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RESUMEN

La camaronicultura es una de las actividades de mayor importancia en términos de volumen y
empleos generados. Mas, sin embargo, en los ultimos afios la produccion ha decaido debido
principalmente a las epidemias causadas por diversos patdégenos, principalmente y mas
reciente Vibrio parahaemolyticus. Por tanto, es pertinente estudiar su mecanismo de
patogenicidad, el cual se ha reportado puede estar mediado por proteinas del tipo hemolisinas
que pueden ser factores de virulencia., Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion es
determinar la actividad hemolitica y termoestabilidad de la hemolisina dependiente de lecitina
(HDL) de V. parahaemolyticus. Para cumplir el objetivo se realizé la sobreexpresion de la HDL
recombinante de V. parahaemolyticus en E. coli. La proteina fue replegada por medio de dialisis
utilizando el agente desnaturalizante (urea). Ademas, mostro tener actividad fosfolipasa
mediante un ensayo semi-cuantitativo en placa utilizando fosfatidilcolina como sustrato.
Asimismo, presentd actividad hemolitica utilizando hemocitos de camarén tefiidos con rosa de
bengala al 3 %. Con lo que respecta a su termoestabilidad, la HDL mostr6 mayor actividad
enzimatica a una temperatura de 40 °C y demostré ser una hemolisina sensible a temperaturas
superiores a 60 °C durante 15 minutos, considerandose una hemolisina termolabil. La HDL
manifestd ser estable en un rango de temperatura de 10 °C a 40 °C. De igual manera demostro
ser estable al ser almacenada por cinco semanas a 4 °C y —20 °C siendo esta Ultima su
temperatura 6ptima de almacenamiento. De acuerdo con los resultados presentados, la LDH de
V parahaemolyticus es una enzima termolabil y es capaz de lisar hemocitos de camarén por lo

gue podrias estar implicada en el mecanismo de infeccién de esta bacteria en camaron.
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INTRODUCCION

La pesca en México constituye una fuente importante de alimentos y riquezas para el pais.
Ademas, la camaronicultura es una de las actividades de mayor importancia en términos de
volumen y empleos generados. Mas sin embargo, en los dltimos afios esta actividad se ha visto
severamente afectada por organismos patdgenos, siendo las bacterias los agentes causales
mas persistentes de enfermedades como la vibriosis, provocado por bacterias de género Vibrio.
Son varias las especies a las que se les ha asociado esta enfermedad, de las cuales las
asociadas a infecciones del camarén son: Vibrio alginolyticus, V. anguillarum, V. campbelli, V.
fluvialis, V.harveyi, V. penaecida, V. wulnificus, V. Damsela y recientemente V.
parahaemolyticus. Todas estas especies tienen la capacidad de afectar al camardén en
cualquiera de sus diferentes estadios de desarrollo provocando rangos de mortalidad de hasta
el 100 % a las 24 horas después de aparecer la infeccién (Lightner DV., 1996, Ibarra Gadmez et
al, 2007). Por lo tanto, es concerniente estudiar su mecanismo de patogenicidad, siendo las
Hemolisinas los principales factores de virulencia mas ampliamente distribuida entre las

especies de Vibrios patégenos.

Las Hemolisinas son un tipo de exotoxinas que produce la lisis de los eritrocitos
mediante la realizacion de poros en la membrana citoplasmatica y que ejerce diversas
funciones en el proceso de infeccion (Shinoda S. et al., 1991). Ademas de causar lisis en los
eritrocitos (en el caso de vertebrados y hemocitos para invertebrados), esta tiene la capacidad
de atacar otras células como las células blancas (Miyamoto Y. et al., 1969) provocando asi,
dafios fisiolégicos. Por lo antes mencionado, en la presente investigacion se evalué la actividad
hemolitica de la hemolisina dependiente de lecitina (HDL) en hemocitos de camarén con la
finalidad de poder elucidar el rol durante la infeccion de V. parahaemolyticus. Ademas, se
caracterizé en términos de termoestabilidad para posteriores estudios que implican entender y
conocer su estructura molecular, estructura tridimensional y el sitio activo de la proteina (HDL)
con el fin de poder ser utilizada en medicina en disefio de farmacos y en biotecnologia (disefio

de nuevas enzimas).
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HIPOTESIS

La hemolisina dependiente de lecitina (HDL) de V. parahaemolyticus es una enzima termolabil y

puede lisar hemocitos de camarén.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la estabilidad térmica de la hemolisina dependiente de lecitina (HDL) de Vibrio

parahaemolyticus y su actividad hemolitica utilizando hemocitos de camarén.

Objetivos Especificos

» Obtener la HDL de forma recombinante (sobreexpresada en E. coli) y .en su forma

enzimaticamente activa mediante replegamiento in vitro

» Determinar la temperatura 6ptima de la actividad catalitica de la HDL utilizando como

sustrato fosfatidilcolina.

» Evaluar la estabilidad de la HDL a diversas temperaturas utilizando fosfatidilcolina
como sustrato.

> Establecer las condiciones de almacenamiento de la HDL.

» Evaluar la actividad hemolitica de la HDL utilizando hemocitos de camaroén.
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ANTECEDENTES

Camardn Blanco (Litopenaeus vannamei)

Es una especie de crustdceo decapodo de la familia penaeidae, que en su estado adulto vive y
reproduce en mar abierto, donde alcanza una talla entre 15 y 20 cm de largo (gbcbiotech,
2011), mientras que los camarones jovenes migran a los esteros, lagunas costeras y a los
manglares litorales al iniciarse la primavera o en los primeros meses de estio para pasar la

etapa adolescente y pre-adulta (Figura 1) (gbcbiotech, 2011; FAO, 2006).
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Figura 1. Ciclo biol6gico del camarén (FAO, 2006)

En esta etapa su cuerpo es transparente (cristalino) y son altamente voraces por lo que
gracias a su alimentacién crecen muy rapido, alrededor de 2 cm por mes (gbcbiotech, 2011).
Los machos maduran a partir de los 20 g y las hembras a partir de los 28 g en una edad de
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entre 6 y 7 meses. En la Figura 2 se muestra las principales areas fisionomicas de una camaroén
blanco en su estadio adulto. Cuando P. vannamei pesa entre 30 y 45 g libera entre 100, 000 y
250, 000 huevos de los cuales nacen pequefias larvas llamadas nauplios. En este estadio no
requieren alimentacién, sino que se nutren de su reserva embrionaria. Las siguientes etapas
larvarias (protozoea, mysis y postlarva temprana) continGan siendo plancténicas por algun
tiempo, se alimentan del fitoplancton y del zooplancton, y son transportados a la costa por las
corrientes mareales. Las postlarvas (PL) cambian sus hébitos plancténicos unos 5 dias después
de su metamorfosis a PL, se trasladan a la costa y empiezan a alimentarse de detritos bénticos,
gusanos, bivalvos y otros crustaceos (FAO, 2006).

Antennule

Antenna
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Figura 2. Fisiologia del camar6n (tomado de: www.ecured.cu)

Importancia Econémica del Camarén

La pesca en México constituye una fuente importante de alimentos y riquezas para el pais en
virtud de la extension de su litoral, 11 mil 122 kilometros (SIAP, 2013). Ademas, la captura de

camaroén es una de las actividades de mayor importancia en términos de volumen y empleos
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generados. Se produce tanto por captura en las zonas costeras como por acuicultura, la tasa
media de crecimiento anual de la produccién en los dltimos 10 afios ha sido de 6.24 %, lo cual
se debe al crecimiento de la actividad de dicha especie (gbcbiotech, 2011). Las principales
especies de cultivo y captura de camardn son: camaron blanco (Litopenaeus vannamei), azul
(Litopenaeus stylirrostris), café (Farfantepenaeus californiensis), blanco del sur (Litopenaeus
occidentalis), cristal o rojo (Farfantepenaeus brevirostris) (SAGARPA, 2012). El camarén tuvo
una produccién record en el 2008 y 2009 de 196, 299 ton y 196, 456 ton, respectivamente. Para
el 2013 la produccién de camarén cayd en un 37 % respecto al 2012 en volumen de captura.
Sin embargo, su valor econémico (7, 550 millones de pesos) solo represento una disminucién
del 1 % (SAGARPA, 2013).

Sonora es la entidad del pais que ocupa el primer lugar en produccion pesquera de
México, con una aportacion del 36.7 % del volumen y del 17.4 % del valor de la produccién. La
entidad cuenta con mil 207.81 kilébmetros de litoral, equivalentes al 10.9 % de la extension
nacional de las costas. De acuerdo con el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), en el 2014 Sonora produjo 507 mil 736 de toneladas de especies pesqueras.
Refirié que el valor de la produccion marina al cierre del afio pasado fue de 3 mil 879 millones
de pesos ocupando el camaroén el segundo lugar en volumen con 38 mil 937 toneladas. Lo cual
representa la primera posicion en cuanto al valor comercial con dos mil 394 millones de pesos
(SIAP, 2012). Sin embargo, esta actividad se ha visto severamente afectada por diversos tipos
de enfermedades que han mermado su produccién. Siendo una de las principales
problematicas la devastacion que experimenté el cultivo del crustaceo en las entidades de
Sonora y Sinaloa por el sindrome de la muerte temprana, que aparecié en 2012 y provoco una
caida de entre 30 y 40 por ciento de rendimiento ocasionando asi, que en 2012 y 2013 se
perdiera un millébn de toneladas en Sonora, Sinaloa y Nayarit, lo cual repercutié en la
disminucién del empleo, pues en 2012 las granjas camaroneras daban trabajo a siete mil
personas, y un afio después, a soOlo dos mil 500, segun reportes de productores. En
estimaciones realizadas por la SAGARPA se cree que la produccion de camaron en granjas
acuicolas de los Estados de Sinaloa y de Sonora volvera a alcanzar 87 mil toneladas anuales
para el aflo 2017. Esta pronta recuperacion se pronostica debido a que las granjas de camaron
son las que ocupan mayor espacio, con 86 mil 438 hectareas en las cuales existe un registro de
9 mil 230 unidades de produccion acuicola. Ademas, la Comision Nacional de Acuacultura y
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Pesca (Conapesca), sostuvo que la situacion ha mejorado en el afio 2015, ya que la
sobrevivencia en las granjas de camarén en el Estado de Sinaloa es superior a 70 % generando
una produccion de 86 mil toneladas. De la produccion total de camardn en Sonora, el 85 % de
obtiene del sector acuicola a través de granjas de cultivo, mientras que el 15 por ciento

restantes se extrae de bahias y altamar de las costas de la entidad (SIAP, 2015)

