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RESUMEN

La evaluación del estado inmunitario del camarón P e na e u.s

vanname i, mediante un diagnóstico oportuno, surge cotllo una

alternativa para mejorar las condiciones de cultivo del camarón en el

Ecuador.

En el prcsente trabajo se implcmentaron y optimizaron trcs

ensayos para evaluar la respuesta inmune de P. vcttttttttnei, la

implementación de estos ensayos se basó en criterios celulares y

humorales. Para la realización tle los ensayos fue necesario optilttizar Ia

obtención y la preparación de muestras i¡¡ vlfr¡¡. Con el fin de evaluar

la respuesta celular, se emprendió la preparación cle hemogralnas y se

irnplementó con éxito un ensayo para la cuantificación dcl anión

superóxido, radical tóxico producido durante la fagocitosis,; adenrís

otras técnicas de estimación de otros radicales tóxicos fueron

exploradas. Para la evaluación de la respuesta humoral, se implernentó

un cnsayo ELISA conrpctitivo para cuantif icar la protcína in¡lu¡ritaria tl

2 rnacroglobulina circulante.

Finalmente, a fin de evaluar la capacidacl descriptiva de l«rs

ensayos, se realizó un cns¿ryo nistico de toxicidad utilizanilo cl pesticida

Tilt conlo sujeto de prueba. Sobre las muestras de hemolinf ¿r extraídas

se rcalizaron hemogranras y un ELISA conrpetitiv<-r.



Abreviaturas
-Oz : Anión superóxido.

lO2 : Singlet de oxígeno.

A.B.A. : Alimentos balanceados.

Ac.Mc. :Anticuerposmonoclonales.

D.M.F. : Dimetil formamida.

D.M.S.O. : Dimetil sulfóxido.

E.D.T.A. : Etilén diamino tetra-acético.

E.L.l.S.A. : Ensayo inmunosorbente dc enzima ligada.

F.C. : Factor de coagulación.

Ig.C. : Inmunoglobulina G.

L 15. : Mctlio Lcibovitz

MHBSS : Solución salina modificada de Hank's,

MHBSS I X: Solución salina modificada de Hank's con 6mM de Ca++ y

13 mM de Mg++'

MHBSS 2 X: Solución salina modilicada de Hank's con l2 mM de Ca++

y 26 nrM dc Mg++.

N.B.T. : Nitro blue tetrazoliunl.

N.E.M. : N-ethylmaleimide.

P.B.S. : Tampón fosfato salino sin Ca++ y Mg++.

P.B.S. I X : Tampón fosfato salino con Ca++ y Mg++, dilución l/10.

P.B.S. 2 X : Tampón fosfato salino con C¿r++ y Mg++, dilución l/5.

P.M.A. : Phorbol l2-myristate l3-acetate.

P.R.S. : Rojo dc fenol salino.

S.O.D. : Superoxidismutasa.

Tween20 : Polyoxyethylene-sorbitanmonolaurate.
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INTRODUCCION

La acuicultura cn el Ecuador sc ha caracterizado ¡ror stt desarrollo

explosivo y por esl:¡r declicatla tle nranera exclusiva al cultivo tle

canrarrin. El rcspald() tecrr()lírgico. necesario para asegurar o

increnlentar la produccitin dc Ia naciente intlustria, fue intplantán<Iose

según Ias necesitla«lcs ir¡nretliatas del sector, sin contar con una

estrategia para el "Desarrollo sostenido" del recurso. Como

consecuencia el sector canraronero, nunca ha estado preparado para

enfrentar las dificultades que se han presentado.

Por otra, parte la gran extensión del cultivo se ha traducido en darios al

medio anlbiente. siendo eslos e¡r algunos casos irreversibles, conro la

desaparición dc rnanglares. el cual constituye el hábitat de nluchas

especies animales. incluyenrlo el mismo canrarón. Adenrás rnuchas

c¡nlaroneras fueron construidas en zonas poco adecuadas, corno el gollb

de Cuayaquil, el cual presentaba ya, una contaminación por desechos

industriales y agrarios. y tlondc la calidad del agua del mar no puede ser

controlada.

Los desordenes en las interacciones normales del camarón con su

hábitat, pueden provocar alteraciones [isiológicas y debilitar a los

anintales haciéndolos nrás susceptibles a la aparición y propagación de

enfermedades infecciosas y no infecciosas. A fin de asegurar la

protluctividatl del recurso. es necesario aprovechar o rcstablecer cl

equilibrio entre el canlarrin y el ntedio en el que se cultiva. controlar ltrs
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patógenos y profundizar estudios, que nos ayuden a cornprender los

mecanisnros de rlcl'ensa dc estos crustáceos. En efecto el sistenta

in¡r¡t¡nitario se encucntra estrecl¡anlente :rsociatlt¡ al estarJo fisiológico y

algunos mecanistlx)s irrrnunitari«rs pueclen scrvir como marcadores rle la

conrlición de los an irna lcs.

Con la finalidad tle disponer a corto plazo de pruebas que permitan

evaluar el sistema inmunitario de Penaeus vantramei, se han

desarrollado y optimizado ensayos, tomando en cuenta varios aspectos

del sistema inmunitario de los crusláceos, siendo estos, la determinaciírn

tle hemogramas, la cuantificación "ir¡ t,itrrt" de ratlicales tóxicos quc se

producen tlurante la fagocit«rsis, la closificaciún dc proteínas

inmunitarias mediante el uso de anticucrpos monoclonales y la

estimación de la actividarl microbicida de la hemolinfa. Estos errsayos

permitirfan evaluar eficientemente los efectos potencialmente positivos

del uso de inmunoeslimulantes, o los efectos negativos de contanrinantes.

osfo¿
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CAPI'TULO I.

ANTITCEI)ENTES

La respuesta inrnunc se encuentra asociatla ír la resistencia a las

enfernretlades, la cual en el caso tle los vertebra«los ha sido <leñnicla por

Singleton and Sainsbury ( 1987) como " La respuesta de una persona o

animal a un contact() innrunológico con un antfgeno". Contraria¡nente

a los vertebrados k¡s crustáceos no poseen un sistenra innrunitario ct¡rr

memoria inmunológica y estricta especfñcidad, debido a su incapaci«Iatl

de producir inmunoglobulinas (Hall y SórJerhall, l9tl4). Sin errrbargo

ellos poseen la capaci«.lad de hacer frente a los patógenos por metlio de

tnecanisnxrs. celulares y hunrorales en los cuales están irnplica«Ios los

<Iiferentes constituyentes cle la henrolint'a (Soiiclerh¿ill alrtl Ccrcnirrs.

1992 ). Lt¡s t¡lecanisnlos celulares implican directanrente a Ios herurrcitos

y generalnrente están relacionatlos cort la respuesta innrune inrnediata

no inducible, es decir c()n l()s rnecanisnros de defcnsa que se

desencadcnan innlcdiatanlcntc luego tlc que el aninlal ha sufrido la

agresión del pattigcno o un¿r hctida ( Joharrson y Stiderhill, l9li9). En

(anto, que los nrecanismos hunrorales necesitan una estinrulación previa

antes de activarse y estan basados en la presencia de factores microbicidas

circulanles, los nrisnros que incretnentan la resistencia dcl huésped

por un corto período de tiempo. Ellos forman parte de la

respuesta inmunc inducida (Chadwick y Dunphy, l9tt6).

l.l RESPtIESIA lNNltlNIl I)l'. l-oS ('RLIS-tA(-11()S.
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I .2. I Icnrocit«.rs.

Los tipos hemocitarios pueden scr def inidos et'¡ base a criteri«rs

cstructurales citoquírnicos, antigénicos y funcionalcs. EIt Ios crustiiceos

existen tres tipos de he¡nocitr¡s nrorfológicarnente distintos c¡uc pucdctt

ser clasificaclos conlo hialinos, sctnigranulosos y granulosos (Snrith

and Sóderháll, l9tt3; Tsing. t9tl7; Rodriguez et al, 1995).

Los hernocitos hialinos poseen un diámetro de 4 a l0 ¡tm (figura

l.l; Tsing, 1987), estas células presentan un núcleo central rodeado

por un delgado citoplasma basól'ilo, no hay presencia de gránulos o

estos están presentes en pcquerio númcro. En el cangrejo de río cllos

estarían inrplicados en procesos de fagocitosis (Johansson ancl

Sóderhdll, l9U9), en los peneidos estas células no tienen actividatl

fagocítica y cumplirían un rol en la congulaci«in (Omori, l9U9).

Los henrocitos senligranulosos (HSC) tienen de 6 a l0 ¡.t m (Tsing.

1987) de diámetro, poscen un núcleo esférico, o en fornla de herratlura.

con dos lóbulos, central o perilérico. tienen nruchos gránulos pcc¡ucños

de fbrnra redondeada (fig l.l). En Pena¿'us jupottit:us, los llSC

presentan nulllerosos lizosonras cargados de enz.imas hidrolíticas

(Tsing, l9ti9). En esta especie sc ha prcparado un anticuerpo ¡rono-

clonal que rcconoce estos henrocitos y a los hemocitos hialinos,

indicartr-lo que existiría u¡l parc¡lfcsco ilntigénico entrc estos dos grupos

hemocitarios (llodríguez a ul,1995). Estos hcntocitos sL- cncuc¡ltri¡n

asociados a procesos de f'agocitosis, encirpsuIaci(in y nodulacirin.

Los lrcntocitos grlnukrsos cuya tallu oscill¡ e¡rtrc 7 y 9 ¡ttrr ('l,sirrg.
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1987 ), poseen grancles grlnulos, tienen un núcleo ¡lequeño y excéntrico.

presenta inclrrsiones citoplasmáticas asf cotno un retículo

en«loplasmático liso,'ticncn ribosonlas libres en el citoplasrna. Urr

Flgura 1 .1 : Tipos hemocilarlos

anticuerpo monoclonal contra este tipo de hemocito ha sido preparado

en P. japo,ti(rr.r (Rodrfguez et al, 1995). Estos henrocitos son el

depósito tle las enzirnas que lbr¡nan parte del sistenla prolenoloxidrsa

(Sülcrhall and Snrith. l9tl3).

3. Fag«rcitosis y choque respirator¡o.

La fagocitosis es la rnás cornún de las reacciones «le defensa celul¿r

y constituye, junto a otros componentes hunrorales, la prinrera línea

de tlefensa cuando un' elenrento extraño ha sobrepasado la prinrera

barrera física que constituye la cutícula (Só<ierháll and Cerenius, rev

hemocit o semlgr anuloso

hemocito hial¡n o

hernocilo g16nuloso
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1992). Las partfculils pequeñas como las bacterias son fagtrcitaclas

por hemocif«rs circulantes, tanto como por fag«rcitos ilun<ivilcs

(Johansson antl .Siirlerhrill, rev l9U9). En los cat¡tarottcs los l:tgocitos

illrrr(rviles se utlican cn lir glrirxlula antenal, la superficie de las arteriolns

del sinus henral tlcl hepatopirncreas, cn cl organo linfoide y en las

branquias (Jol¡nsrul. l9lJ7). l:n cstc írrgano los fagocitos so¡l conociclos

corn«r porlocitos brnrrc¡uialcs y ¡rrobablcnlcnte tengan funciones de

elinrinar protcínas y rrr ic ro¡rtrt ícu I¡s inleriores a 30 nnl, en tanto que

los otros fagocitos elinrinan nraterial de nrayor talla (Johns«rn, 1987).

Los henrocitr.¡s implicados en la fagocitosis actúan c()nro

macrófagos. éstos pueden rcconocer directanlente los micrtxrrganisnxrs

por medio receptores presentes st¡bre la superficie de los rnismos, «r

p«rr el interrncdio tle opsonirras (r'er nrírs adelarrte) que f:lcilitan lir

ingestión. Una vez que la partícula es englobada tlentro tle la célula, sc

lbmra una vacuola digestiva denontinada fagosonra, ésta se tusiona

con la nrernbrarra de los lisosomas y forma una nueva vacuola llanlada

fagolisosonra. Los lisosonras contienen una variedad de hidrolasas,

tales co¡no Ia lisosinra, fosfolipasa A2, ribonucleas¡s,

«lesox iribonucleasas, y proleasas que colectivamente participan en la

destrucción de organisnros atrapados (figura l2; Prescott. llarley and

Klein, 1993)'
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Figura 1-2: Eventos destructivos oxígeno ¡ndependientes de la Fagocitosis

Adenrís de estos procesos digestivos enzimát.icos se observa otrcr

mecanismo destructivo propio de estas células, quc conduce a la

formación dc radicales de oxígeno (figural.3), altanrente reactivos y

tóxicos. Este proceso oxidativo es conocido como chor¡uc respilatorio.

El choque respiratorio se caracteriz.a por el incremento de la actividad

metabólica de los fagocitos, conro respucsta a estínlulos provocados

por partículas fbrírncas; este rnccanisrno puede ser iclentiflcaclo por u¡r

aumento en cl consumo de oxígeno y la activación dc una enzirn¿r

me¡nbranaria la NAD(P)H oxidasa. Esta enz.inra cataliza la reduccirill

parcial del oxígeno en anitin supertixido (Oz-): por un ¡rroceso de

disnlutación este puede ser convcrtido en (HzOz); otras reacciones

quírnicas for¡narán el singlet de oxígcno l02, cl radical hidroxilo

(OH-), e hipohnlógenos. Todos estos ratlici¡lcs poseen la capaci<iad

clc inhibir o dcstruir a los ¡tricroorgan isrrios lKlcin. l9tl2).
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Figura 1.3: Choque respiratorio

1.4. [lncapsu Iac itin.

Cuanr.lo una partícula es clemasiado grande para ser fagocitada, nruchos

hemocitr-»s la cubren, [ornranclo capas alrededor de ella (Sóderháll

antl Cerenius, rev 1992 ). La muerte «Je los organistnos

encapsulados probablemente sea provocada por asfixia, por su

conversión a tlcsechos o por la accitin tóxica dc los radicalcs

inten¡tcdiarios tle oxfgeno (Fig. 1.4).

1.5. Notlul¡ción.

Cr.rantlo rttasas lracteriarras se fix'nran cn el henrocele. por ejerrr¡rlo

aglutinarlas por lectinirs, ltls hen¡«r,citos los rodean para fornlar

nódulos nreltniz.ld«rs (Fig. 1.4). Los nódulos son pequeñas

o
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cápsulas dcsclc las cutlcs cicrtos hcnlocitos se desprenden p()r si

mismos y se inf iltran en la ¡¡¡asa de bacterias intentando fagr,,.-itarlas.

I-a formacit'rn de nódulos represenla un hfbrido de encapsulación y

reacciones fagocfticas (Anlirante, 1 986 ), que dan origen a los quino-

nes, quienes son precursores de ¡nelaninas (Salt, 1963;Nappi. 1977:

P«rinar et al.. 1979).

