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RESUMEN

Se evalud el efecto O, en la sintesis, el potencial inmunogénico, y las
propiedades estructurales de la hemocianina de Tegula funebralis. La respuesta a
condiciones hipdxicas se evalud en una serie de tiempo de 0, 48, 96, 144, 192 y 240 h.
Después de las 240 h de exposicidon se observo que el succinato incrementd 13 veces
mas que la concentracion observada en el grupo control. La actividad de la lactato
deshidrogenasa (LDH) aumento6 durante las primeras 48 h, posteriormente disminuyo a
las 96 h y se incrementd dramamaticamente hasta alcanzar su maxima actividad a las
192 y 240 h. Los cambios en la concentracion de proteinas y los encontrados en la
actividad de la LDH concuerdan con el cambio en el numero de subunidades en las
muestras de hemocianina correspondientes a cada grupo de exposicion. El analisis de
subunidades muestra la presencia de 5, 5, 8, 3, 3 y 4 tipos de subunidades para los
organismos expuestos a 0, 48, 96, 144, 192 y 240 respectivamente. Por otra parte, el
numero de subunidades incrementa a la par de la actividad de la LDH, alcanzando la
maxima diversidad de subunidades a las 96 h en donde se observd que la
concentracion de proteinas alcanzé su maxima concentracion. El contenido de
carbohidratos en la hemocianina de T. funebralis oscilé entre 3.13% y 25.5%. A pesar
de la variacion del nivel de carbohidratos mostrado a lo largo del experimento, el
comportamiento general de este parametro, después del drastico aumento en las
primeras 48 h de hypoxia, presenta una tendencia general a la disminucion, a
diferencia del contenido de proteina total, que muestra una tendencia al aumento. Con
base en el contenido de carbohidratos en la Hc* de Tegula se realizaron las pruebas de
inmunogencidad utilizando la Hc de megathura crenulata antigeno conocido como

punto de comparacion. Se observd una baja produccién de fluido ascitico en los



animales de experimentacion inoculados tanto con Hc de T. funebralis como de M.
crenulata ambas a la concentracion de 0.2 mg/mL, loque indica que esta concentracion
es insuficiente para inducir una respuesta inmunoldgica. Los resultados encontrados en
este trabajo indican que la Hc de T. funebralis en condiciones aerdbicas tiene la
propiedad de activar el sistema inmunoldgico de mamiferos y que la Hc de T. funebralis
en condiciones hipdxicas carece de esta caracteristica, lo que muestra que existen
diferencias estructurales entre ellas.

Lo encontrado en este trabajo sugiere que cuando T. funebralis se encuentra en
una transicion aerobiosis-hipoxia, enfrenta la escasez de oxigeno mediante una
estrategia de procesos coordinados que incluyen, ademas de la adaptacion
metabadlica, la induccidn de la sintesis de proteinas con rasgos estructurales similares a
los de la hemocianina, cuyas diferencias permitirian una mejor tolerancia del organismo

a una condicion anoxica prolongada.
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I. INTRODUCCION

La zona litoral o costera es la interfase entre la atmodsfera, la
hidrésfera y la litésfera es la parte de la plataforma continental mas cercana
a tierra firme. Su ubicacion le confiere caracteristicas especificas como
cambios del nivel del mar (mareas) y erosion. Dentro de la zona litoral se
encuentra la zona intermareal, la cual esta delimitada por el nivel superior de
la pleamar y la zona inferior de la bajamar; su extension es variable, aunque

generalmente comprende pocos metros (Fig. 1).

ONA SUPRAMAREAL

ZONA LITORAL (SUPERIOR)

Fig. 1. Zonacion litoral

La zona intermareal se caracteriza por estar expuesta al aire durante
periodos a lo largo del dia. Este lapso de tiempo es denominado baja marea,
durante la cual los organismos que habitan esta zona son sometidos a
cambios en factores tanto quimicos como fisicos. Estos cambios incluyen
variaciones en el pH, temperatura, disponibilidad de oxigeno y agua,

salinidad, concentracion de solutos e irradiacion solar. Todo lo anterior



ocasiona que se observe una clara zonacion en la vida marina, apreciable
sobre todo en las partes rocosas, ya que los organismos se distribuyen en
funcion de los factores que los condicionan. Esta distribucion también esta
relacionada con las adaptaciones con las que cuenta cada especie para
evitar o minimizar el estrés al que son sometidos durante periodos de baja
marea.

Las adaptaciones que se han encontrado en los organismos
intermareales pueden describirse de dos formas. La primera se relaciona
con adaptaciones fisioldgicas, las cuales les ayudan a evitar las condiciones
de estrés mediante la migracion o aislandose del medio, como en el caso de
crustaceos y bivalvos. La segunda implica la modificacion de su
metabolismo, mediante la inhibicion o activacion de algunos procesos
relacionados con la obtencion de energia. Algunas especies se protegen
mediante un solo tipo de adaptacion; sin embargo, para los organismos con
poca o nula movilidad es necesario que cuenten con mas de un mecanismo,
sobre todo cuando se presentan modificaciones en mas de una variable
ambiental (Slusarczyk, 2004). Cuando los organismos no tienen respuestas
fisiologicas ante las variaciones de su ambiente, su sobrevivencia depende
directamente de las adaptaciones a nivel metabdlico.

En caso de ser necesarias, las adaptaciones metabdlicas son
posibles gracias a que, tanto las moléculas biolégicas como las reacciones
bioquimicas, son sensibles a las variaciones de los parametros ambientales
tales como la temperatura, presion, pH, fuerza idnica, concentracién de

solutos, disponibilidad de agua, radiacion y ataque mediante radicales libres



(Hochachka y Somero, 2002). Por otra parte, todas las células y organismos
necesitan mantener un aporte de energia minimo para mantenerse viables.
Ese aporte se da quimicamente en forma de adenosin trifosfato (ATP), el
cual es utilizado en reacciones endergonicas y en la molécula reducida de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), ambos necesarios
durante los procesos anabdlicos (Nelson y Cox, 2002).

Una de las adaptaciones bioquimicas mas eficaces para la
sobrevivencia de los organismos intermareales cuando se presentan
periodos de baja marea, es la tolerancia a condiciones hipdxicas y anodxicas.
Los organismos que viven bajo estas condiciones son anaerdbicos
facultativos; esto significa que tienen la capacidad de modificar su
metabolismo en funcion de la disponibilidad de oxigeno en el medio. De esta
forma, durante periodos de marea alta, cuando el oxigeno esta disponible,
moléculas como carbohidratos, lipidos y aminoacidos se oxidan
completamente hasta moléculas de CO; con la produccion concomitante de
H.O y ATP. Esto se debe a que tanto la glucdlisis, la p-oxidacidén de acidos
grasos Yy la oxidacién de aminoacidos estan acoplados al ciclo de Krebs y la
cadena respiratoria, en donde se sintetiza la mayor cantidad de ATP. Sin
embargo, tanto el ciclo de Krebs como la cadena respiratoria dependen
directamente de la concentracion de oxigeno, por lo que, cuando dicha
concentracion disminuye a tal grado que se considera un estado de hipoxia
0 anoxia, el aporte de energia depende directamente de la glucdlisis, ruta
anaerdbica especifica para carbohidratos. Una vez que la respuesta a la

condicion de hipoxia comienza, la concentracién de lactato, Ca*?, urato y



succinato aumentan. De acuerdo con Storey y Storey (2004), lo anterior

puede generar cambios a nivel celular y molecular tales como:

1. Incrementos o disminucion en la expresion de algunos genes para
generar cambios en los niveles de algunas proteinas.

2. Alteracién de las propiedades cinéticas y regulatorias de las enzimas
y las proteinas funcionales.

3. Cambios en la susceptibilidad de las enzimas a modificaciones
covalentes, como fosforilaciones reversibles mediante quinasas y
fosfatasas.

4. Cambios en las propiedades de interaccion entre las proteinas que
alteran la composicién de los complejos enzima-proteina.

5. Cambios en la composicion de la membrana para compensar los

cambios ambientales.

Cuando las condiciones de hipoxia o anoxia se mantienen, los
carbohidratos son oxidados a piruvato mediante la glucdlisis y
posteriormente reducidos a lactato en un proceso llamado fermentacion
lactica. A diferencia de la mayoria de los vertebrados, el lactato no es el
unico producto del metabolismo anaerdbico en moluscos. Dependiendo de la
especie y de la duracion de la anoxia se pueden acumular metabolitos como
alanina, succinato, propionato y opinas (Kapper y Stickle, 1987). Cuando los
periodos de hipoxia son prolongados, los tejidos comienzan a acidificarse, lo

cual activa la transaminacion del piruvato a partir del aspartato para la



produccion de alanina y oxalacetato; este ultimo, producto de la
desaminacion del aspartato. El oxalacetato entonces es reducido a malato
en presencia de NADH, y el producto de esta reaccion a su vez es reducido
a succinato utilizando NADH o rodoquinona (RQHz) como cofactor (Fig. 2),

lo que se asemeja al ciclo de Krebs en sentido inverso.

CARBOHIDRATOS
(Glucosa)
Fosfoenol
piruvato
CO;
Piruvato --—==-> Lactato
Aspartato
Oxalacetat
NADH + H’ Alanina
' -~
NAD RQH; aQ
Malato —» FumaratoLi Succinato
Propionato

Fig. 2. Ruta metabdlica propuesta para invertebrados en condiciones de
hipoxia. Adaptado de Storey y Storey (2004).



Un grupo de proteinas que son afectadas durante periodos de hipoxia
son las proteinas transportadoras de oxigeno (Bridges, 2001; Chausson et
al., 2001; Decker et al., 2007; Decker y Foll, 2000; DeFur et al., 1990;
Mangum, 1997; Terwilliger, 1998; Truchot, 1992). Estas moléculas son
metaloproteinas que en su mayoria contienen hierro aunque un pequefio
grupo contiene cobre. Las proteinas que participan en el transporte de
oxigeno estan adaptadas para funcionar en diferentes ambientes, en
organismos con tasas metabdlicas variables y en especies que tienen
transiciones de ambientes durante sus diferentes estadios de vida
(Hochachka y Somero, 1984).

Las principales proteinas  acarreadoras de oxigeno en los
organismos marinos son las hemoglobinas (Hbs), la mioglobina (Mb), las
hemeritrinas (Hrs) y las hemocianinas (Hcs), siendo estas ultimas las
principales en la mayoria de los invertebrados (Albrecht et al., 2001;
Behrens et al, 2002; Burggren et al, 1991; Jokumsen et al., 1981,
Krassimira et al., 1995; Markl, 1986; van Holde y Brenowitz, 1981).

Las Hbs son proteinas globulares, consisten en un grupo hemo
(porfirina y hierro) (Fig. 3) unido a una proteina, tienen estructura cuaternaria
y su funcion como proteina transportadora de oxigeno depende de la
combinacion reversible del hierro con el oxigeno. En algunos invertebrados,
funciona como un almacenador de oxigeno que puede ser utilizado en

periodos de hipoxia (Willmer et al., 2004).



Fig.3. Grupo prostético denominado hemo. Se indica el atomo
de hierro al cual se une reversiblemente el oxigeno.

La Mb es parecida a las Hbs en cuanto a su funcion y grupo
prostético; sin embargo, cuenta con una cadena peptidica de
aproximadamente 153 aminoacidos, lo que le confiere un peso molecular
mas pequefio que aquellas (Nelson y Cox, 2002). La mioglobina se
encuentra en algunos tejidos, como el musculo radular de gastropodos y
branquias de bivalvos (Prosser, 1991). Las Hrs contienen tres veces mas
hierro que las Hbs y a diferencia de éstas, en las Hrs el hierro esta unido
directamente a la proteina y no cuentan con porfirina; estas proteinas son
especificas de gusanos sipunculidos, braquiépodos, priapulidos y anélidos
poliquetos. Las Hbs, la Mb y las Hrs son proteinas que pueden encontrarse
en algunos invertebrados; sin embargo, el grupo de las hemocianinas es
caracteristico de la mayoria de los invertebrados, en especial de artropodos

y moluscos. Las hemocianinas (Hcs) son la segunda clase de pigmentos



respiratorios en los invertebrados; estas moléculas se encuentran
principalmente en dos phyla: artrépodos y moluscos. Las Hcs en general,
son glucoproteinas que contienen cobre unido directamente a la proteina, el
cual se asocia reversiblemente al oxigeno. En su mayoria, las Hcs tienen
altos pesos moleculares (4.5 x 10? a 9.0 x 10° kDa) vy varias subunidades,
las cuales tienden a agregarse en una compleja estructura cuaternaria (Fig.
4). La agregacion de estas subunidades se debe a que son proteinas
extracelulares que no estan contenidas en células sanguineas circulantes, y
se encuentran en disolucion en la sangre, en donde pueden estar presentes
en concentraciones muy altas, representando hasta el 95 % del total de la

hemolinfa (van Holde y Miller, 1995).

Fig.4. Estructuras representativas para la hemocianina. A,
Estructura cuaternaria de una hemocinana
representativa para moluscos (Haliotis tuberculata),
consiste de 20 cadenas polipeptidicas, cada una con 8
unidades funcionales (FU). B, Estructura terciaria de una
unidad funcional (FU) de hemocianina de Octopus
doflein. Tomadas de van Holde et al. (2001).



Los diferentes estados de agregacion de las Hcs también estan
relacionados con la variacion en sus propiedades de unién al oxigeno (Markl
y Decker, 1992). En las Hcs, una propiedad fisiologica fundamental es su
capacidad para unirse al oxigeno en respuesta a efectores alostéricos como
la tensién del diéxido de carbono, el pH, la temperatura, la concentracion de
sales, iones inorganicos, compuestos organicos de bajo peso molecular,
cationes divalentes, neurohormonas como la dopamina u octopamina, y
productos de procesos anaerobicos como el L-lactato y el urato (Bridges,
2001; Brouwer y Serigstad, 1989; Hartmann, 2001; Hirota et al., 2010;
Menze et al., 2005; Morris y Bridges, 1986; Morris y McMahon, 1989; Nies et
al., 1992; Petrovich et al., 1990; Will, 1980; Zeis et al., 1992).

