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RESUMEN 
 

Actualmente los estudios sobre la inmunidad de los langostinos, se ha centrado en 

la identificación y caracterización de mecanismos de defensa y factores que 

participan en la destrucción de patógenos, asimismo, diversos trabajos discuten 

sobre la bioquímica sanguínea demostrando que los metabolitos como proteínas, 

lípidos, carbohidratos, lactato, triglicéridos, colesterol, glucosa y hemocianina 

pueden ser utilizados como indicadores de la salud de los crustáceos. En el 

presente trabajo se estudió cuantitativamente los parámetros bioquímicos séricos 

en el langostino Macrobrachium tenellum en vida silvestre y en condiciones de 

cultivo, los niveles de los metabolitos en hemolinfa y plasma estudiados 

presentaron una diferencia entre las dos condiciones de vida y los niveles de 

metabolitos en plasma fueron más altos en comparación con los niveles que  se 

han reportado, se encontraron 375 proteínas mediante un análisis de proteómica 

diferencial libre de marcaje, de las cuales 80 proteínas participan en los diferentes 

mecanismos de defensa de M. tenellum. 
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ABSTRACT 

 

Currently, studies on the immunity of shrimps have focused on the identification and 

characterization of defense mechanisms and factors that participe in the destruction 

of pathogens, various works discuss blood biochemistry, demonstrating that 

metabolites such as proteins, lipids, carbohydrates, lactate, triglycerides, 

cholesterol, glucose and hemocyanin can be used as indicators of crustacean 

health. In the present work, the serum biochemical parameters were quantitatively 

studied in the shrimp Macrobrachium tenellum in the wild and under culture 

conditions, the levels of the metabolites in hemolymph and plasma studied 

presented a difference between the two living conditions and the levels of 

metabolites in plasma were higher compared to the levels that have been reported, 

375 proteins were found by means of a label-free differential proteomics analysis, 

of which 80 proteins participate in the different defense mechanisms of M. tenellum.
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I. INTRODUCCION 

 

Los langostinos son susceptibles a enfermedades que pueden ser causadas por 

patógenos que se encuentran en su hábitat natural como en sistemas de cultivos 

(Berger, 2000), se sabe que la principal función del sistema inmune es diferenciar 

y eliminar todo material extraño presente en el organismo (Rendón y Balcázar, 

2003), por lo que Cárcamo et al, (2016) han reportado que una vez que los 

patógenos atraviesan el exoesqueleto, que es la primera barrera de defensa, se 

activa una respuesta en cascada activando el sistema de fenol-oxidasa (proFO), 

encapsulación, nodulación y fagocitosis, mecanismos que son llevados por 

Hemocitos, células que han sido clasificadas en Hialinas, Semigranulares y 

Granulares. 

 

Centeno et al., (2007) afirma que la evaluación sanguínea proporciona datos que 

ayudan a realizar un diagnóstico o pronóstico de la morbilidad en una población, 

así como identificar situaciones de estrés y control de enfermedades que puedan 

surgir como resultado de estas condiciones, con la finalidad de mantener un estado 

de salud óptimo. Los parámetros bioquímicos en la hemolinfa se han utilizado 

actualmente para el control de las condiciones fisiológicas de ciertas especies de 

crustáceos; dentro de estos parámetros se encuentra la concentración de lactato, 

lípidos, triglicéridos, colesterol, proteínas y carbohidratos. 

 

Se han realizado diversos trabajos de química sanguínea en crustáceos; por 

ejemplo: se demostró que los niveles de glucosa y las proteínas de la hemolinfa 

en Litopenaeus vannamei y L. setiferus son sensibles a diferentes tipos de dietas 

con diferentes niveles de proteínas y carbohidratos cuando estas especies se 

exponen a altas y bajas salinidades (Rosas et al., 2001). También, se ha 

utilizado los niveles de colesterol, proteínas, triglicéridos y glucosa como 

indicadores de estrés en juveniles de L. vannamei (Racotta y Palacios 1998), 

así como indicadores de calidad de larvas y estado reproductivo (Palacios, 

1999). La hemocianina es otro metabolito de la hemolinfa estudiado y resulto 

ser un indicador fisiológico en animales expuestos a una variedad de 
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condiciones ambientales, como altas concentraciones de amonio y nitrito, alta y 

baja salinidad e hipoxia (Rosas et al., 2001). 

 

El estudio de la respuesta inmune de los crustáceos es útil para crear métodos que 

mejoren la respuesta de defensa del hospedero contra patógenos, por ello, el 

control de enfermedades, los mecanismos de activación, regulación y de ataque de 

los crustáceos, así como los parámetros bioquímicos aún siguen siendo estudiado 

a detalle, por lo que, en el presente trabajo se estudió la química sanguínea de M. 

tenellum comparando dos condiciones de vida (cultivados y cautiverio) y el 

proteoma que participa en los mecanismos de defensa del langostino. 
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Características generales de Macrobrachium tenellum 

  

M. tenellum se distribuye en México en Yavaros, Sonora y desde Baja California 

hasta el sur de la Península, también se puede encontrar desde en la isla 

Galápagos y el río Chira, en el Norte de Perú (Goodyear et al., 1976; Guzmán et 

al., 1981; Guzmán, 1987; Arroyo-Renteria y Magaña-Ríos, 2001; Jayachandran, 

2001; Arzola-González y Flores-Campaña, 2008). Se localiza en aguas dulces y/o 

salobres, con temperaturas que oscilan entre los 16°C y los 32°C (Guzmán, 1987; 

Arroyo-Renteria y Magaña-Ríos, 2001; Jayachandran, 2001).  

  

Suelen habitar en aguas con abundancia de detritus y en materia en diferentes 

grados de descomposición, cerca de los manglares, entre raíces sumergidas, 

plantas acuáticas, debajo de hojas y palos en descomposición y en fondos 

arenosos, limosos, limo-arcillosos, rocosos (Goodyear et al., 1976; Arroyo-Renteria 

y Magaña-Ríos, 2001; Espino-Barr et al., 2006).   

  

Estos langostinos pueden ser tanto diurnos como nocturnos, pero suelen estar más 

activos de noche (Goodyear et al., 1976), permaneciendo enterrados la mayor parte 

del día (Ponce-Palafox et al., 2002). Son omnívoros y detritívoros y en ocasiones 

suelen ser caníbales (New, 2000); se alimentan de insectos, larvas, vegetales, 

pequeños crustáceos y moluscos, anélidos, detritus orgánico, restos de organismos 

y semillas (Goodyear et al., 1976; Guzmán, 1987). 

 

2.2 El sistema inmune en los crustáceos 

  

La inmunidad de un organismo es la respuesta natural o adquirida a una 

enfermedad o al ataque de un agente infeccioso o tóxico (Cárcamo et al., 2016). En 

los invertebrados su sistema inmune no cuenta con moléculas del tipo 

inmunoglobulina y células linfoides (Vargas-Albores, 1996) y diversos trabajos 

habían demostrado que los invertebrados carecían de un sistema inmune 

especifico sin capacidad de memoria (Berger, 2000), pero recientemente se ha 
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demostrado en diferentes especies que mejoran su capacidad de supervivencia 

cuando se someten a una segunda infección con el mismo patógeno (Netea et al., 

2019). Cabe destacar que en el caso de los crustáceos su exoesqueleto es el que 

actúa como defensa y contiene sustancias antimicrobiales (Sugumaran, 1996) y 

cuando los patógenos han pasado por el exoesqueleto, las células llamadas 

hemocitos juegan un papel importante desencadenando diferentes mecanismos de 

defensa (Johansson et al., 2000). 

  

Autores como Söderhäll y Cerenius (1992) y Fredric y Ravichandran (2012) 

mencionan que los crustáceos cuentan con un sistema de circulación abierta y la 

hemolinfa es un análogo de la sangre que cubre los tejidos y cada sitio donde 

circula, el color de la hemolinfa es azul verdoso dado por una proteína llamada 

hemocianina, esta proteína de unión al cobre participa en el transporte de oxígeno 

y hemocitos (Levashina et al.,2001). Según Bachére (2000), el sistema inmune de 

los crustáceos se divide en 3 fases:  

 

a) Etapa inducible e inmediata que corresponde a lo “no propio” debido a los 

factores de la hemolinfa que tienen una alta especificidad de reconocimiento 

(Destoumieux et al., 1997; Vazquez et al., 1998).  

b) Síntesis de efectores y etapa de defensa celular.  

c) Recuperación celular y etapa humoral.  

