impiden ver el
niicleo. Las células presentan extensiones cito-
plasmaticas y el borde es irregular. Las células
hialinas, toman la forma circular (20 pem de
didmetro), con bordes regulares, sin exten-
siones citoplasmdticas, no muestran granulos,
aunque pueden observarse algunas inclusiones.

Asf la diferenciacion entre las células hiali-
nas y las granulares puede hacerse facilmente,
A diferencia de la microscopfa de contraste de
fases, el procedimiento aqui descrito perinite
definir el nimero y tamano de los granulos.
Algunos autores [revisados en 95] han clasifi-
cado tas células granulares de los crusticeos en
subgranulares o semigranulares y granulares,
utilizando como criterio el nimero, mas que el
tamano de los granulos. De acuerdo a las ima-
genes obtenidas, los granuios pueden variar en
tamano; pero una célula contiene solamente
de un tipo. Esto es similar a lo descrito
Penaeus japonicus [104], donde ademis los
autores proponen la utilizacién de los nombres
de células de grinulos pequenos y células de
grinulos grandes para describir a las semi-
granulares y granulures, respectivamente, Esta
nomenclatura parece ser mas conveniente, ya
que el criterio fundamental es el tamafo, mas
que el nimero de los granulos.

En lo referente a las células denominadas
hialinas {95] o agranulares [96], Tsing y cols,,
[104] dicen que esto es aceptable unicamente a
nivel de microscopfa dptica, ya que bajo el
microscopio electronico no es posible afirmar
que tales células no tengan inclusiones cito-
plasméticas. Ademds, €éstos autores [104] pro-
ponen, y utilizan, el nombre de hemocito no
diferenciado para estas células, debido a la ele-
vada relacion nucleo:citoplasma, la gran canti-
dad de eucromating, el aparato de Golgi poco
desarrollado y el gran nimero de ribosomas,
que las hace parecer como células en los pri-
meros pasos de diferenciacion.

La diferenciacion de los hemocitos es un te-
ma atin en discusion. Algunos autores han pro-

serde L um o de 0.5 um, basdfilos, en algunos | puesto una evolucion e células_ hialing hacia
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. dencia que sugieran que un tipo de célula es

derar la existencia de tres poblaciones celula-
-res: las células hialinas, en las cuales no es po-
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hemocitos granulares [144, 145) o en un sen- |
tido inverso, empezando con hemocitos granu-
lares hacia células hialinas [146]. Por otro lado,
Sternshein y Burton [147} no encuentran evi-

una fase del desarrollo de otra,

De este modo, las discrepancias en la no-
menclatura parecen fundamentarse en los cri-
terios utilizados y, a falta de datos que expli-
quen la via de diferenciacion de los hemocitos
circulantes, el problema parece persistir. En el
presente trabajo se evita la confusién al consi-

sible detectar grdnulos en preparaciones tefi-
das, adoptan la forma circular de bordes
regulares y no -muestran pseudépodos cuando
son adheridas. Las otras dos poblaciones son
células granulares, forman pseud6épodos,
tienen bordes irregulares y adoptan la forma
alargada. La diferencia entre ellas es el tamaio
de los grinulos, De acuerdo con Tsing y cols.
[104] son denominadas células de granulos pe-
jueﬁos (0.5-0.8 um) y células de granulos gran-
es (0.8-1.0 um), .

Fagocitosis.

Una de las actividades mas importantes de
los hemocitos es la fagocitosis. Este fenémeno
se ha demostrado en los invertebrados y se
considera como la principal linea de defensa
[17, 28, 68-70]. La capacidad fagocitica de las
células adherentes del camarén café fue estu-
diada utilizando eritrocitos de rat6n glutaral-
dehizados como célula blanco. Eritrocitos nati-
vos no pueden ser utilizados debido a que la
tonicidad del medio de reacci6n -es elevada
(0.45 m de NaCl) y se lisan espontdnteamente,
De acuerdo a las figuras 10y 11 aparentemen-
te todos los tipos de células adheridas llevan a
cabo fagocitosis, aunque en mayor porcentaje
son las granulares (grdnulos pequeiios y gran-
des). La presencia de células hialinas fagocf-
ticas ha sido reportada en otras especies [77,
110, 134}; aunque para otras especies reporta-
das, la fagocitosis estd restingida a las células
granulares {111}, ~ '

[ % de hemocitos  GR por 100 )
fagocitando hemocitos
GR 8 254
4GR + Aglutinina 18 83+ 6
\GR opsonizados 18 62+8
Fl'lbl! 8. Fagocitosis de sritracitos de ratén (GR) en prouncln
0 ausencia de la agiutinina del camarén caté (Penssus califor-
thmlt). . J

La fagocitosis en los invertebrados es esti-
mulada por factores séricos que Se unen a la
particula extrafia y a receptores en la superficie

celular [61, 76, 135-139]. Las moléculas involu-

cradas en el reconocimiento incluye a las aglu-
tininas y productos de la activacion del sistema
proPO [17, 20, 28]. Utilizando el mismo
modelo de eritrofagocitosis establecido para el
estudio de los hemaocitos del camarén se eva-
ldo la capacidad de la aglutinina sérica purifi-
cada del camardn café (P. californiensis). Como
se puede ver en la tabla 8 la actividad fagociti-
ca de los hemocitos de camarén se incrementa
por la presencia de la aglutinina, La aglutinina
puede ser adicionada directamente al cultivo al
momento de adicionar lo eritrocitos, o bien,
las células rojas son incubadas previamente
con la aglutinina, lavadas y adicionadas al cul-
tivo. Con este itimo tratamiento se permite la
formacién de una partfcula con la aglutinina en
la superficie (eritrocitos opsonizados)..

Las células fagociticas y/o los cultivos donde
se llevd a cabo.la eritrofagocitosis mostraron
dafio celular que incluye: degranulacién, lfsis y
cambios morfol6gicos importantes (cariolfsis y -
picnosis). Cuando el sobrenadante de estos
cultivo fue incubado con L-DOPA, la actividad
de fenoloxidasa pudo ser determinada. En los
controles, no se observo dafo o cambios celu-
lares, ni el sobrenadante contenfa fenoloxidasa,
Al revisar los frotis, tenidos, es notoria la
desaparici6n de grénulos de las células. Por lo
anterior es posible que algunas de las células
"hialinas fagociticas” sean células degranuladas,
Sin embargo, como se muestra en la figura 11, -
la célula muestra caracterfsticas de célula hiali-
na, y se encuentra rodeada de eritrocitos. Esta
imagen fué lograda utilizando microscopia
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rl’lgun 10.Hemocitos granulares del camarén café fagocilan-j
do eritrocilos de ratén. Los grinulos oscuios son visibles en
fodo el ciloplasma. Los eritrocilos son Indicados con las
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diferencial de fase. Por otro lado, la degranula-
cion durante la fagocitosis no es un fendmeno
general, ya que tambien se encuentran células
con grinulos que tienen actividad fagocitica,

La degranulacién ha sido reportada en otros
modelos invertebrados y parece ser un fend-
meno generalizado que explica la participacion
de los hemocitos en los mecanismos de defen-
sa, Cuando un hemocito es activado por la

rFlgura 11, Célula hialina fagocitando, La ausencia de
granulos oscuros es avidente. Sin embargo, se aprecian
granulos blancos (flechas) en el citoplasma.

N

presencia de una particula extrana, inicia el
proceso de fagocitosis, el cual es acompanado
por una exocitosis de sus granulos [110, 118].
La activacion del sistema proPO estimula la

actividad fagocitica y las células terminan por .

presentar cambios morfolégicos y bioquimicos
ue finalmente pueden culminar con la muerte
e las células involucradas. Debido a que in
vivo, este proceso involucraria un dafo severo
al huésped, se ha propuesto la existencia en el
lasma de inhibidores del sistema [134]. Dos
inhibidores de proteasas presentes en la
hemolinfa del langostino [140, 141] han
mostrado tener la capacidad de inhibir la en-
zima activadora del sistema proPO [142], lo
(ue apoya la existencia de un mecanismo re-
gulador.

En resumen, los hemocitos del camardn café
(P. californiensis) guardan gran similitud con
los reportados para otros crusticeos en cuanto
a tamano, forma y actividudes. Tienen la
capacidad de fagocitar y durante este proceso
es posible la degranulacién. La aglutinina séri-
ca del camaron, aislada en este trabajo, tiene la
capacidad de incrementar el {ndice fagocitico
aumentando el mimero de células fagocfticas,
mas que la relacidn eritrocito:hemocito.
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La importancia del estudio de la inmunidad
.de los invertebrados radica en puntos diversos,
que van desde el interés comercial hasta el
puramente cientffico. En lo comercial, porque
un debilitamiento de este sistema de defensa
podrfa ser utilizado para el control de plagas.
Por otro lado, el conocimiento de un adecuado
. funcionamiento, podria ser utilizado para los
organismos cultivables, a ffn de evitar las gran-
des pérdidas econémicas que causan las enfer-
medades. El interés cientifico se basa en la

osibilidad de encontrar eventos inmuno-
6gicos no detectados en los sistemas superio-
res, ser modelos de tipos de respuesta inmune
en la bisqueda de terapias y definir los meca-
nismos por los cuales organismos considerados
inferiores pueden hacer frente a las agresiones
biolégicas (y quimicas) de su entorno,

Uno de los aspectos mas interesantes es la
bisqueda de un concepto unificador de la res-
puesta inmune. Una forma que permita gene-
ralizar la conducta de un sistema, tan diverso
en forma y con un solo objetivo: conservar la
integridad bioldgica de los organismos.

En este trabajo, se abordé el estudio de los
componentes del sistema de defensa de los
camarones. Se selecciond al camar6n café
Penaeus californiensis, por la importancia
econémica de este recurso en acuacultura, y su
abundancia en el Pacifico norte. Se estudiaron
lo componentes séricos que, de acuerdo a los
antecedentes, podrfan estare involucrados en
el sistema de defensa del camar6n. Los resul-
tados obtenidos nos permiten asegurar que la
aglutinina sérica, el sistema fenoloxidasa y los
hemocitos fagocfticos participan en el sistema
inmune de estos organismos. La participacién
de la aglutinina no estd restringida al
reconocimiento de residuos sacéridos en la su-
perficie de células extrafas (eritrocitos o bac-
terias), sino que permite su aglutinacion,
precipitacién, y facilita su fagocitosis a través
.de la opsonizacion,

CONCLUSION.

Hasta la fecha, no se conoce actividad
enzimdtica o lftica de las aglutininas, pero la
complejidad del sistema inmune (ain en inver-
tebrados) permite considerar la posibilidad de
que, a través de la aglutinina, otro(s) siste-
.ma(s) pueda ser activado.

Sobre el mecanismo que estas proteinas
utilizan para poder disermir entre lo propio y
extrano, es probable que resida en las carac-
terfsticas de la célula (eritrocito o bacteria) in-
vasora o bien que ésta sea la portadora de una
sefial que da inicio a las reacciones en el sis-
tema de defensa. Los resultados obtenidos por
la inhibicion con LPS y la precipitacién de bac-
terias, apoyan esta idea.

Una cantidad importante de actividad agluti-
nante de la hemolinfa del camarén café no fué
retenida por la columna de GalNAc-agarosa.
Esta fracciébn no reconoce a los eritrocitos
humanos, pero sf los de ratén. Lo anterior in-
dica que, cuando menos, dos entidades agluti-
nantes estdn presenten en la hemolinfa del ca-
marén café. Esto es congruente con lo que pa-
rece ser la generalidad de que, en los inverte-
brados, diferentes entidades moleculares estén
presentes en la parte soluble de la hemolinfa.