1.6. Melanización y sistcnla proli'nokrxidasa.

Algunas reacciones cle defensa en invertebrados son acornparia«Jas

por la nrelanización «Jel rn icroorgan is¡no invasor (Siiderhlill, I 9t{2;

Süderhiill and Snrith, 1986). La enzima que funciona corno ¡lave de

la sfntesis del pigr¡ento melanina, es la fenoloxidasa (Po), la cual

esta presente en la sanelre de los artrópodos (hemolinfa) como una

pro-enzima inactiva, la profenoloxidasa (proPO), ver Ia ligura

1.5 (Johanss«rnandSóderhiill, 1989). La proPo es liberada a

partir de granulocitos y es activada en Po por componentes de las

paredes celulares tle nricroorganismos, tales como B I -3 glucanos de

hongos, lipolisacáridos (LPS) de bacterias Crarn ncgirtivas v

pépticloglican«rs tle bacteri¡s Crarn positivas, (S(iderh¿ill alrtl Snritll.

l9ll3). La fenoloxidasa aclúa en la transft¡r¡rttc ión enzinr:itica de

nt'icleos fentilicos (otrtenidos l purtir de la tirosina) en quinones y en la

polirtterizaciírn no enzinrática de estos últirnos en nrclanina ( Figura

1.5). Ha sido dcnrostrado que la nrelanina y sus precursores tienen

propiedades microbicidas. ( Kuo and Alexander. 1967; Stiderhiill

attd Ajaxon, 1982; Saint Léger et a/., 1988: Rowley et al., 1990)
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Probablemente el sistema proPO, no esté exclusiva¡¡re¡rtc

inrplicado en la mclanización, algunos <Ie sus conrponentcs estitnulan

otras reacciones de dctbnsa celular (Johansson and Sóderhíll, l9tt9).

Así nluchos hcmocitos fagocitarios y encapsuladores se activan

gracias a la liberación de fenoloxidasa por los granulocitos

estimulados con ll l-3 glucanos (Smith and SóderháIl,1984).

B-1,3-glucanos

LPS

t
cambios
homeostálicos

proleasa proteasa

fenoles
proPo ----> FC

q u ino nes

MELANINA

Figura 1.5: Sistema proPo.

I .7. Rcconociniicnto y opsonizacitin.

1.7. 1. Proteí¡ras de reconocinliento.

[-as protcínas de reconocirnicnto en kls artri¡rotkrs, sorr

moléculas dcl siste¡¡la iltnrunitario cncargadas dcl

reconociulicnto dc las partículas extra¡las. Ellas identif-ican
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residuos <1e glucídicos que se encuentran en las parcdcs

celularcs dc los rrr icrorlrganisrnos, cr¡nro k¡s f( I -3 glucanos

(f(GRP), LI'S y péptid«rglican«rs.

Ln los cangrejos l'acifastacus leniusculus y Carcinus

maenas han siclo aislaclas y caracterizadas proteínas cie

reconocimic¡rio dc (llGBP). Las ITGBI'son capaces de activ¿rr

mecanisnros innrunitarios, como el sístema proPO ver fig.

l 6, (Thórnqvist et al., 1994).

En ()tros artrripodos se han aislado proteínas cle

fiJacirin tle lipopolisacá ridos; LIIS, (Jomori. Kubo y Nírtori,

1989), los cuales sr¡n componentes clc Iirs parcdcs clc las

b:rcte riu s graru (- ).

1.7.2. ()ps«lrtirras.

Las ops<lninas son [actores que incrementan la

capaciclacl encapsuladora y faf¡ocítica de los hemocitos

(Singleton y Sainsbury, 1993). [n el cangrejo de río, P.

leniusculus , ha sido aislada la peroxinectina, una proteína

de 76 kDa, que actúa como un promotor de adhesión y

aplastamiento de los hemocitos sobre una superficie sólida

(Kobayaslri. Johansson y Sóderháll, 1990). [sta protcína

facilita también la [agocitosis y la encapsulacirin (.fohanss«ln

y Si)derh;ill, I989). tlna proteína de propiedirde.s sirnilares

ha sido aislada del cangrejo C. maenas. (Thórnqvist et at.,

1994).
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\f')1.7.3. Aglutininas.

Las aglutininas son proteínas que causan Ia aglutinación

de partículas extrañas y forman parte de la respuesta inmune no

induci«Ja de los crustáceos. Algunas aglutininas tienen la

propiedad de aglutinar eritrocitos y son conocid¿rs colno

henraglutininas. Otras aglutininas tienen la capacitlarJ tle

aglutinar microorganismos, secuestrándolos de la henrolinfa para

facilitar la actividad de fagocitosis de los hemocitos (Liszewski

K. and Atkinson J. P., 1993). La actividad y cantidad de las

aglutininas varían de una cspccie a ol.ra.

La caracterizaci<in dc las aglutininas ha conducido

frecuentcrnente a la identificación de lectinas, qrrc s()n

glicoproteínas quc actúan sin actividad catalítica para unir

carbohidratos. En los nramíf'eros han sido caractcriz-adas

nurncrosas lectinas, las cuales actúan co¡no opsoninas y lactores

dc activación del conrplerncnto. Algunas lectinas de crustÍceos

tienen af inidad por el ícido si¿ilico y causan aglutinacitin dc

difcrentes tipos de células tales conro eritrocitos tlc nrantÍf'eros

o bactcrias (llatanal;o and Chulavatnatol, I990; Vrrgas-Alborcs

e t « 1.. 19931' Sü.lerhiill and Cercnius. I 992: Kopacek.i,I «/.. I 99.1 ).

l.tl. lnhibici(rrr dc protcasas y ct 2 nlacrogl«rtru lina

La a 2 nracroglobulina cs una protcúra cncargada de inhibir

pr()teasas por nretlio de una sccucncia es¡rccial (lue contiene sitios de

unión para nruchas l)rotcasas r.lc clil'crentcs tipos (llarpcl, t973:

\



l(l

t
Protel na f iladora

de B glucanos
a'aaf

floaa
Recaptor c€lular

a
ll glucanos

¡

O
at¡
:''.--I¡

).
+e

Exocilosls del slstema
prolenol-oxidasa

/ \
célrr la gr amrlosa célu la sem igr anulosa

o +
Proteirra do 76 Kda

E¡ocllosls
Adhersncia celular
Dist6nc¡ón celuler
Fagocllosls
Errcapsuleclón

:O
I

t

Frgura 1 .6: Opsonisación.
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Sottrup-Jensen et ol,1989; Barrett and Starkey, 1993). Esta secuencia

especial es llarnacla regi«in de carnada y está expuesta

cn la supcrficie de la proteína y por lo ta¡rto licilnlente accesiblc a las

proteasas (Barret and Starkey, 1993)(figura 1 .7 ). Cuando las proteasas

se unen a la región carnada, un cantbio confbrmacional es inducido en

la gran cr 2 nracroglobulina c¡ue atrapa la proteasa col¡lo utta tranrpa.

El sitio activo dc la proteinasa no es inhibido, pero está escondido ltor

la cr 2 macroglobulina bloqueando así su accesibilidad a substratos clc

gran talla por cncumbranliento estérico (Hall, 1992). La presencia y

funcionalidad clc cstl proteína en crustítceos ha sido reportada por

Anrstron ( 199 I ), He rgenhahn ( I 988) y Hall ( 1992).

E¡r los vertebrado.s la cr 2 rnacroglobuli¡r¡ tiene una inrportancirt

como nrodulador de la respuest¿r innrurte. Se f rja a endopcptidasas y

péptidos antimicrobianos, tacilitando así la internalización de éstas cn

las células por endocitosis, gracias a la fijación del conrplcjo cn

receptores de ¡nc¡nbrana (Panyutich and Canz, 199 I ). En el cartgrcjo

dc río esta proteína tiene la capacirJad de rcticularse con cl fhctor dc

coagulación. De est¿r mancra la c 2 nracroglobulina estaría prescnte

en el coígulo, dondc su rol consistiría cn inhibir las proteasas libcradas

por agentes patrigcnos. Aunr¡uc no haya sido cornpletatucnte

comprobado, csta protcína intcrvcndría, asinris¡rio, en la regulaci(rn

dcl sistcma proPO, ncutralizandr) las proteasa, que lo activan y

controlando, <Ie esta nianera, los daños que este sistenta podría provocar

en los tejitlos tlcl huéspcd (Hall. 1992).
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I.9 Coagulacirin.

El sisterna circulatorio dc los canlarones es abierto y por

consiguiente la coagulació¡r dcbe ser rápida a fin dc evitar las

hemon'agias. Estc proccso lra sitlo estudiad(l en nume[osos cnlstáceos.

La gelación dcl plasnra se pruducc por polinterizac irirt y rcticulacirin

del lhctor tlc coagulaci(rn (FC). proceso c¡ue depcn«lc de la accitin dc

una cnz.i¡na celular, la transglutanrinasa, activada por canrbios

homeostáticos (Bnrner-Lorarxl et al., I9ó6) requirienclo la prescncia

de Ca++ (Durliat a¡rd Vrankx, 197(r; Kopacek c¡ r¡l., 1993).

La henlolinfa de r¡ruchos invcrtebrados posee [¡ct()res

encargaclos de la destrucción directa dc bacterias, por nretlio de

mecanismos poco conocidos. En los inscctos y el Liraalrr.s varios

péptidos y proteínas han sido aislados y caracterizados (Nakanrura

e¡ r¡l., 1988; Mitaya et al., 1989: Lloffrnan et al., 1992), Algunas

familias de f'actores nricrobicidas se describen en el anexo I. En los

crustáceos, los datos son cxtre nradanicntc linlitados. Sin cnrbargo.

una fuerte actividad microbicitla ha po«lido ser evidenciada en la

hcmolinla de dilerentes crustáccos (Chisholm and Smith, 1994:

Chisholm and Smith. 1995).

t,
L.A^

1-/



CAPITULO II

MATL,RIALL,S Y ME-IODOS

2. L Material biológico.

2.1.1. Canrarones y henrolinfa.

Los camarones P. vannan¡ei, fueron obtenidos <.lel

departanrento de larvicultura del CENAIM, de las

canraroneras OPUMAR.SA y Fuentes, ubicadas cerca de

Palmar, provincia del Guayas.

Canrarones de 2 a 13 gr., fueron usados para cl

desarrolkr e ¡r¡lplementación de todos las ensayos, después

de un periotlo de l5 dfas de aclimatación.

Estos animales fueron mantenidos en tanques tJe -500

litros con recanrbio continuo de agua y aireación constante.

Fueron alimentados con el 3Vo de la biomasa diaria. El

alimento se distribuyó en 3 raciones, dos en la mañana y una

en la noche, respectivamente, con alinrento balanceado

(Tanraño 314 25 Vo tle protefna, ABA) y una tercera raciírn

cle cala¡nar en la tarde. Cada ración representaba el lVo ¡Je

la bionlasa.

Los canrar«rnes en estado dc intermuda fueron lavad«rs

con agua de nrar cstéril. La henrolinfa fue tonrada a nivel

del sinus venlral con la ayuda de una jeringuilla de I nll,
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con una aguja de 2-3 C I (llD), para camarones de nrás de -5

grariros t1e peso; y, con agujfls de 26 C l/2, para canrarones

<Je I a 5 gr. Previo a la extracción de la hemolinfa las

jeringuillas fueron carga«las con 300 ¡tl de una solución tle

anticoagulante.

La hemolinfa dilufda en la solución de anticoagulante

fue transferi«Ja de las jeringuillas a microtubos ( 1,5 ¡¡rl.

Biopur). Los volt'inrenes de henrolinfa y arrticoagulurrtc

fueron arrotados a lin tle estirnar el coef icierrte de dilucirirr

de la henrolirrfa lotal, a pílrrir «.lel cuai posteriorrnen te, sc

estalllcccrí el nrinrcro total de hcrnocitos y la cantitlad tle

hernolirrfn ell las r ¡rucst ras.

Las siguientes soluciones de anticoagulantes

fueron probadas: Solución modificada de Alsever

(Bachere,l988), solución salina de canrarón (Vargas

A., 199-1), cistefna al 2.59o, citrato al 107o, y variantes

de los dos últinros compuestos. Las cornposicioncs

quínticas de estos c{)nlpueslos están presentes cn cl

anexo 2.

2.2. Técnicas y nredi«rs tle cultivo tle helnocitos.

2.2. L Protocolo tle cultivo de henrocitos.

'Iorios los procedinrientos para la obtencitin clc

2. I .2. Anticoagularrtcs.
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primocultivos de hemocitos, deben ser relliz.ados

rápidamente y mantcniendo las células a 4 " C, usando

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

Para los ensayos de tipo cualitativo, los prinrocultivos

de hemocitos, fueron realizados sobre placas r¡ue poseen 3

hoyos individuales (nrarca Dynatech), y sobre los hoyos de

placas de poliestireno de 96 hoyos para los ensayos

cuantitativos (Corning, Sigma M-0156). Estas placas

permiten realiz.ar análisis espectrofoto¡nétrico cle

microplacas (Labsystcms, tipo multiskan 348). Los

primocultivos de hemocitos fueron realizados utilizando 2

protocolos.

2.2.1.1 . Primer protocolo para la obtención de

primocultivos.

El prinrcr protocolo se utilizó para repartir un

número deterrninado de henlocitos por hoyo.

Previamcntc el plasma es eliminado. Con este fin,

las ntuestras de henlolinla son centrifugadas en los

nricrotubos ( 800 X G, l0 n¡in.). El sobrenadante

(plasma) fue scparado y alntacenado para realiz-ar

los cnsayos cle actividad antibacteriana e

inmunodosificación. El se«limento de henlocitos fue

resuspendido con el volumcn de medio de cultivo

necesario para obtencr la co¡rcentración celular

dcseacla.
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2.2.1.2. Segundo protocolo para la obtención de

primocultivos.

El segundo protocolo «Je primocultivos consiste

sinrplemente en distribuir la hemolinfa total (

plasma y células ) en las placas tle cultivo. Un

volunren igual de medio de cultivo es añadi«lo para

reactivar Ios procesos celulares, diluyenrkr la

concentraciórr del anticoagulante.

2.2.2. Metlios dc cultivo.

I)ara la preparación tlc primocult.ivos. dil'erentes

medi«rs tlc cultivo fueron proba<los (anexo 3), usando

refercncias de trabajos realizados en olros crustáceos,

insectos y nroluscos. Los medios seleccionados fueron: El

medio Ll5 de Leibovitz, utilizado a una concentración de

2X, según descripciones hechas por Boulo (1995); una

solución salina fisiológica cuya composición fue establecida

por La Peyere (1990) para cultivar células del cangrejo azul,

Carcinus sapidus : Agua de mar estéril pura o diluítla en

agua destilatla (507o, 607o, 7OVo, 80711; Soluci(rn salina

modificada de Hank's sin Ca++, sin Mg++, sin rojo de l'enol,

780 mosm. pH 7,2 (MHBSS), usada por Song y Hiegh

( 1994), para las células de Penaeu.s nr»rxlon y por Boulo ¿t

o/. (1995, en prep.) para las células de Penueus japtni<us'.

MHBSS co¡iteniendo 6 mM de Ca++ y l3 mM de Mg++, Ia

concentración de los iones de Ca++ y Mg++ estan basadas en
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descripciones hechas por La Pcyerc ( 1990) para C. so¡tidus ;

y una solución dc tamp(rn fosfato salino con calcio y

rnagnesio que lue utiliz.ada a una concentración de I y 2 X.

2.3. Herlogramas.

2.3. l. Cuantificación tlcl núnrero dc hcruncitos

Para facilitar el conteo de los hemocitos en caso de que

existan muchos hemocitos cn la muestra, mantcnerlos con un

buen aspecto morfológico y evitar la agregación celular, se

diluye una parte de hcmolinfa total, en dos partes de

formaldehídt> al 3a/o. Las nruestras de hcrnolinfa con

formaldehído, dcben ser analiz-adas hasta el dÍa siguiente cle

su obtención, pero pueden ser almacenadas a 4"C y cleben

permanecer cerradas para inrpedir la evaporación.