  

Actualmente se ha demostrado que el sistema inmune innato está conformado por 

los mecanismos de defensa celulares donde participan los hemocitos, estos 

mecanismos son fagocitosis, encapsulación, coagulación, melanización y 

nodulación (Destoumieux et al., 2000), y los componentes humorales que se 

encargan de activar y liberar las moléculas que se encuentran dentro de los 

hemocitos como son los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), el 

sistema proPO y péptidos microbianos (Söderhäll y Cerenius, 1992).  
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2.2.1 Respuesta humoral del sistema inmune de los crustáceos    
 

La respuesta humoral es un mecanismo que evita el desarrollo de bacterias, detiene 

la actividad enzimática y libera sustancias que provocan la lisis celular, precipitinas 

y aglutininas (Bachére et al., 2000), esta respuesta también incluye la producción 

de péptidos antimicrobianos, especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, todas las 

complejas cascadas enzimáticas que regulan la coagulación de la hemolinfa y la 

melanización así como la producción de todas aquellas moléculas asociadas al 

reconocimiento de agentes extraños; así que se puede entender que el mecanismo 

humoral es un conjunto de factores plasmáticos los cuales actúan en contra de los 

microrganismos, células extrañas y material abióticos, dentro de este tipo de 

respuesta podemos encontrar:   

 

 Proteínas de reconocimiento: Las proteínas reconocedoras que se 

encuentran en el plasma son activadas por los agentes patógenos que 

atacan a los crustáceos (Rendón y Balcázar, 2003). En los camarones, se 

ha demostrado que dentro de las proteínas están involucrados los 

lipopolisacaridos (LPS) y los β-glucanos (Cárcamo et al, 2016). Los 

lipolisacaridos (LPS) forman parte de las paredes de las bacterias gram 

negativas y causan efectos inflamatorios, lo que activa los mecanismos de 

defensa del huésped (Espinosa et al., 2002), mientras que los β-glucanos es 

el componente principal en las paredes de los hongos (Padhi y Verghese, 

2008). Los mecanismos de defensa de los crustáceos son activados por un 

grupo de receptores denominados receptores de reconocimiento de 

patrones (PRP), estas proteínas pueden unirse a patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs), capaces de reconocer lipolisacaridos 

(LPS), peptidoglucanos (PGN), glucanos (β-1,3) glucano y manano en la 

superficie de microorganismos, posteriormente, estos receptores activan 

distintas cascadas de señalización celulares y humorales que regulan 

proteínas específicas relacionadas con el sistema inmune destinadas a 

eliminar los microorganismos patógenos (Medzhitov y Janeway, 2000; Lee y 

Sonderhall, 2001). 
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 Péptidos antimicrobianos: Son moléculas con funciones antibacterianas 

específicamente a bacterias Gram positivas (Destoumieux et al., 2000), y se 

involucran en los mecanismos de defensa cuando son liberados por 

hemocitos y posteriormente se une a las superficies del exoesqueleto 

camarón (Destoumieux et al., 1999). La actividad de los PAM`s se inicia en 

la membrana citoplasmática ya que la mayoría de ellos permeabiliza la 

membrana microbiana llevando a la formación de canales de iones, poros 

transmembrana o rupturas de membrana extensivas, hay péptidos que no 

forman poros, pero su actividad antimicrobiana es menor (Cárcamo-

Aréchiga et al., 2016). 

 Sistema Profenoloxidasa: La fenoloxidasa, es una tirosin-kinasa, proteína 

que se encarga de señalización intracelular y en los crustáceos se encuentra 

en los hemocitos como una enzima llamada profenoloxidasa (proFO) 

(Fagutao et al., 2011). Una vez que el contenido granular es liberado 

mediante degranulación, la proPO es activada en fenoloxidasa (PO) y esta 

a su vez cataliza la reacción en la que la tirosina se convierte 

en dihidroxifenilalanina (DOPA) y después en DOPA-quinona, que es el 

precursor de la melanina, la que dará paso a la activación de la melanización 

debido a que el sistema proFO es estimulado por componentes de la pared 

celular de los micrroorganismos activa a las respuestas tipo celulares como 

fagocitosis, encapsulación, nondulación y melanización (Vázquez et al., 

2009).   

 Lectinas: son proteínas o glicoproteínas, su función es reconocer 

específicamente los carbohidratos en la membrana o superficie de las 

células principalmente reconocen N-acetilados, en especial derivados del 

ácido siálico y sialoglicoconjugados, participan en la fagocitosis como 

opsoninas (Marques y Barracco, 2000; Sahoo et al., 2007). Las lectinas han 

sido clasificadas de acuerdo a algunas propiedades químicas como lectinas 

tipo C, que requieren de calcio para su funcionamiento y las Lectinas tipo S, 

las cuales requieren de tioles libres para su estabilidad (Marques y Barraco, 

2000) Estas también participan en varios procesos biológicos como la 
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adhesión celular, opsonización y formación de nódulos (Lee y Söderhäll, 

2002).  

 

2.2.2 Respuesta celular del sistema inmune de los crustáceos   
 

Los hemocitos son las células sanguíneas análogas a los glóbulos blancos de los 

vertebrados (Roch, 1999), estas células se originan en los tejidos hematopoyéticos 

que se encuentran en la parte dorsal de las paredes del estómago rodeadas de 

tejido conectivo, se ha observado la presencia de una cadena de ganglios, donde 

se cree que hay células precursoras de hemocitos (Ching, 2005).   

  

Los hemocitos en los crustáceos se encargan de eliminar las partículas extrañas y 

agentes infecciosos (Raa, 1996), también participan en el proceso de nodulación, 

coagulación, fagocitosis, melanización, encapsulación, citotoxicidad y lisis de las 

células extrañas (Johansson et al., 2000), en el endurecimiento del exoesqueleto, 

coagulación de metabolitos de carbohidratos, cicatrización de daños en el 

exoesqueleto, transporte y almacenamiento de aminoácidos y proteínas (Martínez, 

2007). Por otro lado, la presencia de hemocitos en las branquias y la glándula 

digestiva permite una alta capacidad para aislar los agentes infecciosos en los 

lugares de mayor contacto con el medio ambiente (Pascual et al., 2003b).   

  

Se han utilizado características morfológicas, antigénicos y funcionales para 

identificar y clasificar a los hemocitos (Rodríguez, 1996); logrando describir tres 

tipos de hemocitos que son:  

 

 Hemocitos hialinos: tienen un tamaño de  3.35 × 4.76 μm (Johansson et 

al., 2000) de  suelen ser ovoides a esféricos con cromatina nuclear dispersa, 

la envoltura celular es lisa (Laxmilatha y Laxminarayana, 2004), tienen un 

delgado citoplasma basófilo, un núcleo ovoide grande y céntrico, escaso 

retículo endoplásmico liso y rugoso y ribosomas; no tienen gránulos ni 

aparato de Golgi (Battistella et al., 1996), se adhieren y extienden con 

facilidad (Johansson y Söderhäll, 1989) participan en la respuesta fagocítica 
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y en la coagulación (Raa, 1996), también son los más abundantes durante 

la muda.  

 Hemocitos semigranulados: son ovoides, con un  tamaño promedio 

reportado de 4.16 × 7.18 μm (Johansson et al., 2000; Laxmilatha y 

Laxminarayana, 2004), poseen muchos gránulos pequeños en forma 

redonda, su núcleo es esférico (Destoumieux et al., 2000), bilobulado y 

central o excéntrico, posee dos o más aparatos de Golgi, ribosomas libres y 

retículo endoplásmico (Laxmilatha y Laxminarayana, 2004), éstas células 

fagocitan, encapsulan e intervienen en la liberación del sistema 

profenoloxidasa proPO y melanización; también, sintetizan y liberan 

peneidina (Destoumieux et al., 2000).  

 Hemocitos granulosos: son ovoides, su tamaño suele más grande que los 

demás hemocitos, tiene un tamaño promedio que han reportado de 4.72 × 

5.85 μm (Johansson et al., 2000; Laxmilatha y Laxminarayana, 2004), 

poseen gránulos grandes, inclusiones citoplasmáticas, un retículo 

endoplásmico liso, pocas vacuolas, núcleo pequeño, excéntrico y bilobulado, 

ribosomas libres en citoplasma, una relación citoplasma-núcleo y excéntrico; 

estos hemocitos granulares guardan enzimas que forman el sistema proPO 

en los crustáceos, estas enzimas mediante exocitosis son liberadas y la 

proteína fijadora de β-glucanos y la peroxinectina estimulan a los hemocitos 

(Smith y Söderhäll, 1983). Además, participan en el mecanismo de 

encapsulación (Destoumieux et al., 2000).  