Los resultados obtenidos en la descripcién
de los hemocitos del camar6n café muestran,
por una parte, la similitud de estas células con
otras especies de crusticeos y son facilmente
inclufdas dentro del esquema de clasificacion,
Del mismo modo, se determiné que estas célu-
las tienen capacidad fagocitica y que esta ac-
tividad puede ser estimulada por la aglutinina
sérica, o :

Uno de los sistemas mas complejos (e inte- -
resantes) que participan en los mecanismos de
defensa en los invertebrados es la fenoloxidasa
y sus reacciones. La activacién de este sistema

.21.



Conclusién

por componentes microbianos es posiblemente
- uno-de los factores que disparan los mecanis-
mos de respuesta. La localizacién intracelular
del sistema proPO y su liberaci6n durante la
fagocitosis, parece ser una lfnea terminal del
sistema de defensa, Sin embargo, la liberacién
del sistema proPO y su activacién extracelular,
incrementa la actividad fagocitica y fortalece el
sistema de defensa,

Asf, el sistema de defensa (inmune) de los
camarones, estd conformado por dos compo-
nentes: proteinas solubles de reconocimiento y
células con capacidad fagociticas (hemocitos).
Los hemocitos, ademas de su potencial fago-
cftico, poseen un sistema enzimdtico capaz de
participar directamente en fa eliminacién de
-patégenos e indirectamente por la estimula-
cién de otros procesos celulares, De este mo-
do, los factores de defensa se interrrelacionan
y potencializan para lograr una respuesta mas

eficiente, que concluye con la eliminacion de
la célula extraiia, del organismo.

Los resultados aquf obtenidos permitirin
otros estudios tendiente a conocer los niveles
séricos de éstos factores y/o su actividad, su
modificacion  por  diferentes  pardmetros
fisiologicos y del medio ambiente. Reciente-
mente hemos reportado la modificacién de la
actividad hemaglutinante del camardn azul (P.

| stylirostris) de acuerdo a su talla (148). Eslo

significa que estos pardmetros pueden ser
modificados bajo diferentes condiciones fisio-
I6gicas y que deberd de establecerse los valo-
res precisos dependiendo del estado de madu-
rez de los animales. Al lograrlo, la determina-
cién de la actividad hemaglutinante, las cuen-
tas celulares y los niveles de proPO, podrfa ser
utilizada como una técnica de diagndstico del
estado de salud de los camarones, sabiendo de
que éstas células protefna y corpisculos estdn
involucrados en los mecanismo de defensa.
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gresos, publicaciones y cursos. Los documentos probatorios, asf como la informacion se localizan

en los apéndices correspondiente.
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Aptividmles Biologicns de 1a Hemolinfo de iumncin Azul
(Penacus stylirostris)

Vargas-Athores, F., Guzmin, A. gy Ochea, J-l.. Cent -~ - - rgtios: .0
tHiologicas. Antdn Postal 120, La Paz, B.C.S. 23000, {<¢ u»

Los meconisracs de defensa en invertebrades invaolucran a wmoléeul..
recenaciiento v celulas efectaras. l.a aglutinina sérica &s el principal coovd:-
datc como moléculas capaces de recanocer "lo propio” y “no prapio”. [+ - s
intencidn de apoyar esta idea, y conocienda la existencia de aciividad ¢+ -
glutinante, en el presente trabajo se intenta abservar la copacide X
nemolinfa para "reconacer” bacterias marinas y de actua: conma ausontr

Coma se demuestra par aglutinacion directa o par absarcion, la nzmoalings Gl
camardn azul es capaz de interactuar con bacterias merinas. Utilizanda erivu-
legocitosis homéloga murina se cbserva que las macréfagos peritancoles
incrementan su capacidad de adherir e incorparar gldbulos rojos del mismo
animal, en presencia de la hemalinfa. Los resultadas abtenidos incrementan ls
posibilidad de que la hemolinfa sea capaz de reconacer agettes patdgenas v

favarecer su eliminacion por la ¢células fagociticas del car=»
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Actividud Hemaglutinonte de to Hemolinfa de Comerdn
(Penaeus stylirestris)

Vargas-Albores, F., Ochea, J~L. Centro de tnvestigaciones flitlagicas. & 140
Pastal 120, La Paz, B.C.S. 23000, México.

Hace veriss décadas se ha estudiado la actividad hemaglutinante de la hewo-
iinfa y extractos tisulares de arganismos invertebrados, llegando a sugerir lo
porticipacion de aglutininas en los mecanismos de defensa ds estos organisinus

En este trabajo se describe algunes propiedades hemaglutinn:tes de la heme

linfa del comardn azul, y los primeros intentos en su aislami

Los resultados obtenidaos indican la presencia de unaaglutinin: < ntitulas qus
varian cuando se prueba con eritrocitos de diferentes especies La octivihi!
salutinante tambien se puede madificar por el envejecimients ¢ ttracorpirey
de los eritrocitas o por tratamienta enzimatico con tripsina. Alzunas glico-
prateinas y szlicares son capaces de inhibiv la hemaglutinacién,

La actividad hemaglutinate puede ser aistada par cromatogratia d af inida! oo
Fetuin-Sepharose, siendo elulda con Gii-HCl (0.1 M. pH=2.5) o can SDTA L0 -

Esto Gltime indica la necesidad de catianes divalentes para la azlutinacion
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DR. FRANCISCO VARGA ALBORES
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Presente

El Depto. de Bloquimica de la Facultad de
Medicina, UNAM, agradece su participacibén en el ci-
clo de seminarios de investigacidn en el mes de ju-
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 "INMUNIDAD EN INVERTEBRADOS"
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sa colaboracibén en un futuro prdximo.
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University of California at Davis and Fallen Leaf Lake
September 9-14, 1990

Organizer: Marilynn Etzler
Departiment of Biochemistry and Biophysics
University of Calilornia, Davis CA 95616, USA
Tel (916)752.3528 FAX ($16)}752-3085

August 24, 1990

Dear Interlec-12 Participant:

Thank you very much for submitting your abstract listed below. Your paper has
been scheduled for presentation in the poster session. The poslers can be sel up as early
as Sunday afternoon and will remain up for the entire lime of the Davis portion of the
meeting. Specific time has been scheduled on Monday aiternoon and Tuesday and Friday
mornings for viewing the posters, however we anticipate that meeting paricipants will
also be viewing them at other times during the meeting.

- The poster board dimensions are 4 leet by 4 leel and pins will be available in the
poster session rooms. We have an outstanding group of meeting participants and have
assembled an excellent scientific program that should touch on most aspects of lectin
research. We look forward to seeing you here in California soon.

Sincerely youré. |
i

Marilynn 'Etzler
Organizer,. Interlec-12

ME:la

Abstract schedule lor poster presentation:

' . Vazquez and E.
6. F. Vargas-Albores, A. Guzman, L ‘ | '
' Zenteno? "Hemagglutinins from two peneids shrimps

hemolymph.
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POSIBLES INDICADORES DE SALUD
DE LOS CAMARONES Y
SU APLICACION EN ACUACULTURA®

VARGAS ALBORES, F., GUZMAN MURILLO, A. Y OCHOA, J-L.
Centro de Investigaciones Bioldgicas de 8.C.S. Aptdo. Postal 128,
La Paz, B.C.S., 23000, México.

RESUMEN

La condicion fisioldglca de los camarones, al Igual gue otros Invertebradas, se ve influenclada por parimetros amblenta-
ies como la temperatura y la salinidad. La modificacion de estos se asocla con 1a aparicion do padecimicntas en cultivos,
ya sea por ¢l crecimiento microhiano o por Incrementa en la susceptibilidad de tos animales hacla das infecciones, La di-
ficuitad que existe para evaluar [a condicion del animal se ve Incrementada debido a que los posibles indicadores del sis-
tema de defensa parecen modificarse con la edad, talla @ maduracién, Dentro de las posibles indicadores gue incluyen
los niveles séricos de: actividad agfutinante, proteinas, carbohidratos, cationcs, hemocitas y actividad fagocifica. Consl
derando que, el equilibria homeastitico deberd mantenerse y que esta lleva a la modificacion de los parimetros hémati-
cas, ¢l esiudio de eslos componentes séricos que pudicran serse afectados, como respuesta a las condiclones ambienta-
les, pucde servir para cstablecer Las condiciones de salud de los animales.

EXPORTACION DE PRODUCTOS PESQUERQS
- 1388 =

Una de las actividades econdmicas mas
rentables dentro de la explotacion de
recursos marinos es la relacionada con
el camaron. La captura y comercializa-
cion de este recurso en nuestro pais ha
sido de 75,000 toneladas anuales, en
los ultimos tres afios, La exportacion
de 35,000 Ton./afio, dentro dei mis-
mo periodo, representa para México
un ingreso de divisas alrededor de
400,000 dolares por afio.
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El principal mercado mexicano, los Estados Unidos, sigue demandando este recurso como
se demuestra por el incremento en sus importaciones de 60,782 Tnsen 1982, 116,799 en
1986 y casi las 200,000 para 1990. Sin embargo México se ha mantenido con un prome-
dio de 35,000 Tns. puestas en el mercado estadunidense, lo que significa haber pasado del
56.8% de participacion en 1980, al 28.9%en 1986. Es importante sefialar que Ios otros

* Conferencia presentada dentro deb | Simposium snbn: Biotecnologia Marina, celebradg el 27 y 28 de septiembre de
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IMPORTAGION ESTADUNDENSE DE CAMARON

paises participantes de las importacio- 1980 1908

nes estadounidenses mantienen un

programa activo de cultivo de cama-

ran, lo que les ha permitido aventajar ] ’”@!‘.‘..‘ .’,',‘
al nuestro en el mercado del pais ve- s b m‘w et
cino. La saturacion de la capacidad de Lreh i i// A
la flota camaronera y el atractivo mer- i S // ot 1
cado norteamericano estan estimulan- /Z//J

do en México el cultivo del camaron, 80,782 Ton, 8,799 Ten
perfilandose como una actividad pro-

ductiva de gran importancia econo:
mica.

ODUCCION MUNDIAL DE CAMARON EN CULTIVO
% DE PARTICIPAGION,
- 1388 -

l.a contraparte radica en que el cul-
tivo de camaron es una actividad de
alto riesgo debido, fundamentalmente
R | a la aparicion y.diseminacion de enfer-
mis e.n N medades que llegan a afectar seria-
| mente a la produccion. Aunque se ha
avanzado en el conocimiento de los
| parametros ambientales del cultivo y
an la identificacion de organismas que
2 los afectan, la presencia de padecimi-
! entos infecciosos, principalmente, si-
oL L T w8 gue siendo un problema en acuacultu-
ra debido a la ausencia de metodologia en el diagndstico temprano y tratamientos especi-
ficos. En la actualidad los sistemas de vigilancia del contenido bidtico del cultivo se fun-
damentan en el analisis cualitativa y wuantitativo de los posibles patogenos, ya sea en el
cuerpo de agua, en el cuerpo del animal o en ambos. Los protocolos incluyen, ademads del
muestreo de agua, el diagnostico macroscopico, sacrificio y, de ser necesario, 1a toma de
muestras de las lesiones. Desafortunadamente, cuando los patogenos llegan a detectarse
en el cuerpo del animal indican que parte de la poblacion cultivada ya esti afectada.

aua 1.t
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Taln .12

Para los cultivos intensivos, debido a \a alta densidad de poblacion, el desarrollo vy la trans-
mision de patogenos toma dimensiones altamente peligrosa (1.21, por lo que un efectivo
sistemna de diagndstico temprano, se traduciria en incentivos econémicos al permitir man-
tener las enfermedades bajo control {34].