Enfermedades del Camarén

La camaronicultura surgi6é debido a la creciente demanda del consumo del camaron y de forma
inherente, al agotamiento de sus reservas naturales ocasionado por la sobrepesca. La industria
del cultivo de camar6n en América Latina ha surgido como una de las fuentes de mayor
generacién de divisas de la region. Sin embargo en los Ultimos afios la produccién del camarén
ha decaido (PROAQUA, 2007), debido principalmente a las epidemias de varias enfermedades
gque se han presentado (Tabla 1). El 94 % de las granjas de camarédn estan situadas en el golfo
de california en las costas de los estados de Sonora, Nayarit y Sinaloa. En estas entidades se
han presentado enfermedades con altas mortalidades como la causada por el virus de la
mancha blanca (WSSV). En tanto que en Nayarit se reportaron grandes pérdidas de la
produccién a causa de la necrosis infecciosa viral del tejido hipodérmico y hematopoyético
(IHHNV) causada por el virus que lleva el mismo nombre (gbcbiotech, 2011). Actualmente para
el diagnostico de estas enfermedades existen métodos comerciales que permiten una deteccién
precisa y oportuna de dichas enfermedades, los cuales se basan en técnicas moleculares
(como la reaccién en cadena de la polimerasa), Estas herramientas son de gran utilidad en
México para la industria camaronicola ya que permiten un diagnéstico y, en su caso, las

estrategias preventivas o resolutivas correspondientes (gbcbiotech, 2011)
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Tabla 1. Enfermedades mas frecuentes reportadas para camaron de cultivo (FAO 1995, imagenes tomadas de la revista

PROAQUA,2007).
Enfermedad Agente Tipo Sindrome Medidas Imagen
Mancha blanca | Virus del | Virus El camarén severamente | Uso de cepas libres de patégenos
(WSD); también | sindrome de infectado manifiesta | especificos (SPF); lavar y desinfectar
conocida como | manchas reduccion en el consumo de | los huevos/nauplios con iodo, formalina;
WSBV o WSSV blancas, alimentos, letargo; alta | tamizar y separar los reproductores, los
complejo mortalidad, hasta del 100 | nauplios, las postlarvas y los juveniles;
(recientemente por ciento entre 3 y 10 dias | evitar cambios bruscos de calidad del
reclasificado a partir de la manifestaciéon | agua; mantener temperatura del agua
en una nueva de signos clinicos; cuticulas | >30 °C; evitar el estrés; evitar uso de
familia como sueltas con manchas | alimentos frescos; minimizar recambio
nimavirus b!:fmcas de 0,5—2,0 mm de | de agua para _eV|t.ar entrada de Comité Estatal de Sanidad Acuicola
diametro, mas evujentes portadores _de virus;  tratamiento  a e Inocuidad
dentro, del caparazon; el | estanques e incubadoras infectados con | 4o Baja California A.C. (2010)
camarén moribundo | cloro a 30 ppm para matar el camaron
muestra coloracién entre | infectado y a los portadores;
rosada y rojiza-café debido | desinfeccion de equipo.
a la  expansion de
cromatéforos cuticulares y
escasas manchas blancas
Sindrome del Taura | Virus de ARN Virus Ocurre durante la Unica | Uso de cepas libres de patdégenos
(TS); también | de una sola muda en los juveniles a los | especificos o resistentes a patdgenos
conocido como Virus | banda 5 a 20 dias tras la siembra, | especificos; lavar y desinfectar huevos y
del Sindrome de | (Picornaviridae o tiene un curso cronico de | nauplios; limpiar y desinfectar vehiculos
Taura (TSV) ol) varios meses; debilidad, | y equipo contaminado; ahuyentar aves
Enfermedad de Cola caparazén blando, tracto | (vectores); destruir el stock y desinfectar
Roja digestivo vacio y expansién | totalmente las instalaciones.
difusa de cromatdéforos rojos
en los apéndices; la
mortalidad varia de 5 a 95
por ciento; los
sobrevivientes pueden
presentar lesiones negras y
ser portadores de por vida.
Necrosis  infecciosa | Parvovirus Virus Baja mortalidad de P. | Uso de cepas libres de patégenos
hypodermal y | sistémico vannamei; resistente; pero | especificos SPF y resistentes a
hematopoiética hay una reduccion en la patégenos especificos (SPR); lavar y
(IHHNV), causando alimentacion y baja | desinfectar huevos y  nauplios;
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Sindrome de
Deformidad Runt
(RDS

eficiencia en alimentacion y
crecimiento; deformaciones
cuticulares (rostrum
encorvado — RDS) ocurren
en <30 por ciento de la
poblacion infectada, mayor
variacion en el peso a la
cosecha final y menor
precio de mercado.

desinfeccion total de las instalaciones
de cultivo para evitar la reintroduccion.

Necrosis Baculoviral | Baculovirus Virus Infecta los estadios larvales | Separar los huevos de las heces, lavar
de la Glandula | entérico no y postlarvales, causando | huevos y nauplios con agua de mar
Intestinal (BMN); | ocluido una gran mortandad; | limpia y desinfectarlos con iodo y/o
también conocida turbiedad blanca del | formalina; desinfectar instalaciones
como enfermedad de hepatopancreas  causado | infectadas para evitar nuevos brotes.
la glandula intestinal por necrosis del epitelio
turbia, enfermedad tubular; la larva flota
del higado blanco inactiva en la superficie; en
turbio o enfermedad etapas posteriores muestra
turbia blanca resistencia; los

reproductores  portadores

también son una fuente de

infeccion.
Vibriosis  sistémica, | Vibrio spp. Bacteria Puede causar varios | Manejo cuidadoso del sistema. En
sindrome de | particularment sindromes importantes. En | incubadoras, desinfectar las
mortalidad temprana e V. harveyi & estanques, los altos niveles | instalaciones, equipo, agua y
(EMS) 'y necrosis | V. de vibrios se asocian con la | trabajadores; utilizar alimentos vivos
hepatopancreatica parahaemolyti decoloracion roja del | libres de bacterias; cubrir tanques de
(NHP) cus camarén (especialmente en | cultivo con cubiertas de plastico para

las colas) y necrosis interna
y externa; una segunda
infeccion resultado de un
pobre manejo ambiental
debilita al camar6n, el cual
es susceptible de
infecciones virales.

evitar la transferencia a los estanques.
En estanque, prevenir con preparacion

apropiada; control de florecimientos
algales; agua limpia y manejo de
alimento; controlar la densidad de

siembra y la aireacion para mantener
condiciones ambientales 6ptimas a lo
largo del ciclo de cultivo.
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Vibriosis (Vibrio spl.)

Se han identificado mas de 35 especies del género Vibrio, de las cuales 12 son “vibriones
marinos”, gérmenes ambientales que no se han asociado a una patologia humana. El resto de
las especies de Vibrio (V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V. vulnificus, V. damsela,

V. hollisae, V. mimicus, entre otros), producen gastroenteritis, infeccion de heridas y tejidos

blandos ademas de sepsis/bacteriemia (Seas C. y Gotuzzo E., 2005).

En Japdn y los paises de Asia Oriental se ha reconocido a Vibrio parahaemolyticus
como la principal causa de gastroenteritis transmitida por alimentos, como lo son mariscos o
pescados de mar crudos o cocidos de manera inadecuada (Twedt RM., 1989). Otra especie de
Vibrio que causa problemas en humanos es V. vulnificus causando septicemia primaria en
individuos con enfermedades crénicas, después del consumo de bivalvos, esta enfermedad se
ha asociado casi exclusivamente al consumo de ostras (Oliver JD., 1989). De la misma manera,
la especie V. cholerae, es la mas destacable asignandosele el serogrupo O1 (denominadas asi
porque se aglutinan con el antisuero O1) son causantes de los casos clasicos de colera
pandémico. Las cepas no-O1 del V. cholerae y el resto de las especies no causan sindromes
diarreicos tan graves y producen mas frecuentemente infecciones extraintestinales (Seas C., y
Gotuzzo E. 2005.; World Health Organization, 2000). Estas cepas de Vibrio son muy
importantes clinicamente en humanos, mas sin embargo, las enfermedades mencionadas son
ocasionadas por vectores de los cuales algunos estan relacionado con la industria acuicola.
Por lo tanto, las enfermedades bacterianas representan una de las mayores problematica
asociadas a esta industria que producen una significativa baja produccién de cultivo y por
consiguiente causan pérdidas econ6micas importantes y aumento del desempleo en las

comunidades asociadas a esta actividad productiva.

Por otro lado, Vibrio sp. Es una bacteria gram negativa (-) de la familia Vibronaceae, que
forma parte de la microflora natural de las aguas marinas al igual que de los camarones
silvestres y de cultivo (Sinderman CJ., 1990), siendo estos ultimos los mas susceptibles. Estas
bacterias se convierten en patégenos oportunistas cuando los mecanismos de defensa estan

suprimidos (Brock JA. y Lightner DV., 1990). El género Vibrio esta formado por un grupo de
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diversos organismos marinos que contienen 35 especies, de las cuales, las asociadas a
infecciones del camarén son: Vibrio alginolyticus, V. anguillarum, V. campbelli, V. fluvialis,
V.harveyi, V parahaemolyticus, V. penaecida, V. vulnificus y V. Damsela. Todas estas especies
tienen la capacidad de afectar al camardn en cualquiera de sus diferentes estadios de
desarrollo provocando rangos de mortalidad de hasta el 100 % a las 24 horas después de
aparecer la infeccion (Ibarra Gadmez et al, 2007). Los camarones que sufren de vibriosis pueden
presentar diferentes sindromes como vibriosis cuticular y de apéndice, infecciones localizadas
en heridas, vibriosis sistémica (Figura 3) y hepatopancreatitis, ademas de vibriosis oral y
entérica (Lightner DV., 1996).