 

En los crustáceos se han reportado las siguientes respuestas celulares:  

 

 Nodulación: la formación de nódulos se realiza cuando por medio de 

fagocitosis no se puede eliminar a los microorganismos que atacan al 

crustáceo, en este mecanismo las partículas extrañas son eliminadas de la 

circulación hemolinfática, los nódulos atrapan a las partículas extrañas y se 

forman pequeñas capsulas en donde algunos hemocitos se desprenden y se 

infiltran en la masa bacteriana intentando fagocitarla; por lo que los 

microorganismos son atrapados  por varios hemocitos y el nódulo es 
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fuertemente melanizado por una gran actividad fenoxidasa (Söderhäll y 

Cerenius, 1992). 

 Encapsulación: consiste en 5-30 capas compactadas de hemocitos, sin 

espacios intracelulares (Vazquez et al., 2009), en este mecanismo se 

eliminan los microorganismos que no pueden ser destruidos por las 

respuestas humorales (Vázquez et al., 1998), y también actúa cuando algún 

cuerpo extraño es muy grande que impide ser fagocitado (Söderhäll y 

Cerenius 1992), entonces la acción de las hidrolasas y quinonas y la 

concentración de oxígeno disminuye para  que se pueda destruir a los 

microorganismos encapsulados (Vasta et al., 1999).  

 Coagulación: es el cierre de las heridas del exoesqueleto para prevenir la 

perdida de hemolinfa y evitar el paso a partículas extrañas al organismo 

(Söderhäll y Cerenius, 1992). Para formar el coagulo la hemolinfa deberá 

coagular a través de una cascada enzimática donde intervienen enzimas 

proteolíticas, estas enzimas van a hidrolizar a una proteína llamada 

coagulógeno, que se va a transformar en coagulina y posteriormente se va 

polimerizar formando el coagulo (Montaño-Pérez et al, 1999).   

 Melanización: Este mecanismo de defensa involucra el sistema 

profenoloxidasa FO (Vázques et al., 1998; Perdomo-Morales et al., 2007), 

como respuesta a la reparación de heridas y de microorganismos que atacan 

el hemocele, la hidroxilación de los monofenoles y oxidación de los difenoles 

a quinonas se eleva, por lo que las quinonas son transformadas en melanina 

mediante reacciones no enzimáticas, posteriormente, la melanina se une a 

la superficie de las bacterias aumentando la adhesión de hemocitos a la 

bacteria que será eliminada por formación de nódulos (Fagutao et al., 2011; 

Wang et al., 2015), cabe mencionar que la melanina, es un pigmento pardo 

negruzco encargado de inactivar partículas extrañas y evitar que se 

distribuyan en el cuerpo del crustáceo, también participa en la cicatrización 

de los daños causados en el exoesqueleto (Rendón y Balcázar, 2003; Smith 

y Söderhäll, 1983). 

 Fagocitosis: es la eliminación de agentes extraños en el hemocele 

(Johnson, 1987), las proteínas y virus de tamaño pequeño son eliminados 
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por los fagocitos, estas células se localizan en la hemolinfa o sobre la 

superficie de las arteriolas del hepatopáncreas, branquias y en la glándula 

antenal del crustáceo (Rodríguez, 1996; Iwanaga y Lee, 2005). Las células 

fagocíticas se encargan de destruir a los microorganismos a través de dos 

mecanismos de defensa diferentes: anaerobio y aerobio. El mecanismo 

aerobio se relaciona con el estallido respiratorio y utiliza NADPH o NADH 

como donadores de electrones. Durante este proceso, un electrón del 

oxígeno se reduce para formar el radical superóxido (O2-), que luego se 

convierte a peróxido de hidrogeno espontáneamente o por acción de la 

superóxido dismutasa (SOD), que formara una molécula de oxígeno, por otro 

lado, en el mecanismo anaerobio los péptidos antimicrobianos y la acción de 

enzimas microbicidas como las lisozimas son los responsables de este 

mecanismo (Nappi y Ottaviani, 2000). El proceso de la fagocitosis se inicia 

con la infección del organismo y cuenta con varias etapas que son: 

quimiotaxis, ingestión o endocitosis y exocitosis (Nappi y Ottaviani, 2000) 

que se describen a continuación:  

Infección: todos los microorganismos que penetran al cuerpo lo hacen a 

través de lesiones, una vez establecidos en los tejidos del cuerpo, los 

microrganismos proliferan liberando en los tejidos péptidos con actividad 

quimiotactica (Rojas-Espinoza, 2006). 

Quimiotaxis: en este proceso las células fagocíticas acuden a los sitios de 

lesión, por lo que primero deben de salir de los vasos sanguíneos. Los 

cambios físicos observados durante la salida de las células incluyen, primero 

el flujo de los leucocitos, después su desplazamiento por rodamiento sobre 

la superficie interna de los vasos sanguíneos, más tarde su marginación, 

adhesión y expansión sobre el endotelio vascular, y finalmente su salida por 

diapédesis a través de las uniones entre las células endoteliales (Rojas-

Espinoza y Arce-Paredes, 2003). También dentro de este proceso las células 

fagocíticas incrementan la síntesis de sus proteínas de adhesión y se 

vuelven más pegajosas entre sí.  

Ingestión o endocitosis: las células responden al contacto con los 

microrganismos, extendiendo su membrana y emitiendo prolongaciones a 

http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2224-79202022000100127#B36
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manera de pseudopodos que terminan por rodear y englobar a los 

microrganismos, en este momento los microrganismos ya se encuentran en 

el interior de las células, contenidos en sus estructuras conocidas como 

vacuolas fagocíticas o fagosomas (Rojas-Espinoza, 2006). Rojas-Espinoza 

y Arce-Paredes, (2003) señalan que este proceso comprende la 

invaginación de la membrana plasmática alrededor del material extracelular, 

formando una vacuola fagocítica; en la mayoría de los casos, la vacuola se 

fusiona, reversiblemente, con los lisosomas para dar origen a la vacuola 

digestiva o fagosoma, esta fusión permite el contacto de la partícula 

fagocitada con las hidrolasas lisosomales del fagocito como resultado de 

esta actividad, continuamente se remueven porciones de la membrana 

plasmática para formar la envoltura de la vesícula endocítica.  

Exocitosis: Los microorganismos ingeridos se mueren por el efecto toxico 

de los metabolitos el oxígeno y el nitrógeno, pero su digestión es el resultado 

de la actividad de las enzimas hidrolitcas lisosomales. las hidrolasas 

degradan a los componentes microbianos hasta fragmentos de tamaño 

variable (lípidos, polipéptidos, oligosacáridos, y sus unidades monomericas) 

que luego son reutilizados por la célula en beneficio de su propio 

metabolismo anabólico, mientras que otros son desechables por exocitosis, 

un proceso esencialmente inverso a endocitosis (Rojas-Espinoza, 2006). 

  

2.3 Contenido bioquímico 

 

La bioquímica sanguínea se encarga de la detección de minerales, enzimas y 

substratos, que se encuentran en el suero o plasma (Thrall et al., 2012).  Los 

perfiles bioquímicos son utilizados principalmente en la acuicultura mexicana para 

evaluar la salud y la presencia de enfermedades infecciosas que pueden causar 

alteraciones musculares, renales, hepáticas, desbalance nutricional, efectos 

tóxicos, condiciones anóxicas, (Hrubec et al., 2000; Aydin et al., 2000; Silveira-

Coffigny et al., 2005), también proveen información sobre cambios en las 

características del agua y estados de polución a los que son sometidos (Hrubec et 

al., 2000). 
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Se ha reportado que los metabolitos como la glucosa, lactato, proteínas, lípidos y 

carbohidratos son utilizados para medir el efecto del estrés en camarones y se ha 

realizado mediante estímulos en tejidos, hepatopáncreas, musculo y branquias 

(Pascual et al., 2006). 

 

2.3.1 Proteínas 
 

Las proteínas son biomoléculas orgánicas están compuestas por C, H, O, P, S y 

cantidades más pequeñas de los elementos Fe, Cu y Mg. Son polímeros de 

aminoácidos (aa) no ramificados que se conectan mediante enlaces peptídicos; 

estas moléculas son las más frecuentes en los organismos vivos. Su importancia 

radica en la variedad de funciones diferentes que pueden desempeñar siendo los 

componentes principales de las rutas metabólicas de las células (Lehninger, 1989; 

Sosa, 2012). 

 

Las proteínas cumplen una variedad de funciones, incluidas funciones 

estructurales, metabólicas y de transporte, como resultado, son esenciales para la 

vida misma y el funcionamiento de todas las células. Las proteínas participan en 

varios procesos celulares debido a su heterogeneidad estructural, también 

intervienen en los procesos metabólicos de los organismos como la catálisis 

enzimática, algunas proteínas participan en el movimiento y la contracción de los 

músculos (Garrido et al., 2005; Guillén, 2009).   