£l contro! del numero de microorganismo, se basa en el uso de antibioticos 5! y en la re-
gulacion de las caracteristicas del agua. Esta metodologia, ademas de ser costosa y poco

13
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efectiva, puede controlar parcial y momentaneamente el problema infeccioso, pero
permite conocer la condicion de salud de la poblacion cultivada y nuevos cuadros infec-
ciosos podrian presentarse.

Por otro lado, muchas infecciones, principalmente de origen bacteriano, son de etiologia
secundaria y concurren en sindromes como: deficiencia de dcido ascorbico, toxinas, heri-
das y estrds extremo 1671, Adicionalmente, algunos microorganismos considerados epi-
comensales pueden legar a causar serios padecimientos en cultivos (8.9 cuando el estado
de salud de los camarones no es adecuado.

De este modo, parece ser que el establecimiento de un cuadro infecciosos en el cultivo no
se debe unicamente a un incremento numérico de los patdgenos, sino que es altamente de-
pendiente de la condicién fisioldgica de los animales. Ademas, cuando se establece un
tratamiento para disminuir el nGmero de patogenas, estamas modificando las caracteristi-
cas fisicas y quimicas del estanque y la conducta de la biota total del estanque, afectando
también la fisiologia de los camarones (10121, Esto puede reflejarse en la disminucidn
del crecimiento, estrés y muda (13,141, lo cual impactard directamente en la productivi-
dad. :

Hasta la fecha no se conace una metodologia precisa capaz de definir el estado de suscep-
tibilidad de los camarones, hacia las infecciones. De poderse desarrollar se tendria la ven-
taja de regular paulatinamente las condiciones del estanque, evitar el estres de los anima-
les, retardar o prevenir 1a aparicién y diseminacion de la enfermedad.

Aunque se ha descrito la modificacion de algunos componentes de la hemolinfa, princi-
palmente aquéllos relacionados con los mecanismos de defensa, por la presencia de paté-
genos, hasta la fecha no ha sido posible establecer una correlacion entre ellos y la suscep-

tibilidad de los organismos para ser infectados. Uno de los principales. problemas es la

variacion de la composicion bioguimica y celular de los animales invertebrados de acuerdo
3 la edad, madurez, sexo y otros estados fisioldgicos (muda). Dentro de los componentes
de la hemolinfa que se han estudiado y que reflejan modificaciones fisiologicas, por estrés

salino y de temperatura, o por infecciones se encuentran: la actividad aglutinante vy litica,

la concentracion de protemas totales y hemocianina, as’ como la cantldad y tipo de hemo-
cntos como se detallan mds adelante.

Los invertebrados carecen de un sistema inmune mediado por anticuerpos, pera paseen
un efectivo sistema de proteccion que incluye lisis y aglutinacion mediada por componen-
tes humorales y celulares. La actividad hemagtutinante, se ha asociado con la capacidad

de diferenciar lo propio de lo extraiio y posiblemente las moléculas responsables sean lec-

tinas 115211, las cuales son glicoproteinas de alto peso molecular capaces de interactuar
con residuos sacaridos sin modificarlos quimicamente. Aunque restringidas en su especi-
ficidad a carbohidratas (15!, la aglutinina sérica de los crustaceos, al igual que todos los
invertebrados, tienen un papel importante en los sistemas de defensa (17.23! ya que son
capaces de precipitar moléculas, aglutinar células y facilitar la fagocitosis (172024901 .
La posibilidad de que estas moléculas puedan ser marcadores adecuados se incrementa al
observar que la actividad y/o concentracnon de la lectina sérica puede ser modificada por

la presenma de agentes patdgenos 126281,
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En los invertebrados, la presencia de agentes infecciosos tambien puede modificar los ni-
veles séricos de proteinas 2526291 y carbohidratos (29.30), debido posiblemente a la
liberacion de material de los tejidos dafiados y la rdpida utilizacian de los nutrientes por
los patégenos 129,31,

POSIBLES PARAMETROS INDICAOCGRES DEL ESTADO
DE SALUO DE L.OS CAMARONES,

~— Astividad Hemaglutinante,

— Cencentracien de Protelnas;

Totales
Adicionaimente, - la concentra- ‘C:“-‘H“'“l‘-"“;’
. . . . uproproicinas
cion de proteinas séricas pueden Lipoprateinas

también modificarse por efecto
de la salinidad, coma se ha podi-
do establecer en el casoc de Or- Fosfatasas
. Lizosima
chestia gammarellus (321, Cra- Amilasa
ssostrea virginica (33341, My-
titus californianus 1(36) . Del mis-
mo modo, otros factores o esta-

Enzimas Sérlcas;

Cencentracion de AlGcares Tatales,

Concentracion de lanes;

dos fisiologicos también tienen Sodio
efecto sobre la concentracion de :’:‘;"s;;“

proteinas y/o azlcares séricos.

Por ejemplo, en el camardn blan- Propiedades Fisicoquimicas:
; ptl

co, Panaeus vanamei, se pueden P smotarkdad

observar modificaciones tanto en

¢l contenido sérico de proteinas

Célutas Circulantes (Hlemacites):
Totales (HT)

Y glucosa, en los diferentes es:ta- Granutares (HG)
dios de muda (371 y por el tipo Hiatinos (HH)
de dieta utilizada (38!, Relaclon HG/HH
- Actividad Hemocitica:
Fagocltosis

Ocgranulacion

Otro de los parametros que posiblemente puedan servir para definir el estado de salud de
los invertebrados incluyen concentraciones de iones, la osmolaridad y el pH, ya que éstos
parecen tener un papel importante, principalmente en el mantenimiento del equilibrio
electrolitico y osmotico. Los valores de estos parametros pueden ser diferentes en los ma-
chos y en las hembras (391, o alterarse como respuesta a los cambias de salinidad y muda.

El estudio de los hemocitos, sus tipos y proporciones, es una posibilidad para el disefio de
una metodologia que permita evaluar la condicion de salud de camarones cultivados, ya
que las enfermedades infecciones pueden modificar la concentracién y distribucion de los
hemocitos de invertebrados (40.43). Sin embargo, existen problemas para una acertada
clasificacion morfalégica de las células circulantes, por lo que la metodologia tediosa y
costosa tiene que ser aplicada, como es el caso de la microscopia electronica para los he-

mocitos de crustaseos decapodas (44261,

e ]



Aunque se han desarrollado varios estudios con |a intencién de caracterizar la pob[amon
celular de la hemolinfa (44481, estos no son conclusivos en cuanto a los criterios de dife-
renciacién morfologica y poco se conoce sobre las modificaciones cualitativas y cuantita-
tivas de los hemocitos por edad, sexo o0 madurez.

Independientemente de las diferencias morfologicas, una medicidn adecuada parece ser la
determinacidn de la capacidad fagocitica [4852), ya que representa la culminacion de va-
rios procesos celulares como son: locomocion, quimotaxis y reconocimiento. Sin embar-
go, la metodologia no es facil y, para el caso de los camarones, se requiere el estableci-
miento de un medio de cultivo adecuado para mantener viable a los hemocitos.

La suceptibilidad a enfermedades por alteracién de las condiciones ambientales {tempera-
tura y salinidad, principaimente) pueden ser explicadas por alteraciones en la funcion fa-
gocitica y fenomenos relacionados. Por ejemplo, se ha observado enCrassostrea virginica
que cuando se incrementa la temperatura se modifica la pinocitosis 1631, migracién y fa-
gomtoms in vivo 154}, union de particulas issl, asi como la velecidad Ppara fagocitar bac-
terias /n vitro 156) . Rapidos incrementos en la salinidad retardan la migracion y locomo-
cion de los hemocitos 1570, Estudios similares, con Ostrea edulis, han demostrado que la
capacidad de los hemocitos para unir particulas extrafias in vitro decrece si se incrementa
la temperatura o se baja la salinidad durante 4-8 horas 1511,

Valores promedio {desviacidn estandar) de algunos pardmetros
Hematicos medidos en el camardn azul (Panacus stylirostris)

Hembras Machos Total
Proteina Total {mg/ml) 54,233 51.728 53.285
' (15.026) {16.162) {165.513)
Actividad Hemoglutinante 4480 4,290 4.410
l.og !NV Tit. (2.390} (1.170) (2.160)
pH 7.341 7.246 7.309
(0.217) {0.203) 0.217)
Sodio (meg/l} 448,522 453,429 454,162
(32,970) (51.0.43) (41.398)
Potasio {mey/l) 9,374 10.667 9.859
{1.857 (1.447) (1.823)
Osmolalidad {mOs/Kq) 858.700 886.430 869.150
(44,480} {61.370) (52.880)
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Por o anterior, nosotros estamos desarrollando una metodolagia de diagndstico rapido,
preciso y sencillo que nos permita colaborar en el importante renglon econémico del cul-
tivo del camarén, Dentro de los posible parametros estamos incluyendo la actividad he-
maglutinantante, la concentracion deproteinay azucares totales, la cuantificacion de ca-
tiones, el conteo celular y la capacidad fagocitica.

Los resultados hasta la fecha son alentadores, ya que hemos podido demostrar la presen-
cia de aglutininas séricas en el camardn café (Panaeus californiensisl y en el camardon azul
(P. stylirostris), rdeterminanda algunas de sus propiedades aglutinantes y fisicoquimicas. Por
atro lado, ha sido posible observar que la aglutinina del camardn azul, es capaz de interac-
tuar con bacterias marinas, incluyendo aquellas descritas coma patogenas para estos ani-
males.

En to referente a los componentes celulares, hemos podido establecer una metodologia
que nos permite, utilizando una muestra de  10-15,1 de hemolinfa, cuantificar los hemo-
citas totales, asi como identificar y cuantificar las diversas poblaciones (hialinas, yranula-

res y subgranutares),
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VARIATION OF pH, OSMOLALITY, SODIUM AND POTASSIUM
CONCENTRATIONS IN THE HAEMOLYMPH OF SUB-ADULT BLUE SHRIMP
(PENAEUS STYLIROSTRIS) ACCORDING TO SIZE.

Francisco Vargas-Albores and José Lufs Ochoa.

RUNNING TITLE:

Osmotic-lonic values in Penaeus stylirostris,

ABSTRACT:

1, Huemolymph pH, osmaolality, as well as
potassium and sodlum concentrution were
determined in  sub-adult  blne  shrimp
(Penaeus siylirostris),

2. The pH and concentration of sodium
are not modified according to the size of sub-
adult P, stylirostris. The mean for pH was 7.3,
and the sodivm concentration average was
450 meq.i,

3, The haemolymph osmolality und the

_potassinm concentrotion showed significant

dilferences according to size.

4, The smaller shrimp are befter os-
moregulators.

5. Potassium has an important role in os-
molality malntenance,

Division of Experimental Biology, Center of Biological Research, P.O. Box 128, La Paz, BCS, 23000, México,

INTRODUCTION.

Osmatic regulation in shrimp is a physiological
property which determines their distribution under
different salinities. This osmoregulatory ability has
been studied in maay species, including: P aztecus
(Williams, 1960; McFarland and Lee, 1963; Bishop ¢
al., 1980; Castille and Lawrence, 1981a), P. duorarum
(Williams, 1960; Bursey and Laace, 1971; Castille and
Lawrence, 1981a), P. esculentis (Dall, 1981), A
japonicus (Thuct et al., 1985), P. merguiensis (Dall,

1981), P. monedon (Cawthornc et al., 1983; Ferraris

et al., 1986), P. penicillatus (Cheng and Liao, 1986),
P. setiferus (McFarland and Lee, 1963; Castille and
Lawrence, 1981a), P. swlirostris  (Castille  and
Lawrence, 1981a), and P. vannamei (Castille and
Lawrence, 1981a). All of these species are curyhaline
penacids which inhabit brackish water as postlarvae
and juveniles, bul migrate as adulls to a marine
habitat, Nevertheless, sheimp at all stages of develop-
ment are able to hyperregulate osmolality in diluted
media and to hyporegulate in concentrated media
with isosmotic concentrations at 20-30 parts per
thousand. The juveniles arc more curyhaline and
stronger osmoregulators than the adults, although
differences have been found between species (Char-
manties, 1987).
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The control of internal pH is necessary for the
proper functioning of animals, since the pH of body
Muids governs the fonization state of prolcins, which
in turn governs their physiological function (Reeves
and Rahn, 1979). In crustaceans, including penacids,
some importance has been aseribed to the role of ion
fluxes in pH regulation (Cameron, 1978; Truchot,
1979); however, the connection between the dif-
ference in ion concentration and pH is not yet clear.