Se coloca l0 ¡tl dc la nrucstra tratada con fornlaldehído.

en el hemocitrimetro (Cánlara de Neubauer, Erma). y se

<Jetermina el númcro y los tipos henrocitarios cn un

rnicroscopio óptico. provisto de un dispositivo de contraste

de fases (Olympus BH2, objetivo A20 PL). Los contcos son

estimados de acucrdo al núrnero dc hernocitos/ml (lue existan

en la rnuestra de henlolinfa.

2..1.2. Citoe entn lirgirc iírn.

Los lrentocitos son fijados con for¡naldchído al .l %'

inrnediatanie nte dcspués cle la o[rtención dc la herrtolinl'a.
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Aproxirnadamente 500.000 células son centrifugadas por

Iámina (200 g,5 nrin), con la ayuda de un soporte para

citocentrifugación (Miles 4336) en una centrifuga

refrigerante (Kokusan H-2000A). Las láminas son lavadas

en agua deslilada y almacenadas a -20"C, para luego scr

teilidas.

2.3.3. Tinciones.

Lns rnuestras tlc he¡nocitr-rs son teñidas con el Kit

Henracolor (Merck¡ (lue es una variante rápitla cle la tinción

May-Grürrwald Ciernsa. Consisle en 3 baños sucesivos, cada

ba¡fo con una de las siguientes soluciones: metanol, solución

A a base rJe eosina y una solución B a base de azul de

met ileno-

2.4. Técnicas de evaluación del choque respiratorio en |os henlocitos.

2.4.1 Cuantiñcacitin del anión superóxiclo

2.4.1.1 . Principio.

El nitro blue tetrazoliunl (NBT), producto

qufnrico de color amarillo, es reducido en presencia

de anión superóxi«lo (OZ-) y se convierte en un

conrpuesto az-ul oscuro insoluble conocido conlo

formaz,án (Van Noorden and Butcher, 1989).

NBT + 02- ---> Fornraz.án
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El principio del ensayo consiste, en incubar

hemocitos en presencia de NBT y de un estimulante

clel choque respiratorio para inducir la producción

de Oz- en el choque respiratorio. La actividad tle

los hemocitos, está determinada por la cantidad de

formazán obtenida.

2.4.1.2. Rcactivos.

N lt'r.

NtsT (nitro blue tetrazolium, Sigma N-6876),

preparado a la concentración de l0 mg/ml cn

dinretil formamida (DMF) o en agua destilada..

Y utilizado en una concentración final de 0.-1

o/o diluyendo la solución madre en dif'erentes

soluciones scgún las e xperimentac iones a

realizarse.

E,stitttulatttc.s.

- Zymosan A (1;arctles celulares.

cornpuestas de glucanos. extraí(lo dc

Sac c lt u n¡rr\'<'t, s c'erevi.¡ittc. (Sigrna Z-

42,50), fue rcsuspendido en agua de nlar

estéril ( 1430 x 106 partículas/ml)

- Laminarina, 13 glucano soluble (extraícia



de ktntinaria digitata

dilufda en agua de

MHBSS (60 mgiml).

4l

,Sigma L-9634) es

mar estéril 0 en

- PIUA (phorbol l2-.myristate l3-acetate,

.Sigrna, P-43ti5), dilufdo en DMSO

(clir¡retilsulfóxitlo, Sigma D-8779) a la
concentración de l0 mg/ml.

lnhibidores.

- NEM, N-ethylmaleimicle (sigma E-

3876) es preparado en agua de mar o en

MHBSS a 30 mM, como solución madre.

- Iodoacetamida (sigma, I-6125) es

preparado en MHBSS a (r0 nrM.

2.4.1 .3. Protocolo cualitativo.

Un volumen de 50 ¡rl de hemolinfa cornpleta o

una suspensión de hemocitos correspondiente a un

anirltal, es depositado en los hoyos de una placa de

histologfa (Dynatech). Se añaden 50 ¡rl de solución

de trabajo de NBT (0.3 Vo) y 50 [l cle la soluci(¡n de

Zymosan A diluldo en MHBSS. Después de 2 horas

de incubación, el sobrenadante es eliminado y las

células son fijadas con metanol al 1007o ( I nrin). El

formazán intracelular es observado al rnicroscopio

r'rptico.
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2.4.1.4. Protocolo cuantitativo

En el protocolo cuantitativo el forntaz.án cs

extraído y diluído con KOH y DMSO, la cantidad «le

forrnaz-ín es cstinra«la r¡cdiantc lcctur¿rs en cl

cspectrofotó nretro a (r20 nnl. En este tipo dc

cnsayo, se analiza la diferencia de scñal cntre

hemocitos no estirnulados (actividad dc base) y

he¡¡rocitos cstimulados. En una serie de hoyos

previamente estimulados sc a«licionan inhibidores

específicos det choque respiratorio (Nenr.

Iodoacetamida). con la finalidad dc verificar la

especificidad de la señal obtenida.

2.4.1 .5. Análisis cstadístico.

Todos los ensayos realizados para la
irnplementaci(rn tlel protocolo cuantitativo, f'ucron

analizados nrediante la prucba "Duncan Ncw

Multiple Range" a un nivcl de conlianza del 95%.

utilizando el programa Super Anova.

El peróxi<Io de hidrógeno (HzOz) es

co-sustrato de las peroxitlasas y en consecuencia

permite cuantificar el producto de la peroxidación

2.4.2. Cuantificacirin dcl pcrtixido cle hiclrógeno extracclular.

2.4.2.1. Principio.
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del rojo tle fenol por acción de una peroxidasa (l'ick

antl Keisari, 1980).

HzC)r+Rojo de fenol+l)eroxidasa *Rojo de fenol oxidadtr

Ilrr la prlctica, la peroxidación del rojo de

fcnol (colorante biológico neutro) en presencia «le

peróxido de hi«Jrógeno conduce a un producto

oxidado con un cambio de color que pue«le ser

nledido en un espectrofotómetro. Esta reacción

permite cuantificar el peróxido de hidrógeno

extracelular producido por los hemocitos rlebiclo a

quc la cantidad de producto oxidado es proporcional

a la cantidad de peróxido tle hidrógeno presente

(Pick and Keisari,l980).

2.4.2.2. Reactivos.

- El.rojo «Je fenol ( Phenolsulfonphthaleine, Signra

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

- Peroxidasa (HRPO, Horseradish peroxidase, type

IV, Signra P-8375) es dilufda en un tampón fosfato

de potasio ( 50 mM, pH 7,0 ) a una concentración

final tle 2,93 mg/ntl (t't50 unidades tlc

purpurogallina por ml). La soluci«in cs tlistribuída

cn nricrotubos que posteriorrnenle son c«rngelados a

-90 " c.
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Ii.st ittt u lu¡t t ¿'.s.

- Zymosan A (paredes celulares, compuestas de

glucanos, extraído rJe Sa<'tharo ttces

cerevisiae, (Sigma 2-4250\, fue resuspcndido

en agua cie Inar estéril ( 1430 x 106

partículas/rnl).

- Laminarina, B glucano soluble (cxtraída de

I¿t»tinaria digitttttt ,Signra L-9634) es diluída

en agua de mar estéril o en MHBSS (60

mg/rnl).

I t t lt il¡ idt¡rt.s.

- NEM, N-ethylmaleimide (sigma E-3876) es

preparado en agua de mar o en MHBSS a 30

mM, como solución nradre.

2.4.2.3. Protocolo.

l-as ¡nuestras de he¡nolinfa ( I x 106 he¡nocitos/

100 ¡tl) son distribuídas verticalmeÍltc cn dos serics

de 8 hoyos dc una ¡nicroplaca. En totlos los hoyos

de la primera serie serán añadidos t00 ¡rl dc

solución tlc trabajo de rojo de fcnol (PRS, 770

¡nOs¡rr, pH 7,2), la misnra que cstá conrpuesta de:

740 rnM de ClNa; l0 rrtM de tosfato de potasio (pH

7,45); I I mM de dextrr¡sa; l,l2 mM de rojo de
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l'enol con l7 unidades/nrl tle HRPO), y 50 pl de una

soluci(rn tlc estinrulante «.lel choque respiratorio

(Zynrosan. larninarina, PMA); por otra parte en la

segunda serie. que servirá de control son añadidos

150 pl <Ie solución MHBSS. Esta serie servirá para

determinar la influencia celular en las lecturas de

D.O. Para elaborar la cinética de prorlucción r-lel

per«ixido dc ltidrógeno, las reacciones enzimáticas

son <.letenidas por adicitln de 40 pl dc NaOH ( I Ml a

tliferentes intervalos de tiempo ( 0; -5; l0; 20; 30; 40

nrirr). Las densidades ópticas de los lroyos son

nreditlas a 620 nm en el espec t rofot ómetro

(Lilbsystem, MultisKan).

2.4.3. Cuantificación de la actividad quimioluminiscente de los

hemocitos.

2.4.3.1. Prirrcipio.

Esta técnica permite medir la producción dc

radicales libres intermediarios de oxígcno, t¡uicncs

son responsables de la enlisión de luz generada por

las células cuando fagocitan. Para alnplificar la

sensibilitlatl dc esta técnica se usa Luminol. La

quinriolunriniscencia dependiente tlel lunrinol esta

ligada principalmente a un sistema HzO z-

Mieloperoxidasa-Hipohalógenos, que conduce a la

formación del singlet tle oxfgeno. Este proceso es
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acompañado por la enlisión de luz, revisar Klein

( 1982) y puede ser deterntinado por un

lu minómetro. ( Figu ra 1.3).

2.4.3.2. Reactivos.

Luminol ( 5 anrino 2,3 dihydro 1.4

phthalazinedione, Sigma A-851 l) es preparado a la

conccntración de 0, I M en DMSO. y es utilizado en

una concentración final de 0, I mM diluyendo la

solución nradrc cn MflBSS.

Esl itttulutt t<'s.

- Zynrosán, lanrinarina y PMA son utilizados

como estimulantcs, corno se indic(r

anteriormente.

Protoe olti

Las nruestras de hemolinfa son centrifugadas y los

henrocitos son resuspendidos en una cantidad dc

MHBSS que permita tencr una concentraci(')n celular de

3.9 x 106 hcmocitos/nrl. De esta rnuestra se «rnran 130

pl en tubos Pyre x ( I I.ti x 75 mnr, corning Inc.).

Después se completa con MIIBSS a un volur¡ren de 2

ml. Un volunren de 20 ¡tl «le lunrinol ( I nlM) es

cr-¡locado cn cada tubo. Final¡nente. se a¡-i¿rden en ltis

tubos 50 ¡rl de estirnulante dcl choquc respiratorio o -50
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¡tl de MtlBSS, en los tubos de control. A este

monlento se lo considera el tiempo 0, todas las

muestras son medidas ca«la l0 nrinutos durante 2 horas.

Con un luminónretro portátil ( BCL Book, SE,E

AUI'OMATION) equipado con r¡n tubo

fotornultiplicatl«rr, el lunrin(¡nretro estará regulatkr a

un rnodo de integración tle 60 seguntlos.

2..5. Inrnunodr¡sif icaciones.

2.5.1. I nnlu nofl uorescenc ia ( lF ).

2.5.1.2. Principio.

En la innrunofluorecencia, el antfgeno está fijo

a un soporte sólido (Lamina portaobjetos), este

antfgeno puede fijar y retener a su anticuerpo

especffico. Cuando la fijación del anticuerpo se ha

llevado a cabo, es añarlido otro anticuerpo capaz de

rcconocer y fijarse al anticue.rpo especffico: este

segundo anticuerpo está marcado con isocianato de

lluoresceína, conrpuesto t¡ue puede ser detectado en

un n¡icr()sc()pio de epill uorescenc ia (Olyrnpus).

2.5.1 .2. Rcactivos.

Anticuerpo monoclonal 4lB12, es pe c ffic o

contra la protefna c 2 macroglogulina <Ie P .

ja¡tonic'ns (Rodrfguez, et. al 1995). El anticuerpo
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rronoclonal f'ue preparaclo por la técnica de

hibridación linfocitaria.

Anticuerpo anti ratón IgG marcado con

isothiocianato de fl uoresceína (Diagnósticos Pasteur,

746t).

2.5. t.3. Ptotocolt¡.

Un volumen de 50 pl de solución de

anticuerpos nronoclonales (AcMc) son <Jepositados

sobre las r¡luestras previamente fijadas en acetonár,

consiste¡rtes en prirnocultivos o célults

c itocentrifugadas dc hcnlocitos, luego son incubados

en una cámara húnreda, l5 nlin a tenlperatura

ambiente. Las muestras son lavadas 3 veces con

tampón TIF (Diagnósticos pasteur). Los

anticuerpos secundarios Anti IgG de rattin,

marcados con isothiocyanato de fluorcsceína. solr

diluídos l/100 en tanrpón TIF- contcnienclo l7o de

azul de Evans (Sigma E 0133). Estos son

depositados sobre las prcparaciones celularcs (50

ul/mucstra), e incuba«los L-r.r r.rna cánrara húmcda en

la oscuritlad. Dcspués de los lavados, las placas son

montadas en un uricroscopio de epifl uoresccnc ia.

2.5.2. Ensayo inrnunosorbentc de cnzir¡ia ligada (ELISA). dc tipo

indirecto.
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Principio.

En el ELISA indirecto, el antígeno se

encuentra fijo a un soporte sólido ( Insolubiliz.ado ).

Este antfgeno puede fijar y retener a su anticuerptr

especffico. Cuan«lo la fijación del anticuerpo se ha

llevado a cabo. es añatJitlo otro anticuerpo capaz- rJe

reconocer y fijarse al anticuerpo especffico, este

segundo anticuerpo está marcado con una enzima.

Luego se añade un sustrato a Ia enzima, provocan<Io

un cambio colorimétrico debido a la acción de la

enzinra sobre el sustrato, el mismo que es lefdo en

un espectrofotómetro (Figura 2. I ).

2.5.2.2. Rcrctiv«rs

Anticucrpo rnonoclonal 4lB 12, especf f ico

contra la protefna alfa 2 macroglogulina de P.

jopt»ticus (Rodrfguez., et.al 1995).

Anticuerpo anti ratón IgG marcado con la

enzima fosfatasa alcalina (Sigma, A-8779).

2.5.2.3. Protocolo

Ittsol ub i lizaci¡ín de I ant { geno

Se colocan I00 ¡tl de antígeno 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-TwinD,lVc en cada hoyo
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durante 3 minutos

Seturaciótt.

Mediante la saturación se llenan los

sitios libres de la placa de ELISA con

proteínas, para evitar que los anticuerpos

específicos y no específicos se fijen a la placa.

En esta forma se añade la solución de

saturación PBS-plasrnión 20o/o ó PBS-lechc

5Ío ( 200 pl por hoyo), se incuba a

temperatura ambiente por I hora, y Iuego se

lava 3 veccs colocando 200 ¡rt de PBS-Twecn

0,17o en cada hoyo durante 3 minutos.

Incubaciótt co¡t el attticuerpo espccíJ'ir:tt alJh 2

nruc roglobul itru \, ant ic uc rpo co,tt rol.

Se pone 100 ¡rl por hoyo de sobrenadante

de cultivo contcniendo anticuerpos específicos

l/20 (puro) y una diluciírn de l/ I 000 de

anticuerpo control. Luego se incuba a

temperatura anrbicnte por I ri 2 horas, clespués

de la incubacirin se rcaliz-an 3 lavados con PBS-

Tween 0. 1%.

lncubación con el unticuerpo nr«rcutlt¡ u la

.ft t sftttusa a I cu I i ttu..