Se ha observado que algunos pigmentos respiratorios pueden enlazar
H* en el sitio de union del oxigeno de tal forma que cuando el pH disminuye
y por tanto la concentracion de H* es alta, el oxigeno es desplazado,
modificandose también la afinidad del pigmento por el oxigeno,
comportamiento conocido como efecto Bohr (Willmer et al., 2004). Se han
descrito efectos Bohr en las cuatro clases de pigmentos respiratorios; sin
embargo, no es un fendmeno que se presente en todas las especies que los
poseen (Willmer et al., 2004). En algunos casos, se ha observado que al
bajar el pH, se produce un efecto Bohr inverso, lo que puede ser propiciado
por un incremento de la tensién de CO; o una disminucién del pH asociado a
un aumento en la concentracion de lactato o que ocasiona un aumento de la
afinidad del pigmento por el O, (Willmer et al., 2004). Se conoce muy poco

sobre la regulacion de las Hcs en su papel como transportadores de
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oxigeno. Al parecer, la afinidad de la Hc por el O, esta regulada por
diferentes efectores. En periodos cortos, moduladores como el pH, lactato,
cationes especificos y otros metabolitos alteran la afinidad de la Hc
(Hochachka y Somero, 2002). Por otra parte, se ha establecido que la
afinidad de la Hc por el O; ha sido una modificacién evolutiva, ya que en
especies que se encuentran en condiciones hipoxicas producen Hcs con
mayor afinidad por el O, que especies en condiciones normoxicas
(Hochachka y Somero, 2002). Sin embargo, la evolucién de la estructura de
las Hcs y sus funciones en especies y condiciones especificas son estudios
que necesitan ser completados.

Las Hcs pueden ser identificadas por tres maximos de absorcion, uno
a 280 nm, caracteristico de todas las proteinas, un pico de absorcion
dependiente del oxigeno a 570 nm, y un maximo de absorcidon entre 340 y
350 nm (Erker et al., 2004). El pico de absorcion a 570 nm unicamente se
observa cuando la proteina esta asociada al oxigeno.

Hasta el momento, las hemocianinas se dividen en dos clases,
definidas unicamente por su ocurrencia natural: las que se encuentran en
artrépodos y las que se encuentran en moluscos. Es un hecho que cada
clase de Hc posee propiedades unicas debido a la variabilidad de su
estructura, el numero de subunidades, el contenido de carbohidratos,
composicion de monosacaridos y su comportamiento de asociacion y
disociacion; caracteristicas que le confieren variaciones asociadas con su
capacidad para ser utilizadas como inmundégenos (ldakieva et al., 2004;

Tchorbanov et al., 2008).



11

Los inmundgenos son moléculas que desencadenan una respuesta
inmunitaria en mamiferos. Esta respuesta esta dada por la produccion de
anticuerpos especificos que se unen reversiblemente a una molécula ajena
al organismo (antigeno). Los anticuepos son glucoproteinas del grupo de las
inmunoglobulinas (Ig), cuya estructura se compone de dos cadenas ligeras
idénticas (24 kDa), las cuales se encargan de reconocer al antigeno, y dos
cadenas pesadas (55 a 70 kDa) encargadas de las funciones efectoras
(Abbas y Lichtman, 2004). Cada una de las cadenas ligeras se unen a una

cadena pesada y las dos cadenas pesadas se unen entre si (Fig. 5).

A B

Sitio de unién Cadena ligera

Fig.5. Estructuras representativas de un anticuerpo. A,
Estructura en donde se observan las cadenas pesadas
(H por sus siglas en inglés, heavy chains) en color
morado, las cadenas ligeras (L por sus siglas en inglés,
light chains) en color verde y puentes disulfuro
intracatenarios en rojo. V=region variable; C=regidn
constante. B, Modelo de listones de un anticuerpo.
Tomado de Abbas y Lichtman (2004).
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Los anticuerpos pueden reconocer como antigenos a casi todos los
tipos de macromoléculas: lipidos, azucares, hormonas, acidos nucleicos y
proteinas, entre otros. Sin embargo, no todos los tipos de moléculas tienen
la misma capacidad inmunogénica, las moléculas mas inmunogenas son las
proteinas, los carbohidratos tienen menor capacidad y los lipidos y acidos
nucleicos unicamente son inmunégenos cuando van unidos a proteinas y
carbohidratos (Zambrano-Villa, 2005). La capacidad de las diferentes
moléculas para desencadenar una respuesta inmunogenica esta dada por
sus caracteristicas fisicas y bioquimicas, especificamente, el tamano, la
composiciéon quimica y la heterogeneidad. Otro factor que condiciona la
inmunogenicidad es el grado de extrafieza entre el antigeno y las moléculas
propias; en general, las moléculas que han divergido en los distintos linajes
evolutivos son buenos inmundégenos en especies heterdlogas. En cambio,
las moléculas evolutivamente conservadas no son buenos agentes
inmunogénicos (Zambrano-Villa, 2005). Ademas de la naturaleza del
antigeno, el tamafo de éste también impacta sobre su capacidad como
inmundégeno ya que en general, moléculas de alto peso molecular (=100
kDa) tienen mayor efecto sobre el sistema inmune que las moléculas de
menos de 10 kDa. En el caso de las Hcs, se ha observado que cuando
estas proteinas son inyectadas en los mamiferos en pequefas cantidades,
el sistema immune las reconoce como extrafias (antigenos), propiciando una
respuesta inmunogénica inmediata, aumentando la concentracion de
anticuerpos especificos para esta proteina en el organismo. Otra propiedad

gue se ha observado en las Hcs, es su capacidad para ser transportadores
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de moléculas que no son inmunogenos, llamados haptenos, los cuales no
son inmunoégenos. En estos casos, la hemocianina es utilizada para activar
la respuesta inmunogénica pero con la produccion de anticuerpos
especificos para el hapteno. Por esta razon, las Hcs son consideradas
inmundgenos con un alto potencial para el desarrollo de productos, ya sea
para la salud humana y animal, o para el desarrollo de investigaciones en

biomedicina.
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Il. ANTECEDENTES

Las hemocianinas se dividen en dos clases, las que se encuentran
en artropodos y las que se encuentran en moluscos. Si bien las dos
contienen cobre, difieren en cuanto al tamafio de las subunidades asi como
en su organizacion estructural. A pesar de las diferencias estructurales entre
las dos clases de Hcs, ambas tienen sitios activos conformados por dos
iones de cobre estabilizados por tres residuos de histidina cada uno (Erker et
al., 2004).

En los artropodos la molécula tiene subunidades de 75 kDa
aproximadamente con un sitio para enlazar oxigeno. Estas subunidades se
ensamblan en estructuras hexameéricas (6 cadenas de péptidos) o multi-
hexameéricas de pesos moleculares desde 450 kDa hasta aproximadamente
4000 kDa (Swerdlow et al., 1996). Por otra parte, en el caso de los
moluscos, estudios realizados a nivel especie indican que las Hcs de los
gastropodos y bivalvos son las mas grandes; estas proteinas se componen
de 20 polipéptidos y tienen un peso molecular de 9 millones (van Bruggen et
al., 1962). En contraste, las Hcs del pulpo, calamar y quitones tienen la
mitad de este tamafo (Herskovits y Hamilton, 1987; Terwilliger et al., 1988;
Wood, 1980). A pesar de esta diferencia, las Hcs de moluscos, en particular
las de gastropodos, quitones y prosobranquios son mas heterégeneas, en su
mayoria mantienen subunidades de 350 a 460 kDa dobladas en una serie
de siete u ocho subestructuras globulares llamadas estructuras funcionales

(FUs por sus siglas en inglés, functional units). Cada una contiene un sitio
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activo con dos iones de cobre al cual se une el dioxigeno (Gatsogiannis et
al., 2007; Gielens et al., 1995, |dakieva et al.,1995; Idakieva et al., 2002;

Keller et al., 1999; Lang y Van Holde, 1991) (Fig. 6).

Decamero

Hemocianina

Fig.6. Niveles estructurales de la hemocianina de moluscos.
Tomada de Decker et al. (2007).

Las unidades funcionales tienen una masa molecular variable, entre
45 y 50 kDa (Gatsogiannus et al., 2007), aunque se han reportado FUs de
100 y 150 kDa para Rapana venosa (Sabatucci et al., 2005). Estas FUs se
ensamblan en estructuras mas complejas en donde dos subunidades se
parean para formar un dimero y cinco de estos dimeros se asocian en un
decamero que puede tener una masa molecular de 3.5 a 5.0 x 10° Da
(Herskovits et al., 1989; Lamy et al., 1998; Swerdlow et al., 1996; van Holde
y Miller, 1995). Estos decaméros se asocian en estructuras multiméricas; en

donde la estructura dimérica es la predominante en la mayoria de moluscos
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(Herskovits et al., 1989). En algunos casos como en Octopus dofeini 'y Helix
pomiata no se han observado estructuras mayores a decameros y
didecameros (Harris et al., 1993); sin embargo, en prosobranquios y
opistobranquios se han observado multidecameros (Keller et al., 1999). En
los gastropodos marinos Busicon contarium y B. carica se han observado
estructuras tri y pentadecamericas (Herskovits et al., 1989) y en la familia
Naticidae (gastropodos marinos) se han observado particulas di, tri y
tetradecaméricas con masas moleculares promedio de 8.85 x 10°, 13.3 x10°
y 17.1 x10° Da respectivamente (Herskovits et al., 1990).

Mediante microscopia electronica, se ha establecido que la estructura
cuaternaria basica de la Hc de moluscos esta dada por el acomodo de los
decameros en una molécula cilindrica con un diametro de 30 a 32 nm y una
altura de12 a 19 nm (Mouche et al., 1999). Para algunos gastropodos
marinos se han observado estructuras tubulares mayores, ya que la Hc de
éstos se conforma de multidecameros (Herskovits, 1988; Herskovits y
Hamilton, 1987; Idakieva et al., 2002; van Holde y Miller, 1995,).

La estructura cuaternaria de la Hc puede disociarse mediante
variaciones de pH, fuerza ionica y por protedlisis. La asociaciéon de
componentes de mas alto peso molecular ocurre a un intervalo de pH que
incluye el punto isoeléctrico, mientras que la mayor disociacién, es decir, la
aparicion de componentes de peso molecular mas bajo se incrementa en
los extremos acidos y basicos del punto isoeléctrico. A valores de pH
mayores que 7.5 y en ausencia de Ca* o Mg?*, la disociacién parcial o

completa da origen a moléculas de 1/10 del tamafio total de la moléculay a
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pH mayor de 9.0 se observan moléculas de 1/20 del tamafio de la molécula
nativa (Hall et al., 1975). Para Littorina littorea se han encontrado
fragmentos de 4.4 a 4.8x10° Da para las subunidades totalmente disociadas
a pH de 10 y en presencia de urea 8.0 M (Herskovits ef al., 1992). Estos
fragmentos estan cerca de 1/20 del peso molecular de los complejos
didecameéricos que se encuentran en algunos caracoles marinos (van Holde
y Miller, 1995). En estudios realizados tanto con la Hc de Lunatia heros
como con la Hc de Littorina littorea se observé una disminucion importante
en el peso molecular en el intervalo de pH de 7.8 a 8.2. En estas dos
especies, la disociacion de la Hc en funcidn del pH es gradual, para la Hc de
L. heros las masas moleculares entre 7.9 y 1.1x10° Da se encontraron en el
intervalo de pH de 7.8 a 8.1, con una disminucién a 6.4 x 10°, 5.8 x10°y 4.7
x 10° Da a pH 8.2, 9.9 y 10.5 respectivamente (Herskovits et al., 1985).

En estudios realizados con Hc aislada de Helix pomiata se observd
que con una fuerza ionica (/) de 20 mM los didecameros que la conforman
se mantienen estables a un pH entre 4.5 y 5.3, no asi a valores de pH
mayores que 5.3, en donde se disocia en decameros y éstos a su vez se
disocian en dimeros a pH mayor que 7.5 (Gielens et al., 1995). Sin
embargo, al incrementar la fuerza ionica el limite alcalino de disociacion para
los didecameros se desplaza a valores de pH mas altos (Elliott et al., 1972).
Para la Hc de Aplysia vaccaria se observd un comportamiento similar en
donde a pH mayor de 8.0 los didecameros se disocian en decameros
seguidos de una disociacion en dimeros y monomeros conforme el pH

aumenta mas arriba de 9.0 (Herskovits et al., 1995). Para Rapana venosa y
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Octopus vulgaris, se obtuvieron unidades funcionales al incubar la Hc a pH
alcalino alrededor de 9.5 en presencia de concentraciones alrededor de 1
mM de Zn; bajo estas condiciones se obtuvieron productos de 150, 100 y
50 kDa, todos ellos funcionales (Paccagnella et al., 2000).

En general, la Hc de moluscos se mantienen estable a pH menor que
7.0 y presentan un patron de disociacién que se modifica al incrementarse el
pH; sin embargo, la presencia de Ca* y Mg? tiende a estabilizar los
componentes decaméricos de la Hc, por lo que se ha observado que las
fracciones decaméricas aumentan aun cuando se modifique el pH
(Herskowitz y Hamilton, 1987). Este efecto se ha estudiado en varios
moluscos, como Octopus bimaculoides, O. bimaculatus (Herskowitz vy
Villanueva, 1986, Herskowitz y Villanueva, 1986), Acanthopleura sp.,
Cyptochiton stelleri (Herskowitz y Villanueva, 1986), Lunatia heros y L.
littorea (Herskovits et al., 1985), entre otros.

Si bien los iones como el Mg®* y el Ca?* estabilizan la forma
decamérica de la Hc, el incremento en la fuerza ionica del medio
desestabiliza estos decameros. El aumento de la fuerza idnica del medio
puede darse cuando se adicionan compuestos quimicos como sulfato de
amonio, urea o clorhidrato de guanidina (GdHCI). Este aumento provoca que
el grado de hidratacion de los grupos ionicos superficiales de la proteina
disminuyan, ya que estos solutos compiten por el agua y rompen los puentes
de hidrogeno o las interacciones electrostaticas, de tal forma que las

proteinas se desnaturalizan, agregan y precipitan.
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En general, las Hcs de moluscos son estables y resistentes al
efecto de desnaturalizacion de la urea y el GAHCI (Herskowitz et al., 1983,
1985). Sin embargo, la estabilidad de la molécula estara en funcion de las
caracteristicas de las subunidades que la componen y la concentracion de
las sales. Un ejemplo de esta caracteristica es la disociacion de la Hc de
Lunatia heros y Littorina littorea, ya que la urea en concentraciones entre 5.0
y 1.0 M propicia la formacion de fragmentos de 1.0 x 10°, 4.5 x 10° y 4.6 x
10° Da. Para este intervalo de concentraciones, practicamente el 80% de las
particulas de Hc estan disociadas cuando la urea se encuentra a 1.2 M
(Herskowitz et al., 1985).

