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RESUMEN

La evaluacién del estado inmunitario del camarén Penaeus
vannamei, mediante un diagnéstico oportuno, surge Ccomo una
alternativa para mejorar las condiciones de cultivo del camardn en el

Ecuador.

En el presente trabajo se implementaron y optimizaron tres
ensayos para evaluar la respuesta inmune de P. vannamei, la
implementacién de estos ensayos se basé en criterios celulares y
humorales. Para la realizacion de los ensayos fue necesario optimizar la
obtencién y la preparacion de muestras in vitro. Con el fin de evaluar
la respuesta celular, se emprendid la preparacion de hemogramas y se
implementd con éxito un ensayo para la cuantificacion del anion
superdxido, radical téxico producido durante la fagocitosis,; ademads
otras técnicas de estimacion de otros radicales toxicos fueron
exploradas. Para la evaluacién de la respuesta humoral, se implemento
un ensayo ELISA competitivo para cuantificar la proteina inmunitaria o

2 macroglobulina circulante.

Finalmente, a fin de evaluar la capacidad descriptiva de los
ensayos, se realiz6 un ensayo rustico de toxicidad utilizando el pesticida
Tilt como sujeto de prueba. Sobre las muestras de hemolinfa extraidas

se realizaron hemogramas y un ELISA competitivo.
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INTRODUCCION

La acuicultura en el Ecuador se ha caracterizado por su desarrollo
explosivo y por estar dedicada de manera exclusiva al cultivo de
camar6n.  El respaldo tecnoldgico, necesario para asegurar o
incrementar la produccion de la naciente industria, fue implantindose
segln las necesidades inmediatas del sector, sin contar con una
estrategia para el "Desarrollo sostenido” del recurso. Como
consecuencia el sector camaronero, nunca ha estado preparado para

enfrentar las dificultades que se han presentado.

Por otra, parte la gran extension del cultivo se ha traducido en dafios al
medio ambiente, siendo estos en algunos casos irreversibles, como la
desaparicion de manglares, el cual constituye el hdbitat de muchas
especies animales, incluyendo el mismo camarén. Ademds muchas
camaroneras fueron construidas en zonas poco adecuadas, como el golfo
de Guayaquil, el cual presentaba ya, una contaminacién por desechos
industriales y agrarios, y donde la calidad del agua del mar no puede ser

controlada.

Los desordenes en las interacciones normales del camarén con su
habitat, pueden provocar alteraciones fisiolégicas y debilitar a los
animales haciéndolos mds susceptibles a la aparicién y propagacion de
enfermedades infecciosas y no infecciosas. A fin de asegurar la
productividad del recurso, es necesario aprovechar o restablecer el

equilibrio entre el camaré6n y el medio en el que se cultiva, controlar los



patégenos y profundizar estudios, que nos ayuden a comprender los
mecanismos de defensa de estos crusticeos. En efecto el sistema
inmunitario se encuentra estrechamente asociado al estado fisiologico y
algunos mecanismos inmunitarios pueden servir como marcadores de la

condicion de los animales.

Con la finalidad de disponer a corto plazo de pruebas que permitan
evaluar el sistema inmunitario de Penaeus vannamei, se han
desarrollado y optimizado ensayos, tomando en cuenta varios aspectos
del sistema inmunitario de los crusticeos, siendo estos, la determinacion
de hemogramas, la cuantificacion "in vitro” de radicales toxicos que se
producen durante la fagocitosis, la dosificacion de proteinas
inmunitarias mediante el uso de anticucrpos monoclonales y la
estimacion de la actividad microbicida de la hemolinfa. Estos ensayos
permitirian evaluar eficientemente los efectos potencialmente positivos

del uso de inmunoestimulantes, o los efectos negativos de contaminantes.
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CAPITULO L.
ANTECEDENTES
I.1 RESPUESTA INMUNE DE LOS CRUSTACEOS.

La respuesta inmune se encuentra asociada a la resistencia a las
enfermedades, la cual en el caso de los vertebrados ha sido definida por
Singleton and Sainsbury (1987) como ** La respuesta de una persona o
animal a un contacto irmunolégico con un antigeno™. Contrariamente
a los vertebrados los crustdceos no poseen un sistema inmunitario con
memoria inmunolégica y estricta especificidad, debido a su incapacidad
de producir inmunoglobulinas (Hall y Séderhall, 1984). Sin embargo
ellos poseen la capacidad de hacer frente a los patégenos por medio de
mecanismos, celulares y humorales en los cuales estin implicados los
diferentes constituyentes de la hemolinfa (Sodderhill and Cerenius,
1992). Los mecanismos celulares implican directamente a los hemocitos
y generalmente estdn relacionados con la respuesta inmune inmediata
no inducible, es decir con los mecanismos de defensa que se
desencadenan inmediatamente luego de que el animal ha sufrido la
agresion del patogeno o una herida ( Johanson y Soderhall, 1989). En
tanto, que los mecanismos humorales necesitan una estimulacion previa
antes de activarse y estan basados en la presencia de factores microbicidas
circulantes, los mismos que incrementan la resistencia del huésped
por un corto periodo de tiempo. Ellos forman parte de la

respuesta inmune inducida (Chadwick y Dunphy, 1986).



1.2. Hemocitos.

Los tipos hemocitarios pueden ser definidos en base a criterios
estructurales citoquimicos, antigénicos y funcionales. En los crusticeos
existen tres tipos de hemocitos morfolégicamente distintos que pueden
ser clasificados como hialinos, semigranulosos y granulosos (Smith

and Soderhill, 1983; Tsing, 1987; Rodriguez et al, 1995).

Los hemocitos hialinos poseen un diametro de 4 a 10 pm (figura
1.1; Tsing, 1987), estas células presentan un nticleo central rodeado
por un delgado citoplasma bas6filo, no hay presencia de granulos o
estos estdn presentes en pequeio nimero. En el cangrejo de rio ellos
estarian implicados en procesos de fagocitosis (Johansson and
Séderhiill, 1989), en los peneidos estas células no tienen actividad

fagocitica y cumplirian un rol en la coagulacion (Omori, 1989).

Los hemocitos semigranulosos (HSG) tienen de 6 a 10 um (Tsing,
1987) de didmetro, poseen un nicleo esférico, o en forma de herradura,
con dos 16bulos, central o periférico, tienen muchos granulos pequenos
de forma redondeada (fig 1.1). En Penacus japonicus , los HSG
presentan numerosos lizosomas cargados de enzimas hidroliticas
(Tsing, 1989). En esta especie se ha preparado un anticuerpo mono-
clonal que reconoce estos hemocitos y a los hemocitos hialinos,
indicando que existiria un parentesco antigénico entre estos dos grupos
hemocitarios (Rodriguez et al, 1995). Estos hemocitos se encuentran

asociados a procesos de fagocitosis, encapsulacion y nodulacion.

Los hemocitos granulosos cuya talla oscilaentre 7 y 9 m (Tsing,



1987), poseen grandes granulos, tienen un nticleo pequeiio y excéntrico,
presenta inclusiones citoplasmdticas asf{ como un reticulo

endoplasmatico liso, ‘tienen ribosomas libres en el citoplasma. Un

hemocito semigr anuloso

hemocito hialin o

hemocito granuloso

Figura 1.1: Tipos hemocitarios

anticuerpo monoclonal contra este tipo de hemocito ha sido preparado
en P. japonicus (Rodriguez et al, 1995). Estos hemocitos son el
depdsito de las enzimas que forman parte del sistema profenoloxidasa

(Soderhall and Smith, 1983).

I.3. Fagocitosis y choque respiratorio.

La fagocitosis es la mds comun de las reacciones de defensa celular
y constituye, junto a otros componentes humorales, la primera linea
de defensa cuando un elemento extrafio ha sobrepasado la primera

barrera fisica que constituye la cuticula (Soderhill and Cerenius, rev
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1992). Las particulas pequeiias como las bacterias son fagocitadas
por hemocitos circulantes, tanto como por fagocitos inmoviles
(Johansson and Séderhiill, rev 1989). En los camarones los fagocitos
inmoviles se ubican en la glindula antenal, la superficie de las arteriolas
del sinus hemal del hepatopincreas, en el organo linfoide y en las
branquias (Johnson, 1987). En este érgano los fagocitos son conocidos
como podocitos branquiales y probablemente tengan funciones de
eliminar proteinas y microparticulas inferiores a 30 nm, en tanto que

los otros fagocitos eliminan material de mayor talla (Johnson, 1987).

Los hemocitos implicados en la fagocitosis actiian como
macréfagos, éstos pueden reconocer directamente los microorganismos
por medio receptores presentes sobre la superficie de los mismos, o
por el intermedio de opsoninas (ver mds adelante) que facilitan la
ingestion. Una vez que la particula es englobada dentro de la célula, se
forma una vacuola digestiva denominada fagosoma, ésta se fusiona
con la membrana de los lisosomas y forma una nueva vacuola llamada
fagolisosoma, Los lisosomas contienen una variedad de hidrolasas,
tales como la lisosima, fosfolipasa A2, ribonucleasas.
desoxiribonucleasas, y proteasas que colectivamente participan en la
destruccién de organismos atrapados (figura 12; Prescott, Harley and

Klein, 1993).



Bacterias Lisosomas Fagolizosoma

|
Fagosoma Fragmentos bacé:nos

Figura 1.2: Eventos destructivos oxigeno independientes de la Fagocitosis.

Ademis de estos procesos digestivos enzimdticos se observa otro
mecanismo destructivo propio de estas c€lulas, que conduce a la
formacion de radicales de oxigeno (figural.3), altamente reactivos y
toxicos. Este proceso oxidativo es conocido como choque respiratorio.
El choque respiratorio se caracteriza por el incremento de la actividad
metabdlica de los fagocitos, como respuesta a estimulos provocados
por particulas fordneas; este mecanismo puede ser identificado por un
aumento en el consumo de oxigeno y la activacion de una enzima
membranaria la NAD(P)H oxidasa. Estaenzima cataliza la reduccion
parcial del oxigeno en anion superdxido (O;7); por un proceso de
dismutacion este puede ser convertido en (H>O»); otras reacciones
quimicas formardn el singlet de oxigeno 105, el radical hidroxilo
(OH"), e hipohaldgenos. Todos estos radicales poseen la capacidad

de inhibir o destruir a los microorganismos (Klein, 1982).
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Figura 1.3: Choque respiratorio
1.4. Encapsulacion.

Cuando una particula es demasiado grande para ser fagocitada, muchos
hemocitos la cubren, formando capas alrededor de ella (Soderhill
and Cerenius,rev 1992). La muerte de los  organismos
encapsulados probablemente sea provocada por asfixia, por su
conversion a  desechos o por la accion toxica de los radicales

intermediarios de oxigeno (Fig. 1.4).

1.5. Nodulacion.

Cuando masas bacterianas se formanen el hemocele, porejemplo
aglutinadas por lectinas, los hemocitos los rodean para formar

nodulos  melanizados  (Fig. 1.4).  Los ndédulos son pequeiias
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Fig. 1.4: Encapsulacion y Nodulacion.



20

cdpsulas desde las cuales ciertos hemocitos se desprenden por si
mismos y se infiltran en la masa de bacterias intentando fagocitarlas.
La formacion de nédulos representa un hibrido de encapsulacion y
reacciones fagocfticas (Amirante, 1986 ), que dan origen a los quino-
nes, quienes son precursores de melaninas (Salt, 1963; Nappi, 1977;

Poinar et al., 1979).

1.6. Melanizacion y sistema profenoloxidasa.

Algunas reacciones de defensa en invertebrados son acompanadas
por la melanizaciéon del microorganismo invasor (Soderhill, 1982;
Soderhill and Smith, 1986). La enzima que funciona como llave de
la sintesis del pigmento melanina, es la fenoloxidasa (Po), la cual
esta presente en la sangre de los artropodos (hemolinfa) como una
pro-enzima inactiva, la profenoloxidasa (proPO), ver la figura
1.5 (Johansson and Soderhill, 1989). La proPO es liberada a
partir de granulocitos y es activada en Po por componentes de las
paredes celulares de microorganismos, tales como B -3 glucanos de
hongos, lipolisacdridos (LPS) de bacterias Gram negativas vy
péptidoglicanos de bacterias Gram positivas, (Soderhill and Smith,
1983). La fenoloxidasa actia enla transformacién enzimdtica de
nucleos fendlicos (obtenidos a partir de la tirosina) en quinones y en la
polimerizacion no enzimdtica de estos ultimos en melanina  (Figura
1.5). Ha sido demostrado que la melanina y sus precursores tienen
propiedades microbicidas. ( Kuo and Alexander, 1967; Soderhill

and  Ajaxon, 1982; Saint Léger et al.,1988: Rowley et al., 1990)



Probablemente el sistema proPO, no esté exclusivamente
implicado en la melanizacion, algunos de sus componentes estimulan
otras reacciones de defensa celular (Johansson and Soderhill, 1989).
Asi muchos hemocitos fagocitarios y encapsuladores se activan
gracias a la liberacion de fenoloxidasa por los granulocitos

estimulados con 3 1-3 glucanos (Smith and Soderhill, 1984).

3-1,3-glucanos

LPS '
cambios
* homeostaticos

m?m‘ \‘ ’/" proteasa

fenoles
proPO ——# O

quinones

MELANINA

Figura 1.5: Sistema proPo.
1.7. Reconocimiento y opsonizacion.
1.7.1. Proteinas de reconocimiento.

Las proteinas de reconocimiento en los artropodos, son
moléculas del sistema inmunitario encargadas decl

reconocimiento de las particulas extraiias. Ellas identifican
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residuos de glucidicos que se encuentran en las paredes
celulares de los microorganismos, como los K 1-3 glucanos

(RGBP), LPS y péptidoglicanos.

