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RESUMEN

RESUMEN de la tesis de Jennifer Marian Mancera Flores, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en el
posgrado en ciencias con orientacién en Biotecnologia Marina. Ensenada,
Baja California. Diciembre de 2009.

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES
CON CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTO DE LA NEUROHORMONA
Liv-CHH-SG1 de Litopenaeus vannamei

Resumen aprobado por:

Dra. Elizabeth Ponce Rivas Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Co-Director de Tesis Co-Director de Tesis

En crustaceos, el complejo 6rgano X-glandula del seno ubicado en el
pedunculo ocular y es uno de los sistemas neuroendocrinos en los cuales se
han identificado una variedad de neuropéptidos. La familia de hormonas
neuropeptidicas CHH/MIH/GIH comprende a la hormona hiperglucémica de
crustaceos (CHH), la hormona inhibidora de la muda (MIH) y la hormona
inhibidora de las gbénadas (GIH). Estos neuropéptidos regulan una amplia
variedad de procesos fisiolégicos incluyendo, muda, metabolismo de
carbohidratos, reproduccién y osmoregulacién. La neurohormoma Liv-CHH-
SG1yis ya ha sido clonada y expresada en Pichia pastoris y su actividad
biolégica determinada. Sin embargo, a la fecha no se han obtenido ni
caracterizado anticuerpos policlonales con capacidad de reconocimiento de la
neurohormona Liv- Liv-CHH-SG1.

La expresion de la neurohormona recombinante Liv-CHH-SG1;s se llevd a
cabo a partir de una cepa Mut® de P. pastoris utilizando medio BMMY con
metanol al 4%. La proteina recombinante fue analizada en electroforesis
Tricina-SDS-PAGE vy corroborada por analisis de Western blot. La proteina fue
cuantificada mediante el kit de analisis por BCA y RP-HPLC vy utilizada para
inmunizar un conejo. La sensibilidad y especificidad de los antisueros obtenidos
fue analizada mediante ensayos de ELISA. Finalmente se establecieron las
condiciones 6ptimas para el reconocimiento de la neurohormona recombinante
y se realizaron los ensayos de reconocimiento en muestras de hemolinfa
obtenidas de camarones sometidos a 28°C y 35%e..



La neurohormona recombinante Liv-CHH-SG1ys expresada en P. pastoris
tuvo un rendimiento de 71.43 ug ml™'. El suero hiperinmune obtenido a partir de
la inmunizacion del conejo con la neurohormona recombinante presentd valor
de titulacion de 1:500. Los anticuerpos policlonales (IgG) precipitados a partir
del antisuero fueron utilizados para detectar a la neurohormona Liv-CHH-SG1
nativa en muestras de hemolinfa tomadas a lo largo de un ciclo de muda de
juveniles de L. vannamei. La técnica estandarizada tuvo un limite minimo de
deteccion de 1.62 pmol ml™" de neurohormona recombinante.

Palabras Clave: Litopenaeus vannamei, Liv-CHH-SG1, ELISA, anticuerpos
policlonales, Pichia pastoris.



ABSTRACT of the thesis presented by Jennifer Marian Mancera Flores, as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation
in MARINE BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California, México. October
20009.

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF POLYCLONAL ANTIBODIES
WITH RECOGNIZING CAPACITY of Litopenaeus vannamei
Liv-CHH-SG1 neurohormone

In crustaceans, the X-organ-sinus gland complex in the eyestalk is one of the
neuroendocrine systems in which a variety of neuropeptides have been
identified. The CHH/MIH/GIH neuropeptide family comprise the crustacean
hyperglycemic hormone (CHH), molt inhibiting hormone (MIH) and
vitellogenesis /gonad inhibiting hormone (VIH/GIH). These neuropeptides can
regulate a variety of physiological processes, including molting, carbohydrate
metabolism, reproduction, and osmoregulation. The Liv-CHH-SG1y;s
neurohormone has been cloned and expressed in Pichia pastoris and its
biological activity determined. However, polyclonal antibodies with capacity of
recognize Liv-CHH-SG14s neurohormone have not been produced or
characterized.

Recombinant Liv-CHH-SG1y;s was expressed in a P. pastoris Mut® strain,
using BMMY medium with 4% methanol. The recombinant protein was analyzed
by Tricine-SDS-PAGE and confirmed by Western blot analysis. The protein
concentration was determined by a BCA Protein Analysis kit and RP-HPLC and
it was used for the rabbit immunization. The sensitivity and specificity of the
antiserum were determined by ELISA analysis. Finally, the optimal conditions for
the recognition of the recombinant neurohormone were established and the
recognition assays with haemolymph samples obtained from shrimps exposed
to 28°C and 35%. were realized.

The recombinant Liv-CHH-SG1s neurohormone expressed in P. pastoris
showed a yield of 71.43 pg ml'. Rabbit antiserum raised against this
recombinant neurohormone had a specific antibody titer of 1:500. Polyclonal
antibodies (IgG) precipitated from antiserum, were utilized for detection of native
Liv-CHH-SG1 in hemolymph samples during the molt cycle of L. vannamei
juveniles. Standardized technique was sensitive to 1.62 pmol ml' of
recombinant neurohormone.

Keywords: Litopenaeus vannamei, Liv-CHH-SG1, ELISA, policlonal antibodies,
Pichia pastoris.
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l. INTRODUCCION

I.1 Biologia de Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei (Figura 1), de nombre comun camardn blanco o
camarén de patas blancas, es un crustaceo decapodo que pertenece a una de
las familias con mayor numero de taxa, la familia Penneidae, la cual a su vez,
pertenece a la Clase Malacostraca (Bailey-Brock y Moss, en: Marine Shrimp

Culture: Principles and Practices, 1992)

Figura 1. Litopenaeus vannamei Boone, 1931 (Dore y Frimodt, 1987)

Como en todos los decapodos, los apéndices asociados a la region de la
cabeza de esta especie incluyen anténulas, antenas, mandibulas y dos pares
de maxilas. El térax presenta tres pares de maxilipedos y cinco pares de
pereidpodos. El abdomen dividido en seis segmentos posee cinco pares de
ple6podos y un par de urépodos, los cuales forman el abanico de la cola con el
telson. Esta especie se distingue por la presencia de uno a tres dientes en el
margen ventral del rostrum y de ocho a nueve en el margen dorsal. Su
coloracion es normalmente blanca translucida, pero puede cambiar
dependiendo del sustrato, la alimentacién y la turbidez del agua. Alcanza una
talla maxima 23 cm y una longitud de caparazén maxima de 9 cm.



Son organismos dioicos y las estructuras de los genitales externos son
las principales caracteristicas de dimorfismo sexual. Los machos tienen el
primer par de pledpodos modificados para la transferencia de esperma al
receptaculo externo de la hembra (thelycum). Comunmente las hembras crecen

mas rapidamente y adquieren mayor talla que los machos.

Entre los factores ambientales que influyen de mayor manera en las
respuestas fisiologicas de esta especie se encuentran la temperatura, la
salinidad y la interaccién temperatura-salinidad (Ponce-Palafox et al., 1997;
Diaz et al., 2001). Litopenaeus vannamei se caracteriza por tolerar un amplio
intervalo de salinidades que van desde 1-2 %, hasta 40 °,, (Menz y Blake,
1980). El éptimo fisiolégico de los juveniles de esta especie ocurre en su punto
isosmotico, el cual corresponde a una salinidad de 26 °/,, (Valdez et al. 2008) y
a una temperatura de 28 °C (Valdez, 2002).

1.2 Distribucion geografica de poblaciones silvestres
Es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico, desde Sonora,
México, hacia Centro y Sudamérica, hasta Tumbes, Peru (Figura 2).

L. vannamei se encuentra en habitats marinos tropicales. Presenta un
ciclo de vida anfibiético (Figura 3), que incluye distintos estadios larvarios que
se distribuyen en diferentes habitats.



Sonora,
México

Figura 2. Distribucion geografica de poblaciones silvestres de L. vannamei (FAO
Estadisticas Pesqueras, 2006)

MAR COSTA ESTUARIO
Fl

Misis Megalopa ———\'\
. 4
/ rotozoea ”

Nauplio

Subadulto

Figura 3. Ciclo de vida de un peneido tipico, con estadios en diferentes habitats (Bailey-
Brock y Moss, en: Marine Shrimp Culture: Principles and Practices, 1992).



Los adultos viven y se reproducen en mar abierto, mientras que la postlarva
migra a las costas a pasar la etapa juvenil y pre-adulta en estuarios, lagunas
costeras y manglares. Los machos maduran a partir de los 20 g y las hembras a
partir de los 28 g, en una edad promedio entre 6 y 7 meses. El apareamiento y
transferencia del espermat6foro ocurren antes del desove. Durante el desove
de 100,000 a 250,000 huveos y el esperma son liberados por la hembra
simultaneamente, mientras ella nada. La eclosién ocurre en la columna de
agua, aproximadamente 16 horas después. Posteriormente a la eclosion, la
larva o nauplio, nada intermitentemente, es fototactica positiva y se nutre
exclusivamente de su reserva embrionaria. Las siguientes etapas larvarias
(protozoea, mysis y postlarva temprana) contintan siendo planctdnicas por
algun tiempo, se alimentan de fitoplancton y zooplancton, y son transportadas a
la costa por las corrientes de marea. Cambian sus habitos plancténicos unos 5
dias después de su trasformacién al estado post larvario, se trasladan a la
costa y empiezan a alimentarse de detritos bénticos, gusanos, bivalvos y otros
crustaceos (Bailey-Brock y Shaun, en: Marine Shrimp Culture: Principles and
Practices, 1992).

1.3 Importancia econémica

De las especies de camardén que se reproducen en cautiverio,
Litopenaeus vannamei es la especie dominante en el mercado. Ocupa el primer
lugar de las especies cultivadas en los paises occidentales y representa el 95%
de la produccion en América Latina (FAO Estadisticas Pesqueras, 2006)

Los principales paises productores de L. vannamei se muestran en la
Figura 4. La lista completa de paises incluye: China, Tailandia, Indonesia,
Brasil, Ecuador, México, Venezuela, Honduras, Guatemala, Nicaragua, Belice,
Vietnam, Malasia, Taiwéan, Islas del Pacifico, Pert, Colombia, Costa Rica,
Panama, El Salvador, Estados Unidos de Norteamérica, India, Filipinas,



Camboya, Surinam, Saint Kitts, Jamaica, Cuba, Republica Dominicana y
Bahamas.

Figura 4. Principales paises productores (color anaranjado) de L. vannamei (FAO
Estadisticas Pesqueras, 2006).

Segun las estadisticas de la FAO (2006), el total de la produccién de
granjas de L. vannamei se incrementd constantemente de 8,000 toneladas en
1980 (Figura 5), hasta 194,000 toneladas en 1998. Tras un pequefo declive en
1999 y otro mas significativo en el afio 2000 debido a la invasion del Virus de la
Mancha Blanca (WSSV) en América Latina, la FAO registrdé un rapido
crecimiento de la produccion a mas de 1,386,000 toneladas en 2004, debido a
la rapida dispersion de esta especie en Asia. Los principales paises productores
en 2004 fueron: China (700,000 toneladas), Tailandia (400,000 toneladas),
Indonesia (300,000 toneladas) y Vietnam (50,000 toneladas).
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Figura 5. Produccion acuicola global de L. vannamei (FAO Estadisticas Pesqueras, 2006).

A pesar de que en la produccién global, América Latina aporta Unicamente
el 2.26% (Tabla 1), el cultivo de L. vannamei para Latinoamérica representa el

95% de la produccion total de camarones cultivados.

Tabla I. Principales paises acuicultores de L. vannamei
(FAO Estadisticas Pesqueras, 2006)

Pais Produccion Valor $
China 69.57% 51.20%
Asia* 21.92% 29.30%
Resto del mundo 8.51% 19.50%

América Latina 2.26% 7.47%

1.4 Regulacién endocrina

Cualquier organismo multicelular requiere de mecanismos de
coordinaciéon que involucran varios mensajeros quimicos capaces de ejercer
control a grandes distancias. Actualmente, se cree que las neurohormonas
precedieron a las hormonas verdaderas durante el desarrollo de la coordinacién



nerviosa a través del proceso evolutivo. A diferencia de los neurotransmisores,
las neurohormonas de los invertebrados y las hormonas se han diversificado de
una manera importante. Entre otras, comprenden moléculas de naturaleza
peptidica y lipidica, y pueden agruparse en familias con base en caracteristicas
estructurales comunes. Las hormonas peptidicas, son generalmente liberadas
de los tejidos en respuesta a un estimulo y posteriormente transportadas por el
sistema circulatorio hasta los tejidos blanco, en donde se unen a los receptores
de la superficie celular y estimulan rutas intracelulares de transduccion, que
conllevan a una cascada de senalizacién, que regula directa o indirectamente
algun proceso fisiologico (LeBlanc, 2007). De acuerdo al numero de glandulas
endocrinas ubicadas a lo largo de los ejes hormonales, los sistemas de control
se clasifican en sistemas de primer, segundo y tercer orden (Figura 6), siendo
este Ultimo el mas complejo y mas comunmente encontrado en organismos

evolutivamente superiores.



Recepcién de estimulos internos/externos

\ 4
Células sensoriales

Y
Sistema Nervioso Central

Neurotransmisor Neurotransmisor

Glandula Endocrina 1

A\ 4
Glandula Endocrina 2

Organos Blanco

Figura 6. Sistemas de control de primer, segundo y tercer orden, definidos de acuerdo al
nimero de glandulas endocrinas ubicadas entre neurohormonas/neurotransmisores vy
tejidos blanco (LaFont, 2000).

1.5 El proceso de muda

La muda forma parte del crecimiento discontinuo propio de todos los
artropodos. Para su estudio, este proceso se ha dividido en cuatro fases: (1)
Metaecdisis o Postmuda (estadios A y B), periodo inmediato a ecdisis; (2)
Anaecdisis o Intermuda (estadio C), periodo de crecimiento de tejido y

acumulacién de reservas alimenticias; (3) Proecdisis o Premuda (estadio D),



periodo de cambios morfoldgicos y fisiolégicos para la preparacién de la
siguiente muda vy, (4) Ecdisis o Muda (estadio E), despojo de la cuticula vieja
(Chan et al., 1988). A medida que los animales envejecen, los periodos de
intermuda se vuelven mas prolongados (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama que muestra la prolongacion de los estadios de intermuda conforme se
incrementa la edad del organismo (Waterman, 1960).

A pesar de que el inicio de la Proecdisis (DO) no involucra cambios
morfologicos drasticos, durante este estadio, ocurren una gran variedad de
eventos biogquimicos, como la acumulacién de glicbégeno en epitelio y tejido
conectivo subepitelial, elevacion de niveles de Calcio en hemolinfa,
decremento de fosfatos en hepatopancreas y el inicio de formacion de
gastrolitos (en aquellas especies en las que se presentan). A diferencia de
otros estadios de la intermuda, la sucesién de los eventos fisiolégicos que
comprenden la fase DO, pueden ser detenidos cuando las condiciones
externas son desfavorables. La fase DO culmina, cuando comienza la

formacién del nuevo exoesqueleto. Durante la fase D1, las alteraciones del
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exoesqueleto alteran la apariencia y el comportamiento del organismo.
Generalmente, el decapodo entra en una etapa de inanicién, y en este
momento, las condiciones externas desfavorables son incapaces de frenar el
desenlace del ciclo. La Ecdisis (E) se divide en una fase pasiva y una fase
activa. Cuando este estadio comienza, el animal busca un refugio seguro, casi
todos sus movimientos cesan y tiene lugar un incremento en los niveles de
glucosa y presion osmoética de la hemolinfa. Durante la fase pasiva, el
movimiento de agua hacia adentro se inicia cuando el recubrimiento gastrico
viejo se rompe, exponiendo la nueva cuticula que es mas permeable. El agua
entra, incrementando la presion hidrostatica en el lumen del tracto digestivo, y
posteriormente pasa a la hemolinfa por filtracién y osmosis. De esta manera, el
organismo se hincha al duplicarse el volumen de su hemolinfa y el viejo
exoesqueleto se fractura. Durante la fase activa de la Ecdisis, todos los
apéndices, incluyendo patas, branquias, antenas, pedunculos oculares vy
abdomen, son despojados. El recubrimiento del tracto digestivo también. Este
permanece anclado al resto de la exuvia a través de la boca y el ano (se rompe
0 es enteramente absorbido en la regién cardiaca). Por otra parte, la presién
de los fluidos corporales en el cefalotérax decae, mientras que los apéndices
se tornan con una apariencia ampulosa. El saco pericardico auxilia en la
expulsion de la hemolinfa fuera de la cavidad principal del cuerpo. La
reabsorcion de agua comienza nuevamente, de manera inmediata a la
exuviacion. Esta se acumula no solamente en la hemolinfa, sino también en los
tejidos, especialmente en el hepatopancreas, el epitelio del integumento y en
los musculos (Waterman, 1960).