Previous studies on Penaeus osmoregulation have
relied on the physical transfer of the organism to dif-
ferent salinities and temperatures in order to deter-
min¢ the influence of medium changes on the
haecmolymph  composition  (Dall, 1981; Dall and
Smith, 1981; Castille and Lawrence, 1981a; 1981b;
1981¢; Cawthorne ¢f al., 1983; Charmanticr, 1987). In
contrast, shrimp for this study were obtained from
only one marine location and without further
manipulations.  While previous  studies compared
shrimp of different stages in development, this study
focused on three sizes of blue shrimp (Penaeus
stylirostris) from 11 to 16 cm. Shrimp of these sizes
are all considered sub-adult (McFarland and Lee,
1963; Bursey and Lane, 1971).

Although sodium concentration and changes in os-
molality have been reported for juveniles and adulls
(Caslille y Lawrence, 1981b), potassiam concentra-
tion and pH values have not been ascertained. Thus,
the main objectives of this rescarch were to deter-
mine the Na* and K* concentration, pH, and os-

adult Penacus stylirostris for comparison with pre-
vious reporls on Penaens osmoregulation,

MATERIALS AND METHODS.

Shrimp and haemolymph collection.

Male and female shrimp (Penaeus stylirostris) were
collected form San Carlos Bay, B.CS., México, in
October of 1989. The water temperalure was 21°C
with a salinity of 36 parts per thousand (ppt). The
hacmolymph (50-200 x1) was obtained by inserting a
sterile 25 gauge needie in the pleopod base of the
first abdominal segment. Each sample was put into
1.5 ml Eppendor! tube and kept at 10°C for frans.
porting. In the laboratory, the cell-free hacmolymph,
or serum, was recovered after centrifugation for 10
minutes in an Eppendorl microfuge and removal of
the cell clot. Qaly the haemolymph from intermoult
shrimp was used.

Chemical Analysis.

The serum osmolality {mQOsm/Kg) was measured on a
Wescor 5120B Vapor Pressure Osmomeler which
had been calibrated with standard solutions of 100,
290 and 1000 mOsm.Kg''. The serum pH was deter-
mined using a surface clectrode, Haemolymph
sodium and potassium concentration (mEql?) was

-determined on  a - Radiometer, FLM 3 {lame

_ photometer.
molality of the hacmolymph from three sizes of sub-
Male Female
(n =13) (0 = 20)
pH 725 + 0.14 733 + 0.14
Sodium (meq.l™) 460.46 + 1838 45230 = 16.09
Potasium (meg.l™) 10.19 + 062 10.18 = 087
Osmolality (mOsm.Kg!) - 826.74 + 39.44 82741 = 4646
Mean * standard deviation. '
Table 1. Parameters determined in sub-adult Penaeus stylirostnis haemolymph. No significant dilference
(P>0.05) beiween sexes was obtanined by t-test. ,
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Male Female Male &

Female
pH 0.0439 0.0672 0.0480
Sodium 0.4745 0.2445 0.3163
Potassium 04771 0.5560 0.8312
Osmolality : 03149 ) 0.6229 0.5265

Table 2. Lincar correlation factors between cevalued hacmolymph parameters and size of P stylirostriy

male, female and mixed population.

Experimental Design.

To determine the influence of animal size on serum
K* and Na* concentration, as well as  the
hacmolymph pH and osmolality, the whole shrimp
population and cach sex was separated into three
groups of different sizes: Group A was comprised of
animals ranging in size from 110 to 12,6 cm; group B

from 12.7 10 14.3 cm and group € from 14.4 to 16 cm.

The data obtained were analyzed ANOVA-IW
(Analysis of variance one way), t-Student or lincal
regression, using Lotus 1-2-3™ and Statgraphics™

. programs.

RESULTS

. The hnémolymph pH, osmolality, sodium, and potas-
“sium concentration of the shrimp, ranging from 11 to

16 c¢m, and weighing between 11.8 and 272 g, are

shown in table 1. The t-test analysis of these
parameters did not indicate significant differences (P
0.10) between male and female values.

As expected, a good corrclation between size and
weight was obscerved in both male (r = 0.8953), and
female (r = 0,9632), as well as in mixed populations
(r = 0.9393). For this reason, further comparisons
are made relerring to size only and assuming that
similar results could be obtained with reference Lo

woighl.

A poor corrclation between size (or weight) and pH,
osmolality or ion concentration was found whea the

data were analyzed separately for female, male, or -

mixed shrimp populations (table 2). Nevertheless,
despite the lack of good corrclation between the size

and potassium (r = 0.5312) or osmolality (r =

0.5265), some other variations were noticed accord-
ing to the animal size. For potassium ion serum level
and osmolality, a positive tendency was obscrved, in-

* Significanly different (P 0.05) by ANOVA-IW,

Group A Group B Group C
110-12.6 em 12,7-14.3 cm - 14,4160 ci,
(n = 10) (n = 16) n=7)
pH ' 7.29 (0.18) 7.32(0.13) 7.28 (0.16) -
Sodium 44820 (18.94) 456.12 (16.02) 464.57 (17.80)
Potassium 9.72 (0.71) 10.22 (0.75) 10.77 (0.62)
Osmolality - 794.79 (28.42) 835.00 (45.02) 855.42 (38.03)

separated inlo groups according to size.

Table 3. Values (SE) of the parameters studied in the Penaeus stylirostris hacmolymph, The shrimp were

el e s e S
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Group A Group B Group C
11.0-12,6 cm 12.7-14.3 cm 14.4-16,0 cm.
MALE
pH 7.17 (0.23) 1.29 (0.14) 7.28 (0.07)
Sodium 445.33 (15.01) 464.29 (17.53) 466.67 (24.44)
Potassium 9.43 (0.35) 10.43 (0.64) 10.40 (0.01)
Osmolality 776.00 (13.06) 850,05 (35.30) 823.11 (20.51) ®
FEMALE
pH 7.35 (0.13) 7.34 (0.13) 7.28 {0.24)
Sodium 449.43 (21.38) 449.78 (12.14) 463.00 (15.10)
Potassium 9.84 (0.81) 10.06 (0.83) 1105 (0.72) |
Osmolality B02.84 (30.04) 823.29 (50.13) 879.66 (28.01)"°

Table 4. Values (SE) obtained in male and female shrimp separated according to animal size. The groups
arc comparcd using ANOVA, and the row with significant different (P < 0.05) is marked with (*).
Differences bewteen sexes were established for cach size group using t-test and the significantly different

(P < 0.05) is indicated with superscript letters,

dicating a size dependency. When these data are eva-
luated according to sex, it was observed that the con-

tribution by male and the female is different. For po-

tassium, the female showed a better correlation (r =

0.5560} than the male (r = 0.4712). In a similar man-
ner, osmolality exhibited o superior correlation (r =
0.6228) for lemale than for male shrimp (r = 0.3149).

To determine the influence of animal size on serum
K* and Na* concentration, as well as the hacmo-
lymph pH and osmolality, the whole shrimp popula-
tion was scparated into three groups according to
size, Tested by ANOVA-1W, significant differences
(P < 0.05) in both potassium level and osmolality
were observed (table 3). On the other hand, scrum
sodium level and hacmolymph pH did not show sig-
nificant differences (P > 0.10).

11,0-12.6 cm (1 127-t43 cm E 14.4-16.0 cm
1.6 4 800 -
-f"'-
‘= 1.z 880
o b
E o8 - [ v B8O A
ch
: = ¢
P = . 840
5 104 - = E i
£ =
= 820
G 100 4 = B
5 = a
o i = = B00 o
. E %6 4 E % Q //
e ] =
492 - =l & L f
;’:3 A ~ 760 ) < e
: = 100 o= /
gj = of //: = //
F MALE M

FIGURE 1. The hacmolymph osmolality and K* concentration for male, female and mixed-sex blue

shrimp (Penacus stylirostris) according to size. Mecan = S.E. arc given by the disgram. Significant

differences are indicated by letters.
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Similar results were obtained when the data were
analyzed according to sex (lable 4). For the male, a
significant difference (P < 0.05) was found in potas-
sium level and osmolality according to their size.
However, the female shrimp only showed significant
variations in osmolality (P = (,024), but not in potas-
sium level (P > 0.05). Using the $-test, each group
was analyzed for differences between male and fe-
male. As shown in table 4, significant dilference was
only observed in the osmolality values of group C
(14.4 10 16 cm). An increase in polassium concenlra-
tion and osmolality was observed according to animal
size in male, female and both together (figure 1). The
relationship between the monovalent eation (Na* and
K*) concentration and osmolality was found using
the ratio [Na"[/[K*]. As shown in figure 2, a good
correlation is observed, indicating that osmolality is
fargely dependent on these cation concentrations,

DISCUSSION

The osmoregulatory abilitics of curyhaline penacids

- can be correlated with their distribution in environ-

ments of different salinity (McFarland and Lee 1963).
However, there are many lactors other than salinity
or osmoregulatory ability per se that might determine
the distribution of the shrimp population (Dall,
1981). Castille and Lawgence (1981b) pointed out
that this migratory behavior is not directly related to
osmotic regulation capability since adult animals are
still capable of hyperosmotic regulation at salinities
below the isosmotic point, However, adult migrations
to water of high salinity may be necessary for ovarian
development (Chu and Hanaoka, 1975; Oshiro,
1984), spawning (Panikkar, 1968), and for embryonic
and larval development (Lim, 1982).

It has been suggested that maximum growth of an or-
ganism occurs in lsosmotic media, since the animal
would be cxpending the least energy in osmolic
regulation (Panikkar, 1968). This may be true in P,
vannamei and P. sylirostris but not in P. aztecus, P.

T ¥ R
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~ ] .\, . .
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. . » \\
.
0 . e
.o .
¥ ) T ¥
750 ace B30 404

Gsmolality (mOsm.Kg™')

FIGURE 2. Lincar correlation between the
osmolality and Na*/K* ratio of the Penaens
stylirostris hacmolymph. 1 = 0.6415; n = 33,

douranim and P, setiferws  (Zein-Eldin,  1963).
Marcover, the salinity itself has little cffect on the
metabolic rate of curyhaline shrimp (Kutty et al,,
1971; Bishop et al,, 1980; Gaudy & Sloane, 1981), in-
dicating that the energy required for osmoregulation
may be relatively small.