Figura 3. Camardn blanco con vibriosis sistémica. Se aprecian manchas obscuras en el tejido
muscular del organismo (Comité Estatal de Sanidad Acuicola e Inocuidad de Baja California
A.C)).
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Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus es una bacteria de forma bacilar, gram negativa, de habitat marino, por
tanto es una bacteria halofilica, crece en condiciones de salinidad entre el 3 al 8 %, es movil,
crece a temperatura entre 10 — 44°C con n éptimo crecimiento de 35 — 37 °C y su tiempo de
replicacion estimado es de 10 a 12 minutos (Figura 4 y 5). Este microorganismo es anaerobio
facultativo con un metabolismo oxidativo y fermentativo, produce catalasa, fermenta glucosa sin
produccion de gas, fermenta manitol, arabinosa y manosa pero no fermenta sacarosa, lactosa
inositol y ramnosa, la produccion de ureasa es variable (Zamora-Pantoja DR. y Quiroz-Santiago
C., 2005). Ademas de todas estas caracteristicas V. parahaemolyticus cuenta con una gran
diversidad y sus miembros pueden diferir hasta un 60 % en la secuencia del ADN de sus
genomas (Makino et. al., 2003) siendo bastante clara esta diversidad en V. parahaemolyticus
ambientales aislados de agua de mar. Sin embargo, en las epidemias recientes, esta diversidad
es indetectable en aquellos Vibrios aislados de las deposiciones de pacientes con infecciones
producidas por esta bacteria (Daniels NA., 2000 ; Oliver JD. y Kaper JB., 1997).

23



Figura 4. Microscopia electrénica de barrido de la bacteria Vibrio parahaemolyticus (Tomado
de: Pontificia Universidad Catolica de Chile)
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Figura 5. Tincibn gram de Vibrio sp. (Tomado de: http://cit.vfu.cz/alimentarni-
onemocheni/xvp/xvp0l1.html).
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Enfermedades del Camardn Causadas por Vibrios sp. y Especie V. parahaemolyticus.

El género de Vibrio tiene la capacidad de afectar los distintos estadios del desarrollo del
camaron, provocando rangos de mortalidad variables dependiendo del sitio u 6rgano infectado
(Morales V. y Cuéllar AJ. 2008). Este género coexiste normalmente en los animales de cultivo,
colonizando principalmente el tracto digestivo, los branquias y la cuticula (Morales Covarrubias
MS., 2008). El proceso infeccioso se presenta cuando la bacteria ingresa al interior del
organismo, a través del intestino medio y se extiende a los demdas 6rganos via hemolinfa,
causando primeramente lesiones como hepatopancreas endémico y alto grado de vacuolizaciéon
de células epiteliales en este 6rgano (Morales Covarrubias MS., 2013). El proceso infeccioso
progresa generando infecciones generalizadas involucrando cuticula, hepatopancreas, 6rganos
linfoides, corazoén, glandula antenal, hemolinfa y mlsculo (Morales Covarrubias MS., 2008). Las
enfermedades de origen bacteriano que actualmente se encuentran presentes en la
camaronicultura que se practica en el continente americano son: la enfermedad de la Astilla
negra, enfermedad del camarén manchado, Vibriosis sistémica, Sindrome de la gaviota,
Vibriosis luminiscente y camarones rojos, causadas principalmente por V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus y V. harveyi, cuyos porcentajes de prevalencia son del 10 al 60 % (PROAQUA,
2007).

Los camarones adultos que sufren de vibriosis pueden parecer hipdxicos, mostrando un
enrojecimiento del cuerpo con branquias rojas o marrones, reducir su alimentacion y puede ser
observado nadando letargicamente en el borde y la superficie de los estanques (Anderson IG.
et al., 1988; Nash G. et al., 1992). Asi mismo, Vibrio sp. causa la enfermedad de las patas rojas,
caracterizada por una coloracion roja de los, periépodos y branquias. En camarones juveniles y
adultos puede causar una mortalidad de hasta el 95 % durante la estacion célida (Chen D.,
1992). Por otro lado, la enfermedad de la necrosis ocular es causado por la bacteria V.
cholerae, los globos oculares de los camarones infectados se vuelven marron y se caen, la

mortalidad se presenta en pocos dias después de detectada la enfermedad (Chen D., 1992).

Especificamente, 6 especies de Vibrio (V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus,
V. anguillarum, V. vulnificus y V. splendidus) estan asociados con las enfermedades del

camaron y son consideradas de importancia sanitaria, de las cuales las especies V. harveyiy V.
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splendidus causan luminiscencia, el cual es visible durante la noche, y se ha reportado que
pueden infectar tanto las postlarvas, juveniles y adultos de camaréon (Ruby EG. et al., 1980;
Lightner DV., et al., 1992). Las postlarvas infectadas pueden exhibir una mortalidad reducida,
disminucion de fototaxismo e intestinos vacios (Chen, 1992). Una de las enfermedades mas
comunes en los laboratorios productores de larvas, de P. vannamei y de P. stylirostris es el
llamado sindrome de bolitas, cuyo agente etioldgico es V. harveyi, el cual puede presentar
grandes mortalidades de larvas de los crustaceos mencionados (Alvarez JD. et al., 1999),
alcanzado pérdidas de la poblacién de hasta el 100 % a las 24 horas de aparecer la infeccion
(Ibarra-Gamez JC., 2007). Por otro lado, también se ha reportado que algunos lotes de juveniles
mantenidos en acuarios, luego de su llegada al laboratorio desarrollaron manchas marrones
oscuras, sobre todo en el exoesqueleto (Figura 6); de estas lesiones se obtuvieron cultivos casi
puros de V. harveyi. Otro grupo de juveniles, esta vez mantenidos en una laguna de engorda,
presentaron mortalidades a causa de una septicemia bacteriana, aislandose nuevamente cepas

de V. harveyi en forma casi pura (Alvarez JD. et al., 1999).

Figura 6. Juvenil de camardn con manchas negras en su esqueleto (CENIAP-FONAIP 1999).

Las epidemias masivas en Tailandia (Nash et al., 1992) y Filipinas (Lavilla- Pitogo et al.,
1990) han sido ocasionadas por las cepas patogénicas de V. parahaemolyticus, V. vulnificus y
V. harveyi, siendo esta Ultima una bacteria luminiscente que parece liberar exotoxinas (Liu PC.
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et al., 1996) y puede causar una mortalidad del 80-100 % en los estanques de engorda de P.
monodon (Harris, 1995). Recientemente, se ha reportado que la bacteria Vibrio
parahaemolyticus es el agente causal de la enfermedad, conocida como sindrome de
mortalidad temprana del camaron (EMS, por sus siglas en inglés) o sindrome de necrosis
hepatopancreatica aguda (AHPNS, siglas en inglés (FAO, 2006) (Figura 7 y 8). Desde su
aparicion en China en el afio 2009, esta enfermedad ha producido pérdidas econdémicas
significativas entre los productores de camarén. En el afio 2011, las explotaciones acuicolas en
Hainan, Guangdong, Fujian y Guangxi sufrieron casi un 80 % de pérdidas. Esta enfermedad se
ha ido diseminando a Vietnam (2010), Malasia (2011) y Tailandia en el 2012. Para el afio 2013
se reportd un 30 % de pérdidas anuales debido a la presencia de esta enfermedad. La
produccion en algunas explotaciones en las regiones orientales de Tailandia se ha reducido en
un 60 %, en estos paises es donde se ha reportado oficialmente la enfermedad, mas sin
embargo desde marzo de 2013 se estd presentando un cuadro de enfermedad y mortalidad
temprana de camarones muy similar al asiatico en varios estados de México (Center for Food
Security and Public health, 2013).

Figura 7. Juveniles de Penaeus vannamei (Vietnam). EMS (lado izquierdo); normal (lado
derecho) (Cuéllar-Anjel J. , 2013).
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Figura 8. Juveniles de Penaeus vannamei ambos con HP afectado, indicativo de EMS. HP:
Hepatopancreas; EMS: sindrome de mortalidad temprana. (Lightner DV., 2014).

La enfermedad AHPNS afecta a Penaeus monodon y Litopenaeus vannamei y se
caracteriza por mortalidades masivas, alcanzando en algunos casos hasta un 100 % en los
estanques afectados, durante los primeros 10-30 dias de cultivo (etapas de engorde) y pocos
dias después de los primeros signos de la enfermedad (Center for Food Security and Public
health, 2013). Estos investigadores encontraron que este agente es transmitido via oral por los
detritos que se encuentran en la columna de agua y el fondo del estanque, colonizando el tracto
digestivo, produciendo toxinas y causando en la fase aguda una disfuncion de las células del
hepatopancreas (HP), en donde se destruyen las células E, R, F y B, y ademas producen el
desprendimiento de las células epiteliales tubulares, inflamacién hemocitica y necrosis muy
marcada del HP. En la fase terminal, adicional al desprendimiento de las células epiteliales, se
presenta una infeccidn secundaria bacteriana masiva. Los signos clinicos durante la aparicion
de la enfermedad, se presenta disminucién de la ingesta de alimento que progresa hasta
anorexia, aumenta la tasa de conversion de alimento, letargia, intestino vacio, cromato6foros
expandidos, flacidez, caparazén blando, palidez generalizada, branquias amarillas o café,
hepatopancreas atrofico y blanquecino con melanizacion , colas delgadas, superficies con mal
olor por presencia de epicomensales, lesiones bacterianas en la superficie, o apéndices
melanizados, bordes oscuros en uropodos y ple6podos (Center for Food Security and Public
health, 2013). Cabe sefialar que esta toxina no afecta al humano debido a que la cepa aislada
“no parece tener los genes que confieren virulencia en las infecciones en humanos”, segun lo

comentado por el Dr. Donald Lightner en 2014.
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Hemolisinas Asociadas a Vibrio parahaemolyticus

Las Hemolisinas son un tipo de exotoxina que produce la lisis de los eritrocitos mediante la
realizacion de poros en la membrana citoplasmatica y es una de las toxina mas ampliamente
distribuida entre las especies de Vibrios patégenos y que ejerce diversas funciones en el
proceso de infeccion (Shinoda S. et al., 1991). Ademas de causar lisis en los eritrocitos (en el
caso de vertebrados y hemocitos para invertebrados), ésta tiene la capacidad de atacar otras
células como las células blancas (Miyamoto Y. et al., 1969) siendo considerado un factor de

virulencia de Vibrio parahaemolyticus y otro gran nimero de bacterias.

