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INTRODUCCION. 

Antecedentes y Panorama. 

Dentro de la explotación de los recursos 
marinos, la captura y comercialización del 
camarón es una de las actividades económicas 
más rentables. En nuestro país, el volumen 
promedio anual manejado en los últimos años 
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 400,00() dólares por 
año. 

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 participación en 1980, al 28.9% en 
1986. Es importante señalar que los otros 
países participantes de las importaciones esta-
dounidenses mantienen un programa activo de 
cultivo del camarón, lo que les ha permitido 
aventajar al nuestro en el mercado del país ve-
cino. La saturación de la capacidad de la flota 
camaronera y el atractivo mercado norteame-
ricano están estimulando en México el cultivo 
del camarón, perfilándose como una actividad 
productiva de gran importancia económica. 

La contraparte radica en que el cultivo de 
camarón es una actividad de alto riesgo debi-
do, fundamentalmente, a la aparición y disemi-
nación de enfermedades que llegan a afectar 
seriamente la producción. Aunque mucho se 
ha avanzado en el conocimiento de los pará-
metros ambientales de los cultivos y en la 
identificación de organismos que los afectan, la 
presencia de padecimientos infecciosos sigue 
siendo un problema en acuacultura debido a la  

ausencia de metodología para un diagnóstico 
temprano y de tratamientos eficientes. En la 
actualidad, los sistemas de vigilancia del con-
tenido biótico del cultivo se fundamentan en el 
análisis cualitativo y cuantitativo de los posi-
bles patógenos, 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 diagnóstico macroscópico, sacrificio y, de ser 
necesario, la toma de muestras de las lesiones. 
Desafortunadamente, cuando se detecta un 
animal infectado, es probable que parte de la 
población cultivada ya está afectada. 

En los cultivos intensivos, el desarrollo y la 
transmisión de patógenos es altamente peligro-
sa [1, 2] debido a la alta densidad de pobla-
ción, por lo que es necesario el reconocimien-
to, la prevención y el tratamiento temprano de 
muchas enfermedades contagiosas. Debe seña-
larse que en cultivos intensivos, el conocimien-
to de los padecimientos, su etiología, forma de 
transmisión, diagnóstico y tratamiento tempra-
nos, se traducen en incentivos económicos ya 
que permiten mantener las enfermedades bajo 
control [3, 4]. 

El control del número de microorganismos, 
además del uso de antibióticos [5], se basa en 
la regulación de las características del agua. 
Esta metodología, si bien puede controlar par-
cial y momentáneamente el problema infeccio-
so, no permite conocer la condición de salud 
de la población cultivada y nuevos cuadros in-
fecciosos podrían presentarse, Por otra parte, 
la detección de patógenos en el estanque no 
implica necesariamente que se vaya a estable-
cer un proceso infeccioso. Muchas infecciones, 
principalmente de origen bacteriano, son de 
etiología secundaria y concurren en síndromes 
como: deficiencia de ácido ascórbico, 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 [S, 9]. 

De este modo, parece ser que el estableci-
miento de un cuadro infeccioso en el cultivo 
no se debe únicamente a un incremento numé-
rico de los patógenos, sino que es altamente 
dependiente de la condición fisiológica de los 
animales. Además, cuando se implementa un 
tratamiento para disminuir el número de pató-
genos, generalmente se modifican también las 
características física y químicas del estanque y 
la conducta de la biota total del estanque. Esto 
implica que además se modifique la condición 
fisiológica de los camarones [10, 11], lo cual 
puede reflejarse en la disminución del creci-
miento, estrés y muda [12, 13], impactando 
directamente en la productividad. 

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

El primer paso para llegar a un diagnóstico 
rápido, preciso y oportuno es, sin lugar a 
dudas, la determinación de aquellos com-
ponentes del sistema de defensa de los 
camarones que pudieran verse modificados por 
la presencia de patógenos ó aquellos que al 
afectarse en sus niveles y/o actividad permitan 
el establecimiento de una infección. En lo que 
se refiere a los camarones y en especial al 
camarón café (Penaeus californiensis) no existe 
información sobre los elementos que partici-
pan en los mecanismos de defensa. Es por eso 
que, apoyándose 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 características, 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- 

orados, las lectinas, el sistema fenoloxidasa y 
las células con actividad fagocítica. 

Inmunidad de Invertebrados. 

El término "inmunidad de invertebrados" de-
berá de ser utilizado, y entendido, en un sen-
tido más amplio, ya que no necesariamente in-
volucra memoria específica, acelerado rechazo 
de un segundo implante, o un marcado incre-
mento de la concentración de algún compo-
nente sérico, bajo un estímulo, como ha sido 
detectado en los vertebrados. Comparado con 
el sistema inmune de los mamíferos, el sistema 
protector de los invertebrados parece ser pri-
mitivo debido a pérdida de diversidad en espe-
cificidad química y reacciones con epítopes, 
ausencia de inmunoglobulinas y memoria rela-
tivamente de corto tiempo. Sin embargo, en 
forma general deberá de hablarse de que un 
organismo posee sistema inmune si es capaz de 
establecer una respuesta protectora en contra 
de agentes extraños como: virus, bacterias, 
parásitos, células envejecidas o dañadas. 

Además, 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 más complejos equi-
nodermos y protocordatos. Por ejemplo la 
cacerola de mar (Linthis) y la cucaracha 
(Periplaneta), aunque ambos son artrópodos, 
posiblemente estén separados evolutivamente 
igual ó mas que los peces y los mamíferos. Así, 
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 varían de 
acuerdo a la historia natural de cada especie 
animal. Además, la posibilidad de evolución 
convergente no deberá ser perdida de vista, 
por lo que las sugerencias de homología, en 
ausencia de datos genéticos, son muy arriesga- 
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das. Por otro lado, sin embargo, existen ciertos 
fenómenos y/o componentes, como son las 
células fagocíticas, que parecen ser conser-
vados a través de la evolución y están presen-
tes en todos los organismos vertebrados e in-
vertebrados. 

Aún cuando es posible encontrar antes de 
1980 literatura en donde se refiere y analiza la 
"inmunidad de invertebrados" [14], el término 
y su validez seguían siendo discutidos [15]. Sin 
embargo, 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 áreas [16-33]. Así, 
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 cientí-
fico, ya que los invertebrados comprenden el 
95% de todas las especies conocidas en el 
reino animal, por lo que muchos trabajos están 
encaminados a la posibilidad de descubrir 
nuevos mecanismos de defensa, aún no detec-
tados en los sistemas inmunológicos de verte-
brados. Además, 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 inmunología. 

La segunda incluye aspectos más prácticos, 
como son: el control de plagas, transmisión de 
enfermedades y los cultivos comerciales. Nu-
merosos invertebrados, pero especialmente un 
gran número de las 750,000 especies conocidas 
de insectos, compiten con el hombre por sus 
productos agrícolas, forestales y animales. 
Muchas especies están llegando a ser resisten-
tes a pesticidas químicos, 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 microbiológico. Es aquí 
donde los estudios sobre mecanismos inmuno-
lógicos de invertebrados han tomado un nuevo 
significado, ya que, el conocimiento de la rela- 

ción parásito/invertebrado, ayudaría a la opti-
mización en el uso de los agentes de control 
biológico. En el caso de los invertebrados que 
actúan como vectores de enfermedades (p.e., 
tripanosomiasis, malaria, oncocercosis y esquis-
tosomiasis), donde los parásitos 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 último, 
muchos invertebrados incluyendo los moluscos 
y crustáceos están siendo cultivados y un en-
tendimiento de los mecanismos de defensa del 
huésped ayudaría a evitar la aparición de en-
fermedades que pueden ocurrir durante su cul-
tivo, como es el caso del camarón. 

El estudio de la inmunidad de invertebrados, 
sin embargo, se había 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 vertebrados. Además, se encuen-
tran las dificultades técnicas y metodólogicas 
propias para su estudio, ya que debido a la 
gran diversidad de invertebrados, no debe ser 
sorpresa encontrar alguna variación considera-
ble en el potencial inmunológico de éstos 
animales, y deben tomarse precauciones en los 
intentos para generalizar el trabajo realizado 
sobre algunas especies. 

Centrando la atención en los artrópodos, se 
han descrito algunos componentes que par-
ticipan en su sistema de defensa. En algunos 
casos, estos componentes presentan diferencias 
en sus formas y características, sin embargo 
mantienen una función similar. Para facilitar su 
comprensión y poder explicar su participación 
en los sistemas inmunes de los invertebrados, 
en las siguientes secciones se describe lo más 
sobresaliente de las aglutininas séricas o lecti-
vas, el sistema fenoloxidasa y las células fago-
cíticas, haciendo énfasis, de acuerdo a la infor-
mación viable, en los crustáceos. 
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Las Lectinas. 

Las lectinas, también llamadas aglutininas o 
hemaglutininas, son proteínas polivalentes de 
origen animal o vegetal que se unen en forma 
específica y reversiblemente a carbohidratos 
[34-37), por lo que son capaces de precipitar 
glicoconjugados y aglutinar eritrocito~, bacte-
rias y otras células que tengan la complemen-
taridad requerida [37]. La unión es establizada 
por la hidrofohicidad, interacción de cargas y 
unión multivalente [37). Estas proteínas han 
sido herramientas importantes en el estudio de 
glicoproteínas de la superficie celular y de sus 
modificaciones durante la diferenciación y 
transformación maligna [351. Las lectinas han 
sido detectadas en extractos o fluidos por 
hemaglutinación y su especificidad demostrada 
por inhibición con carbohidratos. 

Las primeras 'cetinas descritas son de origen 
vegetal, pero desde hace varias décadas se han 
detectado, y estudiado, lectinas presentes en la 
hemolinfa y extracto tisulares de animales in-
vertebrados [381. En algunos casos, solamente 
se ha detectado una 'cetina, mientras que en 
otros parecen existir varias entidades molecu-
lares diferenciables por su estructura y/o espe-
cificidad 139]. Aunque la función exacta de las 
'cetinas de invertebrados no se conoce, la pre-
sencia de estas proteínas, tanto en el suero [40] 
como en la superficie de las células fagocíticas 
[411 ha sugerido que éstas moléculas tienen un 
papel importante en los sistemas de defensa 
[16-21, 41, 42), a falta de una respuesta humo-
ral caracterizada por inmunoglobulinas. Las 
aglutininas 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 opsonización, o 
hien por localizarse en la superficie de hemo-
citos [20, 46, 47], reacciones similares que 
efectúan las inmunoglobulinas. 

Además de su posible participación 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- 

amenos biológicos importantes, lo que ha 
dificultado establer con precisión su(s) fun-
ción(es). Sin embargo, es aceptado que estas 
moléculas participan en tres tipos de eventos 
[19, 48): a) Reconocimiento de receptor, esen-
cial para ciertos fenómenos de agregación 
celular y para los mecanismos de fertilización 
(interacción huevo-esperma); b) Reconoci-
miento y eliminación de glicoconjugados 
"viejos" o alterados, del propio organismo o de 
ciertos simbiontes; y c) Defensa y destrucción 
de moléculas, partículas y/o agentes extraños. 

Pese a que lectinas de diferentes especies de 
invertebrados han sido purificadas, no se ha 
podido establecer una generalización sobre su 
estructura, especificidad, mecanismo y otras 
propiedades que podrían ayudar a comprender 
el papel de éstas proteínas en los sistemas de 
defensa. Esto se debe, principalmente, a la 
gran diversidad que presentan en sus propieda-
des moleculares y especificidad. Por otro lado, 
con frecuencia se ha reportado la presencia de 
múltiples 'cetinas en la hemolinfa de los inver-
tebrados [38, 40, 42, 46, 49-57] y, en algunos 
casos, las diferencias no radican únicamente en 
la especificidad y estructura, sino que además 
muestran diferentes propiedades bioquímicas y 
actividades biológicas [58-60]. 

Aunque en forma análoga a las imminoglo-
batirlas en los vertebrados, las aglutininas en 
los invertebrados están involucradas en el 
reconocimiento y la discrirninacion de lo pro-
pio y lo extraño (16-21, 38, 39, 41„ 46, 47, 61, 
62), diferencias importantes pueden ser defini-
das. Mientras que las inmunoglobulinas pre-
sentan una 'estructura molecular similar, en las 
aglutininas de invertebrados no ha sido posible 
encontrar semejanzas que permitan hacer una 
generalización sobre las propiedades molecula-
res de éstas proteínas. Por otro lado, a diferen-
cia de las inmunoglobulinas, la especificidad de 
las lectinas parece estar restringida a residuos.  
sacáridos [38]. Sin embargo, uno de los puntos 
mas controversiales está relacionado a la capa-
cidad de inducción de la síntesis de las agluti-
ninas. Aunque en algunos trabajos se han 
reportado modificaciones en la actividad 
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concentración de la 'cetina sérica por la pre-
sencia de agentes patógenos [63-65], o por 
inoculación de eritrocitos [66), la induccion o 
estimulación no ha sido posible en la mayoría 
de los casos. 

Por otro lado, si consideramos una analogía 
funcional con los anticuerpos, se espera que la 
aglutininas séricas de los invertebrados posean 
otras propiedades biológicas que permitan la 
eliminacion del agentes patógenos. Afortuna-
damente, las aglutininas séricas de los inverte-
brados tienen un papel adicional en los siste-
mas de defensa relacionado con la fagocitosis a 
través del fenómeno de opsonización. 

Las interacciones entre la célula fagocítica 
(hemocito) y un cuerpo extraño están 
mediadas por receptores, por lo que estas in-
teracciones dependen de las reacciones entre 
los componentes de superficie de los hemoci-
tos y las estructuras moleculares extrañas. En 
el caso de los macrófagos de vertebrados se ha 
determinado el papel de las glicoproteínas en 
la unión 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 línea de defensa una 
vez iniciada la infección. Las células involucra-
das van desde las primitivas "limpiadoras" de 
los acelomatos, hasta los mas especializados 
amebocitos de los invertebrados superiores. 
Los fagocitos efe los invertebrados son capaces 
de ingerir virus, bacterias, protozoarios y hon-
gos [68-70]. La ingestión depende, como en los 
vertebrados, de las características del agente 
invasor, de factores ambientales [71] y de fac-
tores séricos de reconocimiento [29]. 

Uno de los fenómenos que modifican la 
fagocitosis es la opsonización. El término 
opsonina es usado para denominar a factores 
séricos que actúan sobre partículas o células 
para incrementar su ingestión por las células  

fagocíticas. De ésta forma, la opsonización 
proporciona una importante relación entre los 
mecanismos de defensa celular y humoral. 
Mientras que en los vertebrados las sustancias 
opsonizantes están representadas por los an-
ticuerpos y algunos factores del sistema del 
complemento, en los invertebrados éste fenó-
meno es realizado por las lectinas séricas y 
productos del sistema profenoloxidasa (ver 
más adelante). 

La estimulación de la fagocitosis promovida 
por las aglutininas como agentes opsonizantes 
ocurre unicamente sí la lectina puede unirse al 
hemocito y a la célula blanco [72]. Esta esti-
mulación de la fagocitosis por lectinas puede 
ser inhibida por azúcares específicos, demos-
trando que la interacción proteína-carbohidra-
to está involucrada en el mecanismo de reco-
nocimiento. Ademas, los carbohidratos presen-
tes en la superficie de los hemocitos represen-
tan sitios receptores para las opsoninas a los 
cuales el complejo partícula•opsonina puede 
unirse [20j. 

Aunque las aglutininas séricas tienen la 
capacidad de aglutinar, precipitar y facilitar la 
fagocitosis de partículas extrañas que aseguran 
su participación en el sistema de defensa de in-
vertebrados, faltan evidencia que expliquen el 
mecanismo de reconocimiento, interacción y, 
sobre todo, la inducción de estas proteínas. 

El Sistema Profenoloxidasa. 

Dentro de las reacciones de defensa en in-
vertebrados, con frecuencia se observa melani-
zación. La enzima involucrada en la síntesis 
del pigmento de melanina es la fenoloxidasa 
(E.C. 1.10.3.1; o-difenol: oxígeno óxido-reduc-
tasa) la cual es capaz de oxidar los fenoles a 
quinonas, que posteriormente polimerizan en 
forma no enzimática a melanina. Este pigmen-
to, junto con sus intermediarios, tiene propie-
dades fungistáticas, y ha sido descrita en la 
hemolinfa de artrópodos en forma de una pro-
enzima inactiva [73], con peso molecular de 80 
Kda [74], llamada profenoloxidasa (proPO). 
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Esquema de la activación del sistema protenoloAdasa en crustáceos. (Ratclifte y cols., 1291). 
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introducción 

El sistema activador de la proPO de artró-
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 la elimi-
nación de material extraño [29, 76, 77]. De este 
modo, ademas de su papel en la melanización, 
el sistema proPO está involucrado en algunas 
reacciones celulares de defensa como son: la 
fagocitosis, la formación de nódulos [29], la 
encapsulación [29, 78], la adhesión [68, 79] y 
locomoción de hemocitos [80]. 

El sistema proPO es activado por proteasas 
de serina, tanto en insectos [81-83] como en 
crustáceos [84, 85]. A su vez, estas proteasas de 
serina, 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-
cárido (LPS) de bacterias gram negativas [29, 
87, 90]. 

El conocimiento sobre la bioquímica de la 
activación de la proPO ha. permitido ,aceptar la 
participación de éste sistema en la inmunidad 
de artrópodos. Se han encontrado una serie de  

proteínas que intervienen en la activación de la 
proPO que desencadenan la llamada reacción 
en cascada. Un ejemplo es la glicoproteína de 
91 Kda descrita en Blaberus craniifer la cual 
está involucrada en la activación del sistema 
proPO [91]. Esta proteína, por si misma no in-
duce la activación 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 crustáceos parecen estar in-
volucradas en eventos fisiológicos importantes 
como son: reparación de heridas [92], 
fagocitosis y encapsulamiento [70, 93], coagu-
lación [94] y otras [revisado en 95]. Sin embar-
go, pese a los múltiples intentos, no ha sido 
posible clasificar estas células y determinar la 
función de cada tipo. Desafortunadamente, 
cada estudio ha utilizado diferentes criterios y 
términos para definir a los diversos tipos de 
hemocitos [96]. 

Utilizando el camarón Skyonia ingentis corno 
un prototipo de crustáceo decápoda, se ha 
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propuesto una clasificación de los hemocitos, 
la cual permite correlacionar morfología 
celular, citoquímica y tres funciones esenciales: 
coagulación, fagocitosis y encapsulamiento [97-
1(X)]. Sin embargo, este esquema no ha podido 
ser aplicado para todos los crustáceos. 

Con la ayuda de la microscopia electrónica, 
se ha podido definir a una población celular 
que participa en el proceso de coagulación, 
denominadas células hialinas, debido a que no 
poseen gránulos en su citoplasma. [99, 101]. 
Otra población celular está constituida por 
células largas que contienen numerosos gránu-
los citoplasmáticos pequeños (0.4 pm) o 
grandes (0.8 pm). Estas células no muestran 
cambios durante la coagulación, 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 tamaño de sus gránulos. La 
fagocitosis es principalmente llevada a cabo 
por los hemocitos que contienen, ademas de 
gránulos citoplasmáticos pequeños, enzimas 
hidrolíticas, como son: fosfatasa ácida, /1-glucu-
ronidasa y esterasa [98]. Por su parte, el encap-
sulamiento es iniciado por hemocitos de 
gránulos grandes y después se involucran las 
células de gránulos pequeños [100]. La fenol-
oxidasa, enzima involucrada en la melanización 
del material encapsulado y posiblemente en el 
reconocimiento de lo extraño [80], es mas 
abundante en lo hemocitos de gránulos gran-
des que en aquellos de gránulos pequeños. En 
contraste, las células hialinas, las cuales no 
participan en la fagocitosis y encapsulamiento, 
no tienen proPO y rara vez contienen fosfatasa 
ácida [98]. Así, la división de los hemocitos de 
los decápodos en dos grupos puede ser sos-
tenido por estudios morfológicos, citoquímicos 
y funcionales. 

Objeti vos. 

Por iodo lo anteriomente expuesto, al abor-
dar el estudio de los componentes del sistema 
de defensa el camarón se consideró 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 extraño, participando en la elimina-
ción de patógenos actuando como facilitadoras 
(opsoninas) de la fagocitosis y por aglutinación 
directa. Por su parte, el componente celular 
propuesto para su estudio se centró en aquel-
las células circulantes con capacidad fagocítica 
y en determinar si éste fenómeno puede ser 
estimulado por componentes séricos (la agluti-
nina, por ejemplo). 

Al realizar los primeros experimentos, se 
hizó patente la necesidad de diseñar una solu-
ción isotónica para la obtención de bemolinfa 
sin afectar las células. Durante esta fase, se de-
terminó tambien la presencia del sistema 
profenoloxidasa y su posible localización en la 
hernolinfa. 

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 interrelación, asi 
como su eficiencia. 

La primera parte está dirigida a la búsqueda 
de una solución isotónica y a la determinación 
del sistema profenoloxidasa; la segunda incluye 
la detección y purificación de una aglutinina 
sérica, la descripción de sus propiedades 
moleculares más importantes y la capacidad 
que tiene esta proteína de reaccionar con bac-
terias; la tercera parte está dirigida al estudio 
de las células circulantes, demostrar la 
capacidad fagocítica y la estimulación de éste 
fenómeno por la aglutinina sérica. 
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Los objetivos parciales son: 

La descripción de metodología cuando la 
reportada para el estudio de otros orga-
nismos similares no sea aplicable. 

La determinación de la presencia y locali-
zación del sistema profenoloxidasa; 

La detección de la actividad hemagluti-
nante en la hemolinfa del camarón café 
(Penaeus californiensis); 

El aislamiento de una aglutinina sérica y 
la determinación de sus principales sus 
propiedades aglutinantes, así como sus 
caracteristicas moleculares; 

la La participación de estas proteínas en el 
sistema de defensa, a traves de la 
aglutinación directa de bacterias. 

rt La descripción morfológica de las células 
circulantes; 

u La demostración de la presencia de célu-
las fagocíticas y la posible participación de 
la aglutinina en el fenómeno de fagoci-
tosis. 



MATERIALES Y WIETODOS. 

Reactivos. 

Fetuina Tipo IV (7.6% NANA); Mucina 
submaxilar Tipo 1; Mannosa, D-galactosa, N-
acetil-D-galactosamina, N-acetil-glucosamina, 
Sialil-lactosa, Lipopolisacárido de E. con, Mar-
cadores de peso molecular (Sigma Chem. Co.). 
N-acetil-galactosamina-Agarosa (Pierce). 

Soluciones. 

Para las pruebas de hemaglutinación y puri-
ficación de la aglutinina, se utilizó una solución 
salina amortiguada con Tris (TBS: 50 mM 
Tris-HC1, 100 mM NaCI, pH 7.5). Esta solu-
ción base fué adicionada con 10 mM CaCl2, 
para las pruebas de hemaglutinación (TBS-
Ca). Durante la purificación de la aglutinina 
sérica, a la solución base se le adicionó 1 mM 
de CaCl2 (TBS-Ca lrnM) ó 5 mM de EDTA 
(TBS-EDTA). 

La solución isotónica para camarones (SIC) 
conteniendo 450 mM de NaCI, 10 mM de KCI, 
y 10 mM de HEPES, pH = 73, posee la 
concentración de Na* y K4 , el pH y la os-
molalidad de la hemolinfa del camarón [102]. 
La solución anticoagulante es SIC-EDTA (SIC 
adicionada con 10 mM de EDTA.Na2). 

Como solución fijadora se utilizó glutaralde-
birlo 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 coagulación 
y alteraciones morfológicas durante la obten-
ción de la hemolinfa. Como líquido de lavado 
y para la incubación de células se utilizó el me-
dio de cultivo RPMI-1640 (Sigma Chem. Co.), 
adicionado con 23.4 gil de NaCl y 530 mg/1 de 
KCl para obtener concentraciones y osmolali-
dad similares a hemolinfa de los camarones. 

Animales. 

Los camarones café (P. caltionziensis) fueron 
obsequiados por la División de Biología Mari-
na del Centro de Investigaciones Biológicas, a 
quienes se agradece su colaboración, y mante-
nidos en nuestros acuarios. Solamente se inclu-
yeron animales aparentemente sanos, en inter-
muda, con talla y peso promedio de 10.5 cros y 
4.7 g, respectivamente. 

Extracción de la Hemolinfa. 

La hemolinfa fué obtenida de la base de los 
pleópodos, en los límites de la región formada 
por el perion y el pleon, ligeramente anterior 
al orificio genital siguiendo la técnica reporta-
da por Muñoz-Sevilla [105] y utilizando 2-3 
volúmenes de anticoagulante SIC-EDTA. 