 

La mayoría de los trabajos relacionados con el contenido proteico en crustáceos se 

basan principalmente en el aumento del peso de organismos alimentados con 

dietas comerciales o purificadas en condiciones controladas de laboratorio 

(Martínez, 1999). Aminoácidos como la lisina, arginina, metionina, valina, histidina, 

leucina, fenilalanina, treonina, isoleucina y triptófano han sido identificados como 

esenciales para las especies Metanephrops japonicus, F. aztecas, Penaeus 

monodon y camarones peneidos (Lim y Akiyama, 1995). En el camarón 

Litopenaeus setiferus se observó que el nivel proteico presente en el musculo y la 

hemolinfa suele disminuir cuando son sometido a estrés y a temperaturas mayores 

a los 33°C (Pascual et al., 2003b), en esta misma especie de camarón compararon 
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el nivel de proteína en hemolinfa de organismos silvestre y aclimatados y se 

demostró que el nivel de proteína disminuye al ser aclimatados a 27°C y 30°C 

(Sánchez et al.,2001), por otro lado en los camarones Penaeus monodon y 

Penaeus japonicus se observó que la concentración de proteína en hemolinfa 

disminuye cuando son expuestos a altos niveles de amonio y baja salinidad (Chen 

et al., 1994). 

 

2.3.2 Glucosa  
 

La glucosa es la principal fuente de energía en crustáceos por lo que se ha utilizado 

como parámetro para evaluar el estrés y para medir la calidad de los crustáceos 

cultivados (Lu et al., 2016).  En los crustáceos la hormona hiperglucemica (HCG) 

se encargada de controlar el nivel de glucosa presente en la hemolinfa y puede 

inducir a que los niveles de glucosa en la hemolinfa aumenten durante el estrés 

(Chung et al., 2010). 

 

Los estudios en crustáceos se ha demostrado que en L. setiferus cuando se 

exponen a temperaturas superiores a 33°C origina que en la hemolinfa el nivel de 

glucosa disminuya, mientras que en condiciones de hipoxia los camarones suelen 

metabolizar la glucosa hasta lactato a través del metabolismo anaerobio 

aumentando su nivel en la hemolinfa (Aparicio-Simón et al., 2010). En los cangrejos 

se ha reportado que el nivel de glucosa está relacionado con el ritmo circadiano, la 

exposición al aire, contaminantes, agresión y aumento de la salinidad o temperatura 

(Lu et al., 2016). También se ha reportado que los crustáceos suelen almacenar la 

glucosa en forma de glucógeno en branquias, hepatopáncreas y musculo 

posteriormente lo utilizan ante situaciones de hipoxia, salinidad e inanición (Buckup 

et al., 2008).  

 

Recientemente se han realizado estudios para medir el nivel de glucosa en la 

hemolinfa utilizando medidores portátiles, en el cangrejo Cancer pagurus, se utilizó 

el medidor One touch ultra para medir el nivel de glucosa evaluando el nivel de 

estrés después de haber sido sometido a diferentes sistemas de transporte (Aliko 

et al., 2015), mientras que en cangrejo Scylla serrata midieron su nivel de glucosa 
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en la hemolinfa utilizando el medidor Accutrend Plus (Butcher et al., 2012), a pesar 

que el uso de los medidores portatiles es un método comúnmente usado para medir 

glucosa, en invertebrados ningún estudio ha evaluado su relevancia. 

 

2.3.3 Colesterol  
 

Se ha demostrado que el colesterol es el pionero de esteroles como los ácidos 

biliares, hormonas sexuales, hormonas esteroides, y control de muda en insectos 

y crustáceos. En un estudio enfocado a camarones peneidos se llegó a la 

conclusión que el colesterol en la hemolinfa disminuye por hipotermia y por una 

exposición a niveles altos de amonio y en otro estudio se demostró que ocurre lo 

mismo en hepatopáncreas y musculo, pero ante hipoxia (Racotta y Hernandez, 

2000; Silva-Castiglioni et al, 2010). 

 

2.3.4 Triglicéridos  
 

Los triglicéridos constan de tres cadenas de ácidos grasos que se encuentran 

unidos a una molécula de glicerol mediante un enlace éster. Se sabe que en los 

crustáceos peneidos su hepatopáncreas contiene el 18% de los lípidos totales del 

organismo y son los triglicéridos los que predominan, los triglicéridos son esenciales 

para proporcionar energía al camarón (Bray et al. 1990) al aportar mayor energía 

metabólica que las proteínas y los carbohidratos (Newsholme y Leecha, 1983).  

 

Santos et al., (1997) demostraron que en el cangrejo Carcinus maenas los niveles 

de triglicéridos y fosfolípidos en la hemolinfa aumentan cuando se les inyecta la 

hormona CHH que es la hormona hiperglucémica de crustáceos, en un estudio se 

usaron organismos juveniles del camarón L. vannamei estos fueron expuestos a 

condiciones hiper-osmoticas  y observó que los niveles de triglicéridos en la 

hemolinfa aumentaron cuando se les administraba inyecciones de hormonas 

recombinantes CHH-B1 Y CHH-B2 (Camacho-Jimenez et al.,2017). En el camarón 

L. setiferus sus niveles de triglicéridos presentes en hepatopáncreas, musculo y 

hemolinfa suelen disminuir cuando son expuestos a temperaturas mayores a 33°C 

(Pascual et al., 2003b), en cuanto al camarón L. vannamei sus niveles de 
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triglicéridos bajan durante su aclimatación a temperaturas de 27°C y 31°C (Mercier 

et al., 2006) 

 

2.3.2 Lípidos 
 

Los lípidos son moléculas biológicas con estructuras químicas bastantes simples e 

insolubles en agua (Randall, et al., 1998). Mientras que los esteroles y los 

fosfolípidos son componentes de la membrana celular, las grasas y los aceites son 

las principales formas de almacenamiento de energía.  En pequeñas cantidades, 

otros lípidos son agentes emulsionantes, cofactores enzimáticos, transportadores 

electrónicos, hormonas y mensajeros intracelulares (Lehninger, 1989).   

 

Se ha reportado que los crustáceos no son capaces de sintetizar a los fosfolípidos, 

pero en un estudio en el camarón Atya spinipes se observó que las gotas lipídicas 

de las células hepatopancreáticas podrían ser sintetizadas a partir de los ácidos 

grasos y el glicerol que se producen durante  la digestión gástrica (Van Weel, 1955), 

pero trabajos posteriores demostraron que los lípidos digeridos se absorben en 

forma de 2-monoglicéridos y ácidos grasos y son sintetizados los triacilglicéridos 

para formar los lípidos de reserva. Santos et al., (1997) demostró que los lípidos 

totales en la hemolinfa en el cangrejo N. granulata disminuyen al administrarle 

inyecciones de la hormona hiperglucemica del crustáceo CHH.  

 

2.3.3 Carbohidratos 
 

Los carbohidratos están formados por carbono, hidrógeno y oxígeno, se dividen en 

polisacáridos, oligosacáridos y monosacáridos, estos se utilizan principalmente 

como fuentes de energía química almacenada (glucógeno) o inmediata (glucosa 6-

fosfato). Aunque, también pueden convertirse en ácidos grasos, esteroides, 

aminoácidos o intermediarios metabólicos. Son utilizados como material de 

estructura porque participan en la síntesis de quitina que es necesaria para los 

insectos y crustáceos para formar su exoesqueleto (Randall, et al.1998).  
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El estudio de los carbohidratos en crustáceos es muy escaso y se ha llegado a 

concluir que estos organismos no tiene sitios para almacenar y tampoco la 

capacidad para procesar enzimas (Rosas, et al. 2000), por lo que se sugiere que la 

mejor opción para que los carbohidratos sean digeridos por los crustáceos es 

mediante una dieta en forma de almidón (D´Abramo y Conklin, 1995), aunque 

también se sabe que debido a la limitante física que presentan las células para 

almacenar este nutriente, el exceso de carbohidratos produce daños y en las 

branquias y en el hepatopáncreas (Pascual, et al. 1983).  
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III. HIPÓTESIS 
 

 
Ho: La concentración de metabolitos (glucosa, colesterol y triglicéridos) y proteínas 

de la química sanguínea, así como el proteoma del sistema inmune en 

organismos cultivados será diferente en organismos silvestres. 
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IV. OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GENERAL 

 

Establecer cuantitativamente, parámetros bioquímicos séricos, relacionados 

con los principales mecanismos de defensa del langostino Macrobrachium 

tenellum en vida silvestre y en condiciones de cultivo. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Cuantificar la concentración de proteína totales de la hemolinfa del 

langostino en vida silvestre y cultivados. 

 Estudiar los cambios en perfiles electroforéticos de la hemolinfa del 

langostino en vida silvestre y cultivados. 

 Cuantificar la concentración de glucosa, colesterol y triglicéridos totales, en 

plasma y hemolinfa de Macrobrachium tenellum. 