Los factores de virulencia principales de Vibrio parahaemolyticus son la hemolisina
directa termoestable (por sus siglas en inglés “TDH”) y la hemolisina relacionada a la TDH (por
sus siglas en inglés TRH) y factores de adherencia que interactian con los receptores
superficiales de la célula huésped (Akaeda Y. et al., 1997). Estas dos hemolisinas son
codificada por dos tipos de genes distintos tdh (tdha y tdhs) y rth, respectivamente. Este ultimo
gen presenta una secuencia de nucleétidos 68 % homéloga al gen tdh y desempefia un papel
significativo durante el desarrollo de la enfermedad (Bej AK. et al., 1999; Zhang XH. y Austin B.,
2005). Ademas, a diferencia de Vp-tdh, Vp-trh es inactivado por calor a 60 °C durante 10
minutos (Honda, 1993). Gran parte de las cepas clinicas de Vibrio parahaemolyticus son beta-
hemoliticos y se cultivan en agar Wagatsuma (contiene eritrocitos de humano); debido a este
suceso se le conoce como fendbmeno de Kanagawa y es considerado como un factor de
virulencia determinante para la produccion de enfermedad en humanos (Okuda et al., 1997).
Mientras que ambos genes mencionados anteriormente son marcadores patogénicos, algunas
cepas de V. parahaemolyticus presentan el gen tlh que codifica para otra toxina, la hemolisina
termolabil, la cual es un marcador especifico para ciertas cepas de Vibrio parahaemolyticus
(Nordstrom JL. et al., 2007). Los genes tdh estan presentes en el 90 - 99.8 % de los
aislamientos de cepas clinicas, mientras que solamente el 0.2 al 10 % de los aislamientos
ambientales son potencialmente patogénicos y son positivos para el gen tlh (Martinez-Urtaza J
et al., 2008).
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Hemolisina Termolabil Dependiente de Lecitina

Yanagase Y. et al. (1970) reportaron un factor hemolitico asociado a Vibrio parahaemolyticus
gue se activo por la adicién de lecitina (fosfatidilcolina) al medio de cultivo, este factor fue
nombrado como hemolisina dependiente de lecitina o hemolisina termolébil (por sus siglas en
inglés “LDH), lo cual se ha reportado que también puede tener actividad de fosfolipasa. La
Hemolisina termolabil (HDL) se encuentra en todas las cepas de V. parahaemolyticus, pero no
en otras especies. Pruebas genéticas basadas en PCR y algunos otros procedimientos como
separacion inmunomagnética (IMS) han sido desarrollados para detectar el gen de tlh en V.
parahaemolyticus (Takeda Y. et al., 1983; Honda T. et al., 1998) estos técnicas al igual que el
método de siembra inmunolégica directa (SID) y el método estandar de hibridacion de ADN han
permitido distinguir entre V. parahaemolyticus patogénico (tdh+) y no patogénico (tdh -)
(Senevirathne RN. et al., 2008) (Tabla 2).

La LDH no solo hidroliza fosfatidilcolina (PC) a alisifosfatidilcolina (LPC) si no también
LPC a glicerofosforilcolina (GPC). Las fosfolipasas tipo A se define como una enzima que
hidroliza uno de los dos ésteres de 4cidos grasos de fosfolipido y la fosfolipasa B como una
enzima que hidroliza ambos ésteres, de acuerdo con esta definicién, la LDH debe clasificarse
como fosfolipasa B. Sin embargo, la actividad contra LPC (monoglicerido) de la tipica
fosfolipasa B obtenida a partir de diversas fuentes es mucho mayor que contra PC (diglicerido).
La fosfolipasa B no tiene actividad hemolitica debido a que el producto final GPC ya no es un
detergente. Por otro lado, LPC formado por accién de la fosfolipasa A es un detergente que
perturba a las membranas de los eritrocitos conduciendo a la hemdlisis (Shinoda S. et al.,
1991).
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Tabla 2. Patogenicidad de Vibrio parahaemolyticus diferenciados entre humano y camarén en

funcion de las hemolisinas.

Especie/organismo Marcadores patogénicos

Camaron
TIh (+), Tdh (-), Trh (-)

Tlh (+), Tdh (-), Trh (+)

Tlh (+), Tdh (+), Trh (+)

Humanos
Tlh (), Tdh (+), Trh (+)

Tdh (+), Trh (-)

Tdh (+), Trh (+)

Tdh (-), Trh (+)

Aunque la HDL hidroliza a LPC, la velocidad de reaccion es mucho menor que la
fosfolipasa B. Por lo tanto, el intermedio, LPC, es relativamente estable y presenta una cantidad
suficiente para causar hemolisis. Por lo contario, con la adicion de demasiada HDL disminuye la
actividad hemolitica frente a eritrocitos de cordero debido a la rapida hemolisis de LPC. Por lo
tanto, la HDL de Vibrio parahaemolyticus esta clasificada como una fosfolipasa atipica, una
fosfolipasa B excepcional, o un nuevo tipo de enzima que debe ser designada como fosfolipasa

tipo A con actividad de lisofosfolipasa (Gassama-Diagne J. et al., 1989).

El gen hemolisina tlh consiste de un marco de lectura abierto de 1254 pb (Shinoda et al,
1991), a partir de la secuencia de la HDL (Figura 9) se dedujo que el la proteina sufre una
modificacion pos-traduccional lo que genera una pre-LDH y la proteina madura consistia de 418
y 398 aminoéacidos con un peso molecular correspondiente 47.5 y 45.3 kDa, respectivamente
(Shinoda S. et al., 1991).
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MMKKTITLLTALLPLASAVAEEPTLSPEMVSASEVISTQENQTYTYVRCWYRTSYSKDDPATDW
EWAKNEDGSYFTIDGYWWSSVSFKNMFYTNTSQNVIRQRCEATLDLANENADITFFAADNRFS

YNHTIWSNDAAMQPDQINKVVALGDSLSDTGNIFNASQWRFPNPNSWFLGHFSNGFVWTEYIA
KAKNLPLYNWAVGGAAGENQYIALTGVGDQVSSYLTYAKLAKNYKPANTLFTLEFGLNDFMNY

NRGVPEVKADYAEALIRLTDAGAKNFMLMTLPDATKAPQFKYSTQEEIDKIRAKVLEMNEFIKAQ
AMYYKAQGYNITLFDTHALFETLTSAPEEHGFVNASDPCLDINRSSSVDYMYTHALRSECAASG
AEKFVFWNVTHPTTATHRYVAEKMLESSNNLAEYRF

Figura 9. Secuencia de aminoacidos de la hemolisina dependiente de lecitina (HDL) de Vibrio

parahaemolyticus.

Fosfolipasas

Como se mencioné anteriormente, la hemolisina dependiente de lecitina o “HDL” tiene actividad
de fosfolipasa (Yanagase Y. et al, 1970). Esta actividad enzimatica est4d directamente
relacionado con su capacidad hemolitica. Asi mismo, esta actividad de fosfolipasa ha resultado
de mucha utilidad para la caracterizacion de esta proteina aislada de otros organismos. Por lo a
continuaciéon se hace una breve descripcion sobre los diferentes tipo de fosfolipasas. Estas
enzimas son moléculas capaces de romper los fosfolipidos de membrana y se nombran

dependiendo del punto en que cortan a ese fosfolipido (Figura 10).
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Figura 10. Diversos tipos de fosfolipasas dependiendo del sitio hidrolizado en el
glicerolfosfolipido (Voet D. y Voet JD., 2007).

Las fosfolipasas hidrolizan los glicerolfosfolipidos. Las estructuras quimicas incluidas las
cadenas de acilo graso y los grupos cabeza de los glicerolfosfolipidos pueden determinarse a
partir de los productos de las reacciones hidroliticas catalizadas por las enzimas conocidas
como fosfolipasas (Voet D. y Voet JD., 2007). Por ejemplo la hemolisina de V. parahaemolyticus
esta clasificada como una fosfolipasa A2 por lo que pertenece a la familia de enzimas que
hidrolizan el enlace éster del C-2 de los glicerofosfolipidos liberando &cidos grasos,
principalmente el acido araquidénico y lisofosfolipidos (Valdés-Rodriguez YC. et al.,, 2002).
Siendo este Ultimo como denota su nombre, un detergente poderoso que desorganiza las
membranas celulares y provocando de esta manera la lisis de las células (Voet D. y Voet JD.,
2007).