Todo este proceso es estimulado y controlado por factores externos (p.
ej. iluminacién, temperatura, autotomia) e internos, como los ciclos circadianos
(Fanjul-Moles, 2006), regidos por un grupo de neurohormonas: Hormona
Inhibidora de la Muda (MIH), Hormona hiperglucémica (CHH) y su antagénico,
la ecdisona.
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El modelo actualmente aceptado del control negativo de la muda en
crustaceos (Figura 8) se fundamenta en la hipétesis de que durante el periodo
de intermuda (C4), la Hormona Hiperglucémica de Crustaceos (CHH) y la
Hormona Inhibidora de la Muda (MIH) son sintetizadas en las células
neurosecretoras del 6rgano-X y secretadas a través de los axones terminales
de la Glandula del Seno (Figura 9), un 6rgano neurohemal ubicado en los
pedunculos oculares. De manera que la inhibicion de la muda ocurre por la
accién supresora de MIH sobre la sintesis de ecdisteroides (ecdisona) (Chang,
2001; Chen et al., 2005; Huberman, 2000; Lacombe et al., 1999; LaFont, 2000;
LeBlanc, 2007; Lee et al.,, 1998) a través de receptores especificos de alta
afinidad sobre las membranas celulares del 6rgano-Y (Webster, 1991) y una
cascada de segundos mensajeros que involucran AMPc y GMPc (Lachaise et
al., 1993).
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Figura 8. Diagrama del sistema endocrino de los crustaceos. El complejo 6rgano-x glandula del seno regula directamente a las génadas a
través de Hormona Inhibidora de las Gdonadas/Hormona Inhibidora de la Vitelogénesis (GIH/VIH), y regula al érgano-Y a través de la
Hormona Inhibidora de la Muda (MIH) y al 6rgano mandibular por medio de la Hormona Inhibidora del Organo Mandibular (MOIH). Los
mecanismos no conocidos estan representados con lineas punteadas. MF, Metilfarnesoato; 20-HE, 20-Hidroxiecdisona ; AGH, Hormona

de la Glandula Androgénica (Mazurova et al., 2008)
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Figura 9. A, Vista anterior del ganglio del pedunculo ocular de Gecarcinus lateralis (Bliss y
Welsh, 1952). B, Diagrama esquematico del érgano-x glandula del seno en Cancer sp. (Hsu
et al,, 2006). Los circulos representan grupos de células secretoras. Las lineas dobles
indican fibras nerviosas. El complejo 6rgano-x glandula del seno se conecta al ganglio
supraesofagico a través del nervio éptico. XO, 6rgano-x; SG, glandula del seno; LG, lamina
ganglionaris; ME, MI, MT: Medula Externa, Interna y Terminal; PLO, pedunculo del I6bulo
optico; LG, lamina ganglionaris; SoG, ganglio supraesofagico.

1.6 Familia MIH/GIH/CHH

Las neurohormonas MIH, GIH, CHH (Hormona Inhibidora de la Génada),
pertenecen a la familia de neuropéptidos MIH/GIH/CHH, cuyos miembros
controlan diversos procesos fisiologicos como muda, reproduccién y el
metabolismo de la glucosa, respectivamente. Esta familia es un grupo Unico de
los artropodos. Comparten un alto grado de homologia en su secuencia de
aminodcidos y conservacion de seis residuos de cisteina, dos argininas, un
aspartato y una fenilalanina, en las mismas posiciones relativas de los péptidos
maduros. Generalmente tienen pesos moleculares de 7-9 kDa y su secuencia
consiste de aproximadamente 70 aminoacidos y tres enlaces disulfuro (Bécking



14

et al., 2002; Chan et al., 2003; Chang, 2001; Chen et al., 2005; Fingerman,
1987; Garcia y Arechiga, 1998; Lacombe et al., 1999)

En términos de su estructura primaria los péptidos se dividen en dos
subfamilias. En la subfamilia CHH se agrupan alrededor de 38 péptidos
descritos con base en sus caracteristicas estructurales y no necesariamente a
su funcién biologica. Estan constituidos de 72 residuos, amidacién en C-
terminal y un piroglutamato como grupo bloqueador en N-terminal (Bdcking et
al., 2002). En los camarones, los subtipos CHH pueden subdividirse en CHH-A
y CHH-B (Chan et al., 2003). Se ha reportado (Chang et al., 1999; Chung et al.,
1999; Chung y Zmora, 2008; Fanjul-Moles, 2006; Hsu et al., 2006; Udomkit et
al.,, 2004) que en los decapodos, los péptidos CHH se sintetizan también en

tejidos diferentes a los pedunculos oculares (Figura 10).

Figura 10. Esquema generalizado que ilustra los diferentes loci propuestos para la
produccién de CHH en decpodos. Retina (R), 6rgano-X-glandula del seno (XO-SG),
intestino (FG, HG), neuronas de la segunda raiz toracica (N2ndR), y en el 6rgano
pericardico (PO) (Fanjul-Moles, 2006)

La segunda subfamilia llamada MIH/GIH o simplemente GIH, comprende
aproximadamente 13 péptidos descritos de Hormonas Inhibidoras de la sintesis
de Metil Farnesoato (MOIH) y Hormonas Inhibidoras de la Génada (GIH) y de la

Muda (MIH). Estos péptidos presentan mayor variacion en longitud debido a la
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presencia de residuos adicionales en extremo amino y carboxilo, los cuales
raramente se encuentran bloqueados y de un residuo adicional de glicina
localizado entre las primeras dos cisteinas (Bdcking et al., 2002). Se ha
propuesto que el subtipo GIH evolucioné a partir de los subtipos CHH-A y CHH-
B (Chan et al., 2003).

La pleiotropia ha sido reportada en diferentes especies (Chang et al.,
1990; Chen et al., 2005; De Kleijn y Herp, 1998; Euclides, 1997; Reddy y
Reddy, 2006; Santos et al., 1997; Sedimeier, 1988; Tiu, 2007; Zarubin y Chang,
2008). Como puede observarse en la Tabla I, la actividad bioldégica de los
péptidos CHH/MIH es multifuncional.

Los péptidos tipo CHH, ademas de su papel hiperglucémico clasico,
también actian como secretagogo, inhiben la sintesis de Metil Farnesoato en el
Organo Mandibular, pueden inhibir la sintesis de ecdisteroides en el Organo-Y y
la sintesis de proteinas y vitelogénesis en el ovario. Se piensa que pueden
tener érganos blanco adicionales debido a su habilidad para elevar los niveles
de nucleétidos ciclicos en gran variedad de tejidos. De manera general, el
grupo CHH se caracteriza por la presencia de isoformas y especificidad de
especie (Bbcking et al., 2002).

En algunas ocasiones, la actividad multifuncional es debida a
isomerizaciones de tipo D- y L- (Serrano et al., 2004), como lo es el caso de las
isoformas Prc-CHH | (L-Phe13) y Prc-CHH Il (D-Phe13) de Procambarus clarkii,
entre las cuales, la Unica diferencia radica en la estereoinversion del residuo
Fenilalanina en la posicion 13: en Prc-CHH | es levégira y en Prc-CHH |l es
dextrogira. Durante los ensayos in vitro, ambas isoformas presentaron niveles
similares de actividad hiperglucémica, sin embargo, Prc-CHH Il super6 por 10
veces la capacidad de Prc-CHH | para inhibir la muda (Yasuda et al., 1994).
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Tabla Il. Actividades bioldgicas de los péptidos de la familia
CHH/MIH/GIH (Bécking et al., 2002)

Efectos Especies Tipo de péptido Referencias
1. Hiperglucémia Muchos decapodos, CHH Keller et al. (1985, revision),
Armadillidium vulgare Keller y Sedimeier (1988,
revision)
2. Movilizacién de Chasmagnathus CHH Santos et al. (1997)
lipidos granulata, Carcinus
maenas,
Orconectes limosus
3. Actividad secretagogo | Orconectes limosus CHH Sedimeier (1988)
en hepatopancreas
4. Respuesta de Orconectes limosus, CHHy MIH Sedimeier y Keller (1981)
nucledtidos ciclicos Homarus americanus, Goy et al. (1987)
(cAMP, cGMP) e IP3 en | Carcinus maenas Goy (1990)
varios tejidos Saidi et al. (1994)
Webster y Chung (1990)
5. Inhibicién de la Carcinus maenas, MIH (CHH-tipo | Webster (1998, revision)
sintesis de ecdisteroides | Cancer pagurus, con menor Sefiani et al. (1996)
en érgano-Y Orconectes limosus, actividad) Webster y Chung (1999)
Procambarus clarkii, Keller et al. (1999)
Litopenaeus vannamei
6. Inhibicién de la Libinia emarginata, MIH y CHH Liu et al. (1997)
sintesis de Metil Cancer pagurus, Webster (1998, revision)
Farnesoato en érgano Carcinus maenas, Keller et al. (1999)
mandibular (actividad Orconectes limosus
MOIH)
7. Inhibicién de la Varios decapodos y MIH, CHH De Kleijn y Van Herp (1998,
sintesis de proteinas Armadillidium vulgare revision)
(incluyendo Webster (1998, revision)
vitelogénesis) en ovario Khayat et al. (1998)
(actividad GIH/VIH) Greve et al. (1999)

La mayoria de los genes que codifican para las preprohormonas de
estos neuropéptidos consisten en un arreglo basico de tres exones y dos
intrones (Figura 11). El ex6n 1 codifica para el extremo amino del péptido
sefal. El exén 2, codifica para la mayor parte del fragmento que corresponde al
péptido senal, y en el caso de los genes tipo CHH, contiene la secuencia CPRP
(por sus siglas en ingles, CHH-Precursor Related Peptide). El exén 3, codifica
para el extremo carboxilo del péptido maduro. Recientemente, se han reportado
variantes o isoformas en las dos subfamilias, resultantes de la trascripcion por
corte y empalme alternativo (Bdcking et al., 2002; Chan et al., 2003; Lago-
2007)

postraduccionales (De Kleijn et al., 1994).

Leston et al., o por polimorfismos debidos a modificaciones
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Figura 11. Representacion esquematica del gen, transcrito y estructura de los péptidos
CHH/MIH. Los transcritos y péptidos de las subfamilias CHH (abajo) y MIH (arriba) se
derivan de genes con organizacién idéntica. PS, péptido sefal; PM, péptido maduro; CPRP,
péptido precursor relacionado a CHH (Bdcking et al., 2002)

1.7 Ablacion de los pedunculos oculares

Una de las técnicas mas utilizadas desde la década de 1970 para
promover la maduracién sexual de hembras juveniles y la produccion de larvas
para la acuicultura, ha sido la ablacién de uno o ambos pedunculos oculares. La
ablacién de pedunculos oculares, ademas de estimular la hipertrofia gonadal,
afecta el balance hormonal de numerosos procesos fisiolégicos que estan bajo
la regulacién total o parcial del complejo érgano-x glandula del seno (Figura 12).
Entre estos se incluyen la sintesis de vitelo en ovarios (Quackenbush, 2001),
transporte de glucosa, funciones respiratorias, metabolismo de carbohidratos,
muda, osmoregulacion, aclimatacién termal, ritmo cardiaco, cambio de color y

migracidn de pigmentos retinales (LaFont, 2000).
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Figura 12. Procesos fisioldégicos que se encuentran bajo el control de las hormonas
sintetizadas en los pedunculos oculares (complejo 6rgano-x glandula del seno) de los

crustaceos (LaFont, 2000).

Como consecuencia de

lo anterior, algunas de las condiciones

observadas en poblaciones en cautiverio con ablacion de pedunculos oculares

son: la disminucidon en numero de huevos por desove, disminucién en la

duracion del ciclo de muda, incremento en mortalidad, disminucién en tasas de

eclosion, disminucién en tiempos de desarrollo larvario, anormalidades fisicas

de nauplio, tallas menores en progenie y variabilidad en distribuciones de

frecuencia por tallas. Se piensa que esto puede deberse al desarrollo de

huevos anormales bajo las condiciones fisiolégicas que determinan la ablacién

de los pedunculos oculares (Bray y Lawrence, en: Marine and Shrimp Culture:

Principles and Practices, 1992).
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El desarrollo y utilizacion de las técnicas de Biologia Molecular, han dado
un fuerte impulso al estudio de las neurohormonas y su regulacion en

crustaceos.

1.8 Pichia pastoris como sistema de expresion

Pichia  pastoris se encuentra clasificada en la Familia
Saccharomycetaceae. Su genoma es aproximadamente de 1.5 x 107 pb vy
contiene solamente cuatro cromosomas (Ohi et al., 1998). Actualmente, los
avances en el conocimiento de su fisiologia (Higgins y Cregg, 2008; Tuttle y
Dunn, 1995) en combinacién con su manipulacion genética, la han convertido
en una de las herramientas mas utilizadas en biologia molecular para la
expresion de proteinas recombinantes intracelulares y extracelulares
(Cereghino y Cregg, 2000; Cregg et al., 1993; Cregg et al., 2000; Daly y Hearn,
2005; Escamilla-Trevifio, et al., 1999; Jahic et al., 2006; Romanos, 1995) con
fines terapéuticos (Vassileva et al., 2001) y de investigacién (Guerrero-Olazaran
et al., 2001; Hellwig et al., 2001; Ridder et al., 1995). Su utilizacién especifica
como sistema de expresién de proteinas recombinantes de crustaceos, se ha
llevado a cabo de manera exitosa (Gellisen et al, 2005; Sun, 1997;
Treerattrakool et al., 2003; Yodmuang et al., 2004; Zarubin y Chang, 2008).

P. pastoris es una levadura metilotrofica, es decir, que utiliza metanol
como Unica fuente de carbono para producir diéxido de carbono y energia. Para
lograr esto, se requieren de grandes cambios metabdlicos durante el cambio en
la fuente de carbdn. Estas alteraciones requieren de la sintesis de nuevas
proteinas y la rapida degradacién de aquellas enzimas que ya no son
requeridas (Tuttle y Dunn, 1995). La primer ruta metabdlica para la utilizacién
de metanol (Figura 13) requiere de la enzima alcohol oxidasa (AOX) como
catalizador de la primer reaccién, la oxidacién de metanol a formaldehido y
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peréxido de hidrégeno. Para evitar la toxicidad, el peroxido de hidrégeno es
posteriormente degradado por la enzima catalasa en el peroxisoma. Una
porcion del formaldehido generado por AOX sale del peroxisoma y es oxidado a
formato y dioxido de carbono, por dos formaldehido deshidrogenasas
citoplasmaticas (Guerrero-Olazaran et al., 2001). El proceso de oxidacion
genera una fuente de energia para la célula. La segunda enzima en la ruta de
utilizacion de metanol, es la dihidroxiacetona sintetasa (DHAS, por sus siglas en
inglés), la cual condensa el formaldehido restante. Los productos de esta
reaccion, gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona, salen del peroxisoma vy
entran a la ruta citoplasmatica para generar xilulosa-5-monofosfato vy
gliceraldehido-3-fosfato. Ambas enzimas (AOX y DHAS) estan presentes en
altos niveles en aquellas células que se encuentren creciendo en metanol, pero

no son detectables en otras fuentes de carbono como glucosa, glicerol o etanol.
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Figura 13. Ruta metabdlica para la utilizacién de metanol en levaduras metilotréficas. 1,
alcohol oxidasa; 2, catalasa; 3, dihidroxiacetona sintetasa; 4, formaldehido deshidrogenasa;
5, formato deshidrogenasa; 6, dihidroxiacetona cinasa; GSH, glutation; Xu5P, xilulosa-5-
fosfato; FBP, fructosa-1,6-bifosfato (Gellisen et al., 2005)
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La enzima alcohol oxidasa es la enzima clave para la utilizacién de
metanol. Esta enzima esta codificada por dos genes: AOX71 y AOX2. El gen
AOXT1 es el gen responsable de la mayor parte de la actividad alcohol oxidasa
en la célula (Cregg et al., 1989). Este gen puede ser regulado e inducido por
metanol, a pesar de que el gen AOX2 tiene una homologia del 97% con el gen
AOX1, el producto de AOX2 se expresa en un nivel mucho menor que AOXT.

La expresion de AOXT es regulada a nivel transcripcional (Tschopp et
al., 1987; Ellis et al., 1985) a través de mecanismos de represién/desrepresion
e induccién. El crecimiento en glucosa reprime la trascripcién, aun en presencia
de metanol. Por esta razén, se recomienda el crecimiento en glicerol para una
induccion éptima con metanol. El crecimiento en glicerol (desrepresion) no es
suficiente para generar niveles minimos de expresion del gen AOXT. La
presencia del inductor metanol (induccién), es necesaria para que la presencia
de AOX1 se encuentre en niveles de expresion detectables (Tschopp et al.,
1987).

De acuerdo a la utilizacion de metanol, existen diferentes cepas de P.
pastoris. Las cepas de tipo silvestre contienen ambos genes AOX7y AOX2, y
crecen en metanol a velocidad similar de las cepas silvestres (fenotipo Mut®, por
sus siglas en inglés, Metanol utilization plus). Sin embargo, existen otras cepas
en las cuales uno o ambos genes AOX han sido eliminados, por lo que no se
requieren grandes cantidades de metanol, que rutinariamente se utilizan en
fermentaciones a gran escala de las cepas Mut*. KM71, es una cepa en la cual
el gen AOX1 ha sido parcialmente eliminado y reemplazado por el gen ARG4
de S. cerevisiae (Cregg y Madden, 1987). Debido a esto, la cepa depende de
un metabolismo de metanol mas débil, basado en la actividad enzimatica del
producto del gen AOX2, y por lo tanto, crece lentamente en esta fuente de

carbono (fenotipo Mut®, por sus siglas en inglés, Methanol utilization slow).
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P. pastoris tiene el potencial para realizar muchas de las modificaciones
postraduccionales tipicamente asociadas a los eucariotas superiores. Estas
incluyen el procesamiento de secuencias sefal, plegamiento, formaciéon de

enlaces disulfuro y glicosilaciones tipo N y O (Higgins y Cregg, 2008).

1.9 Vector de expresion pPICZaA

Este vector de expresion fue disefiado como vector de integracién para
E. colilP. pastoris. Contiene un origen de replicacién para mantenimiento del
plasmido en E. coli y marcadores que son funcionales en ambos organismos
(Figura 14).