En los cangrejos Pacifastacus leniusculus y Carcinus
maenas han sido aisladas y caracterizadas proteinas de
reconocimiento de (RGBP). Las RGBP son capaces de activar
mecanismos inmunitarios, como el sistema proPO ver [ig.

1.6, (Thorngvist et al., 1994).

En otros artropodos se han aislado proteinas de
fijacion de lipopolisacaridos; LPS, (Jomori. Kubo y Natori,
1989), los cuales son componentes de las paredes de las
bacterias gram (-).

. Opsoninas.
-

Las opsoninas son factores que incrementan la
capacidad encapsuladora y fagocitica de los hemocitos
(Singleton y Sainsbury, 1993). En el cangrejo de rio, P.
leniusculus, ha sido aislada la peroxinectina, una proteina
de 76 kDa, que actua como un promotor de adhesion y
aplastamiento de los hemocitos sobre una superficie solida
(Kobayashi. Johansson y Soderhill, 1990). Esta proteina
facilita también la fagocitosis y la encapsulacion (Johansson
y Soderhill, 1989). Una proteina de propiedades similares
ha sido aislada del cangrejo C. maenas. (Thorngvist et al.,

1994).



1.7.3. Aglutininas. r/ '.

Las aglutininas son proteinas que causan la aglutinacion
de particulas extrafias y forman parte de la respuesta inmune no
inducida de los crusticeos. Algunas aglutininas tienen la
propiedad de aglutinar eritrocitos y son conocidas como
hemaglutininas. Otras aglutininas tienen la capacidad de
aglutinar microorganismos, secuestrandolos de la hemolinfa para
facilitar la actividad de fagocitosis de los hemocitos (Liszewski
K. and Atkinson J. P., 1993). La actividad y cantidad de las

aglutininas varfan de una especie a otra.

La caracterizacion de las aglutininas ha conducido
frecuentemente a la identificacion de lectinas, que son
glicoproteinas que actian sin actividad catalitica para unir
carbohidratos. En los mamiferos han sido caracterizadas
numerosas lectinas, las cuales actiian como opsoninas y factores
de activacion del complemento. Algunas lectinas de crusticeos
tienen afinidad por el dcido sidlico y causan aglutinacion de
diferentes tipos de células tales como eritrocitos de mamiferos
o bacternas (Ratanapo and Chulavatnatol, 1990; Vargas-Albores

etal., 1993; Soderhill and Cerenius, 1992; Kopacek.et al., 1993).

[.8. Inhibicién de proteasas y o 2 macroglobulina.

La o« 2 macroglobulina es una proteina encargada de inhibir
proteasas por medio de una secuencia especial que contiene sitios de

unién para muchas proteasas de diferentes tipos (Harpel, 1973;
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Figura 1.6: Opsonisacion.
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Sottrup-Jensen et al, 1989; Barrett and Starkey, 1993). Esta secuencia
especial es llamada region de carnada 'y estd expuesta
en lasuperficie de la proteina y por lo tanto facilmente accesible a las
proteasas (Barret and Starkey, 1993) (figura 1.7). Cuando las proteasas
se unen a la region carnada, un cambio conformacional es inducido en
la gran o 2 macroglobulina que atrapa la proteasa como una trampa.
El sitio activo de la proteinasa no es inhibido, pero estd escondido por
la o0 2 macroglobulina bloqueando asi su accesibilidad a substratos de
gran talla por encumbramiento estérico (Hall, 1992). La presencia y
funcionalidad de esta proteina en crusticeos ha sido reportada por

Amstron (1991), Hergenhahn (1988) y Hall (1992).

En los vertebrados la o 2 macroglobulina tiene una importancia
como modulador de la respuesta inmune. Se fija a endopeptidasas y
péptidos antimicrobianos, facilitando asf la internalizacion de éstas en
las células por endocitosis, gracias a la fijaciéon del complejo en
receptores de membrana (Panyutich and Ganz, 1991). En el cangrejo
de rio esta proteina tiene la capacidad de reticularse con el factor de
coagulacion. De esta manera la o 2 macroglobulina estaria presente
en el codgulo, donde su rol consistiria en inhibir las proteasas liberadas
por agentes patdégenos. Aunque no haya sido completamente
comprobado, esta proteina intervendria, asimismo, en la regulacion
del sistema proPO, neutralizando las proteasa, que lo activan y
controlando, de esta manera, los daiios que este sistema podria provocar

en los tejidos del huésped (Hall, 1992).
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1.9 Coagulacion. L

El sistema circulatorio de los camarones es abierto y por
consiguiente la coagulacion debe ser rdpida a fin de evitar las
hemorragias. Este proceso ha sido estudiado en numerosos crusticeos.
La gelacion del plasma se produce por polimerizacion y reticulacion
del factor de coagulacion (FC), proceso que depende de la accion de
una enzima celular, la transglutaminasa, activada por cambios

homeostiticos (Bruner-Lorand et al., 1966) requiriendo la presencia

de Ca** (Durliat and Vrankx, 1976; Kopacek er al., 1993).

1.10. Factores microbicidas.

X

LLa hemolinfa de muchos invertebrados posee factores
encargados de la destruccion directa de bacterias, por medio de
mecanismos poco conocidos. En los insectos y el Limulus varios
péptidos y proteinas han sido aislados y caracterizados (Nakamura
et al., 1988; Mitaya et al., 1989; Hoffman et al., 1992), Algunas
familias de factores microbicidas se describen en el anexo 1. Enlos
crustdceos, los datos son extremadamente limitados. Sin embargo,
una fuerte actividad microbicida ha podido ser evidenciada en la
hemolinfa de diferentes crusticeos (Chisholm and Smith, 1994

Chisholm and Smith, 1995).



CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS.
2.1. Material biologico.
2.1.1. Camarones y hemolinfa.

Los camarones P. vannamei, fueron obtenidos del
departamento de larvicultura del CENAIM, de las
camaroneras OPUMAR.SA y Fuentes, ubicadas cerca de

Palmar, provincia del Guayas.

Camarones de 2 a 13 gr., fueron usados para el
desarrollo e implementacién de todos las ensayos, después

de un periodo de 15 dfas de aclimatacion.

Estos animales fueron mantenidos en tanques de 500
litros con recambio continuo de agua y aireacién constante.
Fueron alimentados con el 3% de la biomasa diaria. El
alimento se distribuy6 en 3 raciones, dos en la mafnana y una
en la noche, respectivamente, con alimento balanceado
(Tamano 3/4 25 % de protefna, ABA) y una tercera racion
de calamar en la tarde. Cada racion representaba el 1% de

la biomasa.

Los camarones en estado de intermuda fueron lavados
con agua de mar estéril. La hemolinfa fue tomada a nivel

del sinus ventral con la ayuda de una jeringuilla de 1 ml,
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con una aguja de 23 G | (BD), para camarones de mds de 5
gramos de peso; y, con agujas de 26 G 1/2, para camarones
de 1 a5 gr.‘ Previo a la extraccion de la hemolinfa las
jeringuillas fueron cargadas con 300 pl de una soluciéon de

anticoagulante.

La hemolinfa dilufda en la solucién de anticoagulante
fue transferida de las jeringuillas a microtubos (1,5 ml.
Biopur). Los volimenes de hemolinfa y anticoagulante
fueron anotados a fin de estimar el coeficiente de dilucion
de la hemolinfa total, a partir del cual posteriormente, se
establecerd el nimero total de hemocitos y la cantidad de

hemolinfa en las muestras.

2.1.2. Anticoagulantes.

Las siguientes soluciones de anticoagulantes
fueron probadas: Solucién modificada de Alsever
(Bachere,1988), soluci6n salina de camarén (Vargas
A., 1993), cisteina al 2.5%, citrato al 10%, y variantes
de los dos ultimos compuestos. Las composiciones
quimicas de estos compuestos estdn presentes en cl

anexo 2.
2.2. Técnicas y medios de cultivo de hemocitos.
2.2.1. Protocolo de cultivo de hemocitos.

Todos los procedimientos para la obtencion de



primocultivos de hemocitos, deben ser realizados
ripidamente y manteniendo las células a 4 ° C, usando

hielo, a fin de preservar las células en buen estado.

Para los ensayos de tipo cualitativo, los primocultivos
de hemocitos, fueron realizados sobre placas que poseen 3
hoyos individuales (marca Dynatech), y sobre los hoyos de
placas de poliestireno de 96 hoyos para los ensayos
cuantitativos (Corning, Sigma M-0156). Estas placas
permiten realizar andlisis espectrofotométrico de
microplacas (Labsystems, tipo multiskan 348). Los
primocultivos de hemocitos fueron realizados utilizando 2

protocolos.

2.2.1.1. Primer protocolo  para la obtencion de

primocultivos.

El primer protocolo se utilizé para repartir un
numero determinado de hemocitos por hoyo.
Previamente el plasma es eliminado. Con este fin,
las muestras de hemolinfa son centrifugadas en los
microtubos ( 800 X G, 10 min.). EIl sobrenadante
(plasma) fue separado y almacenado para realizar
los ensayos de actividad antibacteriana e
inmunodosificacién. El sedimento de hemocitos fue
resuspendido con el volumen de medio de cultivo
necesario para obtener la concentracion celular

deseada.
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2.2.1.2. Segundo protocolo para la obtencién de

primocultivos.

El segundo protocolo de primocultivos consiste
simplemente en distribuir la hemolinfa total (
plasma y células ) en las placas de cultivo. Un
volumen igual de medio de cultivo es afiadido para
reactivar los procesos celulares, diluyendo la

concentracion del anticoagulante.
2.2.2. Medios de cultivo.

Para la preparacién de primocultivos, diferentes
medios de cultivo fueron probados (anexo 3), usando
referencias de trabajos realizados en otros crusticeos,
insectos y moluscos. Los medios seleccionados fueron: El
medio L15 de Leibovitz, utilizado a una concentracion de
2X, segun descripciones hechas por Boulo (1995); una
solucidn salina fisiol6gica cuya composicién fue establecida
por La Peyere (1990) para cultivar células del cangrejo azul,
Carcinus sapidus ; Agua de mar estéril pura o diluida en
agua destilada (50%, 60%, 70%, 80%); Solucion salina
modificada de Hank’s sin Ca**, sin Mg*+, sin rojo de fenol,
780 mOsm, pH 7,2 (MHBSS), usada por Song y Hiegh
(1994), para las células de Penaeus monodon y por Boulo et
al. (1995, en prep.) para las células de Penaeus japonicus .
MHBSS conteniendo 6 mM de Cat+ y 13 mM de Mg+*+, la

concentracion de los iones de Catt y Mg*+ estan basadas en
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descripciones hechas por La Peyere (1990) para C. sapidus
y una soluciéon de tampoén fosfato salino con calcio vy

magnesio que fue utilizada a una concentraciéon de | y 2 X.

2.3. Hemogramas.

2.3.1. Cuantificacién del numero de hemocitos.

to

Para facilitar el conteo de los hemocitos en caso de que
existan muchos hemocitos en la muestra, mantenerlos con un
buen aspecto morfol6égico y evitar la agregacion celular, se
diluye una parte de hemolinfa total, en dos partes de
formaldehido al 3%. Las muestras de hemolinfa con
formaldehido, deben ser analizadas hasta el dia siguiente de
su obtencién, pero pueden ser almacenadas a 4°C y deben

permanecer cerradas para impedir la evaporacion.

Se coloca 10 pl de la muestra tratada con formaldehido,
en el hemocitometro (Camara de Neubauer, Erma), y se
determina el ndmero y los tipos hemocitarios en un
microscopio optico, provisto de un dispositivo de contraste
de fases (Olympus BH2, objetivo A20 PL). Los conteos son
estimados de acuerdo al nimero de hemocitos/ml que existan

en la muestra de hemolinfa.

. Citocentrifugacion.

Los hemocitos son fijados con formaldehido al 3 %

inmediatamente después de la obtencion de la hemolinfa.
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Aproximadamente 500.000 células son centrifugadas por
ldmina (200 g, 5 min), con la ayuda de un soporte para
citocentrifugaciéon (Miles 4336) en una centrifuga
refrigerante (Kokusan H-2000A). Las ldminas son lavadas
en agua destilada y almacenadas a -20°C, para luego ser

teiiidas.
2.3.3. Tinciones.

Las muestras de hemocitos son tefiidas con el Kit
Hemacolor (Merck) que es una variante rdpida de la tincién
May-Grinwald Giemsa. Consiste en 3 baiios sucesivos, cada
bafio con una de las siguientes soluciones: metanol, solucion
A a base de eosina y una solucién B a base de azul de

metileno.
2.4. Técnicas de evaluacion del choque respiratorio en los hemocitos.
2.4.1 Cuantificacion del anién superéxido
2.4.1.1. Principio.

El nitro blue tetrazolium (NBT), producto
quimico de color amarillo, es reducido en presencia
de anién superéxido (O2-) y se convierte en un
compuesto azul oscuro insoluble conocido como

formazan (Van Noorden and Butcher, 1989).

NBT + 0O2- —# Formazan
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El principio del ensayo consiste, en incubar
hemocitos en presencia de NBT y de un estimulante
del choque respiratorio para inducir la produccién
de O3~ en el choque respiratorio. La actividad de

los hemocitos, estd determinada por la cantidad de

formazan obtenida.
2.4.1.2. Reactivos.
. NBT.