Estudios de reasociacion molecular en la Hc de Megathura crenulata
han demostrado que si bien es posible disociar a la molécula, también es
posible reasociarla utilizando un medio con un pH de 7.4 en presencia de
calcio 100 mM y una solucion saturada de MgCl, a 4°C (Harris et al., 1997).

De la misma forma en que se ha logrado elucidar la composicion y
conformacién de la hemocianina aislada de algunos organismos, también se
han estudiado la reactividad inmunogénica cruzada vy el sitio de sintesis de
la Hc ya que éstas pueden variar en funcion de la especie de molusco y las
variables ambientales (Brouwer et al., 1979; Gullick et al., 1979; |dakieva et
al., 1993; Jeffrey, 1995; van Bruggen y Moran, 1966; Wood, 1975).

Si bien se cuenta con una descripcion general a nivel estructural de las
Hcs de artropodos y moluscos, existe evidencia de que la concentracion
tanto de la Hc completa como sus isoformas y las subunidades que las

conforman puede modificarse en funcion de las condiciones del medio. En
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los artropodos, se ha observado que pueden ocurrir cambios en la expresion
de los genes codificadores de Hc como respuesta a diferentes condiciones,
modificando con ello la composicion de las subunidades. Entre las
condiciones que se han reportado como causa de cambio, se encuentran: la
estacion del afo, el oxigeno, la salinidad y la etapa de desarrollo del
organismo (Decker y FoOll, 2000; Oakes et al., 2004; van Holde y Miller,
1995). Para los artropodos ya se han documentado también factores de
variacion en el nivel de hemocianina en la hemolinfa: el sexo (Chen y Cheng,
1993; Horn y Kerr, 1969), oxigeno (Baden et al., 1994; Hagerman y
Vismann, 1993), salinidad y niveles de nitrogeno amoniacal (Chen et al.,
1994), asi como la exposicion a metales como el cobre (Weeks et al., 1993)
y la subsistencia del organismo en cuerpos de agua de mala calidad (Engel
et al., 1993).

Para los moluscos en general, existen evidencias de que los niveles
de hemocianina se ven alterados por la salinidad en algunas especies,
mientras que otras son insensibles a este factor (Mangum, 1997); también
se han reportado variaciones debido a cambios en los niveles de oxigeno en
el medio (Barros et al.,, 1993) y a la estacion del afio (Senozan y Briggs,
1989). La mayor parte de la informacion que se tiene sobre la funcidn y la
estructura de las Hcs que se encuentran en este phylum se ha obtenido a
partir de estudios en especies como Helix pomatia, Marisa cornuarietis
(Dolashka-Angelova, et al., 2003; Herskowits et al., 1990) y en gastrépodos

pertenecientes a la familias Muricidae y Fasciolariidae; siendo la Hc de M.
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crenulata la mas estudiada debido a sus aplicaciones biofarmacéuticas
(Herskovits et al., 1992).

Las Hcs forman agregados que facilitan y mantienen el equilibrio
osmotico (Snyder y Mangum, 1982). La formacion de agregados les
permiten tener propiedades alostéricas como la cooperatividad entre los
sitios de union con el oxigeno y el efecto del pH y de los iones sobre el
proceso de unién (Brouwer y Serigstad1989). Las interacciones cooperativas
entre los sitios de unién (interacciones homotropicas) estan dadas por las
transiciones conformacionales entre los estados de alta afinidad (estados R)
y los de baja afinidad (estados T). EI cambio entre estos dos estados
conformacionales en la ruta de oxigenacion estan influenciadas por
efectores que se unen en posiciones diferentes del sitio activo
(interacciones heterotropicas). La naturaleza alostérica de las Hcs es un
rasgo adaptativo que le permite al organismo responder a cambios en los
niveles de oxigeno. Especificamente para condiciones hipdxicas se ha
observado que la hipoxia crénica estimula cambios en la concentracion y
estructura de las moléculas de Hc de Callinectes sapidus (Magnum, 1997).
La concentracién de Hc aumenta en un 40% mejorando su capacidad para
transportar oxigeno (Burnett y Stickle, 2001). De Fur et al. (1990)
propusieron que la sintesis o degradacion neta de Hc durante periodos de
hipoxia produce moléculas de reemplazo que difieren de aquéllas que se
producen en cangrejos normoxicos.  Burnett y Stickle (2001) observaron
que durante exposiciones crénicas a condiciones de hipoxia, C. sapidus

hiperventila, produciendo una alcalosis respiratoria que propicia la elevacion
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del pH de la hemolinfa, aumentando de esta forma la afinidad de la Hc por
el oxigeno. En las seis subunidades que se han identificado en C. sapidus,
tres de éstas se encuentran en menor concentracion con relacion a las otras
subunidades. El resultado neto de cambio en subunidades es el incremento
en la afinidad por el oxigeno.

Por otra parte, Larade y Storey (2002), detectaron una reduccion en la
sintesis de proteinas en el hepatopancreas de L. littorea expuesto a 48 h de
anoxia; sin embargo, la concentracion de proteinas se mantiene, lo que
sugiere que se suprime tanto la sintesis como la degradacion de proteinas
(Larade y Storey, 2002).

Los estudios realizados en moluscos han demostrado que la Hc de
este grupo presenta variabilidad en cuanto a su estructura, tamafio, numero
de subunidades, factores que influyen en su composicion y estructura
cuaternaria y en el contenido y composicién de carbohidratos. Este ultimo,
parece ser la principal causa de que la Hc active el sistema inmunolégico de
mamiferos (Harris y Markl, 1999; Idakieva et al., 2004; Tchorbanov et al.,
2008).

El mayor avance en cuanto a la caracterizacion de la Hc, se
encuentra en la hemocianina de Megathura crenulata ya que ésta es
ampliamente utilizada en la investigacion clinica como estimulante
inmunolégico y en el tratamiento contra el cancer (Harris y Markl, 1999;
McFadden et al., 2003). La hemocianina de M. crenulata (KLH, por sus
siglas en inglés: keyhole limpet hemocyanin) ha sido el antigeno de

preferencia para algunos procedimientos inmunoldgicos desde el
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descubrimiento de su capacidad antigénica realizada por Bartel y Campbell
hace mas de 52 afios (1959). Recientemente, el uso de esta proteina se ha
ampliado y entre sus aplicaciones se cuenta su utilidad como agente
inmunoterapéutico para el tratamiento de varios tipos de cancer incluyendo
melanoma (Helling et al., 1994; Kirkwood et al., 2001; Livingston, 1995),
cancer de vejiga (Jurincic-Winkler et al.,1995; Lamm et al., 1993; Swerdlow
et al., 1994; Wishashi et al., 1995), cancer de ovario (Yacyshyn et al., 1995,
citado por Orlova et al., 1997) y cancer de seno (Longenecker et al., 1993,
citado por Orlova et al., 1997, Emens et al., 2005). Otros usos se extienden
hacia el tratamiento del Sindrome de Inmunodeficiencia (AEGIS, 1997, Lawn
et al., 2001), el desarrollo de vacunas, entre las que se cuenta una vacuna
para la prevencion del abuso de cocaina (Bagasra et al., 1992, Koetzner et
al., 2001) y como proteina de soporte para la produccién de anticuerpos
utiles en métodos analiticos para la deteccion y cuantificacion de una gran
variedad de compuestos (Pierce, 2004, Lavelin y Geiger, 2005).

A pesar de la gran variedad de aplicaciones que tiene la Hc de M.
crenulata y la demanda que se tiene de esta molécula, la obtencion de
fracciones homogéneas, es decir, fracciones con propiedades
inmunogénicas similares y reproducibilidad de este efecto, plantea algunos
problemas. Entre ellos, los principales son: 1) la sustentabilidad del recurso,
ya que la sobreexplotacion y la contaminaciéon del medio han reducido
considerablemente la poblacion de M. crenulata en el medio natural; 2) la
variabilidad de la KLH asociada a variaciones ambientales (pH, temperatura,

oxigeno, salinidad, etc.); y 3) la poca estabilidad de la molécula durante su
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extraccion, asociada a la naturaleza quimica de la molécula (Oakes et al.,
2004). Lo anterior ha conducido al cultivo de esta especie; sin embargo, los
resultados positivos no son concluyentes, por lo que se hace necesario
continuar la busqueda en este rubro y alternativamente, iniciar la
prospeccidon de nuevos organismos con caracteristicas similares a M.
crenulata. En este contexto, T. funebralis, especie abundante en nuestras
costas, podria ser una alternativa para el desarrollo de una nueva fuente de
abastecimiento de hemocianina, ya que tanto M. crenulata como T.
funebralis son especies filogenéticamente cercanas pertenecientes a la
clase gastropoda y a la subclase prosobranchia, esta relacion podria ser un
factor determinante en cuanto a la similitud de las propiedades funcionales
de sus hemocianinas ya que en otros phyla se ha observado que las
propiedades de las proteinas transportadoras de oxigeno son similares en
especies con relacion filogenética (Markl, 1986).

T. funebralis (A. Adams, 1885) es un gastropodo prosobranquio de la
familia Trochidae que se encuentra distribuido desde Canada hasta la parte
central de la peninsula de Baja California, México (Abbott y Haderlie, 1980;
Hellberg, 1998). Actualmente es uno de los consumidores de algas mas
importantes de las costas de Norteamérica; se le encuentra en gran
variedad de habitats que van desde las playas de grano medio de bahias
protegidas hasta las costas rocosas expuestas a oleaje de alta energia
(Petraitis, 2002). Normalmente crece hasta 3 centimetros de diametro basal
(Moran, 1997) y tiene un promedio de vida de 10-15 afios (Darvy, 1964). La

morfologia difiere de region a region, pero en general, su concha termina en
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punta y usualmente son de color oscuro (Fish y Fish, 1989). Se alimenta de
diatomeas y macroalgas como Enteromorpha sp., Ulva sp. y Porphyra sp.
(Lubchenco, 1978, 1980, 1983). En estudios de densidad, Petraitis (2002)
determind que pueden encontrarse de 300 a 500 organismos por m?
aunque esta densidad puede variar dependiendo de la estructura de la
poblacién y de la disponibilidad de alimento en la zona. Debido a que es una
especie altamente resistente, por lo general T.funebralis interfiere con la
abundancia, diversidad y distribucion de los organismos de la zona en la
cual se encuentra, siendo en algunos casos la especie dominante (Carlton,
1992). Esta especie usualmente se localiza en la zona intermareal, en
donde se presentan variaciones extremas de oxigeno, salinidad,
disponibilidad de agua y temperatura asociada a la baja marea (Petraitis,
2002).

La variabilidad del ambiente en donde habita T. funebralis, permite
suponer que esta especie cuenta con algun tipo de mecanismo que le ayuda
a soportar cambios en la salinidad y en la disponibilidad de O», como se ha
visto en otros organismos (Churchill y Storey, 1996; Larade y Storey et al.,
2002, 2004; Sokolova et al., 2000; Yaroslavtseva y Sergeeva, 2000). Las
adaptaciones de esta especie podrian reflejarse en las propiedades
quimicas y en la sintesis de su hemocianina. Un posible impacto de la
hipoxia seria la estimulacion de la producciéon de hemocianina, con la
finalidad de incrementar la capacidad de transportar oxigeno en la sangre y
cumplir con los requerimientos energéticos minimos para sobrevivir,

comportamiento observado en otras especies intermareales (De Fur et al.,
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1990, Terwilliger, 1998). Otra posible consecuencia en condiciones
hipéxicas podria ser una modificacion estructural, ya que al igual que la
hemoglobina y otras proteinas con estructura cuaternaria, la Hc puede
presentar un comportamiento de cooperatividad.

Como se menciond, la capacidad de la hemocianina como
inmunoactivador depende del contenido de carbohidratos y en gran medida
de sus propiedades estructurales, asociadas al numero de subunidades y al
estado de asociacion y disociacion de éstas, las cuales pueden ser
modificadas por factores ambientales. En este contexto, T. funebralis podria
ser una fuente alternativa de hemocianina, ya que al ser una especie de la
misma subclase que M. crenulata, es de esperarse que tenga propiedades
inmunogénicas; sin embargo, al ser una especie adaptada a cambios
ambientales es probable que su Hc tenga propiedades estructurales
diferentes que le confieran mayor estabilidad, caracteristica que de
encontrarse podria ser considerada como un factor determinante para
proponer a T. funebralis como una fuente alternativa de Hc con aplicacion en
la biomedicina.

Esta investigacién tiene el propdsito de estudiar la hemocianina
producida por T. funebralis en condiciones aerdbicas e hipoxicas para
evaluar el efecto del oxigeno en su sintesis y propiedades estructurales asi
como la capacidad de la molécula para inducir la produccion de anticuerpos
en animales de experimentacion comparando dichas propiedades con la Hc

de M. crenulata.
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Ill. HIPOTESIS

* Los mecanismos bioquimicos de adaptacion de Tegula funebralis al nivel

de O, le confieren a su Hc propiedades estructurales diferentes a las que

posee en condiciones normodxicas.

¢ La sintesis de hemocianina en T. funebralis es afectada en condiciones

hipoxicas.

* La hemocianina de T. funebralis posee propiedades inmunogénicas

similares a las de la Hc de Megathura crenulata.

IV. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del O, en la sintesis, el potencial inmunogénico, y

las propiedades estructurales de la hemocianina de Tegula funebralis.
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IV. 1. Objetivos particulares

* Determinar el nivel de sintesis de hemocianina a partir de hemolinfa de

Tegula funebralis expuesta a condiciones aerdbicas e hipoxicas.

* Analizar las propiedades estructurales de la Hc de T. funebralis expuesta a

condiciones aerdbicas e hipoxicas.

* Valorar las propiedades inmunogénicas de la Hc producida por T.

funebralis expuesta a condiciones aerodbicas e hipodxicas.

* Comparar la capacidad inmunogénica de la hemocianina de T. funebralis y

M. crenulata.
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V. METODOLOGIA

V.1. Colecta y mantenimiento de organismos

Se colectaron 450 organismos adultos de la especie Tegula
funebralis, todos entre 20 y 25 mm de diametro basal. La colecta se realizé
en una playa localizada en el Ejido Eréndira en el municipio de Ensenada,
B.C. (Fig. 7).