Epitopo Etiqueta de polihistidinas

— 1 Coddn de
e . terminacian
Ry o
&mﬂ%éxwaﬁ |

Sitio de clonacidn

Sfu |
EcoR |

Promaotor 5 AQX Terminador AQXT

Regidn de teminacion de
trascripcion de CYCH
Crigen plUC

Figura 14. Vector de expresién pPICZaA (Invitrogen Cat. no. V190-20)
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El casete de expresién esta compuesto de un fragmento de 0.9 kb a
partir del gen AOXT1. Contiene una secuencia promotor 5 y un segundo
fragmento corto derivado de AOXT7, con las secuencias requeridas para la
terminacién de la transcripcién (Koutz et al., 1989). Contiene sitios de clonacion
multiple localizados entre el promotor 5’ y las secuencias de terminacion. La
sefal de secrecion a-MF (por sus siglas en inglés, a-Mating Factor) de S.
cerevisiae se encuentra fusionada en marco de lectura rio arriba de la
secuencia que codifica para la expresion de proteinas heterélogas. Una vez que
se ha transferido el vector de expresion recombinante a las levaduras, éste se
integra al genoma de P. pastoris. Esto es posible debido a que el plasmido
posee un fragmento 5 del gen AOX7, con un sitio Unico de restriccion, en
donde el vector es digerido previamente a la transfeccion, de manera que el
extremo libre de DNA es utilizado para dirigir la recombinacién homéloga que
resulta en la integracion del cassete de expresion en el genoma de P. Pastoris,

especificamente en el locus AOX1 (Cereghino y Cregg, 2000).

Ademas de las caracteristicas anteriores, este vector de expresiéon
contiene el gen Sh ble de Streptoalloetichus himudustanus, cuyo producto le
confiere a las bacterias transformantes o levaduras transfectantes, la
resistencia a Zeocina, un antibiético de amplio espectro, tdéxico para bacterias,
hongos, levaduras, células vegetales y animales. La Tabla Il describe de

manera general cada uno de los componentes de este vector de expresion.
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Tabla lll. Componentes del vector de expresion pPICZaA
(Invitrogen Cat. no. V190-20)

5 AOX1 Fragmento de 942 pb que contiene el promotor AOX1.
Region de integracion del plasmido al locus AOX1.

a-Factor Sefal de secrecion nativa de Saccharomyces cerevisiae.
Permite la secrecién de la proteina heter6loga al medio de cultivo.

Sitio de clonacién | Permite la insercién de la secuencia que codifica para la proteina

multiple heteréloga en el vector de expresion.
AOX1(TT) Sefial de terminacién de transcripcion y poliadenilaciéon del gen AOX1.
Incrementa la estabilidad y eficiencia del procesamiento del extremo 3’
RNAmM.
Promotor TEF1 Controla la expresion del gen Sh ble, el cual confiere resistencia a

zeocina en levaduras transfectadas.

EM7 Promotor para sintesis constitutiva.
Controla la expresion del gen Sh ble, el cual confiere resistencia a
zeocina en E. colitransformadas.

Zeocina Gen Sh ble (gen de bleomicina de Streptoalloteichus hindustanus).
Confiere resistencia a zeocina.

CYC1 Extremo 3’ del gen CYC1 de Saccharomyces cerevisiae.
Incrementa la estabilidad y eficiencia del procesamiento del extremo 3’
RNAm del gen Sh ble.

ColE1 Permite la replicacién y mantenimiento del plasmido en E. coli.

Por otra parte, el desarrollo de la inmunologia en combinacién con los
adelantos tecnoldgicos, han permitido en los ultimos anos de la disposicion de
técnicas en las que se precisa la deteccién y cuantificacién de productos
mediante anticuerpos, cuyas aplicaciones son muy diversas en los campos de
la investigacién biolégica, como la deteccién de hormonas potencialmente CHH
(Chang et al., 2005a; Chang et al., 2005b; Giulianini et al., 2002; Hsu et al.,
2006; Keller et al., 1994; Shih et al., 1998; Sun, 1997), con actividad potencial
MIH (Gu et al., 2001, Gu et al., 2002; Reddy y Reddy, 2006; Sonobe et al.,
2001; Watson et al., 2001; Yao et al., 2006), su cuantificacion (Chang et al.,
1998; Chang et al.,, 1999a; Chang et al., 1999b; Chang 2005a; Chang, 2005b;
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Lorenzon et al., 2004; Nakatsuji et al., 2000), la determinacién de su actividad
biolégica por inmunosupresién (Treerattrakool, 2006) o la ubicacién fisica de los
sistemas neurosecretores de estas neurohormonas (Dircksen et al., 1988; Jaros
y Keller, 1979; Montagne et al., 2008).

.10 Anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ilg) son glicoproteinas
transmembranales de linfocitos B (Figura 15) y que también pueden producirse
en forma secretada por linfocitos B antigeno-estimulados. Su estructura
convencional consiste de dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L),
unidas por enlaces disulfuro. Ambos tipos comprenden de una regién o dominio
variable (V) en el extremo amino, que participa en el reconocimiento y unién al
antigeno y una regién o dominio constante (C) en el extremo carboxilo, que
media las funciones efectoras caracteristicas de cada clase de Ig (Abbas et al.,
2004).

Las inmunoglobulinas, pueden presentarse en distintas clases conocidas
como isotipos, dependiendo de las diferencias en la estructura de las regiones
constantes (C) de sus cadenas pesadas (H). En anticuerpos del mismo isotipo,
estas regiones presentan esencialmente la misma secuencia de aminoécidos,
en anticuerpos del distinto isotipo ocurre el caso contrario. Las cadenas
pesadas son nombradas por la letra del alfabeto griego correspondiente al
isotipo del anticuerpo (a, 8, €, y, 4). En mamiferos placentados existen cinco
isotipos conocidos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, los cuales difieren en sus
propiedades biolégicas, localizaciones funcionales y capacidad para reconocer
diferentes tipos de antigenos.
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IgG secretada

Cadena )
Pesada Sitio de unian

Cadena al antigeno

Ligera /

II\E\._ ‘_,?"l\_ b
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Fab

Bisagra

Receptor Fo/
Sitio de
union al
complement

| ___ Reqidn Fc

tola " C C _
Enlace disulfure  «ceae

Dominio Iy | )

Figura 15. Estructura de una Inmunoglobulina convencional (Abbas et al., 2004).

Las inmunoglobulinas se encuentran distribuidas en los fluidos
biol6gicos, como el suero, 0 en la superficie de linfocitos B. El antisuero, se
refiere al suero que contiene un numero detectable de moléculas de
anticuerpos que se unen a un antigeno particular. El titulo de un anticuerpo se
refiere a la ultima dilucion serial del antisuero, en la cual puede detectarse la

unién anticuerpo-antigeno.

1.9 ELISA

El ELISA (por sus siglas en ingles, Enzyme Linked Immunoabsorvent
Assay) es una de las técnicas inmunoenzimaticas que combinan la
especificidad de los anticuerpos con la sensibilidad de ensayos enzimaticos. La

técnica se basa e el uso de antigenos o anticuerpos conjugados con una



27

enzima, de forma que los complejos resultantes tengan actividad tanto
inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada v,
por tanto, serd facilmente revelada mediante la adicibn de un substrato
especifico que al actuar la enzima producira un color observable a simple vista
y cuantificable espectrofotométricamente.

Una de las variantes de esta técnica es conocida como ELISA indirecto.
A grandes rasgos, este tipo de ensayo consta primeramente de la fijacion al
soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos objeto de
estudio; la adicion del antisuero, de tal forma que sus anticuerpos reaccionen
especificamente con los antigenos fijados al soporte; la adicién de anti-
anticuerpos marcados con una enzima, como [-galactosidasa, fosfatasa
alcalina o peroxidasa; y finalmente, de la adicion del sustrato sobre el que sea
capaz de actuar la enzima en cuestién. En este sistema, pueden utilizarse
combinaciones de anticuerpos policlonal-policlonal, monoclonal-monoclonal o

policlonal-monoclonal.

Los anticuerpos policlonales son aquellos que provienen de diferentes
clonas de linfocitos, y que por lo mismo difieren en las secuencias de las
estructuras receptoras al antigeno y por lo tanto en su especificidad. Los
anticuerpos monoclonales son idénticos, porque son producidos por clones
procedentes de una sola célula madre, o clona de sistema del expresion
utilizado (p. ej. Despliegue en Fago) y poseen una especificidad inherente por
un epitopo del antigeno.
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Il. ANTECEDENTES

La presencia de MIH en los pedunculos oculares de los crustaceos es
conocida desde hace mas de 100 anos (Zeleny, 1905), sin embargo, la
Hormona Inhibidora de la Muda y sus isoformas han sido caracterizadas y

cuantificadas solamente en algunas especies.

Para L. vannamei, los niveles de glucosa, ecdisteroides y proteinas
totales han sido determinados y correlacionados con el proceso de setogénesis
(Chan et al., 1988). Asimismo, se han clonado y expresado isoformas distintas
a Liv-CHH-SG1 (Chen et al., 2007; Sefiani et al., 1996; Sun, 1994; Sun, 1995;
Sun, 1997; Wang et al., 2000).

La expresion del gen chh-sg, que codifica para la neurohormona Liv-
CHH-SG1 (anteriormente nombrada Liv-MIH-1), fue analizada (Lago-Lestén,
2001; Lago-Lestén et al.,, 2007) a partir de los pedunculos oculares de L.
vannamei en diferentes condiciones de salinidad y temperatura. A partir de este
estudio, se determindé que la temperatura ejerce un mayor efecto sobre la
expresidn de estos genes, en comparacién con el efecto de la salinidad sobre
los mismos. Se propuso que el gen previamente publicado como mih (Hormona
Inhibidora de la Muda) podria ser chh (Hormona Hiperglucémica de
Crustaceos), de acuerdo a su estructura génica y al alto grado de homologia
resultante del analisis filogenético entre Liv-CHH-SG1 y otras secuencias
depositadas en el banco de genes pertenecientes al grupo CHH. Asimismo, se
determiné que bajo ciertas condiciones de estrés, por corte y empalme
alternativo (Figura 16), se expresa la isoforma Liv-CHH-SG2 (anteriormente
denominada Liv-MIH-2). Se sugirié actividad pleiotropica para ambos péptidos.
En la actualidad, este gen se denomina chh-sg
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DNAc chh-sg1

|

Genchhsg? g EI o] EN ElN | | EIV DO

]

DNAc chh-sg2

Figura 16. Diagrama esquematico en el que se compara la estructura de la secuencia parcial
del gen chh-sg y sus dos transcritos por corte y empalme alternativo, chh-sg1 y chh-sg2 de L.
vannamei. Los cuatro exones se muestran con nimeros romanos (El — EIV). El exén e intrén |
hipotéticos, se muestran con lineas punteadas (Lago-Leston et al., 2007).

Posteriormente, se realizd la clonaciéon y expresion del gen chh-sg
(Organes-De Los Santos, 2004) para la produccién de la neurohormona
recombinante potencialmente inhibidora de la muda de L. vannamei (Liv-CHH-
SG1), utilizando como sistema de expresiéon procariota a E. coli. Sin embargo,
no se logrdé producir cantidades suficientes para llevar a cabo estudios de

actividad bioldgica.

Consecutivamente, se efectud la clonacion y expresion del gen chh-sg
de L. vannamei para la produccién de la hormona recombinante con actividad
potencial inhibidora de la muda (Liv-CHH-SG1) (Sanchez-Castrejon, 2007;
Sanchez-Castrejon, 2008), utilizando como sistema de expresidén eucariota a la
levadura Pichia pastoris, transfectada con un vector de expresion (pPICZaA)
inducible por metanol y con una senal de secrecion (a-factor). Adicionalmente,
la secuencia del inserto clonado en el vector (Figura 17) incluyé un sitio de
reconocimiento para enteroquinasa, de manera que posteriormente a la etapa
de purificacidn por afinidad a metales pudieran eliminarse las regiones
adicionales en C-Terminal, es decir, la region de poli-Histidinas (6xHis) y la



30

secuencia de reconocimiento del anticuerpo comercial anti-myc-HRP Invitrogen

(c-myc).

Cebador 5’AOX1
[ ]
851 TTGCGACTGG TTCCAATTGA CAAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTAACGA CAACTTGAGA

o1l AGATCAAAAA ACAACTAATT ATTCGAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT

965 GCTGTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCAGTCAAC ACT ACA ACA

1019 GAA GAT GAA ACG GCACAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC GGT TAC TCA GAT TTA GAA

Secuencia sefal o - Factor

1073 GGG GAT TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA

1127 TTGTTT ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT
Xho1 Sitio de corte Kex2

178 CTC GAG AAA AGA‘iTCGCTC TTC GAC CCT TCC TGC ACC GGC GTC TTC GAC CGG
S L F D P S C T G v F D R

1229 CAG CTC TTG CGG AGG CTG CGT CGA GTG TGT GAC GAC TGT TTC AAC GTA TTC
Q L L R R L R R \ C D D C F N v F

1280 AGG GAA CCC AAC GTA TCT ACT GAA TGC AGA AGT AAC TGT TAC AAC AAT GAA
R E P N v S T E C R S N C Y N N E

1331 - GTG TTC CGC CAG TGT ATG GAA TAC CTC CTC CCG CCT CAC CTT CAC GAA GAG
v F R Q C M E Y L L P P H L H E E

Sitio de reconocimiento Enteroquinasa Xba 1

{ 1]
1382 CAC AGA CTA GCT GTC CAG ATG GTC GGG AAA GAT GAC GAT GAC AAG GCT CTA
H R L A VvV Q M V G K D D D D ktaA L

Sitio de corte Enteroquinasa

Epitopo c-myc

1433 \GAACAA AAA CTCATC TCA GAA GAG GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT
E Q K L I S E E D L N S G v D H H

6x His

148 CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG GGCAC
H H H H *

1544 TTACG AGAAGACCGG TCTTGCTAGA TTCTAATCAA GAF}GATGTCA GAATGCCATTTGCJ
Cebador 3"’AO0X1

Figura 17. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos deducida de Liv-CHH-SG1ys. El
asterisco indica un codédn de terminacion (Sanchez-Castrejon, 2007)

La sintesis de la hormona recombinante Liv-CHH-SG1ys se comprobd
por Western blot y el rendimiento obtenido fue de 8.7 mg L. Se realizaron

Bioensayos in vivo para detectar actividad hiperglucémica e inhibidora de la
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muda, utilizando la hormona recombinante que incluia regiones adicionales en
C-Terminal (c-myc y 6xHis). Los resultados mostraron que la neurohormona
recombinante tiene la habilidad de elevar los niveles de glucosa en hemolinfa,
sin afectar la muda. Los resultados funcionales obtenidos coincidieron con la
similitud estructural y filogenética observada entre Liv-CHH-SG1 y el grupo
CHH. Sin embargo, no se descarté la posibilidad de interferencia de la regién C-
Terminal adicional (c-mycy 6xHis) en la actividad inhibidora de la muda.

Por otra parte, la deteccién y cuantificacion de neurohormonas en
hemolinfa, pertenecientes a la familia MIH/CHH/GIH, utilizando como técnica de
deteccidén de proteinas recombinantes el ELISA indirecto, ha sido posible en
otras especies como Eriocheir japonica sinensis (Yao et al., 2006) y Palaemon
elegans (Lorenzon et al., 2004). En este ultimo estudio, se reporté la presencia
de la hormona CHH en el orden de pmol ml”, como respuesta a diferentes
condiciones de estrés por metales pesados y polisacaridos. La neurohormona
fue detectada en hemolinfa, en un lapso de 0.5 a 3 horas posteriores a las
condiciones anteriormente mencionadas, utilizando un anticuerpo policlonal anti
6xHis-NencHHwt (N. norvegicus) y un anticuerpo biotinilado como anticuerpo

de deteccion.
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ll. JUSTIFICACION

A pesar de la importancia creciente de la camaronicultura en un contexto
mundial, el estudio especifico de la endocrinologia del camarén esta retrasado
con respecto a los avances en el estudio endocrinologico de otros crustaceos.
En el caso particular de Litopenaeus vannamei, la especie dominante en el
mercado mundial, se han clonado y secuenciado algunos neuropéptidos que
potencialmente estan relacionados con el proceso de muda y regulacién de
glucosa, sin embargo, se ha reportado muy poco acerca de como y bajo qué
condiciones estas neurohormonas e isoformas son sintetizadas y liberadas
diferencialmente a la hemolinfa a lo largo del ciclo de muda, en parte, debido a
la confusién que provoca el traslape en su actividad bioldgica y a las similitudes
estructurales de los péptidos de la familia CHH/MIH/GIH.

La importancia de este trabajo exploratorio, radica en la capacidad de
deteccién de la neurohormona nativa mediante un ELISA indirecto con
anticuerpos policlonales. Lo anterior, representa una plataforma para estudios
posteriores enfocados en establecer la variacion de los niveles de Liv-CHH-SG1
en la hemolinfa a lo largo del ciclo de muda de organismos sometidos a
diferentes condiciones nutricionales y ambientales que afectan su fisiologia. De
esta manera, se plantea la posibilidad de utilizar a Liv-CHH-SG1 como una
molécula indicadora del estado de salud de L. vannamei.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
e Producir y caracterizar anticuerpos policlonales con capacidad de
reconocimiento de la neurohormona Liv-CHH-SG1 de Litopenaeus
vannamei.

4.2 Objetivos Especificos

e Expresar la neurohormona rLiv-CHH-SG1ys a partir de la clona obtenida

en Pichia pastoris.

e Obtenery caracterizar pAb de conejo anti rLiv-CHH-SG1ys.

e Obtener muestras de hemolinfa de camarones juveniles a lo largo de su

ciclo de muda.

e Evaluar la capacidad de reconocimiento de pAb hacia la hormona nativa

en muestras de hemolinfa.