Obtención del Plasma. 

Para la purificación 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 utilización. 

Obtención de las Células. 

La muestra de hemolinfa (100µl) fué mez-
clada con 200 /41 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= 7.5) 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-
ción, la suspensión de células (100 ,u1) fué in- 
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cubada con 100 µl de laminarina para inducir 
la degranulación. 

Medición de osmolalidad, p11, Na y K. 

Para la determinación de los valores están-
dares de la concentración de sodio, potasio, os-
molalidad y pH de la hemolinfa, los animales 
se capturaron en San Carlos, B.C.S., México. 
La temperatura del agua fué de 21°C y la sali-
nidad de 36 partes por mil (ppm). La hetnolin-
fa se obtuvó con una jeringa estéril sin utilizar 
anticoagulante, siguiendo la técnica descrita 
por Muñoz-Sevilla [105]. Cada muestra se 
colocó en un tubo Eppendorf y se mantuvo a 
10°C para su transportación. En el laboratorio, 
el suero se recuperó después de centrifugar la 
muestra 10 minutos en una microfuga y 
remover el coágulo. Unicamente hemolinfa de 
animales en intermuda fueron incluidos en el 
estudio. 

La osmolalidad (mOsm.Kg4) del suero fué 
determinada en un osmómetro Wescor 5120B 
Vapor Pressure, previamente calibrado con 
soluciones de referencia de 100, 290 y 10(X) 
mOsm.Kg-t. El pH del suero se determinó uti-
lizando un electrodo de superficie. La concen-
tración (mEq.1-1) de sodio y potasio se deter-
minó por flamometria utilizando un Radio-
meter, FLM 3 llame photometer. 

Análisis Químicos. 

La cuantificación de las proteínas totales de 
la hemolinfa se hizo utilizando el reactivo de 
Folio y albúmina sérica bovina como referen-
cia, siguiendo el método descrito por Lowry y 
cols. [106]. La técnica fué modificada para 
volumenes pequeños, la cual utiliza: 10µl de 
hemolinfa diluida 1:10, 1 ml de reactivo alca-
lino y 50 1141 de reactivo de Folio 2N son 
necesarios. 

Eritrncitos. 

La muestras de sangre humana (tipos A, 13 y 
0) y de los animales fueron obtenidas de dona-
dores sanos, por punción venosa o cardiaca, se-
gún el caso; colectadas y almacenadas en solu-
ción de Alsever estéril. Para su utilización, la 
células fueron lavadas dos veces con solución 
salina isotónica (NaCI 0.15 M), dos veces con 
TBS-Ca y resuspendidas al 2% en TBS-Ca. 

Hemaglutinación. 

Esto se hizo por microtitulación en placa uti-
lizando diluciones seriadas (1:2) del suero del 
camarón café en TBS-Ca y agregando un vo-
lumen igual de la suspensión 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 sustitución del suero por TBS-Ca. La activi-
dad hemaglutinante es reportada como el Logz 
del inverso del título. 

Inhibición de la Hemaglutinación. 

La solución de glicoproteinas (1.0 %) ó 
azúcares (100 mM) disueltas en TBS-Ca 
fueron diluidas en forma seriada en la misma 
solución amortiguadora. Para el ensayo, 25 pi 
de hemolinfa fueron diluidos en forma seriada 
en TBS-Ca, se les agregó un volumén igual del 
inhibidor y se incubó una hora a temperatura 
ambiente antes de agregarle 50 µl de eritroci-
tos al 2%. El título se determinó después de 
hora de incubación. 

Desializaclón de la feluína. 

La fetuína (10 mg/ml) fué hidrolizada con 
H2SO4 0.1N en NaCI 0.15M, durante una hora 
a 80°C, de acuerdo a la técnica de Spiro [107]. 
La proteína desializada fué dializada exhaus-
tivamente con TBS-Ca y congelada hasta su 
utilización. 

Materiales y Métodos 
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Purificación de la Aglutinina. 

Se utilizó una columna de 5 ml de N acetil-
galactosamina-agarosa (Pierce), empacada y 
calibrada con TBS-Ca. 8 ml de plasma del 
camarón café (Penueus cahforniensLv) fueron 
aplicados a la columna. La columna se lavó 
con 15 ml de TBS-Ca 1mM y la aglutinina fué 
eluída con TBS-EDTA (Tris-HC1 50 mM, 
NaC1 100 mM, EDTA.Nai 5 mM; pH =7.5). Se 
colectaron fracciones de 1 ml, a las que se les 
determinó su densidad óptica a 280 nm, así 
como su actividad hemaglutinante contra 
eritrocitos humanos y de ratón. 

Dentro del proceso de purificación se utilizó 
una columna de 1 x 56 cm, empacada con 
Sepharose 613, calibrada con TBS-Ca. 0.5 ml de 
muestra fueron aplicados, manteniendo un 
flujo de 0.5 mi/hora y colectando fracciones de 
0.5 ml. El volúmen muerto (V0)  de la columna 
fué calculado utilizando azul dextrán. Las frac-
ciones fueron analizadas por su actividad he-
maglutinante con eritrocitos de ratón. 

Electroforesis. 

La electroforesis se hizo en placas de polia-
crilamida al 7% de 140x140xlmm. 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 teñidas con plata [109]. 

Determinación del Peso Molecular. 

Para la determinación de peso molecular por 
filtración en gel, se utilizó una columna (1 x 56 
cm) empacada con Sepharose 6B" (Sigma 
Chem. Co.), lavada y calibrada con PBSA 
(Phosphate Buffered Salirle + Azida) a 18°C y 
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 exclusión del azul 
dextran. La fracciones de los marcadores fue- 

ron detectadas por la reacción de Lowry y las 
de la aglutinina por actividad hernaglutinante. 

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

Bacterias. 

Se utilizaron bacterias del género Vihrio: V. 
parahaemolyticus (ATCC 13456); V. vuhuficus 
(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 inóculo se hizo con una suspensión de bac-
terias de densidad óptica a 580 nm de 1.0 , en 
un volumen equivalente a 1/10 del volumén 
del cultivo. Al término del cultivo, las bacterias 
fueron lavadas 3 veces con agua de mar artifi-
cial y su concentración se ajustó a una densi-
dad óptica a 580 nm de 1. 

Aglutinación de Bacterias. 

Se incubaron 25 14i de la suspensión de bac-
terias con un volumen igual de aglutinina en 
cámara húmeda, a temperatura ambiente de 15 
a 120 minutos. La aglutinación se determinó 
por observación directa y bajo el microscopio. 

Sedimentación de Bacterias. 

Para los experimentos de sedimentación las 
bacterias fueron lavadas 3 veces con solución 
salina 0.45M (0.45 M de NaCI + 10 mM de 
HEPES pH= 7.3) y tratadas con glutaraldeht-
do a una concentración final de 2.5%. Después 
de mantenerlas en agitación durante 3 horas, 
la reaccion fué suspendida por lavados con 
solución salina 0.45M. El aldehído residual fué 
neutralizado incubando con glicina toda la 
noche, en agitación. No se observaron bacte-
rias viables despees de éste tratamiento. Antes 
de su utilización las bacterias fueron perfecta- 
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mente lavadas y ajustadas a una densidad ópti-
ca de 1, a 580 nm, utilizando celdas de 1 ml. 

Para el experimento, se colocaron 50/41 de la 
aglutinina purificada en una celda de 1 ml, se 
les añadió 100 pl de la suspensión bacteriana y 
850 pi de la solución salina. La celda con la 
mezcla fué incubada a 28 °C y, sin agitar, fué 
leída a diferentes tiempos a 580 nm. Cuando 
se utilizaron inhibidores, 50 pl de ellos se 
agregaron 15 minutos antes de agregar las bac-
terias y la solución salina. Debido a las 
diferencias en las lecturas de las cubetas, los 
resultados son expresados como la diferencia 
en la densidad óptica respecto al tiempo cero, 
para cada cubeta. 

Determinación de la Fenoloxidasa. 

La actividad de fenoloxidasa fué determina-
da por la formación del dopacromo del L-dihi-
droxifenil alanina (L-DOPA), de acuerdo a la 
técnica descrita por Leonard y cols. [82]. La 
muestra (50 /el) fué incubada con un volumen 
igual de laminarina (1 mg/m1) durante 15 
minutos antes de agregar 100 1d de L-DOPA 
(3 mg/mi). Se incuba durante 10-20 minutos, a 
25 °C, y se determina la absorbancia a 490 nm. 
La actividad enzimática es expresada como el 
cambio en la absorbancia por minuto por mg 
de proteína. 

Preparaciones. 

Las preparaciones para microscopía de con-
traste de fase se hicieron obteniendo directa- 

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

Para tinción por hematoxilina-cosina, la 
muestra fue obtenida utilizando solución anti-
coagulante SIC-EDTA y 50 a 150 pl de esta 
mezcla se colocan en un portaobjetos. La pre-
paración se incuba 10 a 30 minutos, en cámara 
húmeda, para permitir la adherencia de las 
células. La preparación es lavada dos veces con 
SIC, incubadas con solución fijadora durante 
10 minutos, lavadas y teñidas. 

Fagocitosis. 

La capacidad fagocítica de las células fué 
determinada de la siguiente forma. Se permitió 
la adherencia de las células al vidrio, colocan-
do 100 pl de hemolinfa (diluida en anticoagu-
lante) en un cubreobjeto e incubados en cáma-
ra húmeda durante 15 minutos. Las células 
fueron lavadas dos veces con el medio de culti-
vo RPM1-1640 modificado y finalmente se adi-
cionaron 100 pl del mismo medio de cultivo. 
Se añadieron 50 pl de una suspensión al 10% 
de eritrocitos de ratón glutaraldehizados y se 
mantuvó la incubación en cámara húmeda 
durante 30 minutos a 37°C, 5% CO2. Las 
células fueron lavadas 3 veces con el medio de 
cultivo, para eliminar el exceso de eritrocitos, y 
entonces 200µl de fijador fueron colocados so-
bre las células. La tinción se hizo con Giemsa, 
montadas con bálsamo de Canadá y observada 
en el microscopio. 
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RESULTADOS Y DISCUSION. 

Solución Salina Isotónica para 
Camarones. 

Uno de los primeros requisitos fué la dispo-
nibilidad de una solución isotónica para la ex-
tracción de la hemolinfa y manipulación de las 
células in vitro. Una solución para este fin ha 
sido reportada [1101 y utilizada para el ais-
lamiento de hemocitos de crustáceos 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 solución, parte de las proteínas séri-
cas se precipitaron, por lo que su uso fue des-
cartado. De éste modo, buscar y proponer una 
solución que nos permitiera obtener la hemo-
linfa de los camarones sin alterar sus 
propiedades bioquímicas y celulares fué una de 
los primeros problemas técnicos a resolver, 

Para el diseño de la solución isotónica e isos-
mótica fue menester medir la concentración de 
sodio y potasio, así como la osmotalidad y el 
.pH de la hemolinfa del camarón café. Los 
valores promedio son presentados en la tabla 
1, donde se puede apreciar la similitud con los 
valores reportados para camarón azul [112], e 
incluidos para su comparación. A partir de 
éstos valores, se diseñó una solución isotónica 
para el camarón (SIC) la cual contiene: NaCI 
0.45 M; KCl 10 mM; Hepes 10 mM; pH = 7.3; 
Osmolalidad = 850 mOsm/kg. Es posible la 
adición de CaCl2 ó EDTA.Na2 (1 a 10 mM) sin 
que la solución pierda su isotonicidad. Esto fué 
confirmado al utilizar la solución base adicio-
nada con 10 mM de EDTA.Na2 (SIC-EDTA) 

P. klyfirostrie p. californlensle  

PH 	 7.31 ± 0.21 7.28 ± 0.17 

Sodio (miga) 	 454.14 ± 41.39 454.44 ± 33.38 

Potasio (meq/1) 	 9.45 ± 	1.82 10.09 ± 1.21 

OernoIalidad (mOsmIKg) ,849.19 ±-52.84 • 844.74 39.44 

( Tabla 1.Valores determinados en la hemolinfa de Penases 
abliroetria (1121 y P. r.alifoinieimilsr. So reportan los valoies 
promedio * desviación estándar. 

como anticoagulante para los siguientes experi-
mentos. La hemolinfa es fácilmente obtenida 
(10-100,u1 por animal) sin que se observe coa-
gulación o daño celular. 

Obtención y Manejo de las Muestras. 

La hemolinfa de los camarones (Penaeus 
californiensis) empleados durante este trabajo 
fue obtenida, siguiendo la técnica descrita por 
Sevilla Muñoz [105], utilizando de 2 a 4 
volumenes de la solución anticoagulante SIC-
E DTA. 

Debido a que en otros invertebrados se han 
descrito aglutininas presentes en las células 
circulantes [41, 46, 113], ésta técnica permitió 
separar los componentes celulares de la hemo-
linfa, evitando así la posible contaminación, La 
estabilidad de las células puede ser verificada 
por observación directa del frotis o por evalua-
ción de alguna enzima intracelular (fenoloxida-
sa, por ejemplo). Aunque para la hemolinfa 
utilizada para la purificación de la aglutinina 
sérica solamente se evaluó la integridad celular 
por frotis, otros experimentos permiten asegu-
rar que no existe lísis, determinada por libera-
ción de fenoloxidasa. 

Detección y Localización del Sistema 
profenoloxidasa. 

El sistema de la profenoloxidasa es un com-
plejo sistema multienzimático, cuyos efectores 
y reguladores se encuentran perfectamente 
controlados para dar una protección al animal. 
La compartamentalización y activación son 
ejemplos de sistemas complejos en organismos 
considerados como simples. Ademas de gene-
rar melanina y sus quinonas aromáticas inter-
mediarias con actividad fungistática y bacteri-
cida [114-116], el sistema' proPO participa en 
la eliminación de material extraño a través de 
algunas reacciones celulares de defensa [29, 68, 
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obtenidos de la hemolinfa, utilizando SIC-EDTA como an-
ticoagulante. En la parte superior, se aprecia una célula Melina, 
caracterizada por la ausencia de gránulos, los cuales son abun-
dantes en las células granulares (foto Inferior). 

Resultados y Discusión 

76-80h por lo que se considera parte importan-
te del sistema de defensa en estos organismos 
[29, 751. Aunque no tiene actividad hidrolítica 
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 activación se generan opsoninas y 
otros mediadores de la respuesta celular. 

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

la extracción de la hemolinfa y manipulación 
de las células. Para la extracción de la hemo- 

y colección de las células del camarón se 
utilizó SIC-EDTA corno solución anticoagu-
lante, sin que se observara daño en las células 
(Figura 1). Empleando de 2 a 4 voluménes de 
S1C-EDTA se pueden obtener muestras de 
hasta 100 jul de hemolinfa de camarones con 
talla de 7 cm en adelante, sin que el animal 
muera. Las células y el plasma pueden ser per-
fectamente separado por centrifugación (mi-
crofuga Eppendorf, 10 seg) sin que alteracio-
nes morfológicas se detecten en observaciones 
directas de la preparaciones bajo el microsco-
pio de luz (figura 1). 

Para determinar la localización del sistema 
proPO, las células y el plasma fueron separa-
dos por centrifugación (microfuga Eppendorf, 
I() seg). Las células fueron lavadas dos veces 
con SIC y los sobrenadantes colectados, Como 
se puede apreciar en la tabla 2, la conversión 
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 fenoloxidasa. 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 

ACTIVIDA 

PLASMA 0.00 

Liquido de Lavado 0.00 

Usada da hemocitoa 

Sobrenadan*. 0.41 ± 0.03 

Sedimento 0.02 ± 0.01 

Células + Landnarina 0.85 ± 0.05 

pderencia de MOClimin . mg di> prolurna. 

Tabla 2. Localización del sistema de la fenoloxidasa en la 
hemolinfa del camarón café (P. calitornienele). 

ON7rACZION 

- 14 - 



Resultados y Discusión 

que en el camarón 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 
otros crustáceos [77, 110, 117], Por otra parte, 
estos resultados demuestran la utilidad de la 
solución SIC-EDTA para la obtención de 
hemolinfa, manipulación de hemocitos y estu-
dio del sistema proPO del camarón, ya que no 
se observan daño celular y/o modificación de 
su contenido de fenoloxidasa. 

Al igual que en el presente trabajo, en otros 
estudios sobre la detección de la fenoloxidasa 
se ha utilizado el lisado de los hemocitos ob-
tenidos por sonicación, aun cuando se conocen 
agentes degranulantes como el ionóforo de 
Czr+ A23187 [118, 119]. Para el caso del 
camarón café la degranulación de los hemoci-
tos, con la subsecuente liberación y activación 
del sistema profenoloxidasa, tambien es posi-
ble llevarla a cabo por adición 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 pg de 
laminarina a la suspensión, la actividad proPO 
fue rápidamente detectada (10 minutos). 

Se ha reportado que durante la activación 
del sistema proPO, proveniente de un Usado 
de hemocitos, algunas proteínas "pegajosas" 
son generadas [119, 120]. Las actividades bio-
lógicas atribuidas a estas proteínas incluyen: 
lfsis de células semigranulares y degranulación 
de células granulares in vitro [77, 110, 120], 
estimulación de la fagocitosis in vitro [77, 121], 
y el incremento de la encapsulación in vivo de 
esporas de hongos inoculadas en el langostino 
[68]. Johansson y Süderhall [119] han identifi-
cado a una proteína de 76 Kda que promueve 
la adhesión celular presente en los hemocitos y 
que se manifiesta, en su forma activa, durante 
la activación del sistema proPO. 

f 
ORIGINAL 
	

100 
Despues del 

Primer Lavado 
	

98 
Segundo Lavado 
	

96 
Tercer Lavado 
	 95 

Tratamiento con 
ac. acético 10 mM 
	 es 

fosfatos 10 mM pH = 7.0 
	

100 
NaOH 10 mM 

Tabla 3. Determinación de la actividad de fenoloxidasa 
en tubo. Los resultados son expresados en % de la activl• 
dad orin;nal (0.87 unidades),  

Durante la activación y estudio del sistema 
profenoloxidasa del camarón cafe, se observó 
la presencia de proteínas "pegajosas", aunque 
no se determinó su naturaleza y otras propie-
dades. Las células fueron obtenidas y lavadas 2 
veces y en el mismo tubo, se indujo la degra-
nulación 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-
ción fué positiva y el característico color café 
oscuro de los fenoles oxidados se localizó prin-
cipalmente en la superficie del tubo. Este fe-
nómeno se repitió después de dos lavados, lo 
que indica que la fenoloxidasa se adhiere al 
vidrio (tabla 3) y que ésta unión es lo suficien-
temente fuerte para resistir los lavados con 
soluciones neutras, El lavado con ácido acético 
10 mM disminuyó la actividad adherida al 
vidrio, pero no fué capaz de eliminarla total-
mente; ésto sólo fué posible lavando el tubo 
con NaOH 10 mM (tabla 3). 

Detección de la Actividad 
Hemaglutinante. 

La hemolinfa del camarón café (Penaeus 
cahfomiensis) tiene la capacidad de aglutinar 
eritrocitos de varias especies de mamíferos, 
aunque con diferentes títulos (tabla 4). La ac-
tividad hemaglutinante relativa de la hemolinfa 
del camarón café es 16 veces mayor para las 
células rojas de ratón que para las humanas. 
Por otra parte, no se detectó actividad hema- 
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Especie 	 Titulo 	A.H.R. 
NIMMUM111. 111•11.1•11•111~11~~~~1~1~11~11~1•1~111~~ 

Humano "A" 1:18 1.00 
Humano "13" 1:18 1.00 
Humano "O'• 1:16 1.00 
Caballo 
Carnero 1:2 0.25 
Conejo 1:8 0.50 
Pato 1:2 0.25 
Rata 1:2 0.25 
Ratón 1:258 18.00 
Vaca 1:2 0.25 

	'1111~1~~11  

Tabla 4. Actividad Hemaglutinante Relativa (A.H.11,) de la 
hemolinfa del camarón café (Perseue californianas) hacia 
eritrocitos de diferentes especies. 

Resultados y Discusión 

glutinante cuando se utilizaron eritrocitos de 
caballo. Para las otras especies probadas, la 
actividad hemaglutinante fue relativamente 
menor que para las células rojas humanas. 

Para poder proponer un método de purifica-
ción es necesario determinar cuales son los po-
sibles azúcares que la aglutinina reconoce. Por 
ello, se intento inhibir la reacción de hemaglu-
tinación con aquellos azúcares mas frecuentes 
en las superficies celulares y con glicoproteínas 
que poseen residuos sacándos conocidos. Los 
resultados son presentados en la tabla 5, donde 
es posible observar que los monosacúridos 
GaINAc y GLcNAc, así como la glicoproteína 
fetuína tienen efecto inhibidor. Este resultado, 
encontrado para eritrocitos humanos y de 
ratón, indica que estos compuestos son recono-
cidos por la aglutinina del camarón café. 

Purificación, 

De acuerdo con los resultados obtenidos en 
la inhibición de la hemaglutinación se puede 
proponer una metodología para la purificación 
de la molécula responsable de ésta actividad 
presente en la hemolinfa del camarón café. 
Aunque el aislamiento de una aglutinina es po-
sible utilizando eritrocitos tratados con gluta-
raldehído [143], el procedimiento no garantiza 
que la absorción de proteínas esté mediada 

Fetuína 0.1 	0.1 
Mucina submaxilar n.d. 	0.1 

N-Ac-Galactosamina 50 	50 
N-Ac-Glucosamina 50 	50 
N-Ac-Neuramínico 100 	100 
Manosa 100 	100 
Galactosa 100 	100 
Glucosa 100 	100 
Glucosamina 100 	100 
Ratinosa 100 	100 
Sacarosa 100 	n.d. 
Xllosa 100 	100 

Tabla D. Concentración mínima requerida de gticopro• 
ternas (% p/v) o monsacáridos (mM) para inhibir 4 unidades 
hemaglutinantos de la hemolinfa del camarón café (P. califor-
nianas), utilizando eritrocitos humanos y de ratón al 2%. 
Oilerencias entre los grupos sanguíneos A, 9, 0 no fueron 
detectadas, 

por un fenómeno de interacción proteína-car-
bohidrato, ya que otras proteína presentes en 
la muestra podrían adherirse inespecíficamente 
a la superficie de la célula roja. 

Los primeros intentos de purificación se 
hicieron por cromatografía de afinidad 
utilizando una columna de 5 mi de Sepharose-
fetufna; sin embargo, la capacidad de la colum-
na fué muy baja, pese a que la fetuína es un 
buen inhibidor de la hemaglutinación. Por su 
parte, la absorción con eritrocitos tratados con 
glutaraldehído no dan la certeza de estar ais-
lando proteína con especificidad por residuos 
sacáridos. Debido a que la GaINAc es otro de 
los inhibidores, se intentó la utilización de éste 
azúcar inmohilizado en agarosa para la purifi-
cación por cromatografía de afinidad. 

Utilizando eritrocitos de ratón, rutinaria-
mente se encontraba que no toda la actividad 
se absorbía en la columna de agarosa-GaINAc, 
independientemente de la cantidad aplicada. 
Esto permitió proponer la hipótesis de que, 
posiblemente, la hemolinfa del camarón café 

r INHIBIDOR Ratón 
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Resultarlos y Disetitsión 

Figura 2.A1SLAMIENTO DE LA AGLUTININA DEL CAMA•RON 
CAFE POR CROMA-TOGRAFIA DE AFINIDAD. Se utilizó una 
columna de 5 mi de N-acetil-galactosamina•Agarosa equi-
librada con T8S.Ca. 8 mi de plasma fueron aplicados a la 
columna y se lavó con TBS-Ca hasta que la densidad óptica fue 
cero. La alusión se hizo con TBS-EDTA. Fracciones de 1 ml 
fueron colectadas, se les determinó su densidad óptica a 280 
nm y la actividad aglutinante tué detectada con eritrocitos 

sibhumanos y de ratón. 

tuviera mas de una entidad aglutinante. Para 
resolver esto, 8 ml de plasma diluído 1:3 (por 
el anticoagulante) y perfectamente dializados 
contra TBS-Ca 1mM, se aplicaron a la colum-
na de afinidad. Fracciones de 1 ml fueron co-
lectadas, a las cuales se les determinó su den-
sidad óptica a 280 nm y su actividad hemaglu-
tinante contra eritrocitos de humanos y de ra-
tón. En la figura 2 se presenta el perfil croma-
tográfico, donde es posible observar la presen-
cia de dos entidades aglutinantes diferentes. El 
primer pico (Fracción A), no es retenido en la 
columna, contiene la mayor parte de las pro-
teínas plasmáticas y solamente reacciona con 
eritrocitos de ratón. Por su parte, el segundo 
pico (Fracción B), el cual es eluído (le la 
columna con TBS-EDTA, posee actividad 
aglutinante contra eritrocitos humanos y de ra-
tón, con títulos similares. La Fracción 13 mues-
tra una gran actividad específica y un impor-
tante incremento en el grado de purificación 
(Tabla 6). 