NBT (nitro blue tetrazolium, Sigma N-6876),
preparado a la concentraciéon de 10 mg/ml en
dimetil formamida (DMF) o en agua destilada..
Y utilizado en una concentracion final de 0,3
% diluyendo la solucién madre en diferentes
soluciones seglin las experimentaciones a

realizarse.
o Estimulantes.

e - Zymosan A (paredes celulares,
compuestas de glucanos, extraido de
Saccharomyces cerevisiae, (Sigma Z.-
4250), fue resuspendido en agua de mar

estéril (1430 x 100 particulas/ml)

. - Laminarina, 5 glucano soluble (extraida
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de Laminaria digitata ,Sigma [.-9634) es
dilufda en agua de mar estéril o en

MHBSS (60 mg/ml).

* - PMA (phorbol I2-myristate |3-acetate,
Sigma, P-4385), dilufdo en DMSO
(dimetilsulféxido, Sigma D-8779) a la

concentraciéon de 10 mg/ml.
*  Inhibidores.

- NEM, N-ethylmaleimide (sigma E-
3876) es preparado en agua de mar o en
MHBSS a 30 mM, como solucién madre.

- lodoacetamida (sigma, 1-6125) es

preparado en MHBSS a 60 mM.
2.4.1.3. Protocolo cualitativo.

Un volumen de 50 pl de hemolinfa completa o
una suspension de hemocitos correspondiente a un
animal, es depositado en los hoyos de una placa de
histologia (Dynatech). Se anaden 50 pl de solucién
de trabajo de NBT (0.3 %) y 50 pl de la solucion de
Zymosan A diluido en MHBSS. Después de 2 horas
de incubacidn, el sobrenadante es eliminado y las
células son fijadas con metanol al 100% (1 min). El
formazdn intracelular es observado al microscopio

optico.



2.4.1.4. Protocolo cuantitativo.

En el protocolo cuantitativo el formazdan es
extraido y diluido con KOH y DMSO, la cantidad de
formazdn es estimada mediante lecturas en el
espectrofotometro a 620 nm. En este tipo de
ensayo, se analiza la diferencia de senal entre
hemocitos no estimulados (actividad de base) y
hemocitos estimulados. En una serie de hoyos
previamente estimulados se adicionan inhibidores
especificos del choque respiratorio (Nem,
lodoacetamida), con la finalidad de verificar la

especificidad de la senal obtenida.
2.4.1.5. Andlisis estadistico.

Todos los ensayos realizados para la
implementacion del protocolo cuantitativo, fueron
analizados mediante la prueba “Duncan New
Multiple Range™ a un nivel de confianza del 95%,

utilizando el programa Super Anova.
2.4.2. Cuantificacion del peréxido de hidrogeno extracelular.
2.4.2.1. Principio.

El  peroxido de hidrogeno (H202) es
co-sustrato de las peroxidasas y en consecuencia

permite cuantificar el producto de la peroxidacion



del rojo de fenol por accién de una peroxidasa (Pick

and Keisari, [980).

H2024Rojo de fenol+Peroxidasa® Rojo de fenol oxidado

24.2.2.

En la prdctica, la peroxidacion del rojo de
fenol (colorante biol6gico neutro) en presencia de
per6xido de hidrégeno conduce a un producto
oxidado con un cambio de color que puede ser
medido en un espectrofotémetro. Esta reaccion
permite cuantificar el peréxido de hidrégeno
extracelular producido por los hemocitos debido a
que la cantidad de producto oxidado es proporcional
a la cantidad de per6xido de hidrégeno presente

(Pick and Keisari,1980).
Reactivos.

- El.rojo de fenol ( Phenolsulfonphthaleine, Sigma

P-5530) es preparado en agua destilada ( 20 g/l ).

- Peroxidasa (HRPO, Horseradish peroxidase, type
IV, Sigma P-8375) es diluida en un tampén fosfato
de potasio ( 50 mM, pH 7,0 ) a una concentracién
final de 2,93 mg/ml (850 wunidades de
purpurogallina por ml). La solucion es distribuida
en microtubos que posteriormente son congelados a

-80 ° C.
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a Estimulantes.

- Zymosan A (paredes celulares, compuestas de
glucanos, extraido de Saccharomyces
cerevisiae, (Sigma 7Z-4250), fue resuspendido
en agua de mar estéril (1430 x 100

particulas/ml).

- Laminarina, 3 glucano soluble (extraida de
Laminaria digitata ,Sigma L-9634) es diluida
en agua de mar estéril o en MHBSS (60
mg/ml).

. Inhibidores.

- NEM, N-ethylmaleimide (sigma E-3876) es
preparado en agua de mar o en MHBSS a 30

mM, como solucion madre.

2.4.2.3. Protocolo.

L.as muestras de hemolinfa (1 x 100 hemocitos/
100 ul) son distribuidas verticalmente en dos series
de 8 hoyos de una microplaca. En todos los hoyos
de la primera serie serdn anadidos 100 ul de
solucion de trabajo de rojo de fenol (PRS, 770
mOsm, pH 7,2), la misma que estd compuesta de:
740 mM de CINa; 10 mM de fosfato de potasio (pH
7,45); 11 mM de dextrosa; 1,12 mM de rojo de
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fenol con 17 unidades/ml de HRPO), y 50 ul de una
solucion de estimulante del choque respiratorio
(Zymosan, laminarina, PMA); por otra parte en la
segunda serie, que servird de control son afadidos
150 pul de solucion MHBSS. Esta serie servird para
determinar la influencia celular en las lecturas de
D.O. Para elaborar la cinética de produccién del
peréxido de hidrégeno, las reacciones enzimadticas
son detenidas por adicion de 40 pl de NaOH (1 M) a
diferentes intervalos de tiempo ( 0; 5; 10; 20; 30; 40
min). Las densidades 6pticas de los hoyos son
medidas a 620 nm en el espectrofotémetro

(Labsystem, MultisKan).

2.4.3. Cuantificacion de la actividad quimioluminiscente de los

hemocitos.
2.4.3.1. Principio.

Esta técnica permite medir la produccién de
radicales libres intermediarios de oxigeno, quienes
son responsables de la emision de luz generada por
las células cuando fagocitan. Para amplificar la
sensibilidad de esta técnica se usa Luminol. La
quimioluminiscencia dependiente del luminol esta
ligada  principalmente a un sistema H203-
Mieloperoxidasa-Hipohal6genos, que conduce a la

formacion del singlet de oxigeno. Este proceso es
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acompaiiado por la emisién de luz, revisar Klein
(1982) y puede ser determinado por un

luminémetro.(Figura 1.3).

2.4.3.2. Reactivos.

Luminol ( 5 amino 2,3 dihydro 1.4
phthalazinedione, Sigma A-8511) es preparado a la
concentraciéon de 0,1 M en DMSO, y es utilizado en
una concentracién final de 0,1 mM diluyendo la

solucion madre en MHBSS.
. Estimulantes.

- Zymosdan, laminarina y PMA son utilizados
como estimulantes, como se indico

anteriormente.

Protocolo.

Las muestras de hemolinfa son centrifugadas y los
hemocitos son resuspendidos en una cantidad de
MHBSS que permita tener una concentracion celular de
3,9 x 100 hemocitos/ml. De esta muestra se toman 130
iul en tubos Pyrex (11,8 x 75 mm, corning Inc.).
Después se completa con MHBSS a un volumen de 2
ml.  Un volumen de 20 pl de Iuminol (1 mM) es
colocado en cada tubo. Finalmente, se afiaden en los

tubos 50 pl de estimulante del choque respiratorio o 50
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pul de MHBSS, en los tubos de control. A este
momento se lo considera el tiempo 0, todas las
muestras son medidas cada 10 minutos durante 2 horas.
Con un luminémetro portatil ( BCL Book, SEE
AUTOMATION) equipado con un tubo
fotomultiplicador, el luminémetro estard regulado a

un modo de integracion de 60 segundos.
2.5. Inmunodosificaciones.

2.5.1. Inmunofluorescencia ( IF ).

2.5.1.2. Principio.

En la inmunofluorecencia, el antigeno estd fijo
a un soporte sé6lido (Lamina portaobjetos), este
antigeno puede fijar y retener a su anticuerpo
especifico. Cuando la fijacion del anticuerpo se ha
llevado a cabo, es anadido otro anticuerpo capaz de
reconocer y fijarse al anticuerpo especifico; este
segundo anticuerpo estd marcado con isocianato de
fluoresceina, compuesto que puede ser detectado en

un microscopio de epifluorescencia (Olympus).
2.5.1.2. Reactivos.

Anticuerpo monoclonal 41B12, especifico
contra la proteina o 2 macroglogulina de P.

Japonicus (Rodriguez, et. al 1995). EI anticuerpo
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monoclonal fue preparado por la técnica de

hibridacién linfocitaria.

Anticuerpo anti ratéon IgG marcado con
isothiocianato de fluoresceina (Diagndsticos Pasteur,

7461).
2.5.1.3. Protocolo.

Un volumen de 50 pl de solucion de
anticuerpos monoclonales (AcMc) son depositados
sobre las muestras previamente fijadas en acetona,
consistentes en primocultivos o células
citocentrifugadas de hemocitos, luego son incubados
en una cdmara humeda, 15 min a temperatura
ambiente. Las muestras son lavadas 3 veces con
tampon TIF (Diagndsticos pasteur). Los
anticuerpos secundarios Anti IgG de ratdn,
marcados con isothiocyanato de fluoresceina, son
diluidos 1/100 en tampén TIF conteniendo 1% de
azul de Evans (Sigma E 0133). Estos son
depositados sobre las preparaciones celulares (50
ul/muestra), e incubados en una cidmara himeda en
la oscuridad. Después de los lavados, las placas son

montadas en un microscopio de epifluorescencia.

2.5.2. Ensayo inmunosorbente de enzima ligada (ELISA), de tipo

indirecto.
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2.5.2.1.Principio.

En el ELISA indirecto, el antigeno se
encuentra fijo a un soporte sélido (Insolubilizado).
Este antigeno puede fijar y retener a su anticuerpo
especffico. Cuando la fijacién del anticuerpo se ha
llevado a cabo, es afiadido otro anticuerpo capaz de
reconocer y fijarse al anticuerpo especifico, este
segundo anticuerpo estd marcado con una enzima.
Luego se anade un sustrato a la enzima, provocando
un cambio colorimétrico debido a la acci6n de la
enzima sobre el sustrato, el mismo que es leido en

un espectrofotémetro (Figura 2.1).
2.5.2.2. Reactivos.

. Anticuerpo monoclonal 41BI12, especifico
contra la proteina alfa 2 macroglogulina de P.

japonicus (Rodriguez, et.al 1995).

*  Anticuerpo anti ratén IgG marcado con la

enzima fosfatasa alcalina (Sigma, A-8779).
2.5.2.3. Protocolo.

. Insolubilizacion del antigeno
Se colocan 100 pl de antigeno en cada
hoyo de las microplacas de 96 hoyos, y se
incuban a 4°C toda la noche. Se lava tres veces

con 200 ul de PBS-Twin 0,1% en cada hoyo



durante 3 minutos.

Saturacion.

Mediante la saturacién se llenan los
sitios libres de la placa de ELISA con
proteinas, para evitar que los anticuerpos
especificos y no especificos se fijen a la placa.
En esta forma se afiade la solucion de
saturacion PBS-plasmién 20% 6 PBS-leche
5% ( 200 pul por hoyo), se incuba a
temperatura ambiente por 1 hora, y luego se
lava 3 veces colocando 200 pul de PBS-Tween

0,1% en cada hoyo durante 3 minutos.

Incubacion con el anticuerpo especifico alfa 2
macroglobulina y anticuerpo control.

Se pone 100 pl por hoyo de sobrenadante
de cultivo conteniendo anticuerpos especificos
1/20 (puro) y una dilucién de 1/1000 de
anticuerpo control.  Luego se incuba a
temperatura ambiente por I 6 2 horas, después
de la incubacion se realizan 3 lavados con PBS-

Tween 0,1%.

Incubacion con el anticuerpo marcado a la
fosfatasa alcalina..

Se colocan 100 pl de una solucién del segundo
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anticuerpo anti IgG de ratébn conjugado con
fosfatasa alcalina diluida 1/10000
respectivamente, las placas son incubadas por
| hora, los hoyos son lavados 3 veces con PBS-
Tween 0,1%. Antes del revelado se debe
agregar a los hoyos el tampoén de la enzima por

2 minutos.
. Revelado.

Se anaden 100 pl de tampén (10 ml de agua
destilada, 0,5 ml de dietanolamina sigma D-
2286, pH 9.8) junto con 0,1% del sustrato
Nitrophenil phosphato (Sigma, N-9389) para la
fosfatasa alcalina. Luego de 30 minutos la
placa es leida en un espectrofotometro de
microplacas a 405 6 415 nm cuando se ha
usado anticuerpo conjugado con fosfatasa

alcalina.
2.5.3. ELISA competitivo.

2.5.3.1. Principio.

El principio del método consiste en realizar un
ELISA indirecto incubando previamente el
anticuerpo especifico con antigeno soluble, la

cantidad de anticuerpo inhibido durante la
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incubacién estard en funcion de la cantidad de
antigeno soluble. Diferentes soluciones de antigeno
soluble (Hemolinfa) son incubados con una misma
dilucion de anticuerpos (41B12) en tubos. Despucs
de 2 horas de incubacion, esta mezcla sera utilizada
como anticuerpo especifico en un ELISA indirecto,
en el cual el antigeno insolubilizado corresponde a

una muestra fija de hemolinfa (Figura 2.2).

La senal obtenida serd inversamente
proporcional a la cantidad de inhibidor utilizado
(antigeno soluble), asi tendremos un método de
cuantificacion de la cantidad de antigeno presente en

la muestra.