Expresion Liv-CHH-SG1,;s

Comprobacion de construccion
Crecimiento e induccion
Cinética de expresion
Escalamiento del cultivo
Concentracion

Cuantificacion

\ 4

Inmunizacion de conejo

5 pg/ul de Liv-CHH-SG1s
como antigeno recombinante
Refuerzos (3 pg/ul de Liv-CHH-
SG1us)

A 4

V. DISENO EXPERIMENTAL

34

Seleccion de

camarones
e Juveniles
e (11-129)

A 4

Obtencidn y Caracterizacion de pAb

e Exanguinacién
e Titulacién de sueros
e Precipitacion y dialisis de suero

hiperinmune

e Determinacion de isotipo
e Sensibilidad (Limite Minimo Deteccidn)
Especificidad (Reaccion Cruzada)

Aclimatacion de
organismos

e Contenedores
individuales

e 28°C, 35°

e Tasa recambio
60%

e Fotoperiodo
natural

e Alimentacion 10%
peso humedo

A 4

Toma de muestras

e 60 plde
hemolinfa

A 4

Evaluacion de la capacidad reconocimiento de los pAb
Por la neurohormona nativa en hemolinfa

Analisis de muestras en poo/
Analisis individual de muestras
Reconocimiento diferencial
Determinacion de condiciones y cantidad minima
de muestra para deteccién de neurohormona nativa
Andlisis de muestras a lo largo de un ciclo de muda

A
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VL. MATERIALES Y METODOS

V.1 EXPRESION DE LA NEUROHORMONA rLiv-CHH-SG1ys A PARTIR DE
LA CLONA OBTENIDA EN Pichia pastoris

Para la expresién de la versibn molecular con etiqueta de polihistidinas
(6xHis) de la neurohormona recombinante rLiv-CHH-SG1ys, se utilizd la cepa
KM71yistag de Pichia pastoris, misma que contiene integrada a su genoma una
secuencia que codifica para un neuropéptido maduro, cuya regién C-terminal
presenta un sitio de hidrélisis para enteroquinasa y los sitios c-myc (para
identificacion con anticuerpos anti c-myc) y 6xHis (para purificacién por una
columna de afinidad).

VI.1.1 PCR de colonia

Para comprobar la presencia de la construccion chh-sg1 en el genoma de la
cepa KM714isTag Criopreservada, esta fue resembrada en placas con medio YPD
y zeocina (100 pg/ml). Con un palillo estéril, se tomd una porcién de una colonia
y se resuspendié en 10 pl de agua destilada estéril. Se anadieron 5 ul de
solucién de 5 U pl™" de Liticasa (Sigma) y se incubd a 30 °C por 10 minutos, y
posteriormente a -80 °C por 10 minutos. Se prepararon 3 reacciones de PCR
Hot Star (Tris-HCI [20 mM] pH 8.4, KCI [50 mM], cebador 5’A0X1 [0.4 uM],
cebador 3’AOX1 [0.4 uM], MgCl, [3 mM], dNTPs [0.2 mM]), utilizando la enzima
DNA Taq polimerasa recombinante Invitrogen ([0.625 U]) y 2.5 pl del lisado
celular, en un volumen total de 25 ul cada una. Como control negativo se utilizd
la cepa silvestre KM71. Como control de PCR se incluyeron todos los
componentes de la reaccion, con excepcion del lisado celular. El termociclador
(GeneAmp PCR System 2400 PERKIN ELMER) se programé con un ciclo de 5
minutos a 95 °C y posteriormente se afadié la enzima DNA Taq polimerasa
recombinante. Se continué con una programacion de 30 ciclos para las fases de
desnaturalizaciéon (1 minuto a 95 °C), alineamiento (1 minuto a 54 °C) y
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extension (1 min a 72 °C); y 1 ciclo para extension final (7 minutos a 72 °C). Los
productos de PCR fueron analizados en electroforesis de agarosa al 1%

tTM

(Invitrogen Life Technologies Corporation, EasySelect'™ Pichia Exression Kit

Cat no. K1740-01).

VI.1.2 Crecimiento e induccion

Se utilizaron células criopreservadas a -80 °C de la cepa KM71yistag, para
inocular placas YPD (ANEXO A1) con zeocina (100 ug/ml), las cuales fueron
incubadas a 30 °C (Barnstead Lab-Line). Las colonias frescas fueron utilizadas
para inocular 3 ml de medio YPD liquido con zeocina (100 pg/ml), mismos que
se incubaron por 24 horas a 30 °C y 250 rpm. Posteriormente, se transfirié 1 ml
del cultivo anterior a 500 ml de medio BMGY (ANEXO A2), los cuales fueron
incubados bajo las mismas condiciones. La densidad Optica fue leida en
espectrofotémetro (BIORAD SmartSpec™ 3000) a 260 nm. Una vez alcanzada
una DOggo=4, se cosecho la mitad del cultivo, distribuido en volimenes de 50 ml
en 5 tubos conicos estériles. Los tubos se centrifugaron (Heraeus MULTIFUGE
1 S-R) por 10 minutos a 4 °C a 2,000 x g y se descartd el sobrenadante. Se
vertieron nuevamente 50 ml de medio en cada tubo conico, y se repitié el
procedimiento anterior. Los restos de medio de cultivo fueron eliminados
lavando el pellet con agua destilada estéril. Para inducir la expresién, el pellet
obtenido en cada tubo cénico fue resuspendido en 25 ml de medio BMMY
(ANEXO A3) con metanol al 4%, incubado a 30 °C y 250 rpm, hasta el dia de
cosecha. Para mantener la concentracidén inicial de metanol fue necesario

adicionar diariamente 1 ml de metanol a cada matraz.

VI.1.3 Cinética de expresion

Con la finalidad de determinar la produccion diaria de la neurohormona Liv-
CHH-SG1ys, se tomaron muestras de 1 ml de cada matraz con cultivo de
induccidn, previamente a la adicidon de metanol, cada 24 horas, por 8 dias. Las
alicuotas se centrifugaron (Heraeus Biofuge) a 13,000 rpm por 20 minutos, a 4
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°C. El sobrenadante se almacend a -20 °C para su analisis en electroforesis
desnaturalizante en poliacrilamida al 16% (ANEXO A10).

Previamente al inicio de la electroforesis, las muestras fueron
descongeladas y las proteinas fueron precipitadas con 150 pl de acido
tricloroacético por 12 horas a 4 °C. Posteriormente fueron centrifugadas
(Heraeus Biofuge) a 13,000 rpm, por 20 minutos a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante y se agrego 1 ml de acetona fria mezclando por inversion. Se
centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones. Se descartd el
sobrenadante, se dej6 secar el precipitado a temperatura ambiente. Finalmente
cada pellet fue resuspendido en 23 pl de amortiguador de carga A4 (ANEXO
A10).

El gel y los amortiguadores para la electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (Tricine-SDS-PAGE), fueron preparados de acuerdo a los
estandares utilizados para proteinas con pesos moleculares por debajo de los
30 kDa (Schagger, 2006). En cada pozo se cargo la mitad del volumen del
pellet resuspendido en amortiguador de carga A4, equivalente a 10 pl, mismos
que corresponden a 500 ul del sobrenadante del cultivo de induccién de los
dias 0-7. El tiempo de corrida fue de 4.5 horas a 150 V, con un amperaje
constante de 50 mA. Una vez finalizada la electroforesis, las bandas fueron
visualizadas utilizando la técnica de tincion Azul Coomassie (ANEXO A11).
Como referencia se utilizo el marcador de peso molecular MultiMark Multi-
Colored Standard (Invitrogen).

Asimismo, la porcién restante de las proteinas precipitadas con TCA y
resuspendidas en amortiguador de carga A4 para los dias de induccién 0-8, fue
analizada en Western blot (ANEXO A13) de transferencia semiseca con
amortiguador Towbin 1X (ANEXO A14), utilizando una membrana de

nitrocelulosa Trans-Blot Transfer Medium de 0.45 ym (BIO-RAD), un sistema de
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transferencia Semi-Dry Electroblotter (CLP) y el anticuerpo Anti-myc-HRP, el
cual permite la deteccion de proteinas recombinantes que contienen el epitopo
c-myc, cuya secuencia es -Glu-Gin-Lys-Leu-lle-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu-
(Invitrogen Life Technologies Cat. no. R951-25)

Para llevar a cabo el Wester blot, primero se hizo una electroforesis, en la
cual se utilizaron los 10 pl restantes de cada alicuota previamente precipitada
con &cido tricloroacético y resuspendida en amortiguador de carga A4,
equivalentes a 500 ul del sobrenadante del cultivo de induccidon muestreados en
los dias 0-8. Después de separar las muestras en un gel de poliacrilamida, las
proteinas fueron electrotransferidas desde el gel hacia una membrana de
nitrocelulosa adyacente, aplicando un campo eléctrico con un voltaje menor a
20 V y un amperaje constante de 200 mA por 1 hora. Como referencia se utilizo
el marcador de peso molecular MultiMarkR Multi-Colored Standard (Invitrogen).

Para la inmunodeteccion, inmediatamente después de finalizar la
electroforesis, la membrana fue desmontada y bloqueada por 12 horas en
agitacion moderada a 4 °C, con solucién blogueadora (ANEXO A15).
Posteriormente, se descarto la solucién anterior, y se agregaron 30 ml de
solucién de incubacion (ANEXO A16), en la cual la membrana permanecio
sumergida por 2 horas, en agitacibn moderada, a temperatura ambiente.
Seguido a esto, se reemplazo la solucién de incubacién con 30 ml de solucion
de lavado (ANEXO A17) y se mantuvo en agitacion moderada a temperatura

ambiente por 15 minutos. El procedimiento anterior se repiti tres veces mas.

Por ultimo, la deteccién colorimétrica se realizd con el equipo Opti-4CN™
Substrate Kit, de acuerdo a las instrucciones del proveedor (BIO-RAD). Durante
el dltimo lavado, se prepararon 13 ml de diluyente mezclando 1 ml de diluyente
concentrado, 9 ml agua destilada y 260 pl de sustrato. La soluciéon del ultimo

lavado fue reemplazada por la solucién anterior, en la cual se mantuvo
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completamente sumergida la membrana por 1 hora en agitacion moderada a
temperatura ambiente. Se hicieron cuatro lavados con agua destilada a
temperatura ambiente con agitacion moderada, cada uno con una duracion de
15 minutos. Finalmente se procedié a la documentacion y almacenamiento de

la membrana.

VI.1.4 Escalamiento del cultivo

Una vez establecido el tiempo del mayor rendimiento, se procedié al
crecimiento e induccién de un mayor volumen de cultivo, siguiendo los
protocolos y dia de cosecha previamente determinados. Se tomaron alicuotas
de 1 ml en el dia 0 y 1 de induccion, para su andlisis en electroforesis
desnaturalizante de poliacrilamida con tincién Azul Coomassie y Western blot.
Al llegar al dia de mayor expresién, los cultivos se centrifugaron a 2,000 x g por
10 minutos, a 4°C. El sobrenadante fue almacenado a -20 °C en alicuotas de 35

ml.

VI.1.5 Concentracion

El sobrenadante de los cultivos de induccion fue concentrado utilizando
concentradores (Orbital Biosciences) con capacidad de retencién para
proteinas mayores a 9 kDa. Previamente a su concentracion, el sobrenadante
se descongeld, se centrifugd a 4,500 rcf por 10 minutos a 4 °C y se descarto el
sedimento. Posteriormente se colocaron 5 ml de sobrenadante en el tubo
concentrador y se centrifugd a 4,500 rcf a 4 °C por 35 minutos o hasta que la
mayor parte del sobrenadante atravesara la membrana. Lo anterior se repitié
hasta terminar con el volumen total de 35 ml de sobrenadante de induccion.
Finalmente, se hicieron cinco lavados con 5 ml de PBS (ANEXO A12), se
resuspendié con una micropipeta y se centrifugd bajo las mismas condiciones.
Para recuperar el microsoluto capturado en la membrana concentradora, se
aforé a 1 ml con PBS, se resuspendié por vortex, y se retird el contenido por la
parte superior del tubo utilizando una micropipeta.
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V1.1.6 Cuantificacion por BCA (Acido Bicinconinico)

La concentracién de rLiv-CHH-SG1yis se determind utilizando el método del
acido bicinconinico, con el kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo SCIENTIFIC,
Cat no. 23225) de acuerdo a las instrucciones proporcionadas por el proveedor,
y utilizando Albumina de Suero Bovino (BSA, por sus siglas en inglés, Bovine

Serum Albumin) como estandar.

Este analisis consiste en la reduccién del i6n Cu* a Cu*' en un medio
alcalino por parte de las proteinas presentes en la muestra, y la deteccion
colorimétrica posterior del i6n cuproso por el acido bicinconinico (BCA, por sus
siglas en inglés, Bicinconinic Acid). El producto de la reaccién se visualiza de
color morado, y es el resultado de la quelacién de dos moléculas de BCA con
un ion cuproso. El complejo soluble en agua tiene una absorbancia fuerte a 562
nm, la cual se mantiene casi de manera lineal al incrementar las
concentraciones de proteina en un rango de 20-2,000 pg mi'.Para la
construccién de la curva estandar, se hicieron diluciones por duplicado que se

muestran en la Tabla IV.

Tabla IV. Diluciones para la construccion
de curva estandar

Concentracion

Dilucién PBS (ul) BSA (ul) final BSA

(Hg/ml)
A 0 300 2,000
B 125 375 1,500
C 35 325 1,000
D 175| 175deB 750
E 325| 325deC 500
F 325| 325deE 250
G 325| 325deF 125
H 400 | 100de G 25
[ 400 0 0
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Se prepararon 40 ml del reactivo de trabajo WR (por sus siglas en inglés,
Working Reagent) en proporcién 50:1 (A:B). A cada tubo de ensaye con las
diluciones A-I, se les agregaron 2 ml de reactivo WR, en donde la dilucion | fue
considerada como blanco estandar. Asimismo, se hizo una dilucién 1:20 por
duplicado de Liv-CHH-SG1ys concentrada, tomando 5 pl de la hormona
recombinante los cuales se mezclaron con 95 ul de PBS. A las diluciones
anteriores también se les agregaron 2 ml de reactivo WR y los 20 tubos se
incubaron en bafo de agua a 37 °C por 30 minutos. Después de enfriar a
temperatura ambiente, se hicieron lecturas en espectrofotdmetro a 562nm, con
un tiempo menor a 10 minutos de diferencia entre todas las lecturas. Como
blanco se utilizo PBS. De cada lectura se sustrajo el valor promedio de la
lectura a 562 nm del blanco estandar, equivalente a 0.115. Los valores de
densidad 6ptica a 562 nm obtenidos para BSA y de la dilucién de la muestra, se
graficaron en Excel (Microsoft Office) contra los valores de concentracion
conocida de BSA.

VI.1.7 Cuantificacion por RP-HPLC

En un Sistema SHIMADZU (SCL-10AVP), se analizaron 200 uyl de medio de
induccién (BMMY) concentrado (1:1; 1:3 y sin dilucion), utilizando una columna
de fase reversa TSKgel™ (Octadecyl-4PW 15 c¢cm x 4.6 mm 7y TOSOH
BIOSEP), con un flujo de 1 ml min™ y una longitud de onda de 254 nm. Las
corridas se hicieron con el siguiente gradiente: B = 0% (0 min); B = 60% (65
min); B = 100% (67 min); B = 100% (80 min); B = 0% (82 min); STOP (82.5
min). Como amortiguador A, se utilizo TFA 0.1% en agua desionizada. Como

amortiguador B, se utilizo TFA 0.1% en Acetonitrilo.

La corrida de muestra sin dilucion, fue colectada de acuerdo a los siguientes
tiempos de retencion (min): 0-12, 12-25, 25-35, 35-45, 45-55, 55-65, 65-75, 75-
85. Las fracciones se almacenaron a -20 °C, previamente a su analisis en
ELISA de deteccion.
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El ensayo inmunoenzimatico para la deteccion de la presencia de la
neurohormona Liv-CHH-SGyis recombinante en cada una de las fracciones se
hizo por triplicado, siguiendo el protocolo que se detalla en la seccién VI.2.2
(Tabla VI), utilizando como blanco y control negativo PBS (Control 1), y 5 ug/ml

de Liv-CHH-SG1s como control positivo.

Las fracciones producto del RP-HPLC con respuesta positiva en el analisis
anterior, fueron liofilizadas (LABCONCO FreeZone 2.5) al vacio, con una
presion de 0.200 mBar y una temperatura de -53 °C, por 8 h. Posteriormente el
producto liofilizado fue resuspendido en 5 ml de PBS y cuantificado en el
espectrofotometro (NanoVue GE) a 280nm.

VL2 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
POLICLONALES DE CONEJO ANTI rLiv-CHH-SG1his

VI.2.1 Inmunizacion de conejo con antigeno rLiv-CHH-SG1ys

En la primera inmunizacién, se utilizaron 5 pg del antigeno rLiv-CHH-SG1ys
resuspendido en amortiguador salino de fosfatos o PBS (ANEXO A12),
mezclado con 500 pl de PBS y 500 ul de Adyuvante Completo de Freud (DIFCO
Bacto). En los siguientes refuerzos, se disminuyé la dosis de antigeno a 3 ug,
mezclados con 500 upl de PBS y 500 ul de Adyuvante Incompleto de Freud
(DIFCO Bacto).