Sistemas para la Sobreexpresién de Proteinas Recombinantes

El sistema de expresién consiste en un conjunto de elementos genéticos configurados de
manera 6ptima para el control de la transcripcion y traduccion de las secuencias a expresar

(Makrides SC.,1996; Sgrensen H.P y Mortensen KK., 2005). El sistema de expresion en
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Escherichia coli esta constituido por dos componentes: una bacteria huésped y un vector de
expresion que posee los elementos génicos necesarios para realizar los procesos de
transcripcién y traduccién en dicha bacteria. Con el objetivo de obtener altos niveles de
expresion de la proteina de interés es necesario estudiar la influencia de diferentes factores en
el proceso de produccion, los cuales pueden agruparse en genéticos Y fisioldgicos (Garcia J. et
al.,, 2013). Entre los genéticos se encuentran: el nimero de copias del vector de expresion (el
namero de copias del pldsmido en E. coli puede variar desde 1 hasta 2 000 por célula, en
dependencia de su origen de replicacion en la bacteria (Nordstrom K. y Uhlin BE., 1992),
caracteristicas del gen, estabilidad del &cido ribonucleico mensajero (ARNm), promotor
empleado y cepa utilizada (Garcia J. et al., 2013).

La segregacion plasmidica es de gran importancia en el mecanismo de retencién del
vector en la célula. EI mecanismo clasico para evitar el inconveniente de la segregacién es la
coexpresion en el vector de un gen codificante para la resistencia a un marcador de seleccién,
generalmente un antibiético, de manera que Unicamente las células que posean en su interior el
vector, seran capaces de propagarse en un medio de cultivo que contenga el marcador de
seleccién. Otro mecanismo que previene la pérdida del vector y evita el uso de antibiéticos es la
inclusion en el vector de regiones cromosomicas que complementen la auxotrofia de una
determinada cepa bacteriana (Vidal L. et al.,, 2008), es decir, Unicamente las células que
contengan el vector seran capaces de crecer en un medio de cultivo que carezca del elemento

para el que la cepa es auxotrofa.

La cepa de Escherichia coli mas utilizada en los sistemas de expresion es la BL21,
debido a que es defectiva en las proteasas OmpT y Lon, involucradas en la degradacion de
proteinas. En funcién del sistema de expresién empleado, la cepa puede contener el médulo
regulador de la expresion integrado en el cromosoma. En el caso concreto de los sistemas de
expresion pET (Novagen®) y pRSET (Invitrogen®) la cepa de expresion contiene el ADN del
bacteriéfago DE3 integrado en el cromosoma. Este bacteriéfago contiene a su vez el gen
codificante de la T7 RNA polimerasa regulado por el promotor lacUV5 cuya actividad se induce
por medio de la adicién del inductor IPTG (Isopropyl-D-thiogalactopyranosido). En este sistema,
el vector de expresion pET utilizado para la expresién de la secuencia codificante de la proteina
de interés, incorpora una region promotora reconocida por la T7 RNA polimerasa, de manera

gue tras la adicion del IPTG, la T7 RNA polimerasa expresada desde el cromosoma bacteriano
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induce la expresion de la proteina a partir del vector. En el caso de los sistemas pGEX (GE
Healthcare®), pQE (QIAGEN®), pTrc (Invitrogen®), pBAD (Invitrogen®) la expresion de las
proteinas recombinantes no esta supeditada a la presencia de un modulo regulador integrado
en el cromosoma de la bacteria. En estos casos, los elementos reguladores del promotor para
la expresion de proteinas recombinantes estan incluidos en el vector, por lo que el mismo vector
puede emplearse en combinacion con diferentes cepas (BIOTECH, Co.). En la Tabla 3 se
resumen los sistemas de expresion comerciales comunmente utilizados para la produccion de

proteinas recombinantes en Escherichia coli (BIOTECH, Co.).

Tabla 3. Sistema de expresion mas comun utilizada en E. coli

Vector de Promotor de Origen de Cepa (E. coli)
expresion transcripcion replicacion
pET T7 pBR322 BL21 (DE3)
pRSET T7 ColE1 BL21 (DE3)
pGEX tac pBR322 BL21
pBAD araBAD pucC TOP10
pTrc trc/lac puUC BL21
PQE Tsllac ColE1 M15[pREP4]

Escherichia coli y el Operon lac como Reguladores de la Expresion.

La bacteria Escherichia coli (E. coli) ha sido la mas empleada para la produccion de proteinas
recombinantes (PR) que surgi6é debido a la necesidad de proveer proteinas de uso terapéutico o
vacunales, ademas de ser utilizadas con fines diagnosticos por procedimientos relativamente

baratos, ya que esta bacteria ha sido muy bien caracterizada desde el punto de vista genético y
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fisiolégico (Ferrer N., et al., 2009). E. coli es un bacilo corto gram-negativo y es la especie que
se encuentra normalmente en el intestino del ser humano y de otros animales. A pesar, de ser

necesarios para el funcionamiento correcto del proceso digestivo y ser responsable de producir
vitaminas B y K, esta también puede ocasionar enfermedades como cistitis, septicemia y
gastroenteritis entre otras (Perry-Chou C, 2007).

Muchas de las proteinas recombinantes requieren modificaciones post-traduccionales
gue no pueden ser llevados a cabo por cepas bacterianas silvestres, por lo que esto implica
desventajas del uso de cepas procariotas como lo es E. coli , ademas, es conocido que las
proteasas producidas en el microorganismo pueden destruir las PR obtenidas, no es un
eficiente secretor de proteinas al medio de cultivo es una fuente potencial de pirégenos y su
habilidad para promover formacién de correcta de numerosos puentes disulfuro es limitada
(Santana H., et al., 1999); independientemente de estos inconvenientes esta bacteria ha sido la
mas utilizada para la produccién de PR, debido a la serie de ventajas que presenta este
microorganismo como hospedero: facil manipulacion genética ya que su genoma es
ampliamente conocido, no posee requerimientos costosos asociados a medios de cultivo, puede
crecer rapido en medios simples con una alto indice de produccién de PR, existe una gran
cantidad de conocimientos acumulados sobre su fisiologia y metabolismo, ademas se tiene

varios vectores bien establecidos para la produccion de PR (Ferrer N et al.,2009).

A causa de las desventajas ya mencionadas, en los Ultimas décadas se han
desarrollado cepas de E. coli modificadas genéticamente para solucionar algunos de estos
inconvenientes, entre ellas se encuentran varias cepas mutantes de los genes ion Ay omp T
para disminuir la degradacién proteolitica de los productos recombinantes, también se han
obtenido cepas deficientes, o bien de la tiorredoxina (trxB) o de la glutatién reductasa (gor) o de
ambas a la vez por lo cual en ellas se favorece la correcta formacion de puentes disulfuro en el
citoplasma. En otras cepas desarrolladas pueden obtenerse proteinas complejas, con
modificaciones postraduccionales propias de células eucariotas, como es el caso de las que
portan el gen de la tirosina cinasa para producir proteinas fosforiladas por la tirosina (Lehmann
K. et al., 2003; Bessette PH. et al., 1999).

El operdn lac es un operon requerido para la expresion genética en procariotas. Un
Operén es grupo de genes estructurales cuya expresion estd regulada por los mismos

elementos de control (promotor y operador) y los genes reguladores, incluyendo la
36



disponibilidad de glucosa y de lactosa (Jacob F. y Monod J., 1961). En E. coli, casi la mitad de
los genes estan agrupados en operones, cada uno de los cuales codifica enzimas involucradas
en una via metabdlica en particular o proteinas que interactian para formar una proteina de
subunidad multiple (Harvey L. et al., 2005). En este caso, el operén lac codifica tres enzimas
requeridas para el metabolismo de la lactosa, el gen z+ que codifica para la p-galactosidasa
cuya funcion es catalizar la hidrdlisis de la lactosa en glucosa méas galactosa (Figura 11). Por
otro lado, se encuentra el gen y+ que codifica para la galactésido permeasa que transporta (-
galactosidos, al interior de la célula bacteriana. Por ultimo, se encuentra al gen a+ que codifica
para la tiogalactésido transacetilasa que cataliza la transferencia del grupo acetil del acetil
Coenzima A al 6-OH de un aceptor tiogalatésido. Este gen no estad relacionado con el
metabolismo de la lactosa (Jacob F. y Monod J., 1961).
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mRNA

Polypeptide
Folding

Repressor
protein

B-Galactosidase Permease Transacetylase
La lactosa se une al represor,

y este se separa del operador

Figura 11. Diagrama de los componentes del operén lac y su funcion. Tomado de:
(www.Depafquim.unam).

El operdn lac es un sistema inducible que esta bajo control negativo, es decir, que en

condiciones normales no se expresa debido a la actividad de una proteina de caracter represor
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gue impide la transcripcion. Sin embargo, también esta bajo control positivo, o que significa
gue en presencia de un inductor (lactosa) que actlla como activador estimula la transcripcion de
los genes estructurales (Jacob F. y Monod J., 1961). En realidad, el verdadero inductor del
sistema es la Alolactosa y no la lactosa, de manera que la B-galactosidasa transforma la lactosa
en Alolactosa. En los estudios del operon lac se utiliza como inductor un analogo sintético no
hidrolizable de la lactosa que es el Isopropil tiogalactésido (IPTG). El IPTG no necesita ser
transportado por la galactésido permeasa para entrar en la bacteria (Jacob F. y Monod J.,
1961).
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METODOLOGIA

Produccion Recombinante de la HDL en E. Coli

Transformacion Bacteriana

La transformacion de la bacteria E. coli, cepa Rossetta 2 se realiz6 por el método de choque
térmico. Para iniciar el proceso de transformacion se utiliz6 un microtubo Eppendorf que
contenia células quimicamente competentes de E. coli el cual se coloc6 en una cama de hielo
para su descongelamiento. La suspension bacteriana se homogeneizé suavemente con golpes
suaves con el dedo, posteriormente se afiadi6 un 1 pL de pladsmido que contenia el gen
sintético que codifica para la HDL a una concentracién de 20 ug/mL. La solucién se mezclé
cuidadosamente y se incub6 en hielo por 10 minutos. Posteriormente, se incubdé durante un
minuto a una temperatura de 42 °C, una vez transcurrido este tiempo se regresé rapidamente al
hielo y se dej6 reposar durante 2 minutos. Después se le afadieron 250 uL de medio Super
Optimal Broth, (SOC por sus siglas en inglés, (20 g/L Tryptona, 5 g/L extracto de levadura, 4.8
g/L MgSO04, 3.603 g/L glucosa, 0.5 g/L NaCl y 0.186 g/L KCI) mezclandose por agitacion con
una micropipeta y se incub6 durante 3 horas a 37 °C en un agitador orbital a 220 revoluciones

por minuto.