 Analizar el proteoma del sistema inmune y de cada mecanismo de defensa 

en Macrobrachium tenellum. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Colecta de organismos 

 

Se colectaron especímenes de M. tenellum mediante muestreos periódicos en la 

región de Boca Barra del Rio Colotepec situado en el municipio de Santa María 

Colotepec en la Costa de Oaxaca; los langostinos fueron mantenidos en cautiverio 

en las instalaciones de la Universidad Autónoma Benito Juárez de Oaxaca en el 

Modulo Demostrativo de Producción e Investigación Acuícola (MODEPIA), 

localizado en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia;  se usaron tanques 

negros ovalados de 9 m2 de superficie, fueron acondicionados con flujo continuo y 

aireación, con una temperatura de 28ºC y fueron alimentados dos veces al día con 

camaronina® (Purina) durante 3 semanas antes de ser utilizados para reducir el 

estrés producido por la captura.  

 

5.2 Obtención de hemolinfa 

 

La hemolinfa fue colectada por punción del seno pericardial, en la base del primer 

segmento abdominal utilizando una aguja de 21g x 32mm, la muestra se colocó en 

tubos Eppendorf estériles con anticoagulante (Citrato de Sodio 5%), y se almacenó 

a -40°C hasta su uso.  

 

5.3 Lisado celular 

 

Se realizó lisado celular mediante 5 ciclos de choque térmico, (sin diferenciar 

hemocitos hialinos, semi-granulares y granulares), por lo que la muestra fue 

almacenada a -80°C durante 24 horas, después la muestra fue colocará en baño 

maría a 37°C durante 2 minutos, posteriormente fue colocada a-40°C durante 20 

minutos y después a baño maría por 2 minutos, este procedimiento se repitió hasta 

completar los 5 ciclos de choque térmico. La muestra fue guardada a -40°C hasta 

uso. 
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5.4 Cuantificación de proteínas totales 

 

Se utilizó la muestra lisada y el Kit BCA Protein Assay (BioRad, USA) siguiendo las 

instrucciones del fabricante; se usaron 25 μl de la muestra y se colocó en la placa 

de 96 pozos, junto con 200 μl del reactivo BCA. La placa de 96 pozos fue incubada 

a 37°C durante 30 min, posteriormente, se midió la absorbancia a 570 nm en el 

lector de placas (Thermo scientific 357), los valores de proteínas (mg/ml) fueron 

calculados usando la D.O. promedio de cada muestra usando una ecuación 

cuadrática de la curva de BCA.  

 

5.5 Electroforesis SDS-PAGE 

 

Se realizó la electroforesis en geles de poliacrilamida mediante el sistema 

discontinuo o de Laemmli (1970), en el cual se utilizaron dos tipos de geles un gel 

concentrador al 5% y un gel separador al 12.5%. Se hizo una dilución 1:1 de la 

muestra lisada y buffer de Laemmli 2x por lo que se colocó 2µl con 2.978 µg/µl de 

proteína total para organismos silvestres y 2.282 µg/µl de proteína total para 

organismos cultivados, posteriormente las muestras fueron incubadas a 98°C 

durante 5 minutos, después se llevó a cabo la corrida electroforética a 100 V 

constante. Una vez terminada la electroforesis el gel fue teñido con azul de 

Coomassie (BioRad, USA) durante toda la noche y posteriormente se destiñó con 

solución decolorante. 

 

5.6 Cuantificación de metabolitos 

 

Para determinar los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos se usaron muestras 

de plasma y hemolinfa de M. tenellum de vida silvestre y cultivados, se usaron Kits 

comerciales (glucosa BioSytems REF 11504, triglicéridos Byo Systems REF 11529, 

colesterol BioSystems REF 11506), con los que se evalúan reacciones enzimáticas 

colorimétricamente, las cuales cambian de color en respuesta a las diferentes 

concentraciones de los metabolitos. Estos kits cuentan con el reactivo listo para 

usar por lo que se usaron siguiendo las indicaciones del fabricante; las muestras se 

hicieron por duplicado. 
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Para determinar los niveles de glucosa, colesterol y trigliceridos (mg/dl) se hicieron 

los siguientes cálculos: 

 

 Glucosa: 

concentracion 
DO muestra

DO estandar
 x100 

 

 Colesterol y triglicéridos  

concentracion 
DO muestra

DO estandar
 x 200 

 

 

5.7 Análisis proteómico 

 

Para este análisis se extrajo hemolinfa por punción y fue colocada en tubos 

Eppendorf con anticoagulante (Citrato de Sodio 5%), se dejaron las muestras a -

80°C durante 24 hrs, posteriormente se hicieron 5 ciclos de choque térmico (10 min 

a -80°C, 2 min a 37°C en baño maría), después de la lisis celular, los extractos de 

las proteínas fueron liofilizados y enviados para su análisis proteómico a la empresa 

Creative Proteomics (Shirley, NY, EUA), donde las muestras fueron colocadas en 

tripsina y se cuantificaron utilizando un nanoLC-MS/M.S. plataforma de la siguiente 

manera:  

 

Para la preparación de la muestra se transfirió 5 mg de proteína disueltos en 200 μl 

de bicarbonato de amonio 50 mM a dispositivos Microcon YM-10 (Millipore) y se 

centrifugo a 12.000 g a cuatro °C durante 10 min, posteriormente se añadió 200 μl 

de bicarbonato de amonio (50 mM), seguido por centrifugación y se repitió una vez. 

Después, se redujo con DTT diez mM a 56°C durante 1 h y se alquiló con IAA 20 

mM a temperatura ambiente en la oscuridad durante 1 h; el dispositivo se centrifugó 

a 12.000 ga 4°C durante 10 minutos y se lavó una vez con bicarbonato de amonio 

50 mM. Luego se agregao 100 µl de bicarbonato de amonio 50 mM y tripsina libre 

a la solución de proteína en una proporción de 1:50 y se incubamos a 37 °C durante 
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la noche. Finalmente, el dispositivo se centrifugó a 12.000 ga 4°C durante 10 min. 

A continuación, se añadieron 100 µl de bicarbonato de amonio 50 mM, se 

centrifugaron y se repitieron una vez. Los péptidos extraídos se liofilizaron. Todos 

los péptidos se resuspendieron en 2-20 µl de ácido fórmico al 0,1% antes del 

análisis LC-MS/MS. 

 

La cromatografía líquida se realizó en un easy-nLC1000 (Thermo Fisher Scientific, 

EE. UU.); utilizando una Nanocolumna (columna de fabricación propia de 100 μm x 

10 cm empaquetada con una resina ReproSil-Pur C18-AQ de fase inversa, 3 μm, 

120 Å, Dr. Maisch GmbH, Alemania); el volumen de muestra cargado fue de 5 µl; 

la fase móvil fue A: 0,1 % de ácido fórmico en agua; B: 0,1 % de ácido fórmico en 

acetonitrilo. El caudal total se ajustó a 600 nL/min. LC El gradiente lineal varió de 6 

% a 9 % B durante 8 min, de 9 % a 14 % B durante 16 min, de 14 % a 30 % B 

durante 36 min, de 30 % a 40 % B durante 15 min y de 40 % a 95 % B durante 3 

min, eluyendo con 95 % B durante 7 min. 

 

Para la espectrometría de masas, se utilizó un voltaje de pulverización de 2,2 kV; 

la temperatura capilar fue de 270°C; EM. los parámetros fueron resolución: 60000 

a 400 m/z, rango precursor m/z: 300,0-1650,0; Los parámetros de MS/MS fueron el 

rango de escaneo de iones del producto, comenzando desde m/z 100. La MS/MS 

dependiente de los datos fue hasta los 5 iones peptídicos más intensos del escaneo 

de vista previa en Orbitrap. 

 

Las proteínas se analizaron y caracterizaron mediante la base de datos Uniprot e 

Interpro utilizando el número de identificación respectivo a cada proteína, 

posteriormente, se clasificaron los términos G.O. (Clasificación: GoSlim2) utilizando 

la herramienta CateGOrizer del Programa de Investigación del Genoma Animal 

(www.animalgenome.org/tools/catego) sobre componentes celulares, función 

molecular y procesos biológicos. los términos GO se usan como atributos de los 

productos génicos por parte de las distintas bases de datos, facilitando así las 

búsquedas estandarizadas. 

http://www.animalgenome.org/tools/catego
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

6.1 Cuantificación de proteínas 

 

La cuantificación de proteínas fue calculada mediante el programa Excel que 

permitió obtener la concentración de proteína (mg/ml) que se encuentra en cada 

una de las muestras y se puede observar en la Tabla 6.1 la concentración de 

proteínas en organismos de vida silvestre, en la tabla 6.2 se observa la 

concentración de proteínas presentes en organismos en condiciones de cautiverio 

y por último en la tabla 6.3 se puede apreciar la concentración de proteínas totales 

presentes en las dos condiciones de vida. 