The results using sub-adult P. stylirostris animals from
onc occanic focation (salinity = 36 ppt)} show a
variation in the hacmolymph osmolality according to
animal size. This contrasts to the findings of Castille
and Lawrence (1981b) who reported that in A
stylirostris, the osmorcgulatory capacity is the same
for juveniles and adults animals at salinitics of 36,2
ppt. This difference can be due, in part, to the
shrimp populations uscd for study. While Castille and
Lawrence studied juveniles (68 mm) and adults (174
mm) from dilferent sources and transferred them to
36.2 ppt salinity, we used wild animals from one loca-
tion without acute salinity transfer,

Other penacid species like P. aztecus (Williams, 1960;

McFarland and Lee, 1963; Castille and Lawrence,
1981a), P. duoramm (Williams, 1960, Bursey and
Lane, 1971; Castille and Lawrence, 1981a), P. es-
culentus (Dall, 1981), P japonicus (Thuet ¢t al,
1985), P. merguiensis (Dall, 1981), P. monodon (Caw-
thorne ¢t al., 1983; Ferraris et al,, 1986), P. plebejus
(Dali, 1981), P. penicillutus {Cheng and Liao, 1986),

.5.
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P. setiferus (McFarland and Lee, 1963; Castille and
Lawrence, 1981a), and P. vannamei (Castille and
Lawrence, 1981a), display an important variation in
the osmoregulatory capacity according to the age of
the animal. In all of these specics, juvenile animals
are better regulators than adults, For salimitics above
their isosmaotic point, adult shrimp show a higher
hemolymph osmolality than juveniles. Because the
isosmotic point of £, stylirostris is ncar 24 ppt or 69
mOsm.Kg' (Castille and Lawrence, 1981a) at 36 ppt
{1020 mOsm.Kg'), the animal is under osmotic
stress, In this condition the haemolymph osmolality
of the larger shrimp must be greater than that of the
smaller shrimp, This suggests that smallee shrimp
have a better osmoregulatory capacity.

Our results support this idea, because the osmolality
of the bigger shrimp (855.42 = 38.03 mOsm.K"} is
significantly (P < 0.01) higher than that of smaller
shrimp (794.79 % 28.42 mQOsm.K"). This phenomena
can be observed in the whole population, as well as in
the males and females when the data are analyzed
scparately. As shown in table 4, no significant diffe-
rences between males and females were observed in
animals with of than 14.3 cm in length {group A and
B); however, in group C {14.4-16 cm), a significant
difference was found (P < 1.05). Furthermore, a
clear differcnce between group A (11-12.6 cm) and
group C (14.4-16 cm) was demonstrated for both
SEXeS, : '

The sodium and/or potassium hacmolymph concen-
trations were modified according to the concentra-
tion of these ions in the external medium. This has
been demonstrated in some penacids; P, aztecus, P
diorarum, P, esculentus, P. merguiensis, P. plebejus, P.
setiferus, P. stylirostris and P, vannamei (Castille and
Lawrence, 1981b; Dall & Smith, 1981), and variations
between specics can be noted. Despite these varia-
tions, the curves for anions arc similar in shape to
those for the osmotic concentrations, indicating that
ions are the major contributors to osmotic main-
tenance (Dall, 1981).

In this work, no modification in the ionic compaosition
of the enviromental was made. However, differences
in the hacmolymph ionic composition was observed
which were similar 10 osmolality. While there was no
difference in the sodium concentration, the potas-

sium was significantly different (P < 0.05) in the

three groups studied, This result is analogous to
those obtained in other Penacus (Dall and Smith,
1981; Castillc and Lawrence, 1981b, Charmaatier,
1947), with respecet o the proportionate increases in
ionic concentration and  osmolality. Thus, small
sheimp (1l to 126 cm), which are better os.
maoregulators, show less haemolymph potassium con-
centration (972 meq.l') than the shrimp of 14.4 cm
or more {10.77 meqt'). This difference is very sig-
nificant (P < 0.02).

Castille and Lawrence (1981a) reported that sodium
and chloride ions account for 76-94% of the
hacmolymph osmotic pressure in several penacid
species. However, only P. aztecus and P. dourgrum of
the genus Melicerus increased - the sodium  and
chloride contribution to the hemolymph osmotic
pressure when  environmental  salinity - increased.
Penacids of the subgenus Littopenaeus, which arc
better osmorcgulators, apparently rely on other
methods to minimize fluctuations in hemolymph os-
molality during variations in external salinity (Castille
& Lawrence, 1981a). According to this idea, the
potassium ions make an important contribution to the
osmotic equilibrium of the sub-adult P. stylirostris.
The combination of K* with other major ions, like
Nu*, seems to be an adequate mcasure, and the

[Na*}{K*] ratio confirm this hypothesis (hgure 2).

In sum, osmoregulatory ability has been demons-
trated in both juvenile and adult (Castille y Lawrence
1981b), as well as pre-adult P. stylirosiris (this work)
suggesting that the migration to or from offshore
waters is not directly necessitated by osmotic reguls-
tion. Although there are differences between species,
this is a gencral charactesistic of migratory penacids
and this capability is greater in the carly stages.
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Hacmagglutinatig activity in Penaeus stylirostns.

ABSTRACT

1. The blue shrimp (Penceus stylirostris)
haemolymph is capable of agglutinating the
red blood cells of several vertebrates to
different titers. However, the hacmugglutinin
is considered non-specific because it is
incapable of differentiating erythrocytes of
human blood types A,B and (.

2. Haemagpglutinating activity und serum
protein content were determined for male
und female blue shrimp ranging In size from
8.5 to 16 cm. Haemagglutinating actlvity
decreased significantly with anlmal slze,
while protein content was unaffected.

3, The above finding ls probably related to
maturation of the Immune system and couid
expinin the higher susceptibility of young
shrimp to parasitic and viral diseases.

INTRODUCTION,

The hacmolymph of invertcbrates contains aggluti-
nins which have been proposed as an important com-
ponent of its humoral defense system in contrast to
verlebrate response which is characterized by im-
munoglobulins  (Rogener and Uhlenbruck, 1984;
Vasta and Marchalonis, 1983; Vasta et al, 1984b;
Ratcliffe, 1985; Renwratz, 1983, 1986; Sminia and van
der Knaap, 1987, Otafsen, 1988). These agglutinins
have the ability to precipitate glycoconjugates and to
agglutinate cells, bacteria (Bayne, 1980), virus (Mc-

Cumber ef af, 1979) and protozoa (Pereira et al,

1981). In this way, they facilitate phagocytosis by op-
sonization (Coombe e al, 1984; Renwrantz and
Mohe, 1978; Rogener and Uhlenbruck, 1984), or by
locating on the haemocyte surface (Vasta et al,, 1982,
1984a; Richards and Reawrantz, 1991).

The involvement of agglutinins in the defense system
of invertebrates has been supported by studics on the
regulation of the synthesis of these proteins after
challenging the animal by injury or pathogens
(Komano et al, 1980, Kubo et a/,, 1984) and by studies
that show changes in the scrum level of hacmagglu-
tinaling activity during infection (Loker and Hertel,
1987, Couch et al., 1990). However, only a few studies
have been published on changes in haemagglutinating
activity during the course of development, or when
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influcnced by the age, sex, or size of the animal
(Komano et a/, 1980, 1983; Bellah et al, 1988;
Muramolo et al., 1991),

Although some scrum agglutinins have been studied
and characterized from marine crustaceans such as
Homarus americanus (Hall and Rowlands, 1974),
Macrobrachium rosenbergii (Vasta et al., 1983) and
Cancer antengritis (Ravindranath et al., 1985), little
information is available about the serum level or ac-
tivity of these proteins. This study (1) determines the
presence of hacmagglutinaling activity in the blue
shrimp (Penaeus stylirostris) hacmolymph and cvalua-
tes its reaction against human and animal erythrocy-
tes, (2) measures the total protein and hacmaggluti-
nin in the hacmolymph of this decapod, and (3) cor-
relates these values according to shrimp size.

MATERIALS AND METHODS.

Shrimp collection and haemolymph extraction.

Male and female shrimp (Penacus stylirostris) were
collected from San Carlos Bay, B.C.S,, México. The
water temperature was 21°C with a salinity of 36
parts per thousand (ppt). The hacmuolymph (50-200
#1) was obtained as previously described (Vargas-Al-
bores and Qchoa, 1992) by inserting a sterile 25
gauge ncedle in the pleopod base of the first abdo-
minal scgment. Each sample was- put into a 1.5 ml
Eppendorf tube and kept at 10°C for transporting. In
the laboratory, the cell-free haemolymph, or serum,
was rccovered by centrifugation for 10 minutes in an
Eppendorf microfuge and subsequent removal of the
celt clot. Only the haemolymph from iatermonlt
shrimp was used. For the haemagglutination experi-
ments, we pooled the hacmolymphs of 40 shrimp
(male and female), obtained as described above,

Experimental Design.

To determine the influence of animal size on total se-

rum protein concentration and hacmagglutinating ac-

tivity, the whole shrimp population and cach sex was
separated into three groups of different sizes: Group
A was comprised of animals ranging in siz¢ from 8.5
to 1.0 cm; group B from 11.1 to 13.5 cm, and group
Cfrom 13.6 10 16 cm.

Statistical comparison was accomplished using one-
way analysis of variance (ANOVA-1W) or Student’s ¢
test. Statistical differcnces between groups were
determined using Duncan's muitiple range test (Sokal

“and Rohil, 1981). Dilferences were considered to be

significant if the P value was less than 0.05.

Chemical Analysis.

The total protein content was measured according to
Lowry et al, (1951) using bovine scrum albumin
(BSA) as 2 standard.

Hacmaggiutination test.

The human and animal blood samples (except for
mice) were obtained by venous puncture, then col-
lected and stared in sterile Alsever’s solution. The
mouse blood was obtained by cardiac puncture and
stored the same way. Before using, the cells were
washed twice by centrifugation (800 g, 10°C, 10 min)
with saline solution (NaCl 0.15 M) and twice with
TRIS buffered saline plus calcium (TBS-Ca: 50 mM
Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 mM CaClz, pH 7.5).
Finally, the red blood cells (RBC) were suspended to
29 (v/v) in TBS-Ca. The hacmagglutination assays

Erythrocyte Titer RHA

Human A 1:32 1.0
Human B 1:32 1.0
Human O 1:32 1.0
Cow 1:8 02
. Duck : 1:8 02
Mouse A 1:256 8.0
Rabbit 1:16 0.5
Rat 1:8 0.2
Sheep 18 0.2

Table 1. Hacmagglutinatin activity of the Blue
Shrimp hemolyph against human and other ani-
mals ervirthocytes. RHA = Relative Haemag-
glutinating Activity (Human = 1.0),
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were performed on U-plates (Falcon), Two-fold se-
rial dilutions of the shrimp scrum were made in 25 ul
of TBS-Ca; then, 25 ul of a 2% suspension of ery-
throcytes were added. The plates were incubated at
room temperature (26 = 2°C) for one hour, The con-
trol was the substitution of shrimp serum by TBS-Ca.
The agglutination titer was recorded as the reciprocal
of the last dilution, giving evidence of agglutination at
one hour of incubation,

RESULTS

Preliminary experiments showed that the blue shrimp
(Penaeus stylirostris) haemolymph is able (o aggluti-
nate human and other animal erythroeytes, The bu-
ffer used in the hacmagglutination test was supplied
with 10 mM Ca®* because in crustaccans, this cation
is depleted during clot formation {Durliat and
Vranckx, 1981), In addition, a reduction in the haem-
agglutinating activily was obscrved when the hacmo-
lymph was dialyzed against EDTA. To prove the
presence of hacmaggiutinating activity on the blue
shrimp hacmolymph, the scrum from 40 shrimp
(male and female) was pooled. A panel of erythro-
cytes from human and six other species of vertebrates
was used to determine the specic/type selectivity of

this haemagglutinating activity, Apparently, the -

hacmagglutinating activity was not specific because
human RBC of types A, B and O were agglutinated
in the same way (Table 1), On the other hand, the
blue shrimp hacmolymph displayed the highest agglu-
tinability against mouse erythrocytes but did not react
with horse RBC. All other erythrocytes from the

tested animal species  exhibited lower titer than
human RBC.