Los tubos de la fracción 13, con actividad 
anti-humano se juntaron, se dializaron y se 
concentraron por liofilización, para su análisis 
por electroforesis. El resultado fue una mezcla 
de dos bandas de proteína, con pesos molecu-
lares aproximados de 200 Kda y 100 Kda. Estas 
fracciones protéicas fueron fácilmente separa-
das por cromatografía de filtración utilizando 
una columna de 1 x 56 cm empacada con 
Sepharose 6B"`, y calibrada con TBS-Ca. Las 
fracciones fueron analizadas por su actividad 
hemaglutinante contra' eritrocitos humanos y 
de ratón, pudiendose determinar que la frac-
ción activa corresponde a la banda de mayor 
peso molecular (cercano a 200 Kda). El factor 
de purificación se incremento en un 50% 

'Fracción  

	

Proteína 	Vol. 	proteína 

	

mg/ml 	(m1) 	Tolal(mg)  
Eritrochoe de Ratón 	 Eritrocito* humanos 

Título 	UHA 	F.P. 	Título 	UHA 	F.P. 

Hemolinfa 
	

42.75 
H. dializada 
	

30.08 
Fracción A. 	18.33 
Fracción B. 	0.08 
Sepharose. 	0.02  

1:2048 	20.87 	1.0 
1:2046 	14.67 	1.4 
1:512 	35.80 	0.6 
1:120 	0.44 	48.9 
1:64 	0.32 	65.2  

1:125 	333.99 	1.0 
1:125 	234.80 	1.4 
1:4 	4582.50 	0.1 
1:64 	0.89 	375.3 
1:32 	0.62 	534.4 

8.0 
8.0 

13.5 
15.0 
3.0 

342.00 
240.50 
247.50 

0.85 
0.60 

Tabla 6. Tabla de purificación de la aglutinina sérica del camarón café (Fermata californlensle), 
FP= factor de purificación: UHA = unidad hemaglutinante. 
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Resultados y Discusión 

aproximadamente (tabla 6), y la proteína fué 
homogénea, manifestándose como una sóla 
banda por electroforesis. 

De acuerdo a los datos sobre el procedi-
miento de purificación utilizando cromatogra-
fía de afinidad y filtración en gel, se puede ob-
servar que la metodología empleada es ade-
cuada. Los factores de purificación para la 
aglutinina purificada, varían dependiendo del 
tipo de eritrocitos utilizados para su detección. 
Mientras que la actividad contra eritrocitos de 
ratón se puede detectar tambien en la frac-
ción A, practicamente toda la actividad contra 
eritrocitos humanos es recuperada en la frac-
ción B. Por ello, los diferentes valores en el 
factor de purificación. Ademas, estos resulta-
dos permiten asegurar que, en la hemolinfa del 
camarón café (P. californiensis) se encuentran 
cuando menos dos actividades hemagluti-
nantes. La primera es una fracción no retenida 
en la columna de afinidad, que mantiene ac-
tividad aglutinante contra eritrocitos de ratón y 
fue excluída de los estudios posteriores. El tra-
bajo se centró en la segunda fracción, que no 
diferencía entre los grupos sanguíneos huma-
nos (sistema ABO), y los títulos de aglutina- 

Figura 3,0aterminación del peso molecular de la aglutinina 
del camarón café por filtración en gel, utilizando una columna 
de Se.pharosa 66 (1 x 56 cm). Ferritina (450 Kda); Catalasa 
oio Kda); Aldolasa (158 Kda); BSA (67 Kda), 

ción son similares para eritrocitos humanos y 
de ratón. Este resultado es diferente al obte-
nido cuando se trabajó con la hemolinfa com-
pleta, donde la actividad hemaglutinante para 
células rojas de ratón es 16 veces mayor que 
para eritrocitos humanos. 	diferencia es 
facilmente explicable si se considera que la 
hemolinfa contiene, además de la aglutinina 
purificada, otra fracción con actividad hema-
glutinante dirigida unicamente contra eritroci-
tos de ratón. 

Cuando la fracción A se concentró y se apli-
có a una columna de Sepharose 613T (1 x 56 
cm, calibrada con TBS-Ca), se observó que la 
actividad hemaglutinante de la fracción A tie-
ne un peso molecular similar a la aglutinina 
purificada (fracción 13). De este modo, las en-
tidades aglutinantes de la hemolinfa del 
camarón café difieren en su especificidad, más 
que en su tamaño molecular. 

Determinación del Peso Molecular. 

El peso molecular de la proteína nativa se 
determinó por filtración en gel utilizando una 
columna de Sepharose 6B. De acuerdo a los 
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GLICOPROTEINAS (mg/m1) 
Fetuina 
Fetufna desializada 
Mucina Porcina 
Mucina Submaxilar Bovina 
Orosomucolde 
Transterrina humana 

0.62 
5.00 
n.l. 

1.25 
5.00 
5.00 

AZUCARES (mM) 
Fucosa 
Galactosa 
Glucosa 
Mannosa 
N-Acetil galactosamina 
N-Acetil glucosamlna 
N-Acetil neuraminico 

n.l. 
n.l. 
n.l. 
n.l. 
25 
50 
50 

Lipopolisacárido (mg/m1) 	 0.012 

nt, no Inhibición a 10 mg/m1 de glIcoproteinas ó 
100 mM de azúcar. 

Resultados y Disensión 

resultados obtenidos por esta técnica, la agluti-
nina del camarón café tiene un peso molecular 
relativo de 180 Kda (Figura 3). Por ultracen-
trifugación en gradiente de sacarosa (5 a 20%), 
se determinó que el peso molecular de la pro-
teína es de 165 Kda, con coeficiente de sedi-
mentación (S20) de 8.6. Por electroforesis en 
condiciones no desnaturalizantes y con la ayu-
da de marcadores, se determinó que el peso 
molecular de la aglutinina purificada en su 
forma nativa, es de 170 Kda (figura 4). 

Cuando la electroforesis se llevó a cabo en 
presencia de SDS, la proteína se disocia en dos 
cadenas de 85 Kda cada una. Esto significa que 
la aglutinina está formada por dos cadenas 
polipeptídicas unidas por enlaces no covalen-
tes. Si la electroforesis se hace en condiciones 
disociantes y reductoras (SDS 2ME) se ob-
tiene una Ola 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, está formada por 

Figura 5.Modeto de la molécula de la aglutinina del camarón 
café (P. californienele) de acuerdo a los resultados obtenidos 
por filtración en gel y las electraforésls, Aparentemente la 
molécula se encuentra constituida por cuatro cadenas,  
polipeptidicas del mismo peso molecular. Dos pares de 85 Kda, 
unidos por enlaces disulfuros, se encuentran asociados por en-
1 

[ 

aces no covalentes, 

cuatro suhunidades, dos de ellas unidas entre 
sí por puentes disulfuros y el par de dímeros 
unidos por enlaces no covalentes, corno se 
ilustra en la figura 5. 

Inhibición de la llemaglutinación. 

Cuando una aglutinina (lectina) ha sido de-
tectada, el siguiente paso consiste en conocer 
su especificidad. Posiblemente la técnica mas 
utilizada es la inhibición de la hemaglutina-
ción. Por lo que, con esta técnica se analizó la 
capacidad inhibidora de algunas glicoproteínas 
y azúcar, cuyos resultados son presentados en 
la tabla 7. 

Sin embargo, los resultados obtenidos por 
inhibición de la hemaglutinación deberán ana-
lizarse cuidadosamente, ya que se manifiestan 
aparentes contradicciones. Por un lado, la fe-
tuína es un inhibidor de la aglutinina del cama-
rón café; mientras que la asialofetuína posee 

Tabla 7. Concentración de glicoprotelnas y azúcares 
capaces de inhibir 4 unidades hemagiutinantes de la 
aglutinina del camarón café (P. californlensis). 
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un efecto inhibidor 10 veces menor, lo que po-
dría llevar a la conclusión de que la aglutinina 
requiere de NeuNAc en el ligando. Sin embar-
go, este monosacárido solamente mostró una 
pequeña capacidad inhibidora es observada. 
Ademas, la capacidad del GaINAc de inhibir 
parcialmente la reacción y que una columna de 
afinidad con este ligando permite el aislamien-
to de la aglutinina, hace pensar que éste azúcar 
está involucrado en el sitio de reconocimiento 
de la aglutinina del camarón café. Sin embar-
go, no se observó mayor actividad para eritro-
citos humanos tipo A, donde éste azúcar es el 
determinante del grupo sanguíneo. 

Por todo lo anterior, es posible que la agluti-
nina del camarón café posea una especificidad 
compleja y que su determinación requiera algo 
mas que la inhibición por azúcares simples. De 
la 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 biológico de la aglutinina purificada. 
Queriendo explicar su función se probó el 
efecto inhibidor del LPS y el resultado fué que 
éste compuesto es un potente inhibidor de la 
aglutinina del camarón café. Las concentrado-
nes requeridas para que el efecto se manifieste 
son pequeñas (12 pg/m1 son capaces de inhibir 
4 unidades hemaglutinantes), colocándolo a la 
cabeza en la lista de posibles ligandos. Mas 
aún, permite sugerir que es a esta molécula 
donde la aglutinina sérica se une principalmen-
te, cuando una bacteria gram negativa penetra 
al cuerpo del camarón. 

Interacción 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 hipó-
tesis inicial, de que la(s) aglutinina(s) sérica(s) 
del camarón participan como moléculas de 
reconocimiento, se evaluó la capacidad de la 
aglutinina purificada para reaccionar con bac-
terias marinas del género Vibrio, dentro de las 
que se conocen especies patógenas para los 
camarones. 

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

% de Sedimentación = 100 - ((DOt - D01)*100)/DOI 

donde: DOi es la densidad óptica inicial. 
DOt es la densidad óptica a un tiempo dado. 

Trabajando con la aglutinina purificada del 
camarón café, con bacterias del género Vibrio 
(colección ATCC) y con la técnica de dismi-
nución de la densidad óptica (a 580 nm) como 
medida de aglutinación (y subsecuente precipi-
tación) 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 camarón café es 
capaz de interactuar, cuando menos, con tres 

Figura 8, Incremento en la velocidad de sedimentacion ( 
de las bacterias por reacción con la aglutinina del 
camarón cató, 
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figura 7. A), Disminución de la densidad óptica a 580 nm, 
como medida de Interacción de Vibrio parabernolyticus y la 
aglutinina del camarón café, B). Inhibición de la reacción por 
IPS y GaINAc. 
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especies diferentes de Vibrio. Esta reacción es 
básicamente igual para las tres cepas probadas, 
ya que no se obtuvieron diferencias estadítica-
mente significativas entre ellas. 

Aunque se utilizaron bacterias muertas y tra-
tadas con glutaraldehído, resultados similares 
se obtienen cuando se trabaja con bacterias 
vivas. La única diferencia es la velocidad de 
sedimentación, la cual es menor con las bac-
terias vivas, posiblemente debido a la movili-
dad de las bacterias. La utilización de bacterias 
glutaraldehizadas permite obtener resultados 
mas rápidos, ya que el fenómeno es visible a 
las 2-4 horas de incubación. 

Utilizando esta técnica de sedimentación 
bacteriana se probó el efecto inhibidor de la 
GaINAc y del LPS, dos inhibidores de la 
hemaglutinación, para observar su compor-
tamiento en un sistema diferente. Para el en-
sayo se trabajó unicamente con V. parahaemo-
lyticus el cual puede ser aglutinado y sedimenta 
mas rápido, por la aglutinina del camarón café 
(figura 7). Sin embargo, si la aglutinina se in-
cuba primero (15 minutos) con el probable in-
hibidor, la velocidad de sedimentación de las  

bacterias se afecta. Con el LPS el incremento 
en la sedimentación 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 
utilizó GaINAc como inhibidor, un incremento 
en la sedimentación es apreciado, aunque en 
menor grado que sin inhibidor. Lo anterior in-
dica que GaINAc tiene un efecto inhibidor 
menor que el LPS, en forma similar a lo obser-
vado en las pruebas de hemaglutinación. 

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

Se han reportado otras proteínas 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 reportó [113] la purificación 
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 camarón café 
aislada en este trabajo. De este modo, aunque 
el camarón no es el único 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 inhibición por LPS, tanto en la hemaglu-
tinación como en la sedimentación bacteriana, 
permiten proponer que este compuesto es uno 
de los ligandos naturales de la aglutinina del 
camarón café y que posiblemente sea una efec-
tiva señal para activar el sistema de defensa 
del camarón, en este caso, Otros mecanismos 

- 21 - 



Resultados y Discusión 

de defensa de los invertebrados tambien pue-
den ser activados por este compuesto, como es 
el caso del sistema fenoloxidasa [86, 90, 118, 
126, 137], la fagocitosis [77], la nodulación 
[126, 128] y la coagulación [101]. 

Así, es paradójico que el patógeno lleve con-
sigo la señal que motiva su destrucción; pero 
es explicable que los organismos capaces de 
responder a una señal portada por un agente 
extraño sean los que hayan sobrevivido a lo 
largo de la evolución. Más aún, 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], quimiotáxis [131], producción de anión 
superóxido [132] y síntesis de interferón [133]. 

Así, pese a las diferencias entre las carac-
terísticas moleculares y/o morfológicas de sus 
componentes, aparentemente, el sistema inmu-
nológico de todos los animales ha mantenido 
mecanismos efectivos para el reconocimiento y 
eliminación de patógenos. Lo anterior permi-
tirá, en breve, proponer un concepto unifica-
dor de los sistemas inmunes que abarque, a 
vertebrados y a invertebrados. 

Los Hemocitos. 

En los crustáceos, los hemocitos están invo-
lucrados en varias funciones, a través de fenó-
menos biológicos como son: la coagulación, el 
reconocimiento, la fagocitosis y el encapsula-
miento [70, 95]. Aunque, las reciente inveltiga-
ciones han extendido la información sobre el 
papel fisiológico de estas células en un organis-
mo, generalizar esta información es dificil de-
bido a la falta de un esquema de clasificación 
para los hemocitos de todos los crustáceos. Si 
bien, morfológicamente se ha podido definir, 
en algunos organismos, los tipos de células que 
se encuentran en la hemolinfa, no ha sido posi-
ble correlacionar la morfología con la función. 
Mas aún, existen problemas, en algunas espe-
cies, para clasificar los hemocitos y se han uti-
lizado diferentes nombres o criterios. 

En Sicyottia itsgentis se ha desarrollado una 
clasificación de hemocitos que relaciona los 
hallazgos morfológicos, citoquímicos y tres 
funciones esenciales: coagulación, fagocitosis y 
encapsulamiento [97-100]. En este organismo 
sus células hialinas son facilmente identificadas 
por microscopía electrónica y por dar positiva 
la tinción con Negro Sudan, en forma similar 
al coagulógeno sérico de otros crustáceos 
[101]. Adicionalmente, las células hialinas no 
tienen capacidad fagocítica y no contienen 
fenoloxidasa [98]. En contraste, los granulo-
citos contienen numerosos gránulos pequeño 
(0.4 pm) o grandes (0.8 µm), contienen 
fenoloxidasa, no participan en la coagulación y 
son capaces de fagocitar y encapsular [100]. 
Así, es posible la división de dos grupos fun-
cionales y morfológicamente diferenciables. 

Por otro lado, el tipo de microscopía reque-
rido parece ser también un punto de discusión. 
Mientras que algunos autores utilizan unica-
mente microscopfa de contraste de fases [122], 
otros consideran que esto no es suficiente 
[104] y prefieren la microcopia electrónica o 
una combinación de ambas técnicas [96]. Otros 
autores [104, 111] han incorporado estudios 
citoquímicos en un esfuerzo para optimizar el 
esquema de clasificación. 

Microscopia de Contraste de Fase. 

Aunque la SIC-EDTA es una solución anti-
coagulante adecuada para la obtención de 
células circulantes del camarón, la técnica para 
microscopía de contraste de fases recomienda 
la utilización de una solución fijadora para evi-
tar la coagulación y fijar la células lo más rápi-
damente posible, garantizando un mínimo en 
los, cambios celulares [96, 104, 111, 122]. 

Cuando las células fueron obtenidas en solu-
ción fijadora de cacodilatos, lavadas y observa-
.das por microscopía de contraste de fases, se 
encontraron 2 poblaciones celulares, morfoló-
gicamente diferenciables. De acuerdo al es-
quema general de clasificación de los hemoci-
tos de:  crustáceos, estas corresponden a células 
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Figura 8.Microscopia de contraste de fases, Células granu 
lares (arriba y enmedio} y célula 'tialina (abajo) del camarón 
café (Ponaeus californlensis), Los células granulares son ova. 
ladas, presentan numerosos gránulos refringentes de diferente 
tamañas. La célula hlalaina, es circular, no llene gránulos y su 
núcleo es grande, 

hialinas y granulares. Aunque es posible obser-
var los gránulos, es difícil evaluar el tamaño de 
éstos (figura 8). Los gránulos son refringentes, 
lo que impide definir su tamaño y en algunos 
casos los gránulos pequeños no muestran re-
fringencia. Así, de acuerdo con otros autores 
10,1, 111], la utilidad de ésta técnica es 

limitada. 

Tinción de los Ilemocitos. 

La rápida coagulación que presenta la hemo-
linfa es una gran limitante en el estudio de los 
hemocitos, lo que ha impedido, parcialmente, 
la utilización de tinciones para la diferencia-
ción de ésta células. Martin y Graves [96] seña-
lan que la tinción de Wright es ambigua y 
causa distorsión en la forma de las células, por 
lo que ellos excluyen esta técnica de sus estu-
dios morfológicos. Sin embargo, para observar 
hemocitos fagocíticos en monocapa ellos utili-
zan la tinción de MayGrunwald-Giemsa [111]. 

El problema fundamental radica en la prepa-
ración de un frotis en forma directa. Fenóme-
nos de coagulación, degranulación y Iísis se po-
nen de manifiesto y las células modifican sus 
propiedades rápidamente. Sin embargo, este 
problema puede ser resuelto aprovechando la 
capacidad que tienen los hemocitos para adhe-
rirse al vidrio (o plástico), así como la eficien-
cia de las soluciones SIC, SIC-EDTA, y MCC 
para la manipulación de hemocitos del 
camarón. 

La hemolinfa se obtiene en SIC-EDTA y se 
incuba en un portaobjetos durante 15 minutos, 
en cámara húmeda, 5% de CO2. La prepara-
ción se lava dos veces con SIC para eliminar a 
las células no adheridas. Sin permitir el secado, 
las células son fijadas con solución de glutaral-
dehído en cacodilatos durante 10 minutos, la-
vadas y teñidas por Ilematoxilina/Eosina o 
Giemsa, siguiendo el procedimiento descrito 
para cada una de estas técnicas. Durante la 
incubación para permitir la adherencia, no se 
manifiesta degranulación, demostrable por la 
ausencia de fenoloxidasa en el sobrenadante. 
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Figura 9.Tinclon con Hematoxillna Eosina, Las células fueron 
obtenidas utilizando SIC-EDTA, adheridas al vidrio y teñidas. 
Resultados similares se obtienen utilizando Giemsa, para su 

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 solución de cacodilatos. De acuerdo a las 
imagenes de microscopía, el mayor porcentaje 
son células hialinas (75%) y el resto pertenece 
a granulares y subgranulares. Así parece ser 
que las células con gránulos, pequeños y gran-
des, tienen mayor adherencia al vidrio que las 
células hialinas, lo cual es similar para otros 
crustáceos estudiados [111, 1341. La células 
granulares adheridas presentan formas alarga-
das (25 x 15 ,urn, promedio) y sus gránulos son 
facilmente observados. Los gránulos pueden 
ser de 1µm o de 0.5µm, basófilos, en algunos  

casos son tan abundantes que impiden ver el 
núcleo. Las células presentan extensiones cito-
plasmáticas y el borde es irregular. Las células 
hialinas, toman la forma circular (20 /cm de 
diámetro), con bordes regulares, sin exten-
siones citoplasmáticas, no muestran gránulos, 
aunque pueden observarse algunas inclusiones. 

Así la diferenciación entre las células hiali-
nas y las granulares puede hacerse facilmente. 
A diferencia de la microscopía de contraste de 
fases, el procedimiento aquí descrito permite 
definir el número y tamaño de los gránulos. 
Algunos autores [revisados en 951 han clasifi-
cado las células granulares de los crustáceos en 
subgranulares o semigranulares y granulares, 
utilizando como criterio el número, mas que el 
tamaño de los gránulos. De acuerdo a las ima-
genes obtenidas, los gránulos pueden variar en 
tamaño; pero una célula contiene solamente 
de un tipo. Esto es similar a lo descrito 
Penaras japonicus [1041, donde además los 
autores proponen la utilización de los nombres 
de células de gránulos pequeños y células de 
gránulos grandes para describir a las SeiTii-

granulares y granulares, respectivamente. Esta 
nomenclatura parece ser mas conveniente, ya 
que el criterio fundamental es el tamaño, mas 
que el número de los gránulos. 

En lo referente a las células denominadas 
hialinas 1951 o agranulares [96], Tsing y cols., 
[1041 dicen que esto es aceptable unicamente a 
nivel de microscopía óptica, ya que bajo el 
microscopio electrónico no es posible afirmar 
que tales células no tengan inclusiones cito-
plasmáticas. Además, éstos autores [1041 pro-
ponen, y utilizan, el nombre de hemocito no 
diferenciado para estas células, debido a la ele-
vada relación nucleo:citoplasma, la gran canti-
dad de eucromatina, el aparato de Golgi poco 
desarrollado y el gran número de ribosomas, 
que las hace parecer como células en los pri-
meros pasos de diferenciación. 

La diferenciación de los hemocitos es un te-
ma aún en discusión. Algunos autores han pro-
puesto una evolución de células hialina hacia 
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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-
dencia que sugieran que un tipo de célula es 
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 diferenciación de los hemocitos 
circulantes, el problema parece persistir. En el 
presente trabajo se evita la confusión al consi-
derar la existencia de tres poblaciones celula- 

, res: las células hialinas, en las cuales no es po-
sible detectar gránulos en preparaciones teñi-
das, adoptan la forma circular de bordes 
regulares y no muestran pseudópodos cuando 
son adheridas. Las otras dos poblaciones son 
células granulares, forman pseudópodos, 
tienen bordes irregulares y adoptan la forma 
alargada. La diferencia entre ellas es el tamaño 
de los gránulos. De acuerdo con Tsing y cols. 
[104] son denominadas células de gránulos pe-
queños (0.5-0.8 14m) y células de gránulos gran-
des (0.8-1.0 m). 

Fagoeitosts. 

Una de las actividades mas importantes de 
los hemocitos es la fagocitosis. Este fenómeno 
se ha demostrado en los invertebrados y se 
considera como la principal línea de defensa 
[17, 28, 68-70]. La capacidad fagocítica de las 
células adherentes del camarón café fue estu-
diada utilizando eritrocitos de ratón glutaral-
dehizados como célula blanco. Eritrocitos nati-
vos no pueden ser utilizados debido a que la 
tonicidad del medio de reacción 'es elevada 
(0.45 m de NaCI) y se lisan espontánteamente. 
De acuerdo a las figuras 10 y 11 aparentemen-
te todos los tipos de células adheridas llevan a 
cabo fagocitosis, aunque en mayor porcentaje 
son las granulares (gránulos pequeños y gran-
des). La presencia de células hialinas fagocí-
ticas ha sido reportada en otras especies [77, 
110, 134]; aunque para otras especies reporta-
das, la fagocitosis esta restingida a las células 
granulares [111]. 

% de hemocitos GR por 100 
fagocitando 	hemocitos 

GR 8 25 ± 4 
GR 	Agfutinine 16 53 ± 
GR °ozonizados 18 ±8 

Tabla 8. Fagocitosis do eritrocitos de ratón (GR) en presencia 
o ausencia de la aglutinina del camarón café (Pernasere califor-
trianele). 

La fagocitosis en los invertebrados es esti-
mulada por factores séricos que se unen a la 
partícula extraña 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 activación del sistema 
proPO [17, 20, 28]. Utilizando el mismo 
modelo de eritrofagocitosis establecido para el 
estudio de los hemocitos del camarón se eva-
lúo la capacidad de la aglutinina sérica purifi-
cada del camarón café (P. californiensis). Como 
se puede ver en la tabla 8 la actividad fagociti-
ca de los hemocitos de 'camarón 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 último tratamiento se permite la 
formación de una partícula con la aglutinina en 
la superficie (eritrocitos opsonizados)..  