Posteriormente se inocularon tres placas de agar Luria (15 g/L Agar, 10 g/L triptona, 5
g/L extracto de levadura y 0.5 g/L NaCl) al que se le adicion6 ampicilina (a una concentracién
de 100 pg/mL) como marcador de seleccion con 50 pL y 150 pL respectivamente de cultivo
bacteriano. Se utiliz6 el método de extensién en superficie en placas Petri, los cuales se

incubaron durante toda la noche a una temperatura de 37 °C en una incubadora de conveccion.
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Preparacion del Inéculo Bacteriano

Las placas Petri inoculadas se utilizaron como base para la sobreexpresion de proteinas,
debido que a partir de ellas se seleccionaron colonias aisladas para sembrar una nueva placa
por el método de estriado, incubandose a una temperatura de 37 °C por 24 h. Ademas se utilizo
una colonia aislada como indculo para un tubo de ensayo contenido 5 mL de caldo Luria (10 g/L
triptona, 5 g/L extracto de levadura y 0.5 g/L NaCl) al que se le adicion6 una concentracion de
100 um/mL de ampicilina, manteniéndolo a una temperatura de 37 °C durante toda la noche en

un agitador orbital a 225 rpm.

Sobreexpresion Recombinante de la HDL

La colonia bacteriana recombinante se cultivo en un matraz Erlenmeyer que contenia 50 mL de
caldo Luria con una concentracion de 100 pug/mL de ampicilina, se incub6 durante 3 horas.
Posteriormente se adiciond el volumen total del matraz a otro que contenia 1000 mL del mismo
medio de cultivo con el antibiético ya seleccionado. Una vez inoculado el cultivo bacteriano de 1
L se monitored la densidad éptica en un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 600 nm
hasta alcanzar una absorbancia de 0.6 unidades. Este valor indica que el crecimiento
bacteriano se encuentra en su fase exponencial de su ciclo de crecimiento (Moreno et al, 2013).
En esta etapa se llevé a cabo la induccion de la expresién del gen de interés productor de la
HDL, la induccién se realiz6 con isopropil- B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una
concentracion final de 0.4 mM, la sobreexpresién se llevd a cabo a una temperatura de 25 °C y
con una agitacion de 225 rpm por 24 h. Posteriormente, las células se cosecharon tomando el
volumen total del matraz (1000 mL), se centrifugé a 13000 X g durante 15 minutos a 4 °C de
temperatura. El botdn de células bacterianas obtenido se almacend en un ultra congelador a —

80 °C hasta su uso.

Para el control de la cinética de sobreexpresion se tomaron alicuotas de 1 mL del medio de
cultivo cada 0, 2, y 15 horas después de la induccion. Las células se recuperaron por medio de

centrifugacion a 6000 x g por 15 minutos a una temperatura de 4 °C. El botdn de células
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bacterianas se resuspendié en buffer Lisis (Tris HCI 20 Mm, NaCl 500 mM), lisaron por
sonicacion en una cama de hielo a 10 % de amplitud 10 pulsos por 10 segundos cada uno. El
producto obtenido se clarificé por centrifugacion (16, 000 x g por 20 minutos a 4 °C)
obteniéndose dos fases: una soluble (sobrenadante) y otra insoluble (precipitado). Ambas fases
se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12 % en condiciones reductoras Yy
desnaturalizantes. La electroforesis se corrid en una camara Biorad mini protean 3 a una

corriente de 20 mA por una hora.

Lavado de Cuerpos de inclusién.

Debido a que la proteina no se presenta en su forma nativa, no muestra sus caracteristicas
funcionales, es decir se sobre-expres6 en cuerpos de inclusién. Por lo que fue necesario
realizar un lavado o purificacién de los mismos. Este lavado se inici6 a partir de la biomasa
obtenida al final durante la sobreexpresion. Para esto se pesaron 2.33 g. del botén de células
bacterianas y se resuspendié totalmente en buffer lisis (Tris HClI 20 mM, NaCl 500 mM,) a una
razén de 8 mL por cada gramo de biomasa bacteriana y se soénico en hielo durante 10
segundos por 8 ocasiones. Una vez que el botdn de células bacteriana se resuspendi6é en
buffer Lisis se centrifugd a 16,000 x g por 30 minutos a 4 °C, se recuperé el precipitado y se

descart6 el sobrenadante.

Al precipitado obtenido se le adicion6 buffer de lavado 1 (Tris HCI 50 mM, pH 7.0, DTT 5
mM, Triton X-100 (2 %) y EDTA 1 mM) a una razén de 4 mL por cada gramo de biomasa inicial.
Posteriormente, se sonic6 hasta que fue resuspendido totalmente y se centrifugé bajo las
condiciones anteriormente mencionadas, se recuperé el pellet y se descarté el sobrenadante y
se repitid nuevamente el lavado. El pellet o precipitado se resuspendié en buffer de lavado 2 a
una razén de 4 mL por cada gramo de pellet/biomasa inicial (lavado 2, tabla 4) una vez
resuspendido se centrifugé de nuevo, se deseché el sobrenadante y se recupero el pellet. Se

realizé nuevamente el lavado con buffer 2.
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Tabla 4. Composicién del buffer de lavado 2 (base a 100 mL)

Tris HCI 50 mM, pH 7.0 5 mL (partiendo de un stock 1 M)
EDTA 1 mM 1 mL (partiendo de un stock 0.5 mM)
DTT 5 mM 80 mg

El precipitado obtenido se resuspendid totalmente mediante sonicacién (5 pulsos
durante 10 segundos) en un buffer de extracciéon a una razén de 4 mL por gramo de precipitado
(buffer de lavado 2 adicionado con 8 M de Urea). Posteriormente se almacené en refrigeracion
a una temperatura de 4 °C durante toda la noche. Posteriormente se centrifugd la muestra
mediante las mismas condiciones ya mencionadas y se descartd el precipitado, recupero el
sobrenadante. Se midi6 la concentracion de proteina utilizando un espectrofotometro Nanodrop
Thermo Scientific a 280 nm de longitud de onda.

Replegamiento de Proteinas.

El replegamiento in vitro de la HDL se realizé disminuyendo gradualmente la concentracién de
urea en pasos escalonados empezando 8 M, 4 M, 1 M hasta alcanzar una concentracion de 0 M
de urea. Este procedimiento se llevé a cabo mediante dialisis utilizando una membrana con un
tamafio de 6-8 kDa. En cada paso se realizé un recambio de 500 mL de buffer didlisis. La
dialisis se llevd a cabo a una temperatura de 4 ° C por tres horas con agitacion constante de
150 rpm, hasta llegar al dltimo paso de replegamiento de proteinas con un buffer sin urea de
1000 mL, con 2 recambios de 500 mL cada uno, el dltimo recambio se mantuvo durante toda la
noche. Posteriormente se recupero la solucién de la membrana de dialisis y se centrifug6 a 20,
000 x g durante 15 minutos a una temperatura de 4 °C. Se recuper6 el sobrenadante y se midi6é

la concentracion de la proteina en un espectrofotbmetro Nanodrop a 280 nm.
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Ensayo de Actividad de Fosfolipasa, Temperatura Optima y Estabilidad Térmica

Para medir la funcionalidad de la proteina se realizé el ensayo de actividad de fosfolipasa
descrito por Shinoda S. et al. (1991). Se prepar6 el medio agar con fosfatidilcolina (agar-
agarosa 1.5 %, fosfatidilcolina 0.1 %). El agar-agarosa se disolvié en 50 mL de buffer Tris HCI
50 mM y se calenté en una placa de calentamiento hasta su homogenizacion completa. La
fosfatidilcolina se solubilizé en etanol 96 % (en una dilucién 1:2), después, se afadié a la
soluciébn de agarosa (a una temperatura de 60 °C) y se homogeneiz6 completamente.
Posteriormente la solucién vertié en placas Petri (25 mL de agar a cada una de las placas)
tapadas con papel aluminio para evitar la exposicion a la luz. Después se realizaron
perforaciones al agar donde se vaciaron diferentes volumenes de la proteina a 10, 20, 30 y 50
ML y se incubd a 37 °C durante 24 horas. La actividad de fosfolipasa se determind en aquellos
pozos donde se observé halos claros a su alrededor. Lo anterior es una indicacion directa de la
hidrdlisis del sustrato fosfatidilcolina por accién de la HDL. Como control se utilizé buffer Tris 50
mM pH 7.4.

La temperatura Optima de la enzima se determiné utilizando el ensayo anteriormente
descrito en un rango de temperatura de incubacion de 10, 20, 30, 40, 45, 50, 60 y 70 °C Por
otro lado, se determiné la estabilidad térmica de la HDL incubando la solucién que contenga la
proteina por 15 minutos a diferentes temperaturas de 10 a 70 °C (intervalos de 10 °C).
Posteriormente se evalud la actividad enzimética con el ensayo de actividad de fosfolipasa

descrito anteriormente.

Estabilidad Térmica de Almacenamiento

Para evaluar la estabilidad de almacenamiento se incubd en tubos Eppendorf 500 pL de la
proteina a diferentes temperaturas de almacenamiento. Las temperaturas que se utilizaron
fueron de 4, -20 y -80 °C, de las cuales se tom6 una muestra de cada temperatura cada 7 dias

por un periodo de 5 semanas y se midi6 la actividad enzimatica.
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Actividad Litica de la HDL Utilizando Hemocitos de Camaroén.