The hacmolymph of 23 female and 14 mate shrimp
were used to determine individual hacmagglutinating
activity and total protein. Shrimp ranged in size be-
tween 8.5 and 16 cm, weighing between 5.4 and 27.2
g. The data obtained are shown in Table 2. The
results, analyzed by ANOVA test, do not indicate sig-
nificant sex differences (P > 0,10) for either protein
content or haemagglutinating activity.

As cxpected, a good correlation between size and
weight was observed in both male {r = 09295), and
female (r = 0.9652), as well as in mixed populations
{r = 09502). For this recason, further comparisons
refer to size only, assuming that similar results could
be obtained with reference to weight. In conltrast, a
poor correlation between size (or weight) and hacm-
agglutinating activity or protein content was found
when the data were analyzed separately for female,
male, or mixed shrimp populations. Nevertheless,
despite the lack of a good lincar correlation between
size and hacmagglutinating activity (r = -0.5312), a
negative tendency was observed, indicating a size de-
pendeacy (Figure 1),

To confirm this, the animals were classified into three
groups according to size; A (8.5 to 11 em), B (1.1 to
13.5 cm), and C (136 to 16 cm) and their cor-
responding data were analyzed by ANOVA one way,
The results showed important significant differences
(P = 0.0013) in hacmagglutinating activity fevels

Male Female P
(n = 14) (n = 23)
Size (cm) 1293 + 149 12,65 + 199
Weight () 1559 & 506 15.50 £ 5.70
Total Prolein (g/1) 53.05 £ 7.92 5369 = 119 0.8029
Haemagglutinating Activity 436 x 1.55 4.65 = 2.33 0.2163

Table 2, Total protein content and hacmagglutinating activity (mean # std. deviation) of the blue shrimp
haemolymph. The titers are expressed as the inverse of maximum dilution which gives positive agglutina-
tion. Dilferences (P) were established by ¢ Student’s test.
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Figure 1. Hacmagglutinanting activity of the blue
shrimp (Penaeus  stylirostris) hacmolymph. The
doted line represent the mean of all data.
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Figure 2. Size-dependence  hacmagglutinating
aclivity in the hacmolymph from blue shrimp
(Penacus stylirostris), The animals were separed
into three groups and the titer  (A) or
haemaglutinating  unit (B} were  analyzed by
ANOVA 1W, Differences (P < 0.05) are indicated
by letter on E.S. bar,

(Figure 2), but no differences were observed in
protein content. This was also observed when male
and female shrimp were analyzed separatcly,

A relationship between protein content and hacmag-
glutinating activity was established. The haemag-
glutinating unit (HU) could be defined as the mini-
mal protein quantity capable of causing agglutination
(protein concentration/titer). Using this quotient, the
significant difference was maintained (Figure 2b), in-
dicating that hacmagglutinating activity was inde-
pendent of protein content,

DISCUSSION

Modifications in scrum component levels have been
observed in invertchrates under different physiologi-
cal conditions, Example of these include, changes in
protein  composition of American  cockroaches
hacmolymph by immunization with proteins (George,
et al., 1987) and increases in both cedysteriods and
total protein of hacmolymph from Penacus vannamei
during proccdysis (Chan ef al,, 1988). Another good
example was the observed decrcase in both prolcin
and sugar conient of moltluscan hacmolymph during
infection (Cheng et al., 1978, 1983; Muley and Fen,
1981). Some authors support the idea that this
phenomenon is produced when parasites consume
the serum protein and carbohydrate (Becker and
Hirtbath, 1975; Muley and Fen, 1981). However, cn-
vironmental factors such as temperature and salinity
may also influience hacmolymph protein and car-
buhydralc concentration in mollusca (Fisher and

Newell, 1986) and in crustacea (Spicer and Taylor, -

1987). Thus, it is possible that a resulting reduction in
protein  and/or  carbohydrate  concentration  can
facilitate the establishment of infection.

Modifications in scrum component levels of shrimp
have also been observed under special physiological
or environmental conditions. The dict of Penacus
vannamei (Cruz-Ricque et af, 1989) and the molt
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stage in Penaeus japonicus (Chan et al., 1988) can
alter the protein and/or sugar serum levels, In P
stylirostris, the influence of animal size on serum os-
molality has been observed (Vargas-Albores and
Ochoa, 1992}, However, in this work, modifications in
the total serum protein content was not detceted in
P. stylirostris, indicating that this parameter is unaf-
fected by animal size,

Osmotic  pressure in shrimp is maintained by
proteins, amino acids and ions in the hacmolymph, In
the blue shrimp, the ionic components have a good
corrclation with hacmolymph osmolality (Vargas-Al-
bores and Ochoa, 1992) and according to the results
shown here, the panticipation ol protein in this
phenomenon is apparently low. Like other penacid
species (Castille and Lawrence, 1981a), the blue
shrimp is a better osmoregulator during larval stages
than when adult, However, they migrate from cs-
tuarine to occan waters where the salinity is higher
than isosmotic point. This migration is motivated
more by reproductive than by nutritional or osmotic
factors (Castille and Lawrcnce, 1981b), Thus, while
the hacmolymph ionic component is modificd ac-
cording to animal size and osmolic capacity, altera-
tions in the prolcin content appear to be independent
of these factors,

Similar to agglutinin from other crustaccans (Vasta
and Marchalonis 1983), bluc shrimp agglutinin is able
to agglutinatc  buman and  other  verlebrate
erythrocytes, but lacks serological specificily against
human blood types A,B, and 0 (Table 1). Since lec-
tins are commoaly found in body fluids, and by bind-
ing with defined carbohydrate, are able to specifically
agglutinate  bacteria  (Bayne, 1980), viruses (Me-
Cumber ¢f al., 1979) and protozoa (Pereira ¢ al,,

- 1981) they were initially considered to funclion as

part of a defense system (Ratcliffe, 1985; Renwrantz,
1986; Olafsen, 1988). Some invertebrate lectins have
been shown to function as opsonins (Coombe et al.,
1984; Renwrantz and Mohr, 1978; Rogener and Uh-
lenbruck, 1984; Renwrantz, 1986) and this led some

researchers to consider lectin-binding as a first siep
in the recognition of forcign material (Rogener and
Uhlenbruck, 1984; Vasta and Marchalonis, 1983
Ratcliffc, 1985; Renwratz, 1983, 1986; Sminis and van
der Knaap, 1987; Olafsen, 1988).

When animal size was correlated to hacmagglutinat-
ing activily, an important difference was observed.
The mean hacmagglutinating activity for the whole
population studied was 4.48, yel animals measuring
less than 11 cm showed hacmagglutinating aclivity va-
lues sbove the mean (Figure 1), In contrast, animals
15 ¢m or larger showed little hacmagglutinating ac-
tivity. Thus it is possible to cstablish that shrimp size
has a direct influence on hacmagglutinating activity:
from smallcr shrimp (less than 11 cm) having
clevated activity (1:32 to 1:256), 1o large shrimp
(above 14.5 cm) having a lower aclivity (1:2 to 1:16).
Since size is an indirect parameler of age or matura-
tion, it follows that our results agree with other
studics which correlated hacmagglutinating activity
with age in the crisilkworm (Bellah ef ¢/, 1988) and
with ovarian development in the acorn barnacle
(Muramiolo - ¢t al, 1991), In the ecrisilkworm
(Philosamia ricini), the haemagglutinating titers of
the haemolymph were independent of sex (Bellah et
al., 1988), similar to blue shrimp where sex differen-
ces were not observed (Table 2). In the acorn bar-
nacle (Megabalanus rosa) ovarian maturation was as-
sociated with maximum haemagglutinin levels, and
decreascd lectin levels during the spawning season
(Muramolo ¢t al., 1991),

In the absence of information on shrimp agglutinins,
and their physiological role, it is dilficult to explain
their modification in blue shrimp. However, it might
be explained by associating our observations with
those of other invertebrates studies, Dikkeboom ef al.
(1984), studying the maturation of the immune system
of the pond snail (Lymnaea stagnalis), found that
juveniles had fewer circulating hacmocytes that
adults, In addition, the cells from juvenile snails
showed both mitotic activity and characteristics of
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less differentiated cells, From these results, they con-

cluded that juvenile snails have a less developed cel-
Iular immune system than adults, This is consistent
with a previous report on Biomphalaria glabrata
(Stumpf and Gilbertson, 1978), where a low
peroxidase activity is  also  manifested in  the
haemaocytes from juvenile snails. This reduction in en-
zymatic activity and immaturily of the immune system
is characterized by a higher susceptibility 1o the
parasitc  Schistosoma  mansoni  {(Granath  and
Yoshino, 1983).

In the blue shrimp, the highest frequency of viral and

parasitic discase is found during the carly stages of

developnient (Lighiner, 1983). If the maturation of
the shrimp immunc system is similar to mollusca, it is
possible that an immature immunc system at the cel-
lular level is responsible for the susceptibility found
in farval and juvenile blue shrimp. The bumoral
response is probably more active in the carly stages
and decrcases as the cellular mechanisms (and
animal) mature, This hypothesis may explain the
decrcase in agglutinin levels since these prolcins are
responsible for humioral responses in invertebrates.

Such immune system behavior is not exclusive Lo in-

vertebrate animals. It is also characteristic of immunc
response development in higher animals where a
maturation of the cellular response is followed by
maturation of the organism and a replacement of the
humoral response (Kay B., 1978; Stites and Cadwell,
1978). Therefore, in addition 1o a functional homol-
ogy between vertebrate immunoglobulins and inver-
tebrate agglutinins, a similarity in the maturation of
both immune systems can be observed. The participa-
tion of the serum agglutining, and the humoral
response in casly developmental stages, support the
idca that, despite the diversity of immunc responsc,

- the immune system of both invertebrate and ves-

tebrate animals may have a similar development,
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A LIPOPOLISACCARIDE-BINDING AGGLUTININ ISOLATED
FROM BROWN SHRIMP (Penacus californiensis HOLMES)
HAEMOLYMPH.
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Center of Biological Research, Division of Experimental Biotogy. P.O. Box 128, La Paz, B.C.S., 23000, México,

RUNNING TITLE;

LPS-binding agglutinin from Penacus catifomiensis.

ABSTRACT.

1. Haemolymph from the browa shrimp
(Penaeus califormiensis  Holmes) agglutinates
erythrocytes of different vertebrate species.

2. A fraction containing haemagglutinating
actlvity was isolated by affinity chromalo-
graphy, The corresponding protein showed o
molecular weight of 175 Kda, formed by four
subunits,

J. The haemagglutinin s inhibited by
GulNAc, NANA, fetuln and bacterial lipopoly-
succharide,

4. Herewith we demostrate the ability of this
agglutinin to react with different Vibrio strains
and the inhibitory capacity of LPS in this reac-
tion. : )

INTRODUCTION.