. Reactivos.

Anticuerpo monoclonal 41BI12, especifico
contra la protefna alfa 2 macroglogulina de P.
Japonicus (Roddriguez, er.al 1995) contra la alfa 2

macroglobulina, de P. vannamei .

. Protocolo.

En tubos de hemdlisis se colocan 200 pl del
antigeno diluido en serie (Desde 1/2 hasta 1/512) en
PBS a 300 mOsm., son incubados durante dos horas
con 200 pl de una dilucién de 1/20 de anticuerpos

41B12 disueltos en PBS-Tween0,1%-leche().5%. A
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continuacién, 100 pl de cada una de las diluciones
fueron utilizadas como anticuerpo especifico en un
ELISA indirecto, cada muestra se analizé por
duplicado. EI control positivo se realizé utilizando
el anticuerpo 41 BI12 diluido 1/20 en PBS-
Twin0,1%-leche0,5%, en tanto en el control
negativo se utilizé 100 pnl de mezcla hemolinfa-

anticoagulante.
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- Se adiciona el primer anticuerpo que posee la capacidad de reconocer a una proteina

pspecifica.
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Se adiciona el segundo anticuerpo marcado a la enzima fosfatasa alcalina,
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- Se adiciona un sustrato que regacciona con la enzima, esta reaccién se traduce en un
rambio de color que puede ser cuantificado utilizando un espectrofotémetro.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION.

Parte |
3.1. Desarrollo y optimacién de primocultivos de hemocitos.

El desarrollo de pruebas para evaluar el estado inmunitario
del camar6n implica tomar y mantener muestras de hemolinfa en
condiciones que eviten a los factores plasmadticos entrar en
actividad. Estos factores intervienen en un gran numero de
procesos inmunitarios como la coagulacidn, la que se acompana
asimismo de desgranulacion y agregacion. Esto hace necesario
evaluar y seleccionar diferentes anticoagulantes, y medios de
cultivo para mantener los hemocitos en buen estado durante los

ensayos realizados "in vitro".
3.1.1. Evaluacion de anticoagulantes.

Existe relativamente poca informacidn
relacionada a las soluciones de extracciéon de
hemolinfa de camar6n (Rodriguez er al.,1995). Los
anticoagulantes generalmente estdn compuestos de
queladores de iones o de aminodcidos que inhiben la
coagulacion, en una solucién tampén que permite
mantener estable el pH. Ademads estos
anticoagulantes deben permitir la reactivacion de los

procesos biolégicos celulares y humorales de la



3.1.1.2.

respuesta inmunitaria, una vez que el anticoagulante
se ha eliminado o diluido. Diferentes soluciones de
anticoagulantes fueron ensayadas cn este

trabajo(Tabla I).

. Solucién modificada de Alsever.

Esta solucion isoosmaética descrita por Bachere
(1988), posee citrato de sodio 30 mM, el cual
ademds cumple la funcién de tampén, Glucosa 115
mM, cloruro de sodio 338 mM y EDTA (Acido
etilén diamino tetraacético). Ambos compuestos
actian como queladores de los iones necesarios para
activar el factor de coagulaciéon. Con este
anticoagulante se puede extraer tres volumenes de
hemolinfa contra un volumen de anticoagulante,
obteniendo una muestra de hemolinfa flufda. Las
células presentan un aspecto morfolégico irregular
al ser observadas al microscopio (figura 3.1.1 foto

1-a).
Solucidn citrato de sodio al 10%.

Con este anticoagulante se ha logrado extraer sin
problemas de coagulacién hasta seis volimenes de
hemolinfa, contra un volumen de anticoagulante.
Las células, aunque no presentan un buen aspecto

morfoldgico, recobran bien su actividad funcional.



(figura 3.1.1 foto 1-b).
3.1.1.3. Solucidn de cisteina al 2.5% en MHBSS.

La cisteina actia como anticoagulante gracias a
su capacidad de bloquear los grupos sulfuro que
intervienen en la formacion de enlaces entre las
diferentes moléculas del factor de coagulacion (F.C)
(Durliat and Vranckx, 1981). Las células al ser
observadas al microscopio conservan excelentes
caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo, la
proporcidén entre la cantidad de hemolinfa tomada y
la cantidad de anticoagulante no puede ser superior

a 1, para evitar los procesos de coagulacion.
3.1.1.4. Solucion de citrato al 5% en MHBSS.

Su capacidad de inhibir la coagulacion es baja y
debe evitarse tomar un mayor volumen de
hemolinfa que de anticoagulante. Esta solucion,
permite obtener hemocitos con buen aspecto
morfologico y que ademds recobran bien sus

actividades fisiologicas en primocultivos.
3.1.1.5. Solucién de citrato de sodio 5% vy cisteina 1.25%.

Esta solucion antiacoagulante es preparada
mezclando volumen a volumen una solucion de

citrato de sodio al 10% y una solucién de cisteina al
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2,5 %. Con este anticogulante se puede extraer un

mayor volumen de hemolinfa.

Las células tienen

una excelente apariencia, guardando su aspecto

morfologico original (Figura 3.1.1: foto 1-¢). Hay

que recordar que no se puede mantener una solucién

madre de este anticoagulante por més de 24 horas,

debido a la fuerte precipitacién de la cisteina.

Tabla 1.

Tabla I: Proporcion de hemolinfa que puede ser obtenida con diferentes
anticoagulantes y el efecto del anticoagulante sobre el aspecto morfologico de los
hemocitos. (* * *) muy buena, (* *) buena, ( * ) regular.

Proporci6n de Aspecto de las
anticoagulante células.
ANTICOAGULANTE.
* ok
Alsever 1/3
* ¥
Citrato de Na. 176
iy _ 171 o
Cisteina 2,5% / MHBSS.
N 1/ 1 TE.
Citrato de Na 5% / MHBSS
1/3 * kK

Citrato de Na 5%/Cis 1,25%/MHBSS 0,5 X

La necesidad de estudiar y evaluar varios parametros

inmunol6gicos con la misma muestra de hemolinfa, obliga a

seleccionar anticoagulantes que tengan el mds grande espectro de
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aplicaciones. El citrato de sodio 5%/Cisteina 1,25% en MHBSS fue
utilizado, durante los primeros meses, en el estudio del nimero de
células, hemogramas, dosificacion de proteinas inmunitarias y
actividad antibacteriana, aunque las muestras de hemolinfa
obtenidas con este anticoagulante, presentaron una fuerte
precipitacion cuando fueron almacenadas a temperaturas inferiores
a -4 °C. Por esta razon, este anticoagulante, fue reemplazado por
el citrato de sodio al 10 %, anticoagulante que posee un mayor
rango de accion, ya que permite cuantificar también el choque
respiratorio. En conclusiéon para todos los ensayos encaminados a
cuantificar la respuesta inmune de los camarones posteriores a este
trabajo, el anticoagulante seleccionado fue el citrato de sodio al

10% .
3.1.2. Implementacién de cultivos primarios de hemocitos.

Teniendo en cuenta la posibilidad de obtener muestras
de hemolinfa con hemocitos aparentemente en buenas
condiciones, fue después explorada la implementacion de
cultivos primarios de hemocitos como sistema de estudios

“in vitro * de las funciones hemocitarias, en particular la

fagocitosis.

En el protocolo de implementacion de primocultivos en
P.japonicus, previamente descrito (Rodriguez, 1994), la
hemolinfa fue centrifugada para separar los hemocitos del
plasma. Este protocolo aplicado a P. vannamei muestra

que esta centrifugacion seguida de la resuspension de las
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células en el medio de cultivo, hace disminuir la capacidad
de fijacion de los hemocitos. Consecuentemente se ensayo
con éxito, primocultivos con hemolinfa total, evitando la
centrifugacion. Por esta razon en las siguientes pruebas, las
muestras de hemolinfa fueron depositadas directamente,
diluyéndolas con diferentes medios de cultivo, con la
finalidad de reducir la cantidad de anticoagulante, y para

reactivar los hemocitos.

Diferentes medios fueron evaluados, de acuerdo al
aspecto morfologico en microscopia y el nivel de fijacion de
los hemocitos en la placa después de 30 min de cultivo. Los
resultados serdan descritos a continuacion y se encuentran

resumidos en la tabla [11.

3.1.2.1. Tampon fosfato salino (PBS 800 mOsm, pH 7.2,
Dulbecol X).

En este medio de cultivo los hemocitos se adhieren
uniformemente a la fase solida, sin embargo aunque
la presencia de Ca** y Mg++ haya favorecido esta
actividad celular, su aspecto morfologico redondo
nos permite deducir, que la concentracion en estos

iones no es la adecuada para



Figura 3.1.1: Hemocitos de P. vannamei extraidos con diferentes
anticoagulantes: Alsever (a), citrato de sodio al 10 % (b)),
citrato de sodio 5 % -cisteina 2,5 % en MHBSS 0.5 X (¢ ). 200 X.
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los movimientos de membrana (foto 2-a).

Tabla II.

Tabla II: Caracteristicas presentadas por los hemocitos al ser cultivados en
diferentes medios. (* * *) muy buena, (* *)Buena , ( * )JRegular , ( - ) Carep
cia total, (! ).Presencia de coaulacion.

Adhesién Aplanamiento
MEDIOS DE CULTIVO
* *
Tampén fosfato salino 1, 650 mM.CINa
* "
Tamp6n fosfato salino 11, 100 mM CINa
%ok ok d ok sk
Agua de mar estéril 70%.
* ¥ *
MHBSS.
* oK K * ¥
MHBSS con 12 mM Ca y 26 mM Mg.
. | |
MHBSS con 24 mM Ca y 52 mM Mg,
* -
Medio de Leibovitz (L 15)

3.1.2.2. Tampdn fosfato salino (PBS 800 mOsm, pH 7.2,
Dulbeco 2X).

No hubo diferencia significativa en el aspecto
morfol6gico de los hemocitos, en funcién a la doble

cantidad de calcio (2X) que hubo en el PBS 2X con
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respecto al PBS 1X. Los hemocitos se fijaron
uniformemente, pero guardaron un aspecto
redondeado, probablemente también por la

deficiente cantidad de Cat*+y Mg*++, (foto 2-b).
3.1.2.3. Agua de mar estéril.

En los primocultivos preparados con agua de
mar los hemocitos presentan una disposicion
homogénea. La mejor apariencia fue obtenida a una
dilucion del agua de mar al 70%, la misma que fue
obtenida, cuando se probaron diferentes diluciones
buscando un medio isoosmaético con la hemolinfa de
los camarones, que se encuentra entre 700 y 800
mOsm. Probablemente la presencia de una gran
cantidad de iones, incluyendo Cat+t y Mgt+,
mejoran la capacidad de las células de retomar su

actividad bioldgica (foto 2-¢).
3.1.2.4.Solucion modificada de sales de Hank's (MHBSS).

Los hemocitos en este medio de cultivo
presentan un buen aspecto morfologico aunque la
falta de iones de Ca*+ y Mgt+ disminuye la

capacidad de fijacién de los hemocitos (foto 3-a).

3.1.2.5. Solucién modificada de sales de Hank's

(MHBSS).con 6 mM de Ca++y 13 mM de Mg+tt.
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A las sales de Hank's se le aiadi6 6 mM de
Ca*t+ y 13 mM de Mg*+, que corresponde a la
concentracién de estos iones en la hemolinfa del
cangrejo azul (La Peyere, 1990). Las células en este
medio de cultivo tienen un aspecto comparable al
primocultivo realizado con agua de mar, debido
probablemente a la presencia estabilizadora del
tampén Hepes, la cual permite que los iones libres
de Cat*+ y Mg+*+ actien y favorezcan las funciones

biolégicas de las células (foto 3-b).

Solucién modificada de sales de Hank's

(MHBSS).con 12 mM de Ca ++y 26 mM de Mg++.

Las células en este medio de cultivo no
pudieron ser observadas al microscopio debido a
que las muestras se coagularon en todos los hoyos,
preparados con este medio de cultivo. Es probable
que el exceso de iones libres de Cat+ y Mg++
permitiera una fuerte reactivacién del proceso de

coagulacion.

Medio de cultivo de Leibovitz (L 15).

Este medio de cultivo se utiliz6 a una
concentracion de 2X para elevar la osmolaridad del
mismo a 750 mOsm. El medio L 15 no
proporciond las condiciones quimicas adecuadas

para que las células retomen y mantengan sus
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actividades bioldgicas, incluso anadiendo Cl;Ca.

De las observaciones al microscopio, se puede deducir que los
mejores medios de cultivo son el agua de mar estéril al 70 % y el
MHBSS conteniendo 6 mM de Ca*+ y |3 mM de Mg*+, lo que
constituye un indicio sobre la importancia de estos
iones(especialmente del calcio) en muchas funciones celulares,
entre las que se puede incluir, la fagocitosis. Los hemocitos
expuestos a los medios de cultivo L15, PBS 1X y 2X no

presentaron un buen aspecto en observaciones al microscopio.



a) b)

Figura 3.1.2: Primocultivos de hemocitos preparados en diferentes
medios de cultivo:PBS Dulbeco 1X (a) 200 X, MHBSS 0X 200 X, (b)
MHBSS 1X 300 X (c) y Aguade mar(d) 300 X.
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3.2 Hemogramas.

El hemograma corresponde al nimero y la proporciéon de
diferentes tipos de hemocitos presentes en una muestra de
hemolinfa provenientes de un individuo. En los crustdceos, tres
grupos morfolégicos de hemocitos son cldsicamente reconocidos
(Hose and Martin, 1989). El hemograma varia de acuerdo a
procesos naturales como cambios fisiolégicos, el ciclo de muda, el
sexo (Tsing, 1987; Hose et al, 1992); consecuentemente los
hemogramas podrian constituir un marcador del estado fisiologico

e inmunitario de los camarones (Tsing, 1987).