Se extrajo la hemolinfa de camarones utilizando un jeringa de insulina de 1 mL (316 x 8 mm)
que contenia 200 pL de solucion anticoagulante SIC-EDTA estéril (HEPES 10 Mm pH 7.4,
EDTA 20 mM, KCI 10 mM, NaCl 450 mM). Posteriormente se afiadié rosa de bengala (3 % p/v)
a la solucion que contenia la hemolinfa. 1 mL de esta solucidén se agreg6 a 15 mL de agar-agar
(3 %), se homogeneizo y vertidé en placas Petri (Chin L. et al., 2000). Una vez que solidifico el
agar se realizaron 4 perforaciones agregando diferentes concentraciones de la HDL (10, 20, 30
y 50 uL) y se incubé a temperatura ambiente (24 °C). La actividad litica se evalu6 observando
halos claros alrededor de cada pozo, lo cual, esto determina la actividad litica de la HDL sobre

los hemocitos de camaron.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Transformacion de Cepas de Escherichia coli con Gen de la HDL

La transformacion de la bacteria E. coli cepa Rosetta 2 se llevé a cabo por el método de choque
térmico. Se observé un crecimiento de colonias convexas, redondas y lisas de color blanco
caracteristicas de E. coli lo cual es indicativo que las bacterias poseen su respectivo plasmido
insertado. Es decir, la presencia en el plasmido del gen de resistencia a ampicilina permite
seleccionar las bacterias que contienen la secuencia de la proteina de interés. Esta resistencia
esta dada a la capacidad para crecer en presencia de dicho antibidtico (el gen de resistencia
codifica una beta lactamasa, enzima que degrada la ampicilina) existen otros tipos de vectores
que codifican para otros antibidticos como es VPBR322 resistente a tetraciclina y ampicilina
(Cultek S.L.U., 2006).

Sobreexpresion y Replegamiento in vitro de la HDL

El plasmido recombinante que contenia el gen de la HDL fue transformado en E. coli en la cepa
BL21 rosetta 2. Las cepas transformadas se crecieron el medio LB suplementado con ampicilina
(100 p g/mL) a una densidad 6ptica de 0.4 unidades de absorbancia a 600 nm. Posteriormente,
se indujo la produccién de la proteina recombinante agregando IPTG a una concentracion final
de 0.4 mM. El cultivo se incubd por 18 horas a 25 °C y agitacion de 220 rpm. Es importante que
la incubacion no sea superior a 24 h debido a que la produccion de proteina disminuye esto
puede ser debido a que los sustratos del medio de cultivo se agotan y ya no es posible
aumentar la produccion de proteina. Asi mismo es posible que la proteina sea degradada
parcialmente por proteasas producidas intrinsecamente por la bacteria hospedadora. Por lo que
se consideré que el tiempo éptimo para la sobreexpresion es de 6 horas pos-induccién, al igual
gue lo descrito por Tellechea-Robles (Tellechea, 2015). Después, las células se recuperaron y
analizaron tanto la fraccion soluble como insoluble mediante electroforesis en gel SDS- PAGE al
12 %. Se observé una banda de aproximadamente 47 kDa, el cual corresponde al peso
molecular deducido de la secuencia de aminoacidos de la HDL. Ademés se encontré que la
HDL se sobreexpreso en la fraccion insoluble, es decir, se obtuvo en cuerpos de inclusion como

era de esperarse (Tellechea, 2015). En este trabajo se menciona que se observaba una
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pequefia banda en la fraccién soluble del peso molecular esperado para la HDL. Esta fraccion
fue aplicada a la columna de afinidad de metales, pero no se unié por lo que se concluy6 que
esta banda corresponde a una proteina que puede ser parte del metabolismo de la E. coli. De
acuerdo con nuestros resultados y lo reportado previamente, se continué trabajando con la
parte insoluble de la sobreexpresion, es decir, con la HDL en forma de cuerpos de inclusion.
Algunos autores como Zhang et al., (2006) han reportado que la hemolisina termoestable de
Vibrio harveyi se sobreexpresa en la fraccion soluble del cultivo. Las diferencias encontradas
pueden deberse a diversos factores como la cepa utilizada, condiciones de cultivo, diferencias a
nivel de secuencias de aminoacidos lo cual originan caracteristicas funcionales y fisicoquimicas

para cada especie.

Para llevar a cabo el replegamiento se purificaron los cuerpos de inclusion mediante
lavados, de acuerdo al protocolo descrito por Tellechea-Robles (Tellechea, 2015). Brevemente,
la proteina se solubiliz6 en buffer de extraccién con urea 8 M como agente desnaturalizante y
DTT como reductor. Esta solucion se clarific6 por centrifugacién para llevar acabo el
replegamiento de la HDL y obtener su estructura nativa y funcional. La concentracion de
proteina que se obtuvo en esta etapa fue de 48 mg/mL. Este resultado indica que el rendimiento
de la produccion de la proteina recombinante por cada litro de medio de cultivo fue de
aproximadamente 192 mg/mL de la HDL en forma de cuerpos de inclusion. En la Figura 12 se
observa la abundancia de la banda correspondiente a la HDL después del lavado con el buffer 1

y en solucién con urea 8 M en los carriles L1 y 8 M, respetivamente.

El replegamiento se realiz6 mediante didlisis, disminuyendo la concentracién de urea de
8 M hasta 0 M utilizando una membrana de dialisis de 6-8 kDa de tamafio de poro. La
concentracion de la proteina antes de la didlisis se ajusté a 10 mg/mL. Ya que a una mayor
concentracion de proteina se observé que esta se precipitaba durante el proceso de
replegamiento. Posteriormente, la proteina replegada se analiz6 mediante un gel SDS-PAGE, lo
cual se observé una banda muy intensa que corresponde al peso molecular esperado de 47
kDa de la HDL. Ademas, podemos observar que la HDL se conservé a lo largo del proceso de
replegamiento y notablemente se encontré que la proteina se mantuvo en soluciéon cuando se
elimind la urea del buffer de replegamiento. Esto se hace visible en los carriies 4 M, 1 M, 0 My

0 M del gel de electroforesis donde se muestra el proceso de replegamiento de la HDL (Figura
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12). Este resultado es indicativo que la HDL se plegd correctamente, puesto que la
conformacion estructural que adopta le permite mantenerse en solucion al ser eliminada
gradualmente la urea (Pereto et al., 2007). Después del proceso de replegamiento se obtuvo
una concentracion final de 5.025 mg/mL de HDL. A partir de esta solucion se realizaron los

ensayos posteriores para determinar su actividad y efecto de temperatura.

MPM L1 M 4M ™ oM oM

200

66

45

31

Figura 12. Gel de electroforesis SDS-PAGE del proceso de replegamiento de la HDL mediante
dialisis, disminuyendo la concentracion del agente desnaturalizante (urea).
MPM (marcador de peso molecular), L1 (lavado 1), 8M, 4M, 1M, OM (concentracion de urea

para el replegamiento de la HDL)
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Temperatura Optima y Estabilidad Térmica

Actividad Enzimatica

Posterior al plegamiento de la proteina se realizé un ensayo de actividad fosfolipasa mediante
placas con agarosa utilizando como sustrato, fosfatidilcolina. Las placas mostraron halos claros
alrededor de los pozos con la muestra como se muestra en la Figura 13, lo cual esto nos indica
que la proteina se plegd correctamente ya que adoptdé su estructura terciaria y es

enzimaticamente funcional.

¢ 20,

Tns HCI

304l

Figura 13. Actividad de fosfolipasa de la HDL en una placa Petri con medio agarosa al 1.5 %
mas fosfatidilcolina al 0.1 %. A una concentracion inicial de la proteina de 5.025 mg/mL. Tris-
HCI, corresponde al buffer en que se encontraba la enzima y fue utilizado como control negativo
(50 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA).

El cambio de tonalidad en el agar se debe a la ausencia de sustrato (fosfatidilcolina) al
ser degradado por la HDL a lisofosfatidil-colina, el cual es un producto més soluble. El diametro
de los anillos es proporcional a la cantidad de muestra contenida en el pozo razon por la cual se
observa mayor degradacion en el pozo que contiene 50 uL, es decir se cuenta con una mayor

actividad enziméatica de la proteina.
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Temperatura 6ptima

La temperatura 6ptima se determiné midiendo la actividad enzimatica incubando las placas con
el sustrato a diferentes temperaturas. Cada determinacién se realizé por cuadruplicado
utilizando 100 pL de la solucién de la HDL a una concentracion de 5 mg/mL. Se midié el
didmetro de los halos obtenidos en cada una de las placas. Los resultados se expresaron como
porcentaje de actividad relativa tomando como el 100 % la temperatura donde se obtuvo la
mayor actividad enzimatica. En la Figura 14 podemos observar que la temperatura de 40 °C es
donde la enzima tiene mayor actividad enzimatica, mientras que la menor actividad se registré
a los 60 °C. Esto se evidencia en la Figura 15 en la que podemos observar de manera
representativa las placas con un mayor halo en la placa de 40 °C lo cual puede resultar
evidente ya que a nivel general el aumento de temperatura favorece la velocidad de la mayoria
de reacciones enzimaticas. Sin embargo, debido a su caracter proteico, a cierta temperatura las
enzimas inician su desnaturalizacion, este punto coincide con su maxima actividad. No obstante
es propio de cada enzima, aunque la mayoria de estas presentan su mayor efecto en el rango
comprendido entre 30 y 50 °C (http://www.ehu.eus/biomoleculas/enzimas/enz22). Ademas, no
se observo actividad enzimatica de la HDL en las placas incubadas a 70 °C. Esto puede ser
derivado a que la enzima se encuentra desnaturalizada o a un error técnico del método

utilizado, ya que se observé que a esta temperatura la agarosa perdia integridad estructural.
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Figura 14. Temperatura Optima de la actividad catalitica de la HDL incubada a diferentes
temperaturas (20, 30, 40, 45, 50 y 60 °C) medido en porcentaje de actividad tomando como 100
% 40 °C (mayor actividad enzimatica).
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Figura 15. Temperatura optima de la HDL en placa agarosa-fosfatidilcolina. Halo de actividad
enzimatica incubado a 20 °C (A). Placa incubada a 40 °C obteniendo una mayor actividad
enzimatica (B). Disminucién de la actividad a una temperatura de 60 °C (C) e inactividad de la

enzima a 70 °C (D). Control negativo, Tris HCI.