Las células fagocíticas y/o los cultivos donde 
se llevó a cabo la eritrofagocitosis mostraron 
daño celular que incluye: degranulación, Iísis y 
cambios morfológicos importantes (cariolísis, 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 daño o cambios celu-
lares, ni el sobrenadante contenía fenoloxidasa. 
Al revisar los frotis, teñidos, es notoria la 
desaparición de gránulos de las células. Por lo 
anterior es posible que algunas de las células 
"hialinas fagocíticas" sean células degranuladas. 
Sin embargo, como se muestra en la figura 11, 
la célula muestra características de célula hiali-
na, y se encuentra rodeada de eritrocitos. Esta 
imagen fué lograda utilizando microscopia 
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Figura 11. Célula hialina fagocitando, La ausencia de 
gránulos oscuros es evidente. Sin embargo, se aprecian 
gránulos blancos (flechas) en el citoplasma. 

NUM 10.Hemocitos granulares del camarón café fagocitan-
do eritrocitos de ratón. Los gránulos oscuros son visibles en 
todo el citoplasma. Las eritrocitos son Indicados con las 
flechas. 

diferencial de fase. Por otro lado, la degranula-
ción durante la fagocitosis no es un fenómeno 
general, ya que tambien se encuentran células 
con gránulos que tienen actividad fagoeítica. 

La degranulación ha sido reportada en otros 
modelos invertebrados y parece ser un fenó-
meno generalizado que explica la participación 
de los hemocitos en los mecanismos de defen-
sa. Cuando un hemocito es activado por la  

presencia de una partícula extraña, inicia el 
proceso de fagocitosis, el cual es acompañado 
por una exocitosis de sus gránulos [110, 1181. 
La activación del sistema proPO estimula la 
actividad fagocítica y las células terminan por 
presentar cambios morfológicos y bioquímicos 
que finalmente pueden culminar con la muerte 
de las células involucradas. Debido a que in 
vivo, este proceso involucraría un daño severo 
al huésped, se ha propuesto la existencia en el 
plasma de inhibidores del sistema [1341. Dos 
inhibidores de proteasas presentes en la 
hemolinfa del langostino [140, 1411 han 
mostrado tener la capacidad de inhibir la en-
zima activadora del sistema proPO [1421, lo 
que apoya la existencia de un mecanismo re-
gulador. 

En resumen, los hemocitos del camarón café 
(P. californiensis) guardan gran similitud con 
los reportados para otros crustáceos en cuanto 
a tamaño, forma y actividades. Tienen la 
capacidad de fagocitar y durante este proceso 
es posible la degranulación. La aglutinina séri-
ca del camarón, aislada en este trabajo, tiene la 
capacidad de incrementar el índice fagocítico 
aumentando el número de células fagochicas, 
mas que la relación eritrocito:hernocito. 
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CONCLUSION. 

La importancia del estudio de la inmunidad 
.de los invertebrados radica en puntos diversos, 
que van desde el interés comercial hasta el 
puramente científico. En lo comercial, porque 
un debilitamiento de este sistema de defensa 
podría ser utilizado para el control de plagas. 
Por otro lado, el conocimiento de un adecuado 
funcionamiento, podría ser utilizado para los 
organismos cultivables, a fín de evitar las gran-
des pérdidas económicas que causan las enfer-
medades. El interés científico se basa en la 
posibilidad de encontrar eventos inmuno-
lógicos no detectados en los sistemas superio-
res, ser modelos de tipos de respuesta inmune 
en la búsqueda de terapias y definir los meca-
nismos por los cuales organismos considerados 
inferiores pueden hacer frente a las agresiones 
biológicas (y químicas) de su entorno. 

Uno de los aspectos mas interesantes es la 
búsqueda 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 
integridád biológica de los organismos. 

En este trabajo, se abordó el estudio de los 
componentes del sistema de defensa de los 
camarones. Se seleccionó al camarón café 
Penaeus ealiforniensis, por la importancia 
económica de este recurso en acuacultura, y su 
abundancia en el Pacífico norte. Se estudiaron 
lo componentes séricos que, de acuerdo a los 
antecedentes, podrían estare involucrados en 
el sistema de defensa del camarón. Los resul-
tados obtenidos nos permiten asegurar que la 
aglutinina sérica, el sistema fenoloxidasa y los 
hemocitos fagocíticos participan en el sistema 
inmune de estos organismos. La participación 
de la aglutinina no está restringida al 
reconocimiento de residuos sacáridos en la su-
perficie de células extrañas (eritrocitos o bac-
terias), sino que permite su aglutinación, 
precipitación, y facilita su fagocitosis a través 
de la opsonización. 

Hasta la fecha, no se conoce actividad ' 
enzimática o Mica de las aglutininas, pero la 
complejidad del sistema inmune (aún 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 proteínas 
utilizan para poder disernir entre lo propio y 
extraño, es probable que resida en las carac-
terísticas de la célula (eritrocito o bacteria) in-
vasora o bien que ésta sea la portadora de una 
señal que da inicio a las reacciones en el sis-
tema de defensa. Los resultados obtenidos por 
la inhibición con LPS y la precipitación de bac-
terias, apoyan esta idea. 

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

Los resultados obtenidos en la descripción 
de los hemocitos del camarón café muestran, 
por una parte, la similitud de estas células con 
otras especies de crustáceos y son facilmente 
incluidas dentro del esquema de clasificación. 
Del mismo modo, se determinó que estas célu-
las tienen capacidad fagocítica y que esta ac-
tividad puede ser estimulada por la aglutinina 
sérica. 

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 activación de este sistema 
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Conclusión 

por componentes microhianos es posiblemente 
uno de los factores que disparan los mecanis-
mos de respuesta.. La localización intracelular 
del sistema proPO y su liberación durante la 
fagocitosis, parece ser una línea terminal del 
sistema de defensa. Sin embargo, la liberación 
del sistema proPO y su activación extracelular, 
incrementa la actividad fagocítica y fortalece el 
sistema de defensa. 

Así, el sistema de defensa (inmune) de los 
camarones, está conformado por dos compo-
nentes: proteinas solubles de reconocimiento y 
células con capacidad fagocíticas (hemocitos). 
Los hemocitos, además de su potencial fago-
cítico, poseen un sistema enzimático capaz de 
participar directamente en la eliminación de 
patógenos e indirectamente por la estimula-
ción 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 eliminación de 
la célula extraña, del organismo. 

Los resultados aquí obtenidos permitirán 
otros estudios tendiente a conocer los niveles 
séricos de éstos factores y/o su actividad, su 
modificación por diferentes parámetros 
fisiológicos y del medio ambiente. Reciente-
mente hemos reportado la modificación de la 
actividad hemaglutinante del camarón azul (P. 
stylirostris) de acuerdo a su talla (148). Esto 
significa que estos parámetros pueden ser 
modificados bajo diferentes condiciones fisio-
lógicas y que deberá de establecerse los valo-
res precisos dependiendo del estado de madu-
rez de los animales. Al lograrlo, la determina-
ción de la actividad hemaglutinante, las cuen-
tas celulares y los niveles de proPO, podría ser 
utilizada como una técnica de diagnóstico del 
estado de salud de los camarones, sabiendo de 
que éstas células proteína y corpúsculos están 
involucrados en los mecanismo de defensa. 

-28- 



BIBLIOGRAFIA. 

1, Neal, 11.A. 1971 Alternatives in aquaculture development; con• 
sideration of extensive versus intensive methods. 1. Fish. Res. 11°1 
Can. 30: 2218.2232, 

2. DeNes-Ilroughtom, 1. & Poupard, C.W. 1976, Discase pmblems 
of
09 

prawns in feCiteti101ibri systems m the U.K. Aquaculture 7: 201.- 

3, Oversireet, R.M. 1973. Parasitos of some penaeid shrimps with 
emphasis cm meted host. Aquaculture 2:105412. 

4. Couch, J.A. 1978. Diseases, parasItes, and tosic responses of «ma-
me:ríal penal(' shrimps of the Gulf of Mexlco and South Adamic 
enasta of North Amenca. Fish. Bull. 76: 1-30, 

5. Lightner, D. 1985. Disease of cubured penacid shrimp. in Cite 
Handbook of mariculture. Vol. 1. Contactan aquaculture.. CRC 
Presa. pp: 289-319. 

6. Magarclli, P.I., Hunter, B., Lightner, D.V. & Calvin, 1,11 1979. 
Mack death: an ascorbic acid deficieray disea.se in penacid shnmp. 
Comp. Iliochern. Physiol. 63A: 103-107. 

7. Lighiner, D.V„ Hunter, 11., Magardlli, 	& Calvin, LB. 1979. 
Ascorbic acid; nutritional requirement and role in wound rcpair in 
penacid shrimp. Proc. World Maricult. Soc. 10: 513317, 

8. Lightner, D.V. & Lewis, 1111. 1975. A septicemic bacteria! disease 
syndrome of penaeid shrimp, disease of crustaceans. Mar. Fish. 
Rey. 37: 25-38. 

9. Fisher, W.S., Nilson, E.II Steenbergen, J.F. & JJghtncr, D,V, 
1978. Microbial diseases o? cultured »sten: a review. Aquacul-
ture 14: 115.124. 

10. Chen, E.S. & Lawrcnce, A.L. 1974, 'l'he effect of antibiotics on the 
respiration of brown shrimps, lame and postlarvae (Penatus az- 
tecas bes) and the bactenal population 	associated with the 
shrimp. Proc. Wordt Maricul, Soc. 5: 99.102. 

11. Corliss, J.P. 1979. Accumulation and depletion of oxytetracycline 
in juvenile whitc shrimp Penetras materna. Aquaculture 16; 1.6. 

12. Corliss,J.P., Lighner, D. & Zein-Eldin, Z.P. 1977. Some effects of 
oral doses of oxytetracycke ongrowth, survival and disease in 
Penaeus lutecio. Aquaculture 11: 355.361. 

13. Robaina, G.O. 1983, Ilfects of salinity and temperatura in the sur-
vivid of shrimp Penaras brariliknals Latrelik (Crustacca, 
Decapoda, Penaeidae), Rey. Latinoam. Acuicui. 17: 25.37, 

14. Lackie, A.M. 1980. Invertebrate immunity. Parasitoloor 80: 393-
412. 

15. Warr, G.W. 1981. immunity in invertebrates. J. Inverteb. Pathol, 
38: 311.314. 

16. Ratcliffe, N.A. 1985. Invertebrate immunity • A primer for the 
non-speciabst. Immunol. Let. 10: 253-270. 

17, Glafsen, J.A. 1988. Role of lectins in invertebrate humoral 
defensa. Am. Fish. Soc. special publ. 18: 189-205. 

18, Renwrantz, L 1983. Involvement of agglulinins (lectins) in the In-
vertebrate defensa reactions: the immunobiological importance of 
carbohydrate specific binding molecules. Develop, Comp. frit-
muno!, 7: 603-608. 

19. Rogentr, W. & Uhlenbruck, G. 19M. Invenebrate lectins: the 
biologtcal role of a bralogical rulo. Develop. Comp. Immunol. 
Sup1,3: 159-164. 

20. Renwrantz,, L 1986. lectins in motluscs and arthropods: their oc-
curarte; migra and roles in immunity. Symp. Ud soe. Lond. 56: 
81-93. 

21. Sminia, T. & van des Knaap, W.P.W. 1987. Cells and molecules in 
molluscan immunolou. Develop. Comp. Immunol. 11: 17-28. 

22. 13orrian, HG. & Ilultmark D. 1987, Cell-free immunity in insects. 
Ann. Rev. Microbio!. 41: 103-126. 

23. Lackle, A.M. 1988. Inmune rnechanisms in insects. Parasito!. 
Today 4: 98.105. 

24. Yeaton, R.W. 1983. Wound responses in insects. Amcr. Zool. 23: 
195.203. 

2.5. McCurnber, LJ. & Clem, L.W. 1983, Recoy,nition of non-self in 
crustaccans. Amor. 'Mol. 23: 173-183. 

26, Dunni 	1986. 13rachemical aspccts of insect immunolow. Ann. 
Rev. Entomol, 31: 231-239, 

27. Cooper, E.L. I915. Comparalivc immunology. Amer. loo!. 25: 
649-664. 

28. Coamhe, 13,11, Ey, P.I. & lenkin, C.R. 1984. Selfinon•self recog• 
nition ín invenchrates. Q.  Rey. Mol. 59: 231-255. 

29. Ratcliffe, N.A., Rowley, 	Fitzgerald, S.W, & Ithodes, CP, 
1985. Invertehrare immunity: basic concepts and recent advances. 

Rev. Cytol. 97: 183.350, 

30, Cooper, E.L. 1990. lmmunc diversity throughout the animal 
kingdom, Ilioscience 40: 720.722. 

31. Ilayne, CJ, 1990. Phagocytosis and non-self recognition in inver• 
tebrates. flioscience 4t1 723-731. 

32. Karp, R.D. 1990. Cell-mediated immunity in invertebrates, Bios. 
cience 40: 732-737. 

33, Dunn, P.E. 1990. Humoral immunity in insects, 13io.science 40: 
738-744. 

34. Lis, 11. & Sharon, N. 1973. The biochemistry of plant lectins 
(phytohemagglutinins). Ann. Rev, Mochem. 42: 541-574. 

35. Goldstein, LE & 1 layes, C.E. 1978. 'l'he 'cetina: carbohydrate-
binding proteins of plante and artimals. Adv. Carbohydr. Chem, 
tirachem. 35: 127-340: 

36. Liencr, 1.E. 1976. Phytohemagglittinins (phytolertins). Ann. Rev. 
Plant. Physiol. 27: 291.319. 

37. Barondes, S,11. 1981. Lectins: their multiple endogenous cellular 
functions. Ann. Rcv. Biochem. 50: 207-231. 

38. Yeaton, R.W. 1981. Invertebrate lectins: 1. Occurence. Develop. 
Comp, Immunol. 5: 391-402. 

39, Yeaton, R.W. 1981. Invertebrate lectins: II. Díversity of specificity, 
biological synthesis and function In recognition. Develop. Comp. 
Immunol. 5: 535-545. 

40. Vasta, 0.R. & Marchalonis, J.J. 1984. Distribution, specificity and 
macromolecular propertics of tunicate Jolasma lectins. En, Recipg. 
sitian proteins, receptors, and pmhcs: Inventbrates. Alan R. 1.tss, 
Inc. New York. pp: 125-141. 

41. Vasta, G.R., Cheng, 	& Marchalonis, LE 1984. A lectin on the 
hemocyte membrane of the cryster (CrassosIrta virginka). Cell, 
Immunol, 88:475-488, 

42. Vasta, GR. & Marchalonis, JJ. 1984. Immunobiological sig• 
nificance of invertebrate lectins. En. Recognition proleins, recep• 
tors, and probes: Invertebrates. Alan R. Las, Inc. New York. pp: 
171491. 

43. llayne, Ci, 1980. Molluscan immunology: interaction between the 
immunogcnic bacterium Pstudamuna »eruginosa and the interna! 
defensa system of the anal! llalla pantalla. Dev. Comp. Immunol, 
4: 215.221 

44. McCumber, 	norman, E.M. y atm, LW. 1979. Recognition 
of viruses and senogenic proteins by the blue crab, CallIneetes 
sapldus: A humoral receptor for Ti bacteriophage. .1. Inveo. 
Pathol. 33: 1-9 

45, Pereira, M,E,A.,..Andrade, A.P11. & Ribeiro, J.M.C. 1981. Lectins 
of distinct specificity in Rhodnius prontos interact selectívely with 
Trypastusoma coral, Science 211: 597.600 

46. Vasta, CIA., Sullivan, J.T., Cheng, 	Marchalonis, U. & Warr, 
G.W. 1982. A ceta membrana-associated kctin of the oyster 
hemocyte, 1. Invert. Pathol, 40: 367.377. 

47. Cheng, T.C. 1983. The role of lysosomes in molluscan inllamma-
(ion. Am, ?liad. 23: 129-144. 

48, Chadwick, J.M. & Ingreso, G.A. 1984, Phylogeny uf mediators: 
Lectins, agglutinins. lysins and complement. Plenary session sum-
mary. Dev. Comp. Immunol, sup, 3: 183-184. 

- 29 - 



.BililiOgrti fía 

49. Hall, 1.1. & Rowlands, D.1'. 1974. Heterogeneity of lohster ag-
gliainins. I. Punfication and physicochemical characterization, 
Biochemistry 13: 821-827, 

50, Hall, J.I.. & Rowlands, DT. 1974. Ileicrogenecity of lobster ag. 
glutinins. II, Spccificity of agglutinin-crythrocyte hinding. 
Biochemisity 13:101.832. 

51. Vasta, Ci.R., Warr, 0.W. & Marchatonis, J.J. 1983. Sernlogical 
characterization of humoral lectins fmm the freshwater prawn 
Macrobrachlum rosembergil. Dev. Comp. Immunol. 13.20. 

52, Bretting, II., Kabat, 	Liao, J. & Pereira, M.E.A. 1976. 
Purificaban and characteriration of the agglutinins from Ihe 
spange Aaploa papIliala and a study of lucir conthinig sites. 
Mecham. 15: 5029. 

53. Vrethlad, 1'., I Ijorth, R. & Laos, T. 1979. Ihe isotcctins of llena 
par:sada: separation hy isoelectrofocusin_g and preliminary charae-
!erizaban. Ifiochem. iliophys. Acta 579: 52. 

54. Shishikura, F. & Sekiguchi, K. 1983. Agglutinins in the horseshoe 
crah hemplymph: Purificaban of a potent aggiutinin of horse 
eryihrocyles from the hemolymph of Tochypietn Iridentalus, the 
japanese horseshoe crah, J. Biochem. 93: 1539.1546. 

55, Vasta,. G.R., Warr, G.W. & Marchalonis, Ji. 1982. '1'unicate ler. 
tins; Distnbution and specificity. Comp. Biochem. Physiol, 7311: 
887-900. 

.56. Vasta, G.R., Ilodi, G.H.U., Cohen, E & flrahmi, 7.. 1')82. A com-
parative study, on the specifieity of Androclonus australis 
(Saltaran scorpion) and 1.1multss polyphcmus (I lorseshoe crah) 
agglutinins. Dev. Comp, Immunol. 6: 625.634, 

57. Vasta, G.R. & Marchalonis, J.J. 1986. Cialactosyl-binding lectins 
from the tunicate Didemnum candidam. Carhohydrate specificity 
and characterization of the combining sise. J. Biol. Chem. 261; 
9182-9186. 

58. Yokoshama, II., Ilarada, K., Igarashi, K. Abc, Y., Takahashi, K. & 
!shit, S. 1986. Galactose-specific tedio in the hemolymph of 
solitaty ascidian, Halocynthia rnrelzl. Molecular, binding and 
functíonal pmpenies, Biochim. Iliophys. Acta 870: 242.247. 

59. Yokoshama, II., Sawada, 11, Abe, Y., Numakunai, T. & Ishii, 5. 
1982. Galactose-specific leetin in the hemolymph of solitary.as-
cidian, Ilalocyoffila receta]: 'solaban and characterization, 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 107: 451-457. 

60. Harada-AzumiL K. Yokosawa, E 1. & lshii, S. 1987. N-Acetylialac-
tocamine-specific tedio, a novel lectin in the haemolymph of the 
ascidian Halocynthia roreld: 'solaban, characterization and com• 
parisrm with galactose-specific lectin, Comp. Biochcm. Physiol, 
8811: 375.381. 

61, McKay, D. & Jenkin, C.R. 1970. ImmunIty, in the invertebrates. 
lte role of serum factors in phagocytosis of crythrocytes by 

. 	haemocytes of the freshwater craytish (Parachaeraps bkar- 
matas). Aust. J. Exp. Biol. Med. Sci. 	139-150. 

62. Vasta, GIL & Marchalonis, Ji. 1983. Ilumoral recognition (actora 
in the arthropoda. The specificity of Chelicerata scrum lectins. 
Am, 7~1. 23: 157-171. 

63. Chcng, T.C., Guida. V.G. & Gerhart, P.L. 1978. Aminopeptidasc 
and lysozme activily levels and scrum protein concentralion in 
IllomphaWia glabrata (Mollusca) challcngcd wtth bacteria. J. In-
venebr. Pathol, 32: 297.302. 

64. Wojdani, A., Stein, E.A. Lemmi, C.A. & Cooper, C.L. 1982. Ag-
Rita-Mins and proteins , the cartworm Lumbricus terrestrh, 
befare and atter injection of erytrocytes, carbohyllrates, and cm her 
materials. Dcv. Comp. Immunol. 6: 613-624. 

65, Baba, P.N.S. & Ray, K. 1988. Ilaemolymph response to the 
development of microfiliariae of ~berlina bancrofl in culex 
quinquefascialuz. Curr. Sci. 57: 276-278. 

66. Coomhc, D.R., Ey, P.L. & Jenkin, C.R. 1982. Haemaeglutwin 
leven; in haemolymph from the colonial ascian 13olitylioldes 
leacbli folowinguneetion with sheep or chicken erythrocytes. Exp. 
Bid Med. Sci. 60: 359-368. 

67. Sharon, N. 1984. Surface carbohydratcs and surface lectins are 
rccognition detcrminants in phagocytosis. Immunol. Ttslay 5: 143-
147. 

68. &Mecha'', K. Vey, A. & Ramsteat, M. 1984. Ileinocyte lysate en-
hancement , fungal spore encapsulaban by crayfish hemocytes. 
Develop. Comp. Immunol. 8: 23-29. 

69. Rayne, C.J. 1984. Immunoparasitolow Invertebrates. Dev, Comp. 
Immunol. sup 3: 197.204. 

70. Un«, S. & Vinson, SIL 1983. Phagocytosis and encapsulation: 
Cellular inunune response in arthropoda. Amer. Zool, 23: 185-
194. 

71. Whitcomh, R.F. Shapim, M. & Granados, R.R. 1974. En: The 
physioloty uf inserta. (Rocksicin, Ud.). Vol 5. pp: 447-536, 
Academie Press, N. York. 

72. Renwranii, 1,. 
M
, Danicls, J. & Ilansen, P.D. 1985. Lectin.hinding lo 

hemocytes of ytilus adulas. Dcv. Comp. Immunol. 9: 203-210. 

73. Ashida, M. 	1971. 	Pu rification 	and characterization of 
prophenoloxidase from hemolymph of the silkworm Flambyx 
morí. Arch. Mochen. Iliophys. 144: 749-762. 

74. Ashida, M. & Dohkc, K. 1980. 'I'he prophenoloxidase by the ac• 
tivating enryme of the silkworm lionibys morí. Inste' Iliochem. 
10: 37-17, 

75. SiSderhall, K.1. 1982. Prophenoloxidase activating system and 
melanization - a recognition system of arhtropods? A review. 
Develop. Comp. Immunol. 6: 601-611. 

76. Leonard, C1  Ratcliffc, N.A. & Rowley, A.F. 1985. 'Ihe role of 
prophenoloxidase activation in non-self recognition and 
phagocytosis by insect binad celta. J. Insect Physiol. 31: 789-799. 

71. Séderhall, K., Smith, V.J. & Johansson, M.W. 1986. Exocitosis and 
uptakc of bacteria by isolaled haemocyte populations of two crus-
taceans: evidence of cellular ro-operaban in the defensa rcactions 
of anhropods, Cell Tissue Res. 245: 43.49. 

78. Ratcliffc, N.A. & Gagen, S.J. 1977. Studies on the In vivo cellular 
reactions of insects: An ultrastructural analysis of nodule forma-
tion in Moneda meilonella. Tissue Cell, 9; 73-85. 

79. Smith, Vi., Sdderháll, K. & I lamilton, M. 1984. 42-1,3-glucan in-
duced cellular defense reactions in the chane eras, Carcinus 
triamos. Comp. Biochcm. Physiol. 77A: 635.639. 

80. Ude, 0.1). & Lackie, A.M. 1986. Chemokinetic bchaviour of in-
sect haemocytes In vitro. J. Cell Sci, 85: 8,5.94, 

81. Ashida, M. 1981. A cane sugar factor suppresing activation of 
prophenoloxidase in haemolymph of the silkivorm,Zombyx morí. 
Insert Biochem. 11: 57-65, 

82. Leonard, C., Soderhil, K. & Ratcliffc, N.A. 1985. Studies on 
prophenoloxidase and prosease activity of !fiabais, eranlifer 
haemocytes. lnsect Biochem, 15: 803-810. 