Los especimenes fueron limpiados en el area de colecta y
posteriormente transportados en hieleras en un ambiente humedo al
laboratorio de Farmacologia y Toxicologia Marina de la Facultad de Ciencias
Marinas, en donde se distribuyeron en dos tanques de fibra de vidrio de
200 L. Todos los organismos se sometieron a un periodo de aclimatacion de
30 dias durante los cuales se mantuvieron las siguientes condiciones:
temperatura ambiente constante a 17 °C, temperatura del agua a 18 °C
(x0.2), aireacion constante, flujo constante de agua de mar previamente
pasada por filtros de 0.45 ym y un fotoperiodo de 10 h de luz por 14 h de
oscuridad, el nivel del agua se mantuvo a 40 cm para evitar que los
organismos emergieran. A lo largo del periodo de aclimatacion, todos los

organismos fueron alimentados con Egregia sp. recientemente colectada.
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Fig. 7. Ubicaciéon geografica de la zona de colecta, playa Ejido Eréndira, B. C
(31°17°23.99 N, 116°24’13.35 W). Se incluye foto de Tegula
funebralis.

V.2. Bioensayos

Con la finalidad de evaluar el efecto de concentraciones bajas de
oxigeno en el medio (hipoxia) sobre la concentracién de la hemocianina de
T. funebralis y su capacidad inmunogénica, se disefiaron dos biensayos. El
primer bioensayo se considera de prospecciéon en donde se hicieron las
primeras pruebas para determinar los tiempos de exposicion a condiciones
de hipoxia el bioensayo 2 fue definitivo. En los dos bioensayos se

mantuvieron las mismas condiciones experimentales: temperatura ambiente
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constante a 17 °C, temperatura del agua a 18 °C (+0.2) y fotoperiodo de 10 h
de luz por 14 h de oscuridad. Los organismos no fueron alimentados durante

el periodo experimental.

V.2.1. Bioensayo 1

Se colocaron cinco frascos de 3.5 L con diez organismos cada uno,
los frascos se humedecieron y sellaron durante el tiempo de exposicion
determinado para cada grupo experimental. Los tiempos para cada grupo
fueron de 0, 12, 24, 36, 48 y 150 h. Después del tiempo de exposicion se
realizo el corte en el pie de cada organismo y se determino la actividad de la

lactato deshidrogenasa (LDH) como se indica en el inciso 4.3.1.

V.2.2. Bioensayo 2

Se conformaron seis grupos de 35 organismos cada uno, la
nomenclatura y el tiempo correspondiente a cada grupo se indican en la
tabla I. Los tiempos de exposicion se determinaron en funcion de los
resultados de actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) obtenidos en los
diferentes grupos del bioensayo 1. Todos los especimenes fueron colocados
en recipientes previamente humedecidos con agua de mar. Posteriormente,
se adiciono nitrogeno gaseoso hasta obtener una concentracion de oxigeno
de 18% (+2) e inmediatamente se sellaron durante el tiempo de exposicion

correspondiente.
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Para todos los grupos de exposicidn se colocaron 5 organismos en
condiciones aerobicas. Estos organismos se consideraron como el grupo
control aerobico de cada grupo de exposicidn. Después del tiempo de
exposicidn, se extrajo la hemolinfa y se analizé como se indica en el inciso
V.4. y se realizd el corte en el pie de cada organismo tanto del grupo
hipéxico como de los controles. Todos los tejidos fueron congelados
inmediatamente a -20°C para determinar posteriormente la actividad de la

LDH.

Tabla I. Grupos de experimentacion y tiempo de exposicion a
condiciones hipoxicas para cada grupo (N=245; n=35).

Ge Campo*
Go 0
Gus 48
Gos 96
Gias 144
Gioz 192
Gaso 240

*Grupo de 35 organismos a los cuales se les tomaron muestras de hemolinfa y tejido del pie en
la zona de colecta.



33

V.3. Ensayo enzimatico

V.3.1. Lactato deshidrogenasa (LDH: E.C. 1. 1.1.27)

Con la finalidad de tener un punto de referencia sobre el nivel de
reclutamiento de rutas anerobicas en los organismos se midio la actividad de
la LDH tanto en los grupos expuestos a condiciones hipdxicas como en los
grupos control que se encontraban en condiciones aerodbicas.

El tejido del pie de cada organismo se homogenizé y centrifugd a
18,000 x g durante 20 min a 5°C. La actividad de la LDH se determiné
mediante la disminucién de la absorbancia a 340 nm durante 5 min en un
espectrofotometro helios a (Thermo electron corporation). La mezcla de
reaccion utilizada fue la siguiente: amortiguador Imidazol-HCI 50 mM a pH
7.0, MgCl, 2 mM, piruvato 4 mM, y NADH 0.15 mM; la reaccion se inici6 al
adicionar la muestra (7 mg proteina/mL). La actividad enzimatica se definio
como umoles de NADH oxidado por minuto, por mg de proteina (umol min™
mg™" prot). El coeficiente de extincin molar utilizado para calcular las

actividades fue 6200 M cm™ (Vanderlinde, 1985).

V.3.2. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas en el tejido se determind mediante el

método de Lowry modificado (A = 750 nm) (Lowry et al., 1951).
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V.4. Analisis de hemolinfa

V.4.1. Extraccion de hemolinfa

Se extrajo la hemolinfa de 35 organismos en el momento de la
colecta, este grupo se nombré como G¢ (grupo campo). Para los grupos de
experimentacion (Go, Gas, Gos, G144, G192 ¥ Goa0), S€ extrajo la hemolinfa
después del tiempo de exposicion tanto para los organismos expuestos a
condiciones hipoxicas como a los expuestos a condiciones aerodbicas. La
extraccion de la muestra se realizo con jeringas de 1.0 mL y aguja de 27G
x 13 mm previamente enjuagadas con fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF
por sus siglas en inglés, Phenylmethanesulfonyl fluoride). Las muestras
correspondientes a cada grupo de exposicidbn se juntaron en una sola
muestra representativa. Estas muestras fueron centrifugadas a 1100 x g
durante 10 minutos a 5°C en una centrifuga Haereus 22R, el sobrenadante
se dializ6 inmediatamente contra agua destilada. La determinacion de

proteinas se realizé como se indica en el inciso V.3.2.

V.4.2. Cuantificacién de succinato en hemolinfa

A las muestras de hemolinfa colectadas de cada grupo de exposicion
se les adicion6 acido perclérico 1.0 M (PCA por sus siglas en inglés,

perchloric acid) en una proporcién 1:3, se agitaron y centrifugaron durante
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10 minutos. Posteriormente se tomaron 0.5 mL del sobrenadante y se

adicion6 KOH 2.0 M hasta alcanzar un pH de 8.5. Las muestras se

colocaron a 4 °C durante 20 min y se filtraron. El succinato se determiné en

la solucién filtrada utilizando un kit para la determinacion de succinato
(Boehringer Mannheim no. 10 176 281 035). La concentracion se calcul6 en

ug/mL de hemolinfa.

V.4.3. Determinacion pH en hemolinfa

Se determind el valor de pH de la hemolinfa inmediatamente después
de su extraccion. La muestra se colocd en una celda de 2.5 mL la cual se
sellé para evitar la interaccion con el ambiente. El pH se determind con un

microelectrodo (Thermo Scienticfic).

V.4.4. Aislamiento y cuantificacion de hemocianina

La hemolinfa colectada y dializada de cada grupo de exposicion se
diluyé en proporcion 1:1 con amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 7.5 que
contenia MgCl, 10.0 mM y CaCl, 5.0 mM. Posteriormente se centrifugo a
8000 x g durante 10 minutos a 5 °C, el sobrenadante se tratdé mediante
cromatografia liquida (FPLC por sus siglas en inglés, fast protein liquid
chromatography) con una columna de Sepharose CL-4B (Sigma-Aldrich) con
un intervalo de fraccionamiento de 60,000 a 20,000,000 Da, la fase movil
utilizada fue solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M que contenia KCI 0.1

M y EDTA 0.001 M con un flujo constante de 0.2 mL/h. Las fracciones
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fueron monitoreadas con un lector UV (Biorad-UV monitor). La concentracion
de proteinas se determiné en todas las fracciones en las cuales se observo
una absorbancia mayor de 0.2. Ademas de la determinacion de proteinas,
se hizo un barrido de 250 a 660 nm a cada fraccion para determinar cual de
ellas contenia hemocianina. En todos los casos se buscaron las bandas de
absorcion maxima caracteristicas para la hemocianina (280, 347 y 570 nm).
La banda a 347 nm desaparecio al adicionar KCN como se observé cuando
se realiz6 un segundo barrido, lo que confirmé la presencia de esta

molécula.

V. 5. Analisis de hemocianina

V.5.1. Determinacién de peso molecular. Electroforesis en geles de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS PAGE)

Se utilizaron geles de poliacrilamida en medio discontinuo de 80 x 73
x 0.75 mm y con una concentracion de 7.5% y 6.0% (Laemmli, 1970). Las
soluciones amortiguadoras utlizadas fueron para el gel Tris-HCI pH 8.8 y
Tris-glicina pH 8.3 para el sistema. La electroforesis se corrié a un voltaje
constante de 200 V. Para los geles al 7.5% se utilizaron los siguientes
marcadores: anhidrasa carbonica (29 kDa), albumina de huevo (45 kDa),
albumina bovina (66 kDa), fosforilasa B de conejo (97.4 kDa), B-

galactosidasa de E. coli (116 kDa) y miosina de musculo de conejo (200
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kDa). Para los geles al 6.0% se utilizaron albumina bovina (66 kDa),
albumina de huevo (45 kDa), gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (36
kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), tripsinogeno (24 kDa), inhibidor de

tripsina (20.1 kDa) y a-lactoalbumina (14.2 kDa).

V.5.2. Determinacion del contenido de carbohidratos

El contenido de carbohidratos en las muestras de hemolinfa de cada
grupo se realizd mediante un ensayo basado en la comparacién de las
muestras con glucoproteinas con concentraciones de carbohidratos
conocidas. Las muestras se diluyeron con un amortiguador comercial
disefiado para el ensayo (Glycoprotein assay buffer, Pierce) a
concentraciones de 0.25y 2.5 mg/mL, posteriormente se adicionaron 25 ulL
de meta-periodato y se agitaron por 30 segundos. Se adicion6 GDR
(glycoprotein detection reagent, Pierce), y se agitdo durante 30 segundos.
Las muestras se leyeron a 550 nm en un espectrofotometro helios a
(Thermo electron corporation) y se compararon con las siguientes proteinas:
lisozima, albumina de suero bovino, ovoalbumina, apo-transferrina, fetuina,
a1-glucoproteina acida y hemocianina de M. crenulata comercial (Sigma-

aldrich).
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V.5.3. Determinacion del numero de subunidades

Las fracciones obtenidas de la columna CL-4B en las cuales se
identificaron las bandas de absorcion caracteristicas de la Hc (280 y 347
nm), se dializaron con amortiguador Tris-HCI que contenia EDTA 10.0 mM a
pH 9.3 y una membrana Spectra/Por con un intervalo de 6,000 a 8,000 Da y
se hicieron recambios cada 5 h en un periodo de 48 h. Posteriormente la
muestra se fraccion6 mediante cromatografia liquida utilizando una columna
de intercambio i6bnico DEAE CL-6B, la fase movil utilizada fue amortiguador
Tris-HCI 50.0 mM pH 8.5 que contenia EDTA 10.0 mM, se mantuvo un flujo
constante de 0.2 mL/h y un gradiente de NaCl de 0 a 1.0 M. Las fracciones
fueron monitoreadas con un lector UV (Biorad UV-monitor). La concentracion
de proteinas se determind por el método de Lowry modificado (Lowry et al.,
1951) en todas las bandas en las cuales se observo una absorbancia mayor
de 0.2. A la par, estas fracciones fueron analizadas mediante SDS-PAGE

con geles al 6.0% como se indica en el inciso V.5.1.

V.6. Pruebas de inmunogenicidad

Con la finalidad de evaluar la capacidad inmunogénica de la Hc de T.
funebralis, se realizaron pruebas de inmunogenicidad en las cuales se utilizé

la Hc de M. crenulata comercial para comparar la produccién de anticuerpos.
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V.6.1. Inoculacion

Se utilizaron ratones de trece semanas de edad variedad BALB/c-
hembras, proporcionados por Laboratorios Scantibodies S. A. de C. V. Los
organismos se distribuyeron en siete grupos (10 organismos por grupo) que
se nombraron de acuerdo al antigeno utilizado y a la concentracion de éste
(Tabla Il). Se establecieron dos concentraciones del antigeno, 0.2 mg/mL y
2.0 mg/mL.

Se realizaron cuatro inoculaciones intraperitoneales (ip) (Fig.8) en un
periodo de 40 dias, todas se realizaron con jeringas de 1.0 mL y aguja de
27G x 13 mm. La primera inoculacién consistido en 0.3 mL de adyuvante
completo de Freund. La segunda inoculacion se administré 14 dias
después, en esta se utilizé una emulsion de adyuvante completo de Freund
y el antigeno en la concentracion correspondiente a cada grupo. La tercera
y cuarta inoculacion se hicieron con siete dias de separacion y en ambos
casos se inoculd una emulsién de adyuvante incompleto de Freund y el

antigeno correspondiente.
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Tabla Il. Concentraciones de antigeno utilizadas en la prueba de
inmunogenicidad. Se incluye la nomenclatura utilizada para
cada grupo (N=70; n=10).

Antigeno Concentracion
0.0 mg/mL 0.2 mg/mL (a) 2.0 mg/mL (b)
Blanco* Ge
Hc M. crenulata (M) Gma Gmb
Hc T. funebralis aerdbica (T) Gra G
Hc T. funebralis hipdxica (Th) Grha Grho

* Adyuvante completo de Freund sin antigeno.

Fig. 8. Inoculacion intraperitoneal.

Durante los 40 dias los ratones fueron monitoreados y en funcién del
crecimiento abdominal que presentaron se colect6 el fluido ascitico el dia 25
y 35 con una aguja 18G. El fluido se incubd a 37 °C durante 1 h y se coloco
a 4 °C durante 14 h. Después de lo cual se centrifugé a 3000 x g durante 10
minutos. Se removié una capa aceitosa que se formé en la superficie y el

suero fue almacenado con azida de sodio al 2.0% a -10 °C.
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V.6.2. Purificacion y cuantificacion de anticuerpos

El fluido ascitico colectado se transfiri6 a un vaso de precipitado, en
donde se adiciond solucidn saturada de sulfato de sodio en una proporcion
1:1 con agitacidn constante. Posteriormente se colocé a 4 °C durante 12 h,
después de las cuales se centrifugo a 3000 x g durante 30 minutos. El pellet
se suspendié en 0.5 volumenes del volumen inicial con solucién saturada de
sulfato de amonio y se colocé a 4 °C durante 12 h. Esta muestra se
centrifugd a 3000 x g durante 30 minutos y el pellet resultante se suspendid
en solucion amortiguadora de fosfatos que contenia NaCl 137 mM y KCI 2.7
mM. Posteriormente, se dializdé contra un amortiguador Tris 10 mM, pH 8.5,
se centriifugd para eliminar el material particulado y se pasé por una
columna de DEAE-celulosa que fue eluida con un gradiente de
concentracion de NaCl (0 a 500 mM) (Harlow y Lane, 1988). Las fracciones
se monitorearon a 280 nm en un espectrofotometro helios a (Thermo
electron corporation) y todas aquéllas en las que se obtuvo una lectura se
juntaron en una sola muestra a la cual se le determiné la concentracion de
proteina.