Los resultados obtenidos indican que la HDL es una proteina con baja tolerancia a altas
temperaturas. Ya que a partir de los 50 °C la enzima muestra una disminucion del 20 % de la
actividad enzimatica respecto a la temperatura 6ptima. Asi mismo, se observé un 35 % de
actividad residual de la HDL cuando el ensayo de actividad se realizé a 60 °C. Estos resultados
son consistentes con los reportados con una hemolisina termolabil (rPhlA) producida por V.
mimicus, que al igual cuenta con una temperatura 6ptima de alrededor de 40 °C, siendo estable
entre los 20 y 40 °C. Adema4s, esta proteina cuenta con un peso molecular de 53 kDa muy
similar a la de la HDL (47 kDa) producida por V. parahaemolyticus (Lee, et al 2002). Esta
similitud puede deberse a que la mayoria de las proteinas producidas por Vibrios son muy
semejantes pero no idénticas. Ademas se ha reportado que la proteina producida por V. harveyi
pierde su actividad a unatemperatura de 65 °C después de 30 minutos indicando que la
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hemolisina es labil al calor (Zhong et al, 2006). Por lo tanto, podemos concluir que la HDL de V.
parahaemolyticus también es una hemolisina termolabil la cual a diferencia de la hemolisina
directa termoestable (TDH) esta no es inactivada a una temperatura de 100 °C por 10 minutos.
Ademds la actividad de la TDH no se potencia con la adicion de lecitina lo cual indica que es

una hemolisina directa sobre los eritrocitos (Sakurai J.A et al 1973).

Estabilidad Térmica

Para la evaluacion de la estabilidad se calent6 400 puL de la muestra, en una placa par
microtubos a diferentes temperaturas durante 15 minutos cada una. Una vez transcurrido
el tiempo se colocaron cada una de las muestras en el ensayo de actividad de fosfolipasa
anteriormente descrito. Se midieron los halos producidos por la degradacién del sustrato y
se graficé en base a un promedio de los tres halos de cada temperatura, tomando como

100 % la temperatura donde se encontr6 mayor actividad (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la actividad enzimatica de la
HDL bajo diversas temperaturas (10 — 70 °C con intervalos de 10 °C). Los resultados
obtenidos se expresan como porcentaje de actividad relativa, tomando como el 100 % la
actividad registrada a la temperatura de mayor estabilidad de la HDL (10 °C). (UA:

Unidades arbitrarias de actividad).

La Figura 16 nos muestra que la actividad de la HDL se mantiene estable desde
una temperatura de 10 °C hasta los 40 °C. Después de incubar la enzima a por 15 minutos
a 50 °C se observo una ligera disminucion (10 %) de la actividad. Sin embargo, cuando la
HDL se incub6 a 60 y 70 °C la actividad enzimatica no fue detectada (Figura 17). Esto
indica que la HDL es termolabil a temperaturas superiores a 60 °C aun por periodos cortos
de incubacién. Este resultado confirma lo encontrado por andlisis comparativo de la
secuencia de aminoacidos de la HDL, lo que indicaba una alta similitud de secuencia con
otras hemolisinas dependientes de lecitina termol&biles como la TLH de Vibrio mimicus y
Vibrio harveyi (Zhang et al, 2001). Previamente se ha reportado que la hemolisina
termol&bil producida por Vibrio harveyi pre-incubada a una temperatura de 55 °C durante

30 minutos perdia su actividad enzimética un 75 %, la totalidad de la actividad enzimética
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se perdi6 después de 30 minutos a 65 °C indicando que la hemolisina era labil al calor, por
lo tanto podemos concluir que la HDL es sensible a temperaturas superiores a 60 °C
siendo termolabil (Zhong et al, 2006).

Figura 17. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la actividad enzimatica de la HDL.
20 °C (A). 40 °C (B). 50 °C (C) y 60 °C (D) utilizando como control negativo el buffer Tris-HCI 50
mM pH 7.5.

Estabilidad Térmica de Almacenamiento
El efecto de la temperatura y tiempo sobre la actividad enziméatica de la HDL se llevé a cabo
almacenando a bajas temperatura la enzima durante cinco semanas. Cada semana se evalué la

actividad enzimética por medio del método descrito anteriormente y por triplicado. De igual
manera se realizd medicion de los didmetros producidos por la degradacion de la fosfatidilcolina
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graficando los datos obtenidos en base a su promedio y porcentaje de actividad tomando como
el 100 % de la actividad la temperatura éptima de la HDL (40 °C).
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Figura 18. Temperatura 6ptima de almacenamiento de la enzima HDL durante cinco semanas a

bajas temperaturas (-80, -20 y 4 °C).

En la Figura 18 podemos observar que la temperatura mas adecuada para el
almacenamiento de la HDL es de -20 °C, debido a que se mantiene mas estable al transcurrir
cada semana a diferencia de la almacenada a los 4 °C y -80 °C. No obstante la proteina
también puede ser almacenada a 4 °C por cuestiones de equipo y costo, ya que no representa
una disminucion considerable en su actividad enzimética respecto a la almacenada a -20 °C.
También podemos observar una disminucion en la actividad de la enzima en la tercera semana,
esto puede ser producido a un error técnico ocasionado por la preparacion de las placas de

agar con el sustrato fosfatidilcolina, al ser esta solamente soluble en solventes orgénicos,
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ademds, de ser higroscopica y fotosensible, si es expuesto a la luz esto produce su auto-
oxidacién y descomposicion, lo que se evidencia en la grafica en la cuarta y quinta semana

observando una similitud en los valores de la primera y segunda semana.

Semana 1 : 0 e

Semana 2
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\_

Semana 5
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Figura 19. Temperatura Optima de almacenamiento de la HDL durante cinco semanas por

cuadruplicado utilizando como control buffer Tris HCI.

Actividad Litica de la HDL Utilizando Hemocitos de Camardn

En la Figura 20 podemos observar cambio de tonalidad en el agar (halos), lo cual es indicativo
gue la HDL destruy6 los hemocitos de camaron. Ademas podemos observar que el diametro de
los halos aument6 en funcién de la cantidad contenida en cada pozo por lo que hay una mayor
degradacion en el pozo que contiene 50 pL de la muestra. Por lo tanto, la HDL es capaz de lisar
los hemocitos presentes en la hemolinfa de camaron. Este resultado podria ser de relevancia
para asociar a la HDL como un factor de patogenicidad de V. parahaemolyticus en camaron.
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Figura 20. Actividad litica de la HDL utilizando hemocitos de camarén. Utilizando hemolinfa de

camaron tefiida con rosa de Bengala al 3 % e incubada a temperatura ambiente.

Tanto las bacterias patdégenas como no patdégena se encuentran a menudo en el
hepatopancreas del camarén y se ha sugerido que su actividad hemolitica puede estar
correlacionada con su patogenicidad ya que se han excluido factores como la adhesién y la
invasion aunque todavia hay muchos desacuerdos entre la hemolisis y patogenicidad. Ademas,
en algunos Vibrios las fosfolipasas muestran actividad hemolitica en eritrocitos, por ejemplo:
PhIA de Vibrio mimicus mostré alta actividad hemolitica en eritrocitos de la trucha arcoiris y de
tilapia (Lee et al, 2002). Asi mismo, la fosfolipasa A2 de V. wvulnificus extracelular y
lisofosfolipasa tiene actividad hemolitica para eritrocitos de ovinos y de ratén (Testa et al, 1984)
al igual que la tlh producida por Vibrio alginolyticus que tiene actividad hemolitica contra
eritrocitos de platija (Jia et al, 2010). Incluso se han reportado fosfolipasas de tipo A2 de veneno
de vibora o abeja que muestra tener actividad hemolitica indirecta por hidrélisis de fosfolipidos a
lisofosfolipidos los cuales debido a su actividad superficial disocian las membranas
eritrocitarias. Entre las caracteristicas de estas enzimas se conoce el efecto anticoagulante,
hemorragico e inhibidor de agregacién plaquetaria (Martin et al, 1975; Kemparajo et al. 1994).
Las hemolisinas son sin duda, las exotoxinas mas ampliamente distribuida entre los Vibrios
patégenos y hay muchas evidencias epidemiolégicas y experimentales que sugieren su
participacion en la patogénesis de la enfermedad (lidia & Honda, 1997; Shinoda 1999; Zhang &
Austtin 2005). Por lo tanto, se considera de importancia continuar con la caracterizacion de la
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actividad hemolitica de la HDL de V. parahaemolyticus para elucidar su rol durante la infeccion

de este patbégeno para camaron.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados presentados se concluye que la HDL recombinante de V.
parahaemolyticus presenta actividad de fosfolipasa y es sensible a la temperaturas mayores a
40 °C, por lo tanto es una Enzima termolabil. Adicionalmente, se demostré que la enzima aqui
estudiada presenta capacidad de lisar hemocitos de camar6n mediante un ensayo semi-
cuantitativo. Lo anterior indica que la HDL de V. parahaemolyticus podria desempefiar un papel
importante durante el proceso de infeccion de la bacteria y su patogenicidad para camarén.
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RECOMENDACIONES

Establecer un método cuantitativo para medir la actividad enzimatica y hemolitica de la
HDL.

Realizar experimentos in vivo para determinar la toxicidad de la HDL para camarén.

Continuar con la caracterizacion bioquimica y biofisica de la HDL para proponer posibles
inhibidores de la enzima.
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