83, Yoshida, II. & Ashida, M. 1986, Microbial activation of twa serine 
enzymes and prophenoloxidase in Ihe plasma fraction of 
hemolymph of the silkworm, Bomhyx morí. Inscct Biochem. 16: 
539.545, 

84. Saderháll, K.I. 1981. Fungo] cell wall a 1,3-glucans induce clotting 
and phenoloxidase attaChment to foreign surface of crayfish 
hemocyte lysate. Dcv. Comp. Immunol. 5: 563-573. 

85. Ashida, M. & Soderhll, K. 1984, l'he prophenoloxidase activating 
system in crayfish. Comp. Biochem. Physiol. 7713: 21.26. 

86. Ashida, M., Ishizaki, Y. & lwahana, II. 1983. Activaban of pro-
phenoloxidase by bacicrial cell wall or beta-I,3-glucan inplasma of 
Ihe silkworm, Iluntbyx morí. Biochcm. Diophys, Res. Commun. 
113: 562.568. 

87. Saul. S.J. & Su untaran M. 1987. Protease mediatcd 
pmphenoloxidase activaban in the tobacco hornworm, Manduca 
sesta. Arch. Inste, Biochem. Physiol. 5: MI. 

88. Ratcliffc, N.A., Leonard, C.M. & Rowley, A.F. 1984. 
Prophenoloxidase activaban: Nonsclf recognition and cell 
cooperation in Inscct immunity. Science 226: 557.559, 

89. Unestam, 1', & Soderfill, K. 1977. Soluble fragments from fungal 
telt wall elicit dcfence reactions in crayfish. Naturc 267: 45.46. 

90, Sdderhiill, K. & Hall, L. 1984. Lipapolysaccharide-induced activa-
ban of_prophenoloxidase activating system in crayfish haemocytc 
lysate. Biochem. lliophys. Acta 797: 99.104. 

91. Sodcrhll, K. Rogener, W., Soderhli, E,, Newton, R.P. & Ratcliffc, 
N.A. 1987. Thc propenies and purificaban of a lliaberus crardifer 
plasma protein which cnhances the activation of haemocyte 
prophenoloxidase by a beta-1,3-glucan. Insect Biochem, 18; 323-
330. 

30 - 



i bi logra fía 

92. Fontaine, C.T. & l.ightner, D,V. 1973. Ohservabans on the 
process of wound repon in pcnaeid shrimp, J. Invertehr. Pathot. 
22: 23-33. 

93. Fontaine, C.T. & Lightncr, D.V. 1974. Observabais on the 
phagocytosis and eliminaban of carmine partirles injected loto the 
abdominal musculature of the whilc shnmp Penaeus setiferus. J, 
Invertehr. Pathol, 24: 141.148. 

94. World, P..1,, Podlewski, M. & Shenk, T.L. 1971. Cytochemical oh-
servations of hernolymph cells during coagulaban in crayfish, 
conectes virills. J. Morphol. 134: 479488. 

95. Ilduchau, A,O. 1981. Crustaceans. En invertehrate Blood Cclls. 
Vol 2. Academis Press, N. York. pp: 386.420. 

96, Martin, G.G. & Gravcs, 11,1,._1985. Fine siructure and chissifica-
tion of shrimp hemocytes. J. Morphol. 185: 339-348. 

97. Martin, G.G., liase, 	& Kim. J.J. 1987, Siructure of 
hematopoictic nodules in the ridgeback prawn Sicynnla ingentis: 
ligh and electron microscopio observabais. J. Morphol. 192: 193. 
204. 

98. liase, J.Li.j  Martin, 0.0., Nguyen, V.A., Lucus, J. & Rosenstein, 
T. 1987. Cytochemical reatares of shrimp hemocytes, Dial. Bull. 
173: 178.187. 

99. Omori, SA., Martini  G.G. & !lose, J.E. 1989. Morpholow of 
hemocyle lysis and clolting in the ridgeback prawn Sierra-á lo-
Rooth. Cell Tissue Res. 255: 117.123, 

100. 1 lose, J.G. & Martin, G.G. 1989. Defense functions of 
granulacytes in the ridgeback prawn Slcyonta ingentis Durken. 
road 1938.1 Invertehr. Pachol. 53: 335-346. 

101. Durliat, M. 1985. Clotting processes in Crustacea Decatx)da, Dial. 
Rev, 60: 473-498. 

102. Vargas-Alhores, F. & Ochoa, J.L. 1992., Variaban of p11, as-
molality, sodium and potassium concentraban in the haemolymph 
of sub-adult blue shnmp (Penaeus stylirosiris) acconling to size. 
Comp, Diachem. Physiol. (Fin prensa). 

103. Mead, G.P., Ratcliffe, N.A. & Renwrantz, 1-R. 1986. The separa-
ban of inseet hacmocytc types onpercall gradiente; methodoloky 
and prohlems.J. Insect Physiol. 32 (2): 167:177. 

104. Tsing, A., Arder, L.M. & Ilrehélin, M. 1989. 1 lemoryies of 
pcnaeid andpalaemonid shrimps• Morfotogy, cytochemistiy, and 
hemograms..f. Invertebr. Puha-. 53: 64.77. 

105. Muñoz-Sevilla, P. 1982. Contibution Ectude de l'hémolymphe de 
Penaras karathurus et P. Japonlcus. Thesis. Facult des Scicnces 
de Luminy. Universite D'Aix-Marseille II. France. 

106. Lowry, 0.11., Rosebroug, N.L., Farr, A.L. & Randall R.J. 1951. 
Pratein measurement with the Folin fenol reagent. J. itüol. Chem 
193: 265.275. 

107. .Spiro, R. a 1960. Sludics on fouln, a glycoprotein of fetal serum. 
I. isolation, chemical composition, and physicochcmical properties. 
.1. Mol. Chem. 235: 2860-2869. 

108. Wcber, R. K. & Osborne, B. T. 1969, The realiability of molecular 
weight determinations by dodccyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis..1. Dial. Chem. 244: 44064412. 

109. Merril, C.R. & Pral!, M.E. 1986. A silvcr staia for the rapid quan-
Iltative detection of proteins or nucleic arida on memhranes and 
thin layer piales. Analyt. Biochern. 156: 96-110. 

110. Smith, V.J. & 5iidcrhgll, K. 1983. induclion of degranulation and 
lysis of hacrnocytes in the freshwater crayfish kstacas astacus by 
comnents of the prophenoloxidase activating system in vitro. 
CeIrlissue Res. 233: 295.303. 

111. Hose, J.E, Martin, 0.0. & Gcrard, A.S. 1990. A &capad 
hemocyte classification selenio integrating morphology, 
cytochernistry, and function. Biol. Bull. 178:33-45. 

112. Vargas-Albores, F., Guzmán, A. & Ochoa, J.L. 1991. Posibles in-
dicadores de salud de los camarones y su aplicación en acuacul-
tura. Biotecnologfa 1(4): 17-25. 

113. Azumi, K., Ozcki, S., Yokosawa, 11. & Ishii, S.-I. 1991. A novel 
limpolysaccharide-binding hemagglutinin isolated from hemocytes 
oí the solitary ascidian, ilulocynthia roroizi: it can agglubnale 
bacteria. Dcv. Comp. Immunol. 15: 9.16. 

114. Rowlcy, A.F. Brookman, J.L. & Ratclifw, N.A. 1990. Possible in-
volvement of the prophenoloxidase system of the locust, Locusta 
migratoria, in antorucrobial activity. J. Invent. Pathol, 56: 31-38. 

115. Soderhall, K. & Ajaron, R. 1982. Effect of quinones and meldnin 
on mycelial growth of Aphanomyces spp. and extracellular 
proteases of Aphienomyces sudad, a paras« of crayfish. J. layer-
tebr. Pathol. 39; 109.111. 

116. Si. In«, 	Cooper, R.M. & Charnley, A.K. 1988. The citen oí 
melanization of Manduca sexta Miele on growth and infection by 
MetarhIzIum anisopllae. J. Invenebr. Pathol. 52: 459470. 

117. Siklerhall, K.1. & Smith, Vi. 1983. Separaban of the haemocyte 
populations of Caninas mamo and olhcr marine decapods and 
phenoloxidase distribution. Develop. Comp. Immunol. 7: 229.239. 

118. Johansson, 	& SOderhall, K. 1985. Pawcytosis of the 
pmphenoloxidase activiiiing system from crayfish haentocytes, J. 
Comp. Physiol. 15611: 175-181. 

119, Johansson, M.W. & Saderhall, K. 1988. halaban and purificaban 
oí cell adhcsion factor from crayfish blood cells..1. Cell !bol, 106: 
1795.1803. 

120. Johansson, M.W. & Sóclerhall, K. 1989. A cell adhcsion factor 
from crayfish hemocytes has degranulating activity towards 
crayfish granular cells. Insect Biochem. 19: 183-190. 

121. Smith, V.J. & Saderhall, K. 1983. a-1,3 glucan activaban of cros-
lacean hemocytes in varo and in viva Mol. Bull. 164: 299.314, 

122. 'rabias, 	Soldau, K., & Ulcvilch, R.J. 1986. Isolation of a 
lipopolysaccharide-binding acule pitase rcactant from rabhit 
serum. J. Eiip. Med. 164: 777-793. 

123. Wright, S.U., Tobias, P.S., Ulcvilch, R.J. & Ramos, R.A. 1989. 
Lipopolysaccharitie (LPS) binding protein opsonizes LPS-hearing 
pm-beles for recognition by a novel receptor on macrophages. 
Esp. Mcd, 170: 1231-1241. 

124. Akctagawa, J. Miyata, T„ Ohtsubo, 	Nakamura, T., Monta '1'.,  
laYashima, 	Miyata, 	lwanaa, 5., l'akaa, T. & ShimonIshi, 

Y. 1986. Primary siructure or limulus anticoagulant anti-
lipopolysaccharidc factor. J. Dial. Chem. 261: 73.57-7Wi.. 

125. Jaman, T., Kuhn, 	& Natari, S. 1990. Purificaban and chame- 
terization of lipopolysaccharide-hinding protein from hemnlymph 
uf American cockroach Periplaneta americana. Fur. J. Itiochem. 
190: 201.206. 

126. Ratcliffe, N. A., Brookman, J. L. & Rowlcy, A. E. 1991. Activaban 
of the prophenaloxidase cascado and initiation of nodule forma-
tion in locusis by bacteria! lipopolysacharides. Dcv. Comp. Im-
munol. 15: 33-39, 

127. Brookman, 	Ratclieffe. N.A. & Rowlcy, A.1'. 1989. Studics on 
the activaban of the prophenoloxidase system of inserta by bac-
terial cell wall components. Insect Biochem. 19: 47-57. 

128. Brookman, J.1..., Rowlcy, A.F. & Ratcliife, N.A, 1989. Studies on 
nodule formaban in locusts following Injection of microbial 
products. .1. Invertebr. Pathol. 53: 315-323. 

129. Camron, Di. & Churchill, W.11, 1980. Cytotoxicity .of human inac-
rophage for tumor cells: enhancement hy bactenal lipopolysac-
chancle (LPS). J. Immunol, 123: 708-711. 

130. Cooper, P.11., Mayer, P. & lla olini, M. 1984. Stirnulation of 
phagncyrosis in bone marow-denved mouse macrophagcs hy bac-
ferial lipepolysaccharide: correlation with biochemícur and (une-
banal parameters..I. Immunol. 133: 913-922. 

131. Filtschen, C., Sandhaus, R.A., ,Worthen, G.S. & llaman, P.M. 
1988. Bacteria' limpolysacchande enhances chemoattractant-in-
duced chistase secrefion by human neutrophils..1. Leukoryte Dial. 
43: 547-556. 

132. Pabst, Mi. & Johnston, R.B. 1980, Increased production of super-
oxide anion by macrophages exposed in vitro to muramyl dipep-
ticie or lipopolysacchande. J. Exp, Mcd. 151: 101.114. 

133. Ilavell, EA. & Spitalny, G.L. 1983. Endotoxin-induced interferon 
wnthesis in macrophage cultura. J. Reticuloendothelial Soc. 33: 
369-374. 

134. Johansson, M.W. & SOderhall, K. 1989. Cellular immunity in cros-
taceans and the pnaPO-system. Parasito!. Today 5: 171-176. 

135. Anderson, R.S. & Good, R.A. 1976. Opsonic involvernent in 
phagocytosis by mollusk hemocytes. J. Inven. Pathol, 27: 57-61. 

136. Sminia, 1'., van der Knaap, W.P,W. & Edelenbasch, P. 1979. The 
role of serum factors in Phagocytosis of forcign panicles hy hlocx1 
rens of freshwater ,naif (Lyninaea stagnalLs). 1)cv. Comp. Int- 
munol. 3: 37-14. 

-31- 



Bibliografía 

137. van der Knaap, W.P.W., Sminia. T., &lurte, R. & Doerrigter-
Ilarendsen, L.11. 1983. Cytaphilic rtreptars for foreignness and 
some factor% which influence phagocytosis hy invertehraie 
leucocyles: In vira phagtx-yusis hy amoehorytes of the pond snail, 
Lymniseri stagnalbi. Immunology 48: 377.383, 

138. l'uan, T-I- & Yoshino, T.P. 19117. Role of divalent cations in ptas. 
ma opsonin-dependent and •independent erythmphagoeytosis hy 
!temor-y.1es of the asían clam, Corhkula Ilumina I. Invertehr. 
Pathol, 50: 310.319. 

139. t:bufan, A., Lcstage, J., Ilouc, A.M. and Chateaurcynaudduprat, P. 
1988. The phagocytic activity of Lumbriciss.lerreslris leukocytes is 
enhanced by the vertehrate opsonins • Ifi and complement C3b 
fragment. Dev. Comp. Immunol. 12: 269.278. 

140. lIergenhahn, 	Aspán, A. & Soderh11, K. 1981. Purifkation 
and characterization of a high•Mr proteinase inhibitor of 

14rIft.tUsidase activaban from crayfish plasma. Diochem. J. 

141. Ifergenhahn, 	M. & Scxlerhil, K. 1988. Purificaban and 
charactenzation of an a2-macroglabulin.like proteinase inhibitor 
from plasma of the crayfish Parlfastacus 1enluseulu.s. Iliochem. J. 
255: 8ti 1.806. 

142. Aspan, A., 11011, M. & Soderhall, K. 1990. The effect of en. 
dogeneous proternase inhihitors en the prophenoloxidase activat• 
ing enzyme. a serme proternase from crayfish haemocytes. Insert 
1hochem, 20: 485-492. 

143. Reitherman,' Rosca, S.D. & Barandel, 	1974. Leerla 
purificaban using formalinized erythrocytes as a general affinity 
adsorhant. Nature 248: 599.600. 

144. Bodammer, JE:. 1978, Cytological observations on the Mond and 
haematoporetic tissue in the crah Cnillnecks sapIdus I. The fine 
struriure of haernocytes from intennolt animals. Cell Tissue Res. 
187: 79.96. 

145. lknjarnin, 1.11 & James, fl.L. 1987, Light and electron micros-
copy of the hemocytes of Light artanica (L) (Crustarealsopoda). 
J. Invertehr. Pathol. 49: 19-25. 

146. Vranor, R. & Durliat, M. 1977. Dude des hémocytes círculants de 
qUCILIUCS Crustaces Décapodes: Ct'mélation entre pojympmhisme 
el modc de prélevement. C,R. Arad. Sci. Paris Ser. D. 211S: 1045- 
1047. 

147. Stemshein, 111 & Hurtan, P.R. 1980, Light microscapic and 
electron microscopic studies of crayfish hemocytes. J. Morphol. 
165: 67-84. 

148. Vargas•Alhares, F., Guzmán-Murillo, A. & Ochoa, 	(Acepta- 
do). Size-dependence haemagglutinating activity in the 
haemalymph from sulhadull blue shrimp (remitas styllroskis 
Stimpson), Comp. Iliochem. Ph}siol, 

-32 - 



PRODUCCION CIENTIFICA. 

En esta sección se presentan las actividades académicas que se desarrollaron durante los es-
tudios de doctorado y que están relacionadas con el trabajo de tesis: presentaciones en con-
gresos, publicaciones y cursos. Los documentos probatorios, así como la información se localizan 
en los apéndices correspondiente. 

Cursos Impartidos. 

L Inmunidad de Invertebrados. Impartido a 
estudiantes de maestría de la Unidad 
Académica de los Ciclos Profesionales y de 
Posgrado (CCH-UNAM). Julio 1990. 

Congresos, Conferencias. 

2. Participación en el "Primer Taller Regional 
Sobre Análisis de la Pesquería y Perspec-
tivas de Cultivo de Camarón en Baja Cali-
fornia Sur". CIB. Noviembre 1988. 

3. Actividades Biológicas de la Hemolinfa del 
Camarón Azul (Penaeus stylirostris). VIII 
Congreso Nacional de Inmunología. San 
Luís Potosi, S.L.P. octubre 1989. 

4. Actividad Hemaglutinante de la Hemolinfa 
del Camarón Azul (Penaeus stylirostris). 
VIII Congreso Nacional de Inmunología. 
San Luís Potosi, S.L.P. octubre 1989. 

5. Inmunidad en Invertebrados. Seminario 
presentado en la Fac, de Medicina. 
UNAM. julio 1990. 

6. Hemagglutinins from two penaeids shrimp 
haemoiymph. 12 Interlec. Davis Ca. USA. 
Sep. 1990. 

Publicaciones. 

7. Posibles Indicadores de Salud de los 
Camarones y su Aplicación en Acuacultura. 
Biotecnología. 1: 17-25 (1991). 

8. Variation of pH, Osmolality, Sodium and 
Potassium Concentrations in the Haemo-
lymph of Sub-adult Blue Shrimp (Penaeus 
stylirostris) According to Size. Comparative 
Biochemistry and Physiology. (En prensa). 

9. Size-dependence Haemagglutinating Acti-
vity in the Haemolymph from Sub-adult 
Blue Shrimp (Penaeus stylirostris Stimpson). 
Comparative Biochemistry and Physiology. 
(Aceptado). 

10. A Lipopolysaccharide-binding Agglutinin 
Isolated from the Brown Shrimp (Penaeus 
eahforniensis Holmes) Haemolymph. Com-
parative Biochemistry and Physiology. (En-
viado). 

- 33 - 



APENDICES. 

-34 



INST 1NV 810M. 	FA> 5-50-00-48 
	

PAGE 01 

PROYECTO ACADElaCS 	 MAESTRIA 
Y DOCTORADO EN BIOTECEOLOGIA 

Unidad Académica de los Ciclos Profesional y de Pnsgrado 
1nsurgitnion sur y Girvoiii• 	 Pim 	 Cutligu Pu al: ilas1U 

LiNAll • CCH 
Of. No. EMDB/153/50 

M. en C. FRANCISCO VARGAS ALBORES 
Presenta 

El Consejo Intorno do est:,1 2royecto Acad6mico reunido cl pasado 11 

c mayWnprobó el Curso INMUNIDAD DE INYL•Lmv- ,11 por lo quo pormiti-
mol invitarlo a impartir dicho curco a loa notudiantee de la Maestría - 

nn Illotecnolouía; sedo InsLiboto de Invellticaciones Diomédicas, durantu 

sois semanas a _part.ir tIol 2 de julio . cka presonte ano. 

Agradeciendo de antas no :vi colaboración, aprovecho la ocasión para 
saludarle. 

A..tont.amento 
"POR Ea RAZA HABLARA EL ESPIRTTU" 
Cd. Universitaria, D.F., a ¿I de junio de 1990. 

• ,LA COORDINADORA DEL PROYECTO 

elot.#4.41.4.~ 
	 . 	. 

DRA. AMELIA FARRES GONZALEZ-SARAv.i.A 

C.c.p. Archivo. 

AFGSáNLBBIllgg. 



DR. DANIEL L Cli BELDA 
Director General 

Ca CENIT O DE NVESTIGICIONES BIOLOGIG1S 
DE BAJk GLIFORNIK SUR A.C. 

GESIERNO DEL ESTADO 
CONACYT 

UN/Iv1 
1143CS 

CICIM/G-1PN 

La Paz, B.C.S., Diciembre 12 de 1988. 

DPECCION GENERAL 

CONSTANCIA DE PARTICIPACION  

Por medio de la presente se hace constar que el M. en C. 

FRANCISO VARGAS ALBORES participó activamente en "EL PRIMER 

TALLER REGIONAL SOBRE ANALISIS DE LA PESQUERIA Y PERS-
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Vargas-Athorevj  F., litszmím, A. y Uchcia, J-1. Cen. 	 rs'ie %.• 

Elio lógicas. Artc4 .1 Postal 120. La Paz, B.C.S. 23000, 

Los mecanismos de defensa en invertebrados involucran a !nolécui,,  
reconocimiento y células erectoras. La aglutinina sérica es el principal 
dato como moléculas capaces de reconocer "lo propio" y "no propio". 
intención de apoyar esta idea y conociendo. la existencia de activid5,! ; 	• 
5,7,1titinance, en el presente trabajo se intenta observar le 
hemol nra para "reconocer" bacterias marinas y de actuar como o iison 

Como se demuestra por aglutinación directa o por absorción, ta 
camarón azul es capaz de interactuar con bacterias marinas. Utilizando eritiu: 
fagocitosis homóloga murina se observa que los macrófagos peritonuclies 
incrementan su capacidad de adherir e incorporar glóbulos rojos del u-list:110 
animal, en presencia de la hemolinfa,Los resultados obtenidos incrementan la 
posibilidad de que la hemalinfa sea capaz de reconocer ay,et ,!.es: patógenos y 
favorecer su eliminación por la células ragociticas del can:y« 	• 

SOCIEDAD MEXICANA 
DE INMUNOLOGiA,  A. C, 
VIII CONGRESO NACIONAL 
ACEPTAD,  
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AOlvidud Ilemaglutinante de la Hemalinf u de Etlintiri'm 

(PerideuS stylirostris) 

Vargas-Albares, F., Ochaa, J-L. Centra de Investiqacinne?; 	 t.. 
Postal 120. La Paz, B.C.S. 23000, México. 

Hace varias décadas se ha estudiado la actividad hemagtutinante de la hell;o-
linfa y extractos tisulares de organismos invertebrados, llegando a sugerir 
participación de aglutinines en los mecanismos de defensa de estos organismos 
En este trabajo se describe algunas propiedades hemaglutiruttlit ,  de la 

linfa del camarón azul, y las primeros intentos en su aislarn • 

Los resultados obtenidos indican la presencia de una ag tu! i 1-1 	L titulas 

varían cuando se prueba con eritrocitos de diferentes especies.. La acti 
aglutinante tambien se puede modificar por el envejecimiento c tracorp¿wvO 
de los eritrocitos o por tratamiento enzimático can tripsina..A11tina,s 
proteínas y a:fficares son capaces de inhibir la hernaglutinación. 	• 

La actividad hemaglutinate puede ser aislada por cromatograri4 
Fecuin-Sepharose, siendo eluida con Gli-1{01 (0.1 M, pH.2.5) o coi, M'YA 
Esto último indica la necesidad de cationes divalentes para la arzlutlriFyci6ri 
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Julio 23 de 1990. 

    

DR. FRANCISCO VARGA ALBORES 
División Biotecnología 
Centro de Investigaciones 
Biológicas de B.C.S. 
Presente 

El Depto. de Bioquímica de la Facultad de 

Medicina, UNAN, agradece su participación en el ci-

clo de seminarios de investigación en el mes de ju-

lio del presente año, con la exposición del tema: 

"INMUNIDAD EN INVERTEBRADOS" 

Esperamos contar nuevamente con su vatio 

sa colaboración en un futuro próximo. 

ATEN A M E N T E 
"POR MI RAZA 

(:
1 BLARA EL ESPIRITU" 

DR. GUIrLERMO MENDOZA HDEZ. 
Coordinad'or de Investigación 
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University of California at Davis and Fallen Leaf Lake 
September 9-14, 1990 

Organizer: Maritynn Etzler 
Department of Biochemistry and Biophysics 
University ol California, Davis CA 95616, USA 
Tel (916)752-3526 	FAX (916)752-3005 

Augusl 24, 1990 

Dear Interfec-12 Participant: 

Thank you very much for submitting your abstract listed befow. Your paper has 
been scheduled for presentation in the postor session. The posters can be set 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 afternoon and Tuesday and Friday 
momings for viewing the posters, however we anticipate that meeting participants will 
aiso be viewing them at other times during the meeting. 

The postor board dimensions are 4 feet by 4 feet and pins will be available in the 
postor session rooms. We have an outstanding group of meeting participants and have 
assembled an excelfent scientific program that should touch on most aspects of lectln 
research. We loop forward to seeing you here In California soon. 