Se colocan 100 pl de una solución dcl scgunclo
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anticuerpo anti IgC de ratón conjugado con

fosfatasa alcalina «liluida l/10000

respectivanrente, las placas son incubadas por

I hora, los hoyos son lavados 3 veces con PBS-

Tween 0, I 7o. Antcs del revelado se debe

agregar a los hoyos el tampón dc la enz.inra por

2 minutos.

Ileveludt¡.

Se airaden 100 ¡rl dc tampón (10 ml dc agua

destilada, 0,-5 ml de dietanolanrina signra D-

2286, pH 9.8) junto con 0. 17o del sustrato

Nitrophenil phosphato (Signra, N-9-189) para la

fosfatasa alcalina. Luego de 30 nrinutos la

placa es leída cn un espectrofotórnetro de

nticroplacas a 405 r1 415 nm cuanclo se ha

usado anticucrpo conjugado cr>n firsfatasa

alcalina.

2.-5.3. ELISA conrpetitivo.

2.5.3.1. Principio.

El principio del método consiste en realizar un

ELISA indirecto incubanclo previamcnte el

anticuerpo cspecífico con antígeno soluble, la

can(idad dc anticucrpo inhibido durante la
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incubación estará en f't¡ncitin tle la cantidatl tle

antígeno soluble. Difercntes soluciones de antígeno

solublc (l lernolinfa) so¡r incubados co¡l t¡n¿r nrisrrrn

tlilucitin tlc nttticuerpos (4 l B I2) cn tuhos. l)cs¡rtri's

tle 2 horas tle ilrct¡hacirin. esta r¡rc¿cll scni t¡tilizlrllr

corrrt¡ antictrcrpo especffico en un ELISA intlirecto.

crr cl cl¡al cl arrtígeno insolubiliza<ft1 corresponde ir

ulra rnucstr f ija tlc lrcrrrolinf'a (Figura 2.2).

La scil¿¡l obtenida será inversamente

proporcional a la cantirlad de inhibi<lor utiliz¿rtlo

(antfgeno soluble), asf lendremos un ¡nétodo de

cuantificflción de la cantidad de antfgeno presente en

la r¡ruest ra.

2.5.3.2. Iteactivos.

Anticuerpo rnonoclonal 4lB 12. especíl'ico

contra la proteína alfa 2 nracroglogulina tle P.

ja¡xttriL'tr.s (Roddríguez. ct.al 1995) contra la alf a 2

nracrog lohu lina, de P. ,¡'annanrci 
.

2.5.3..1. Pr«r{ocolo

Iln tubos de henlólisis se colocan 200 pl del

antígeno dilufdo en serie (Desrle l/2 hasta l/5 l2) en

PBS a 300 mosm., son incubados durante dos horas

con 200 ¡tl de una dilución de ll20 de anticuerp«rs

4lB l2 rJisueltos en PBS-Tween0, I 7r-leche0,59t. A
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continuación, 100 pl de cada una de las diluciones

fueron utiliz-adas como anticuerpo específico en un

ELISA indirecto, cacla muestra se analizó por

<Iuplicado. E,l control positivo sc realiz.ó utilizando

el anticuerpo 4l B l2 diluido I /20 en PBS-

Twin0, lo/o-leche},57o, en tanto cn el control

negativo se utilizó 100 ¡tl cle mezcla henrolinfa-

anticoagulante.



Mtteslras tlc hctttolintrt cor tlilcrcttlcs t¡ttlirli¡dcs dc rr 2 tttacrogltthulitta

Una cantidad cstandrr tlc rnticttcr¡ros 4l Bl2 sc adicionan a cada ntucstra dc

e rnoli n fa.

o

l.os anticuerpos 4 I tl I 2 qrrc pernlanecen libres reaccionan con la rr 2 ntacroglobulina

ue se encuentra ñja en una placa de nlicrotit ulación (insolubili¿ado).

.N*y'

IS

Fs'A
+ f

'A
\
+

O

A

#,\ A-
¡ar. 1^

\.x'A
Ll^

aat¡lEn¡ 0¡t ulot L

BrBl.l0rtfa

cE¡f8¡t

t
f' I

+ f



Se adiciona el primer anticuerpo quc poscc la copacidad tle reconocer a una protelna
spec fli ca.

Se adicit¡na cl segrrntkr nnticrrcrpo rnrrc¡tlo a la enzirna fosfatasa alcalina

Se atlici<lna un suslral() <¡rrc rcacciona con la enzinla. esla reacción se lraduce en un

anllrio de color que ¡ruede ser cuantificado ulilizando un espectrofolórnetro.

Este canrbio colorinrólrico ql¡e se cncucnlra en relación inversanlcnle pro¡rrcirxral
la cantitlad de al[a 2 nlacroglobulina.
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Figura 2.2: l'rincipio dcl cnsayo E[-lSA competitivo



CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION.

Partc I

3.l. Desarrollo y optimación de primocultivos de hemocitos

El rlesarrollo de pruebas para cvaluar el estado inrnunitario

del camarón inrplica tonlar y mantener muestras dc hemolinfa en

condiciones que eviten a los factores plasmáticos entrar en

actividad. Estos factores interviencn en un gran nrirncro de

procesos inrnunitarios como la coagulación, la t¡uc se acontpaña

asinrismo de dcsgranulación y agregaciírn. Esto lracc necesari<>

evaluar y seleccionar diferentes anticoagulantes, y rnedios de

cultivo para mantener los henrocitos en buen estado durante los

ensayos realizados " itt t'itni' .

3.1. l. Evaluación de anticoagulantes

Ex istc relativanrente poca inlornración

relacionada a las soluciones de extracción dc

hcnrolinla de camarón (Rodríguez ¿¡ a/.,I995). Los

anticoagulantes generalnrente están cornpuestos de

queladores de iones o de aminoácidos que inhiben la

coagulación, en una solución tampón que permite

mantener estable el pH. Ademírs estos

anticoagulantes deben permitir la reactivación de los

procesos biológicos cclulares y hunrorales de la
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respuesta inmunitaria, una vez que el anticoagulante

se ha elinrinado o rlilufdo. Diferentes soluciones «le

anticoagulantes fucron cnsayadas cn estc

trabajo(Tabla l).

Esta soluciírn isoosmótica descrita por Bacherc

( 1988), posee citrato de sodio 30 mM, el cual

además cunrple la función de tampón, Clucosa I l5

mM, cloruro de so«lio 338 mM y EDTA (Acid<¡

etilén dianlino tetraacético). Ambos compuestos

actúan conr<l queladores de los iones necesarios para

activar el factor de coagulacirin. Con cstc

flnticoagul¿rnte se puede exlraer tres volúnrenes tJe

henrt¡linfa contra un volurnen de anticoagulante,

obteniendo una nluestra de hemolinfa flufda. Las

células presentan un aspecto morfológico irregular

al ser observatlas al microscr-rpio (figura 3.1.I foto

I -a).

3.1.1.2. Solucitin citrato tle sodio al 107c.

Con este anticoagulante se ha lograck-r extraer sin

problenras de coagulación hasta seis volúmenes de

lrelnolinfa, contra un volu¡¡¡en de anticoagulante.

Las células, aunque no presentan un buen aspect()

rnorfológico, recobran bien su actividad funcional.

3.1.1. l. Solr¡citln nrodificada de Alsever.
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3.1. 1.3. Solución de cistcína al 2.5'7c en MHBSS.

La cisteína actúa cor¡ro anticoagulante gracias a

su capacidatl de bloqucar los grupos sulfuro que

intcrvienen c¡l la f'ortrtación de enlaces cntre las

dif'ercntcs moléculas del factor de coagulaci<'rtt (F.C)

(Durliat and Vranckx, 198 I ). Las células al ser

obscrvadas al rnicroscopio conservan cxcelentes

características morfolrigicas. Sin entbargo, la

proporci(rn entre la can(ida<I de he¡lrolinf'a tolnada y

la cantidatl de anticoagulante no puctlc ser superior

a l, para evitar los procesos de coagulación.

3.1. I.4. Soluci(rn tlc citrato al 57r, cn MI-lBSS.

Su capacidad cle inhibir [a coagulaciórt cs baja y

debe evitarse tomar un mayor volunren de

hemolinfa que de anticoagulante. Esta soluci(rn,

pernrite obtener hemocitos con buen aspecto

morfológico y que adcnrás recobran bien sus

actividades fisiológicas en prinrocultivcrs.

3.1.1.5. Soluci(rn de citrato tle sodio 5% y cisteírra 1.257c.

Esta solucirin antiacoagulante es prcparada

¡lez-clando volunrcn a volurnen una solucir'rn dc

citrato de sodio al l07o y una solución «le cistcína al

(figura 3.1.1 foto l-b).
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2,5 Vo. Con este anticogulflnle se puede extraer un

mayór volumen de hemolinfa. Las células tienert

una excelente apariencia, guardando su aspecto

rnorfol(rgico original (Figura 3. l. I : foto I -c). FIay

que recortlflr que no se puede mantener una soluci(rn

matlre de este ant¡coagulante por más de 24 lroras.

debido a la fuerte precipitación de la cistefna.

-l-¿rhla I

Tahla l: Pro¡rtrrciírn rlc hcnrt¡linl¡r <¡ue puede ser ohtenidit con rlifcrcntes
anticoagulantes y clcfcclo tlcl ¡url ic()ilgt¡lanlc sotrre el aspecto nrorfoklgico de los
helnocitos. (* * t) nruy buen:r. (r t)bucna, ( * ) rcgular.

La necesidaú de esturliar y evaluar varios parálnetros

inmunológicos con la nrisma muestra de hemolinfa, obliga a

seleccionar anticoagulantes que tengan el más grande espectro de

ANTICOACULANTE,

Proporcidn de
anticoagulante

Aspecto tle las
cé lu las.

Alsever
tt3

tt6

Cisteína 2,-57. / MllBSS. I

C¡tra(o de Nr 5% / IV I IUS.S
I

Citrato de Na S7olCis l,257.iMtlBSS 0,5 X tt3

Citrato dc Na.

I
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aplicaciones. El citrato de so«Jio 57clCisteína 1,25c/o en MHBSS fue

utilizado. durante los prinrcros meses, en el estudio del núlnero de

células. hemogranras, tlosificación dc proteínas inrnunitarias y

actividail antibacteriana, aunque las nruestras de her¡iolinf'a

obtenidas corr este anticoagulante, presentaron una [uerte

precipitación cuando fucron alrnacena<.las a temperaturas inferiures

a -4 "C. Por csta razí¡n, este anticoagulantc, fue rccmplazatlo por

el citrato de sodío al l0 %, anticoagulante que posee un mayor

rango de acción, ya que permite cuantificar tanlbién el choque

respiratorio. E.n conclusir'rn para to«Jos los ensayos encarni¡rados a

cuantificar ¡a rcspucsta innlune de los ca¡narones postcrirlrcs u cstc

trabajo, el anticoagulantc scleccionado f'uc el citrato cie sodio al

lOo/o .

3.1.2. Irnplementación de cultivos primarios de hemocitos.

Teniendo en cuenta la posibitidad de obtencr ¡nuestras

de henlolinfa con hemocitos aparentenrente en bucnas

condiciones, fue dcspués explorada la implementación de

cultivos prinrarios de hemocitos colno sistema de estudi«rs

" in vitn¡ " de las l'unciones henrocitarias, en particular la

fagocitosis.

En cl protocolo rle inrplcrtre ntac irin de prinrocultivos cn

P. ju¡tottit'us, pre vianrente descrito (Rodríguez. 1994). ta

henlolinlh f'ue centrif'ugada para scparar Ios hcnr«tcitos dcl

plasrna. Estc protocolo aplicatlo ..t P. t'tttttttttttci ¡nucstra

quc csta ccntril'ugac itin scguida de Ia rcsuspensi«in tlc l:rs
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células en cl nrcdio dc cultivo. lrace disrrrirruir la ca¡rircitlirtl

rJc fijacirirr de los he¡locitos. C<¡nsecuenlenlenle se e¡rsavti

c<¡n r(xito. Jrrirrrocrrllivos con hellolinfn total, evitandtl la

ccrrtrilugacrtirr. l)or cstu ra¿tin c¡r las siguientcs ¡lruebas, las

nlr.rcstr.rs tlr hcrrolir¡f ir ftrerorr tlep«rsitadas directaulente,

diluyéntkrlas con tlilerentes nreclios <Je cultivo, con la

finalidacl de reducir la cantidad de anticoagulante, y para

reactivar los hemocitos.

Dilerenles nredios fueron evaluados, de acuerdo al

aspecto nxrrfirl(rgico en microscopfa y el nivel de fijación tle

krs henrocitos en la placa después «Je 30 rnin de cultivr¡. l-os

resr¡ltados serin tlcscritos a conf irruÍrcirin y sc encuentr¿ur

resurnitlos crr la tabla I l l.

3. 1.2.1. Tampón ft¡sfato salino (PBS 800 nrOsm, pH 7 .2,

Dulheco lX).

En este ¡nedio de cultivo los henrocitos se adhieren

unifornlemente a la fase sólida, sin enrbargo unque

la presencia de Ca++ y Mg++ haya favorecido esta

actividad celular, su aspecto nrorlirkigico retk»ltkr

rros pcrruile deducir, qrre la conccntr¿rcitin cn ost()s

iones no cs la arlecuada para



a

b

C

Figura 3.1 .1 : Hemocitos de P. van¡tamei extra¡dos con diferentes
ant¡coagu¡a ntes: Alsever ( a ), citrato de sodio al 10 yo (b),
citrato de sodio 5 o/o -ciste¡na ?,5 o/o en MHBSS 0.5 X ( c ). 200 X.

I

a

7
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krs rrrovir¡ricrrt«rs de ntentbrana ( fot() 2-a).

'l'abla lI.
Tahla ll: Carlclerí\licls prcscntld;rs por los hemocilos al ser cultivados en
tlifcrentcs nredios. (r * *) rrruy hucna. (r *)Bucna . ( * )Regular . ( - ) Carcg
cia lolal. ( | ).Present ia dc cr¡ituluciírn.

3.1.2.2. Tanrpón fosfato salino (PBS 800 mosnr, pH 7.2.

Dulbeco 2X).

No hutro diferencia significativa en el aspecto

nrorlilk'rgico tL. los henrocitos. en funci(¡n a la doble

cantidild de calcio (2X) que hubo cn el PBS 2X con

MI:DIOS Dti CULTIVO
Atlhesión Aphnarniento

Tarn¡1n fosfato salino I , 650 mM.ClNa

Tanrpón fosfa(o salino II, l(X) ntM ClNa

Agua de rna¡ estéril 707¡.

MIII]S.S

MtIBSS con l2 nrM Ca y 26 nrM Mg.

MHBSS con 24 mM Ca y 52 mM Mg.
! I

Me<Jio de triboviu (L l5)
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rcspecto al PBS I X. Los hernocitos se fijaron

uniformemente, pero guardaron un aspecto

redondeado. probablemente también por la

deficiente cantidad de Ca++ y Mg++, (foto 2_b).

3.1.2.3. Agua dc nrar estéril.

En los prinrocultivos preparados con agua de

mar los hemocitos presentan una disposici(rn

homogénea. La mejor apariencia fue obtenida a una

dilución del agua de nrar al 7O7o,la misma que fue

obtenida, cuando se probaron tlif'erentes rJilucio¡res

buscando un me<Jio isoosmótico con la hcnlolinf a de

los camarones, que se encuentra entre 700 y 800

mOsm. Probablemente la presencia de una gran

cantidad de ioncs, incluyendo Ca++ y Mg++,

n¡ejoran la capacidad de las células tlc rctornar su

actividacl biológica (tirto 2-c).