 

Tabla 6. 1 Proteínas totales presentes en la hemolinfa de M. tenellum de vida 
silvestre. 

 

Muestra R2 curva Proteína (mg/ml) 

1 0.9809 1.251 

2 0.9809 1.880 

3 0.9809 1.136 

4 0.9809 1.117 

5 0.9809 1.743 

6 0.9809 1.777 

7 0.9809 1.105 

8 0.9809 1.619 

9 0.9809 1.874 

10 0.9809 1.343 

11 0.9809 1.541 

 

Tabla 6.1. 11 muestras en las que se determinaron proteínas tuvieron una 
concentración similar de proteínas totales, por lo que la concentración de proteína 
promedio presente en la hemolinfa de M. tenellum de vida silvestre es de 1.489 
mg/ml. 
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Tabla 6. 2 Proteínas totales presentes en la hemolinfa de M. tenellum en 
condiciones de cautiverio. 

 
 

Muestra R2 curva Proteína (mg/ml) 

1 0.9955 1.130 

2 0.9955 1.077 

3 0.9955 1.016 

4 0.9955 1.068 

5 0.9955 1.173 

6 0.9955 1.188 

7 0.9955 1.240 

8 0.9955 1.200 

9 0.9955 1.187 

10 0.9955 1.215 

11 0.9955 1.064 

 

Tabla 6.2 En la determinación de proteínas totales de Macrobrachium tenellum en 
condiciones de cautiverio se usaron 11 muestras las cuales presentaron una 
concentración similar obteniendo una concentración de proteína promedio de 1.141 
mg/ml. 
 

Tabla 6. 3 Concentración de proteínas totales  en hemolinfa de M. tenellum. 

 

 

Tabla 6.3 Se aprecia la concentración total de proteínas presentes en las dos 
condiciones de vida, teniendo para organismos de vida silvestre una concentración 
de proteínas totales de 1.489 mg/ml y para organismos cultivados la concentración 
total fue de 1.141 mg/ml. 
 

mencionan que el estrés nutricional afecta los niveles de proteínas en la hemolinfa, 

y no el estrés causado por la manipulación, lo que indica que los niveles de 

proteínas en hemolinfa pueden reflejar cambios en la salud del camarón, incluida 

Condición de vida de M. tenellum  Proteína (mg/ml) 

Organismos silvestres 1.489 

Organismos cultivados 1.141 
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la respuesta inmune. La concentración de proteína promedio obtenida en ambas 

condiciones de vida son similares, cabe mencionar que para ambas condiciones la 

hemolinfa no fue estimulada por lo que se sugiere que tanto para la hemolinfa 

proveniente de organismos en vida silvestre como en cautiverio presentan 

proteínas similares que las ayuda en su mecanismo de defensa.  

 

Tabla 6. 4 Análisis estadístico prueba de t de proteínas totales en organismos de 
vida silvestre y cultivados. 

 

 

 

Mediante el análisis estadístico prueba de t (Tabla 6.4) se comparó la concentración 

de proteínas totales de organismos silvestres con la concentración total de 

proteínas en organismos cultivados y se pudo observar una diferencia significativa, 

por lo que la concentración de proteína es mayor en organismos de vida silvestre, 

teniendo una concentración de 1.489 mg/ml, esto se puede deber a que en vida 

silvestre su tipo de dieta no es controlado factor que puede afectar la concentración 

en hemolinfa y que debe ser analizado exhaustivamente.  

 

Actualmente se cuenta con investigaciones relacionadas a la concentración de 

proteínas, pero aún no se ha reportado la concentración de proteínas en hemolinfa 

pura y en las investigaciones realizadas se han utilizado el método de bradford, que 

es una técnica diferente a la que se ha realizado en este estudio. Las 

investigaciones con las que cuentan se han centrado en la determinación de 

proteínas después del uso de inmunoestimuladores o diferentes dietas y se ha 
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estudiado en Macrobrachium rosenberguii y en el camarón blanco Litopenaeus 

vannamei.  

 

En un experimento se valoró el efecto de inmunoestimuladores de levaduras y 

bacterias muertas por calor en la alimentación del camarón blanco con cuatro 

diferentes dietas, se determinó la concentración de proteínas en el plasma usando 

el método de Bradford (1976), y obtuvieron la concentración de proteínas en la dieta 

control (Camaronina) de 88.6 mg/mL en el alimento diario con inmunoestimuladores 

fue de 91.7 mg/mL, en la alimentación de cada 3 días fue de 102 mg/mL y en la 

alimentación de cada 6 días fue de 87.1 mg/mL  

 

En el camarón blanco también se ha evaluado la concentración de proteína en la 

hemolinfa, pero comparando distintas dietas en animales mantenidos en laboratorio 

y estanques, se obtuvo que en organismos de condiciones de laboratorio la 

concentración de proteína fue de 152 ± 81 mg/ml mientras que en animales 

mantenidos en estanques fue de 224 ± 64 mg/ml. A pesar de que en ambos trabajos 

han medido la concentración de proteínas en hemolinfa ninguno de ellos está 

relacionado en proteínas de la hemolinfa pura y como ya se había mencionado con 

anterioridad las investigaciones están centradas en la concentración de proteínas 

comparado diversas dietas lo que al comparar los valores del camarón blanco 

suelen ser más altos con los obtenidos en este estudio debido al aumento proteico 

en sus dietas. 

 

6.2 Electroforesis SDS-PAGE 

 

El gel fue teñido con azul de Coomassie (BioRad, USA) permitiendo observar las 

bandas proteicas que están presentes en la hemolinfa de Macrobrachium tenellum 

tanto en vida silvestre como en cautiverio.  

 

Para poder determinar el peso molecular de cada una de las proteínas se usó un 

marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standars, Kaleidoscope, 

BIORAD y se calculó la distancia de migración relativa (Rf), posteriormente se 
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obtuvieron los pesos moleculares de cada una de las bandas (Figura 6.1), el cual 

se calculó con la siguiente formula: 

 

𝑅𝐹 =
𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑞𝑢𝑒 𝑚𝑖𝑔𝑟𝑎 𝑢𝑛𝑎 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑎

𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑞𝑢𝑒 𝑚𝑖𝑔𝑟𝑎 𝑒𝑙 𝑓𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒𝑙 𝑔𝑒𝑙
  

 

 

Figura 6. 1 Perfil electroforético de organismos de vida silvestre y en condiciones 
de cautiverio. A. Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standars, 
Kaleidoscope, BIORAD B. Bandas proteicas presentes en la hemolinfa de M. 
tenellum de vida silvestre con sus respectivos pesos moleculares C. Bandas 
proteicas presentes en la hemolinfa de M. tenellum en condiciones de cautiverio 
con sus pesos moleculares. 
 

En el perfil electroforético de organismos de vida silvestre (Figura 6.1B) entre las 

bandas proteicas identificadas, se encuentran bandas de mayor peso molecular de 

160, 150, 91 y 80 kDa. Las proteínas de mediano peso molecular se encuentran en 

el rango de los 61, 37 y 21 kDa y por ultimo las proteínas de menor peso molecular 
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se encuentran entre 20,15, 10 y 6 kDa, estas bandas varían en su expresión de 

acuerdo a la concentración de proteína. 

 

En el perfil electroforético de organismos en cautiverio se puede observar bandas 

proteicas de mayor peso molecular que van de 91 a 76 kDa, las bandas de mediano 

peso molecular se encuentran entre 68,58 y 36 kDa, y las bandas de menor peso 

molecular son las que se encuentra entre los 31, 25 y 11 kDa. 

 

Tanto en el perfil electroforético de la hemolinfa de organismos de vida silvestre y 

en cautiverio se puede observar que las bandas proteicas con un peso molecular 

de 91, 80, 58,48, 36, 25 y 20 kDa se encuentran presentes en ambos perfiles 

electroforéticos y el resto de las bandas proteicas varían en su expresión, también 

se puede encontrar la Hemociania con un peso de 75 kDa que tiene como función 

transportar oxígeno, la unión de iones metálicos y la actividad oxidorreductasa, esta 

proteína han sido registrada para Macrobrachium rosenbergii, y M. nipponense, en 

esta especie se reportó que la Hemocianina constituye el 65% de las proteínas de 

la hemolinfa. 