La pureza de los anticuerpos en el suero se determiné mediante
SDS-PAGE con geles de poliacrilamida al 6.0% de 80 x 73 x 0.75 mm en un
sistema discontinuo de acuerdo al método propuesto por Laemmli (1970),

se utilizaron los marcadores mencionados en la secciéon V.5.1.
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V.6.3. Ensayo ELISA (cualitativo).

Se realiz6 un ensayo ELISA (por sus siglas en inglés, Enzyme Linked
Immunoabsorbent Assay) cualitativo. En este ensayo se conjugaron los
anticuerpos purificados con peroxidasa de rabano, la cual se utiliz6 como

marcador.

V. 6.3.1. Conjugacion anticuerpo-peroxidasa de rabano

Se preparo una solucion de anticuerpos de 10.0 mg/mL a la que se le
adicion6 una solucion de peroxidasa de rabano (4.0 mg/mL). Esta mezcla se
incubé durante 2 h a temperatura ambiente, después de lo cual se
adicionaron 100 uL de borohidruro de sodio (4.0 mg/mL). Posteriormente,
ésta se dializé contra una solucion amortiguadora de fosfatos que contenia

NaCl 137.0 mM y KCI 2.7 mM (amortiguador PBS) (Harlow y Lane, 1988).

V. 6.3.2. Andlisis por ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

Una vez que se conjugo el anticuerpo con la peroxidasa de rabano,
se adiciono el antigeno a los pozos de la placa en una concentracion de 20.0
mg/mL), se prepararon seis diluciones para cada antigeno de 1:1000 a
1:10000, las cuales se colocaron en los pozos correspondientes.
Posteriormente se incubaron las placas a temperatura ambiente durante 12
h. Se lavaron con amortiguador PBS y se adicion6 albumina bovina al 3.0%

con azida de sodio al 0.02%. Después de incubar por 2 h a temperatura
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ambiente, la placa se lavo con amortiguador PBS y se adicionaron 50 ulL del
anticuerpo conjugado, la placa se lavd con amortiguador PBS y se agrego
3',3’,5',5’-tetrametilbencidina (TMB), sustrato de la peroxidasa de rabano. La
reacciéon se incubd durante 20 minutos después de lo cual se detuvo
agregando 50 uL de H2SO4 1.0 M. Las muestras se leyeron a 450 nm en un

lector de placas Thermo Orion (Harlow y Lane, 1988).

V.7. Analisis estadistico

En todas las muestras en donde n 2 10, se realizd el analisis de
normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y se utilizé la prueba de
Bartlett para evaluar la homegeneidad de variazas. Para evaluar si habia
diferencias significativas («=0.05) entre los grupos, se realizé un analisis de
varianza unifactorial (ANOVA). Para establecer las diferencias («=0.05)

entre grupos se realizo la prueba de Tukey.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Bioensayo 1

En los cinco grupos de exposicion del primer bioensayo, no se
encontraron diferencias significativas (o= 0.05) entre los grupos expuestos a
hipoxia durante 0, 12, 24 y 36 horas en la actividad de la LDH. Sin embargo,
si se observo diferencia significativa (o= 0.05) entre estos grupos y los que
fueron expuestos durante 48 h y 150 h. La actividad mas alta se encontrd en
los organismos que estuvieron en hipoxia durante 150 h, en los cuales se
obtuvo una actividad promedio de 13.093 pmol min™ mg™ prot, que fue tres
veces mayor que la observada hasta las 36 h y dos veces mayor que la
observada a las 48 h (Tabla IIl). En funcién de estos resultados, los tiempos
de exposicion a condiciones hipoxicas se establecieron de 0 h hasta 240 h

para el segundo bioensayo.
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Tabla Ill. Actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) (umol min™ mg™ prot)
en cinco grupos de exposicion a condiciones de hipoxia. La
actividad se definié en términos de los umoles de NADH oxidado
por minuto por cada mg de proteina (umol min"'mg™ prot). En todos
los casos n = 10; DE = Desviacion estandar.

Actividad LDH = DE

(wmol min™ mg™ prot)

0 4.053 + 0.115°
12 4.020 + 0.2262
24 4.130 + 0.2042
36 4.671+0.1622
48 6.104 + 0.292 °
150 13.093 + 0.428°

Superindices iguales indican que no existen diferencias significativas («=0.05)

VI.2. Bioensayo 2

La actividad de la LDH para los organismos del bioensayo dos se
determind tanto en los grupos de exposicion a condiciones de hipoxia como
en sus grupos control correspondientes. La actividad mas baja se observo
en el grupo Gy (3.233 = 0.625 umol min™ mg™ prot). No se observaron
diferencias significativas (a= 0.05) entre ninguno de los grupos control y el
grupo Gy. En el grupo Gas la actividad fue 2.3 veces mayor (o= 0.05) en
comparacion con la del grupo Go. En los grupos Ggs Y G144 Se observo una
disminucién en la actividad, mostrando la del grupo Ggs diferencias

significativas (a= 0.05) con respecto a todos los grupos de exposicion tanto
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a condiciones hipdxicas como aerobicas. La actividad del grupo Gis4 fue la
menor en comparacion con todos los grupos de exposicidon a condiciones
hipéxicas y no se encontraron diferencias significativas (o= 0.05) entre este
grupo, los grupos control y el grupo Go. La mayor actividad se encontré en
G192 ¥ G240, siendo la actividad de este ultimo la mas alta (12.784 =+
1.798umol min™ mg™ prot). En todos se encontraron diferencias significativas
(a= 0.05) con relacion a sus controles a excepcidon de los grupos Go y Gias

(Fig. 9).

16 .
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G'J G-18 G9G Gy G192 G240
Grupos de experimentacion

Fig. 9. Valores de actividad (umol min”" mg' prot) de la lactato

deshidrogenasa (LDH) correspondientes al bioensayo dos. Se
observan los cinco grupos de exposicidn a condiciones de hipoxia y
los grupos de control de cada grupo de experimentacién. La actividad
se expresa en umoles de NADH oxidado por minuto por cada mg de
proteina (umol min'mg™ prot). En todos los casos, el nimero de
organismos expuesto fue de 35 para los grupos de experimentacién y
de 5 para los grupos control (aerdbicos). Superindices iguales indican
que no existen diferencias significativas (a=0.05).
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VI1.3. Concentracion de proteinas en hemolinfa

Se midié la concentracion de proteinas solubles en las muestras de
hemolinfa obtenidas para cada grupo (bioensayo 2) tomando como
concentracion de referencia la correspondiente al grupo Gc. La
concentracion encontrada en los grupos control se mantuvo en un intervalo
de concentracion de 4.641 a 6.942 mg/mL; no se encontraron diferencias
significativas (a= 0.05) entre estos grupos, el G¢ y el Gsg. Para el grupo G,
la concentracion de proteinas fue 1.5 veces mayor en comparacién con G¢ y
Gus. En Ggg, se observé un incremento significativo con relacion a los grupos
Ge, Go ¥y Gas. En Ggg la concentracion aumentd 1.88 veces mas con relacion
a Gc¢. No se encontraron diferencias significativas (o= 0.05) entre los grupos

Gos, G1o2 Y Gaso (Fig. 10).

14
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GC G0 G48 GQB G144 G192 GZ40
Grupos de experimentacion

Fig. 10. Concentracion de proteinas (mg/mL) en la hemolinfa de los grupos
experimentacion y en los grupos de control. En las abscisas se
representa a cada grupo de exposicion (linea azul) y su respectivo
control (linea roja).
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VI. 4. Cuantificacion de succinato en hemolinfa

En los grupos Gc y Gp la concentracion de succinato no fue
detectable mediante el método utilizado en este trabajo. En los grupos
expuestos a condiciones hipoxicas se encontraron concentraciones de

succinato en un intervalo de 19.45 hasta 241.1 mg/mL. Se encontraron
diferencias significativas («=0.05) entre todos los grupos a partir del Ggs y
hasta el grupo Ga4. La concentracion mas baja se determind en el grupo
G144, siendo 19.45+8.40 mg/mL. Las concentraciones mas altas,
100.09+20.50 y 241.12+15.40 se encontraron en los grupos de mayor
exposicion a la hipoxia, G1g2 Yy Gasp respectivamente. Estas concentraciones

fueron 5.0 y 12.4 veces mas altas en comparacion con el grupo Gqaa.

=== Cond. hipoxia

-
?En == Cond. aerobia
E

Grupos de experimentacion

Fig. 11. Concentracion de succinato (mg/mL) en los grupos de
experimentacion y en los grupos de control. En las abscisas se
representa a cada grupo de exposicion (linea azul) y su respectivo
control (linea roja).
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VI.5. Aislamiento y cuantificacion de hemocianina

Espectros de elucion de la columna de Sepharose CL-4B. Se
obtuvieron los espectros de elucion correspondientes a cada grupo de
exposicion (Fig. 12), en éstos se identifico un maximo de absorbancia a 280
nm que en la mayoria de las muestras correspondioé desde la fraccion 9 a la
12, y en el caso de la muestra del grupo G¢ de la fraccion 13 a la 16. Para
las muestras de los grupos Giasa Y Goso, Se identifico un segundo pico
correspondiente a la fraccion 20 el cual fue mayor en la muestra Gaso (Fig.

12).

OD 280
[

05

FRACCION

Fig. 12. Espectro de elucion de la columna de Sepharose CL-4B en
amortiguador de fosfatos pH 7.0. Muestra: hemolinfa de Tegula
funebralis. Velocidad de flujo: 8 mL/h, fracciones de 2.2 mL.
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Espectros de absorcion para las fracciones. Para cada una de las
fracciones eluidas de la columna CL-4B en las cuales se obtuvo una lectura
de absorbancia a 280 nm, se obtuvieron espectros de absorcion en el
intervalo de 250 a 660 nm. En ellos se identificaron los dos picos
caracteristicos de la hemocianina, siendo las fracciones 11, 12, 13 y 14 de
todos los grupos de exposicion las que mostraron una clara absorbancia en
ambas longitudes de onda. Para el resto de las fracciones no se observaron
los picos caracteristicos de la Hc. En la fraccion 10 de cada grupo se
observo el pico a 280 nm; sin embargo, en esta fraccién el pico a 347 nm no
se muestra tan intenso. De la misma manera, las fracciones 15 y 16 de los
grupos Gus, G144, G192 Y G24p mostraron baja absorbancia a 347 nm, mientras
que a 280 nm se observo claramente una alta intensidad (Azso > 0.2) (Fig.
13, 14, 15, 16, 17, 18,19).

A todas las muestras en donde se identificaron los dos picos de
absorcion se les adiciond KCN y se leyo el espectro de absorcion entre 250
a 660 nm; en todos los casos la absorbancia a 347 nm disminuyd a
0.005+0.002. En la fraccion 20 de los grupos Gias Yy G240 S€ Observo un pico
de maxima absorbancia a 280 nm; sin embargo, no se incluyé en
tratamientos posteriores debido a la ausencia de la segunda sefal de la

hemocianina, es decir, el pico de maxima absorbancia a 347 nm.
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Fig. 13. Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas para la muestra

de hemolinfa del grupo Gc¢ provenientes de la columna de
Sepharose CL-4B. Se muestran unicamente los espectros de las
fracciones en las cuales se obtuvo absorbancia a 280 nm.
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Fig. 14. Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas para la muestra

de hemolinfa del grupo Gy provenientes de la columna de Sepharose
CL-4B. Se muestran unicamente los espectros de las fracciones en
las cuales se obtuvo absorbancia a 280 nm.
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Fig. 15. Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas para la muestra
de hemolinfa del grupo Gass provenientes de la columna de
Sepharose CL-4B. Se muestran unicamente los espectros de las
fracciones en las cuales se obtuvo absorbancia a 280 nm.
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Fig. 16. Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas para la muestra
de hemolinfa del grupo Ggs provenientes de la columna de
Sepharose CL-4B. Se muestran unicamente los espectros de las
fracciones en las cuales se obtuvo absorbancia a 280 nm.
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Fig. 17. Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas para la muestra
de hemolinfa del grupo Giss provenientes de la columna de
Sepharose CL-4B. Se muestran unicamente los espectros de las
fracciones en las cuales se obtuvo absorbancia a 280 nm.
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Fig. 18. Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas para la muestra
de hemolinfa del grupo Gig2 provenientes de la columna de
Sepharose CL-4B. Se muestran unicamente los espectros de las
fracciones en las cuales se obtuvo absorbancia a 280 nm.
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Fig. 19. Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas para la muestra
de hemolinfa del grupo G240 provenientes de la columna de
Sepharose CL-4B. Se muestran unicamente los espectros de las
fracciones en las cuales se obtuvo absorbancia a 280 nm.

Determinacion de proteina en las fracciones. Las fracciones de
cada grupo en las cuales se observaron las bandas de absorcion
caracteristicas de la proteina (280 y 347 nm), se juntaron en una sola
muestra y se nombraron como se indica en la tabla V. La concentracion mas
baja se encontré en el grupo Go; sin embargo, se utilizaron los resultados del
grupo Gc¢ (campo) como punto de referencia para todos los grupos
experimentales. En general se observo un incremento en la concentracion
de proteina en relacion al tiempo de exposicion (r=0.854). La concentracion
en los grupos Gus y Ggs fue respectivamente 3.2 y 1.97 veces mayor en
comparacion con la encontrada en el grupo G¢c. En cuanto al grupo Gis4 se

observd un aumento en un factor de 4.77; en el grupo G1g2 la concentracion
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disminuyo con relacion al grupo Gqs4. La concentraciéon mas alta se encontro
en el grupo Ggz4 cuya concentracion, 2.609 mg/mL, fue similar a la
encontrada en el grupo Gi44 que fue de 2.399 mg/mL (Tabla IV).