3. t.2.4.S«rluci(rn rnodil'icada dc sales dc Hank's (N4HBSS).

Los henrocitos en este medio de cultivo

prescntan un buen aspccto ntorfoltigico aunque la

falta de ir¡nes de Ca++ y Mg++ ¿trnrtnuye la

capacidad de fijación de los henrocitos (frxo 3-a).

3.1.2.5. Solución rnodificada de

(MHBSS).c«¡n ó mM «Ie Ca ++ y

sale s cle Ilank's

l3 ntM dc Mg++.
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A las sales de Hank's se le añadió 6 nlM de

Ca** y l-1 nrM dc Mg++. que correspondc a la

concentración tle estos iones en la henlolinf'a dcl

cangrejo a7.ul (La Peyere,l990). Las células ert este

nrcdio de cultivo tienen un aspecto comparable al

prinrocultivo rcaliz.ado con agua de ntar, tlebido

probablernente a la presencia estabilizadora del

tampón Hepes. la cual permite que los iones libres

de Ca++ y Mg*+ actúen y favorezcan las funciones

biológicas de las células (foto 3-b).

3.1.2.6. Solución nrodificada tle sales de Hank's

( t\IHBSS ).con l2 rnM de Ca ++ y 2l¡ nrN4 dc l\'lg++'

Lls cólulas en este me«lio de cultivo no

pudieron scr observatlas al microscopio tlebido a

quc las rnuestras se coagularon en todos los hoyos.

preparados con este nredio de cultivo. Es probable

quc el exceso de iones libres de Q¡++ y [itg++

permitiera una fuerte reactivación del proceso de

coagulación.

3.2.1 .7 . Medio de cultivo de Leibovitz (L l5).

Este medio de cultivo se utilizó a una

concentración de 2X para elevar la osnlolaridad del

nrisrrrr¡ a 750 ntOsm. I1l n¡erlio L 15 n()

proporcionó las condiciones quínricas adecuatlas

para que las células retonlen y nlantengan sus
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activitlades biológicas, incluso añadientlo Cl2Ca.

De las observaciones al microscopio. se puetle deducir que los

nrejores metlios de cultivo son el agua de mar estéril al 7O Vo y el

MHBSS contenie ndt¡ 6 nrM <Ie Ca++ y l3 ¡nM de Mg++, lo que

constituye un intlicio sobre la importancia de est()s

iones(espccial¡nente tlel calcio) en muchas funciones celulares,

entre las que se puede incluir, la fagocitosis. Los hemocitos

expuestos a los nredios de cultivo Ll5, PBS lX y 2X no

presentaron un buen aspect() en observaciones al microscopio.
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PARTE II.

3.2 Hemogramas.

El hemograrra corresponde al número y la proporci<in de

diferentes tipos de hemocitos prescntes en una muestra de

hemolinfa provenientes de un individuo. En los crustáceos, tres

grupos morfológicos de hemocitos son clásicanrente reconocidos

(Hose and Martin, 1989). El hemogranra varÍa de acuerdo a

procesos naturales como cambios fisiológicos, el ciclo de muda, el

sexo (Tsing, 1987; Hose et al, 1992); consecuenteme ntc los

hemogranras podrían constituir un marcador del estado fisiokigico

e inmunitario de los ca¡narones (Tsing, 1987).

3.2.1. Selección dcl mcjor anticoagulantc para la deter¡ninaci(rn dcl

he mogra m a.

Es primordial evitar los fenómenos de agregación, lo

que hace irnposible enumerar los henrocitos.

Consccuentenlente, las soluciones anticoagulantes tJebcn ser

rnás eficaces que las utilizadas para los prirnocultivos. En la

práctica, para prevcnir eficaznrente la agregaci(ln fue

necesario extraer la henlolinfa con una solt¡cirin

anticoagulante y las nruestras sobrc hielo.

Entre los anticoagulantes evaluados, los nrejores

resultados, en térniinos de prevención de la agrcgaci(rn,

fueron obtenidos con la solución ¡nodificada de Alscver y la
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solución de citrato (57o) cistefna (25 mg/ml). adentás se

debe rec«rrnendar el uso de formol 37o. en rutina para

diferir Ia tlcternrinnción de los henrograntas.

3.2.2. Comparación de técnicas para la deterrninación «le los tipos

hemocitarios.

La mayor dificultad en la «leterminación de los

hemogranra.s por rnicroscopfa óptica corresponde al

reconocinliento «le los hemocitos basados en criterios

morfológicos, lo que permitió clasificarlos; para realizar

ésto nos basamos en trabajos tle Tsing ( 1987); Hose e¡ ¿¡l

(1987, 1989) y Rodriguez et al. (1995). Se abordaron 2

formas sencillas basadas en tinciones y en microscopía de

contrÍrsle tle fases.

3.2.2.1. Tinciones

La tirrcirin con el Kit Hemacolor fue realizada

sobre prirnoct¡ltivos de henrolinfa y suspensiones de

células citocentrifugadas (ver materiales y

métodos). Los hemocitos granulosos pueden ser

determinados con precisión debido a la presencia <le

los gránulos, pero no fue fácil diferenciar los

hemocitos hialinos y semigranulosos (Figura 3.2.1,

foto-a). Los hemocitos semigranulosos parecen nrás

rosados que los hialinos. Sin enrbargo, este criterio

es confiable, Io que aifi.upSP.$,f

l@'$
*tsT;;.

0,6i;J;-0a

lErrrtAl

tle tinción no
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establecimiento de los hemogramas utilizando las

tlnclones.

3.2.2.2. Microscopía de contraste de fases

Otra técnica para clasificar a los hemocitos se

basa en la observación al microscopio de contraste

de fases (Figura 3.2.1, foto-b). Los hemocitos

granulosos son fácilmente reconocidos por la
presencia de gránulos. Sin embargo, los otros

hemocitos no son fáciles de identificar y se

presentan como una serie continua con 2 tipos

extremos: los hialinocitos, con nluy poca

refringencia y una coloración azul marino y, los

semigranulocitos, más refringentes y de un color

celeste y entre estos 2 tipos existe un gran número

de hemocitos intermedios que presentan

características de refringencia y color, entre los

hialinocitos y semigranulocitos, lo que no permite

clasificarlos.

3.2.3. Deternlinación dc henrogramas.

Una evaluación de la técnica de microscopía de

contraste de fases previamente descrita, fue rcaliz.ada con

muestras para determinar hemogramas individuales. Esta

técnica fue seleccionada porque entrega igual infornración



a) b) c)

Figura 3.2.1:Tinc¡ones de herrccitos citocentrifugedos, realizadas con el Kit
hemacolor pera determinar los dif erentes tipos hemocltar¡os en P .vennantei.
Hemocitos Hialinos (h), semigranulosos (sg) y granulosos (S). ( a ),
Hemocito granuloso ( b ), Hemocito hialino, semigranuloso y ganuloso
( c ),l OOo x.

Figura 3.2.?: Observación de hemoc¡tos en fresco, realizada con el microscopio
de contraste de fases: HeÍlocitos hialinos (h), semigranulosos (sg) y
granulosos(g). 300 X.
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que las tinciones en términos de reconocimiento de los

hemocitos y presenta numerosas ventajas debido a que la

enumeración y la determinación de los hemocitos sc pueden

realizar simultánea¡¡rente, n¡ientras que en la observación de

preparaciones teñidas se necesita previamente la numeración

celular y la citocentrifugación de los hemocitos, quc

constituye una operación engorrosa en particular si se

necesita analizar muchas muestras. Al contrario las

muestras al observarse en contraste de fases no requieren

una preparación elaborada.

Los resultados de los hemogramas de una serie de 12

animales se muestran en la figura 3.2.3. El número de hemocitos

de los camarones de una nrisma población, fue muy variable, ya

que algunos animales (5,6,7, 12) presentaron menos de -5

millones de hemocitos/ml, en tanto que otros (l ,2 ,4) tenían más

de 5 milllones de hemocitos/ml. Estos datos concuerdan con las

variaciones individuales previarnente obscrvaclas en P. ju ¡tr»ric' us

(Tsing, 1987) y en .§yciarrl¿¡ ing,enti.s (Hose et al, 1992); estos

trabajos rclacionan las variaciones dcl número dc henrocitos con

el ciclo de mucla.

La proporción de los difcrentes tipos hcnrocitarios cs

confiable en lo que concierne a la separacirin de los hcnrocitos

granulosos, pero es nllls propcnsa a dudas para la evaluaci(rn del



III

14
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Figura 3 2 3: Delorminación de los hemogramas d6 un grupo de
12 camarones.

porcentaje de hialinos y semigranulosos en relación con

su identificación. Los hemocitos hialinos y semigranulosos

constituyen aproximadamente el 70 Vo de la población total

de los hemocitos ligura (3.2.3.)
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PARTE III

3.3. Exploración y optimación de ensayos para evaluar la actividad

fagocítica de los hemocitos en P. vaturct¡nei .

3.3. l. Implementación de un protocolo para la cuantificación del

anión superóxido en P. vc¿nnanrci.

La reducción del Nitro blue tetrazolium ( NBT ) es un

ensayo utilizado rutinariamente para determinar la actividad

oxidativa de los macrófagos y de células fagocíticas de

diferentes animales durante el proceso de fagocitosis

(Müller, Rollag and Froland, 1989). La reducción del NBT

sirve para cuantificar cl anión superóxido, prinrer radical

tóxico producido durante el choque respiratorio por los

macrófagos (para más detalles revisar Klein, 1982). Este

tipo de ensayos ha encontrado su aplicación en el estudio

del choque respiratorio de moluscos ( Pipe, 1992,1995) y

camarones ( Song and Hiegh, 1994). La implementaci(rn

de este ensayo en P. vottnamei puecle proporcionar una

herramienta interesante para evaluar el estado illnrunitario

<Iel camarón y entregar información aplicable a la

acuicultura de peneidos.

La implementación de esta prueba en P. vatmanlei ha

requerido tomar en consideración protocolos utilizados en

otros animales, en particular moluscos y peneidos, y

adaptarlos a las concliciones fisiológicas dc la hemolinfa cle
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P. t'otttttunei.

3.3.I.I. [)ctcnrrinaci(rn de Ia s«rlución de ttaha.io dc Nt]1'.

La solucitin rnadre de NBT generalnrente cs

preparrtla ut¡l¡zando dinretil-formami«la (DMF)

co¡'¡lo solvcrrtc. (Signra D-tt(r-54), pero, a [in de evitar

cl riesgo tle t<¡xicida«J dcl DMF sobre los hemocitos,

cl NBT fue tliluido err agua destilada, a una

concentración de l0 mg/ml ( l%).

La solución de trabajo de NBT se prepara

realizan<Io diluciones de la solución ma«lre en t¡n

tampón o medio de cultivo apropiado que permita

una buena reactivación celular y, a la vez. no

interferirá cr¡n la solubilitlacl del NBT. Así por

ref'erencia a diferentes trabajos (Song and Hieglt.

1994; Pipe et al, 1995) se probó diluciones cle la

solución rnadre en varios medios de cultivo, siendo

estos MHBSS, una dilución de agua de mar \70Vo) y

PBS (800 mOsm). El agua de nrar y el PBS fueron

descartados inmediatamente debitlo a que

provocaron una fuerle precipitación del NBl'.

Luego de varios ensayos, proban«lo Ia disolución del

reactivo contra la sensibilidad de la prueba, sc

concluyó que la mejor solución de trabajo de NIll'
corresponde a una concentracirin tle 0.24 % e¡t

MI'IBSS preparada al momento de uso. Con esta
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solución de trabajo se puede obtener en la reacción

una concentración final de NBT del 0,087o, la cual

está en el rango de concentraciones utiliz.adas en este

tipo de ensayos (Kabbur, 199 l; Pipe et a/, 1995.).

Adicionalmente esta solución tiene la ventaja de

permitir una buena disolución del NBT a altas

osmolaridades (800 mOsm, la osmolaridad de la

hemolinfa del camarón).

3.3.1.2. Implementación de printocultivos de hemocitos para

ensayos de cuantificación del anión superóxido.

En base a los resultados anteriormente

descritos, se había concluido que los prinrocultivos

de buena calidad pueden ser obtenidos mediante la

siembra de hemocitos en agua de nrar o MHBSS

contenienclo Ca++ y Mg++. 5'n embargo, con el fin

de implementar un protocolo para la cuantificaci(rn

del anión superóxido en P. vatuta»r¿i, se retomar«rn

los estudios sobre el conlportamiento celular y los

medios de cultivo, con la finalidad de evaluar

además dc la morfología de las células, la actividad

oxidativa de las mismas. Así se realizaron ensayos

de reducción del NBT proban«lo primocultivos cle

hemocitos de camarón preparados en diferentes

medios de cultivo. Todos los valores numéricos de

estos ensayos serán presentados en el anexo 4.
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l) t'lls lX.

2) I'lts 2x.

.j ) Agua de nrar estéril.

4) MHBSS.

Teniendo los primocultivos listos, los ensayrrs

de estimulaci(rn «le la fagocitosis en presencia tle

NBT fueron realizados, a diferentes condiciones tlc'

incubacitln, ya sea guardando el s«rbrerr¡dante de

cultivo (la mezcla <Ie plasnra / anticoagulante /rnetlio

de cultivo), durante la reacción o elinlinándolo.

Manteniendo el sobrenadante de cultivt¡, la

activirlatl oxidativa cte los hemocitos (9 x l0s cel por

hoyo) estimulados es significativarnente diferente <.le

los no estimulados, si las células son cultivadas en

los medios 2, 3, y 4 . Las lecturas de D.O.

correspondientes al formazán solubilizado fueron

relacionatlas con la observaci(rn tlirecta tlel

[ortnazán intracelular al microscopio írptico, lls

[).O. otrtcrritlas con los nledios ly 2 r¡rr

concrlrdaron con el escaso formazán observado cn

nricrosco¡ría, sugiriendo que las D.O. eleva«las

corresponden a un arte[acto relacionado a la

presencia del plasma tlurante la reacción ( Fig.

3.3. r).
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Figura 3.3.1: Efoclo do difer€nles medios de cullivo sobre la
producc¡ón de an¡ón superóx¡do conservando 6l plasma duranl€
la r€acc¡ón.

r) PBS rX.
2) PBS 2X.
3) Agua d6 mar ostóril
4) MHBSS

Eliminando el sobrenadante de cultivo, la

actividad oxidativa de los hemocitos (9 x l0s cel por

hoyo) estirnulados es significativamente diferente a

la ilc los henrocitos de actividad básica, 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 serialcs obtenidas en D.O. se

encuentran estrechamente relacionadas con las

cantidades de fornlazin intracelular obscrvadas al

tnicroscopio (lptico.

,,,,4
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Por estas razones. se puede consirlerar que los

metlios t y 2, en ausencia o presencia de plasma, no

estan hien ndaptar.los para realiz.ar la reducción del

NBT.

El nretlio 3 fue deflnitivamente el nrás adaptado

en presencia y ausencia de plasma, pero la

variabilidad iónica propia del agua de nrar,

comprometerfa la precisión «le los resultados

obtcnitlos c0n esta técnica.

4

Fi0ure 332: Electo de d¡loronlsg madlos dg culllvo sobre la producclón
d€ an¡ón superóxido, sin conservár el plasmá duranl€ la r€acclón.