Many humoral and cellular proteins with hacmagglu-
tinating activity have bcen isolated from various
animals  (Marchalonis and  Edelman, 1968;
Hammarstrém and Kabat, 1969; Baldo e al, 1978;
Komano ct al, 1980; Ycaton, 1981; Ashwell and Har-
ford, 1982; Barondes, 1984; Umetsu er af, 1984;
Ravindranath ef al, 1985; Giga et al, 1985; Qu et al,
1987; Drickamer, 1988, Richards and Renwrants,
1991). Most of these proteins are carbohydrate-bind-
ing protcins, and as such, can be defined as animal
tectins. These proteins are usually detected by their
ability to agglutinate untreated and enzyme treated
vertebrate erythrocytes, yet so far, their biological
role has not been determined,

As invertebrates do not synthesize specific antibodics
(Lackie, 1980), and since a number of haemaggluti-
nins have been isolated from their haemolymph and
hacmocytes, these proteins are presumed to partici-
pate in their defense against invading microorgunisms
or infections. Several hacmagglutining have been
detected on the haemocyte surface {(Amirante and
Mazzalai, 1978; Vasta et al.,, 1984; Cassels'et al, 1986;
Parrinello and Arizza, 1989; Azumi et al, 1991:
Richards and Renwrantz, 1991) suggesting that they
act as receptors which bind directly to the surface
sugars of foreign particles.
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The interaction of invertcbrate agglutinins with bac-
teria has been poorly established, Renwrantz (1986)
indicated that although the precipitation of bacteria
occurs under experimental conditions, it is difficult to
explain how “infection leads to sufficient bacterial
density required for agglutination under natural con-
ditions. Thus, it has been proposed that the most im-
portant role of invertcbrate agglutinins in bacterial
climination is phagocytosis, more than agglutination
or precipitation. Hence these proteins seem to have
an important role in self/non-self recognition, inde-
peadent of any climination mechanism in which ag-
glutinin participates.

Most invertebrate agglutinins have been detected and
identificd using the hacmagglutination assay. How-
ever, this does not define the role of these proteins in
the defense against bacteria, For example, many hac-
magglutinins show specificity against sialic acid, but
this sugar is not present on bactesial surfaces. The
reaction of such proteins with bacteria or bacterial
surface componeats could provide more information
about their physiological role,

In this paper, we report oa the isolation of an agglu-
tinin from brown shrimp (P. califormiensis) cell-free
hacmolymph, which can bind bacterial lipopolysac-
charide (LPS). In addition we describe its main mo-
lecular propertics, ils interaction with bacteria, and
its inhibition with sugars, glycoproteins and bacterial
LPS.

MATERIALS AND METHODS.

Haemolymph extraction,

Shrimp (Penacus californiensis) of both sexes were
collected from San Carlos Bay, B.C.S.,, México, and
maintained in an aquarium (24 + 4 °C, salinity 36
o/00). Only the hacmolymph from intcrmoult, appa-

* rently healthy shrimp was used. To avoid coagulation,

2-3 parts of anticoagulant solution (450 mM NaCl, 10

mM KCl, 10 mM EDTA.N22, 10 mM HEPES, pH
1.3, 850 mOsm/Kg) were used. In this solution, the
pH, osmolality, sodium and potassium concentrations
were cquivalent to shrimp hacmolymph (Vargas-Al-
bores and Ochoa, 1992). The haemolymph (50-200)
#1) was obtained as previously deseribed (Vargas- Al-
bores and Oclioa, 1992) from the pleopod base of the
first abdominal segment, The pooled samples were
centrifuged for 10 min (10°C) at 2000 g. The celi pel-
fet was discarded, and the supernatant (plasma) was
frozen until use.

Haemagghutinating assay.

The human and animal blood samples (except from
mouse) were oblained by venous puncture, then
collected and stored in sterile Alsever’s solution, The
mouse blood was obtained by cardiac punctu- re and
stored the same way., Before using, the cells were
washed (wice by centrifugation (800 g, 10°C, 10 min)
with saline solution (NaCl 0.15 M) and twice with
TBS-Ca (TRIS buffered saline: 50 mM Tris-HC, 100
mM NaCl, pH 7.5, plus 10 mM CaCl,}. Finally, the
red blood celis (RBC) were suspended to 2% (v/v) in
TBS-Ca. The hacmagglutination assays were perfor-
med on U-plates (Falcon), Two-fold serial dilutions
of the shrimp serum were made in TBS-Ca; then, an
equal volume (25 ul) of a 2% suspension of erythro-
cytes was added. The plates were incubated at room
temperature (26 2°C) for one hour. The control
was the substitution of shrimp serum by TBS-Ca. The

agglutination titer was recorded as the reciprocal of

the last dilution, giving evidence of agglutination at
one hour of incubation. The hacmagglutinating unit is
rcferred to as the minimum protein concentration
{mg/ml) required for positive hacmagglutination.

Preparation of asialofeqtin.
A solution (10 mg/ml) of fetuin was hydrolyzed with
0.1 N H,80; in 0.15 M NaCl, at 80 °C for 1 hour,

according to Spiro (1960). The asialofctuin was ex-
tensively dialyzed against TBS-Ca,
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Isolation of the haemagglutinin,

The shrimp serum was dialyzed overnight against
TBS containing 1 mM CaCl,, and clarificd by centri-
fugation at 40,000 g (20 min, 10°C). 8 ml of scrum
were applied to a column (5 ml) of N-acetyl-galacto-
saminc-agarose (Pierce) previously stabilized with
TBS + 1 mM CaCl,. The column was washed with
the same buffer uatil the optical density was zero,
The retained material was cluted with TBS-EDTA
(Tris buffered saling plus S mM EDTA.Nay). One ml
fractions were collected and analyzed by optical den-
sity at 280 nm, and by hacmagglutinin activity against
both human and mouse erythrocytes. The fractions
with anti-human activity were pooled and con-
centraled by lyophilization and applied to a column
(1 x 56 cm) of Sepharose 6B (Pharmacia Fine Chemi-
cals, Sweden). The gel filtration was run at 5 mih
and fractions of 0.5 ml were collected. The fractions
were analyzed for hacmagglutinating  activity and
pooled.

Molecular Weight determination.

The apparent molecular weight of the native protein
was estimated by gel filtration performed at 18°C on
a column (1 X 56 cm) of Sepharose 6B (Pharmacia
Fine Chemicals, Swedcn). Polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) was used to estimate the
molecular weight of the native and denatured (Weber
and Osborne, 1969) protein. Protein bands were
developed with a silver stain kit (Sigma Chen. Co.).

Inhibition of the haemagglutination.

The hacmagglutination inhibition assay was done as

follows. 25 ul of inhibitor solution (in TBS-Ca) was
incubated for 1 hour at room temperature with an

~equal volume of the agglutinin solution having an

hacmagglutination titer of 1., Then 50 ut of a 2%
human erythrocyte were added. The inhibitory capa-
city was given in terms of the concentration necded
to decrease the haemagglutination titer to zero. The
following sugars were tested: D-glucose (Glce), D-
galactose (Gal), D-mannose (Man), L-fucosc (Fuc),

D-lactose (Lac), N-acctyl D-glucosamine {GlcNAc),
N-acetyl D-galactosamine (GalNAe), and N-acetyl
ncuraminic acid (NANA). The glycoproteins tested
were: fetuin, asialofetuin, bovine submaxillary mucin,
porcine mucin, orosomucoid, and human transferrin,
The inhibitory capacity of the lipopolysaccharide
from E. cofi (Sigma Chem. Co.) was also assayed.

Chemical Analysis.

The total protein content was measured according to
Lowry ¢t al, (1951) using bovine secrum albumin
(BSA) as a standard.

Effect of calcium,

The purified hacmagglutinin was dialyzed overnight
(at 4°C) agninst TBS-EDTA. Next, the sample was
completely redialyzed against TBS (without Ca®* nor
EDTA). The remaining hacmagglutinating activity
was then determined in the presence or absence of
10 mM CaCl,,

Bacteria,

Three bacterial strains were used in this experiment:
Vibrio parahaemolyticus (ATCC 13456), V. vulnificus
(ATCC 45671) and V. fisheri (ATCC 2987). In all ex-
periments, the bacteria were grown in marine
medium 2216 (Difco) for 18 h at 28°C, 120 rpm, To
maintain homogeneity in the cultures, the inoculum
was onc tenth of the total culture volume of a bac-
terial suspension with optical density of 1, at 580 nm.
The bacteria were washed three times by centrifuga-
tion (30,000 g, 10°C, 30 min) using MSS (Marine Salt
Solution: NaCl 450 mM, HEPES 10 mM, pH 7.3).
After this, the bacterial pellet was suspended in MSS
containing 2.5% (v/v) of glutaraldchyde and in-
cubated under agitation for 3 hours. The reaction was
suspended by washing the bacteria with MSS, and the
residual aldehyde was blocked by incubating over-
night with glycine {1 M). No viable bacteria were ob-
scrved after this treatment, Before using, the bacteria
were washed with MSS and their concentration ad-
justed (1.0 AS80 unit).

-3-
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Erythrocytes Titer R.HA.
Human A Type 1:16 1.00)
Human B Typc 1:16 1.00)
Human O Type 1:16 1.00
Cow 1.2 0.25
Duck 1:2 0.25
Horse 0 0.00
Mouse 1:256 16.00
Rabbit 18 0.50
Rat 12 0.25

Table 1. Hacmagglutinatin activity of the Brown
Shrimp hemolyph  against human and  other
animals erytrhocytes

Titer = [Inverse of maximum diletion which gives positive
agplutination;

RHA = Relative Flaemagglutinating Activity (Human = 1.0)

Sedimentation of Bactenia,

The ability of the isolated agglutinin to interact with
bacteria was tested by determining the rate of sedi-
mentation. One ml cuvettes were filled with 850 #l of
MSS, 50 gl of brown shrimp agglutinin and 100 x} of
glutaraldchyde-treated bacteria suspension. When in-
hibitors were used, 50 ul of each were added 15 min
before the bacieria were introduced. The results are
expressed as the percentage of the difference in opti-
cal density, versus sedimentation time,

RESULTS.

Haemagghainating activity of the plasma.

The cell-free plasma (obtained using anlicoagulant
solution) from brown shrimp (Penacus califomiensis)
showed important hacmagglutinating activity against
erythrocytes from several vertebrate species (table 1),
As with other invertebrate agglutinins, the shrimp
hacmolymph showed different reactivity with the ver-
tcbrate cfylhrocylcs tested, but was incapable of dif-
ferentiating between human ABO types. The major
reactivity of the. haemolymph was against mouse
erythrocytes (16 times more than human RBC), while
no activity against hors¢ RBC was detected. For the
other vertebrate RBCs, hacmagglutinating activity
was less than for human RBCs.
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Flgure 1. Affinity chromatography of brown
sheimp  (P.  californiensis}) hacmolymph  on
GalNAc-agarose column (5 ml). The column was
washed with TBS-Ca uatil the absorbance became
negligible, then the cluting buffer was changed to
TBS-EDTA at the point indicated by the arrow,
For- cach fraction, absorbance at 280 nm and
haemagglutinating activity was lested against both
human and mouse erythrocyies.

Purification of the agglutinin,

Since the hacmagglutinating activity of the brown
shrimp hacmolymph was inhibited pariially by
GalNAc and fetuin, a GalNAc-Agarose column was
used for its purification, Two fractions with hacmag-
glutinating activity were detected (Figure 1), The un-
retained [raction (Fraction A) contained the major
part of haemolymph proteins and haemagglutinating
aclivity against mouse, but not against human
erythrocytes, The EDTA-cluted fraction (Fraction B)
showed hacmagglutinating  activity against  both
human and mouse RBC. This last fraction, desig-
nated as BSH-I, was applied to a Scpharosc 6B
column (1 x 56 cm) to separate minor contaminants,




Vargas-Albores et al,

L.PS-binding agglutinin from Penaeus califomiensis.

Fraction Protein  Volume Mouse Erythrocytes Human Erythrocytes
(mg/ml)  (ml) Titer HAU  PF Titer HAU P.F.
Haemolymph 42.75 8.0 1:2048 20,87 1.00 1:128 333.99 100
H. dialyzed 30.06 8.0 1248 14.67 1.42 1128 234.80 1.42
Fraction A 18.33 13.5 1:512 35.80 0.58 1:4 4582.50 0.10
Fraction B 0.06 150 1:128 044 4740 1:64 0G.89 37526
Sepharose 0.10 6.0 1,256 0.39  53.50 1:128 0.78 42819

P.F. = Purification factor.