 

Cota (2007) en un análisis electroforético SDS-PAGE relacionado a dos 

subunidades de la hemocianina, concluyo que en el camarón P. vannamei el peso 

molecular de la hemocianina se encuentra entre 75 y 73 kDa dato que coincide con 

Figueroa et al., (1997) y en este estudio también se obtuvo que el peso molecular 

de dicha proteína fue de 75 kDa. En la especie Panulirus interruptus se obtuvo el 

peso molecular para la subunidad a, b y c, siendo de 94 kDa, 90 kDa y 80 kDa 

respectivamente, estas subunidades difieren por el tipo de glicosilacion y el 

porcentaje de carbohidratos. 

 

6.3 Cuantificación de metabolitos 

 

Se cuantificaron los metabolitos en plasma y hemolinfa en el primer día de 

congelación y en organismos de vida silvestre se identificó que el nivel de glucosa 

en plasma es de 44.901 mg/dl y en hemolinfa de 49.438 mg/dl, en el plasma el nivel 

de colesterol fue de 98.690 mg/dl y en hemolinfa de 63.799 mg/dl y en el plasma el 
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nivel de triglicéridos fue de 87.784 mg/dl, en hemolinfa fue de 97.882 mg/dl (Tabla 

6.5). Los valores de estos metabolitos corresponden al promedio de 9 muestras 

para plasma y 11 muestras para hemolinfa. 

 

Tabla 6. 5 Niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en  plasma y hemolinfa de 
M. tenellum de vida silvestre. 

 

METABOLITO PLASMA HEMOLINFA 

mg/dl ES mg/dl ES 

Glucosa 44.901 ± 11.333 49.438 ± 7.160 

Colesterol 98.690 ± 10.017 63.799 ± 6.85 

Triglicéridos  87.784 ± 11.653 97.882 ± 7.738 

 

Los valores de metabolitos de organismos en cautiverio corresponden al promedio 

de 11 muestras, se obtuvo los niveles de glucosa que fueron de 46.284 mg/dl en 

plasma y 47.213 para hemolinfa, en plasma los niveles de colesterol fueron de 

66.809 mg/dl y de 78.299 mg/dl en hemolinfa, y los niveles de triglicéridos fueron 

de 92.680 mg/dl en plasma y en hemolinfa fue de 96.097 mg/dl (Tabla 6.6). 

 

Tabla 6. 6 Niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en plasma y hemolinfa de 
M. tenellum en cautiverio. 

 

METABOLITO PLASMA HEMOLINFA 

mg/dl ES mg/dl ES 

Glucosa 46.284 ± 6.069 47.213 ± 8.1 

Colesterol 66.809 ± 4.130 78.299 ± 7.706 

Triglicéridos  92.680 ± 8.293 96.097 ± 16.446 

 

Las niveles de glucosa tanto para organismos de vida silvestre como cultivados son 

similares pero los niveles de triglicéridos y colesterol presentan diferencia, el nivel 

de colesterol en el plasma de organismos de vida silvestre es más alto a 

comparación con los organismos cultivados y el nivel de colesterol en hemolinfa de 

organismos de vida silvestre es más bajo comparado con los organismos cultivados 

y en el caso de triglicéridos el nivel es más bajo en plasma de organismos de vida 

silvestre, esto quizás se pueda deber a la diferente dieta que llevan  estos 
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organismos en sus condiciones de vida ya que en vida silvestre suelen ser 

omnívoros y detritívoros y en cautiverio son alimentados con camaronina factor que 

puede afectar estos niveles. 

 

Pascual et al (2003a) analizaron en el camarón blanco Litopenaeus vannamei, los 

niveles de glucosa y colesterol en plasma con diferentes niveles de congelación y 

reportaron un nivel de glucosa de 26.1 mg/ dl y en colesterol de 37 mg/dl en primer 

día de congelación y de 26.4 mg/ml y de 42 mg/ml en el tercer día de congelación, 

donde determinaron que se debe de realizar las evaluaciones dentro de las 36 

horas, ya que se observó que los tiempos de congelación afecta los niveles de los 

metabolitos, y en esta investigación se observó que en M. tenellum los niveles de 

glucosa, colesterol y triglicéridos en plasma suelen bajar al tercer día de 

congelación.  

 

Se debe menciona que en el camarón L. vannamei también se ha medido los 

niveles de los metabolitos en  hemolinfa comparando distintas dietas en organismos 

de condiciones de laboratorio y estanques los niveles de glucosa que obtuvieron 

fue de 0.28 + 0.18 mg/ml y 0.38 + 0.21 en organismos de laboratorio y estanque 

respectivamente, en colesterol se obtuvo 1.06 ± 0.52 mg/ml en los animales 

mantenidos en estanques y 0.44 ± 0.21 mg/ml en animales de laboratorio, los 

niveles de metabolitos obtenidos en el camarón blanco están por debajo a los 

obtenidos a esta investigación esta diferencia en los niveles de metabolitos entre 

organismos de diferente estilo de vida se debe al tipo de dieta con el que fueron 

sometidos y a pesar que diversos trabajos relacionados coinciden con los niveles 

en el camarón blanco para M. tenellum aún no se ha reportado un parámetro de 

metabolitos sanguíneos que sean comparables. 

 

6.4 Análisis proteómico 

 

Mediante el análisis proteómico se identificaron 373 proteínas existentes en la base 

de datos (UniProt e Interprot), en donde se analizaron y dividieron de acuerdo a los 

mecanismos de defensa que participan. 
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6.4.1. Exoesqueleto  
 

Se dividieron las proteínas de acuerdo al mecanismo de defensa que participan; se 

encontró la proteína quinasa que está presente en el exoesqueleto del langostino 

región que es la primera línea de defensa, también se encontró obstructor B, 

obstructor E1, obstructor E2, la proteína cortical y Peritrofian proteínas que 

representan una entrada de unión a Quitina, se analizó la proteína Lipocaina tipo 

crustacianina que es la que se encarga de darle color a los crustáceos, esta 

proteína fue reportada en el langostino M. rosenberguii en donde las 

carotenoproteínas que se encuentra en la capa externa calcificada del caparazón y 

actúa como el pigmento dominante de la concha de langosta, dando lugar a su 

característico color azul. Y por último se analizó una proteína similar a la cutícula, 

esta proteína cuticular suele ser específica para el tipo de cutícula o exoesqueleto 

ya sea flexible o rígida que se produce en la etapa de desarrollo de los crustáceos.  

 

6.4.2 Hemolinfa 
 

En la hemolinfa se describieron 14 proteínas y sus pesos moleculares, las cuales 

muestran en la tabla 6.7. Debido a que los crustáceos poseen un sistema de 

circulación abierto las hormonas, células, oxígeno y nutrientes se encuentran libres 

en la hemolinfa (Vazquez et al., 2009). La hemolinfa es el líquido tisular que se 

encuentra en el sistema circulatorio de los crustáceos y ocupa todo el interior de su 

cuerpo rodeando todas las células, diversas investigaciones han reportado que en 

la hemolinfa de invertebrados se puede encontrar la presencia de materiales 

aglutinantes y su actividad biológica es parecida a los anticuerpos de los 

vertebrados (Fredric y Ravichandran 2012). 
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Tabla 6. 7 Proteínas descritas en la hemolinfa de  M. tenellum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dentro de este análisis se encontró Hemocianina, esta proteína presenta un peso 

molecular de 75 kDa y es incolora, pero se vuelve de color azul cuando se oxigena 

(Fredric y Ravichandran 2012). La hemocianina ha sido reportada en la especie M. 

nipponense y está encargada del transporte de oxígeno, la unión de iones metálicos 

y la actividad oxidorreductasa. Recientemente se ha demostrado que la 

Hemocianina tiene actividad fenoloxidasa y es activada por proteólisis, también 

tiene la capacidad de almacenar proteínas, transportar ecdisona (hormona de la 

muda) y como precursora de péptidos antifúngicos.  

 

Se encontró en la hemolinfa Corazonina que es un péptido cardioactivo y está 

involucrado en la regulación fisiológica de los latidos del corazón en la regulación 

fisiológica de los latidos del corazón. Veenestra (1989) menciona que este péptido 

fue descrito por primera vez en la cucaracha Periplaneta americana y fue cuando 

se demostró que se encarga de aumentar el ritmo cardiaco en los artrópodos, 

también se ha demostrado que en L. migratoria y S. gregaria el albinismo está 

relacionado a mutaciones de la regulación de este péptido (Sugara et al., 2017). 