Sincerely yours, 

72:211- 
Marilynn Etzler 
Organizer,. Interlec-12 

ME:la 

Abslract schedule for postor presentation: 

16. 	F. Vargas-Albores, A. Guzman, L. Vazquez and E. 
Unten°. Hemagglutinins from two peneids shrimps 
hemolymph. 
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M.C. Francisco Vargas A. 
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El comité organizador del II SIMBDS1U4LN ¡31 
	

LOGIA MARINA 

le agradece su participación al evento con la ponencia "IUMUNDIOCIA 

I1 CAMARON". 

Su ponencia contribuyó al éxito logrado en dicho evento. Por lo 
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RESUMEN 
La condición fisiológica de los camarones, al igual que otros invertebrados, se ve influenciada por parámetros ambienta-
les corno la temperatura y la salinidad. La modificación de estos se asocia con la aparición de padecimientos en cultivos, 
ya sea por el crecimiento m'anidan° o por incremento en la susceptibilidad de los animales hacia las infecciones, La di-
ficultad que existe para evaluar la condición del animal se ve incrementada debido a que los posibles indicadores del sis-
tema de defensa parecen modificarse con la edad, talla o maduración. Dentro de los posibles Indicadores que incluyen 
los niveles séricos de: actividad aglutinante, proteínas, carbohidratos, cationes, hemocitos y actividad fagocífica. Consi-
derando que, el equilibrio homeostático deberá mantenerse y que esta lleva a la modificación de los parámetros hémati-
cos, el estudio de estos componentes séricos que pudieran serse afectados, como respuesta a las condiciones ambienta-
les, puede servir para establecer las condiciones de salud de los animales. 

Una de las actividades económicas más 
rentables dentro de la explotación de 
recursos marinos es la relacionada con 
el camarón. La captura y comercializa-
ción de este recurso en nuestro país ha 
sido de 75,000 toneladas anuales, en 
los últimos tres años. La exportación 
de 35,000 Tan./año, dentro del mis-
mo pericido, representa para México 
un ingreso de divisas alrededor de 
400,000 dólares por año. 

El principal mercado mexicano, los Estados Unidos, sigue demandando este recurso como 
se demuestra por el incremento en sus importaciones de 60,782 Tns en 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 participación en 1980, al 28.9%en 1986. Es importante señalar que los otros 

* Conferencia presentada dentro del II Simposium sobre Biotecnulogía Marina, celebrado el 2/ y 28 de septiembre de 
1990 en La Paz, B.C.S., México. 
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paises participantes de las importacio-
nes estadounidenses mantienen un 
programa activo de cultivo de cama-
rón, lo que les ha permitido aventajar 
al nuestro en el mercado del país ve-
cino. La saturación de la capacidad de 
la flota camaronera y el atractivo mer-
cado norteamericano están estimulan• 
do en México el cultivo del camarón, 
perfilandose como una actividad pro-
ductiva de gran importancia econó-
mica. 

La contraparte contraparte radica en que el cul-
tivo de camarón es una actividad de 
alto riesgo debido, fundamentalmente 
a la aparición y. diseminación de enfer-
medades que llegan a afectar seria-
mente a la producción. Aunque se ha 
avanzado en el conocimiento de los 
parámetros ambientales del cultivo y 
en la identificación de organismos que 
los afectan, la presencia de padecimi-
entos infecciosos, principalmente, si-
gue siendo un problema en acuacultu-

ra debido a la ausencia de metodología en el diagnóstico temprano y tratamientos especr-
ficos. En la actualidad los sistemas de vigilancia del contenido biótico del cultivo se fun-
damentan en el análisis cualitativg y ..uantitativo de los posibles patógenos, ya sea en el 
cuerpo de agua, en el cuerpo del animal o en ambos. Los protocolos incluyen, además del 
muestreo de agua, el diagnóstico macroscópico, sacrificio y, de ser necesario, la toma de 
muestras de las lesiones. Desafortunadamente, cuando los patógenos llegan a detectarse 
en el cuerpo del animal indican que parte de la población cultivada ya está afectada. 

Para los cultivos intensivos, debido a la alta densidad de población, el desarrollo y la trans-
misión de patógenos toma dimensiones altamente peligrosa 11,21 , por lo que un efectivo 
sistema de diagnóstico temprano, se traduciría en incentivos económicos al permitir man-
tener las enfermedades bajo control 13,41 

El control del número de microorganismo, se basa en el uso de antibióticos 151 y en la re-
gulación de las características del agua. Esta metodología, además de ser costosa y poco 
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efectiva, puede controlar parcial y momentaneamente el problema infeccioso, pero 
permite conocer la condición de salud de la población cultivada y nuevos cuadros infec- 
ciosos podrían presentarse. 

Por otro lado, muchas infecciones, principalmente de origen bacteriano, son de etiología 
secundaria y concurren en síndromes como: deficiencia de ácido ascórbico, toxinas, heri-
das y estrés extremo 16,71 Adicionalmente, algunos microorganismos considerados epi-
comensales pueden llegar a causar serios padecimientos en cultivos KW 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 patógenos, sino que es altamente de-
pendiente de la condición fisiológica de los animales. Además, cuando se establece un 
tratamiento para disminuir el número de patógenos, estamos modificando las característi-
cas físicas y químicas del estanque y la conducta de la biota total del estanque, afectando 
también la fisiología de los camarones Do-22l . Esto puede reflejarse en la disminución 
del crecimiento, estrés y muda 113,141 , lo cual impactará directamente en la productivi-
dad. 

Hasta la fecha no se conoce una metodología precisa capaz de definir el estado de suscep-
tibilidad de los camarones, hacia las infecciones. De poderse desarrollar se tendría la ven-
taja de regular paulatinamente las condiciones del estanque, evitar el estrés de los anima-
les, retardar o prevenir la aparición y diseminación de la enfermedad. 

Aunque se ha descrito la modificación de algunos componentes de la hemolinfa, princi-
palmente aquéllos relacionados con los mecanismos de defensa, por la presencia de pató-
genos, hasta la fecha no ha sido posible establecer una correlación entre, ellos y la suscep-
tibilidad de los organismos para ser infectados. Uno de los principales. problemas es la 
variación de la composición bioquímica y celular de los animales invertebrados de acuerdo 
a la edad, madurez, sexo y otros estados fisiológicos (muda). Dentro de los componentes 
de la hemolinfa que se han estudiado y que reflejan modificaciones fisiológicas, por estrés 
.salino y de temperatura, o por Infecciones se encuentran: la actividad aglutinante y lítica, 
la concentración de proteínas totales y hemocianina, así como la cantidad y tipo de horno-
dios, como se detallan más adelante. 

Los invertebrados carecen de un sistema inmune mediado por anticuerpos, pero poseen 
un efectivo sistema de protección que incluye lísis y aglutinación mediada por componen-
tes humorales y celulares. La actividad hemaglutinante, se ha asociado con la capacidad 
de diferenciar lo propio de lo extraño y posiblemente las moléculas responsables sean lee-
tinas 115.211 , las cuales son glicoproteínas de alto peso molecular capaces de interactuar 
con residuos sacáridos sin modificarlos químicamente. Aunque restringidas en su especi-
ficidad a carbohidratos lisl , la aglutinina sérica de los crustáceos, al igual que todos los 
invertebrados, tienen un papel importante en los sistemas de defensa 117-231 ya que son 
capaces de precipitar moléculas, aglutinar células y facilitar la fagocitosis 	t17,2o,247,1 
La posibilidad de que estas moléculas puedan ser marcadores adecuados se incrementa al 
observar que la actividad yio concentración de la lectina sérica puede ser modificada por 
la presencia de agentes patógenos 126.281 , 



En los invertebrados, la presencia de agentes infecciosos también puede modificar los ni- 
veles séricos de proteínas 	[25,26,291 y carbohidratos 129.301 , debido posiblemente a la 
liberación de material de los tejidos dañados y la rápida utilización de los nutrientes por 
los patógenos 129,311, 

Adicionalmente, la concentra-
ción de proteínas séricas pueden 
también modificarse por efecto 
de la salinidad, como se ha podi-
do establecer en el caso de Or-
chestia gammarellus (321 , Cra-
ssourea virginka [ 33.341 , hf y 
tilus californianus [361 , Del mis-
mo modo, otros factores o esta-
dos fisiológicos también tienen 
efecto sobre la concentración de 
proteínas y/o azúcares séricos. 
Por ejemplo, en el camarón blan-
co, Panaeus vanarnei, se pueden 
observar modificaciones tanto en 
el contenido sérico de proteínas 
y glucosa, en los diferentes esta-
dios de muda 1311 y por el tipo 
de dieta utilizada Del. 

POSIBLES PARÁMETROS INDICADORES DEL ESTADO 
DE SALUD DE LOS CAMARONES. 

— Actividad Ifcmaclutinante. 

- Concentración de Proteínas; 
Totales 
Coaguloneno 
Cuproptoteírus 
Lipoproteínas 

- Enzimas Séricas; 
Fosfatasas 
Lizosinu 
Amilasa 

- Concentración de Amicales Totales, 

— Concentración de Iones: 
Sodio 
Potasio 
Caldo 

— Propiedades Fislcoquímicas: 
p11 
Osmolaridad 

— Células Circulantes (IlemocItes): 
Totales (HT) 
Granulares (110 
Illalinos (1-111) 
Relación HG/ItH 

— Actividad Ilemocitica: 
Fagocitosis 
Dcgranuladón 

Otro de los parámetros 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 
electrolítico y osmótico. Los valores de estos parámetros pueden ser diferentes en los ma-
chos y en las hembras 1391 , o alterarse como respuesta a los cambios de salinidad y muda. 

El estudio de los hemocitos, sus tipos y proporciones, es una posibilidad para el diseño de 
una metodología que permita evaluar la condición de salud de camarones cultivados, ya 
que las enfermedades infecciones pueden modificar la concentración y distribución de los 
hemocitos de invertebrados 140.431 Sin embargo, existen problemas para una acertada 
clasificación morfológica de las células circulantes, por lo que la metodología tediosa y 
costosa tiene que ser aplicada, corno es el caso de la microscopta electrónica para los he-
mocitos de crustáseos decápodas (44.461. 

B1OTECNOLOGIA 
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Aunque se han desarrollado varios estudios con la intención de caracterizar la población 
celular de la hemolirifa 144-4e1 , estos no son conclusivos en cuanto a los criterios de dife-
renciación morfológica y poco se conoce sobre las modificaciones cualitativas y cuantita-
tivas de los hemocitos por edad, sexo o madurez. 

Independientemente de las diferencias morfológicas, una medición adecuada parece ser la 
determinación de la capacidad fagocítica 1 49.521 , ya que representa la culminación de va-
rios procesos celulares como son: locomoción, quimo taxis y reconocimiento. Sin embar-
go, la metodología no es fácil 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 alteración de las condiciones ambientales (tempera-
tura y salinidad, principalmente) pueden ser explicadas por alteraciones en la función fa-
gocitica y fenómenos relacionados. Por ejemplo, se ha observado enCrassostroa virginica 
que cuando se incrementa la temperatura se modifica la pinocitosis 1531, migración y fa-
gocitosis in vivo (5,1), unión de partículas lssl asi como la velocidad para fagocitar bac-

terias in vitro 1.531 . Rápidos incrementos en la salinidad retardan la migración y locomo-

ción de los hemocitos 1 571. Estudios similares, con Ostroa edulis, han demostrado que la 
capacidad de los hemocitos para unir partículas extrañas in vitro decrece si se incrementa 

la temperatura o se baja la salinidad durante 4-8 horas í511. 

nnzlmedudomm......" 

Valores promedio (desviación estándar) de algunos parámetros 
Hemáticos medidos en el camarón azul (Panacus stylirostris) 

Proteína Total (mg/ml) 

Actividad Hemoglutinante 
Log INV Tit. 

pH 

Sodio (meg/I) 

Potasio (meg/I) 

Osmolalidad (mOs/Kg) 

Hembras Machos Total 

54.233 51.728 53.285 
(15.026) (16.162) (15.513) 

4.490 4.290 4.410 
(2.390) (1.1701 (2.160) 

7.341 7.246 7.309 
(0.217) (0.203) 0.217) 

448.522 463.429 454.162 
(32,970) (51.0.43) (41.398) 

9.374 10.657 9.859 
(1.857 (1.447) (1.823) 

858.700 886.430 869.100 
(4,1.480) (61.370) (52.880) 



310TECMOLOGIA 

Por lo anterior, nosotros estamos desarrollando una metodología de diagnóstico rápido, 
preciso y sencillo que nos permita colaborar en el importante renglón económico del cut• 
tivo del camarón. ❑entro de los posible parámetros estamos incluyendo la actividad he-
maglutinantante, la concentración deproteína y azúcares totales, la cuantificación de ca-
tiones, el conteo celular y la capacidad fagocítica. 

Los resultados hasta la fecha son alentadores, ya que hemos podido demostrar la presen-
cia de aglutininas séricas en el camarón café (Panaeus californiensisi y en el camarón azul 

(P, stylirostris), determinando algunas de sus propiedades aglutinantes y f isicoquímicas, Por 
otro lado, ha sido posible observar que la aylutinina del camarón azul, es capaz de in terac-
tuar con bacterias marinas, incluyendo aquellas descritas corno patógenas para estos ani-
males. 

En lo referente a los componentes celulares, hemos podido establecer una metodología 
que nos permite, utilizando una muestra de 10.15,,,l de hemolinfa, cuantificar los hemo-
citas totales, así como identificar y cuantificar las diversas poblaciones (hialinas, granula-
res y subgranulares). 

; 10 

2. Delves-Droughtom, J. and Poupard, C.V. 1976. 7, 

Disease problems of prawns in recirculation 
systems in the U.K. Aquaculture 7: 201-209, 
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VARIATION OF pll, OSMOLALITY, SODIUM AND POTASSIUM 

CONCENTRATIONS IN THE IIAEMOLYMPII OF SUB•ADULT BLUE SHRIMP 

(PENAEUS STYLIROSTRIS) ACCORDING TO SIZE. 

Francisco Vargas-Albores and José Luís Ochoa. 

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

RUNNING TITLE: 

Osmotic-Ionic valucs in Penaeus stylirosiris. 

ABSTRACT: 

1. llaemolymph pli, osmoiality, as well as 
potassium and sodium concentration »ere 
determined In sub-adult blue shrimp 
(Penaeus stylirostris). 

2. The pit and concentration of sodium 
are not modilled nccording to the size oí sub. 
adult P. stylirostrís. The mean for pti was 7.3, 
and the sodium concentration average was 
450 

3. The haentolympla osmoiality and the 
potassium concentratIon showed significant 
dIfferences accnrding ti) size. 

4. The smaller shrimp are better os-
moregulators. 

5. Potassium has an important role in os-
molality maintenance. 

1 NTK01)UCT10N. 

Osmotic regulation ín shrímp is a physíological 
property which determines their distribution under 
differcnt salinities. This osmoregulatory ability has 
been studied in many species, including: P. aztecas 
(Williams, 1960; McFarland and Lee, 1963; Bishop 
al., 1980; Castille and Lawrence, 1981a), P. duorarum 
(Williams, 1960; llurscy and Lane, 1971; Castille and 
Lawrence, 1981a), P. eseulentus (Dail, 1981), P. 
japonicus (Thuet ce al,, 1985), P. n:erguiensís (Dall, 
1981), P. monada,: (Cawthornc el al., 1983; Ferraris 
et al., 1986), P. penieillalus (Chcng and Liao, 1986), 
P. setiferus (McFarland and Lee, 1963; Castille and 
Lawrence, 1981a), P. stylírostris (Castille and 
Lawrence, 1981a), and P. vannamei (Castille and 
Lawrcncc, 1981a)..All of diese species are curyhaline 
penaeids which inhabit brackish water as postlarvae 
and juveniles, but tnigrate as adults to a marine 
habitat. Nevertheless, shrimp at all stages of develop-
ment are ablc lo hyperrcgulatc osmolality in diluted 
media and to hyporegulate in concentratcd media 
with isosmotic concentrations at 20-30 parís per 
thousand. The juveniles are more euryhaline and 
stronger osmorcgulators than the aclults, although 
differences have been found between species (Char- 
mantier, 1987), 	• 
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The control of interna' pH is necessary for ihe 
proper functioning of animals, since thc pH of hody 
fluids govcrns the ionization state of prolcins, which 
in turn governs thcir physiological function (Reeves 
and Rahn, 1979). In cruslaceans, including penaeids, 
some importance has been ascribed tu the role of ion 
[luxes in pi! regulation (Camcron, 1978; Truchot, 
1979); however, thc connection between ihe dif-
ference in ion concentration and p1-1 is not yel clear. 

Previous studies on Peitacus osmoregulation have 
relied on the physical transfer of the organism to dif-
ferent salinities and temperatures in order Lo deter-
mine the influence uf medium changes un the 
haemolymph composilion (Dalí, 1981; Dall and 
Smith, 1981; Castille and Lawrcncc, 1981a; 1981h; 
1981e; Cawthornc et al., 1983; Charmantier, 1987). In 
contrast, shrimp for this study were obtained from 
only one marine location and without furthcr 
manipulations. While prcvious studies compared 
shrimp of different stages in development, this study 
focused un thrce sizes of blue shrimp (Penaeus 
stylirostris) from 11 to 16 cm. Shrimp of these sizes 
are all considerad sub-adult (McFarland and Lee, 
1963; Bursey and Lane, 1971). 

Although sodium concentration and changes in os-
inolality have been reponed for juveniles and adults 
(Castille y Lawrencc, 1981b), potassium concentra-
tion and pH values have not been ascertained. Thus, 
the main objectives of this research were to deter-
mine the Na' and I(' concentration, pH, and os-
molality of the haemolymph from three sizes of sub- 

¡Watt Penaeus stylkostri.s for comparison with pro-
vious reports un Nuera osmoregulation. 

MATERIALS AND NIETHODS. 

Shrimp and haemolymph collection. 

Male and female shrimp (Penaeus stylirosiris) were 
collected form San Carlos !Jay, B.C.S., México, in 
October of 1989. The water temperature was 21°C 
with a salinity of 36 parís per thousand (ppt). The 
haemolymph (50-200 	was obtained by inserting a 
sterile 25 gauge needie in the pleopod base of the 
first abdominal segment. Each sample was put finto 
1.5 ml Eppendorf tubo and kept at 10°C for oran-
parking. In the laboratory, the eell-free haemolymph, 
or serum, was recovered alter centrifugation for 10 
minutos in an Eppcndorf microfuge and removal of 
thc cell elot. Only the haemolymph from intcrmoult 
shrimp was used. 

Chemical Anaiysis, 

The serum osmolality (mOsm/Kg) was measured un a 
Wescor 512013 Vapor Pressure Osmomeler which 
liad been calibrated with standard solutions of 100, 
290 and 1000 mOstniCe. The serum p1-1 was deter-
mined using a surface electrode. Haemolymph 
sodium and potassium concentration (mEq.11) was 
determined un a Radiumeter, FLM 3 llame 
pholometer. 

1 
Malo 

(n = 13) 
Female 

(n 	20) 

pH 7.25 ± 0.14 7.33 ± 0.14 
Sodiunn (meq.l' t) 460.46 ± 18.38 452.30 ± 16,09 
Potasium (mecir l) 10.19 ± 0.62 10.18 ± 0.87 
Osmolality (mOsm.Kg4) 826.74 ± 39.44 827,41 ± 46.46 

Mean ± standard deviation. 

Tuble 1. Parameters determined in sub-adult Penaeus sigirostris haemolymph. No significant difference 
(P> 0,05) between sexos was obtanined by t-test. 

2 - 
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Male 
	

Female 
	

Male & 
Female 

pH 0.0439 0.0672 0.0480 
Sodium 0.4745 0.2445 0.3163 
Potassium 0.4771 0.5560 0.5312 
Osmolality 0.3149 0.6229 0.5265 

Tabie 2. Linear correlation factors betwcen cvalucd liaemolymph parameters and size of P. stylirostris 
mate, female and mixed population. 

Experimental Design. 

To determine the influence of animal size on serum 

IC and Na' concentration, as well as the 

hacmolymph pi1 and osmolality, the whole shrimp 

population and each sex was separated finto thrce 

groups of different sizes: Group A was comprised of 

animals ranging in size from 11.0 to 12.6 cm; group 13 

from 12.7 lo 14.3 cm and group C from 14.4 to 16 cm. 

Thc data obtained were analyzed ANOVA-1W 

(Analysis of variante nne way), t-Studcnt or lineal 

regression, using Lotus 1-2-3" and Statgraphics' 

programs. 

RESULTS 

The haemolymph pFl, osmolality, sodium, and patas-

sium concentration of the shrimp, ranging from 11 to 

16 cm, and weighing betwcen 11.8 and 27.2 g, are  

shown in tahle 1. The 1-test analysis of ihese 

parameters did not indicare significant differences (P 

0.10) betwcen male and female values. 

As expected, a good correlation betwcen size and 

weight was observed in bnth liude (r = 0.8953), and 

female (r = 0.9632), as well as in mixed populations 

(r = 0.9393). For this reason, further comparisons 

are malle rcferring to size only and assuming that 

similar results could be obtained with reference lo 

weight. 

A poor correlation bctwecn size (nr weight) and p1-1, 

osmolality nr ion concentration was found when the 

data were analyzed separately for female, male, or 

mixed shrimp populations (table 2). Nevertheiess, 

dcspite the lack of good correlation between the sizc 

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

0.5265), some othcr variations were noticed accord-

ing to the animal size. For potassium ion serum level 

and osmolality, a positive tendency was observed, in- 

Group A 
	

Group 13 
	

Group C 
11.0-12.6 cm 
	

12.7-143 cm 
	

14.4-16.0 cm, 
(n = 10) 
	

(n = 16) 
	

(n = 7 ) 

pH 7.29 (0.18) 7.32 (0,13) 7.28 (0.16) 
Sodium 448,20 (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).  

Significantly different (P 0,05) by ANOVA-1W, 

Tuble 3. Values (SE) of the parameters studied in the Penaeus stylirostris haemolymph. Thc shrimp were 
separated molo groups according to size. 
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Group A 
11.0-12,6 cm 

Group 13 
12.7-14.3 cm 

Group C 
14.4-16.0 cm. 

MALE 
pH 7.17 (0.23) 7.29 (0.14) 7.28 (0.07) 
Sodium 445.33 (15.01) 464.29 (17.53) 466.67 (24.44) 
Pot assium 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).a  

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) 11.05 (0.72) 
Osmolality 802.84 (30.04) 823.29 (50.13) 879.66 (28.01) 1)  

Table 4. Values (SE) obtained in male and female shrimp separated according lo animal size. The groups 
are compared using ANOVA, and the row with significant different (P < 0.05) is marked with (*). 
Differences bewteen sexes werc estahlished for each size group using [-test and the significantly diffcrcnt 
(P < 0.05) is indicated with superscript letters. 

dicating a size dependency. When !hese dala are eva-
luated according lo se; it was observed that the con-
tribution by male and the female is differcnt. 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 a superior correlation (r = 
0.6228) for female than for malo shrirnp (r = 0,3149). 

To determine the inlluence of animal size on scrum 
K* and Na` concentration, as well as the hacmo-
lymph p1-1 and osmolality, the whole shrimp popula-
tion was separatcd int° thrce groups according to 

size. Tested by ANOVA-1W, significant differcnces 

(P < 0.05) in both potassium level and osmolality 
wcre observed (table 3). On the other hand, scrum 
sodium levet and hacmolymph pH did not show sig-
nificant differences (P > 110). 