Con la concentracién de proteina que se determind en las muestras
de cada grupo de exposicion (Tabla IV), se calculd el porcentaje de proteina
(presuntamente hemocianina) con respecto a la concentracion total de
proteina en la hemolinfa (Tabla V). De acuerdo con estos resultados, la
mayor variacion en este porcentaje se observa durante las primeras 96
horas de exposicion ya que durante este periodo se obtuvieron tanto el
porcentaje mas bajo (6.26%) como el mas alto (27.92%). A partir del grupo

G144 €l porcentaje relativo no presenta diferencias.

Tabla IV. Valores de concentracidn de proteinas (mg/mL) en las fracciones
obtenidas de la columna de Sepharose CL-4B a partir de la
hemolinfa de cada grupo de experimentacion. Se indica la
nomenclatura de cada muestra y las fracciones que la conforman.
Se resaltan las muestras en las cuales se identificaron las dos
bandas de absorcion maxima caracteristicos de la hemocianina
(280 y 347 nm).

Gc Meac F13, F14, F15, F16 0.503*
Go Mao F13, F14, F15, F16 0.316
Gus Magas F11, F12, F13, F14 1.609*
Gos Mgos F9, F10, F11, F12 0.990*
Gia Mg14a F12, F13, F14 2.399*
Gio2 Ma1g2 F11, F12, F13 1.973*
G240 Mag240 F12, F13, F14 2.609*

*La concentracion corresponde a la muestra conformada por todas las fracciones
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Tabla V. Porcentaje relativo de hemocianina® en la hemolinfa de los grupos
experimentales.
Concentracién de % Hc en la hemolinfa

proteina en la

hemolinfa (mg/mL)

Gc 4.734 19.90
Go 5.046 9.90
Gus 5.763 80.09
Goe 10.661 25.52
Giaa 11.289 43.80
Gio2 11.572 36.04
G240 13.520 46.48

* . .
Presuntamente hemocianina

VI.6. Electroforesis de las fracciones eluidas de columna CL-4B

Las muestras de cada grupo (Tabla 1V) fueron sometidas a
electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Se realizé una curva
de calibracion para cada gel (Fig. 20, 21). Todas las curvas de calibracion
fueron similares ya que se utilizaron los mismos marcadores moleculares.
De acuerdo con lo observado en las electroforesis, se identificaron al menos
tres proteinas en un intervalo de 150 a >200 kDa. En las muestras de todos
los grupos experimentales se identificé una proteina de 163 kDa, la proteina
de menor pesor molecular se observo en la muestra Mgss; sin embargo, en
el resto de los grupos experimentales no se identificé. En las muestras Mggs,
Mag144, Ma192 Y Ma240 se identificd la proteina de mayor peso molecular (>200

kDa) (Tabla VI).
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Fig. 20. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 6.5%. En los carriles 2,3, 6y 7
se observan las muestras grupo Gass. En el carril 4 y 9 se observan
los marcadores moleculares (anhidasa carbonica (29kDa), albumina
de huevo (45 kDa), albumina bovina (66 kDa), fosforilasa B de
conejo (97.4 kDa), B-Galactosidasa de E. coli (116 kDa) y Miosina de
musculo de conejo (200 kDa).

Log (PM 10° kDa)

Rf

Fig. 21. Curva de calibracion para la determinacion del peso molecular
de las muestras correspondientes a cada grupo de
experimentacion (r=0.998). Rf = Relacion frontal.
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Tabla VI. Proteinas identificadas (X) mediante electroforesis en geles de
acrilamida (6.0%) para los siete grupos de experimentacién. Los grupos G¢
y Gp se consideraron como los grupos de control.

Proteina 1 Proteina 2 Proteina 3

(150 kDa) (163 kDa) (>200 kDa)
Mac X
Mao X
Mgas X X
Mags X X
Mg144 X X
Mg1e2 X X
Mag240 X X

VI.7. Porcentaje de carbohidratos

El porcentaje de carbohidratos mas bajo se encontré en las muestras
Mac Y Meo, 3.13 y 3.36% respectivamente. En la muestra del grupo expuesto
por 48 h se encontro el porcentaje de carbohidratos mas alto de todos los
grupos experimentales. Comparativamente, el porcentaje aumentd en un
factor de 7 en relacion a las muestras Mgc Yy Mgo; dicho porcentaje fue
similar al encontrado en la fetuina, uno de los controles positivos utilizados.
En la muestra Mg192 el contenido de carbohidratos aumentdé hasta un
20.88%; en Mg192 se observd el segundo porcentaje mas alto. El contenido
mas bajo de carbohidratos se obtuvo en la muestra MG.49, en la que se
encontraron niveles traza (Tabla VII). El porcentaje de carbohidratos en los

grupos expuestos a condiciones hipoxicas (Mgas, Maos, Mc144 Y Mg192) fue
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mayor al encontrado en la Hc de Megathura crenulata comercial, no asi en
las muestras Mgc Yy Mo (Hc de T. funebralis) en donde la concentracion fue
considerablemente menor. No se observdé una correlacién entre el
porcentaje de carbohidratos y el tiempo de exposicion a condiciones de

hipoxia.

Tabla VII. Porcentaje de carbohidratos en las muestras estandar y las
muestras de los grupos experimentales.

Lisozima 2.5 0
Albumina 25 0
Ovoalbumina 2.5 Traza
Apo-transferrina 25 3.2
Fetuina 2.5 22.9
Alfa 1 glicoproteina acida 2.5 41.4
Hemocianina M. crenulata 2.5 7.5
Hemocianina* Mgc 2.5 3.13
Hemocianina* Mg 2.5 3.36
Hemocianina* Mgas 2.5 25.57
Hemocianina® Mggs 2.5 15.69
Hemocianina* Mg144 2.5 10.54
Hemocianina* Mg1g2 2.5 20.88
Hemocianina* Mg 2.5 Traza

* . .
Presuntamente hemocianina
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V1.8. Determinacién del numero de subunidades

Se obtuvo un patréon de elucidén para las muestras correspondientes a
cada grupo de exposicion (Tabla V). En las muestras Mgy y Mgss se
identificaron 5 bandas, en ambas se identifico la absorcion de las fracciones
80 y 290; el resto de los picos corresponden a las fracciones 58, 145 y 244
para Mgo y a las fracciones 44, 98 y 120 para Mgss (Fig. 22, 23). En la
muestra Mgos se encontrdo el mayor numero de picos de absorcidén, que
correspondieron a las fracciones 80, 87, 98, 120, 132, 145, 214 y 269 (Fig.
24). En las muestras Mg144 Y Mg192 S€ observo el menor numero de bandas
de absorcion, y en la muestra Mg240 Se identificaron 4 bandas de absorcion
correspondientes a las fracciones 80, 120, 138 y 192 (Fig. 25, 26, 27). En
todas las muestras, a excepcion de la Mg144 Se encontré una banda de
absorcion en la fraccion 80. En todas las muestras exceptuando la Mg144 S€
identific6 una banda de absorcion correspondiente a la fraccion 120. La
muestra Mg144 presentd una banda de absorcién comun correspondiente a la

fraccion 192 con las muestras MG192 y MG240.
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Fig. 22. Espectro de elucion de la columna DEAE CL-6B; muestra Mgo. La
fase movil utilizada fue solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH
8.5 que contenia EDTA 10 mM, se mantuvo un flujo constante de
0.2mL / h y un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se indican las bandas
de maxima absorcion identificados con numeros romanos.
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Fig. 23. Espectro de elucion de la columna DEAE CL-6B; muestra Mgss. La
fase movil utilizada fue solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH
8.5 que contenia EDTA 10 mM, se mantuvo un flujo constante de
0.2mL / h y un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se indican los picos
de maxima absorcion identificados.



62

0.12 VIII
0.1 |
§0.08 I
0 0.06 I‘III VII
o VvV
WAL
INVWAYA

0.04
0.02

1 50 99 148 197 246 295 344
Fraccion

Fig. 24. Espectro de elucion de la columna DEAE CL-6B; muestra Mggs. La
fase movil utilizada fue solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH
8.5 que contenia EDTA 10 mM, se mantuvo un flujo constante de
0.2mL / hr y un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se indican las
bandas de maxima absorcion identificados con numeros romanos.
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Fig. 25. Espectro de elucion de la columna DEAE CL-6B; muestra Mg144. La
fase movil utilizada fue solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH
8.5 que contenia EDTA 10 mM, se mantuvo un flujo constante de
0.2mL / hr y un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se indican las
bandas de maxima absorcion identificados con numeros romanos.
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Fig. 26. Espectro de elucion de la columna DEAE CL-6B; muestra Mg192. La
fase movil utilizada fue solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH
8.5 que contenia EDTA 10 mM, se mantuvo un flujo constante de
0.2mL / hr y un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se indican las
bandas de maxima absorcion identificados con numeros romanos.
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Fig. 27. Espectro de elucion de la columna DEAE CL-6B; muestra Mg240. La
fase movil utilizada fue solucion amortiguadora Tris-HCI 50 mM pH
8.5 que contenia EDTA 10 mM, se mantuvo un flujo constante de
0.2mL / hr y un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se indican las
bandas de maxima absorcion identificados con numeros romanos.
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VI1.9. Concentracidn de proteina en las fracciones eluidas de la columna

DEAE CL-6B

Se determind la concentracion de proteinas en cada una de las
fracciones en donde se identificé una banda de maxima absorcién. En la
muestra Mgo se identificaron 5 maximos de absorbancia; sin embargo,
unicamente en las fracciones 80 y 145 se cuantificé el contenido de
proteinas ya que en las tres fracciones restantes no se detect6. En la
muestra Mgss se encontré que la fraccion 120 contenia la mayor
concentracion de proteina (170.83 ug/mL), y la fraccion 80 la de menor
contenido (10.89 ug/mL). En la muestra Mggs, en donde se identificaron el
mayor numero de fracciones, se encontraron concentraciones similares en
las fracciones 80, 98 y 120, la menor concentracion se determind en la
fraccion 145 (13.66 ug/mL) y la mayor en la fraccién 269 (318.04 ug/mL). En
la muestra Mg144 Se encontré la mayor concentracién de proteinas de todas
las fracciones analizadas conteniendo 1099.86 ug/mL en la fraccion 192. De
la misma forma, en las muestras Mgi92 ¥ Mg240, S€ encontré la mayor

concentracion de proteinas en la fraccion 192 (Tabla VIII).
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Tabla VIIl. Concentracion de proteina en las fracciones eluidas de la
columna DEAE CL-6B.

Fraccion Concentracion (ng/mL)

33 115.15

44 88.46

58 Nd

80 170.83 | 10.89 | 139.24 76.90 | 114.60
87 237.35

98 56.71 | 100.53

120 170.83 | 108.12 98.87 | 290.85
132 nd

138 156.12
145 122.89 13.66

192 1099.86 | 397.45 | 411.13
214 40.876

221 212.45

244 Nd

269 318.04

290 Nd 94.44

V1.9.1. Electroforesis de las fracciones DEAE CL-6B

Se realiz6 electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) a las

fracciones de la tabla VIII en las cuales se determiné que contenian
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proteina. En todos los casos se obtuvo el mismo patron electroforético; es

decir, se observo una franja similar que corresponde a un peso molecular

aproximado de 66 kDa (Fig. 29) que se determin6 a partir de una curva de

calibracion.

66 kD2
36 kDa

29 kDa

14.2 kD

Fig. 28.

1 2 34 5 67 889

Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 6.0 %. Los carriles 3,4y 5

corresponden a la muestra Mgo y los carriles 6, 7 y 8, a la
muestra Mgss. En el carril 1 y 2 se observan los marcadores
moleculares: albumina bovina (66kDa), albumina de huevo (45
kDa), gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (36 kDa),
anhidrasa carbonica (29 kDa), tripsinogeno (24 kDa), inhibidor
de tripsina (20.1 kDa) y a-lactoalbumina (14.2 kDa). Carril 9 =
blanco.

VI1.10. Pruebas de inmunogenicidad

La ascitis producida por los antigenos inoculados se clasific6 como

minima, moderada o severa. En todos los ratones inyectados con una
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concentracion del antigeno de 0.2 mg/mL se observé una ascitis moderada
en donde la produccién de fluido ascitico fue minima y por lo tanto no se
pudo extraer. En los organismos inyectados con el antigeno en una
concentracion de 2.0 mg/mL se observo una distension abdominal moderada
en los individuos en los cuales se utilizé Hc de T. funebralis extraida de
caracoles expuestos a condiciones aerdébicas, el total de fluido extraido fue
tres veces menor que el obtenido de los organismos inyectados con Hc de
Megathura crenulata en los cuales se observo una distension abdominal
importante (Fig. 29). Este efecto también se manifesté en los organismos
inyectados con Hc de T. funebralis extraida de organismos expuestos a

condiciones hipdxicas (Tabla 1X).

Tabla IX. Volumen de fluido ascitico (mL) obtenido de ratones BALB/c-
hembras de trece semanas de edad.

Antigeno Fluido ascitico
Antigeno Ascitis

(mg/mL) mL

Control - B Blanco - 0.0

Hc M. crenulata - Ma 0.2 - 0.0
Hc M. crenulata - Mb 20 ++ 30.0
Hc T. funebralis | Aerdbico Ta 0.2 - 0.0
Hc T. funebralis Aerdbico Tb 20 + 10.0
Hc T. funebralis Hipdxico Tha 0.2 - 0.0
Hc T. funebralis Hipoxico THb 2.0 ++ 442

- : Ascitis minima + : Ascitis moderada ++ : Ascitis severa
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Fig. 29. Efecto de antigenos en el abdomen de ratones de trece semanas
de edad variedad BALB/c-hembras. A = Ascitis moderada; B =
Ascitis severa; C = Obtencion del fluido ascitico.

La mayor concentracion de anticuerpos (56.67 mg/mL) se obtuvo en
el fluido ascitico extraido de ratones inyectados con hemocianina de T.
funebralis en concentracion de 2.00 mg/mL (muestra Tb, Tabla X). La
concentracion del fluido obtenido de los organismos inoculados con Hc de
T. funebralis 2.00 mg/mL (muestra Tb) fue 41.7 % mayor que la de la
muestra de M. crenulata 2.00 mg/mL (muestra Mb). La Hc de T. funebralis
en condiciones hipoxicas, inyectada en concentracion 2.00 mg/mL (muestra
Thb) produjo la menor concentracion de anticuerpos, la cual fue 90.82%,
menor que la que se obtuvo en la muestra Tb.