1) PBS 1X.
2) PBS 2X.
3) Agua de mar oslórll
/I) MHBSS,

Con

va lrlres

el rnedio 4. en ausencia de

D.O obtenidos c0n los

I
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estimulados fueron equivalentes a los del metlio 3,

sin embargo, los heniocitos sometidos al medio 4 no

prescntaron una buena mortblogía, siendo poco

adherentes y extenclidos. lo que pudo ser provocado

por la carcncia de ioncs Ca++ y Mg++.

Los valores numéricos encontrados entre los medios

3 y 4 no presentaron ¡nayores diferencias entre

ellos, y la facilidad de trabajo de un nledio tle

cultivo cstllndar con el 4 cn relación con e[ nrcdio 3.

fueron las razones por las cuales se «lccidió utilizar

el medio de cultivo 4, sin entbargo se consitler(r

necesario optimiz.ar l¿rs concentracioncs de Ca++ y

Mg++ ¿"¡ MHBSS con el fin de incrementar la

sensibilidad del ensayo y mejorar sus características

morfoltigicas.

3.3. 1.3. Efccto del Ca++ y Mg++ s65.. la producción de

anión superóxido.

Una vcz seleccionado el tnedio 4, el siguicnte

paso fue analizarlo en términos de concentracioncs

de Ca++ y Mg++' ioncs csencialcs para el proceso de

fagocitosis y por consiguiente de la produccitin de

anión superóxido por los hemocitos. A

continuación se detalla la serie de concentraciones

de Ca++ y Mg++ utilizatlas.
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l) MIIBSS, Ca++3 ntM; Ivlg++ 6r,-t ,n,

2) MtlBSS, Ca++ 4,8 nrM; Mg++ l0 mM

3) MtlBSS, Ca++ 6 nrM: Mg++13 nrM

.l) fvltIB.SS, Ca++ 7,ti nrM, I\tg++ 14,5 r¡l\l

5) MllBSS, Cn++ 9 nrM. Mg++l(r.9 rrrlü

(r) MlltlS.S. C'a++10,8 nrM; Mg++ 2-1,4 rnM

lh tr¡tlas las corrcentraciones utilizadas se

otrserr'ír unil diferencia significativa en la

procluccirin tle anión superóxitIo al microscopio

óptico (Fig. 3.3.3 foto a, h. c d.) y comparando la

respuesta a la estimu¡ación contra la actividad

básica o la inhibición de los hemocitos (4 x l0s cel

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

Por otra parte, comparando los resultaclos tle

estinrulación especÍfica entre las di[ercntcs

concentraciones se encontró las concentraciones 4

y 5 demuestran poca sensibilidad, nlientras que

para las concentraciones l, 2 y 3 los valores son

rnás sensibles y especfficos sin presentar diferencias

significativas entre ellos (Figura 3.3.4).



a b)

d)

Figura 3.3.3: Efecto de dilerentes concentraciones de los iones Ca++ y Mg++, sobre la
canl¡dad de formazán (f) obtenida debido a la reacción del 02- con NBT por hemocitos
expuestos a MHBSS con 3 mM de Ca++ y 6.5 mM Mg*t (a), MHBSS con 4.8 mM de
Ca++yl0 mM Mg++ (b), MHBSS con 1mM de Ca++ y 6.5 mM Mg** (c)y MHBSS con 7.8
mM Ca+t y 14.5 mM Mg++ (d). 300 X.
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Figura 3.3.4 : Datos cuantitatlvos de reducción de NBT ut¡lizando
difersnles concenlraciones de Ca++ y Mg++.

1) MHBSS,3mM Ca++,6.5 mM Mg++.
2) MHBSS,4.8 mM Ca++. l0 mM Mg++.
3) MHBSS, 6 mM Ca++, '13 mM Mg++.
4) MHBSS,7.8 mM Ca++, 14.5 mM Mg++.
5) MHBSS.9 mM Ca++, 16.9 mM Mg++.

La concentración 6 provocó una coagulación

rápida y total de las muestras, que hizo inrposible la

experimentación.

3.3.1.4. Efecto del número de hemocitos y del estimulante

sobre la producción de anión superóxido.

La relación entre el número de hemocitos y la

producción de anión superóxido fue analizada con

tres concentraciones celulares, 105, 5x105, 106;

usando 3 tipos dc estimulantes: PMA a I0 ug/ml,

Laminarina l0 mg/ml y 20 partículas de

,r4

v¿

,4 ,n ,r4
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zinrosán/hc¡r«rcito. Lr¡s resultatlos nlostraron

clurarrrentc' unír relilci(in directa entre la producción

rlc ¡rniírn su¡rcrírxido y cl núnrero de hemocitos, con

l()s tres estirllulantes antes nrencionados (Figuras

fixos 3.3.5 y 3.3.6).

La especificidad de la producción de ani(rrr

superóxido fue verificada para ca<Ia estimulante

eslin¡ando la D.O. en presencia y ausencia de

estirnulantc (actividad de base) y con un inhibitkrr

espccffico. L¡t¡lizando I x l0l' lrenrocitr¡s por hoyo.

Los resultatlos y los análisis estatlísticos indicarorr

que las actividades son especfficas en los tres

tratamienlos (Fig 3.3.71. Estos tlatos [uerott

corroborados cott observaciones al nlicroscopi()

(rptico.

3.3. l.5.Protocolo optimizado para cuantificar la proclucción

de anión superóxido..

Las ex perirnentac iones anteriorrnente descritas,

han conrlucido al desarr«rllo e inrplenrentac irin tle'

rurr protocolo optirnizatlo para la cuarrtif icacrrin

dcl anir'rn superóxido en.P. t'tttntu¿l¿i; este

¡rrotocolo será detallatlo a continuacitin y se

cncucntra resunliclo en la f igura 3.3.ti.



a b)

Figura 3.3.5 : Formazán (F) obtenido por reducción del 02- en
est¡mulados con diferentes concentraciones de PMA. PMA 5 ¡rglml
1O ¡rg/ ml (b).200x.
a b)

hemocitos
(a), PMA

Figura 3.3.6: Efecto de diferentes estimulantes sobre la cantidad de formazán ( F )
obten¡da por reducc¡ón 02-. PMA 5 ¡rglml ( a ), lam¡narina 10 mg/ml ( b ). 2O0 X.
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Las muestras de hemolinfa son distribuídas

(-50 ul/hoyo) en una placa de microtitulación en tres

series de tres hoyos. En cada hoyo se adicionará un

volumen igual de MHBSS 2X(Ca++ll mM, Mg++

2ó mM). Se incuba por 30 minutos para permitir

la fijación de las células en la microplaca.

Después que las células se han fija«Io a la placa

se elirnina el sobrenadante y se adiciona,

tlelicadanrente. 50 ¡tl de MHBSS (2 X). en todos l«rs

hoyos. En la primera serie de 3 hoyos que

servirá «le control para evaluar la actividad básica

de los henlocitos, se añaden 25 ¡.tl tle MHBSS 2 X.

000

FIgura 3.3.7 : Flespussta cslular do hsmocllo3 oxpuostos a lres
oslimulanles diferentgs.

1 ) PMA 10 ug/ml.
2) Lamlnarina 10 ug/ml.
3) Zimosán 20 parliihemo
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La segunda serie de hoyos servirá para evaluar la

respuesta de las células a un estimulante y Ia tercera

serie servirá para determinar eI efecto de un

inhibidor del choque respiratorio sobre la actividad

de las células estimuladas con 25 pl de un

estimulante (PMA, Laminarina o Zinlosán) en

MHBSS 2X. En las 2 primeras series (respuesta

básica, y respuesta estinrulacla) se airaden 25 ¡rl de

MHBSS sin Ca++ y Mg** (MHBSS 0X). rnienrras

que en la tercera serie (r'espuesta inhibida) se

colocan 25 pl del inhibidor ( Iodoacetanr ina. NE,M)

en MHBSS 0 X. En todos los hoyos se cokrcan

50 ¡tl de NBT al O,24 7o en MHBSS 0 X. La

concentración final en Ca++ y Mg++' 
"n 

todos los

hoyos será de 6 mM y l3 mM, respectivamente.

Las placas son incubadas a tenrperatura

anrbiente, durante l - 2 horas (tiempo requerido

para la re«lucción del NBT) en un lugar protegido

dc la luz dcbido a que el NBT es fotosensible.

Después de elinlinar el sobrenadante de la

microplaca, se adiciona 300 ¡tl «le mctanol a cad¿r

hoyo para detener la reacción y realizar un printer

lavado. Otros dos lavados son realizados con 300 ¡rl

de nretanol al70 Vo. Finalmente, la placa es secada



PROTOCOLO OPTIMIZADO

ANION

PARA LA CUANTIFICACION DE

SUPEROXIDO

- Exlraer de hemolinf a

- Determinar la cantidad de hemolinfa obtenida

U
- Distribuir 5O ul de hemolinfa en los hoyos de la microplaca y la adición

de 5O ul de MtlBSSl X.

:

U
It('
l)
l._

I
(;
II

r2 -r 456 7 tt 9tOl¡ t2
OOOOQOOOOOOO 4

-¡'

OOOOOOOOOOOOoooooooooooo
OOOOQOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOQOOOOOOAOOOOOOOOOO

<_

Hemolinf, MltBsS I x

- Eliminar el sobrenadante de todos los hoyos y luego colocar 50 ul de
MHESS lX.

12345678910 ll t2
J

B
C
D
E
t:(i
II

OOOOOOOOOOOOoooooooooooooooooooooooo
OOOOOOOOOOOOoooooooooc)ooOOOOOQOOOOOQooQooooooooooooooooooooo

-}'

MlrBss I x.



- Para obtener la estimulación deseade se adic¡onan 25 ul de las
siguientes soluciones en sus respect¡\ros hoyos.

HHBSS IX.
123456

-¡>A

Activld¿ddcbese

Estlmulado

lnhibido

I
-----a.

C

MriBss r x
con estimulante

I)

- Para obtener la inhitrición deseacla se adicionan 25 ul de las s¡guientes
soluciones en sus resp€cti\,os hoyos.

MI]BSS O X
123456

--'-4' 
A

------ 
a

Activ¡d.ddcb¡5e

Estimul.do

fnhibldo----------+ c

D

MITBSS 0 X.

con inhibidor

- Adición de NBT al 0,2496 para revelar la producción de anión superoxido.

123456

A

B

C

D

Activrdadde base

------+ Fst imr ado

lnh ihid o

NBT al 0.24 %
en MIIBSS 0 X.

Figura -1..j.8: Prolocokr optintizado para ln cuanlificación dc ani<'rn super<ixitlo.

oooooooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooooooo
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completamente a temperatura ambientc.

La solubilización del formazán intracclular es

realizada con 120 ul de KOH a 2M y 140 ul de

DMSO. Se usa una nlicropipeta a fin dc disolver

completamente el formazán. La densidad óptica de

la placa es medida en un espectrofotómetro de

rnicroplacas a 620 nnr, que permite cuantificar la

cantidad de formazán intracelular obtenido por

acción del anión superóxi«Io.

3.3.2. Exploración sobre la detección del peróxido de hidrírgeno.

Las células fagocitarias en el evento de fagocitosis y del

choque respiratorio, producen peróxido de hidrógeno

gracias al muy activo sistema enzimático O-Z-SOD-HzOz

(Klein, 1982). Adicionalmente, el peróxido de hidrógeno

interviene con otros sistemas enzimáticos dentro del

fagosoma, donde func iona corno sustrato para la fornlación

de otros radicales tóxicos, como por ejemplo el radical

hidroxilo (OH-) y el hipohalógeno CIOH (Babior, 1988).

3.3.2.1 . Ensayo de peroxidación del Rojo de fcnol.

Una primera serie de ensayos basados en e[ uso

del rojo de fenol fueron realizados para detectar y

cuantificar el HZOZ resultante de la estinlulación de

he¡nocitos en primocultivos.
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La estimulación de los hemocitos y la

producción de H2O 2 fue deterrninatla por lr
«rxi<lacirin del rojo de fenol (ver materiales y

rnétotlos), lo t¡ue resulta en un incrernento tle la
absorba¡rcia a (r20 nnl. Algunas experinrentac iones

itrtjicaron que rninutos i.lespués de la estimulacitln

cxiste dif erencia entre las D.O de muestras

estirnuladas y no estimuladas. Estos resultados

sugieren la producción efectiva de HZOZ. Sin

embargo, este proceso parece disminuir
rápi<Iarnente, en tanto que la producción de H2O2

parece au¡nentar progresivamente en las muestras

de henlocitos no estimulados e inhibi<Jos ( [:ig.

3.3.9). Estos resultados parecen indicar que la

-{,----{-
Estimulaclón

Conlrol.!

o
D
o
¡

20 30
tlrm po

40
(mlnutor)

50

Figura 3.3.9 : Cinélica de producclón de H2O2 a parlir de
hemoc¡tos estimulados.

prtxJuccirirr de Il2O2, es un [enórneno transitori()
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que se produce minutos después de la estimulación

de los hemocitos, con una subsecuente disminución

de H2O2. Al contrario, en las nruestras utilizadas en

el control el proceso de producción de H2O2 parece

autoinducirse lentamente.

3.3.3. Ensayo de quimiolunr iniscenc ia.

La qu inrioluminisccnc ia dependiente del lunrinol,

permite evaluar la capacidad del sistenra

MPO/H2O2llOzlhaluros de las células fagocitarias (figura

1.3, antecedentes). Por su gran sensibilidad esta técnica es

considerada una herramienta muy útil para estimar las

respuestas celulares dcl sistenra inmunitario (Francart,

1986).

En P. vanna¡¡ei, se han realizado varios ensayos de

quimiolurniniscencia basados en el protocolo descrito en

materiales y métodos, el misnro que es un derivailo del

protocolo establecido para los hemocitos de los moluscos

(Bachere. l99l).

Se utilizaron diferentes concentraciones de

hemocitos, comprendidas entre I x 106hastay2x 105.

Ninguna de las pruebas realizadas (con diferentes nrcdios de

cultivo, diferentes tipos de estinlulantes y diferentes

concentraciones de células) permitió obtener alguna

actividad tle quimioluminiscencia.
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Conlrol sln cólulas

Sln 6sllmular.

Estlmulados.
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Figura 3.3. l0: Ensáyo da quim¡oluminiscencia dep€ndlents d€l luminol
realizado en ostras. ulilizando 20 partlculas de zymosán por hemocilo
y 0,I mM de Luminol.

Se utilizaron diferentes concentraciones de hemocitos,

comprendidas entre I x 106 hasta y 2 x 105 Ninguna de las

pruebas realizadas (con diferentes me<lios cle cultivo,

diferentes tipos de estinlulantes y diferentes concentraciones

de células) pernriti(r obtener alguna actividad de

quim iolu rn in iscenc ia.

Para determinar si esta ausencia de señales se debía a

fallas en el protocolo se realizó un ensayo comparable con

lrer¡rocitt¡s dé la ostra Crassoslree gigas . La estinrulaci(rn se

realizó con 20 partfculas de zimosán por hemocito, usando

agua de nrar (707o) como medio de cultivo. Un patrón



9-5

clásico dc actividad de quimiolurniniscencia puetle ser

observado en la figura 3.3.10.