3.2.1. Seleccion del mejor anticoagulante para la determinacién del

hemograma.

Es primordial evitar los fenémenos de agregacion, lo
que hace 1mposible enumerar los hemocitos.
Consecuentemente, las soluciones anticoagulantes deben ser
mds eficaces que las utilizadas para los primocultivos. En la
practica, para prevenir eficazmente la agregacion fue
necesario extraer la hemolinfa con una solucion

anticoagulante y las muestras sobre hielo.

Entre los anticoagulantes evaluados, los mejores
resultados, en términos de prevencién de la agregacion,

fueron obtenidos con la solucién modificada de Alsever y la
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solucion de citrato (5%) cisteina (25 mg/ml), ademds se
debe recomendar el uso de formol 3%, en rutina para

diferir la determinaciéon de los hemogramas.

3.2.2. Comparacién de técnicas para la determinacién de los tipos

hemocitarios.

La mayor dificultad en la determinaciéon de los
hemograma‘s por microscopfa O6ptica corresponde al
reconocimiento de los hemocitos basados en criterios
morfol6gicos, lo que permitié clasificarlos; para realizar
ésto nos basamos en trabajos de Tsing (1987); Hose er al
(1987, 1989) y Rodriguez et al. (1995). Se abordaron 2
formas sencillas basadas en tinciones y en microscopia de

contraste de fases.
3.2.2.1. Tinciones.

La tincién con el Kit Hemacolor fue realizada
sobre primocultivos de hemolinfa y suspensiones de
células citocentrifugadas (ver materiales y
métodos). Los hemocitos granulosos pueden ser
determinados con precision debido a la presencia de
los grdnulos, pero no fue facil diferenciar los
hemocitos hialinos y semigranulosos (Figura 3.2.1,
foto-a). Los hemocitos semigranulosos parecen mas
rosados que los hialinos. Sin embargo, este criterio

de tinciéon no es confiable, lo que dificulﬁSPG,
IH’.‘ ";
(e

s
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establecimiento de los hemogramas utilizando las

tinciones.

3.2.2.2. Microscopia de contraste de fases

Otra técnica para clasificar a los hemocitos se
basa en la observacién al microscopio de contraste
de fases (Figura 3.2.1, foto-b). Los hemocitos
granulosos son fdcilmente reconocidos por la
presencia de grdanulos. Sin embargo, los otros
hemocitos no son féciles de identificar y se
presentan como una serie continua con 2 tipos
extremos: los hialinocitos, con muy poca
refringencia y una coloracién azul marino y, los
semigranulocitos, mds refringentes y de un color
celeste y entre estos 2 tipos existe un gran nimero
de hemocitos intermedios que presentan
caracteristicas de refringencia y color, entre los
hialinocitos y semigranulocitos, lo que no permite

clasificarlos .
3.2.3. Determinaciéon de hemogramas.

Una evaluacién de la técnica de microscopia de
contraste de fases previamente descrita, fue realizada con
muestras para determinar hemogramas individuales. Esta

técnica fue seleccionada porque entrega igual informacion



b) c)

Figura 3.2.1: Tinciones de hemocitos citocentrifugados, realizadas con el Kit
hemacolor para determinar los diferentes tipos hemocitarios en P .vannamei.
Hemocitos Hialinos (h), semigranulosos (sg) y granulosos (g). (a),
Hemocito granuloso (b)), Hemocito hialino, semigranuloso y ganuloso
(c),1000 X.

Figura 3.2.2: Observacién de hemocitos en fresco, realizada con el microscopio
de contraste de fases: Hemocitos hialinos (h), semigranulosos (sg) vy
granulosos(g). 300 X.



que las tinciones en términos de reconocimiento de los
hemocitos y presenta numerosas ventajas debido a que la
enumeracion y la determinacion de los hemocitos se pueden
realizar simultdneamente, mientras que en la observacion de
preparaciones tefiidas se necesita previamente la numeracion
celular y la citocentrifugaciéon de los hemocitos, que
constituye una operacién engorrosa en particular si se
necesita analizar muchas muestras. Al contrario las
muestras al observarse en contraste de fases no requieren

una preparacion elaborada.

Los resultados de los hemogramas de una serie de 12
animales se muestran en la figura 3.2.3. El nimero de hemocitos
de los camarones de una misma poblacion, fue muy variable, ya
que algunos animales (5, 6, 7, 12) presentaron menos de 5
millones de hemocitos/ml, en tanto que otros (1,2 ,4) tenian mds
de 5 milllones de hemocitos/ml. Estos datos concuerdan con las
variaciones individuales previamente observadas en P. japonicus
(Tsing, 1987) y en Svcionia ingentis (Hose et al, 1992); estos
trabajos relacionan las variaciones del nimero de hemocitos con

el ciclo de muda.

La proporcién de los diferentes tipos hemocitarios es
confiable en lo que concierne a la separaciéon de los hemocitos

granulosos, pero es mds propensa a dudas para la evaluacion del
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Figura 3.2.3: Determinacién de los hemogramas de un grupo de
12 camarones

porcentaje de hialinos y semigranulosos en relacién con
su identificacion. Los hemocitos hialinos y semigranulosos
constituyen aproximadamente el 70 % de la poblacién total

de los hemocitos figura (3.2.3.)
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3.3. Exploracién y optimacién de ensayos para evaluar la actividad

fagocitica de los hemocitos en P. vannamei .

3.3.1. Implementacién de un protocolo para la cuantificacién del

anién superdxido en P. vannamel.

La reduccion del Nitro blue tetrazolium ( NBT ) es un
ensayo utilizado rutinariamente para determinar la actividad
oxidativa de los macréfagos y de células fagociticas de
diferentes animales durante el proceso de fagocitosis
(Miiller, Rollag and Froland, 1989). La reduccion del NBT
sirve para cuantificar el anion superdxido, primer radical
téxico producido durante el choque respiratorio por los
macrofagos (para mds detalles revisar Klein, 1982). Este
tipo de ensayos ha encontrado su aplicacion en el estudio
del choque respiratorio de moluscos ( Pipe, 1992,1995) y
camarones ( Song and Hiegh, 1994). La implementacion
de este ensayo en P. vannamei puede proporcionar una
herramienta interesante para evaluar el estado inmunitario
del camar6n y entregar informacién aplicable a la

acuicultura de peneidos.

La implementacion de esta prueba en P. vannamei ha
requerido tomar en consideracion protocolos utilizados en
otros animales, en particular moluscos y peneidos, y

adaptarlos a las condiciones fisiolégicas de la hemolinfa de
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P. vannamei.
3.3.1.1. Determinacion de la solucion de trabajo de NBT.

La solucion madre de NBT generalmente es
preparada utilizando dimetil-formamida (DMF)
como solvente (Sigma D-8654), pero, a fin de evitar
el riesgo de toxicidad del DMF sobre los hemocitos,
el NBT fue diluido en agua destilada, a una

concentracién de 10 mg/ml (1%).

La solucién de trabajo de NBT se prepara
realizando diluciones de la solucién madre en un
tamp6n o medio de cultivo apropiado que permita
una buena reactivacion celular y, a la vez, no
interferird con la solubilidad del NBT. Asi por
referencia a diferentes trabajos (Song and Hiegh,
1994; Pipe et al, 1995) se probé diluciones de la
solucién madre en varios medios de cultivo, siendo
estos MHBSS, una dilucién de agua de mar (70%) y
PBS (800 mOsm). El agua de mar y el PBS fueron
descartados inmediatamente debido a que
provocaron una fuerte precipitacion del NBT.
Luego de varios ensayos, probando la disolucién del
reactivo contra la sensibilidad de la prueba, se
concluyd que la mejor solucion de trabajo de NBT
corresponde a una concentracion de 0,24 % en

MHBSS preparada al momento de uso. Con esta
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solucién de trabajo se puede obtener en la reaccion
una concentracion final de NBT del 0,08%, la cual
estd en el rango de concentraciones utilizadas en este
tipo de ensayos (Kabbur,1991; Pipe et al, 1995.).
Adicionalmente esta solucién tiene la ventaja de
permitir una buena disolucién del NBT a altas
osmolaridades (800 mOsm, la osmolaridad de la

hemolinfa del camarén).

Implementacién de primocultivos de hemocitos para

ensayos de cuantificacién del anién superéxido.

En base a los resultados anteriormente
descritos, se habia concluido que los primocultivos
de buena calidad pueden ser obtenidos mediante la
siembra de hemocitos en agua de mar o MHBSS
conteniendo Cat*+ y Mgt+. Sin embargo, con el fin
de implementar un protocolo para la cuantificacién
del anién superéxido en P. vannamei, se retomaron
los estudios sobre el comportamiento celular y los
medios de cultivo, con la finalidad de evaluar
ademds de la morfologia de las células, la actividad
oxidativa de las mismas. Asi se realizaron ensayos
de reducciéon del NBT probando primocultivos de
hemocitos de camarén preparados en diferentes
medios de cultivo. Todos los valores numéricos de

estos ensayos serdn presentados en el anexo 4.



1) PBS 1X.
2) PBS 2X.
3) Agua de mar estéril.
4) MHBSS.

Teniendo los primocultivos listos, los ensayos
de estimulacién de la fagocitosis en presencia de
NBT fueron realizados, a diferentes condiciones de
incubaciéon, ya sea guardando el sobrenadante de
cultivo (la mezcla de plasma / anticoagulante /medio

de cultivo), durante la reaccién o eliminandolo.

Manteniendo el sobrenadante de cultivo, la
actividad oxidativa de los hemocitos (9 x 105 cel por
hoyo) estimulados es significativamente diferente de
los no estimulados, si las células son cultivadas en
los medios 2, 3, y 4 . Las lecturas de D.O.
correspondientes al formazén solubilizado fueron
relacionadas con la observacién directa del
formazdn intracelular al microscopio 6ptico, las
D.O. obtenidas con los medios 1 y 2 no
concordaron con el escaso formazin observado en
microscopia, sugiriendo que las D.O. elevadas
corresponden a un artefacto relacionado a la
presencia del plasma durante la reaccion (Fig.

3.3.1)
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Figura 3.3.1: Efecto de diferentes medios de cultivo sobre la
produccion de anién superédxido conservando el plasma durante
la reaccion.

1) PBS 1X.
2) PBS 2X.
3) Agua de mar estéril.
4) MHBSS

Eliminando el sobrenadante de cultivo, la
actividad oxidativa de los hemocitos (9 x 105 cel por
hoyo) estimulados es significativamente diferente a
la de los hemocitos de actividad bdsica, con los
primocultivos preparados con los medios I, 3 y 4
como se puede observar en la figura 3.3.2. Cabe
recalcar que las senales obtenidas en D.O. se
encuentran estrechamente relacionadas con las
cantidades de formazdn intracelular observadas al

Microscopio optico.
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Figura 3.3.2: Efecto de diferentes medios de cullivo sobre la producciéon
de anién superdxido, sin conservar el plasma durante la reaccién.

1) PBS 1X.
2) PBS 2X.
3) Agua de mar estéril.
4) MHBSS.

Por estas razones, se puede considerar que los
medios | y 2, en ausencia o presencia de plasma, no
estan bien adaptados para realizar la reduccion del

NBT.

El medio 3 fue definitivamente el mds adaptado
en presencia y ausencia de plasma, pero la
variabilidad iénica propia del agua de mar,
comprometerfa la precisién de los resultados

obtenidos con esta técnica.

Con el medio 4, en ausencia de plasma, los

valores D.O obtenidos con los hemocitos



81

estimulados fueron equivalentes a los del medio 3,
sin embargo, los hemocitos sometidos al medio 4 no
presentaron una buena morfologia, siendo poco
adherentes y extendidos, lo que pudo ser provocado

por la carencia de iones Cat+y Mg+t

Los valores numéricos encontrados entre los medios
3 y 4 no presentaron mayores diferencias entre
ellos, y la facilidad de trabajo de un medio de
cultivo estandar con el 4 en relacion con el medio 3,
fueron las razones por las cuales se decidio utilizar
el medio de cultivo 4, sin embargo se considero
necesario optimizar las concentraciones de Cat+t vy
Mg++ del MHBSS con el fin de incrementar la
sensibilidad del ensayo y mejorar sus caracteristicas

morfologicas.

. Efecto del Cat+ y Mg*+ sobre la produccion de

anion superoxido.

Una vez seleccionado el medio 4, el siguiente
paso fue analizarlo en términos de concentraciones
de Cat*t y Mg*+. iones esenciales para el proceso de
fagocitosis y por consiguiente de la produccion de
anion superoxido por los hemocitos. A
continuacién se detalla la serie de concentraciones

de Catt y Mg*+ utilizadas.
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1) MHBSS, Ca*+3 mM; Mg++ 6,5 mM

2) MHBSS, Cat+ 4.8 mM; Mg++ 10 mM
3) MHBSS, Cat+* 6 mM; Mg*++13 mM

4) MHBSS, Cat+* 78 mM, Mg++14.5 mM
S) MHBSS. Catt* 9 mM, Mg*++16,9 mM

6) MHBSS, Cat*+10,8 mM; Mg*++ 234 mM

En todas las concentraciones utilizadas se
observé una diferencia significativa en la
produccion de anién super6xido al microscopio
Optico (Fig. 3.3.3 foto a, b, ¢ d.) y comparando la
respuesta a la estimulacién contra la actividad
basica o la inhibicién de los hemocitos (4 x 105 cel

por hoyo) (Fig 3.3.4), salvo en la concentracion 5.