Las mezclas anteriores fueron emulsificadas completamente mediante
voértex por 15 minutos. Se administrd por via subcutanea en varios puntos de la
parte dorsal posterior. Los intervalos entre los primeros tres refuerzos fueron de
11 dias, como se presenta en la Tabla V.
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Tabla V. Esquema de inmunizacién con el antigeno rLiv-CHH-SG1ys

Dia Actividad
1 *Sangrado/inmunizacioén 5 ug Liv-CHH-SG1Hjg + 500 ul PBS + 500 ul ACF

11 *Sangrado/primer refuerzo 3 ug Liv-CHH-SG1Hjs + 500 pl PBS + 500 ul AIF
22 *Sangrado/segundo refuerzo 3 ug Liv-CHH-SG1Hjg + 500 ul PBS + 500 ul AIF
33 *Sangrado/tercer refuerzo 3 ug Liv-CHH-SG1Hjg + 500 ul PBS + 500 ul AIF
50 *Sangrado/cuarto refuerzo 3 ug Liv-CHH-SG1Hjs + 500 ul PBS + 500 ul AIF
67 *Sangrado/quinto refuerzo 3 ug Liv-CHH-SG1Hjg + 500 ul PBS + 500 ul AIF
91 *Sangrado/sexto refuerzo 3 ug Liv-CHH-SG1Hjs + 500 ul PBS + 500 ul AIF
98 **Sangrado hiperinmune

*500 ul extraidos de la vena marginal de la oreja; **puncion cardiaca; PBS = amortiguador salino de
fosfatos; ACF = Adyuvante Completo de Freud; AIF = Adyuvante Incompleto de Freud

VI1.2.2 Obtencidén de sueros pre-inmunes e inmunes de conejo

Antes de iniciar la primera inmunizacion y los siguientes refuerzos, se
extrajeron 500 uyl de sangre a partir de la vena central de la oreja, para
comprobar la ausencia de reactividad al antigeno en el suero pre-inmune y el
cambio en los titulos de los sueros inmunes tomados en intervalos de 11 dias.
La sangre se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a
13,000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril y se
almaceno a -20 °C.

Los antisueros obtenidos hasta el dia 40 fueron analizados por triplicado
para evaluar la capacidad inmunogénica del antigeno rLiv-CHH-SG1ys,
mediante un ensayo inmunoenzimatico (ELISA), utilizando una placa de 96
pozos, siguiendo el protocolo que se detalla en la seccion VI.2.2 (Tabla VI),
utilizando como blanco y control negativo PBS (Control 1), y 5 pyg/ml de Liv-
CHH-SG1ys como control positivo. Los pozos se incubaron con 50 ul de la
dilucién anterior del antigeno recombinante (rLiv-CHH-SG1ys) por 12 horas a 4
°C. Posteriormente, cada pozo se bloqued con 150 ul de BSA 3% (Alblimina de
Suero Bovino) a 37 °C por una hora. Se descarté la solucién bloqueadora y se
hicieron tres lavados con 150 pl de Amortiguador de Fosfatos, Tween-20 5% o
PBST (ANEXO A15). Posteriormente se incubaron por triplicado 50 ul de los
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sueros con diluciones 1:50, 1:100, 1:1,000, 1:10,000 y 1:20,000 a 37 °C por una
hora. Se descartaron las diluciones de los sueros y se hicieron tres lavados con
150 uyl de PBST. Se agregaron 50 ul de anticuerpo policlonal de cabra anti-
conejo conjugado con peroxidasa HRP (por sus siglas en inglés, Horseradish
Peroxidase) (Sigma) en una diluciéon 1:3,000 y se incubd a 37 °C por una hora.
Se hicieron tres lavados con 150 pl de PBST. Se agregaron 50 pl a cada pozo
de sustrato para peroxidasa (ANEXO A19) y se incub6 a temperatura ambiente
por 30 minutos. La placa se leyé en un espectrofotémetro (Labsystems Uniskan
[l) a 405 nm.

Tabla VI. Controles utilizados en el ensayo inmunoenzimatico.

. Procedimiento
BCO CTRL1 CTRL5 CTRL 8 Control Positivo ordinario
PBS PBS SSA SAS Liv-CHH-SG1nis | Antigeno
(5 yg/ml) PBS
BSA 3% BSA 3% BSA 3% BSA 3% BSA 3% Blogueo con BSA 3%
PBST PBST PBST PBST PBST Lavados con PBST
PBS Antisuero Antisuero Antisuero Antisuero Diluciones de antisuero
(1:100) (1:100) (1:100) (1:100) en PBS

PBST PBST PBST PBST PBST Lavados con PBST
PBS a-conejo a-conejo a-conejo a-conejo a-conejo
PBST PBST PBST PBST PBST Lavados con PBST
Sustrato Sustrato Sustrato Sustrato Sustrato Sustrato HRP
BCO, Blanco; CTRL1, Control 1; CTRL 5, Control 5; CTRL 8, Control 8; PBS, Amortiguador de Fosfatos

BSA, Albumina de Suero Bovino; SSA, Solucién Salina Anticoagulante (Vargas-Albores, 1993); SAS,
Sulfato de Amonio Saturado; PBST, Amortiguador de Fosfatos Tween-20 5%; a-conejo, anticuerpo

policlonal de cabra anticonejo; Sustrato HRP, sustrato para enzima peroxidasa.

Los valores de absorbancia obtenidos se graficaron contra las diluciones

utilizadas y el tiempo de toma de muestras.

VI.2.3 Exanguinacion

A los 98 dias de la primera inmunizacién y aplicacion de refuerzos, se llevé

a cabo la exanguinacion del conejo. El manejo del animal se llevé a cabo de
acuerdo a lo establecido en la NOM-062-Z00-1999. Como sedante y relajante
muscular se aplicaron 6 mg de Xilazina IM. Después de 8 minutos se
administraron 65 mg de Pentobarbital monosdodico IV como anestésico general.
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Una vez que se verificd la ausencia de reflejos, se procedié a rasurar el cuello
del animal. Se expuso la vena yugular y se inserto un catéter para iniciar con la
captura de sangre en un recipiente estéril. Cuando la expulsion de sangre ceso,
se administraron 189 mg de Pentobarbital monosodico IV como eutanasico.

Para facilitar la formacién del coagulo, la sangre se mantuvo a 37 °C por 2 h
y posteriormente a 4 °C por 12 h. Para la obtencion del suero, la sangre se
centrifugd a 3,000 rpm por 20 minutos a 4 °C. El antisuero se almacené a -20
(0]
C.

La disposicién del cuerpo del conejo y demas desechos biolégicos se realizé
de acuerdo a las disposiciones establecidas en la NOM-087-ECOL-1995.

VI.2.4 Titulacion del suero hiperinmune

En este ensayo se probd por triplicado, la reactividad de las diluciones 1:50,
1:100, 1:500, 1:1,000 y 1:5,000 del antisuero hiperinmune en BSA 1% contra la
neurohormona recombinante Liv-CHH-SG1ys, siguiendo el protocolo que se
detalla en la seccion VI..2.2 (Tabla VI), utilizando como blanco y control
negativo PBS (Control 1), y 5 pg/ml de Liv-CHH-SG1hs como antigeno

recombinante para cada una de las diluciones de antisuero.

VI.2.5 Precipitacion y dialisis del suero hiperinmune

Se tomo un volumen de antisuero hiperinmune obtenido en la seccién VI1.2.3
y se centrifugd a 12,000 x g por 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se traspasé
a un tubo estéril y se agrego gota a gota, medio volumen de Sulfato de Amonio
Saturado (ANEXO A18), manteniendo en agitacion a 4 °C por 12 horas. Se
centrifugd a 12,000 x g por 20 minutos a 4 °C. Se descartd el sobrenadante y se
agreg6 medio volumen de Sulfato de Amonio Saturado al 33%. Se
completamente resuspendié completamente por vortex, y se centrifugd bajo las
mismas condiciones. Por ultimo, el pellet fue resuspendido en PBS (10-15% del
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volumen de antisuero) (Cooper, 1977, en: Short Protocols in Molecular Biology)
y se coloco dentro de una bolsa de didlisis de 2 kDa (Spectra/Por” Dialysis
MWCOQO: 2,000), la cual se mantuvo sumergida en 1 L de PBS a 4°C y en
agitacion. Se hicieron 3 recambios de solucion de PBS cada 2 horas y un altimo
recambio a las 12 horas. El contenido de la bolsa se transfirié a un tubo estéril y
se mantuvo a -20 °C (Page y Thorpe, en: The Protein Protocols Handbook)

hasta su analisis en electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (10%).

VI.2.6 Determinacion del Limite Minimo de Deteccion

Se proboé la reactividad de las IgG obtenidas en la seccién VI.2.5, en una
dilucién 1:100 en BSA 1%, contra 11 diluciones seriales en PBS de la
neurohormona recombinante Liv-CHH-SG1ys, en un rango de 250 a 0.244 ng
de antigeno recombinante. Cada dilucion de antigeno se ensay6 por triplicado,
siguiendo el protocolo que se detalla en la seccién VI.2.2 (Tabla VI), utilizando
como blanco y control negativo PBS (Control 1).

V1.2.7 Analisis de reaccion cruzada

Para evaluar la capacidad de reconocimiento del anticuerpo hacia otras
proteinas que también presentan la secuencia cmyc y 6xHis en C-Terminal, se
analizé por triplicado un ELISA de deteccién, utilizando 5 pyg/ml PBS de la
proteina TNF-43 (donada por el Dr. Alexei Licea, del Lab. de Toxicologia
Molecular del CICESE), siguiendo el protocolo que se detalla en la seccién
VI.2.2 (Tabla VI), utilizando como blanco y control negativo PBS (Control 1),y 5
pug/ml de Liv-CHH-SG1ys como control positivo.
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VI3 OBTENCION DE MUESTRAS DE HEMOLINFA DE CAMARONES
JUVENILES A LO LARGO DE SU CICLO DE MUDA

VI1.3.1 Mantenimiento de organismos bajo condiciones controladas

Se seleccionaron 25 individuos juveniles, con un rango de peso de 11-12 gy
se mantuvieron en contenedores individuales, marcados con un numero
identificador, sumergidos en un estanque con 700 L de agua de mar natural,
con una tasa de recambio diaria de 60%, temperatura éptima de 28 °C (Valdez,
2002), salinidad 35 %, fotoperiodo natural, y alimentacién con Purina™
equivalente al 10% de su peso humedo administrado en dos raciones diarias.
Las exubias, alimento no ingerido y heces fueron retirados diariamente con un

sifén.

VI1.3.2 Toma y manejo de muestras de hemolinfa

La toma de muestras de hemolinfa se realizO6 como un seguimiento
individualizado del ciclo de muda de cada organismo, iniciando en cada caso, el
primer dia de muda (estadio E), y cerrando el ciclo de muestras para el
organismo en cuestion, con la toma de una ultima muestra el primer dia del

siguiente ciclo de muda.

Este procedimiento consistié en tomar diariamente a la misma hora, 60 pl de
hemolinfa con una jeringa marca BD Ultra-Fine™, previamente cargada con 120
ul de solucion salina anticoagulante a 14 °C (Vargas-Albores et al. 1993). Las
muestras fueron mantenidas en hielo y posteriormente centrifugadas
(Eppendorf Centrifuge 5415 C) por 5 minutos a 12,000 rpm y temperatura
ambiente. El sobrenadante se almacené a -20 °C.
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VI.4 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTO DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES HACIA LA HORMONA NATIVA EN
MUESTRAS DE HEMOLINFA

V1.4.1 Andlisis preliminar de muestras en pool

Se combinaron tres muestras de hemolinfa de un mismo organismo,
tomadas en dias consecutivos. El volumen total (510 pl) fue precipitado con
Sulfato de Amonio Saturado, resuspendido en PBS y dializado como se detalla
en la seccion VI.2.5. El producto final se analizé por triplicado con ELISA de
deteccion, siguiendo el protocolo que se detalla en la seccién VI.2.2 (Tabla VI),
utilizando tres controles negativos: Amortiguador Salino de Fosfatos o PBS
(control 1), Solucién Salina Anticoagulante o SSA (control 5) y Sulfato de
Amonio Saturado o SAS (control 8). Como blanco, se utilizo PBS y como control
positivo, 5 ug/ml de Liv-CHH-SG1ys en PBS.

V1.4.2 Analisis preliminar de muestras en forma individualizada

Se analizaron por triplicado seis muestras de un mismo organismo, tomadas
en dos series de dias consecutivos. Estas comprendieron los dias 7, 6 y 5
anteriores a la muda, asi como el dia de la muda y un dia anterior y posterior a
esta. El protocolo utilizado fue el mismo que el detallado en la seccién VI.2.2
(Tabla VI). Como controles negativos se utilizaron PBS (control 1) y SSA
(control 5). Como control positivo se utilizaron 5 pg/ml PBS de la neurohormona

Liv-CHH-SG1ys recombinante, y como blanco se utilizo PBS.

V1.4.3 Reconocimiento diferencial del antigeno recombinante

Se evaluo la capacidad de reconocimiento de las IgG (1:100, BSA 1%) hacia
la neurohormona Liv-CHH-SG1ys recombinante resuspendida en PBS (NaCl
137 mM, KCI 2.7 mM, NaH2PO4 10 mM, KH,PO4 1.8 mM, pH 7.4) y SSA (NaCl
450 mM, KCI 10 Mm, EDTA-Na2 10 mM, HEPES 10 mM, pH 7.3, 850
mOsm/Kg) mediante un ELISA de deteccién. El ensayo se hizo por triplicado,

utilizando una concentracién de 5 pg/ml de antigeno recombinante disuelto en
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las soluciones anteriores. El protocolo utilizado fue el mismo que el detallado en
la seccién VI.2.2 (Tabla VI). Como controles negativos se utilizaron PBS
(control 1) y SSA (control 5). Como control positivo se utilizaron 5 ug/ml PBS de
la neurohormona Liv-CHH-SG1ys recombinante, y como blanco se utilizo PBS.

V1.4.4 Determinacion de condiciones optimas para el reconocimiento

de la neurohormona recombinante en SSA

Se evalud por triplicado, la capacidad de reconocimiento de dos diluciones
de IgG (1:100 y 1:500; BSA 1%) hacia el antigeno recombinante (5 ug/ml SSA)
en tres concentraciones de BSA (1%, 2.5% y 5%) mediante un ELISA de
deteccion. El protocolo utilizado fue el mismo que el detallado en la seccién
V1.2.2 (Tabla VI). Como controles negativos se utilizaron PBS (control 1) y SSA
(control 5). Como control positivo se utilizaron 5 ug/ml PBS de la neurohormona
Liv-CHH-SG1ys recombinante, y como blanco se utilizo PBS.

VI1.4.5 Analisis de muestras bajo condiciones predeterminadas

Una vez establecidas las condiciones éptimas para el reconocimiento de la
neurohormona recombinante en SSA, se iniciaron los ensayos para el
reconocimiento de la neurohormona nativa en muestras de hemolinfa

mezcladas con SSA.

El primer ensayo consistié en el analisis por duplicado de 13 muestras de
hemolinfa de dias consecutivos, utilizando un volumen de 50 pl por muestra.
Estas comprendieron 6 dias previos y posteriores a la muda, y el dia de ecdisis.
El protocolo utilizado fue el mismo que el detallado en la seccién VI.2.2 (Tabla
VI). Como controles negativos se utilizaron PBS (control 1) y SSA (control 5).
Como control positivo se utilizaron 5 yg/ml SSA de la neurohormona Liv-CHH-
SG1uis recombinante en BSA al 1%, y como blanco se utilizo PBS.
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A continuacion, se analizaron las muestras de hemolinfa correspondientes a
un ciclo de muda, con duraciéon promedio de 10 dias, y utilizando el mismo
volumen de muestra. El protocolo utilizado fue el mismo que el detallado en la
seccién VI.2.2 (Tabla VI). Como controles negativos se utilizaron PBS (control
1) y SSA (control 5). Como control positivo se utilizaron 5 pg/ml SSA de la
neurohormona Liv-CHH-SG1ys recombinante en BSA al 1%, y como blanco se
utilizo PBS.

Con el objetivo de establecer la cantidad minima de muestra en la cual la
neurohormona nativa puede ser detectada de forma reproducible en muestras
de hemolinfa mezcladas con SSA, se realizd6 otro ensayo en el cual se
analizaron por triplicado 40 pl de nueve muestras de un mismo organismo, en
dos series de dias consecutivos (2 al 7y 8 al 11) de un ciclo de muda promedio
de 12 dias. El protocolo utilizado fue el mismo que el detallado en la seccion
VI.2.2 (Tabla VI). Como controles negativos se utilizaron PBS (control 1) y SSA
(control 5). Como control positivo se utilizaron 5 pg/ml SSA de la neurohormona

Liv-CHH-SG1ys recombinante en BSA al 1%, y como blanco se utilizo PBS.

Subsecuentemente, se analizaron sin duplicado 100 uyl de nueve muestras
de un mismo organismo, correspondientes a siete dias previos a la muda, el dia
de ecdisis y un dia posterior a la muda. El protocolo utilizado fue el mismo que
el detallado en la seccién VI.2.2 (Tabla VI). Como controles negativos se
utilizaron PBS (control 1) y SSA (control 5). Como control positivo se utilizaron 5
pug/ml SSA de la neurohormona Liv-CHH-SG1ys recombinante en BSA al 1%, y

como blanco se utilizo PBS.