FIGURE 1. The hacmolymph osmolality and K+  concentration for miel, female and mixed-sex blue 
shrimp (Penacus stylirostris) according to size. Mean ± S.E. are given by the diagram. Significant 
differences are indicated by letters. 
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Similar results were obtained when the data were 
analyied according tu sex (tapie 4). Por thc malo, a 
significant difference (P < 0.05) was found in putas-
sium level and osmolality according lo their size. 
However, the remate shrimp only showcd significant 
variations in osmolality (P = 0,024), but not in putas-

sima level (P > 0.05). Using the Mest, each group 
was analyzed for differences hctween mate and fe-
mate. As shown in Cable 4, significant difference was 
only observed in the osmolality values of group C 
(14.4 lo 16 cm). An mercase ¡n potassium concentra-
tion and osmolality was observed according to animal 
size in mate, remate and both logether (figure 1). The 
relationship between the monovalent cation (Na` and 
Kt) concentration and osmolality was round using 

the ratio [Na 1/K 41. As shown in figure 2, a goal 
correlation is observed, indicating that osmolality is 
largely depcndcnt un these cation concentrations, 

DISCUSSION 

The osmoregulatory abilities of curyhaline pcnaeids 
can be correlated with their distribution in environ-
ments of diffcrcnt salinity (McFarland and Lee 1963). 
However, there are many factors other than salinity 
or osmoregulatory ability per se that might determine 
thc distribution of the shrimp population (Dall, 
1981). Castille and Lawrence (1981b) pointed out 
that this migratory behavior is not dircctty related tu 
osmotic regulation capability since adult animals are 
still capablc oí hyperosmotic regulation at salinities 
below the isosmotic point. However, adult migrations 
tu water of high salinity may be necessary for ovarian 
development (Chu and Hanaoka, 1975; Oshiro, 
1984), spawning (Panikkar, 1968), and for ernbryonic 
and larval development (Lim, 1982). 

ft has buen suggested that maximum growth of an or-
ganisna occurs in isosmotic inedia, since the animal 
would be expending the lcast energy in osmotic 
regulation (Panikkar, 1968). This may be true in P. 

vanrunnei and P. stylirostris but not in P. aztecus, P. 

to • 

40 

sa 	ano 	 OSO 	 900 

Osmalallty (mOsrn.Kg i ) 

FIGURE 2. Linear correlation bctween the 
osmolality and Na + /e ratio of the Penaeus 
stylirostris haemolymph. r = 0.6415; n = 33. 

douranun and P. selifents (Zein-Eldin, 1963). 

Moreover, the salinity itself has filie effect en the 

metabolic rafe of euryhaline shrimp (Kutty et al., 
1971; Bishop et al., 1980; Gaudy & Sloane, 1981), in-
dicating that the energy required for osmoregulation 
may be relatively small. 

Tire results using sub-adult P. stylirostris animals from 

une oceanic location (salinity = 36 ppt) show a 
variation in the haemolymph osmolality according to 
animal size. This contrasts to the findings of Castille 
and Lawrencc (1981b) who reponed that in P. 

stylimstris, the osmoregulatory capacity is the same 
for juveniles and adults animals at salinities of 36.2 
ppt. This difference can be due, in pan, to the 
shrimp populations used for study. While Castille and 
Lawrence studicd juveniles (68 mm) and adults (174 
mm) from diffcrent sources and transferred them to 
36.2 ppt salinity, we used wild animals from ene loca-
tion without acule salinity transfer. 

Other penacid species like P. aztecus (Williams, 1960; 
McFarland and Lee, 1963; Castille and Lawrence, 
1981a), P. duaranun (Williams, 1960; Bursey and 
Lane, 1971; Castille and Lawrence, 1.981a), P. es-

ettlentus (Dall, 1981), P. japanieus (Thuet et al,, 

1985), P. mergulensis (Dall, 1981), P. tnonodon (Caw-

thornc a al., 1983; Ferraris et al., 1986), P. plebefus 

(Dalí, 1981), P. penicillatus (Cheng and Liao, 198t1), 

. 5, 
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P. setiferus (McFarland ami Lee, 1963; Castilie and 
Lawrence, 1981a), and P. vannarnei (Castille and 
Lawrence, 1981a), display an important variation in 
thc mmoregulatory capacity according to the age of 
the animal. In all of these spccics, juvenile animals 
are better regutators than adults. For salinities ahoye 
their isosmotie point, adult shrimp show a higher 
hemolymph osmolality iban juveniles. Because the 
isosmotic point of P. stylirostris is near 24 ppt or 699 
mOsm.Kg1  (Castille and Lawrence, 1981a) at 36 ppt 
(1020 mOsm.KgI), the animal is under osmotic 
stress. In this condition the haemolymph osmolality 
of the largor shrimp rnust he greater than that of the 
smaller shrimp. This suggests that smaller shrimp 
have a better osmorcgulatory capacity. 

Our results support ibis idea, because the osmolality 

of thc bigger shrimp (855.42 ± 38.03 mOsm.le) is 
signiticantly (P < 0.01) highcr than that of smaller 
shrimp (794.79 ± 28.42 mOsm./4-'). This phenomena 
can be observed in the whole population, as well as in 
the males and females when the data are analyzed 
separately. As shown in table 4, no significant diffe-
rences between males and females were observed in 
animals with of iban 14.3 cm in length (group A and 
B); however, in group C (14.4-16 cm), a significant 
difference was found (P < 0.05). Furthermore, a 
olear difference between group A (11-12,6 cm) and 
group C (14.4.16 cm) was demonstrated for both 
sexes. 

The sodium anclar potassium haemolymph concen-
trations were modified according to thc concentra-
tion of thesc ions in the externa) médium. This has 
been demonstrated in some pcnaeids: P. aziecus, P. 
duorarunt, P. esculentus, P. merguiensts, P. plebejus, 1'. 
se:lents, P. stylirostris and P. vara:ame: (Castille and 
Lawrence, 198lb; Dall & Smith, 1981), and variations 
between species can be noted. Despite these varia-
tions, the curves for anions are similar in shape tu 
those for the osmotic conccntrations, indicating that 
ions are the major contributors to osmotic main-
tenance (Dall, 1981). 

In this work, no modification in the ionic composition 
of the enviromental was made. However, differences 
in the haemolymph ionic composition was observed 
which were similar to osmolality. While there was nn 
difference in the sodium concentration, the potas-
sium was significantly different (P < 0,05) in thc 
three groups studied. This result is analogous to 
those obtained in other Penaeus (Dall and Smith, 
1981; Castille and Lawrence, 1981b, Charmantier, 
1987), with respect lo the proportionate mercases in 
ionic concentration and osmolality. Thus, small 
shrimp (11 to 12.6 cm), which are better os-
moregulators, show Iess haemolymph potassium con-
centration (9.72 meq.1') than the shrimp of 14.4 cm 
or more (10.77 meq.1`). This difference is very sig-
nifican' (P < 0.02). 

Castillo and Lawrence (1981a) reponed that sodium 
and chloride ions account for 76-94% of the 
haemolymph osmotic pressurc in several penacid 
species, However, only P. aztecas and P. douranon of 

the genus Melicenus increased the sodium and 
chloride contribution to the .hemolymph osmotic 
pressure when environmental salinity increased. 

Penaeids uf the subgenus Liiiopenaeus, which are 
better osmoregulators, apparently rely on othcr 
methods tu minimizo fluctuations in hemolymph os-
molality during variations in externa( 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 1{.+ with othcr major loas, like 
Na', scems to be an adequate measure, and the 
[Nalj/rj ratio confirm ibis hypoihesis (figure 2). 

In suni, osmoregulatory ability has been demons-
trated in both juvenile and adult (Castille y Lawrence 
198 lb), as well as pre-adult P. stylirostris (ibis work) 
suggesting that the migration tu or from offshore 
waters is not directly nccessitated by osmotic regula-
tion, Although there are differences between species, 
Chis is a general characteristic of migratory penacids 
and this capability is greater in the early Muges. 

-6 
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ABSTRACT 

1. The blue shrimp (Penacus stylirastris) 
haemolympla is capable oí agglutlaating the 
red blood cells of severa) vertebrales to 
different titers. llowever, the haeranglutinia 
6 consIdered non-speciflc because it is 
Incapable of differentlating erythrocytes of 
human blood types A,B and O. 

2. Haemaggiutinating activity and serum 
protein content were determined for mate 
and femate blue shrimp rangIng In size from 
8.5 lo 16 cm. IlaemagglutlnatIng activity 
decreased significantly with animal size, 
while proteln content utas unaffected. 

1 The aboye flnding Is probabiy related lo 
maturation uf (he immune system and could 
explain the higher susceptibility of young 
shrimp to parasitic and viral dlseases. 

INTRODUCTION. 

The haemolyrnph of invertebrates contains aggluti-
nins which have been proposed as an important com-
ponent oí' its humoral defense system in contrast lo 
vertebrate response which 6 characterized by im-
munoglobulins (Rogener and Uhlenbruck, 1984; 
Vasta and Marchalonis, 1983; Vasta et al., 1984b; 
Ratclille, 1985; Renwratz, 1983, 1986; Sminia and van 
der Knaap, 1987; Olafsen, 1988). These agglutinins 
have thc ability to precipítale glycoconjugates and lo 
agglutinate cells, bacteria (Bayne, 1980), virus (Mc-
Cumber et al., 1979) and protozoa (Pereira et al., 
1981). in chis way, they facilitate phagocytosis by op-
sonization (Combe et al., 1984; Renwranlz and 
Mohr, 1978; Rógener and Uhlenbruck, 1984), or by 
locating on the haemocyte surface (Vasta el al„ 1982, 
1984a; Richards and Renwrantz, 1991). 

The involvcmcnt of agglutinins in the defense system 
of invertebrates has been supportcd by studies on thc 
regulation of the synthcsis of these proteins after 
challenging the animal by injury or pathogens 
(Komano et a!, 1980, Kubo et al„ 1984) and by studies 
that show changes in the serurn leve) of haemagglu-
tinaling activity during infeclion (Loker and Hertel, 

1987; Couch el al., 1990). However, only a few studies 
have been published on changes in haemaggiutinating 
activity during the course of development, or when 



Erythrocyte Titer RHA 

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

	

~11.11•1•0~11111.11. 	 

Table 1, Haemagglutinatin activity of the Blue 
Shrimp hemolyph against human ancl taller ani-
mals erytrhocytes. RHA = Relativo Haemag- 
glutinating Activity (Human 	1.0). 
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influenced by the age, sex, or size of the animal 
(Komano el al, 1980, 1983; Bellah et al, 1988; 
Muramolo el al., 19)1). 

Although some scrum agglutinins have becn studied 
and charactcrizcd from marine crustaceans such as 
llamaría americanas (Hall and Rowlands, 1974), 
Macrobrachium rasenbergii (Vasta et al., 1983) and 
Cancer antenarius (Ravindranath et al., 1985), titile 
information is available about the serum level or ac-
tivity of these proteins. This study (1) determines the 
presence of haemagglutinating activity in the blue 
shrimp (Penaeus stylirástris) haetnolymph and evalua-
tes its rcaction against human and animal erythrocy-
tes, (2) measures the total protein and haemaggluti-
nin in the haemolymph of Ihis decapod, and (3) cor-
relates these values according to shrimp size. 

MATERIALS AND METHODS. 

Shritnp callection and haentatymph extraction. 

Mak and .female shrimp (Penaeus stylirostris) were 
colleeted from San Carlos hay, B.C.S., México. The 
water temperature was 21°C with a salinity of 36 
parts per thousand (ppt), The haernolymph (50-200 
Id) was obtained as prcviously described (Vargas-Al-
bores and Ochoa, 1992) by inserting a sterile 25 
gauge needle in the pleopod base of the first abdo-
minal scgment. Each sample was put inio a 1.5 ml 
Eppendorf tube and kept at 10°C for transporting. In 
the laboratory, the cell-free haemolymph, or serum, 
was recovered by centrifugation for 10 minutes in an 
Eppcndorf microfuge and subscquent rcmoval of the 
ce!! clot. Only the haemolymph from intermoult 
shrimp was used. For the haemagglutination experi-
ments, we pooled the haemolymphs of 40 shrimp 
(mate and female), obtained as described aboye. 

Experimental Destkn. 

To determine the iniluence of animal size on total se-
rum protein concentration and haemagglutinating ac- 

tivity, the whole shrimp population and each sex was 
separatcd luto three groups of diffcrent sizes: Group 
A was comprised of animals ranging in size from 8.5 
to 11.0 cm; group 13 from 11.1 to 13.5 cm, and group 
C from 13.6 to 16 cm. 

Statistical comparison was accomplished using one-
way analysis of variancc (ANOVA-1W) or Student's 1 
test. Statistical differences between groups were 
dctcrmincd using Duncan's multiple rango test (Sokal 
and Rohlf, 1981). Differences were considcrcd tu be 
significant if the P value was less iban 0.05. 

Chemieal Atudysis. 

Thc total protein content was measured according to 
Lowry et al„ (1951) using bovine serum alburnin 
(BSA) as a standard. 

Haentagglutination test. 

The human and animal blood satnples (exccpt for 
mico) were obtained by venous puncture, then col-
lected and stored in stcrile Alsever's solution. The 
mouse blood was obtained by cardiac puncture ami 
stored the same way. I3efore using, the cells were 
washcd twice by centrifugation (800 g, 10°C, 10 min) 
with salive solution (NaCI 0.15 M) and twicc with 
TRIS buffered salirle plus calcium (TBS-Ca: 50 mM 
Tris-HCI, 100 mM NaCI, 10 mM CaCl2, p1-1 7.5). 
Finally, the red blood cells (RBC) were suspended lo 
2% (v/v) in TBS-Ca. Thc Intemagglutination assays 
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were performed on U-piales (Falcon), Two-fold se-
rial dilutions of the shrimp sernm were made in 25 /41 
of TBS-Ca; Ihen, 25 /41 of a 2% suspension of cry-
throcytes were added. The places were incubated at 
room temperature (26 ± 2°C) for une hour. Thc con-
trol was the substitution of shrimp serum by TBS-Ca. 
Thc agglutination titer was rccorded as the reciproca! 
of the last dilution, giving evidence of agglutination at 
one hour of ineubation. 

RESULTS 

Preliminary experimenta showcd that the blue shrimp 
(Penacus stylirosiris) haemolymph is able tu aggluti-
nate human and other animal erythrucytcs. The bu-
ffer used in the haemagglutination test was supplied 
with 10 mM Ca2+  bccausc in crustaccans, this cal ion 
is depleted during clot forrnation (Durliat and 
Vranckx, 1981). In addition, a reduction in thc haem-
agglutinating activity was observed when the haemo-
lymph was dialy7ed against EDTA. To prove the 
presence of haemagglutinating activity on the blue 
shrimp hacmolymph, the- serum from 40 shrimp 
(mate and female) was moled. A panel uf erythro-
cytes from human and six other species uf vertebrates 
was used to determine thc specie/type selectivity of 
this haemagglutinating activity. Apparently, the 
haemaggiutinating activity was not spccific because 
human RBC of types A, B and O were agglutinated 
in thc same way (Table 1). On the other hand, the 
blue shrimp hacmolymph displayed the highcst agglu-
tinability against mouse crythrocytes but did not rcact 
with horse RBC. All other erythrocytes from • the  

tested animal species exhibited lower titer (han 
human RBC. 

The haemolymph of 23 female and 14 mate shrimp 
were used to determine individual haemagglutinating 
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, analyied by ANOVA test, do not indicate sig-
nificant sex differences (P > 0.10) for either protein 
content or haemagglutinating activity. 

As expectcd, a good correlation between size and 
weight was observed in both male (r = 0.9295), and 
¡mate (r = 0.9652), as well as in mixed populations 
(r = 0.9502). For this reason, furthcr comparisons 
refcr to size only, assuming that similar results could 
he obtained with reference tu weight. In contrast, a 
poor correlation between size (or weight) and haem-
agglutinating activity or protein content was found 
when the data were analyzed separately for female, 
male, or mixed shrimp populations. Ncvcrthelcss, 
despite the tack of a good linear correlation between 
size and haemagglutinating activity (r = -0.5312), a 
negativo tendency was observed, indicating a size de-
pendency (Figure 1). 

To confirm ibis, the animals were elassified into three 
groups according lo size: A (8.5 to 11 cm), A (11.1 to 
13.5 cm), and C (13.6 to 16 cm) and tbeir cor-
responding data were analyied by ANOVA ene way. 
The results showcd important signilicant diffcrcnces 
(13  = 0.0013) in haemagglutinating activity levels 

Malo 
	

Female 
	

P 
(n = 14) 
	

(n = 23) 

Size (cm) 12.93 ± 1.49 12,65 ± 1.99 
Wcight (g) 15.59 ± 5.06 15.50 ± 5.70 
Total Protein (W1) 53.05 ± 7.92 53.69 ± 7.19 0.8029 
Hacmagglulinating Activity 4.36 ± 1.55 4.65 ± 2.33 0.2163 

Table 2. Total protein contcnt and haemagglutinating activity (mean ± std. deviation) of the blue shrimp 
haemolymph. The titers are expressed as the inverso of maximum dilution which gives positive agglulina-
don. Differences (P) were established by t Student's test. 
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(Figure 2), but no differcnces were observed in 

protein content. This was also obscrved when mate 

and femalc shrimp wcrc analyzecl scparatcly. 

A rclationship betwcen protein content and haemag-

glutinating activity was established. The haemag-
glutinating unit (HU) could be defined as the mini-

mal protein quantity capablc of causing agglutination 

(protein concentration/titer). Using this quotient, the 

significant difference was maintained (Figure 2b), in-

dicating that haemagglutinating activity was inde-

pendent of protein content. 

Figure 2. Size-dependence haemagglutinating 
activity in the haentolymph from blue shrimp 
(Petacas stylirostris), The animals were scpared 
finto three groups and the titer (A) or 
haenurglutinating unit (U) were analyzed by 
ANOVA 1W. Differences 	< 0.05) are indicated 
by letter on E.S. bar. 

D1SCUSSION 

Modifications in serum component levels-  have been 

observed in invertebrales under different physiologi-

cal conditions. Example of these indulte, changos in 

protein composition of American cockroaches 

haemolyrnph by immunization with proteins (George, 

et al., 1987) and increases in both ccdysteriods and 

total protein of haernolymph from Penaeus vantramei 

during proccdysis (Chan cut al,, 1988). Another good 

example was the observed decrease in both protein 

and sugar content of molluscan haemolymph during 

infection (Cheng a al., 1978, 1983; Muley and Fen, 

1981). Some authors support the idea that this 

phenomenon is produced when parasitos consume 

the serum protein and carbohydrate (Becker and 

Hirtbath, 1975; Muley and Fen, 1981). Elowever, en-

vironmental factors such as temperature and salinity 

may also influence haernolymph protein and car-

bohydrate concentration in mollusca (Fisher and 

Newell, 1986) and in crustacca (Spiccr and Taylor, 

1987). Thus, it is possiblc that a resulting rcduction in 

protejo andfor carbohydrate concentration can 

facilitate the establishment of infection. 

Modilications in scrum component levels of shrimp 

have also been observed under special physiological 

or environmental conditions. The dict of Penaeus 

rannamei (Cruz-Ricque el al, 1989) and the molt 
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stage in Penaos japonicus (Chan el al., 1988) can 

alter the protein andior sugar serum levels. In P. 
styliro.stris, the influence of animal size on serum os-

molality has peen observed (Vargas-Albores and 

Ochoa, 1992). However, in this work, modifications in 

the total serum protein content was not detected in 

P. stylirostris, indicating that this parumeler is unaf-
fected by animal size. 

Osmotic pressure in shrimp is maintained by 

protejas, amino acids and ions in the haernolymph. In 

the blue shrimp, the ionic components have a good 

corrclation with haemolymph osmolality (Vargas-Al-

bores and Ochoa, 1992) and according to (he results 

shown here, the participalion oí protein in this 

pherromenon is apparently low. Like othcr penacid 

spccies (Castillo and Lawrence, 1981a), thc blue 

shrimp is a hcttcr osmoregulator dtiring larval stages 

than when adule. However, they migrate from es-

tuarine to orean waters where the salinity is higher 

than isosmotic point. This migration is motivated 

more by reproductive (han by nutritional or osmotic 

factors (Castillo and Lawrence, 1981b). Thus, while 

the haemolymph ionic componcnt is modificd ac-

cording to animal size and osmotic capacity, altera-

tions in the protein content appear tu be independent 

of these factors. 

Similar lo agglutinin from other crustaccans (Vasta 

and Marchalonis 1983), blue shrimp agglutinin is able 

(o agglutinatc human and other vertebrate 

erythrocytes, but lacks serological specificity against 

human blood types A,B, and O (Table 1). Since lec-

tins are commonly found in body fluids, and by bind-

ing with defincd carbohydrate, are able to specifically 

aggluiinate bacteria (Baync, 1980), viruses (Mc-

Cumber es al., 1979) and protozoa (Pereira el 
1981) they were initiaily considerad lo function as 

part of a defense system (Ratcliffe, 1985; Rcnwrantz, 

1986; Olafsen, 1988). Some invertebrate leetins have 

been shown to function as opsonins (Coombe el al., 
1984; Rcnwrantz and Mohr, 1978; Illigener and Llh-

lenbruck, 1984; Rcnwrantz, 1986) and this lcd some  

rescarchers to consider lectin-binding as a first step 

in the recognition of forcign material (Rügener and 

Uhlenbruck, 1984; Vasta and Marchalonis, 1983; 

Ratcliffe, 1985; Renwratz, 1983, 1986; Sminia and van 

der Knaap, 1987; Olafsen, 1988). 

When animal size was correlated to haemagglutinat-

ing activity, an important difference was observed. 

The mean haemagglutinating activity for the whole 

population studicd was 4.48, yct animals measuring 

less than 11 cm showed haemagglutinating activity va-

lues aboye the mean (Figure 1). In contra_st, animals 

15 cm or larger showed Little haemagglutinating ac-

tivity. Thus it is possible to establish that shrimp size 

has a dircct inlluence un haemagglutinating activity: 

from smaller shrimp (less than 11 cm) having 

elevated activity (1:32 to 1256), Lo large shrimp 

(ahoye 14.5 cm) having a lower activity (1:2 tu 1:16). 

Since size is - un indirect paratneter of age or malura-

tion, it follows that our results agrce with othcr 

studies which correlated haemagglutinating activity 

with age in thc erisilkworm (Bellah et 01., 1988) and 

with ovarian development in the acorn barnacle 

(Murarnoto • et al., 1990. In the crisilkworm 

(Philostunia ricini), the haemagglutinating titcrs of 

the haemolymph were independent of sex (Bellah et 
al., 1988), similar to blue shrimp where sex difieren-

ces were not observed (Table •2). In the acorn bar-

nadie (Ategabalanus rosa) ovarian maturation wasas-

sociated with maximum haemagglutinin levels, and 

dccrcased lectin levels during the spawning season 

(Muramoto et al., 1991). 

In (he absence of information on shrimp aggiutinins, 

and their physiological role, it is difficult tu cxplain 

their modification in blue shrimp. However, it might 

be explained by associating our observations with 

those of othcr invertebrates studies. Dikkeboorn et al. 
(1984), studying the maturation of the immune system 

of the pond snail (Lynutaea stagnalis), found that 

juveniles liad fewer circulating haemocytes that 

adults. In addition, the cells from juvenile snails 

showed both mitotic activity and characterislics of 

- 5 
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less differentiated cells. From [hese results, they con-

cluded that juvenile snails have a less developed cel-

lular immune system [han adults. This is consisten1 
with a previous rcport on Biomphalaria glabrata 

(Stumpf and Gilbertson, 1978), where a low 

peroxidase activity is also manifestad in the 

haemocytes from juvenilc snails. This reduction in en-

zymatie activity and immaturity of the immune system 

is characterized by a higher susceptibility to the 

parasite Schistosoma mansoni (Granath and 

Yoshino, 1983). 

In the blue shrimp, the highest frequency of vira! and 

parasitic disease is round during the early stages of 

development (Lightner, 1983). 1f thc maturation oí 

the shrimp immune system is similar to mollusca, it is 

possible that an iinmaturc inmune system al the cel-

lular level is responsible for the suseeptibility round 

in larval and juvenile blue shrimp. The humoral 

response is probably more active in the carly stages 

and decreases as the cellular mcchanisms (and 

animal) matare. This  hypothesis may explain the 

decrease in agglutinin levels since these proteins -  are 

responsible for humoral responses in invertebrates. 

Such immune system behavior is not exclusive lo in-

vertebrate animais. It is also charactcristic of immune 

response dcvelopment in highcr animais where a 

maturation of the cellular response is followed by 

maturation of the organism and a replacement of the 

humoral response (Kay 13., 1978; Stites and Cadwell, 

1978). Therefore, in addition to a functional homoi-

ogy between vertebrate immunoglobulins and inver-

tebrate agglutinins, a similarity in the maturation of 

both immune systems can be observed. Thc participa-

tion of 111C serum agglutinins, and thc humoral 

response in early devclopmcntal stages, support the 

idea that, despite thc divcrsily of immune response, 

the inmune system of both invertebrate and ver-

tebrate animals may have a similar development. 
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INTRODUCT1ON. 

LPS-binding agglutinin from Penaeus cahforniensis. 

ABSTRACT. 

1. Ifaernolymph from the brown shrimp 
(Penaeus ealiforniensis link:tes) ugglutlnates 
erythrucytes uf different vertebrate species. 

2. A fraction containing haemagglutlnating 
activity wus isolated by amnity chromalo-
graphy. The corresponding protein showed a 
molecular welght of 175 Kda, formed by four 
subunits. 