Por otra parte, comparando los resultados de
estimulacién especifica entre las diferentes
concentraciones se encontré las concentraciones 4
y 5 demuestran poca sensibilidad, mientras que
para las concentraciones I, 2 y 3 los valores son
mds sensibles y especificos sin presentar diferencias

significativas entre ellos (Figura 3.3.4).



Figura 3.3.3: Efecto de diferentes concentraciones de los iones Ca**y Mg**, sobre la
cantidad de formazan (f) obtenida debido a la reacciéon del O2” con NBT por hemocitos
expuestos a MHBSS con 3 mM de Ca** y 6.5 mM Mg** (a), MHBSS con 4.8 mM de
Cattyio mM Mg** (b), MHBSS con 1mM de Ca** y 6.5 mM Mg** (c)y MHBSS con 7.8
mM Ca*t y 145 mM Mg*++ (d). 300 X.
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Diferentes concentraciones de Ca++ y Mg++.

Figura 3.3.4 : Datos cuantitativos de reduccién de NBT utilizando
diferentes concentraciones de Ca++ y Mg++.

1) MHBSS
2) MHBSS
3) MHBSS
4) MHBSS
5) MHBSS

, 3mM Ca++, 6.5 mM Mg++.

, 4.8 mM Ca++, 10 mM Mg++.

, 68 mM Ca++, 13 mM Mg++.

, 7.8 mM Ca++, 14.5 mM Mg++.
, 9 mM Ca++, 16.9 mM Mg++.

La concentracion 6 provocd una coagulacion
rapida y total de las muestras, que hizo imposible la

experimentacion.

. Efecto del nimero de hemocitos y del estimulante

sobre la produccién de anién superéxido.

La relacién entre el nimero de hemocitos y la
produccién de anién superdxido fue analizada con
tres concentraciones celulares, 103, 5x105, 106;
usando 3 tipos de estimulantes: PMA a 10 ug/ml,

Laminarina 10 mg/ml y 20 particulas de
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zimosdn/hemocito.  Los resultados mostraron
claramente una relacion directa entre la produccion
de anion superdxido y el nimero de hemocitos, con
los tres estimulantes antes mencionados (Figuras

fotos 3.3.5 y 3.3.6).

La especificidad de la produccién de anion
super6xido fue verificada para cada estimulante
estimando la D.O. en presencia y ausencia de
estimulante (actividad de base) y con un inhibidor
especifico, utilizando 1 x 106 hemocitos por hoyo.
Los resultados y los andlisis estadisticos indicaron
que las actividades son especificas en los tres
tratamientos (Fig 3.3.7). Estos datos fueron
corroborados con observaciones al microscopio

optico.

.Protocolo optimizado para cuantificar la produccion

de anién superéxido..

Las experimentaciones anteriormente descritas,
han conducido al desarrollo e implementacion de
un protocolo optimizado para la  cuantificacion
del  anmién  superdxido en P. vannamei; este
protocolo  serd detallado a continuacion y se

encuentra resumido en la figura 3.3.8.



Figura 3.3.5: Formazan (F) obtenido por reduccién del Oz en hemocitos
estimulados con diferentes concentraciones de PMA. PMA 5 pg/ml (a), PMA
10 pug/ ml(b). 200 X.

a) b)

Figura 3.3.6: Efecto de diferentes estimulantes sobre la cantidad de formazan ( F)
obtenida por reduccién Op~. PMA 5 ug/ml (a), laminarina 10 mg/ml (b ). 200 X.
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Figura 3.3.7 . Respuesta celular de hemocitos expuestos a tres
estimulantes diferentes.

1) PMA 10 ug/ml.
2) Laminarina 10 ug/ml.
3) Zimosan 20 parti’lhemo.

Las muestras de hemolinfa son distribuidas
(50 ul/hoyo) en una placa de microtitulacion en tres
series de tres hoyos. En cada hoyo se adicionard un
volumen igual de MHBSS 2X (Ca*+12 mM, Mg*+
26 mM). Se incuba por 30 minutos para permitir

la fijacion de las células en la microplaca.

Después que las células se han fijado a la placa
se elimina el sobrenadante y se adiciona,
delicadamente, 50 pul de MHBSS (2 X), en todos los
hoyos. En la primera serie de 3 hoyos que
servird de control para evaluar la actividad bdsica

de los hemocitos, se aiiaden 25 pul de MHBSS 2 X.



88

La segunda serie de hoyos servird para evaluar la
respuesta de las células a un estimulante y la tercera
serie servird para determinar el efecto de un
inhibidor del choque respiratorio sobre la actividad
de las células estimuladas con 25 ul de un
estimulante (PMA, Laminarina o Zimosdn) en
MHBSS 2X. En las 2 primeras series (respuesta
bdsica, y respuesta estimulada) se afiaden 25 pl de
MHBSS sin Cat+y Mg++ (MHBSS 0X), mientras
que en la tercera serie (respuesta inhibida) se
colocan 25 pl del inhibidor (Iodoacetamina, NEM)
en MHBSS 0 X. En todos los hoyos se colocan
50 ul de NBT al 0,24 % en MHBSS 0 X. La
concentracion final en Catt y Mg*+. en todos los

hoyos serd de 6 mM y 13 mM, respectivamente.

Las placas son incubadas a temperatura
ambiente, durante 1 - 2 horas (tiempo requerido
para la reduccion del NBT) en un lugar protegido

de la luz debido a que el NBT es fotosensible.

Después de eliminar el sobrenadante de Ia
microplaca, se adiciona 300 pl de metanol a cada
hoyo para detener la reaccién y realizar un primer
lavado. Otros dos lavados son realizados con 300 ul

de metanol al 70 %. Finalmente, la placa es secada



PROTOCOLO OPTIMIZADO PARA LA CUANTIFICACION DE
ANION SUPEROXIDO

- Extraer de hemolinfa.

- Determinar la cantidad de hemolinfa obtenida.

- Distribuir 50 ul de hemolinfa en los hoyos de la microplaca y la adicion
de 50 ul de MHBSS1X.
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- Para obtener la estimulacion deseada se adicionan 25 ul de las
siguientes soluciones en sus respectivos hoyos.

HHESs 1% 1 2 3 4 5 6
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- Para obtener la inhibicibn deseada se adicionan 25 ul de las siguientes
soluciones en sus respectivos hoyos.

MHBSS O X. 1 2 3 4 3 6
‘@O __w A O O O O O O Actividaddebase
T8O O OO O O smas
@O——»c O O OO O O o
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MHBSS 0 X.
con inhibidor.

- Adiciébn de NBT al 0,24% para revelar la produccion de anién superoxido.
2 3 4 5 6

A O O O O O O Actividaddebase
_é'. 8O O OO O O estimiado
\\C O O O O O O inhiido
ey O O 0000

Figura 3.3.8 : Protocolo optimizado para la cuantificacion de anion superéxido.
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completamente a temperatura ambiente.

La solubilizaciéon del formazéan intracelular es
realizada con 120 ul de KOH a 2M y 140 ul de
DMSO. Se usa una micropipeta a fin de disolver
completamente el formazdn. La densidad 6ptica de
la placa es medida en un espectrofotometro de
microplacas a 620 nm, que permite cuantificar la
cantidad de formazdn intracelular obtenido por

accién del anién superédxido.
3.3.2. Exploracién sobre la deteccién del per6xido de hidrégeno.

Las células fagocitarias en el evento de fagocitosis y del
choque respiratorio, producen perdéxido de hidrégeno
gracias al muy activo sistema enzimdtico O2-SOD-H202
(Klein, 1982). Adicionalmente, el peréxido de hidrégeno
interviene con otros sistemas enzimdticos dentro del
fagosoma, donde funciona como sustrato para la formacion
de otros radicales téxicos, como por ejemplo el radical

hidroxilo (OH-) y el hipohal6geno CIOH (Babior, 1988).
3.3.2.1. Ensayo de peroxidacién del Rojo de fenol.

Una primera serie de ensayos basados en el uso
del rojo de fenol fueron realizados para detectar y
cuantificar el H2O7 resultante de la estimulacion de

hemocitos en primocultivos.
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La estimulacién de los hemocitos y la
produccién de H207 fue determinada por la
oxidacion del rojo de fenol (ver materiales vy
métodos), lo que resulta en un incremento de la
absorbancia a 620 nm. Algunas experimentaciones
indicaron que minutos después de la estimulacion
existe diferencia entre las D.O de muestras
estimuladas y no estimuladas. Estos resultados
sugieren la produccién efectiva de H207. Sin
embargo, este proceso parece disminuir
rdpidamente, en tanto que la produccién de H0O;
parece aumentar progresivamente en las muestras
de hemocitos no estimulados e inhibidos (Fig.

3.3.9). Estos resultados parecen indicar que la

0.3
0.2 4 ;
—— Estimulacién
1 —— Control
0.1+
0.0 T T T T v T
20 30 40 50

tiempo (minutos)

Figura 3.3.9 : Cinética de produccién de H202 a partir de
hemocitos estimulados.

produccion de H202, es un fendmeno transitorio



que se produce minutos después de la estimulacion
de los hemocitos, con una subsecuente disminucion
de H2O». Al contrario, en las muestras utilizadas en
el control el proceso de produccion de HyO2 parece

autoinducirse lentamente.
3.3.3. Ensayo de quimioluminiscencia.

La quimioluminiscencia dependiente del luminol,
permite evaluar la capacidad del sistema

MPO/H202/102/haluros de las células fagocitarias (figura
1.3, antecedentes). Por su gran sensibilidad esta técnica es
considerada una herramienta muy util para estimar las

respuestas celulares del sistema inmunitario (Francart,

1986).

En P. vannamei, se han realizado varios ensayos de
quimioluminiscencia basados en el protocolo descrito en
materiales y métodos, el mismo que es un derivado del
protocolo establecido para los hemocitos de los moluscos

(Bachere, 1991).

Se utilizaron diferentes concentraciones de
hemocitos, comprendidas entre 1 x 100 hastay 2 x 105.
Ninguna de las pruebas realizadas (con diferentes medios de
cultivo, diferentes tipos de estimulantes y diferentes
concentraciones de células) permitié obtener alguna

actividad de quimioluminiscencia.
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200000
————  Control sin células.
———  Sin estimular.
100000 - —a——  Estimulados.
0 -

0 15 30 45 60 75 90

Tiempo (minutos)
Figura 3.3.10: Ensayo de quimioluminiscencia dependiente del luminol

realizado en ostras, utilizando 20 particulas de zymosan por hemocito
y 0,1 mM de Luminol.

Se utilizaron diferentes concentraciones de hemocitos,
comprendidas entre 1 x 106 hastay 2 x 105 Ninguna de las
pruebas realizadas (con diferentes medios de cultivo,
diferentes tipos de estimulantes y diferentes concentraciones
de células) permitié obtener alguna actividad de

quimioluminiscencia.

Para determinar si esta ausencia de sefales se debia a
fallas en el protocolo se realizé un ensayo comparable con
hemocitos dé la ostra Crassostrea gigas . La estimulacion se
realizo con 20 particulas de zimosdn por hemocito, usando

agua de mar (70%) como medio de cultivo. Un patrén
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cldsico de actividad de quimioluminiscencia puede ser

observado en la figura 3.3.10.

Simultdneamente en el laboratorio DRIM, IFREMER,
(Francia) , se realizaron las mismas experimentaciones con
hemocitos de P. vannamei, utilizando un contador de
centelleo en lugar de un luminémetro (Bachere y Thibaut,
1995; comunicacién personal). Se obtuvo un patrén tipico
de respuesta de quimioluminiscencia. Se dedujo asi que el
luminémetro del cual dispone el CENAIM, no es
suficientemente sensible para detectar la actividad generada
por los hemocitos de P. vannamei. Por otra parte, el uso de
este luminémetro no es practico para el diagnéstico, porque
no permite una lectura automatizada y repetitiva de las

muestras.
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3.4 Implementacion de un ensayo para la cuantificacion de o 2

macroglobulina.

La o 2 macroglobulina es una protefna de la hemolinfa
involucrada en la captura y la neutralizacién de proteasas (ver

antecedentes).

Entre los diferentes anticuerpos monoclonales (AcMc)
existentes contra la hemolinfa de P. japonicus, el AcMc 41B12 es

especifico de la o 2 macroglobulina, la cual es capaz de reconocer

esta protefna en los hemocitos de P. vannamei (Rodriguez er al,

1993).

La especificidad de dicho anticuerpo fue confirmada
realizando una prueba de inmunofluorescencia contra hemocitos de
P. vannamei (datos no presentados). Los resultados mostraron el
marcado a nivel de todos los hemocitos, lo que corrobora, la
funcionalidad de los anticuerpos producidos a partir de cultivos

del hibridoma 41B12.

Con el fin de establecer un ensayo rdpido y cuantitativo de o 2
macroglobulina en la hemolinfa de P. vannamei, se inicio
experimentaciones para desarrollar una prueba inmunoenzimatica

de tipo ELISA indirecto competitivo (ver materiales y métodos).

El principio de este inmunoensayo reposa sobre un analisis

comparativo de las muestras a estudiar, con una prueba estdndar.
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3.4.1. Implementacién de una prueba ELISA estdndar.