51

VI.4.6 Analisis de muestras pertenecientes a un ciclo de muda bajo
condiciones predeterminadas

De acuerdo a los resultados obtenidos en la seccidén VI.4.5, se analizaron
sin duplicado, 100 ul de muestras de hemolinfa de un mismo organismo,
correspondientes a un ciclo de muda completo con duraciéon de 12 dias. El
protocolo utilizado fue el mismo que el detallado en la seccién VI.2.2 (Tabla VI).
Como controles negativos se utilizaron PBS (control 1) y SSA (control 5). Como
control positivo se utilizaron 5 pg/ml SSA de la neurohormona Liv-CHH-SG1ys
recombinante en BSA al 1%, y como blanco se utilizo PBS.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 EXPRESION DE LA NEUROHORMONA rLiv-CHH-SG1ys A PARTIR DE
LA CLONA OBTENIDA EN Pichia pastoris

VIl.1.1 PCR de colonia

Para corroborar la construccién de Liv-CHH-SG1ys, se realizé un PCR de
colonia de la cepa KM71nisTag. En la Figura 18, se muestra el andlisis en
agarosa al 1% del producto de PCR de colonia. La banda que se observa en el
carril 4, corresponde al fragmento esperado (747 pb). De esta manera, se
confirm6 la presencia del gen de interés en el genoma de la cepa
criopreservada, por lo que se llevd a cabo su crecimiento para determinar el dia

de mayor produccion.

MPM  CP (-) (+)

2036 Kb —»

1636 Kb —»

1,018 Kb —»

<= 747 pb

Figura 18. PCR de colonia de cepa criopreservada KM71 MIHys. MPM, marcador de peso
molecular 1 Kb (Invitrogen); CP, Control de PCR; (-), control negativo cepa KM71 silvestre;
(+) cepa KM71 HisTag-
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VII.1.2 Cinética de expresion

De acuerdo a los resultados obtenidos a partir de la electroforesis
desnaturalizante en poliacrilamida al 12% (tincion Azul Coomassie), el
neuropéptido rLiv-CHH-SG1ys, con un peso esperado de 12.1 kDa, se expresé
mayoritariamente en el dia 1 (Figura 19).

MPM DO D1 D2 D3 D4 D5 D& D7

105 kDa

17 kDa
13 kDa

7kDa

4kDa

Figura 19. Anadlisis de la sintesis y secrecién de Liv-CHH-SG1y, en electroforesis
desnaturalizante en poliacrilamida al 16% (tincién Azul Coomassie). La flecha indica la
banda correspondiente al péptido bajo estudio. MPM, marcador de peso molecular
MultiMarkR Multi-Colored Standard (Invitrogen); carriles DO-D7, 500 pL de sobrenadante de
cultivo correspondientes a los dias 0-7 de induccidn, respectivamente.

Asimismo, el resultado anterior se confirmé mediante inmunodeteccién por
Western Blot (Figura 20). La flecha indica la banda correspondiente al péptido
reconocido por el anticuerpo. Por encima de la banda principal se distinguieron
dos bandas de menor intensidad, también inmunodetectadas. La presencia de
estas bandas de mayor tamafo fue observada en un estudio previo (Sanchez-
Castrejon et al., 2008), y su secuenciacién revel6 que corresponden a la
porcion NH, terminal de Liv-CHH-SG1, por lo que se sugiere que se trata

probablemente de formas que no fueron desnaturalizadas completamente.
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MPM DO D1 D2 D3 D4 D5 Do DY D8

105 kDa

17 kDa
13 kDa

7kDa

4kDa

Figura 20. Andlisis de la sintesis y secrecion de Liv-CHH-SG1y;, mediante Western blot.
MPM, marcador de peso molecular MultiMark™ Multi-Colored Standard (Invitrogen); carriles
DO-D8, 500 pl de sobrenadante de cultivo correspondientes a los dias 0-8 de induccién,
respectivamente.

VIl.1.3 Escalamiento del cultivo

Una vez determinado el tiempo del mayor rendimiento, Liv-CHH-SG1yis se
expresé por un proceso de fermentacion de 24 horas a partir de su induccion
con metanol al 4%, en un volumen mayor de cultivo. De esta manera se
obtuvieron 200 ml de sobrenadante de cultivo de induccién (BMMY), a partir de
la duplicacién del volumen de cultivo de crecimiento (BMGY) utilizado
inicialmente.

La presencia del péptido de interés en el sobrenadante de cosecha en el dia
uno de induccidn, fue analizada por duplicado en electroforesis desnaturalizante
de poliacrilamida al 16% (Figura 21) y confirmada por Western blot (Figura 22).
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MFM ADOD  AD1  BD1 BDO

105 kDa

13 kDa

7 kDa
4 kDa

Figura 21. Andlisis de la cosecha de Liv-CHH-SG1y;s en electroforesis desnaturalizante en
poliacrilamida al 16% (tincion Azul Coomassie). MPM, marcador de peso molecular
MultiMarkR Multi-Colored Standard (Invitrogen); ADO, Cultivo A dia 0 de induccion; AD1,
Cultivo A dia 1 de induccién; BD1, Cultivo B dia 1 de induccién; BDO, Cultivo B dia 0 de
induccion.

MPM AD0O AD1 BD1 BDO
105 kDa T

-

13 kDa ‘ \l /

——

7kDa & @
4 kDa

Figura 22. Analisis de la cosecha de Liv-CHH-SG1,;; mediante Western blot. MPM,
marcador de peso molecular MultiMark™ Multi-Colored Standard (Invitrogen); ADO, Cultivo A
dia 0 de induccién; AD1, Cultivo A dia 1 de induccién; BD1, Cultivo B dia 1 de induccién;
BDO, Cultivo B dia 0 de induccién.

VII.1.4 Cuantificacién por BCA (Acido Bicinconinico)
Las proteinas presentes en el sobrenadante del cultivo de induccién, fueron
concentradas utilizando una membrana con capacidad de retencion para

proteinas con peso molecular mayor a los 9 kDa. El concentrado fue
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cuantificado por BCA. De acuerdo a la ecuaciéon de la recta Y=0.0016x + 0.6515
(Figura 23), a la cual se ajustaron las lecturas de absorbancia a 562 nm (Tabla
VIl) en un 87%, se determind la presencia de 80.89 mg/L de proteinas totales

en el concentrado.

Tabla VII. Lecturas de absorbancia a 562nm

Concentracion Lectura1 | Lectura?2
(mg/ml)

BSA 25 0.303 0.309
125 0.698 0.780
250 0.911 0.969
500 1.645 1.738
750 2.136 2.437
1,000 2.659 2.659
1,500 3.136 3.136
2,000 3.136 3.136
Muestra (1:20) Desconocida 0.878 0.876

Por otra parte, para eliminar algunos patégenos, el producto concentrado
fue filtrado utilizando un poro de 0.2 um y se almacené a -20 °C en alicuotas de
200 pl.

y = 0.0016x + 0.6515

R? = 0.8742
N +« BSA
n
8 Linear (BSA)

0 500 1000 1500 2000 2500
[BSA] ug/mi

Figura 23. Modelo de regresién lineal, a partir de los valores obtenidos de absorbancia y
concentracién conocida de BSA. Eje Y, valores de densidad optica leidos a una longitud de
onda de 562 nanometros; eje X, concentracion de BSA en microgramos por mililitro; puntos,
lecturas de densidad éptica de BSA a 562 nanometros; linea, representa el ajuste de las
lecturas a un modelo lineal.
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La Figura 24 muestra el analisis en electroforesis de poliacrilamida al 16%
del producto concentrado vy filtrado, en la cual se observé la presencia de
proteinas adicionales por debajo del peso molecular de la proteina de interés.
Para corregir esta situacion fue necesaria una recuantificacion mediante RP-
HPLC.

MPM CIAD DIAL O3NC

105 kDa ——

Figura 24. Analisis del concentrado en poliacrilamida al 16% (tincién Azul Coomassie). Las
flechas indican la banda correspondiente a Liv-CHH-SG1ys. MPM, marcador de peso
molecular MultiMark™ Multi-Colored Standard (Invitrogen); DO, 500 pl de sobrenadante del
dia 0 de expresion; D1, 500 pl de sobrenadante del dia 1 de expresion; CONC, 15 ul de
concentrado equivalente a 525 pl de sobrenadante de cultivo de expresion al dia 1.
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VII.1.5 Cuantificacion por RP-HPLC
La Figura 25, muestra los perfiles obtenidos a partir del analisis del
sobrenadante de induccion.

4., Dhaneal 4
1000 M 1..&51
M
Dilucion 0 i
TR 50.67, 50.67% I
Dilucién 1:3 i
TR 50.26, 56.84%
500 Dilucién 1:1 Vv
TR 50.24, 73.60%
o
|
t
S
0
[ R - -
0 25 50 75

Tiempos de retencién en minutos (RT)

Figura 25. Perfiles obtenidos a partir de diferentes diluciones de medio de induccion
analizadas por RP-HPLC. TR, tiempos de retencién en minutos; %, porcentajes en
proporcién al volumen total de muestra analizada.

Las fracciones correspondientes a los tiempos de retencion 45-55 y 55-65,
de la corrida de sobrenadante de induccion sin dilucién, presentaron un
resultado positivo en el ELISA de deteccion (Figura 26). Por esta razon, se
incorporaron en un solo volumen y fueron liofilizadas y resuspendidas en 5 ml
de PBS.
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Analisis de las fracciones de RP-HPLC (ELISA)
(1:100 de reaccion original)

0.024

0.025

0.02
E 0015 0.012
8 o0.01 0.005
o .
S 0.005 0.003 0.003

: ] 0.000

0 T T T T T - T T T - T 1

PBS (+) 0-12 1225 25-35 3545 4555 55-65 65-75 75-85

Tiempos de retencion (min)

Figura 26. Analisis inmunoenzimatico de las fracciones de RP-HPLC mediante ELISA. PBS,
blanco; (+), control positivo. En la reaccién del ensayo sin dilucién, el valor del control
positivo fue de 2.514.

La cuantificacion a 280nm del liofilizado resuspendido (NanoVue) fue de
71.43 mg L, lo cual representa el 50.5 % de las proteinas totales en el medio
de induccién concentrado con la membrana de 9 kDa.

VI.2 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS
POLICLONALES DE CONEJO ANTI rLiv-CHH-SG14s

VII.2.1 Analisis inmunoenzimatico de sueros pre-inmune e inmunes

La proteina recombinante fue utilizada para inmunizar al conejo de acuerdo
al protocolo mencionado en la Tabla V de la seccion VI.2.1. Los antisueros
obtenidos se analizaron para evaluar la capacidad inmunogénica del antigeno
recombinante. Los resultados obtenidos (Figura 27), indican que para el suero
preinmune (dia 0), el conejo presenté una respuesta inmunolédgica al antigeno
practicamente nula, y que de acuerdo al transcurso del tiempo, tuvo lugar un
incremento gradual en el valor de los titulos de los anticuerpos generados

contra el antigeno recombinante.



60

Incremento en valores de titulos con respecto al tiempo (1:100)

0.61 -
£ 0.32
0.41 1 .
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Figura 27. Incremento en valores de los titulos a lo largo del tiempo. BCO, Blanco; CTRLA1,
control 1.

VII.2.2 Titulacion de suero hiperinmune
De acuerdo a la linealidad que se observa en la grafica que se presenta en

la Figura 28, el valor de titulacién del antisuero hiperinmune obtenido a partir de
la exanguinacion del conejo fue de 1:500.

Valores de titulacion del suero hiperinmune

0.838
0.738 - 0.682
0.638 -
0.538 - 0.451
0.438 -
0.338 -
0.238 1 0.173 0.151

0.138 | 0.101
0,035 | B I - 0.038

o
o
Y]
—

405nm

1:50
1:100
1:1,000
1:5,000
BCO
CTRLI

Figura 28. Valores de titulacién del antisuero hiperinmune. BCO, blanco; CTRL1, control 1.
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VII.2.3 Precipitacion y dialisis del suero hiperinmune

Con el propésito de verificar el isotipo de las inmunoglobulinas, precipitadas
con Sulfato de Amonio Saturado y dializadas contra PBS, obtenidas a partir del
antisuero hiperinmune, se analizaron 5 yl en electroforesis desnaturalizante de
poliacrilamida (10%) (Figura 29). Como referencia se utilizo el marcador de
peso molecular MultiMarkR Multi-Colored Standard (Invitrogen).

De acuerdo a la presencia de las bandas con pesos moleculares de 25 y 50
kDa (Figura 29), se verificd el isotipo y (gamma) de las Inmunoglobulinas
obtenidas. Por otra parte, la intensidad de las bandas anteriormente
mencionadas, en relacion con el resto de los componentes separados durante

la electroforesis, revelan la pureza relativa de los anticuerpos precipitados y

dializados.
MP M pAb
208kDa —*
105kDa —*
S3kDa —»
<«— 50 kDa
3kDa —»
+— 25kDa

23kDa —»

4kDa —»

Figura 29. Visualizacion de la electroforesis de poliacrilamida (Tricine-SDS-PAGE) al
10% (Tincién Azul Coomassie), de Inmunoglobulinas precipitadas y dializadas. Las flechas
indican una banda de 50 kDa que corresponde a las cadenas pesadas y una banda de 25
kDa que corresponde a las cadenas ligeras. MPM, MultiMarkR Multi-Colored Standard
(Invitrogen); pAb, anticuerpos policlonales precipitados con Sulfato de Amonio Saturado y
dializados contra PBS.
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VIl.2.4 Determinacion del Limite Minimo de Deteccion

Para probar la reactividad de las IgGs obtenidas, se realiz6 un ensayo
ELISA con diluciones seriales de Liv-CHH-SG1ys. En la Figura 30, se
presentan las densidades Opticas de las diferentes diluciones de antigeno
recombinante, reconocidas por el pool de IgG (1:100; BSA 1%) y leidas a 405

nm.
Determinacion del Limite Minimo de Deteccion de
Liv-CHH-SG1HIS por pAb (1:100; BSA 1%)
3.65
Q o o
315 & 2 8 B
a o
2.65 -
E
S 2.15
o
<
1.65 -
N~
1.15 1 SO 3
I © ©
0.65 —°2 —°
250 125 625 31.25 15.625 7.81 3.9 195 0.976 0488 0.244 BCO CTRL1
Concentracion de Liv-CHH-SG1HIS (ng)

Figura 30. Limite minimo de deteccion de antigeno recombinante. BCO, blanco; CTRLA1,
control 1.

De acuerdo al analisis de regresion lineal de las lecturas anteriores (Figura
31), los datos se ajustaron en un 96% a la ecuacién de la recta y=0.2521x +
0.3411. La concentracion menor de antigeno detectado por el anticuerpo
policlonal que present6 diferencia significativa (P=0.03*) con el control 5 (Tabla
V1), en el cual la presencia del antigeno se encuentra sustituida por Solucion
Salina Anticoagulante, fue de 0.976 ng, equivalente a 1.62 pmol ml™.
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Reconocimiento de diferentes concentraciones Liv-CHH-SG1HIS
con pAb 1:100 (BSA 1%)
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Figura 31. Analisis de regresion lineal de las lecturas obtenidas en el ensayo para la
determinacion del limite minimo de deteccién de antigeno recombinante.

La sensibilidad lograda con este ensayo fue relativamente buena,

comparada con otros trabajos en los cuales se ha logrado la deteccién y
cuantificacion de neurohormonas de crustaceos utilizando anticuerpos
policlonales y la misma variante de ELISA. Tal es el caso de una isoforma
hiperglucémica de Palaemon elegans (Lorenzon et al., 2004), la cual fue
detectada en hemolinfa en el orden de pmol ml™', mediante un ELISA indirecto,
después de someter a un grupo de organismos a estrés por metales pesados y
lipopolisacaridos. Por otra parte los anticuerpos policlonales obtenidos en
conejos por Sanchez-Castrejon et al. (2008), a partir de porciones del péptido
sintético Liv-CHH-SG1 de L. vannamei, tuvieron un limite minimo de deteccion
de 6.3 ng de Liv-CHH-SG1ys. Sin embargo, la detecciéon de la neurohormona

nativa en hemolinfa no fue posible.
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VIl.2.5 Analisis de reaccion cruzada

Las proteinas recombinantes Liv-CHH-SG1ns y TNF-43 contienen las
regiones cmyc (para reconocimiento con anticuerpos) y 6xHis (para purificacién
por afinidad a metales) en su porcion C-Terminal. La similitud entre las
secuencias de ambas proteinas recombinantes fue analizada mediante el
software ClustalW (v1.4) multiple sequence alignment. Ambas proteinas
presentaron 11% de identidad/similitud. Los aminoacidos compartidos fueron
G9 Y11 R17 Y33 V34 K39 F48 D54 D59 Y64 G73.

Las lecturas de densidad éptica (Figura 32) tomadas a 405 nm fueron muy
similares en ambas proteinas. Sin embargo, los anticuerpos reconocieron en
mayor medida a la proteina recombinante TNF-43, pues hubo una diferencia
significativa (P=0.028*) entre la lecturas de densidad oOptica del reconocimiento
de ambas proteinas.

Deteccion de otras proteinas 6xHis c-myc
(SH 1:100; rAg 5 ug/ml)

3.65
315 2928 3.075
2.65 -
2.15 -
1.65 |
1.15 0.646
0.65 -

Liv-CHH-SG1 TNF-43 BCO CTRL1

Figura 32. Analisis de reaccién cruzada. BCO, blanco; CTRL1, control 1.

Lo anterior puede deberse a que los epitopos cmyc y 6xHis son altamente
inmunogénicos. Por esa misma razén, una gran cantidad de anticuerpos

policlonales generados a partir del antigeno recombinante, estuvieron dirigidos
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hacia esas regiones durante la respuesta inmune propiciada en el conejo

durante la inmunizacién y refuerzos.

VI.3 OBTENCION DE MUESTRAS DE HEMOLINFA DE CAMARONES
JUVENILES A LO LARGO DE SU CICLO DE MUDA

Con el propésito de evaluar la capacidad de los anticuerpos policlonales
obtenidos en conejo, para reconocer a la hormona Liv-CHH-SG1 nativa en
hemolinfa de camarones juveniles, se logr6é la coleccion de 99 muestras de
sobrenadante de hemolinfa, que corresponden al ciclo de muda de 8
organismos, cuya duracion oscila en un rango de 10 a 16 dias.