Simultáneamente en el laboratorio DRIM, IFREMEIL,

(Francia) , se realizaron las ¡nis¡nas experimentaciones con

henrocitos de P. vatmar¡¡ei, utilizando un contador de

centclleo en lugar de un luminómetro (Bachere y Thibaut,

1995; comunicación personal). Se obtuvo un patrón típico

de respuesta de quimiolunriniscencia. Se dedujo así que el

luminómetro del cual dispone el CENAIM. no es

suficientemente sensible para dctectar la actividad gencrada

por los hernocitos tle P. vantru»¡ei. Por otra parte, el uso de

este luminómetro no es práctico para el «liagnóstico, porque

no permite una lectura autonlatizada y repetitiva de las

muestras.



()6

IV PARTE

3.4 lmplementación de un ensayo para la cuantificación de a 2

macroglobu lina.

La a 2 rnacroglobulina es una protefna de la hemolinfa

involucrada en la captura y la neutralización de proteasas (ver

antecedentes).

Entre los diferentes anticuerpos monoclonales (AcMc)

exis(entes contra la hemolinfa <le P. japonic¡¿s, el AcMc 4l B l2 es

especffico de la cr 2 macrogl<-rbulina. la cual es capaz de recon()cer

esta protefna en los hernocitos de P. vunnantei (Rodríguez rr rrl,

1995).

La especificitla<l de <.licho anticuerpo fue confir¡nada

realiz.ando una prueba de inmunofluorescencia contra hemocitos de

P. vannamci (datds no presentados). Los resulta<Jos mostrarrJn el

marcado a nivel de to«los los hemocitos, lo que corrobora, la

funcionalidad de los anticuerpos pror-lucidos a partir de cultivos

del hibridoma 4lB12.

Con el fin de establecer un ensayo rápido y cuantitativo de G 2

macroglobulina en la henrolinfa de P. vannomei, sc iniciti

e xperirne ntac iones para tlesarrollar una prueba i¡t ¡¡t u n«renz.inliit ica

r.le tipo ELISA indirecto cornpetitivo (ver materiales y métodos).

El principio de este inlrrunoensayt) reposa sobre un análisis

conrparativo de las nruestras a estudiar, con una prueba estándar.



91

3.4.1, Implementación de una prueba ELISA estándar.

A lin de inlplernentar un ensayo ELISA conrpctitivo

indirecto para la cx 2 rnacroglobulina, se desarrolló

inicialmente una prueba estándrr. La prirnera etapa de esta

prueba consistió en deterrninar la cantidad óptinra de

hemolinfa a fijarse en los hoyos para obtener la señal de

D.O nrás alta posible resultante cle la rcacción con lt¡s

anticuerpos específicos 4l B l 2. Los resultados m«¡strados en

la figura 3.4.1, indican c¡ue la señal ntás específ ica

correspontle a una dilución l/8 de la muestra, que en el caso

del estándar, corresponde a un pool de varias muestras de

hemolinfa. Este pool constituirá la referencia cr 2

macroglobulina para todas las c x pcrirnentaciones.

2.O

1.5

E

.g
c
oIt
o
-o

1.0

0.5

_----o-
.-..---o-.
.------l-

41812 (puro)

4r 812 (r /10)

No especÍfico

0.0
3 2 t o- 1 010

Factor de dlluclón de HL (lnsolubll¡zaclón)

Figura 3.4.1 : Est¡mac¡ón de la canlidad de alfa 2 macroglobulina
en función de las D.O. obten¡das de una muestra de hemol¡nfa,
modiante un ensayo ELISA indirecto. llevando un conlrol
negativo. Lectura a 414 nm, 45 m¡n.

10- 't 0-

Dif'erentes soluciones tle saturación y de dilución del

anticuerpo específico fueron analizadas, considerantlo la
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fijación no especfñca de un anticuerpo control. Diferentes

protefnas y detergentes son clásicamente usadas en solucirln

para cubrir el plástico y evitar que l«,rs anticuerpos sc fijen

de nlodo no especffico a la placa. Conro substa¡lcias

satura«krrls se utili¿ó plasnrion (gelatina hidroliz.ada) itl 20()/.

en PBS (-300 nrOsn¡) y leche descremada a «Jiferentes

ctrnce ntrac iones ( l7¡., 3Vo, 57o) en PBS (300 mOsm). En lo

que respccta a los anticuerpos, tJos soluciones de diluci«in

fueron comparadas: PBS-Tween 20 (O,l7o) y PBS-Tween

20 (0, lVa)-Leche (O.l7o). Los resultados rle las figuras

3.a.2 y 3.4.3 intlican que todas estas condiciones fueron casi

idénticas y muy convenientes, conduciendo a seleccionar

arbitrariamente el medio 5 para la saturación y el PBS

Tween Leche para la dilución de los f,nticuerpos.

El errsal'o esllndar de referencia necesita conoccr la

cantidad tle anticuerpt)s óptima que permita detectar y

cuanti[icar la presencia de a 2 rnacroglobulina de una

muestra. Así, la cantidad de anticuerpo en el estándar debe

correspontler a una D.O. alta pero inferior a la nráxi¡na

señal obtenida, permitiendo en inmunoensayos ulteriores

detectar confiablemente con un cierto margen de error la

cantidad <le a 2 macroglobulina traducida en una

clisminución de la señal de D.O.
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41812 Puro.
41Bt 2 dilución 1/10.

Ac Mc no €specífico

12
Tratemlento de saturación

Figura 3.4.2: Señales obtenidas con diler€nles suslanc¡as de saluración,
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100

Esta cantidad óptima tJe anticuerpt¡ fue tleternrina«Ja

experinrentalrnente frente a una cantidad estándar de

hemolinfa /a 2 rnacroglobulina fijada sobre la placa (Pool

de henrolinfa-anticoagulante diluido l/8). La figura 3.4.4

intlica que, a la dilución l/20 del sobrenadante rle cultivo del

hibridonra 4iBl2, la señal es a«lecuada para el estándar

utilizado. En las siguientes expe rimentac iones esta

concentración tle anticuerpos será utilizada como estándar a

un volumen de 100 ul por hoyo.

-------o- Absof

l0 20 30 40 50 60 70 80 90 r00

F!ctor dc dlluclón dr lot !ntlcucrpor.

0.0
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Una últinra optinración del ELISA estándar se ref iere a

la deternrinación de una curva de referencia que exprese la

disnrinución de intensidad <Je [a señal en relación con Ia

cantidad tle o 2 macroglobulina presente en una muestra.

Para este fin se realizó un ELISA competitivo con el pool

de hemolinfa, mezclando una cantidad eslándar de AcMc

(diluido l/20), con diferentes diluciones del pool (l/2,

114,....11512), lo que resulta en la formación de complejos

ant lgeno-anticuerpo en solución y por consiguiente, la

disnrinución de la cantidad de AcMc específicos Iibrcs. [rsta

disnrinuci(xl !'íl a ser traducida por una rlisnrinucir'rn de la

f<rrmación tle conrplejos entre los AcMc libres y la a 2

nracrog lobu liníl estlndtr. fijada sobre el pllstico de los

hoyos tle nricrotitulaci(rn. Asf se tleterminó la disntinución

tle la seilal en relación con la presencia de g. 2

macroglobulina en las diluciones del pool. La disminución

del 507o correspondió a una muestra de hemollnfa dilufda a

l/30 (Figura 3.4.5 y 3.4.6). Esta muestra diluida a l/30

(volumen 100 ul por hoyo) será utilizada corno referencia,

ya que produce un 507o de inhibición en los ensayos ELISA

indirecto competitivo.

3.4.2 Ensayo ELISA competitivo indirecto.

La innlunotlosificación de la cr 2 nracroglobulina

presente en una muestra de henlolinfa se realiza nrediante un
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ELISA competitivo, mezclando una parte de la muestra de

henrolinfa a una dilución de l/30. con una parte tle

anticuerpo 4lB l2 a la dilución estándar. El ELISA sc

realizn siguicndo las condiciones estándar previaurcrrtc

me¡rcionirtlas. La disnrinución de D.O. fue proporcional a la

cantidad tlc <r 2 rnacroglobulina presente en la muestra.

Este tipo clc irrrnunt¡dosaje es llamado ELISA indirecto

conrpetitivo debirlo a que los colnplejos antfgeno-anticuerpo

son detectados por un segundo anticuerpo (indirecto) que

está marcado con una enzima que transk)rma un substrato

cronrogénico (ELISA = Enzyme Linked imnruno Sorbent

Assay). El término competitivo se refiere a la

competencia entre el antlgeno de la muestra y el antfgeno

2

E
E

a
o
o
¡l

-----{- Columñ 2

0
to 100 1000

Ficlor d. dlluclón d. l. murrlr! di Hrmollnh

Figura 3.4.5: Curva quo r€laclona la D.O. contra su corr€spondl6nlo
lector d6 d¡lución (oscala logarllmica). a partlr le cual se obtl€no la
racle:

y= - 0,16s93 + 0.76473'LOG(x) R^2 = 0.967

1

t
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Figura 3.4.6: Curve oblen¡da a parlir de loa porcontaje8 de lnhibiclón
conlra 6l laclor da dilución de la hemol¡nls, a parllr d6 la cual so puedo
diseñar le recle gob€rnada por la ecuación:

y - 108.15 -39.S15'LOG(x) R^2 E 0.966

fijatlo sohre la placa para reaccionar con cl anticuerpo.

La evaluación del ensayo ELISA indirecto cornpetitivo

fue realizada con un grupo de l0 camarones reprotluctores.

Los resulta«Joi tle la tleternrinación de la titulación tle la o 2

macroglobulina en la muestra de hemolinfa son presentados

en la figura 3.4.7. Las densidades ópticas obtenidas para

cada muestra mediante el ensayo ELISA indirecto

competitivo fueron comparadas con las densidades ópticas

obtenitlas con Ia prueba estándar y con la referencia 50% dc

inhibici(rn ( 100 ttl tJe anticuerpos diluiclos a I/20 y
preincubatl«rs con 100 ¡tl de hemolinfa estándar diluidos a

l/30), respectit'anlente. Un ejerlplo tlenrostrativo de la

cuantil'iclci(in de la u 2 rnacroglotru lina mediante el ensayo

I
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ELISA cornpetitivo indirecto se muestra en la figura 3.4.7.
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Flgura 3.4.7: Porcentajes de lnhlblción do le alfe 2 macroglobulina,
con mu6stras de hemolinla de 10 camaroneg de una población homogánea.

Los valores correspond ie ntes a ensayos para deternlinar

algunos parámetros del ELISA competitivo son presentados en el

anexo 4.

I I
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3.5. Evaluación de los ensayos inmunitarios en un análisis de

toxicidad con Tilt.

El Tilt es un c()r¡lpuesto utilizarJ<) conro fungicirla por los

productores de banano para conrbatir la "sigatoka", un hongo

parásito. Este conrpuesto serfa responsable, solo o conjuntamente

con un virus, del "Sfndrorne de Taura" el mismo que ha causado

importantes bajas en producción tle camarones en la región tlel

golfo de Guayaquil. Tornando en cuenta estos antecedentes se

efectuó una aplicación de dos cle los inmunoensayos previamente

desarrollados para la evaluación del estado inmunitario tlel

camarón P. vannantei, sobre camarones expuestos al pesticitJa Tilt,

a fin de saber si éste estarfa involucrado en procesos de

in nr u nodepres iírn.

Pasado el tienrpo de aclimatación, 3 lotes de l6 camarones

fueron inyectados con lppb, l0 ppb, 100 ppb de Tilt,

respectivamente, diluidos en 50 ¡rl de agua de mar estéril. Se

seleccionó estas cantida<les de Tilt en base a reportes sobre los

valores de propiconazol encontra«.los en el hepatopáncreas de

camarones en la zona del golfo de Cuayaquil durante 1992,

Carnarones de l2 - l5 gr. fuerort obtenidos en la carnaronera

de Dolores Cobos. ubicada a I Knr. de Palmar y fueron

aclinlatar.los durante 2 senlanas en el CENAIM en tanques de 500

I itros.
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perfodo de grantles nrortalida<.les ocasionadas por el sltr«lrome tle

Taura (Barni<tl, ct al 1994). Se utilizaron dos grupos de l6
animales conro contr()I, u¡r«¡ sin el estrés de la inyección y el otro

inyectado con agr¡a de ¡nar estéril (50 ttl). La hemolinfa de los

animales fue recuperarla 48 horas después de la inyección. Con las

muestras extraldas se realizaron hemogramas e

inmunodosificaciones rle cr 2 nracroglobulina.

3.5.1. Efecto dcl furrgici«.la Tilt sobre el núnlero total tle hernocitos

y subpoblaciones.

En cste prirncr ensayo dc evaluación del efecto de los

pestici(lÍrs sobre del rrtirnero de henrocitos y la proporción

lrenxrcitaria n() se encontr(r diferencia entre los grupos de

control y l«rs tratarrricnt()s con l. l0 y 100 ppb de Tilt

(figura 3.-5.l). Los valores nunréricos son presentados cn el

anexo 4

3.4.2. Efecto del Tilt sobre Ia presencia de u 2 macroglobulina.

La cantidad ¡Je a 2 macroglobulina detectatla en las

muestras, no fue afectada por la presencia de I, l0 y 100

ppb de Tilt en relacitln con el control de aninrales

inyectirdos con agua mar estéril, pero los anirnales que no

fueron inyecta«Ios presentaron mayor cantidad r-le a 2

macroglobulina (Figura 3.5.2). Los valores numéricos sorr

presentados en el anexo 4.
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CONCLUSIONES

La inrportancia tle las enfernledades infecciosas y no infecci«rsas

que afcctan krs ct¡ltivos tle carnarones constituyen cl nrayor problerna

para rrrantener la productivitlad de esta activitlatl acufcola a nivel

muntlial. A largo plazo el control de enfermedades de catnarón debe

reposar sobre el cultivo <Je cepas "tlomesticadas" y seleccionatlas en

base a criterios de resistencia a las infecciones. A corto plazo, reacrivos

y ensayos son necesarios para identificar precozmente patógenos y

deficiencias inmunitarias. Tales herramientas de control del estado

innrunitario, permitirán prevenir enfermedatles.

Las conclusiones del presente trabajo son:

F-l anticoagulnnte :ldecuado fue el citrato tle soclio al l0 %

2 Lt»s hern«rgranras realizatlos nrediante tinciohes y rnicroscopía de

contraste dc fases perrniten tlistinguir los hemocitos granulosos tle

los hemocitos hialinos y sernigranulosos. La nricroscopfa cle

contraste dc fases es el nlétodo nrás práctico e informativo.

3 El medio de cultivo más práctico para la realización de los ensayos

de cuantiflcaci(rn tlel anión superóxido fue el MHBSS.

4 Para la estandarización del ensayo de cuantificación del anirin

superóxido se decidió trabajar con hemocitos obteni«los a partir de

henrolinfa total.

5 Las concentraciones o¡ttirnas de Ca++ y tv,lg++ que sc deben aitarlir
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al MHBSS para la cuantificación del anión superóxido fueron (¡

nrM «le Ca++ y I3 rnM de Mg++.

6.- El PMA a -5 nrg/nrl, la lantinarina a l0 mg/ml y el z-inrosán a 20

partfculas por henrocito. fueron eficaces estimulantes del choque

respiratorio.

7

tt

La técnica tie cuantificación óptima de la o 2 macroglobulina

requiere de la purificación «le los anticuerpos y marcaje con

enz-imas. En CENAIM no conlamos con estas herramientas, por

lo que, <Iesarrollamos un protocolo para elaborar el ensayo

ELISA competitivo.

En el desarrollo «lel ELISA estándar competitivo fuc necesaritr

considerar los siguientes parámetros:

- Utilizar plasrnitin ¡l 2OVo conr() sustancia para realizar la

saturaci«'ln.