Table 2. Purification of the brown shrimp (Penaeus califomiensis) agglutinin,
HAU = Hacmagglutinuing unil is defined as the amount of protein (microgrms) required 1o give one well of hacmagglutination

The results are summarized in table 2, where the de-
gree of purification is shown.

Molecular weight of Haemagglutinin.

The apparent molecular weight of the purified native
brown shrimp hacmagglutinin (BSH-1) was 180 Kda
as cstimated by gel filtration (Figure 2). A com-
parable result (170 Kda) was obtained by non-
denaturing PAGE (nol shown). In addition, the ap-
parent molecular weight of the dissociated agglutinin,
estimated by SDS- PAGE under non-reducing condi-
tions, yiclded a single protein band of about 85 Kda
(Fig. 3), bul under reducing conditions, the only band

observed showed an apparent inolecular weight of 41
Kda, Thus, it is apparent that this agglutinin is built
up by 4 subunits of similar molecular weight but
linked in two dilferent ways to one another,

Effect of Calcium.

The BSH-I was dialized against TBS-EDTA and TBS
(EDTA and Ca®* free). When a Ca®*+free buffer was
used for the hacmagglutination assay, no hacmag-
glutinating activity was shown. However whea 10 mM
CaCly were added to the assay, the haemagghutinin
regained its original activity,
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Figure 2, Molecular weight of the brown shrimp
agglutinin_ was determined  using a  Sepharose
‘column. Molecular marker (Picrce), samples and
column were previously stabilized with TBS-Ca. The
molecular markers were detected by absorbance at
280 nm, while the agglutinin was detected by
hacmagglutination.

a ‘bc

Figure 3, Polyacrylamide gel clectrophoresis of
brown shripm agglutinin  isolated by alfinity
chromatography  and  gel  filtration  under
nondenaturing  conditions  (lanc  -a);  SDS
nonreducing conditions (lane b) and SDS reducing
conditions (lane c¢). The molecular markers are
indicated.
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Inhibition of haemagglutination.

The effect of various sugars, glycoproteins and bac-
terial LPS on the hacmagglutinating activity of the
BSH-1 is shown in Table 3. GalNAc¢, GluNAcg,
NANA, fetuin, submaxillary bovi-n¢ mucin, and E,
coli LPS were able to inhibit the aggluti-nation of
human cry- throcytes. The reduced inhibitory clfect
of asialofetuin suggests that the sialic acid residues
may conlribute to the specificity of the BSH-I, al-
though NANA had littlc inhibitory effect on hacmag-
glutination. Thus, the binding sitc of the BSH-I ap-
pears complex.

Agglutination of Bactenia.

Since LPS is a component of the cell wall of Gram
negalive bacteria and this compound showed an -
leresting inhibitory elfect, it is possible to assume that
BSH-I would bind to Gram negative bacteria. This
was demonstrated by an increase in the sedimenta-

© tion rate of suspended bacteria in buffer solution. As

shown in Figures 4 and 5, no differcnce was found

Glycoproteins (mg/ml)
Fetuin ' 0.62
Fetuin desialized 5.00
Porcine Mucin n.i.
Bovine Submaxillary Mucin 1.25
Orosomucoid 5.00
Human Transferrin 500
Carbohydrates (mM)
Fucose n.i,
Galactose v n.i.
Glucose - : ni.
Mannose ni,
N-Acetyl galactosanine 25.0
N-Acely! glucosamine 50.0
N-Acctyl ncuraminic acid 50.0
Lipopolysaccharide (mg/ml) 0.012
Table 3. Eflfcct of sugars, glycoproteins and
bacterial LPS on the hacmagglutinating activity of
the brown shrimp agglutinin, The values are given
as the minimal concentration required to inhibit
four hacmagglutinating units,

between the different Vibro strains tested. As ob-
served in Figure Sh, the addition of LPS to the V.
parahaemolyticus/BSH-1 assay, produced a bacteria
scdimentation rate similar 1o that when agglutinin
was not added, Similarly, but to a lesser extent, the
GalNAc showed an inhibitory cffect. These results
are in agreement with those obtained by the inhibi-
tion of hacmagglutination test.

DISCUSSION

The hacmolymph of many invericbrates is known to
agglutinate foreign erythrocytes. The lectins respon-
sible for haemagglutination have becn isolated and
characterized from haemolymph and hiemocytes.
Their sugar specificity, molecular structure and ionic
requirements differ widely, and the exact functions of
the invertebrate agglutinins remain Lo be understood.
There are apparent contradictions as to how ag-
glutinins can participate in the climination of foreign
material. For example, haemolymph lectins from
Homarus amenicanus (Hall and Rowlands, 1974),
Mytilus edulis (Renwranlz and Stahmer, 1983) and
Aplysia californica (Paulcy ef al, 1971) acl as op-
sonins which enhance phagocytosis against forcign
particles. In several animals such as Mytilus edulis
(Renwrantz and Stahmer, 1983), Crassastreq virginica
(Vasta et al, 1984), Lymnaea stagnalis (van der
Knaap et al, 1981) and Leucophaea maderae
(Amirante and Mazzalai, 1978), hacmolymph ag-
glutinins have been found in hacmocyte membranes
by using polycional antibodies as a probe. This as-

~ sociation with hacmocyte plasma supports the idea

that they act as membranc-bound receptors which
can recognize "forciganess”, On the other hand, there
is evidence which indicates that hacmolymph itself is
not opsonic (Scott, 1971; Fuke and Sugai, 1972;
Rowley and Ratcliflfe, 1980; Abul-Salam and Michel-
son, 1980), nor do hacmocyles show immunorcac-
tivity against hacmolymph lectin (Stein-and Basch,
1979; Suzuki and Mori, 1990). Hence, it scems that
the definitive physiological function of invertcbrate
haecmolymph lectins has yet to be determined. :

[P
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Figure 5. Interaction of the BSH-I and Vibro
parahaemolyticus. The BSH-1 increase in the rate of
sedimentation (A), could be inhibited by GalNAc
and LPS (B). :

Because coagulation is a fast process in shrimp and
other crustacea (Durliat and Vranckx, 1981), an an-
ticoagulant solution is required to obtain a ccll-free
preparation. Although one anticoagulant solution has
been used previously to obtain haemocytes from
marine crustacea (Smith and Soderhill, 1983), this
solution was not useful for extracting the brown
shrimp hacmolymph due to protein preci- pitation
was observed (data not shown), Based on an carlicr
study of sodium and potassium concentrations, pH
and osmolality of shrimp hacmolymph (Vargas-Al-
bores and Ochow, 1992), we designed an anti-
couagulant solution to casily obtain the brown shrimp
hacmolymph without protein  precipitation or
coagulation, The integrity of the cells was verified by
microscopic observation to ensure that no cell con-
tamination was present in our plasma preparation.
Because the osmolality of the shrimp hacmolymph is
high, and because of the presence of EDTA in the
anticoagulant, it was necessary to dialyze the shrimp
plasma before using it in haemagglutination tests,
During the dialysis, some proteincuos material
without hacmagglutinating activity was precipitated.

Similar to other invertebrates, the brown shrimp
hacmolymph showed apglutinating activity against
vertebrate RBCs. Instead of using hacmoabsorption
to detect different hacmagglutinating activitics, as
done in other studies on invertebrate agglutinins we
separated these different hacmagglutinating activities
by affinity chromato- graphy. Our results showed that

brown shrimp haemolymph has more than one

hacmagglutinaling activities: the first against mouse
RBCs, and the second against mouse and human
RBCs (Table 2 and Figure 1), For the latier, a gel
filtration step was nccessary to obtain a single protein
band (BSH-1) in PAGE. Multiple scrum agglutinins
have been noted for other crustaccans such as:

Callinectes sapidus (Casscls et al, 1986), Homams

americanus. (Hall and Rowlands, 1974a, b), Mucro-
brachium rosenbergii (Vasta et al, 1983) and Birgus
latro (Vasta and Cohen, 1984).

Because of their variability, the molecular weight of
invertcbrate agglutinins and the number and size of
their subunits is not useful for comparative or phylo-

;.
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genctic studics. In general, the only characterislic
that is common to all invertebrate agglutinins is their
ability to interact with saccharide residues. Thus,
many differences in molecular structure can be ob-
served between related specics. For example, in the
genus Penaeus, the BSH-1is a etrameric protein with
a molecular weight of 175 + 5 Kda; P. monodon lec-
tin is a 420 Kda protein, built up by subunits of 27
Kda (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990), while the
P. swylirostris agglutinin has an apparent molecular
weight of 30 Kda (Vargas-Albores, unpublished
data). On the other hand, the calcium dependence
for agglutination activity displayed by BSH- | secms
to be a common feature for apglutinins from P.
monodon (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990), and
P. stylirostris (Vargas-Albores et al, 1992), as well as,
from other crustaceans such as the lobster, Homarus
americanus (Hall and Rowlands, 1974a), the crab
Cancer antennarius (Ravindranath et al, 1985), and
the blue crab, Callinectes sapidus (Cassels ef al.,
1980).

The specificity of the agglutinins from arthropaods is
diverse, although sialic acid-specific lectins have been
found among several specics such as Homanis
americanus (Hall and Rowlands, 1974a), Macro-
brachium rosenbergii (Vasta et al, 1983), Birgus latro
(Vasta and Cohen, 1984), Cancer antennarius
(Ravindranath, et al, 1985) and Penaeus monodon.
However, H. amenicanus also has a GalNAc-specific
agglutinin (Hall and Rowlands, 1974a), and both M.
rosenbergii (Vasta, et al, 1983) and B. lairo (Vasta
and Cohen, 1984) have a sceond agglutinin with un-
determined specificity, Thus, the presence of multiple
agglutinins is frequent in marine arthropods, and one
of these agglutinins is apparently sialic acid-specific.

At least two agglutinins were also detected in brown
shrimp hacmolymph. The BSH-I showed a partial
specificity for GalNAc and NANA, Additionally, the
BSH-1 bound glycoprotcins, sugars and bacterial LPS
(Table 3), indicating a considerable variation in
specificity. The BSH-I binding ability against LPS

(Table 3) suggests that BSH-1 is capable of binding
to Gram negative bacteria. This was confirmed by
our bacteria sedimentation experiments (Figure 2
and 3). The fact that the brown shrimp agglutinin can
bind and agglutinate marine bacteria (including
pathogens) is significant to the physiological role of
haemagglutinin,

LPS-binding proteins which arc involved in defense

mechanisms have been reported in other animals, An

LPS-binding glycoprotein (60 Kda) could be detected
in rabbit plasma during the acute-phase of inflamma-
tion (Tobias et al, 1986). This protcin was able to
bind to the surface of Safmonella or to LPS-coaled
crythrocytes, enhancing their attachment lo macro-
phages (Wright et af, 1989), Two LPS-binding
protcins hive also been isolated from the hacmocytes
af the horseshoe crab. One protein (116 Kda) is
callcd anti-LPS factor (Akcetagawa, ef al., 1986), while
the other, a zymogen of serine protease, is called fac-
tor C (Nakamura, et ¢/, 1988). In another study, a
haemagglutinin which was able to bind to LPS was
detected in the haemocyte, but not in the plasma, of
Halocynthia roretzi (Azumi, ef al, 1991).

In summary, the BSH-1 is a calcium dcpéndcnt
protein with a molccular weight of 175 = 5 Kda
which can be inhibited by sugars (GaiNAc, NANA),
glycoproteins (fetuin) and bacterial LPS. Further-
morc, BSH-T is able to react with bacteria, which
could help to explain the physiological role of this
particular invertebrate serum agglutinin,
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