VIl.4 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE RECONOCIMIENTO DE LOS
ANTICUERPOS POLICLONALES HACIA LA HORMONA NATIVA EN
MUESTRAS DE HEMOLINFA

VIl.4.1 Analisis preliminar de muestras en pool

El andlisis en pool mediante un ELISA indirecto (Figura 33), reveld la
deteccion de la hormona nativa en hemolinfa por parte de los anticuerpos
policlonales tipo IgG, con una lectura de densidad oOptica de 0.522 leida a 405

nm.
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Deteccion de Liv-CHH-SG1 en pool (510 ul)
(camaron #19; DCMa 12, 13 dias; muestras dias 6,7 y 8)

$2.79 |
5209 2.180
E ¢$1.79 |
8
S $1.29 |
0.79 - 0.522
$ 0.290
$0.29 I
BCO CTRL1 CTRL5 CTRLS CTRL+ POOL

Figura 33. Analisis de muestras de hemolinfa en pool. BCO, blanco; CTRL1, control 1;
CTRLS5, control 5; CTRLS8, control 8.

VIl.4.2 Analisis preliminar de muestras en forma individualizada

Después de verificar la capacidad de los anticuerpos para reconocer a la
hormona nativa en muestras de hemolinfa en pool, se procedié a analizar las
muestras de forma individual mediante el mismo procedimiento. Al ajustar los
valores de las lecturas de las muestras de hemolinfa al valor de densidad 6ptica
del control 5 (Tabla VI), en el cual la cantidad de antigeno equivale a 0, en la
Figura 34 puede observarse que en la muestra del dia 7 antes de la muda no
hubo reconocimiento de la hormona nativa por parte de los anticuerpos. En el
resto de las muestras analizadas hubo un reconocimiento que
proporcionalmente equivale al 25 -38 % de la lectura del control positivo
(0.693).
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Reconocimiento de peptido nativo en muestras de hemolinfa
(Camaron #2; rAg 5 ug/ml)
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Figura 34. Analisis preliminar de muestras de hemolinfa. CTRL (+), 5 pg pl-1 Liv-CHH-
SG1uis en PBS; BCO, blanco; CTRL 1, Control 1; CTRL 5, Control 5; DIA (-), dias previos al
dia de muda; DIA 0, dia de muda; DIA (+), dias posteriores al dia de muda.

Proporcionalmente, los valores de densidad éptica obtenidos a partir de las
muestras en el ensayo individualizado fueron menores que el valor de la
lectura del andlisis de muestras en pool. Lo anterior puede deberse a algun tipo
de interferencia por parte de los componentes de las muestras o a que durante
los dias en los que las muestras fueron tomadas, la cantidad de hormona en la

hemolinfa era menor.

VIl.4.3 Reconocimiento diferencial del antigeno recombinante

Con el propésito de determinar si la presencia de SSA en las muestras de
hemolinfa interfiere de alguna manera durante el procedimiento de
inmunodeteccién de la hormona nativa, se realizé un ELISA de deteccion de la
neurohormona recombinante resuspendida en PBS y SSA. El resultado reveld
que existe un reconocimiento diferencial de Liv-CHH-SG1ys recombinante
cuando esta se encuentra resuspendida en ambas soluciones. Como puede
observarse en la Figura 35, el valor de la lectura obtenida a partir del
reconocimiento de la neurohormona recombinante resuspendida en SSA
(0.189) es igual al valor obtenido en la lectura del control 5, en el cual la

cantidad de antigeno es igual a 0 (Tabla VI). Es decir, el reconocimiento bajo
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estas condiciones es nulo. Lo anterior puede deberse a que la composicién de
la SSA, interfiere de alguna manera en la adherencia del antigeno
recombinante a la placa, y por esta misma razén, la neurohormona se pierde

durante los lavados y cambios de las soluciones utilizadas en el procedimiento.

Reconocimiento de Liv-CHH-SG1HIS
(5 ug/ml PBS; 5 ug/ml SSA)
0.689
0.584

0.589 -
£ 0.489
[ =
3
S 0.389 -

0.289 -

0.189 0.189
0.189
BCO CTRL1 CTRL5 rAg-PBS rAg-SSA

Figura 35. Reconocimiento diferencial de antigeno recombinante en PBS y SSA. BCO,
Blanco; CTRL1, Control 1; CTRL5, Control 5; rAg-PBS, 5 ug ul" Liv-CHH-SG1ys
resuspendida en PBS; rAg-SSA, 5 ug pl'1 Liv-CHH-SG1ys resuspendida en SSA.

Por otra parte, la lectura de la misma concentracion de hormona

recombinante resuspendida en PBS fue de 0.584.

VIl.4.4 Determinacion de condiciones 6ptimas para el reconocimiento

de la hormona recombinante en SSA.

Una vez establecido que la presencia de SSA en las muestras de hemolinfa
interfiere en la deteccién del antigeno mediante el inmunoensayo en placa, se
procedié a determinar las condiciones en las cuales la hormona recombinante

puede ser inmunodetectada cuando esta se encuentra resuspendida en SSA.

De acuerdo a los valores de densidad éptica que se muestran en la Figura
36, la concentracion de BSA 1% en SSA y la dilucién 1:100 de los anticuerpos
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policlonales, tuvieron un valor de densidad o6ptica de 0.429 y fueron en
combinacion, las condiciones en las cuales la neurohormona recombinante fue

reconocida en mejor medida.

Reconocimiento del rAg en diferentes concentraciones de BSA
(0%,1%,2.5%,5%) y dos diluciones de pAb
(1:500, barras diagonales; 1:100, barras verticales)
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Figura 36. Determinacién de condiciones para andlisis de muestras de hemolinfa con SSA.
Reconocimiento de neurohormona recombinante con pAb en una diluciéon de 1:500 (verde)
y 1:100 (morado). BCO, Blanco; CTRL1, Control 1; CTRL5, Control 5; rAg-PBS, 5 ug i’
Liv-CHH-SG1ys resuspendida en PBS; rAg-BSA 1, 25 y 5%, 5 g pl'1 Liv-CHH-SG1yg
resuspendida en BSA al 1, 2.5 y 5%.

VII.4.5 Analisis de muestras en condiciones predeterminadas

Después de determinar la concentraciéon de BSA vy la dilucién de anticuerpos
policlonales, con las cuales la neurohormona recombinante puede ser
reconocida en SSA mediante un ELISA indirecto, se procedi6o a evaluar la
capacidad de los anticuerpos para detectar a la neurohormona nativa en

muestras de hemolinfa bajo estas mismas condiciones.

En el primer ensayo, se analizaron por duplicado 50 ul de hemolinfa para

evaluar la presencia de la neurohormona nativa en muestras correspondientes
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a seis dias anteriores y posteriores al dia de muda (Figura 37). Como controles
negativos se utilizaron PBS (Control 1) y SSA (Control 5). Como control positivo
se utilizaron 5 pg pl -1 de Liv-CHH-SG1ys en SSA con BSA al 1%, y como
blanco se utilizo PBS. La presencia de la neurohormona fue detectada en las
muestras de los dias 5 y 3 anteriores a la muda, el dia de ecdisis y el dia 3
posterior a la liberacién de la exuvia, debido a que durante el inmunoensayo
estas muestras presentaron lecturas de densidad éptica superiores al valor del
control 5 (0.314), en el cual la cantidad de antigeno equivale a 0 (Tabla VI).

Deteccion Liv-CHH-SG1 (50 ul)
(Camaron #14; DCMa = 12, 13 dias)
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Figura 37. Reconocimiento de hormona nativa en muestras de 50 pl de hemolinfa. BCO,
Blanco; CTRL1, Control 1; CTRL5, Control 5; DIA (-), dias anteriores al dia de muda; DIA 0,
dia de muda; DIA (+), dias posteriores al dia de muda. CTRL (+), 5 ug pl™" Liv-CHH-SG1,ys
en SSA.

Después de verificar el reconocimiento efectivo de los anticuerpos
policlonales por la neurohormona nativa en muestras aleatorias de hemolinfa
con SSA, se procedi6é a analizar las muestras de hemolinfa correspondientes a
un ciclo de muda. En este ensayo, se analizaron por duplicado de 50 pl
hemolinfa, correspondientes al ciclo de muda de un organismo con duracion de
10 dias (Figura 38). Como controles negativos se utilizaron PBS (Control 1) y
SSA (Control 5). Como blanco se utilizo PBS. La presencia de la neurohormona

se detectd en las lecturas que estuvieron por encima del valor del control 5
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(0.179), en el cual la cantidad de antigeno equivale a 0 (Tabla VI). Como
resultado, la neurohormona fue detectada en todas las muestras con excepcion
de los dias 5 y 7 posteriores a la muda. Por otra parte, la lectura de la muestra
del dia con el cual inicia el ciclo de muda, fue proporcionalmente casi el doble

de la lectura correspondiente al dia con el cual finaliza el ciclo.

Deteccion de Liv-CHH-SG1 durante ciclo de muda (50 ul)
(Camaron #25; DCMa = 11, 23 dias)
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Figura 38. Analisis por duplicado de 50 pl de muestras de hemolinfa correspondientes a un
ciclo de muda. BCO, Blanco; CTRL1, Control 1; CTRL5, Control 5; DIA 0, dia de muda; DIA
(+), dias posteriores al dia de muda.

Con el propésito de obtener lecturas por triplicado para poder realizar un
analisis estadistico y evaluar el grado de reproducibilidad del ELISA, se
analizaron 40 pl de muestras de hemolinfa de los dias 2, 3,4,5,7,8,9, 10y 11
posteriores al dia de muda de un mismo organismo, con duraciéon promedio de
ciclo de muda de 12 dias (Figura 39). Como controles negativos se utilizaron
PBS (Control 1) y SSA (Control 5). Como blanco se utilizé PBS. Los resultados
mostraron que todas las lecturas de densidad Optica estuvieron por debajo del
valor del control 5 (0.357), en el cual la cantidad de antigeno equivale a 0.
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Deteccion Liv-CHH-SG1 (40 ul)
(Camaron #8; DCMa = 12 dias)
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Figura 39. Promedio del analisis por triplicado de 40 yl de muestras de hemolinfa. BCO,
Blanco; CTRL1, Control 1; CTRL5, Control 5; DIA (+), dias posteriores al dia de muda.

Esto indica que el volumen de muestra no fue suficiente para detectar a la
neurohormona mediante este tipo de ensayo. En otros estudios, la
concentracion tan baja de la isoforma bajo estudio ha sido una limitante para su
deteccidn y cuantificacion, inclusive utilizando otras variantes de inmunoensayo
con mayor sensibilidad como lo es el ELISA sandwich. Tal es el caso de la
isoforma Prc-MIH de Procambarus clarkii, la cual no fue posible detectar en
hemolinfa (Nakatsuji et al., 2000). En los casos en los que se ha logrado la
cuantificacion, se han reportado niveles tan bajos como menores a 5 fmol 100
ul™" (Chung et al, 1999; Chung y Webster, 2003; Chung y Webster, 2005).
Ademas de esto, las concentraciones reportadas para isoformas tipo MIH (fmol
100 pl™") son menores que las de isoformas tipo CHH (fmol ml™).

Con base en lo anterior, se decidi6 realizar un ensayo utilizando 100 ul de
muestras de hemolinfa, correspondientes a siete dias anteriores y uno posterior
al dia de muda, de un camarén que tuvo un ciclo de muda de 23 dias. Como
control negativo se utilizo SSA (Control 5). Como control positivo se utilizaron 5
Mg Ml -1 de Liv-CHH-SG1ys en SSA con BSA al 1%, y como blanco se utilizo
PBS. La presencia de la neurohormona se detectdé en las lecturas que
estuvieron por encima del valor del control 5 (0.37), en el cual la cantidad de
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antigeno equivale a 0 (Tabla VI). Como puede observarse en la Figura 40, fue
posible detectar cambios en las lecturas a lo largo los dias consecutivos
analizados. Los resultados sugieren un descenso gradual en los niveles de la
neurohormona reconocida a partir de los dias 7 y 4 anteriores a la muda, hasta
llegar a un valor de 0 (imperceptible mediante esta técnica) en los dias 2 y 1
precedentes a la muda, asi como en el dia de la ecdisis (dia 0). A partir del dia
1 posterior al dia de muda, se observé un pequerio incremento en la cantidad

de neurohormona reconocida.

Deteccion Liv-CHH-SG1 (100 ul)
(Camaron #16; DCMa = 23 dias)
0.97 0.897
0.87 0815
E 077 0.654
o 0.67
g 057 0.457 0.458
0.47 0.37 0.383
0.37 + T T | E— T T T
O “ A © pal M el Vv N Q N N
O N ¥ X N
2 O&Q‘ 0\?‘ O\?‘ 0\?‘ O\?‘ Q\V‘ Q\?‘ Q\?‘ Q 0\?‘ O&Q&

Figura 40. Analisis de 100 pl de muestras de hemolinfa. BCO, Blanco; CTRL5, Control 5;
DIA (-), dias anteriores al dia de muda; DIA 0, dia de muda; DIA (+), dias posteriores al dia
de muda; CTRL (+), control positivo 5 pg I Liv-CHH-SG1,y5 en SSA.

VII.4.6 Analisis de muestras correspondientes a un ciclo de muda bajo

condiciones predeterminadas

Con el propdésito de establecer los cambios de Liv-CHH-SG1 en hemolinfa a
lo largo de un ciclo de muda completo, se analizaron 100 pyl de muestras
correspondientes a un ciclo de muda de 12 dias (Figura 41). Como controles
negativos se utilizaron PBS (Control 1) y SSA (Control 5). Como control positivo
se utilizaron 5 pg pl -1 de Liv-CHH-SG1ys en SSA con BSA al 1%, y como
blanco se utilizo PBS. La presencia de la neurohormona se detectdé en las

lecturas que estuvieron por encima del valor del control 5 (0.268), en el cual la
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cantidad de antigeno equivale a 0 (Tabla VI), en los dias 3, 4, 5, 8, 9y 10. El
valor mas bajo se presenté en los dias 0 o dias de muda (0.23). Los valores
mas altos, se presentaron en los dias 8 y 9, con valores de densidad éptica de
0.449 y 0.479, respectivamente.

Deteccion de Liv-CHH-SG1 en hemolinfa (100 ul)
a lo largo del ciclo de muda (Camaron #12; DCMa = 16 dias)
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Figura 41. Analisis de 100 pl de muestras de hemolinfa correspondientes a un ciclo de
muda. BCO, Blanco; CTRL1, Control 1; CTRL5, Control 5; CTRL (+), control positivo 5 ug
I Liv-CHH-SG1,5 en SSA.

La capacidad de esta neurohormona para elevar los niveles de glucosa en
hemolinfa ya ha sido comprobada anteriormente (Sanchez-Castrejon, 2007;
Sanchez-Castrejon et al., 2008), de manera que la variacibn de la
neurohormona a lo largo del ciclo de muda de la hemolinfa de los camarones
analizados, posiblemente fue debida al estrés causado por la manipulacion para
la toma de muestras de hemolinfa. Los estudios enfocados en evaluar la
actividad CHH, plantean evaluaciones cortas en la escala de tiempo acerca de
la respuesta hiperglucémica a estresores ambientales como son la emersién,
hipoxia, shock térmico, cambios en salinidad, exposicion a metales pesados o
lipopolisacaridos. Estos estudios, evallan la respuesta hiperglucémica desde
algunos minutos hasta cinco horas después de exponer a los organismos a los
diferentes tipos de estresores mencionados. El Unico estudio en el cual se
establece la variacion de una CHH en hemolinfa, fue el publicado por Chung y
Webster (2005), en el cual paralelamente las neurohormonas Cam-CHH y Cam-
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MIH de Carcinus maenas mantuvieron sus niveles sin cambios significativos en
hemolinfa durante la intermuda (C4) y premuda temprana (D0-D1), en un rango
de 21.5 a 24.8 fmol mI™. Sin embargo, no se establece la variacién de esta CHH
durante el resto de las fases del ciclo de muda.

Por otra parte, los titulos de MIH en hemolinfa han sido determinados
unicamente en dos especies: Procambarus clarkiiy Carcinus maenas (Nakatsuji
et al., 2009).

En el caso de los titulos hemolinfaticos de la isoforma Prc-MIH (Figura 42)
de P. clarkii (Nakatsuji y Sonobe, 2003), los niveles mas altos de la
neurohormona se presentaron durante la intermuda (6.53 fmol/ml) y los niveles

mas bajos en la premuda temprana (1.25 fmol/ml).
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Figura 42. Correlacion de los titulos de Prc-MIH (TR-FIA) y ecdisteroides (RIA) en hemolinfa
durante los estadios de intermuda y premuda temprana en Procambarus clarkii (Nakatsuji y
Sonobe, 2003). TR-FIA, por sus siglas en ingles Time Resolved Fluoroimmunoassay; RIA,
Radio inmunoensayo.
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Esto coincide con la hipotesis del ciclo de muda, la cual establece que los
niveles mas altos de MIH se presentan durante la intermuda, cuando los niveles
de ecdisteroides se encuentran en su nivel mas bajo, y que los niveles de MIH
decrecen hasta una concentracion basal hacia la premuda temprana, cuando

los niveles de ecdisteroides comienzan a incrementarse poco a poco.