3. The haemagsjutinin Is inhibited by 
GalNAc, NANA, fetuln and bacteria! lipopoly-
saccharide. 

4. Ilerewith we demostrate the ability of thls 
agglutinln tu react with different Vibrio strains 
and the InhibItory capacity of 1.PS in Ibis me-
t! on.  

Many humoral and cellular proteins with hacmagglu-
tinating activity have bccn isolated from various 
animals (Marchalonis and Edelman, 1968; 
Hammarstriim and Kabat, 1969; Baldo el al., 1978; 
Komano et al, 1980; Ycaton, 1981; Ashwell and liar-
ford, 1982; Barondes, 1984; Umetsu et al., 1984; 
Ravindranath el al., 1985; Giba et al., 1985; Qu et aL, 
1987; Drickamer, 1988, Richards and Renwrants, 
1991). Most of these protcins are carbohydratc-bind-
ing protcins, and as such, can be defined as animal 
lectins. These protcins are usually detected by thcir 
ability lo agglutinate untrcated and enzyme treated 
vertebrate erythrocytcs, yct so far, thcir biological 
role has not been determined. 

As invertebrates do not synthcsize specific antibodies 
(Lackie, 1980), and since a number of hacmaggluti-
nins have been isolated from their haemolymph and 
haemocytes, thesc proteins are presumed (o partici-
patc in thcir defense against invading microorganisms 
or infections. Severa! haemagglutinins have been 
detected on the hacmocyte surface (Amirante and 
Mazzalai, 1978; Vasta el al., 1984; CasseIs'et aL, 1986; 
Parrinello and Arizza, 1989; Azumi et al., 1991; 
Richards and Renwrantz, 1991) suggesting that they 
act as receptors which bind dircctly to the surface 
sugars of foreign particles. 
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The interaction of invertebrate 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 suffícient bacteria' 
density required for agglutination under natural con-
ditions. Thus, it has been proposed that thc mos' im-
portant role of invertebrate agglutinins in bacteria' 
elimination is phagocytosis, more Usan agglutination 
or precipitation. Hence úsese proteins seern lo have 
an important role in self/non-self rccognition, inde-
pendent of any elimination mechanism in which ag-
glutinin participates. 

Most invertebrate agglutinins have 'icen detected and 
identified using the haemagglutination assay. How-
ever, this does nrat define thc role of these proteins in 
the defense against bacteria. For cxample, many hae-
magglutinins show specificity against sialic acid, but 
this sugar is not present on bacteria) surfaces. The 
reaction of such proteins with bacteria or bacteria] 
surface components could provide more information 
about thcir physiological role, 

In this paper, we report on the isolation of an agglu-
tinin from brown shrimp (P. caltforniensis) ccll-free 
haemolymph, which can bind bacteria] lipopolysac-
charide (LPS). In addition we describe its main mo-
lecular properties, lis interaction with bacteria, and 
its inhibition with sugars, glycoproteins and bacteria! 
LPS. 

MATERIALS AND METIMOS. 

Haenwlympl: extraction. 

Shrimp (Penaeus cahforniensis) of both scxcs were 
collected from San Carlos Hay, B.C.S., México, and 
maintained in an aquarium (24 ± 4 °C, salinity 36 
o/oo). Only the haemolymph from intermoult, appa-
rcntly hcalthy shrimp was used. To avoid coagulation, 
2-3 parís of anticoagulant solution (450 mM NaCI, 10  

mM KCI, 10 mM EDTA.Na2, 10 mM HEPES, pH 
7.3, 850 mOsm/Kg) were used. In this solution, the 
pl I, osmolality, sodium and potassium concentrations 
were equivalent to shrimp hacmolymph (Vargas-Al-
hores and Ochoa, 1992). The haemolymph (50-200 
pl) was obtained as previou.sly dcscribcd (Vargas- Al-
bores and Ochoa, 1992) from the pleopod base of the 
first abdominal segment. The pooled samples were 
centrifuged for 10 min (10°C) at 2000 g. The ce11 

was discarded, and thc supernatant (plasma) was 
froten until use. 

Haentagglatinating assay. 

The human and animal blood samples (except from 
mouse) were obtained by venous puncture, then 
collected and stored in sterile Alsever's solution, Thc 
mouse blood was obtained by cardiac punctu- re and 
stored the same way. Before using, the cells were 
washcd twice by centrifugation (800 g, 10°C, 10 min) 
with satine solution (NaCI 0.15 M) and twice with 
TBS-Ca (TRIS buffered satine: 50 mM Tris-HCI, 100 
mM NaCI, pH 7.5, plus 10 mM CaCi2), Finalty, the 
red blood cells (RBC) were suspended lo 2% (v/v) in 
TBS-Ca. Thc haemagglutination assays were perfor-
med on U-plates (Falcon). Two-fold serial dilutions 
of the shrimp serum were mide in TBS-Ca; then, an 
equal volume (25 pl) of a 2% suspcnsion of erythro-
cytes was added. Thc plates were incuhated at room 
temperature (26 ± 2°C) for one hour. The control 
was the substitution of shrimp serum by TBS-Ca. The 
agglutination titer was recordcd as the reciproca' of 
the las( dilution, giving e%idence of agglutination at 
one hour of incubation. The haemagglutinating unit is 
referred to as the minimusn protein concentration 
(mg/m1) required for positivo haemagglutination. 

Preparativa of asíalofertgin. 

A solution (10 mg/tul) of fetuin was hydrolyzed with 
0.1 N H2SO4  in 0.15 M NaCI, at 80 °C for 1 hour, 
according to Spiro (1960). The asialofetuin was cx-
tensively dialyzed against TBS-Ca. 
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Isolation of the haemawlutinin. 

The shrimp serum was dialyzed ovcrnight against 
TBS containing 1 mM CaCl2, and clarified 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-
samine-agarose (Pierce) previously stabilized wilh 
TBS + 1 mM CaCl2.. The column was washed wilh 
the same buffer until the optical density was cero. 
The rctained material was eluted with TBS-EDTA 
(Tris buffered satine plus 5 mM EDTA.Na2). One ml 
fractions were collected and analyzed by aplica! den-
sity at 280 nm, and by haemagglutinin activity against 
both human and mouse erythrocytes. The fractions 
with anti-human activity were pooled and con-
centrated by lyophilization and applied to a column 
(1 x 56 cm) of Sepharosc 6E3 (Pharmacia Fine Chemi-
cals, Swcden). The gel filtration was run at 5 mi/h 
and fractions of 03 ml were collected. The fractions 
were analyzed for haemagglutinating activity and 
poolcd. 

Molecular iVeight 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 613 (Pharmacia 
Fine Chcmicals, Swedcn). Polyacrylamidc gel 
clectrophoresis (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 Chem. Co.): 

Inhibition of the haertinlutination. 

The haemagglutination inhibition assay was done as 
follows. 25 pi of inhibitor solution (in TBS-Ca) was 
incubated for 1 hour al room temperature with an 
equal volume of the agglutinin solution having an 
haemagglutination titer of 1:4. Then 50 	of a 2% 
human erythroeyte were added. The inhibitory capa-
city was given in terms of the concentration needed 
to decrease the haemagglutination titer to zero. The 
following sugars were tested: D-glucose (Glc), D-
galactose (Gal), D-mannose (Man), L-fucose (Fue),  

D-Iactose (Lac), N-acetyl D-glucosaminc (GIcNAc), 
N-acetyl D-galactosaminc (GaINAc), and N-acetyl 
neuraminic acid (NANA). The glycoproteins Iested 
were: fetuin, asialofeluin, bovine submaxillary mucin, 
porcine mucin, orosomucoid, and human transferrin. 
The inhibitory capacity of the Iipopolysaccharidc 
from E. coli (Sigma Chem. Co.) was also assayed. 

Chentical iinalysis•. 

The total protein content was measured according tu 
Lowry et al., (1951) using bovine scrum albumin 
(USA) as a standard. 

Effect of calcium. 

The puriíicd haemagglutinin was dialyzed overnight 
(at 4°C) against TBS-EDTA. Next, the simple was 
completcly rcdialyzed against TBS (without Caz' nor 
EDTA). The rcmaining hacmagglutinating activity 
was then dclermincd in the presence or absence of 
10 mM CaC12. 

Bacteria. 

Three bacteria! strains were used in this experiment: 
Vibrio parahaenwlyticus (ATCC 13456), V. tallaificus 
(ATCC 45671) and V. jigieti (ATCC 2987). In all ex-
periments, the bacteria were grown in marine 
mcdium 2216 (Difco) for 18 h at 28°C, 1211 rpm. Tu 
maintain homogencity in the cultures, the inoculum 
was one tcnth of the total culture volume of a bac-
terial suspension with optical density of 1, at 580 nm. 
The bacteria were washed threc times by centrifuga-
don (30,000 g, 10°C, 30 rnin) using MSS (Marine Salt 
Solution: NaCI 450 mM, I-IEPES 10 mM, pFI 7.3). 
Alter this, the bacterial pellet was suspended in MSS 
containing 2.5% (v/v) of glutaraldehyde 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-
served alter this treatment. Bcfore using, the bacteria 
were washed with MSS and their concentration ad-
justed (1.0 A580 unit). 

.3- 



Erythrocytes 

Human A Type 
Human B Typc 
Human O Typc 
Cow 
Duck 
Horse 
Mouse 
Rabbit 
Rat 

Tiler R.H.A. 

1.00 
1.(10 
1.(X) 
0.25 
0.25 
0.00 

16.00 
0.50 
0.25 

1:16 
1:16 
1:16 
1:2 
1:2 
o 
1:256 
1:8 
1:2 

Table 1. Haemagglutinatin activity of the. Brown 
Shrimp hemolyph against human and other 
animals erytrhocytes 
Tierr 	Inversc of maximum dílution which givcs positivc 
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Sedintentation of Pacteria. 

The ability of the isolatcd agglutinin (o inleract with 

bacteria was tested by determining the rato of sedi-

mentation. One ml cuvettes were filled with 850141 OÍ 

MSS, 	of brown shrimp agglutinin and 10011 of 

glutaraldehyde-treated bacteria suspension. When in-

hibitors were used, 50111 of each were added 15 min 

bcfore the bacteria were introduced. The results are 

expressed as the percentage of the differcnce in opti-

cal dcnsity, versus scdimentation time. 

RESULTS. 

Haemabwhitinating activity of tlw plasma. 

Thc cell-free plasma (obtaincd using anlicoagulant 

solution) from brown shrimp (Polacas californiensis) 

showed important haemagglutinating activay against 

erythrocytes from several vertebrate species (table 1). 

As with other invcrtcbrate agglutinins, the shrimp 

haemolymph showed different reactivity with the ver-

tebrate erythrocytes tested, but was incapable of 

ferentiating between human ABO types, Thc major 

reactivity of the haemolymph was against mouse 

erythrocytes (16 times more than human RBC), while 

no activity against hurse RBC was detected. For the 

other vertebrate RBCs, haemagglutinating activity 

was less than for human RBCs. 

Figure 1. Affinity chromatography of brown 
shrimp (P. ca/ifornicasis) haemolymph on 
GaINAc-agarose column (5 m1). Thc column was 
washcd with TBS-Ca until the absorbancc became 
negligible, then the eluting buffer was changed lo 
TBS-EDTA at the point indicated by the arrow. 
For • cach fraction, ahsorbance at 280 nm and 
haemagglutinating activity was temed against both 
!turnan and mouse erythrocytes. 

Punfication of the agglutinin. 

Since the haemagglutinating activity of the brown 

shrimp haemolymph was inhibited partially by 

GaINAe and fetuin, a GaINAc-Agarose column was 

used for lts purification, Two fractions with haemag-

glutinating activity were detected (Figure 1). The un-

retained fraction (Fraction A) contained the major 

parí of haemolymph proteins and haemagglutinating 

activity against mouse, but not against human 

erythrocytes. The EDTA-eluted fraction (Fraction 13) 

showed haemagglutinating activity against both 

human and mouse RBC. This last fraction, desig-

nated as BSH-I, was applied to a Sepharose 6B 

column (1 x 56 cm) to separate rninor contaminante. 
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Fraction 	Protein Volume 
	

Mouse Erythrocytes 	 /turnan Erythrocytes 
(mg,/m1) 	(m1) 
	

Titer 	I IAU 	P.F. 	Titcr 	HAU 	P.F. 

I-lacmolymph 	42.75 	8.0 	1:2048 
U, dialyzed 	30.06 	8.0 	1:2048 
Fraction A 	18.33 	13.5 	1:512 
Fraction 11 	0.( 	15.0 	1:128 
Sepharose 	0.10 	6.0 	1:256 

	

20.87 	1.00 	1:128 	333.99 	1.00 

	

14.67 	1.42 	1:128 	234.80 	1.42 

	

35.80 	0.58 	1:4 	4582.50 	0,10 

	

0.44 	47.40 	1:64 	(1.89 	375.26 

	

0.39 53.50 	1:128 0.78 428.19 

Table 2. Purilication of the brown shrimp (Penaeas californiensis) agglutinin. 
11All = Ilaemagglutinating unir is definctl as the amount of protein (rnicrogrants) rcquircd to Ove orle well of haernagglutination 

= rurirication factor. 
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The results are summarized in labio 2, when: the de. 

bree of pudrir:anon is shown. 

Molecular weight of Haelnabwhainin. 

The apparent molecular weight of the purified nalive 

brown shrimp lutemagglutinin (BS1-1-1) was 180 Kda 

as cstimated by gel filtration (Figure 2). .A com-

parable result (170 Kda) was obtained hy non-

denaturing FACIE (not shown). In addition, the ap-

parent molecular weight of the dis.sociated agglutinin, 

estimated hy SDS- PAGE under non-rcducing condi-

tions, yielded a single protein band of about 85 Kda 

(Fig. 3), but under rcducing conditions, the anly band  

observed showcd an apparent molecular weight of 41 

Kda. Thus, it is apparent that Chis agglutinin is built 

up by 4 suhunits of similar molecular weight but 

linked in two different ways to one anothcr. 

Effeci of Cuidan. 

The 13SI-1-1 was dialized against TUS-EDTA and TUS 

(EDTA and Cal' free). When a Ca2+Jrree buffer was 

used for the luternagglutination assay, no haemag-

glutinating activity was shown, ilowever whcn 10 mM 

CaCl2  were added lo the assay, the haernagglutinin 

rcgained its original activity. 

Figure 2, Molecular weight of the brown shrimp 
agglutinin was determined using a Sepharose 
column. Molecular marker (Pierce), simples and 
column were previously stabilizcd with TBS-Ca. The 
molecular markers were detected by absorbance at 
280 nm, while the agglutinin was detected by 
haetnagglutination. 

Figure 3. Polyacrylamide gel electrophoresis of 
brown shripm agglutinin isolatcd by affinity 
chromatography 	and 	gel 	Bit ration 	under 
nondenaturing conditions (lane a); SDS 
nonreducing conditions (bite b) and SDS rcducing 
conditions (lane e). The molecular markers are 
indicated. 
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Glyeoproteins (mg/m1) 
Fetuin 0.62 
Fetuin desiatized 5.00 
Porcine Mucin n.i. 
Bovine Submaxillary Mucin 1.25 
Orosomucoid 5,00 
Human Transferrin 5,00 

Carbohydrates (mM) 

Fucose n,i, 
Galactose n.i. 
Glucose ni. 
Mannose n.i, 
N-Acctyl galactosamine 25.0 
N-Acctyl glucosamine 50.0 
N-Acctyl neuraminic acid 50.0 

Llpopulysaecharide (mg/ml) 0.012 

Table 3. Effect of sugars, glycoproieins and 
bacteria! LPS un the haemagglutinating activity of 
the brown shrimp agglutinin, The values are given 
as the minimal concentration required to inhibit 
four haemagglutinating units. 

Vargas-Albores el al., 	 LPS-binding agglutinin from Penaeus ealiforniensis. 

Irthihirion of haernaalutination. 

The effeet of various sugars, glyeoproleins and bac-
terial LPS on the haemagglutinating activity of the 
BSH-1 is shown in Table 3. CiaINAe, GluNAc, 
NANA, fetuin, submaxillary bovi-ne mucin, and E. 

coli LPS were able to inhibit the aggluti-nation of 
human ery- throeytes. The reduced inhibitory effect 
of asialofetuin suggests that thc sialic acid rcsidues 
may contrihute lo the specificity of the 	al- 

though NANA had little inhibitory effect un haemag-
glutination. Thus, the binding cite of the BSII-1 ap-

pears complex. 

Aggiutinalion of Bacteria. 

Since LPS is a component of the cell wall of Gram 
negative bacteria and ibis compound showed an in-
teresting inhibitory effect, it is possible to assume that 
BS11-1 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 difference was round  

betwecn the different Minio strains tested. As ob-

served in Figure 5b, the addition of LPS to the V 

paralwernolyticus1E151-1-1 assay, produced a bacteria 

scdimentation rate similar lo that when agglutinin 
was not added. Similarly, but to a lesser extent, the 
Ga1NAc showcd an inhibitory effect. These results 
are in agreernent with those obtained by the inhibi-
tion of haemagglutination test. 

D1SCUSSION 

The haemolymph of many invertebrates is known to 
agglutinate foreign erythrocytes. The lectins respon-
sible for haemagglutination have been isolated and 
characterized from haemolymph and haemocytes. 
Their sugar specificity, molecular structure and ionic 
requirements diffcr widely, and the exact functions of 
the invertebrate agglutinins remain to be understood. 
There are apparent contradictions as te how ag-
glutinins can participare in thc climination of foreign 
material. For example, haemolymph lectins from 
Homants americanus (Hall and Rowlands, 1974), 
Mytilus edulis (Renwraniz and Stahmer, 1983) and 
Aplysia californica (Pauley el al., 1971) act as op-
sonins which enhance phagocytosis against foreign 
particles. In severa! animals such as Mytilus edulis 
(Renwrantz and Stahmer, 1983), Crassostrea virginica 
(Vasta et al., 1984), Lymnaea slagnalis (van der 

Knaap el al., 1981) and Leticopliaca maderae 
(Amirantc and Mazzalai, 1978), haemolymph ag-
glutinins have been found in haemocyte membranas 

by using polyclonal antibodies as a probe. This as-
sociation with haemocyte plasma supports the idea 
that they act as membranc-bound receptors which 
can recognize "foreignness". On thc othcr hand, there 
is evidence which indicates that haemolymph itself is 
not opsonic (Scott, 1971; Fuke and Sugai, 1972; 
Rowley and Ratciiffe, 1980; Abul-Salara and Michel-
son, 1980), nor do haemocytes show immunorcac-
tivity against haemolymph lectin (Stein and Basch, 
1979; Suzuki and Morí, 1990). Hence, it scems that 
the definitive physiological function of invertebrate 
haemolyrrnph lectins has yct to be determined. 
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Figure 4. The rata of sedimentation of Vibrio Figure 5. Interaction of thc BSH-1 and Vibrio 
l'Orificas and V. Fischeri in the presence (filiad) paralgaemolyticus. The BSH-1 increase in the rata of 
and absccncc (cmpty) of the BSH-1. 	 sedirnentation (A), could be inhibited by GaINAe 

and LPS (B). 

Because coagulation is a fast proccss in shrimp and 
other crustacea (Durliat and Vranckx, 1981), an an-
ticoagulant solution is rcquired to obtain a cell-free 
preparation. Although ene anticoagulant solution has 
been usad previously lo obtain haemocytes from 
marine crustacea (Smith and Süderhall, 1983), Chis 
solution was not useful for extracting the brown 
shrimp haeinolymph due to protein preci- pitation 
was observad (data not shown). Basad en an carlier 
study of sodium and potassium concentrations, pH 
and osmoiality of shrimp haernolymph (Vargas-Al-
bares and Ochoa, 1992), we designad an anti-
coagulant solution to eusily obtain the brown shrimp 
haemolymph without protein precipitation or 
coagulalion. The integrity of the cells was veriiied by 
microscopio observation to ensure that no cell con-
tamination was present in our plasma preparation. 
Because the osmolality of the shrimp haemolymph is 
high, and because of the presence of EDTA in the 
anticoagulant, it was necessary to dialyze the shrimp 
plasma before using it in hacmagglutination tests. 
During the dialysis, some proteincuos material 
without haemagglutinating activity was precipitated. 

Similar to other invcrtebrates, thc brown shrimp 
hacmolymph showcd agglutinating activity against 
vertcbratc RBCs. Instead of using haemoabsorption 
to detect different haemagglutinating activities, as 
done in other studies en invertebrate agglutinins we 
separated thcse different haemagglutinating activities 
by affinity chromato- graphy. Our results showcd that 
brown shrimp haemolymph has more than onc 
haemagglutinating activities: thc first against mouse 
RBCs, and the sccond against mouse and human 
RBCs (Tabla 2 and Figure 1). For the !atter, a gel 
filtration step was neccssary to obtain a single protein 
bank! (BSH-l) in PAGE. Multiple scrum agglutinins 
have been notad for other crustaceans such as: 
Callinecres sapidus (Cassels et aL, 1986), Han:anis 
americanas (Hall and Rowlands, 1974a, b), Macro-
brachium rosenbergil (Vasta el al., 1983) and Birgus 
latro (Vasta and Cohen, 1984). 

Because of thcir variability, the molecular wcight of 
invertebrate agglutinins and the number and size of 
their subunits is not useful for comparativa or phylo- 
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genetic studies. In general, the only characteristie 
that is common to alt inverlebrate agglutinins is their 
ahility to interact with saccharidc residues. Thus, 
many diffcrences in molecular structurc can he ob-
served between rclatcd spccies. For example, in the 

genus Penaeus, the BSH-1 is a tetrameric protein with 
a molecular weight of 175 ± 5 Kda; P. monodon 

is a 420 Kda protein, built up by subunits of 27 
Kda (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990), while the 
P. stylirostris agglutinin has an apparcnt molecular 

wcight of 30 Kda (Vargas-Albores, unpublishcd 
data). On the other hand, the calcium dependence 
for agglutination activity displayed by 13S11- I scems 
to be a common feature for agglutinins from P. 

monodon (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990), ami 

P. stylirostris (Vargas-Albores et aL, 1992), as well as, 
from other crustaccans such as the lobster, limaras 

americanas (Hall and Rowlands, 1974a), the crab 
Cancer amennarius (Itavindranath el aL, 1985), and 

the blue crab, Callinectes sapidus (Cassels et al., 

1986), 

The specificity of the agglutinins from arthropods is 
diverse, although sialic acid-specific lectins have been 
round among severa! specics such as Honraras 

americanas (Hall and Rowlands, 1974a), Macro-

brachium rosenbenii (Vasta el al., 1983), &gris lacro 

(Vasta and Cohen, 1984), Cancer antennarius 

(Ravindranath, et al., 1985) and Penaeus monodon. 

However, H. americanas also has a GaINAc-specific 
agglutinin (Hall and Rowlands, 1974a), and both M. 

rosenbergii (Vasta, et al., 1983) and B. loro (Vasta 
and Cohen, 1984) have a second 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-1 showed a parí al 
specificity for GaINAc and NANA, Additionally, the 
1ISH-I bound glycoproteins, sugars and bacteria' LPS 
(Table 3), ittdicating a considerable variation in 
specificity. The BSH-I binding ability against LPS 

(Table 3) suggests that BS11-1 is capable of binding 
tu Guau negativo bacteria. This was confirmad 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 signiticant to the physiological role of 
haemagglutinin. 

LPS-binding protcins which are involved in defense 
mechanisms have been reported in other animals. An 
LPS-binding glycoprotein (60 Kda) could he detected 
in rabbit plasma during the acute-phase of intlamma-
tion (Tobías et aL, 1986). This protein was able tu 
bind to the sur face of Satmonella or to LPS-coated 
crythrocytes, enhancing their attachment to macro-
phages (Wright et al., 1989). Two LPS-binding 
protcins have also been isolated from the haemocytes 
of the horseshoc crab. One protein (11.6 Kda) is 

called anti-LPS factor (Aketagawa, et aL, 1986), while 

the other, a zymogen of &erina protease, is called 
tor C (Nakamura, et al., 1988). In another study, a 
haemagglutinin which was able to bind to LPS was 
detected in the haemocyte, but not in the plasma, of 
Halaynthia roretzi (Azumi, el aL, 1991). 

In summary, the BSH-1 is a calcium dependent 
protein with a molecular wcight of 175 	5 Kda 
which can be inhibited by sugars (GaINAc, NANA), 
glycoproteins (fetuin) and bacteria' LPS. Further-
more, BSH-I is able to react with bacteria, which 
could help to explain the physiological role of chis 
particular invertebrate serum agglutinin. 
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