A fin de implementar un ensayo ELISA competitivo
indirecto para la o 2 macroglobulina, se desarrollé
inicialmente una prueba estdndar. La primera etapa de esta
prueba consistié en determinar la cantidad 6ptima de
hemolinfa a fijarse en los hoyos para obtener la senal de
D.O mas alta posible resultante de la reaccién con los
anticuerpos especificos 41B12. Los resultados mostrados en
la figura 3.4.1, indican que la senal mas especifica
corresponde a una dilucién 1/8 de la muestra, que en el caso
del estandar, corresponde a un pool de varias muestras de
hemolinfa. Este pool constituird la referencia o 2

macroglobulina para todas las experimentaciones.

T 20
| =
-
T 15
e —0— 41B12 (puro)
5 10 —o—  41B12(1/10)
E —®&——  No especifico.
o
@ 05
L
<
0.0 F——r—r—rr e ———r—r T ———r—rrr
10°3 1072 1071 100

Factor de dilucion de HL (Insolubilizacion)

Figura 3.4.1: Estimacién de la cantidad de alfa 2 macroglobulina
en funcion de las D.O. obtenidas de una muestra de hemolinfa,
mediante un ensayo ELISA indirecto, llevando un control
negativo. Lectura a 414 nm, 45 min.

Diferentes soluciones de saturacién y de dilucién del

anticuerpo especifico fueron analizadas, considerando la
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fijacion no especifica de un anticuerpo control. Diferentes
protefnas y detergentes son cldsicamente usadas en solucién
para cubrir el pldstico y evitar que los anticuerpos se fijen
de modo no especifico a la placa. Como substancias
saturadoras se utiliz6 plasmion (gelatina hidrolizada) al 20%
en PBS (300 mOsm) y leche descremada a diferentes
concentraciones (1%, 3%, 5%) en PBS (300 mOsm). En lo
que respecta a los anticuerpos, dos soluciones de dilucién
fueron comparadas: PBS-Tween 20 (0,1%) y PBS-Tween
20 (0,1%)-Leche (0.1%). Los resultados de las figuras
3.4.2 y 3.4.3 indican que todas estas condiciones fueron casi
idénticas y muy convenientes, conduciendo a seleccionar
arbitrariamente el medio 5 para la saturacién y el PBS

Tween Leche para la dilucién de los anticuerpos.

El ensayo estdndar de referencia necesita conocer la
cantidad de anticuerpos Optima que permita detectar y
cuantificar la presencia de o 2 macroglobulina de una
muestra. Asi, la cantidad de anticuerpo en el estdndar debe
corresponder a una D.O. alta pero inferior a la mdxima
sefial obtenida, permitiendo en inmunoensayos ulteriores

detectar confiablemente con un cierto margen de error la

cantidad de o 2 macroglobulina traducida en wuna

disminucién de la seiial de D.O.
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Figura 3.4.2: Senales obtenidas con diferentes sustancias de saturacion,

mediante un ELISA Indirecto utilizando una solucién de anticuerpos 41B12
diluidos en PBS - Tween 0.1%. Lectura a 414 nm, 45 min.
1) Leche 0.5 % en PBS.

2) Leche 1.0 % en PBS.
3) Leche 3.0 % en PBS.
4) Leche 5.0 % en PBS.
5) Plasmion 20.0% en PBS.
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Tratamiento de saturacién.

Figura 3.4.3: D.O. obtenidas con diferentes sustancias de saturacion,
mediante un ELISA Indirecto utilizando una solucién de anticuerpos
41B12 diluidos en PBS - Tween 0,1% - Leche 0.1%. Lectura a
414 nm, 45 min.

1) Leche 0.5 % en PBS.
2) Leche 1.0 % en PBS.
3) Leche 3.0 % en PBS.
4) Leche 5.0 % en PBS.

)

5) Plasmion 20% en PBS.
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Esta cantidad 6ptima de anticuerpo fue determinada
experimentalmente frente a una cantidad estandar de
hemolinfa /o 2 macroglobulina fijada sobre la placa (Pool
de hemolinfa-anticoagulante diluido 1/8). La figura 3.4.4
indica que, a la dilucién 1/20 del sobrenadante de cultivo del
hibridoma 41B12, la sefial es adecuada para el estdndar
utilizado. En las siguientes experimentaciones esta

concentracion de anticuerpos serd utilizada como estdndar a

un volumen de 100 ul por hoyo.

———  Absor

0.0 T T T T T r T Ty T YT T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Factor de dilucién de los anticuerpos.
Figura 3.4.4: Estimacién de la D.O. en funcion de la cantidad

de anticuerpos, mediante un ensayo Elisa indirecto. Lectura a
414 nm, 45 min.
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Una dltima optimacion del ELISA estdndar se refiere a
la determinacién de una curva de referencia que exprese la
disminucién de intensidad de la sefial en relacién con la
cantidad de o2 macroglobulina presente en una muestra.
Para este fin se realiz6 un ELISA competitivo con el pool
de hemolinfa, mezclando una cantidad estdndar de AcMc
(diluido 1/20), con diferentes diluciones del pool (1/2,
1/4,....1/512), lo que resulta en la formacién de complejos
antigeno-anticuerpo en solucién y por consiguiente, la
disminucion de la cantidad de AcMc especificos libres. Esta
disminucion va a ser traducida por una disminucion de la
formaciéon de complejos entre los AcMc libres y la o 2
macroglobulina estandar, fijada sobre el plastico de los
hoyos de microtitulacion. Asi se determind la disminucion
de la seinal en relacion con la presencia de o 2
macroglobulina en las diluciones del pool. La disminucion
del 50% correspondié a una muestra de hemolinfa diluida a
1/30 (Figura 3.4.5 y 3.4.6). Esta muestra diluida a 1/30
(volumen 100 ul por hoyo) serd utilizada como referencia,
ya que produce un 50% de inhibicién en los ensayos ELISA

indirecto competitivo.
3.4.2 Ensayo ELISA competitivo indirecto.

La inmunodosificacion de la o 2 macroglobulina

presente en una muestra de hemolinfa se realiza mediante un
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ELISA competitivo, mezclando una parte de la muestra de
hemolinfa a una dilucién de 1/30, con una parte de
anticuerpo 41B12 a la dilucién estandar. El ELISA se
realiza siguiendo las condiciones estdndar previamente
mencionadas. La disminucion de D.O. fue proporcional a la

cantidad de a 2 macroglobulina presente en la muestra.

Este tipo de inmunodosaje es llamado ELISA indirecto
competitivo debido a que los complejos antigeno-anticuerpo
son detectados por un segundo anticuerpo (indirecto) que
estd marcado con una enzima que transforma un substrato
cromogénico (ELISA = Enzyme Linked immuno Sorbent
Assay). EIl término competitivo se refiere a la

competencia entre el antigeno de la muestra y el antigeno

F—e— coumn2 ]

L T

10 100 1000

Factor de dllucién de la muestra de Hemolinfa

Figura 3.4.5: Curva que relaciona la D.O. contra su corraspondiente
factor de dilucién (escala logaritmica), a partir la cual se obliene la
recta:

y = - 0,16593 + 0,76473°'LOG(x) R"2 = 0,967
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% de inhibicién
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Factor de dllucion del Inhibidor (hemolinfa).

Figura 3.4.6: Curva obtenida a partir de los porcentajes de inhibicién
contra el factor de dilucién de la hemolinfa, a partir de la cual se puede
disefiar la recta gobernada por la ecuacién:

y = 108,15 -39,915°'LOG(x) R"2 = 0,966

fijado sobre la placa para reaccionar con el anticuerpo.

La evaluacion del ensayo ELISA indirecto competitivo
fue realizada con un grupo de 10 camarones reproductores.
Los resultados de la determinaci6n de la titulacién de la o 2
macroglobulina en la muestra de hemolinfa son presentados
en la figura 3.4.7. Las densidades 6pticas obtenidas para
cada muestra mediante el ensayo ELISA indirecto
competitivo fueron comparadas con las densidades Opticas
obtenidas con la prueba estdndar y con la referencia 50% de
inhibicion (100 pl de anticuerpos diluidos a 1/20 vy
preincubados con 100 pul de hemolinfa estindar diluidos a
1/30), respectivamente.  Un ejemplo demostrativo de la

cuantificacion de la o 2 macroglobulina mediante el ensayo
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ELISA competitivo indirecto se muestra en la figura 3.4.7.

60.000

59.000 1
58.000 ]
57.000 ¥
56‘000'5
55.000 ]

Inhibicién.

de

%

1 2 3 4 5 6 ] 8 9 10
Camarones.

Figura 3.4.7: Porcentajes de inhibicién de la alfa 2 macroglobulina,
con muestras de hemolinfa de 10 camarones de una poblacién homogénea.

Los valores correspondientes a ensayos para determinar
algunos pardmetros del ELISA competitivo son presentados en el

anexo 4.
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3.5. Evaluacién de los ensayos inmunitarios en un andlisis de

toxicidad con Tilt.

El Tilt es un compuesto utilizado como fungicida por los
productores de banano para combatir la “sigatoka”, un hongo
pardsito. Este compuesto serfa responsable, solo o conjuntamente
con un virus, del “Sindrome de Taura” el mismo que ha causado
importantes bajas en produccién de camarones en la regién del
golfo de Guayaquil. Tomando en cuenta estos antecedentes se
efectud una aplicacién de dos de los inmunoensayos previamente
desarrollados para la evaluaci6on del estado inmunitario del
camardn P. vannamei, sobre camarones expuestos al pesticida Tilt,
a fin de saber si éste estarfa involucrado en procesos de

inmunodepresion.

Camarones de 12 - |5 gr. fueron obtenidos en la camaronera
de Dolores Cobos, ubicada a I Km. de Palmar y fueron
aclimatados durante 2 semanas en el CENAIM en tanques de 500

litros.

Pasado el tiempo de aclimatacion, 3 lotes de 16 camarones
fueron inyectados con 1 ppb, 10 ppb, 100 ppb de Tilt,
respectivamente, diluidos en 50 pl de agua de mar estéril. Se
seleccioné estas cantidades de Tilt en base a reportes sobre los
valores de propiconazol encontrados en el hepatopdncreas de

camarones en la zona del golfo de Guayaquil durante 1992,
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periodo de grandes mortalidades ocasionadas por el sindrome de
Taura (Barniol, er al 1994). Se utilizaron dos grupos de 16
animales como control, uno sin el estrés de la inyeccion y el otro
inyectado con agua de mar estéril (50 pl). La hemolinfa de los
animales fue recuperada 48 horas después de la inyecciéon. Con las
muestras extraidas se realizaron hemogramas e

inmunodosificaciones de o 2 macroglobulina.

3.5.1. Efecto del fungicida Tilt sobre el nimero total de hemocitos

y subpoblaciones.

En este primer ensayo de evaluacion del efecto de los
pesticidas sobre del nimero de hemocitos y la proporcion
hemocitaria no se encontré diferencia entre los grupos de
control y los tratamientos con |, 10y 100 ppb de Tilt
(figura 3.5.1). Los valores numéricos son presentados en el

anexo 4
3.4.2. Efecto del Tilt sobre la presencia de o 2 macroglobulina.

La cantidad de o 2 macroglobulina detectada en las
muestras, no fue afectada por la presencia de 1, 10 y 100
ppb de Tilt en relacién con el control de animales
inyectados con agua mar estéril, pero los animales que no
fueron inyectados presentaron mayor cantidad de o 2
macroglobulina (Figura 3.5.2). Los valores numéricos son

presentados en el anexo 4.
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Figura 3.5.1: Efecto de diferentes concentraciones de Tilt,
después de 48 horas de ser inyectados, sobre: EI numero
de hemocitos a); La proporcién de los diferentes grupos
hemocitarios b). .

Se llevaron paralelamente un grupo de animales sin inyeccién
y otro grupo inyectados con agua de mar estéril como controles.
1) Sin inyectar.

2) Inyectados con 1 ppb de Propiconazol.

3) Inyectados con10 ppb de Propiconazol.

4) Inyectados con 100 ppb de Propiconazol.

5) Inyectados con Agua de mar estéril.
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Fig 3.5.2: Efecto de la inyeccién de diferentes concentraciones
de Tilt sobre la cantidad de alfa 2 macroglobulina en animales, 48
horas depués de ser inyectados, llevando controles sin inyeccion e

inyectados con agua de mar.

1) Sin inyectar.

2) 1 ppb de propiconazal.

3) 10 ppb de propiconazol.

4) 100 ppb de propiconazol.

5) Inyectados con agua de mar estéril.



CONCLUSIONES

La importancia de las enfermedades infecciosas y no infecciosas
que afectan los cultivos de camarones constituyen el mayor problema
para mantener la productividad de esta actividad acuicola a nivel
mundial. A largo plazo el control de enfermedades de camar6n debe
reposar sobre el cultivo de cepas “domesticadas”™ y seleccionadas en
base a criterios de resistencia a las infecciones. A corto plazo, reactivos
y ensayos son necesarios para identificar precozmente patégenos y
deficiencias inmunitarias. Tales herramientas de control del estado

inmunitario, permitirdn prevenir enfermedades.
Las conclusiones del presente trabajo son:
1.-  El anticoagulante adecuado fue el citrato de sodio al 10 %.

2.-  Los hemogramas realizados mediante tinciones y microscopia de
contraste de fases permiten distinguir los hemocitos granulosos de
los hemocitos hialinos y semigranulosos. La microscopia de

contraste de fases es el método mds préctico e informativo.

3.-  El medio de cultivo més préctico para la realizacion de los ensayos

de cuantificacion del ani6n superéxido fue el MHBSS.

4.-  Para la estandarizacién del ensayo de cuantificacion del anién
superoxido se decidi6 trabajar con hemocitos obtenidos a partir de

hemolinfa total.

5.-  Las concentraciones optimas de Cat+ y Mg++ que se deben aiiadir
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9.-
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al MHBSS para la cuantificacién del anién superoxido fueron 6

mM de Cat+ y 13 mM de Mg++.