Sin embargo, en un estudio realizado por Nakatsuji y Sonobe (2004), se
encontr6 que durante la premuda media esta misma isoforma reestablece su
concentracion en hemolinfa a un nivel semejante al que se presenta durante la
intermuda, paralelamente al incremento en los titulos de ecdisteroides, lo cual
contradice a la hipotesis. Esta discrepancia podria explicarse por el hecho de
que la isoforma Prc-MIH adicionalmente ha mostrado actividad hiperglucémica
in vitro (Sonobe et al., 2001). La informacion acerca de la respuesta del érgano-
Y a MIH durante esta fase es escasa in vitro e in vivo, por lo que se sugiere que
la secrecion de ecdisteroides a partir del érgano-Y, para dar inicio al proceso de
muda se encuentra regulado por cambios en la capacidad de respuesta del
organo-Y a MIH, y no solamente por el cambio en los titulos de esta
neurohormona en la hemolinfa. Estos cambios en la capacidad de respuesta
durante la premuda media y tardia, resultan al menos en parte por los cambios
en la actividad glandular de la enzima fosfodiesterasa (PDE, por sus siglas en
inglés) (Nakatsuji et al.,, 2009). El isotipo PDE1 en Callinectes sapidus es
Calcio/Calmodulina dependiente, por lo que el Calcio puede regular la
ecdisteroidogénesis a través de la activacion de PDE glandular. Por otro lado, el
segundo mensajero que media la supresién de sintesis de ecdisteroides en el
organo-Y inducida por MIH es GMPc (Nakatsuiji et al., 2006).

A diferencia de lo anterior, no se han observado cambios significativos en
los niveles de la neurohormona Cam-MIH de C. maenas en hemolinfa durante
la intermuda (C4) y premuda temprana (D0-D1). Sin embargo, durante la
premuda tardia (D3-D4) los niveles de Cam-MIH se elevaron enormemente, al
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grado de disminuir significativamente los niveles de Cam-MIH almacenados en
la glandula del seno durante la fase de ecdisis (E1-E2) (Figura 43) (Chung vy
Webster, 2005).
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Figura 43. Cambios en los niveles circulantes de MIH en hemolinfa (barras negras) y niveles
de MIH en glandula del seno (barras grises) durante la intermuda y premuda tardia en
Carcinus maenas (Chung y Webster, 2005).

Los resultados obtenidos al analizar 100 pl de hemolinfa de dias
consecutivos (Figura 40) y de un ciclo de muda completo (Figura 41), podrian
ser semejantes al perfil hemolinfatico publicado de Cam-MIH (Figura 43), en el
cual los niveles mas altos de la hormona se presentan durante la premuda
tardia. Sin embargo, hasta la fecha no se ha demostrado que Liv-CHH-SG1
tenga actividad MIH adicional a la actividad CHH demostrada por Sanchez-
Castrejon (2007), como es el caso de una isoforma de Homarus americanus
(Chang et al, 1990) y las neurohormonas de Procambarus clarkii Prc-MIH
(Sonobe et al., 2001), Prc-CHHI y Prc-CHHII (Yasuda et al., 1994).
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Por otra parte, hasta la fecha Unicamente se ha publicado la variacién en la
concentracion de dos MIH a lo largo del ciclo de muda (Cam-MIH y Prc-MIH), y
debido a la falta de concordancia en el comportamiento de estas dos isoformas
a lo largo del ciclo, Liv-CHH-SG1 no necesariamente tendria que seguir

especificamente ese mismo patrén.

El analisis de los resultados indica la importancia de identificar las diferentes
etapas del ciclo de muda mediante setogénesis (Chan et al., 1988), evaluacion
de gastrolitos (Nakatsuiji et al., 2000) o alguna otra metodologia publicada hasta
ahora, con el proposito de poder correlacionar los datos de ensayos
individuales, independientemente de las variaciones en la duracién del ciclo de

muda.

Asimismo, se advierte la importancia de poder contar con una mayor
cantidad de hemolinfa por muestra para poder realizar ensayos por triplicado.
Esto puede ser posible utilizando organismos de mayor talla. Por otro lado, la
utilizacion de técnicas mas sensibles como el ELISA sandwich podria permitir
resultados reproducibles, utilizando cantidades pequefias de hemolinfa.
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Vill. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La expresion de Liv-CHH-SG1yis recombinante en Pichia pastoris mostro

un rendimiento de 71.43 uyg ml™,

El suero hiperinmune obtenido a partir de la inmunizacion del conejo con

Liv-CHH-SG1ys recombinante, presentd un valor de titulacion de 1:500.

La electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida del antisuero
hiperinmune, confirmé que el isotipo del pool de anticuerpos policlonales

obtenidos fue IgG.

El Limite Minimo de Deteccion de la neurohormona recombinante por los
anticuerpos policlonales obtenidos, fue de 1.62 pmol ml-1, un limite
minimo relativamente bueno para la modalidad de ELISA utilizada,
comparado con los resultados obtenidos en otros estudios del mismo

tipo.

Una gran proporciéon de las IgG obtenidas, reconocieron a los epitopos
6xHis y c-myc de la neurohormona recombinante, por lo que se sugiere
que esta region utilizada para la purificaciébn y reconocimiento de

proteinas recombinantes es altamente inmunogénica.

Se establecieron las condiciones (BSA1%, pAb 1:100) que permitieron la
deteccion de la neurohormona Liv-CHH-SG1 nativa en muestras de
hemolinfa  mezclada con  Solucibn  Salina  Anticoagulante,
correspondientes a varios dias del ciclo de muda de camarones juveniles
(11-12 g) mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura (28
°C) y salinidad (35 %q0).
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Como continuacién de este trabajo, se contempla la seleccién de
anticuerpos policlonales que reconozcan regiones diferentes a cmyc y
6xHis, y su utilizacién para la cuantificacion de la neurohormona a lo largo
del ciclo de muda, asi como la realizacion de ensayos in vivo para
determinar la actividad biolégica de la neurohormona, mediante la
administracion de la version recombinante nativa de la neurohormona Liv-

CHH-SG1naT y anticuerpos policlonales por separado.
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X. ANEXOS

YPD - Medio con Extracto de Levadura, Peptona y Dextrosa

(Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Para 1 L, mezclar:

Agua destilada 700 ml
Peptona 209
Extracto de Levadura 10 g
Aforara 1L

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 Ib/pulg?, por 20 min
Adicionar 10X D (ANEXO A4) 100 ml
Enfriar a temperatura ambiente

Adicionar antibiotico:

Zeocina (100 mg/ml) 1 ml
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BMGY - Medio Complejo con Amortiguador y Glicerol
(Buffered Glycerol Complex Medium)

Para 1 L, mezclar:

Agua destilada 700 ml
Peptona 20 g
Extracto de Levadura 10 ¢
Aforara 1L

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 Ib/pulg?, por 20 min

Enfriar a temperatura ambiente

Adicionar:

Amortiguador Fosfato de Potasio (ANEXO A5) 100 ml

10X YNB (ANEXO A6) 100 mi

500X B (ANEXO A7) 2 mi

10X GY (ANEXO A8) 100 ml
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BMMY — Medio complejo con Amortiguador y Metanol
(Buffered Methanol Complex Medium)

Para 1 L, mezclar:

Agua destilada 700 ml
Peptona 20 g
Extracto de Levadura 10 ¢
Aforara 1L

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 Ib/pulg?, por 20 min

Enfriar a temperatura ambiente

Adicionar:

Amortiguador Fosfato de Potasio (ANEXO A5) 100 ml

10X YNB (ANEXO A6) 100 mi

500X B (ANEXO A7) 2 mi

10X M (ANEXO A9) 100 ml
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ANEXO A4

10X D — Dextrosa al 20%

Para 1 L, mezclar:

d-glucosa 200 ¢

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 Ib/pulg?, por 15 min o por filtracién

Almacenar a 4 °C

Amortiguador Fosfato de Potasio, pH 6.0

Para 1 L, mezclar:

KoHPO4 1M 132 ml
KHPO, 1M 868 ml
Ajustar pH con KOH 5 M

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 Ib/pulg?, por 15 min. Almacenar a 4
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ANEXO A6

10X YNB - Base Nitrogenada de Levadura
(Yeast Nitrogen Base)

Para 1 L, mezclar:

Agua destilada 700 ml

YNB sin sulfato de amonio,

y aminoacidos 34 ¢

Sulfato de amonio 100 g

Aforara 1L
Esterilizar por filtracion

Almacenar a 4 °C

ANEXO A7

10X B — Biotina al 0.02%

Para 100 ml, mezclar:

Agua destilada 100 ml
Biotina 20 mg
Esterilizar por filtracion

Almacenar a 4 °C
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ANEXO A8
10X GY - Glicerol al 10%
Para 1 L, mezclar:
Agua destilada 900 ml
Glicerol 100 ml

Esterilizar en autoclave a 121 °C, 15 Ib/pulg?, por 20 min o por filtracién

Almacenar a 4 °C

ANEXO A9
10X M — Metanol al 5%
Para 100 ml, mezclar:
Agua destilada 95 ml
Metanol 5ml

Esterilizar por filtracion

Almacenar a 4 °C
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ANEXO A10

Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (Tricine-
SDS-PAGE)

A. Preparacién de amortiguador del Catodo (10X) (Tris Base 1M, pH
8.25, 1% SDS)

Para 250 ml, mezclar:

150 ml agua destilada

30.28 g Tris Base

44.79 g Tricina

ajustar pH a 8.25 (HCI absoluto)

aforar a volumen requerido con agua destilada

2.5g SDS

almacenar a 4 °C

B. Preparacién de amortiguador del Anodo (10X) (Tris Base 2M, pH 8.9)
Para 250 ml, mezclar:
150 ml agua destilada
60.57 g Tris Base
ajustar pH a 8.9 (HCI absoluto)
aforar a volumen requerido con agua destilada

almacenar a 4°C

C. Preparacién de 1 gel (1.5 mm grosor), mezclar:

Gel separador:
1,540 ul agua destilada
4,600 pl acrilamida:bisacrilamida, 29:1 (40%)
1,200 pl glicerol
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3,600 pl amortiguador de gel
110 pl Persulfato de amonio (10%)
11 yl TEMED

Gel concentrador:
3,160 ul agua destilada
640 pl acrilamida:bisacrilamida, 29:1 (40%)
1,200 ul amortiguador de gel
50 pl Persulfato de amonio (10%)
5yl TEMED

D. Preparacion de solucién acrilamida:bisacrilamida, 29:1 (40%)

Para 100 ml, mezclar:

50 ml agua destilada

38.67 g acrilamida

1.33 g bisacrilamida

aforar a 100 ml con agua destilada, almacenar a temperatura

ambiente.

E. Preparacién de amortiguador de gel (Tris 3 M, 0.3% SDS, pH 8.45)

Para 100 ml, mezclar:

40 ml agua destilada

36.34 g Tris base

Ajustar pH a 8.45 (HCI absoluto)

Aforar a volumen requerido con agua destilada
0.3 g SDS

Almacenar a 4°C
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F. Preparacion de solucion persulfato de amonio al 10%

Mezclar:

0.02 g persulfato de amonio

200 pl agua destilada

NOTA: la gelificaciébn correcta requiere de la utilizaciéon de
solucion de persulfato recién preparada.

G. Preparacion de amortiguador de Carga A4:
Amortiguador A
Para 100 pl, mezclar:
94 ul de solucidn stock (12% SDS, 30% Glicerol, Tris HCI 150
mM, pH 7.0)
6 ul B-mercaptoetanol

Amortiguador A4

Para 250 pl, mezclar:

62.5 pl amortiguador A

187.5 yl agua destilada

Para resuspension de pellets en buffer A4, incubar a 50 °C hasta

disolver. Almacenar a -20 °C o cargar en gel inmediatamente.
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ANEXO A11

Tincién Azul Coomassie
A. Preparaciéon de solucion fijadora (50% metanol, 10 % &acido acético,

100 mM acetato de amonio)

Para 1 L, mezclar:

500 ml agua destilada

7.7 g acetato amonio

100 ml acido acético

500 ml metanol

Aforar a volumen requerido con agua destilada. Almacenar a

temperatura ambiente. La solucidn tiene una vigencia de 3 meses.
e Sumergir el gel por 1-2 horas, a temperatura ambiente con

agitacion moderada.

B. Preparacién de solucion tensién (50% metanol, 20% &cido acético,
0.1% Coomassie Brilliant Blue R-250)

Para 200 ml, mezclar:
100 ml metanol
0.1 g Coomassie Brilliant Blue R-250 (Spectrum)
20 ml acido acético
80 ml agua destilada
Almacenar a temperatura ambiente. La solucion tiene una
vigencia de 6 meses.
e Sumergir el gel por 4-12 horas, a temperatura ambiente con

agitacion moderada.

C. Preparacién de solucién destenido (40% metanol, 10% acido acético)
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Para 1 L, mezclar:
400 ml metanol
100 ml acido acético
Aforar a 1 L con agua destilada.
Almacenar a temperatura ambiente.
e Sumergir el gel a temperatura ambiente con agitacion

moderada, hasta obtener el contraste deseado.
D. Preparacion de solucién fijacién (25% etanol, 10% glicerol)

Para 1 L, mezclar:
250 ml etanol
100 ml glicerol
Aforar a 1 L con agua destilada.
Almacenar a temperatura ambiente.
e Sumergir el gel por 1-2 horas. Envolver en papel celofan,

documentar y dejar secar.

ANEXO A12

PBS - Amortiguador Fosfato Salino

Para 1 L, mezclar:

600 ml agua destilada

8 g Cloruro de Sodio (NaCl 137 mM)

2.0 g Cloruro de Potasio (KCI 2.7 mM)

1.42 g Fosfato de Sodio bibasico anhidro (NaHPO4 10 mM)
0.244 g Fosfato de Potasio monobasico (KH.PO4 1.8 Mm

Aforar a 1 L con agua destilada
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ANEXO A13

Western blot — electrotransferencia semiseca

1.

al concluir la electroforesis, colocar el gel de poliacrilamida en un
recipiente con buffer de transferencia o Towbin 1X (ANEXO A14) e
incubar en agitacion moderada a temperatura ambiente por 15
minutos.

Saturar 3 piezas de papel filtro Whatman 3MM con buffer de
transferencia y poner sobre el anodo del aparato de

electrotransferencia.

. Sumergir 1 pieza de membrana de nitrocelulosa de 0.45 ym en buffer

de transferencia y colocar sobre las piezas de papel filtro
anteriormente mencionadas, y en seguida el gel incubado en buffer
de transferencia.

Saturar 3 piezas de papel filtro Whatman 3MM con buffer de
transferencia y colocar una por una sobre el gel. Para evitar la
formacion de burbujas entre cada pieza colocada, hacer rodar
cuidadosamente una pipeta.

Colocar el electrodo superior (catodo) y un peso correspondiente a
500 ml de agua.

Electrotransferir por 1 hora a 200 mA constantes y un voltaje menor a
20 V.

Proceder a inmunodeteccion.

a. Bloguear la membrana con solucién bloqueadora (ANEXO
A15) por 3 horas en agitacion moderada a temperatura
ambiente o por 12 horas a 4 °C.

b. Eliminar solucion bloqueadora

c. Incubar la membrana con solucién de incubacién (ANEXO
A16) por 2 horas a temperatura ambiente en agitacién
moderada o por 12 horas a 4 °C.
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d. Lavar la membrana con solucién de lavado (ANEXO A17) 4
veces por 15 minutos.

e. Revelar de acuerdo al método seleccionado.

ANEXO A14

Towbin 1X, Amortiguador de transferencia (Tris Base 25 mM, Glicina
192 mM, 20% metanol (v/v), pH 8.3)

Para 1 L, mezclar:
3.02 g Tris Base
14.4 g Glicina
200 ml metanol
Aforar a 1 L con agua destilada. Almacenar a 4 °C.

solucion bloqueadora — Amortiguador Fosfato Salino, 0.05% Tween-
20 (v/v), 5% leche descremada en polvo

Para 30 ml, mezclar:

28.5 ml PBST

1.5 g leche descremada en polvo (Svelty)
Almacenar a 4°C.

Descartar después de utilizar una vez
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ANEXO A16

Solucién de incubacion — Amortiguador Fosfato Salino, 0.05%
Tween-20 (v/v), 1% leche descremada en polvo, anti-myc-HRP
(Invitrogen) 1:3,500)

Para 30 ml, mezclar:
29.7 ml PBST
0.3 g leche descremada en polvo (Svelty)
8.56 pl anti-myc-HRP (Invitrogen)
Almacenar a 4°C
e La solucién puede ser reutilizada 2 o 3 veces en un periodo de 12
dias.

ANEXO A17

solucion de lavado (PBST) — Amortiguador Fosfato Salino, 0.05%
Tween-20 (v/v)

Para 100 ml, mezclar:
99.95 ml PBS
50 ul Tween-20
e Preparar solamente la cantidad necesaria a utilizar en una

ocasion.
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ANEXO A18

Sulfato de Amonio Saturado (SAS)

Esta solucién debe prepararse al menos 24 horas antes de la
precipitacion:

Anadir un exceso de (NH4)>SO4 (950 g) en 1 L de agua destilada

Agitar toda la noche a temperatura ambiente

Almacenar a 4 °C

ANEXO A19

ABTS, (por sus siglas en inglés, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-
6-sulphonic acid)

Para 1 ml de sustrato, mezclar:
100 ul de Amortiguador de Citratos 10X
20 pl de ABTS
1 pl H2O2 30%
879 pl de dH2O

Amortiguador de Citratos 10X (1L):
9.802 g acido Citrico
14.2 g Citrato de Sodio
ajustar pH a 4.1
1 ml HO2 30%

Nota: El agua oxigenada puede agregarse al momento de preparar la mezcla del

sustrato para la enzima, o durante la preparacion del amortiguador de citratos 10X.