En la primera etapa de purificacion, las proteinas se precipitaron con
sulfato de sodio y se determind la concentracion de proteinas a las tres
muestras (Mb, Tb y THb), en este punto no fue posible determinar la
concentracion de proteina en la muestra THb. En las muestras Mb y Tb, se
obtuvo el 71.18 y 80.80 % respectivamente, en relacion a la concentracion
en la muestra centrifugada. En el segundo paso de purificacién, la

concentracion de la muestra Mb disminuy6 al 69.05% y la muestra Tb al
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72.18 %, también en relacidon con la concentracion de la muestra inicial*

(Tabla X).

Tabla X. Concentracion de proteinas (mg/mL) en los diferentes pasos de la
purificacion de anticuerpos a partir del fluido ascitico obtenido de
ratones inoculados con los antigenos siguientes: Mb=hemocianina
de M. crenulata (2.00 mg/mL); Tb = hemocianina de T. funebralis
(2.00 mg/mL); THb = hemocianina de T. funebralis en condiciones
hipoxicas (2.00 mg/mL). Los numeros entre paréntesis indican el
porcentaje de proteina con relacion a la concentracion al inicio de

la purificacién

*).

Mb Tb THb
Centrifugacion® 39.91 56.57 5.19
Precipitacién sulfato de 28.41 45.71
sodio (71.18%) (80.80%) _
Cromatografia DEAE- 27.56 40.83
Sepharose (69.05%) (72.18%) -

En el ensayo ELISA, se encontré que a partir de una concentracion

de 0.1128 mg/mL se obtiene una respuesta positiva para el ensayo realizado

con la Hc de M. crenulata. Para el ensayo con la Hc de T. funebralis la

prueba positiva se obtuvo a partir de una concentracion de 0.141 mg/mL.

(Tabla XI).




Tabla XI.
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Resultados del ensayo ELISA para el anticuerpo purificado de
ratones inoculados con Hc de M. crenulata 2.0 mg/mL y Hc de T.
funebralis. Antigeno=Hc M. crenulata y Hc de T. funebralis;
marcador=peroxidasa de rabano; longitud de onda 450 nm. En
todos los casos n = 5; DE = Desviacion estandar.

Concentracion Absorbancia + DE Absorbancia + DE
(mg/mL)
1.128 3.07 £ 0.09 2.52 £ 0.07
0.564 2.46 + 0.08 1.98 £ 0.01
0.282 2.21+£0.02 1.36 £ 0.04
0.188 1.76 £ 0.08 1.01 £ 0.05
0.141 1.09 £ 0.05 0.57 £ 0.03
0.1128 0.11 £ 0.02 0.17 £ 0.03
Control negativo 0.08 £ 0.01 0.18 £ 0.01




71

VII. DISCUSION

Una de las formas de evaluar el desarrollo de una condicion
anaerobica incluyendo su transicion aerobiosis-hipoxia, es el monitoreo de la
actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) en los tejidos de los
organismos expuestos a cambios en la concentracion de oxigeno. La
actividad de esta enzima ha sido ampliamente estudiada como un indicador
de condiciones hipoxicas, ya que desempefia un papel fundamental dentro
del metabolismo anaerodbico (Boutilier y St-Pierre, 2000; Michaelidis et al.,
1999; Pinz y Portner, 2002). En este estudio, Tegula funebralis fue expuesta
a hipoxia durante periodos mas prolongados en comparacion con otros
estudios realizados bajo estas condiciones. En el primer bioensayo se
observo un incremento significativo en la actividad de la LDH con respecto al
grupo control en el grupo sometido a hipoxia durante 48 h, no asi en los
grupos que se expusieron durante menos tiempo (12, 24, 36 h). Lo anterior
podria indicar que T. funebralis no modifica su metabolismo durante las
primeras 48 h de hipoxia. En este bioensayo el tiempo de mayor exposicion
fue de 150 h y la actividad de la LDH aumentd con relacién a la actividad del
grupo expuesto durante 48 h. Lo anterior permitié considerar un segundo
bioensayo en donde se aumento el tiempo de hipoxia en intervalos de 48 h
hasta alcanzar un total de 240 h.

Al igual que en el primer bioensayo, la actividad de la LDH en el
segundo aumentd 1.7 veces en el grupo expuesto durante 48 h (Gas) con
respecto a su grupo control y 2.3 veces con respecto a la actividad del grupo

Go. Los resultados de ambos ensayos sugieren que a partir de las 48 h de
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hipoxia T. funebralis cambia su metabolismo aerdbico a anaerdbico, lo que
le permitiria sobrevivir por un periodo mas prolongado de exposicion a
condiciones hipdxicas. De esta forma, la sobrevivencia estaria dependiendo
principalmente de la capacidad de este caracol para satisfacer su
requerimiento energético a partir de la produccién de ATP asociada a la
glucolisis, una respuesta tipica en los organismos tolerantes a hipoxia
(Churchill y Storey, 1996; Greenway y Storey, 2001; Larade y Storey, 2002;
Marshall y McQuaid, 1993). Este comportamiento ha sido observado en
otros moluscos marinos como los bivalvos, los cuales han sido ampliamente
estudiados (Larade y Storey 2002). Por otra parte, el aumento en la actividad
de la LDH a las 48 h contrasta con la disminucion en la actividad de esta
enzima en los organismos expuestos durante 96 y 144 h, en los que se
observaron las actividades mas bajas, en particular en el grupo Gias €en
donde se encontro una actividad comparable a la observada en el grupo Go.
Esta respuesta metabolica coincide con la descrita en el caracol L. littorea,
una especie en la cual se ha observado una reduccion significativa en la
actividad de la LDH después de 6 dias de exposicion a anoxia (Greenway y
Storey, 2001) y una acumulacion de lactato en baja concentracion a las 72 h
(Churchill y Storey, 1996). Para T. funebralis, a pesar de la marcada
disminucién en la actividad de la LDH, se observdé que ésta aumento
significativamente en los grupos G192 y G240 €n comparacion con el resto de
los grupos de exposicion. Lo anterior indica que los organismos de los
grupos Gig2 Y Ga40 estan bajo condiciones tales que su metabolismo es

predominantemente anaerobico. El analisis de succinato en la hemolinfa de
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los organismos revel6 un incremento en la concentracion de este producto
terminal del metabolismo anaerdbico en los organismos expuestos durante
48 y 96 h a condiciones hipoxicas. En el grupo Gss, aumentaron tanto la
concentracion de este metabolito como la actividad de la LDH, lo que podria
indicar que T. funebralis durante las primeras 48 h comienza a cambiar su
metabolismo de aerobio a anaerobio, abasteciendo a la glucdlisis de NAD"
mediante la reduccion de moléculas como el piruvato (sustrato de la LDH) y
el oxalacetato (precursor del succinato). La acumulacion de succinato
durante periodos cortos de exposicion a anoxia se ha reportado para
caracoles tanto terrestres como marinos (Churchill y Storey, 1989; Sokolova
y Portner, 2001; Wieser, 1981) y otros invertebrados (Anestis et al., 2007;
Ortmann y Grieshaber, 2003). Al parecer, una disminucidn en el
metabolismo, combinado con un incremento en el nivel de sustratos
fermentables como el succinato, son cruciales para la sobrevivencia durante
periodos prolongados de emersion (Sokolova y Portner, 2001). La
concentracion de succinato en T. funebralis no mantuvo su tendencia al
aumento, sino que en los organismos del grupo Gias disminuyd
drasticamente hasta 19.95 mg/mL, siendo 3.6 veces menor que el
encontrado en el grupo Ggs. Sin embargo, en los grupos G1g2 ¥ Gaao, €l nivel
de succinato aument6 paralelamente al incremento en la actividad de la
LDH. Estos incrementos simultaneos sugieren que a partir de las 192 h el
metabolismo de T. funebralis podria estar sustentado en la reduccion de
metabolitos involucrados en las rutas anaerdbicas. Tanto el piruvato como el

oxalacetato satisfacen este modelo, el cual estaria respaldado por el
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incremento de la actividad de la LDH y por la aparicion de uno de los
productos de la reduccion del oxalacetato, el succinato. Se sabe que
algunos gastrépodos almacenan los productos terminales de las diversas
reacciones asociadas a la degradacidon anaerobica de la glucosa; siendo los
mas comunmente encontrados el lactato y el succinato (Giokas et al., 2005;
Michaelidis et al., 1999; Sokolova y Portner, 2001; Wieser, 1981). Por otra
parte, la acumulacién de succinato ha sido reportada por otros autores como
una preparacion para la recuperacion de un entorno normoxico. De acuerdo
con Bacchiocchi y Principato (2000) los niveles elevados de succinato
durante la anaerobiosis permiten a la mitocondria permanecer
metabdlicamente activa e intacta hasta que el oxigeno esté disponible y se
inicie la respiracion. Este comportamiento ha sido demostrado en el
crustaceo estuarino Lepidophthalmus louisianensis (Holman y Hand, 2009)
en anoxia de 72 h. Para T. funebralis, el aumento en la concentracién de
succinato y la elevada actividad de LDH observado en este trabajo sugieren
que este organismo cambia a un metabolismo predominantemente
anaerobico a partir de las 192 h de hipoxia.

De manera paralela a los cambios en la actividad de la LDH vy la
concentracion de succinato, los valores de proteina en la hemolinfa se
estuvieron modificando a medida que la condiciéon hipoxica se extendia,
mostrando a las 48 h una disminucién en el nivel de proteina que concuerda
con la informacién reportada a la fecha para la mayoria de los sistemas en
hipometabolismo (Ferreira-Cravo et al., 2010). Esto sugiere una disminucion

en la sintesis de proteina o un incremento en su degradacién o bien, ambos
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procesos ocurriendo de manera concomitante como un mecanismo para
reducir el consumo energético y sobrevivir al bajar las concentraciones de
oxigeno. A las 96 h de exposicion a la hipoxia, a la par de una disminucién
de la actividad de la LDH, el nivel de proteinas en T. funebralis se elevo de
manera consistente hasta alcanzar un valor 2 veces mayor que su grupo
control. La concentracion de proteina se mantuvo constante en los grupos
G144, Gio2 Y G240 sin mostrar diferencias significativas entre ellos. Este hecho
permite suponer que en T. funebralis, la disminucion inmediata de proteina
no es un factor involucrado en la supresion metabdlica global inducida por
exposicidn a la hipoxia como ocurre en los caracoles L. littorea, H. aspersa y
O. lactea, en los cuales se ha demostrado que la velocidad en la sintesis y
degradacion de proteina se modifica rapidamente de una manera
coordinada (Larade y Storey, 2002; Pakay et al. 2002; Ramnanan et al.,
2010). Lo que observamos en este trabajo para T. funebralis en condiciones
hipéxicas por mas de 48 h (96, 144, 192 y 240 h) parece oponerse a la idea
general de que los anaerobios facultativos resisten largos periodos de
hipoxia y anoxia debido a su capacidad de suprimir procesos metabdlicos
que son energéticamente costosos como la sintesis de proteinas (Larade y
Storey, 2002). Siendo ésta de una alta inversion de energia, era de
esperarse que en T. funebralis disminuyera ante la baja tension de oxigeno.
Sin embargo, con base en los resultados, podemos asumir que para este
caracol, el metabolismo de proteinas s6lo muestra un periodo de ajuste que
incluye la disminucién de la proteina en la hemolinfa durante las primeras 48

h de hipoxia. El incremento posterior podria ser parte de un mecanismo de
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sobrevivencia involucrando la sintesis de alguna proteina util en la
optimizacién del oxigeno remanente en los tejidos. Esta proteina permitiria al
organismo un periodo de adaptacion durante el cual adopta un metabolismo
anaerobico con alta actividad de LDH para satisfacer su demanda energética
a través de la glucdlisis.

Lo observado en el segundo bioensayo para T. funebralis puede ser
explicado con base en el comportamiento general de los moluscos tolerantes
a la anoxia, los cuales muestran una respuesta de dos fases ante las
tensiones de oxigeno decrecientes (Storey y Storey, 2004). En la primera
fase, durante la transicion aerobiosis-hipoxia, estaria ocurriendo un periodo
intermedio de hipoxia en el cual se produciria un incremento gradual en el
catabolismo de carbohidratos para la produccion de ATP anaerébico como
un mecanismo compensatorio para mantener los valores normales de
recambio de ATP. En la segunda fase, provocada por una intensificacion de
la hipoxia y la actividad fermentativa sostenida, se estimularia la transicion
hacia mecanismos tendientes a la conservacion del organismo, mas que a la
compensacion de necesidades inmediatas.

La anaerobiosis de los tejidos, con la consiguiente acumulacion de
productos acidos de fermentacion, los cuales pueden aportar H* que a su
vez, disminuyen el pH del medio, afecta el enlazamiento del oxigeno por la
Hc (efecto Bohr). El papel del succinato acumulado por T. funebralis en el
presente trabajo puede ser explicado a través de los modelos existentes
para explicar el papel del lactato como modulador conocido para proteinas

transportadoras de oxigeno (Bridges, 1994; Hirota et al., 2010; Johnson et
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al., 1984; Mangum, 1983; Truchot, 1980). El succinato, a pesar de su
capacidad de dafo potencial, tendria el efecto de elevar la afinidad de la
hemocianina por el oxigeno actuando como efector alostérico positivo, papel
que se ha demostrado para el lactato (Hirota et al., 2010). Comparado con
H*, el lactato tiene un efecto opuesto, ya que aumenta la afinidad entre la
hemocianina y el oxigeno, al igual que la cooperatividad en el enlazamiento.
Hirota et al. (2010) demostraron la accion de lactato a un pH de 6.5
ocurriendo a través de cambios estructurales que conducen a formar
rapidamente un enlace entre la hemocianina y el oxigeno. Siendo el lactato
un producto del metabolismo anaerdbico, su concentracion es dependiente
de la deuda de oxigeno, y la produccion de este enlace depende, por lo
tanto, de la velocidad de la disminucion del oxigeno. Se ha demostrado que
en condiciones normoxicas, la concentracion de lactato es muy baja y sufre
s6lo un pequefio incremento después de 72 h de hipoxia en L. littorea
(Churchill y Storey, 1996), por lo que no es de esperarse que exista un papel
fisiolégico importante para este metabolito en L. littorea. Sin embargo, la
elevada actividad de LDH en T. funebralis sugiere que bajo las condiciones
de acidosis por hipoxia, la importancia fisiolégica del lactato seria la de
aportar succinato mediante los esquemas metabdlicos conocidos (Fig. 2).
Posteriormente, el succinato, al ser capaz de aumentar la afinidad de la Hc
por el oxigeno, tendria la funcion de contrarrestar el efecto Bohr en la
hemocianina para poder mantener la afinidad de ésta por el oxigeno durante
la instauracién de la hipoxia con el fin de aprovechar al maximo las bajas

concentraciones de oxigeno en los tejidos. Un cambio en la afinidad Hc-O-
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en respuesta a la disminucién de oxigeno en el entorno seria equivalente a
una disminucidén en la sintesis de proteinas, lo que seria eficiente en el
mantenimiento de las necesidades energéticas, al menos en la etapa
hipdxica inicial. Lo anterior podria explicar el decremento en la sintesis
proteica durante las primeras 48 h como una respuesta rapida a la
disminucion de oxigeno en el entorno, utilizando la fermentacion con la doble
funcion de aumentar la afinidad de la Hc por el O, mediante la produccién
del efector y de satisfacer las necesidades energéticas del organismo. Por
otra parte, el alargamiento del periodo de disminucion de oxigeno propicid
ademas otro tipo de cambios en T. funebralis, los que estan relacionados
con el nivel de proteinas. Este tipo de cambios, en particular el aumento de
la sintesis proteica o el decremento de su degradacién para ocasionar un
aumento neto en el nivel de proteinas en periodos mayores que 48 h, solo
puede ser justificado por la importancia fisiologica de las proteinas
involucradas.