- Utilizar una dilución l/8 de hemolinfa para realiT.ar el ELISA

indirecto estándar.

- Utilizar una dilución del sobrenadante del hibrid«¡ma 4lBl2
(l/30) para obtener un 50 Vo tle inhibición de la a 2

nracroglobulirra en las nruestras de hemolinfa a utilizar.

La utilizaci<in de los lrenrogramas y lir cuantificación tle la tr 2

macroglobulina no demostró ca¡nbios en los criterios

inmunológicos cuando cantarones ( l5 - l7) fueron inyectados con

el fungicida Tilt.

()



RECOMENDACIONES

l) Realizar la evaluación clfnica de los ensayos desarrollados en este

trabajo, a fin de tleterminar sus rangos de variacitin en tlil'cretttr's

situaciones n«lnrralcs (ctlad, nrutla, etc,...) y en situaciottes

anornlales (patologías inf'ecciosas o no ihfecciosas). Estas

evaluaciones clíl¡icas pcrrnitirán establecer si cada criterio

seleccionado pucde constituirse en un indicaclor del estado

innrunitario.

2) Optimizar los ensayos en curso de desarrollt'r

(quimioluminiscencia, ELISA directo sandwich, etc.....) y

emprender el desarrollo de otros ensayos, con el objetivo de

obtener otros indicadores «lel estado inmunitario (dosificación de la

melanización , in muno-dosif icac ión de otras protefnas de la

henlolinfa para las cualcs existen anticuerpos monoclorrales).

3) Los ensayos que tengan valor como indicaclores de la condición

innrunitaria, deberán ser puestos al servicio del sector ca¡naronero,

a través de entrenamientos, centro de diagnóstico, etc.

4) Usando los ensayos como herramientas de análisis,

experimentar con diversas moléculas y situaciones susceptibles cle

inducir efectos positivos o negativos, como por ejemplo

inmunoestimulantes o contaminantes. respectivamente. Algunas

experimentaciones podrfan ser realizadas "in vitro " en cuanto se

obtengan progresos en el cultivo rle cé[ulas tle canrar(rn, err

particular los lrenrocitos.



I l2

5) Utilizar los ensayos en estudios fundanrentales de los rtrecattisnros

innlunitarios rlel canrarírrr, c()nlo por ejenr¡rlcl la estimulaci(rn de los

hemocitos. Estos ensay()s p<ldrían ser nruy úiiles para idelltilici¡r

tlivcrsas ¡'rrolerculas involucnrtlas cn la rcspuesta inntunitaria. siendo

posible lrtás tartlc clonar los gencs que co«lifican para estas

proteínas o caracterizar la regulaciírn de su expresión. Bajo este

punto de vista será importante considerar Ia relación entre el

sistema inmunitario y el sistema endócrino mediante el estudio <Je

moléculas como los opioids.
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CARACTERISTICAS
ANTIBACTER¡ALES

PRINCIPALES DE PEPTIDOS INDUCIBLES ANTIBACTERIANOS DE INSECTOS Y DE ALCUNOS PEPTIDOS
OE V ERT EB R.\ DOS

Tamaño
(Kd:¡)

\OMBRE

\ pidaecinas

{baec inas

Drosoci nas

\ t.irc in ¿s

B.rc tenecina l.s

Bac5 y Eaci )

PR 39

PEPTIDOS ANTIBACTERIANOS RICOS
EN C LICINA

+

1.5

.1, :

Ecuariotas,
Procariotas

y virus

C ram -

Cr.rm - ¡- Cram -

C ram -

C r.rm - ¡'Cram -

C ram - ¡ virus

Cram-yCram-

Cram

Modo de
acción

Sacteriostatico

B¿c tericid¿

8ac tericida

Bacrericida. actirr r'n l¡
membrana ciroplasm.üic.¡

Bactericida o bacteriostJticJ
permeabiliza la membr¿n¿
intema y er(tema e inhibe el
camb¡o respiratorio.

Eacteriostarico, acti\o
en Ia membrana externa

Baclericid¿. A ni\ el
de la membrana

Estructur¡
tridimens¡onal

S us¡ituc ion
O-gl¡ ccsilada

L n puente disulfuro.
estructura antiparalela

Organismos
donde se
encuentran

Dipteros
Coleopteros

Diprericinas

.- irffiS
I%'+LfdP

9 C ram -

C-termin¿l aminado



CARACTER ISTICAS
ANTIBACTI]RIALES

NOlvlBRti

Coleopte ricinas

Sarcotc\in¡s II

H¡menoptaecinas

Tachyplesinas

Polyphemusin

PRINCIPALES DE PEPTIDOS INDUCIBLES ANT¡BACTERIANOS DE INSECTOS Y DE ALCUNOS PEPTIDOS
DE VERTEBRADOS

Tamaño
(Kda)

Ecuariotas,
Procariotas

y v irus

Cram -

Gram -

GramryGram-

Gram-yCram*

Modo de
acción

c¡toplasm¿t¡ca

8¿cteric id¡

Bat'te ric id¿

8¿c teric id.r

Estructura
tridimensional

Hoja P ¿n ripáralela
Dos puentes disulfuros

Org¿nismos
donde se
encuentran

Lim u ius

,9

dominante rico en
gl¡cinJ \-rernlinJl

donrinlnte rico en
prolina o-glycolisarlo

Dominio \-ternrin.rl

C-termin¿l ¡minado rico
en glicina \-terminal
pyroSlutafna to

:-+

l0



ANEXO 2

Soluciones de anticoagulantes para la obtención de la henrolinfa.

- ,§oluciírn ¡nodil'icatla ilc Alsevcr.

- Solución de citrato dr-' sotlio 107,.

Citrato tle sodio

¡tll7.2

140 rnM

- Solucirin snlitra ntr¡dif ica«la tle Ilank's ( MI I tlSS )/Cistcína.

Citrato de sotlio

G lucosa

Clorurr¡ de sotlio

EDTA

pH7.2

Sales de tlank's l0 X

Agua destilada

He¡rcs

Clorur«r dc sotlio

Cistcírra

780 nrOsrn.

ajustado a pl-l 7,2

Sales dc Hank's l0 X

Agua destilada

30 ¡nM.

ll5 n¡M.

338 ¡nM.

l0 mM.

100 rrrl.

900 nrl.

2.6 gr.

190 n¡M.

25 nrg/nrl.

50 nrl.

950 nrl.

- Solución salina rnodillcatla de Hank's (MHBSSycitrato de sotlio -59f..



-Solución salina modificada de Hank's (MHBSS)/Citrato de sodio 57ol

Cistefna.

l{c¡lt:s

Cloruro de sorlio

Citrato tle sodio

Ajustarlo a pH 7.2

Sales <Je I lank's l0 X

Agua destilada

Hepes

Cloruro de so<lio

Citrato de sodio

Cisteína

ajustatl«r a pll 7.2

2,6 gr.

85 nrM.

170 nrM.

50 ml.

9-50 ml.

2,6 gr.

85 mM.

170 nrM.

2-5 nrg/rnl.



ANI'XO 3

Medios de cultivo para la preparación de printocultivt-rs

-Tanrpón Fosfato Salirro l0 X (PUS, Dulheco l0X)

CaCl2

CIK

Kll2l'O.l

MgCl2 (rl{2O

NaCl

NaH2PO4 7H2O

- Tarnpón fosfato salino ( PIIS 6-5 I nrOsm).

PBS l0X l)ulheco

Clonrro de sotlio

Agua dest ilatla

- Tampón fosfato salino ( PIIS 502 rnOsnr).

PBS l()X l)ulbeco

Cklruro dc sotlitr

Agua tlestilada

-Solución de sales balanceada dc Hanks' l0 X.

CIK

KHZPO+

NaCl

9 n¡lvl.

26.7 nrM.

ll.5 nrM.

4,9 nrM.

1379,0 mM.

80,6 nrM.

100.0 rrrl.

250.0 rul\l

900.0 nrl.

200.0 ml.

l(X).0 nrM

t100.0 rnl.

50,0 nrM.

3.0 nrM.

1379.0 nrlvl.



Nall2l'O4 7ll2()

D-C luct¡sa

- .St¡ltrci(rn salina nxrtlificntia de I Iank's

Salcs de llank's l0 X

Agua tlcst ilatla

l-lc¡rs

Clt¡rur«r rlc sotlio

Sales de Hank's l0 X

Agua <lestilada

llepes

Cloruro tle soclio

Cloruro tle Calcio

Clt¡ruro rle Magnesio

ajustada a pll7.2

Sales de Hank's l0 X

Agun tlc'st ilqtla

He¡res

Cloruro de sotlio

Cloruro de Calcio

80.(r ruM.

5(r.0 nrM.

ajustrrrlrr a ¡rlI 7.2

- Solución salina rnoclilicatla tlc salcs dc Ilank's I X (MHBSS lX)

100 rnl.

900 nrl.

2,(r gr.

190 rnM.

100 nrl.

900 ml.

2,6 gr.

190 mM.

l2 mM

26 rnM

100 ml.

900 rnl.

2,6 gr.

190 rnM.

24 mlv'l

- Solución salina ¡lrodif rcada tle sales de Hank's 2 X (lvlllBSS lX)



Clonrro rlc Magrresio

ljust:rcll:r ¡rlI7.2

52 nrlvl

- N'lcilio l. l5 de I-t'ihovitz

L 15 (2X) 29,38 grll

Hepes 1,3 grll

Suero fetal bovino 2O Vo

720-'140 mOsnr, ajustado a pH 7,2-7,4



Anexo 4.

TABLAS DE RESULTADOS DE LA
CUANTIFICACION DEL ANION SUPEROXIDO.

Cuantiñcaci(rn tle la produccitin cle anií¡n superóxi<.lo utiliz.an<l<r
cliferentes nredios <.le cultivo conservando el plasrna durante la

reacción.

Cuantiflcacirin tlc la prtxluccirin de ani(¡n superírxiclo utilizando
diferentes nredios tle cultivo sin conservar el plasnta durante la

reacci(rn.

f)i[crcntcs medios dc
cu Il ivo.

PBS IX PBS 2X
A8u. dc

¡ntf
csk(¡¡I

Mrt Bss
sin Ca y

Mr

MIlBSS
con C¡ v

Itlr

Act. Básica r). I t4 t
o.oo5

o. tt3 t
0.o18

0.089 r
0.(x),1

o,102 r
0.0 t6

o. ll)510
ot9

Esl ilnL¡ llrl¡rs 0. t7¡ t
o. r )1.¡

o.2.r I t
{).056

0. t78 i
o 026

0,t.¡l i
O.O(X)

0.tr8 1
r) {l.rI

lnhihirlos tl or)0 i
o l)lo

(,.r)88 t
o.{)l I

0,t)80 t
o.f)I2

o.{)?g 1
o flt5

0.079 I
r).o l.l

Difcrcntcs n¡cdrrx de

c ult ilo.
l'tls rx t,Bs ?x

Agua rlc
nt¡f

cstéril

I\,lllRss
sin ('a ¡

ltl g

NIII B SS

con(lrr
lrl I¿

Act. Básrca 0.1I4 i
0 (x )-5

0. 3 t
0.0t8

0.089 1
0. rx)l

0.lr)l t
0.0 t6

0. t{}51t)
0t9

Eslinlulados. o, t7.l 1
(l02.1

0.1:l ¡ I
o 056

0. t78 t
o.o2 6

o. t¿2 t
0.(x)6

o, l],r t
r)olI

lnhihidos t).()qr, I
0.020

().f)t{8 t
0.021

o.0l{0 t
0.012

0,f)79 1
0.0 t5

0.0r9 t
o.o I .1



Efecto de diferentes concentraciones de Ca++ y NIg++ sobre la producción de anión
superóxido en hemocitos de P. vannamei.

Mrlimt¡lcs dc C¿ic¡o
v Maqnesto

3 Cay
ó.5 Mg

J.3 CJ
y l0.J
llr

6 C.r y

1.1 \tg
7.8 C¡
v 16.9

Ms

9 CJy
19.5 Mg

10.8 y

l3.J
M{

Act. Bísica 0. 4 !
0.m5

0.tt3 t
0.0rE

0.08r):
0 tx)l

0. t01 !
0 016

0. ¡0510
0t9

Coagula.

Estimulados. 0. t74 !
0.024

0.23 r r
0.056

0. r?8 !
0.0:ó

0. tr2 r
0.00ó

0. t-18 t
00ll

Coagula.

Inhibidos 0.ü)0 1
0.0?0

0.088 r
{)0lI

0.080 i
00tl

0,079 1
0.0t5

0.079 r
00t{

Coagula.



PMA : l0 ¡g/ml 1-arninarinu :

l0 rtrg/ntl
Zinxrslln:

20 par/hcnr

I x l0l' 0. l4-110.005 0.t19+0.0t3 0. I to+0.()0.1

5 x lo 5 0,069t0,008 o.075ro.009 0,072+o,002

I x l0 5 o.o4 I to.00.1 0.057+0.017 o.04_r1o.(x).r

Activitlad básica ( I x l0 6) {).097+O,O I 2 0.097+0,012 o.0()7t().t) ll

Inhibido ( I x l0 6) o.r).181().0ll 0,05610.002 o.o.lflto.( )r)l

Efecto del núnrero dc hc¡rrocilos sobre lo producción de anirín
su peróxido''t"i"':;: 

Jl'ff ,;:l'"T''"'t's 
der choque

Porcentaje de inhibicié¡l dc ¡fl a 2 macroglobulina de l¿rs

nrucslr¡rs de hcn¡olinf¿r tlc l0 camarones.

Camaron Porcentaie de ¡nhibición

1 54,400

2 54,000

3 52,500

4 60.000

5 52.500

6 54,000

7 53,500

50,r00

53,400

l0 51,200

8

I



Estimación de la cr 2 macroglobulina en función de las D,O.. obtenidas de una muestra de
hemolinfa

Dilución de la hemolinfa D.O con Ac Mc 41812 Puro D.O. con AcMc 41812 drlurdo 1/'10 D.O con AC Mc no especifico

2 0.543 0,363 0.r71

,1 1.O74 0,832 0,177

I 1,547 1,177 0,328

16 r,534 1,249 0,457

1,553 1,264 0,748

64 1,433 1,282 r,002

128 1.438 1.159

256 1.297 1 ,13 1,296

512 1,074 0.971 1,45

1024 o,775 0,657 1,491



llenrograma realizado
bioensayos

(or¡ las rnuestras tle henrolinf¿¡ de los
rle t ox ic irlarl utilizandrl 'filt.

Tralamiento Número de hemocitos

Sln inystar 6412914t2543476

l ppb 15607525r1086457'l

10ppb 749373615587745

l0oppb 1030936813610891

lngeclados 816t49r13954897

Tratamienlos H ia lin os - Semlg ran u lo so s Granulosos

Sin ¡nyectar 88i7 12t7

I ppb 8314 1714

l0 ppb 82!4 r814

100 ppb 8715 t 3r5

lnyeclados 9214 814



Porcentaje de inhibicirin rle la u 2 nracroglobuli¡ra de las
muestras de hernolinfa tlrl bioensavo tle toxicidad

r¡lilizn¡rtlo 'l'iIt

Tralam¡enlo Porcentaje de ¡nhiblclón

Sin lny6tar 50.58218.14

l ppb 40,700r5.43

l0ppb 43,07515.74

'I 00p pb 43,002110.63

lnueclados 34,35i4,43
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