El PMA a 5 mg/ml, la laminarina a 10 mg/ml y el zimosan a 20
particulas por hemocito, fueron eficaces estimulantes del choque

respiratorio.

La técnica de cuantificacién 6ptima de la o 2 macroglobulina
requiere de la purificacién de los anticuerpos y marcaje con
enzimas. En CENAIM no contamos con estas herramientas, por
lo que, desarrollamos un protocolo para elaborar el ensayo

ELISA competitivo.

En el desarrollo del ELISA estdandar competitivo fue necesario

considerar los siguientes parametros:

- Utilizar plasmion al 20% como sustancia para realizar la

saturacion.

- Utilizar una dilucién 1/8 de hemolinfa para realizar el ELISA

indirecto estiandar.

- Utilizar una dilucion del sobrenadante del hibridoma 41B12
(1/30) para obtener un 50 % de inhibicién de la o 2

macroglobulina en las muestras de hemolinfa a utilizar.

La utilizacion de los hemogramas y la cuantificacion de la o 2
macroglobulina no demostré6 cambios en los criterios
inmunoldgicos cuando camarones ( 15 - 17) fueron inyectados con

el fungicida Tilt.



1)

RECOMENDACIONES

Realizar la evaluacion clinica de los ensayos desarrollados en este
trabajo, a fin de determinar sus rangos de variacion en diferentes
situaciones normales (edad., muda, etc,...) y en situaciones
anormales (patologias infecciosas o no infecciosas). Estas
evaluaciones clinicas permitirdn establecer si cada criterio
seleccionado puede constituirse en un indicador del estado

inmunitario.

2) Optimizar los ensayos en curso de desarrollo

4)

(quimioluminiscencia, ELISA directo sandwich, etc.....) y
emprender el desarrollo de otros ensayos, con el objetivo de
obtener otros indicadores del estado inmunitario (dosificacion de la
melanizacién , inmuno-dosificacién de otras proteinas de la

hemolinfa para las cuales existen anticuerpos monoclonales).

Los ensayos que tengan valor como indicadores de la condicién
inmunitaria, deberdn ser puestos al servicio del sector camaronero,

a través de entrenamientos, centro de diagndéstico, etc.

Usando los ensayos como herramientas de andlisis,
experimentar con diversas moléculas y situaciones susceptibles de
inducir efectos positivos o negativos, como por ejemplo
inmunoestimulantes o contaminantes, respectivamente. Algunas
experimentaciones podrian ser realizadas “in vitro * en cuanto se
obtengan progresos en el cultivo de células de camarén, en

particular los hemocitos.



5) Utilizar los ensayos en estudios fundamentales de los mecanismos
inmunitarios del camardén, como por ejemplo la estimulacion de los
hemocitos. Estos ensayos podrian ser muy ttiles para identificar
diversas moléculas involucradas en la respuesta inmunitaria, siendo
posible mds tarde clonar los genes que codifican para estas
proteinas o caracterizar la regulacion de su expresiéon. Bajo este
punto de vista serd importante considerar la relacién entre el
sistema inmunitario y el sistema endécrino mediante el estudio de

moléculas como los opioids.
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CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE PEPTIDOS

ANTIBACTERIALES DE VERTEBRADOS

NOMBRE

Apidaecinas

Abaecinas

Drosocinas

Bactenecina

Bac5 y Bac7

PR 39

Tamano
(Kda)

[ gV

4.7

Ecuariotas,

Procariotas
y virus

Gram -

Gram - v Gram -

Gram -

Gram - v Gram -

Gram - v virus

Gram - v Gram -

PEPTIDOS ANTIBACTERIANOS RICOS

EN GLICINA

Atacinas

Diptericinas

20

Gram -

Gram -

INDUCIBLES ANTIBACTERIANOS DE

Modo de
accion
Bacteriostatico
Bactericida

Bactericida

Bactericida, activa en la
membrana citoplasmatica

Bactericida o bacteriostatica
permeabiliza la membrana
interna y externa e inhibe el
cambio respiratorio.

Bacteriostatico, activo
en la membrana externa

Bactericida. A nivel
de la membrana

INSECTOS Y DE ALGUNOS

Estructura
tridimensional

Sustitucion
O-glvcesilada

Un puente disulfuro,
estructura antiparalela

C-terminal aminado

PEPTIDOS

Organismos
donde se
encuentran

Dipteros
Coleopteros



CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE PEPTIDOS INDUCIBLES ANTIBACTERIANOS DE INSECTOS Y DE ALGUNOS PEPTIDOS
ANTIBACTERIALES DE VERTEBRADOS

NOMBRE Tamano Ecuariotas, Modo de Estructura Organismos
(Kda) Procariotas accion tridimensional donde se
y virus encuentran
citoplasmatica dominante rico en

glicina N-terminal
deminante rico en
, prolina O-glvcolisado

Coleoptericinas 8 Gram - Bactericida Dominio N-terminal
Sarcotcxinas 1 24 Gram - Bactericida C-terminal aminado rico
en glicina N-terminal
pyroglutamato
Hymenoptaecinas 10 Gram + y Gram - Bactericida
Tachyplesinas Gram -y Gram + Hojap antiparalela Limulus

Dos puentes disulfuros

Polyphemusin



ANEXO 2

lucione antic ul 1 g 1

- Solucion modificada de Alsever.

Citrato de sodio 30 mM.
Glucosa 115 mM.
Cloruro de sodio 338 mM.
EDTA 10 mM.
pH 7,2

- Solucién de citrato de sodio 10%.

Citrato de sodio 340 mM.
pH 7.2

- Solucion salina modificada de Hank’s (MHBSS )/Cisteina.

Sales de Hank’s 10 X 100 ml.
Agua destilada 900 ml.
Hepes 2,6 gr.
Cloruro de sodio 190 mM.
Cisteina 25 mg/ml.

780 mOsm.
ajustado a pH 7,2

- Solucion salina modificada de Hank's (MHBSS)/Citrato de sodio 5%.

Sales de Hank's 10 X 50 ml.
Agua destilada 950 ml.



Hepes 2,6 gr.
Cloruro de sodio 85 mM.
Citrato de sodio 170 mM.
Ajustado a pH 7,2

-Solucién salina modificada de Hank's (MHBSS)/Citrato de sodio 5%/

Cisteina.
Sales de Hank's 10 X 50 ml.
Agua destilada 950 ml.
Hepes 2,6 gr.
Cloruro de sodio 85 mM.
Citrato de sodio 170 mM.
Cisteina 25 mg/ml.

ajustado a pH 7.2



ANEXO 3

Medios de cultivo para la preparacién de primocultivos.

-Tampodn Fosfato Salino 10 X (PBS, Dulbeco 10X)

CaCl2

CIK

KH2PO4

MgCl2 6H20
NaCl

NaH2PO4 7TH20

- Tampo6n fosfato salino ( PBS 651 mOsm).

PBS 10X Dulbeco
Cloruro de sodio

Agua destilada
- Tampon fosfato salino ( PBS 502 mOsm).

PBS 10X Dulbeco
Cloruro de sodio

Agua destilada
-Solucién de sales balanceada de Hanks™ 10 X.

CIK
KH2PO4
NaCl

9 mM.

26,7 mM.
11,5 mM.
4.9 mM.

1379.0 mM.
80,6 mM.

100.0 ml.
250.0 mNM.
900.0 ml.

200.0 ml.
100,0 mM.
800.0 ml.

50,0 mM.
3.0 mM.

1379,0 mM.



NaH2PO4 7TH20 80,6 mM.
D-Glucosa 56,0 mM.

- Solucién salina modificada de Hank's

Sales de Hank's 10 X 100 ml.
Agua destilada 900 ml.
Hepes 2,6 gr.

Cloruro de sodio 190 mM.

ajustado a pH 7.2

- Solucién salina modificada de sales de Hank's |

Sales de Hank’s 10 X 100 ml.
Agua destilada 900 ml.
Hepes 2,6 gr.
Cloruro de sodio 190 mM.
Cloruro de Calcio 12 mM
Cloruro de Magnesio 26 mM

ajustada a pH 7.2

- Solucion salina modificada de sales de Hank’s 2 X (MHBSS 1X).

Sales de Hank’s 10 X 100 ml.
Agua destilada 900 ml.
Hepes 2,6 gr.
Cloruro de sodio 190 mM.

Cloruro de Calcio 24 mM



Cloruro de Magnesio 52 mM

ajustada a pH 7.2

- Medio L 15 de Leibovitz.

L 15(2X) 29,38 gr/l
Hepes 1,3 g/l
Suero fetal bovino 20 %

720-740 mOsm, ajustado a pH 7,2-7,4



Anexo 4.

TABLAS DE RESULTADOS DE LA
CUANTIFICACION DEL ANION SUPEROXIDO.

Cuantificacion de la produccion de anién superéxido utilizando
diferentes medios de cultivo conservando el plasma durante la

reaccion.

Agua de MHBSS MHBSS

Diferentes medios de PBS 1X PBS 2X mar sin Cay conCay
cultivo. esténl Mg Mg

Act. Bdsica. 0.114 + 0,113 £ 0,089 + 0,102 + 0.10540.
0.005 0.018 0.003 0.016 019

Estimulados. 0,174 + 0231 + 0.178 + 0.142 + 0138 +
0.024 0.056 0.026 0,006 (.03]

Inhibidos. 0.090 + (.088 + 0,080 + 0.079 + 0.079 +
0.020 0.021 0.012 . 0015 0.014

Cuantificacion de la produccion de anion superéxido utilizando
diferentes medios de cultivo sin conservar el plasma durante la

reaccion.

Agua de MHBSS MHBSS

Diferentes medios de PBS 1X PBS 2X mar sinCay conCay
cultivo. estéril Mg Mg

Act. Bésica. 0.114 + 0.113 + 0,089 + 0,102 + 0.10540
0.005 0.018 0.003 0.016 019

Estimulados. 0,174 + 0.231 + 0,178 + 0,142 + 0,138 +
0.024 1.056 0.026 0.006 0.03]

Inhibidos. 0.000 + 0.088 + 0,080 + 0,079 + 0.079 +
0.020 0.021 0.012 0.015 0.014




Efecto de diferentes concentraciones de Cat++ Y Mg++ sobre la produccion de anion
superoxido en hemocitos de P. vannamei.

) 3 Cay 48 Ca 6 Cay 7.8 Ca 9 Cay 10.8 vy
Milimoles de Calcio 6.5 Mg y 104 13 Mg y 169 19.5 Mg 234
y Magnesio Mg Mg Mg
Act. Basica. 0.114 = 0,113 + 0.089 = 0.102 + 0,1050. Coagula.
0.005 0.018 ).003 ).016 019
Estimulados. 0.174 = 0231 0.178 0,142 = 0,138 + Coagula.
0.024 0.056 0.026 0.006 0.031
Inhibidos. 0.090 + 0.088 + 0.080 + 0.079 + 0.079 + Coagula.
0.020 0.021 0.012 0.015 0.014




Efecto del nimero de hemocitos sobre la

produccion de anion

superoxido, utilizando tres estimulantes del choque
respiratorio.

PMA : 10 pg/ml.

Lamunarina :
10 mg/ml

- Zimosin:
20 par/hem.

1x106 0.143+0,005 0.13940,013 0,110+0,004
Sx 105 0.069+0,008 0,075+0.009 0,072+0,002
1 x 105 0,041+0,004 0.057+0,017 0,043+0.004

Actividad bdsica (1 x 109)

0,0974£0,012

0,097+£0,012

0.097+0.012

Inhibido (1 x 10 ©)

0,048+0,012

0,05610,002

0,048+0.002

Porcentaje de inhibiciéon de la a 2 macroglobulina de las

muestras de hemolinfa de 10 camarones.

Camaron Porcentaje de inhibicion
1 54,400
2 54,000
3 52,500
4 60,000
5 52,500
6 54,000
7 53,500
8 50,100
9 53,400
10 51,200




Estimacion de la « 2 macroglobulina en funcion de las D.O., obtenidas de una muestra de

hemolinfa
Dilucion de la hemolinfa D.0 con Ac Mc 41B12 Puro D.0. con AcMc 41B12 diluido 1/10 D.O con AC Mc no especifico
2 0,543 0,363 0,171
4 1,074 0,832 0,177
8 1,547 1,177 0,328
16 1,534 1,249 0,457
32 ' 1,553 1,264 0,748
64 1,433 1,282 1,002
128 1,438 1.2702 1.159
256 1,297 1,13 1,296
512 1,074 0,971 1,45
1024 0,775 0,657 1,491




Hemograma realizado con
bioensayos

las
de

muestras
toxicidad

de hemolinfa de
utilizando Tilt.

Tratamiento Numero de hemocitos
Sin inyetar 6412914+2943476
1ppb 15607525+1086457 1
10ppb 7493736+5587745
100ppb 10309368+3610891
Inyectados 81614914+3954897

los

Tratamientos Hialinos-Semigranulosos Granulosos
Sin inyectar 88+7 1217
1ppb 83+4 17+4
10 ppb 82+4 18+4
100 ppb 87+5 1345
Inyectados 92+4 8+4




Porcentaje de inhibicion de la o 2 macroglobulina de las
muestras de hemolinfa del bioensayo de toxicidad
utilizando Tilt

Tratamiento Porcentaje de inhibicién
Sin inyetar 50,582+8.14
1ppb 40,700+5.43
10ppb 43,075+5,74
100ppb 43,002+10,63
Inuectados 34,35+4,43




Anexo 5

Principio del ensayo elisa sandwich.

trett

£
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