Los resultados obtenidos en la elucidon de la columna Sepharose CL-
4B despliegan un patron que sugiere que todos los grupos de caracoles
expuestos a baja concentracidn de oxigeno poseen una proteina similar en
tamano, siendo la del grupo G¢ una proteina de peso molecular ligeramente
menor que la de todos los demas. El analisis espectroscopico permitio
identificar a la hemocianina en las primeras fracciones, ya que mostroé que,
ademas de la absorbancia a 280 nm en todas ellas, el espectro presenta
una banda a 347 nm, la cual es tipica de las hemocianinas oxigenadas y

refleja la formacion del complejo oxigeno-hemocianina. La desaparicion de
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la absorbancia a 347 nm después de la adicién de KCN, comprueba que la
proteina obtenida en los primeros volumenes de elucion es hemocianina. En
la proteina eluida en la fraccion 20, ademas de no mostrar la sefal a 347
nm, no se observo el color azul caracteristico de la hemocianina oxigenada
al contacto de la muestra con el aire. Esto permite suponer que la
hemocianina no esta presente en esta fraccion de los grupos Gias y Ga4o, lOS
que permanecieron en hipoxia durante periodos mas largos. Al parecer, en
T. funebralis la instauracion de la hipoxia es un disparador que eleva el nivel
de proteina total, lo cual podria estar dirigido parcialmente a la produccion
de hemocianina. Para T. funebralis en condiciones aerbdbicas vy
recientemente extraido de su habitat, el 20 % de su contenido neto de
proteina es hemocianina, mientras que a medida que se va instaurando y
prolongando la hipoxia, la hemocianina presenta una fluctuacion pero con
una tendencia al aumento. Una disminucion inicial al 10 % (Gp), con un
posterior aumento al 80 % (Gss) y una tendencia a la estabilidad alrededor
del 40 % (G144) indica un periodo de adaptacion que concuerda con la
tendencia mostrada por T. funebralis de mantener sus necesidades vitales
mediante el metabolismo anaerdbico, a la vez que mejora sus capacidades
para optimizar el uso del oxigeno.

La capacidad para adaptarse a cambios en la temperatura mediante
plasticidad fenotipica ha quedado demostrada para T. brunnea, T. montereyi
y T. funebralis (Tomanek, 2005), por lo que la modulacion en la expresion de
proteinas puede ser considerada como un posible mecanismo de adaptacion

de T. funebralis ante factores de estrés ambiental. De esta forma, ademas
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de respuestas rapidas mediante el uso de moduladores sobre las
capacidades de la hemocianina, la sintesis de nuevas proteinas con
propiedades que mejoraran la funciéon de la Hc aseguraria la eficiencia
sostenida. Para soportar un periodo largo de hipoxia, la entrega de oxigeno
a los tejidos en los que el metabolismo aerdbico permanece como un
suplemento del metabolismo anaerdbico debe ser garantizada. El aumento
en la afinidad de la Hc por el oxigeno asegura una mayor oxigenacion para
la hemocianina y garantiza una reserva de oxigeno en la hemolinfa, lo que
aportaria proteccion contra la hipoxia interna si la descarga en los tejidos
fuera adecuada. Los cambios en el tipo de subunidades de la fraccién
identificada como hemocianina, detectados mediante la fraccionacion
posterior en Sepharose CL-6B de esta fraccidon, sugieren que la expresion
proteica esta siendo modificada por T. funebralis a lo largo de su exposicion
a la hipoxia. Los resultados con relacién a los cambios observados en el
nivel proteico y en la actividad de LDH, fueron coincidentes con cambios en
el numero de subunidades de la fraccidon identificada como hemocianina.
Mediante el analisis de subunidades de esta fraccion para cada grupo, fue
posible identificar la presencia de 5, 8, 5, 3 y 3 tipos de subunidades para
exposiciones de 48, 96, 144, 192 y 240 h respectivamente. De manera
notable, el efluente de esta columna muestra que el numero de picos de
elucion aumenta al mismo tiempo que disminuye la actividad de LDH,
alcanzando la maxima diversidad de subunidades a las 96 h, tiempo en el
cual también inicia el estado estacionario en el nivel de proteinas. Asi

mismo, es de notarse que no se observan diferencias significativas entre los
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organismos expuestos a 192 y 240 h de anoxia, en relacion a sus niveles de
proteina, la actividad de LDH vy los tipos de subunidades, las cuales son
indistinguibles entre si por su comportamiento electroforético.

En el presente estudio, el contenido de carbohidratos para T.
funebralis oscilo entre 3.13% y 25.5%. En el grupo G¢ el contenido de
carbohidratos fue similar al reportado para los prosobranquios R.
thomasiana (2.6%) (Idakieva et al., 2004), M. crenulata (3.3%) (Idakieva et
al., 2004; Kurokawa et al., 2002; Van Kuik et al., 1990) y H. tuberculata
(4.5%) (Idakieva et al., 2004). En los grupos Gc¢ y Gy, se determindé que el
contenido cae dentro del intervalo de 2.0 a 9.0% reportado para las Hcs
integras de los moluscos (Hall y Wood, 1976). Por otra parte, el nivel de
carbohidratos en estos dos grupos fue similar, lo que indica que el periodo
de aclimatacion en el laboratorio no tuvo efecto sobre este parametro. En
cambio, para los organismos expuestos a 48 h de hipoxia, el contenido se
elevd hasta 25.57%, siendo 7.7 veces mas alto que en condiciones
normoéxicas. Considerando que el porcentaje de carbohidratos esta
cuantificado sobre la Hc* obtenida, el incremento esta asociado con una
disminucidén del contenido total de esta proteina en la muestra. Por lo
anterior, la elevacién a 25.57% indica modificaciones que podrian estar
relacionadas con cambios estructurales, ya que como se observa en la tabla
VI, este gran incremento con respecto al control Gy coincide con la aparicion
de una proteina de bajo peso molecular (150 KDa) que no se identifico en
ningun otro grupo. En los organismos expuestos durante 96 y 144 h, el

contenido de carbohidratos disminuyé en comparacion con el grupo Ggs. Los
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valores encontrados para estos dos grupos hipoxicos, Gos ¥ G144, SON
parecidos a los reportados para la Hc de R. thomasiana (8.9 %) y la isoforma
RtH1 de R. thomasiana (12.8 %) (ldakieva et al., 1995), valores que
corresponden a organismos en normoxia, por lo que no es posible la
comparacion de resultados. En los organismos expuestos durante 192 h el
contenido aumentd hasta 20.88% y en el grupo Ga4 sSe observa una
disminucidén que sélo pudo determinarse como valor traza. A pesar de la
variacion del nivel de carbohidratos mostrado a lo largo del experimento, el
comportamiento general de este parametro, después del drastico aumento
en las primeras 48 h de hypoxia, presenta una tendencia general a la
disminucioén, a diferencia del contenido de proteina total, que muestra una
tendencia al aumento.

La presencia de carbohidratos en una proteina inmunogénica tiene
una alta correlacion con su capacidad para ocasionar una respuesta
inmunoldgica (Gebauer et al., 1999). Sin embargo, este tipo de proteinas
deben contener una organizacidon especifica para que este proceso ocurra.
Para la hemocianina de M. crenulata, la molécula presenta epitopes que
contienen un oligosacarido con una galactosa enlazada al nitrogeno de
galactosamina mediante un enlace B 123, asi como fucosa, todo ello en
arreglos estructurales considerados como productos de la glicosilacion de la
proteina (glicanos) y que, en conjunto con su secuencia de aminoacidos,
generan epitopes altamente inmunogénicos para los mamiferos (Gielens et
al., 2005). La glicosilacion es una de las modificaciones post-traduccionales

mas comunes en la célula y una de sus funciones es la regulacion de las
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caracteristicas biofisicas de las proteinas (Shental-Bechor y Levy, 2008).
Desde el punto de vista evolutivo, se ha postulado que la glicosilacién es
una manera efectiva de generar diversidad funcional en las proteinas, ya
que los glicanos sirven como puntos de reconocimiento, son mediadores en
la interaccion con agentes patdégenos, modulan respuestas inmunologicas y
regulan el recambio de proteinas (Shental-Bechor y Levy, 2008). Con base
en el contenido de carbohidratos en la Hc* de Tegula se realizaron las
pruebas de inmunogencidad para probar la hipotesis de que existe
semejanza entre la hemocianina de M. crenulata y la Hc* de T. funebralis en
su capacidad para generar una respuesta inmunogénica, ya que ambas son
proteinas que poseen carbohidratos en su estructura. La baja produccién de
fluido ascitico en los animales de experimentacion inoculados con ambas a
la concentracion de 0.2 mg/mL, muestra que en ambos casos, esta
concentracion es insuficiente para inducir una respuesta inmunologica. Por
otra parte, la muestra de M. crenulata, la de T. funebralis en condiciones
aerdbicas y la de T. funebralis en condiciones hipoxicas, generaron ascitis al
ser administradas en una concentracion de 2.0 mg/mL, aunque en diferente
grado. Si atendemos exclusivamente a la respuesta de produccion de fluido
ascitico, era de esperarse que la proteina con mayor contenido de
carbohidratos produjera un mayor volumen de este fluido, lo cual fue
observado en este experimento. Sin embargo, al considerar la concentracion
de proteinas en el fluido ascitico, se observa que no existe correspondencia
entre produccion de fluido y concentracion de proteina. Como se ve en las

Tablas IX y X, el contenido de anticuerpos de la fraccion obtenida en la
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primera fase de purificacion de anticuerpos fue tan bajo que no se continud
su purificacién. Esto sugiere que si bien la muestra de T. funebralis en
condicion hipoxica es una proteina con un alto contenido de carbohidratos,
posee propiedades que no le confieren inmunogenicidad. Este resultado,
aunado al hecho de que en los organismos del grupo Gsg se identificd una
proteina con un peso molecular de 150 kDa, indica que esta molécula posee
diferencias estructurales con respecto a la proteina inoculada obtenida de
los organismos del grupo G¢. Esta afirmacion es consistente con el hecho de
que tanto la Hc de M. crenulata como la Hc* de T. funebralis (aerdbica)
muestran un comportamiento similar de inmunogenicidad. Por otra parte, la
prueba de ELISA realizada a nivel cualitativo, mostré que los anticuerpos
anti-Hc y los anticuerpos anti-Hc* presentan reaccion positiva con sus
antigenos, lo que indica que existe especificidad antigeno-anticuerpo (Tabla
XI). En resumen, estos resultados indican que la Hc* de T. funebralis en
condiciones aerobicas tiene la propiedad de activar el sistema inmunolégico
de mamiferos y que la Hc de T. funebralis en condiciones hipdxicas carece
de esta caracteristica, lo que muestra que existen diferencias estructurales
entre ellas.

Con un enfoque integrador, lo encontrado en este trabajo sugiere que
cuando T. funebralis se encuentra en una transicidn aerobiosis-hipoxia,
enfrenta la escasez de oxigeno mediante una estrategia de procesos
coordinados que incluyen, ademas de la adaptacion metabdlica, la

induccion de la sintesis de proteinas con rasgos estructurales similares a los
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de la hemocianina, cuyas diferencias permitirian una mejor tolerancia del

organismo a una condicidn andxica prolongada.
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IX. CONCLUSIONES

El aumento en la concentracion de succinato y la elevada actividad de
LDH observado en Tegula funebralis sugieren que este organismo
cambia a un metabolismo predominantemente anaerdbico a partir de
las 192 h de hipoxia.

En el prosobranquio T. funebralis la disminucion inmediata de
proteina no es un factor involucrado en la supresion metabdlica global
inducida por exposicién a la hipoxia.

T. funebralis utiliza la fermentacidon para aumentar la afinidad de la Hc
por el O, mediante la produccion del succinato y para satisfacer las
necesidades energéticas durante la etapa hipoxica inicial.

T. funebralis modifica la expresion proteica a lo largo de su exposicion
a la hipoxia.

El contenido de carbohidratos en la Hc de T. funebralis (3.13%) en el
campo y en condiciones normoéxicas de laboratorio se encuentra
dentro del intervalo de 2.0 a 9.0 % reportado para las Hcs integras de
los moluscos.

El contenido de carbohidratos en la Hc de T. funebralis después del
drastico aumento en las primeras 48 h de hypoxia, presenta una
tendencia general a la disminucion, a diferencia del contenido de
proteina total, que muestra una tendencia al aumento.

El valor minimo de proteina y el valor maximo de carbohidratos

encontrados en la Hc de T. funebralis a 48 h de hipoxia, que
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coinciden con la sintesis de una proteina de 150 KDa no identificada
en ninguno de los otros grupos indican modificaciones estructurales
en la molécula de hemocianina con respecto a la Hc de todos los
demas grupos.

La maxima diversidad de subunidades en la Hc de T. funebralis
ocurre a las 96 h de hipoxia, lo que coincide con el estado
estacionario en el nivel de proteinas y la baja actividad de la LDH.

El contenido de carbohidratos en la Hc de T. funebralis en condicion
hipdéxica no le confieren inmunogenicidad a la molécula.

La Hc de T. funebralis en condiciones aerdbicas tiene la propiedad de
activar el sistema inmunolégico de mamiferos mientras que la Hc de
T. funebralis en condiciones hipoOxicas carece de esta caracteristica,

lo que muestra que existen diferencias estructurales entre ellas.
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