Mecanismo de 
defensa 

Proteína Peso molecular 
kDa 

 
 
 
 
 
 

Hemolinfa 

Hemocianina  75 

Corazonina  -- 

Lipopolisacaridos 7.2 

Proteina de unión a beta-
1,3-glucanos 

150 
 

Quitina sintasa,  -- 

Quitinasa 3 54 

Quitinasa 3A  54 

Quitinasa 3B  54 

Quitinasa 1B 35 

Quitinasa 1A 35 

Quitinasa 4 68 

Quitinasa 3C 54 

Quitinasa 1C  35 

Lizosima  17 
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También se encontró Lipopolisacaridos y proteína de unión a beta-1,3-glucanos, el 

primero se encuentra en las paredes de las bacterias Gram negativas y los beta-

1,3-glucanos se encuentran en las paredes celulares de levaduras, algas y hongos; 

en los crustáceos existen dos tipos de proteínas que se encargan de reconocer y 

de unir a los β-glucanos; la primera clase está constituida por una lipoproteína de 

alta densidad, la proteína de unión a β-glucanos (βGBP) sintetizada en el 

hepatopáncreas y hemolinfa (Romo-Figueroa et al., 2004), la segunda clase está 

compuesta por pequeñas proteínas, como la GBP (del inglés, β-glucan binding 

proteins) y la LGBP (del inglés, masquerade-like protein) (Cheng et al. 2005; Du et 

al., 2007), que se sintetizan en el hepatopáncreas y los hemocitos de los 

crustáceos.  

 

La proteína de unión a β-glucanos (βGBP) ha sido caracterizada y aislada en las 

langostas de agua dulce Pacifastacus leniusculus, Astacus astacus y P. clarkii, en 

el cangrejo C. maenas y en los camarones Farfantepenaeus californiensis y L. 

vannamei (Romo Figueroa et al., 2004). En el camarón Penaeus monodon se 

identificó una proteína de 39,5 kDa que se une a los β-1,3-glucanos presentes en 

zymosan y curdlan (polisacárido producido por bacterias y un homopolÍmero de 

glucosa con enlace β-1,3-glucosÍdico), pero esta proteína no se une a los 

lipopolisacaridos (LPS) bacterianos, lo que demuestra que tiene un reconocimiento 

específico para los hongos. 

 

Por último, se encontró quitina sintasa, quitinasa 3, 3A, 3B, 1B,1A,4,3C,1C que ha 

sido reportada en M. nipponense, se localizan en la pared celular de los hongos y 

posteriormente se activan en el hospedero. La lisozima hidroliza los enlaces beta-

1,4 entre la N-acetil-D-glucosamina y el ácido N-acetil-murámico y en el 

peptidoglicano de las paredes celulares bacterianas, ayudando así a combatir las 

bacterias invasoras. 

 

Una vez que los patógenos han atravesado esta primera línea de defensa, 

entonces, los hemocitos activan las respuestas celulares de fagocitosis, 
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nodulación, coagulación, mecanización y encapsulación, estos mecanismos sirven 

para controlar y eliminar patógenos. 

 

6.4.3 Encapsulación  
 

Se identificación la proteína Peroxinectina la cual usa peróxido de hidrogeno como 

receptor de electrones para catalizar una serie de reacciones oxidativas y es la que 

estimula a los hemocitos granulares para que inicie el proceso de encapsulación, 

actualmente no hay investigaciones que describan con mayor profundidad a esta 

proteína (Taurong, 1999). 

 

6.4.4 Coagulación  
 

Se identificó la enzima transglutamiasas que es responsable de catalizar la reacción 

de transferencia entre los grupos carboximina de los restos de glutamina en 

proteínas, péptidos y una variedad de aminas primarias. Esta enzima del sistema 

de coagulación se encuentra en crustáceos en el interior de las células hialinas y 

se libera al plasma por daño tisular o como respuesta de los hemocitos a la 

presencia de β-1-3- glucanos y LPS en las paredes celulares de hongos y bacterias. 

(Satchwell et al., 2009). 

 

6.4.5 Fagocitosis  
 

La alfa2-macrobulina tiene actividad inhibidora de la endopeptidasa y en una 

infección viral o fúngica se liberan hemocitos granulares que participan en la 

activación de la fagocitosis, ha sido reportada en M.nipponense y M. rosenberguii 

(Vandooren y Itoh, 2021). Las proteínas Rab7A, Rab18, Rab9A y Rab 27A 

participan en la endocitosis y exocitosis, estas son utilizadas por virus para infectar 

mediante endocitosis las células del hospedero, han sido reportadas en M. 

malcolmsoni, M. niponense y M. rosenbergii (Paduch et al., 2001).  

 

El proceso de fagocitosis va acompañado de la explosión respiratoria, se 

identificaron las siguientes proteínas relacionadas a este proceso, superóxido 
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dismutasa, la superóxido dismutasa de cobre/zinc (SODC) y superóxido dismutasa 

de manganeso citosólico, catalizan la dismutación de superóxido en oxígeno y 

peróxido de hidrógeno, lo que proporciona una gran protección antioxidante para la 

mayoría de las células expuestas al oxígeno y han sido reportadas en 

M.rosenberguii. Dependiendo del ion metálico que contienen las superóxido 

dismutasas se han clasificado en tres grupos principales: La Mn-SOD se encuentra 

en las mitocondrias, la Fe-SOD en bacterias, y la Cu/Zn-SOD se encuentra en 

eucariotas. La Cu/Zn-SOD se subdivide en SOD extracelular y SOD citosólica. La 

SOD extracelular (EC-SOD) actúa en la destrucción de parásitos ingeridos o 

encapsulados durante la explosión respiratoria producida por la fagocitosis 

(Homblad y Söderhäll, 1999). 

 

6.4.6 proPO 
 

En el sistema proPo se encontró la proteina profenoloxidasa, esta proteina activa 

el sistema proPo, también tiene diversas funciones como la oxidación de o-

difenoles a o-quinoles y la hidroxilación de monofenoles, está involucrada en la 

formación de pigmentos como las melaninas dando paso al proceso de 

melanizacion que también es otro mecanismo de defensa (Kobayashi et al., 1994). 

 

6.4.7 Lectinas 
 

Dentro de las lectinas analizadas están la lectina tipo C y la lectina tipo L; la lectina 

tipo C ha sido reportada en la especie M. nipponense y son proteínas o 

glicoproteínas cuyo reconocimiento está basado a carbohidratos dependiente de 

Ca2+, se piensa que participan en fagocitosis adhesión celular, endocitosis y 

fijación complementaria (Marques y Barroco, 2000); estas lectinas se clasifican en 

dos grupos según su función: las que reconocen ligandos endógenos y las que 

reconocen ligandos exógenos y las lectinas tipo L pueden interactuar con N-

glicanos de glicoproteínas y puede unir glicanos muy grandes de manosa unidos a 

glicoproteínas en el retículo endoplásmico (Broom, 2012). Alfa-1,2- manosidasa y 

alfa-amilasa se encargan del proceso metabólico de carbohidratos, estas enzimas 

catalizan la transferencia de partes de azúcar de moléculas donantes activadas a 
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moléculas aceptoras específicas, formando enlaces glicosídicos (Campbell et al., 

1997; Davies y Henrissat,1999).  

 

6.4.8 Vías de señalización  
 

Dentro de las proteínas que participan en las vías de señalización se encuentra la 

proteína Pellino está involucrada en el proceso de señalización de tipo Toll (TLR). 

Las proteínas Toll o receptores tipo Toll (TLR) como Toll receptor 1, Toll receptor 2 

y Toll 3, están involucrados en la inmunidad innata antibacteriana y antifúngica en 

invertebrados, se ha reportado la expresión de estos receptores Toll en hemocitos, 

branquia, cerebro, corazón, estómago, intestino y músculo, pero también se han 

reportado distintos receptores de tipo Toll en los crustáceos Penaeus monodon, 

Fenneropenaeus chinensis, Marsopenaeus japonicusy L. vannamei y M. 

rosenberguii (Arts et al., 2007; Mekata et al.,2008; Wang et al.,2012); la proteína de 

respuesta primaria de diferenciación mieloide MyD88 y Factor 6 asociado al 

receptor de  necrosis tumoral (TNF) contienen un dominio TIR (toll/receptor de 

interleucina-1) y un dominio de muerte, el dominio TIR es importante para la 

interacción de la proteína con los receptores, mientras que el dominio de muerte 

está involucrado en la transducción de señales (Yang et al., 2008) y finalmente la 

proteína Quinasa 4 está relacionada al receptor de interleucina 1 que es una 

inmunodeficiencia ligada a una mayor susceptibilidad a las infecciones invasivas 

causadas por bacterias piógenas. 
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VII. CONCLUSIONES 
 

Las concentraciones de proteína promedio es similar en las dos diferentes 

condiciones de vida siendo de 1.489 mg/ml para organismos de vida silvestre y de 

1.141 mg/ml para los organismos en provenientes de cautiverio, por lo que en 

ambas condiciones se encuentran presentes las mismas proteínas. 

 

Las bandas proteicas son similares en ambas condiciones de vida, siendo la 

Hemocianina con un peso de 75 kDa con mayor importancia en el mecanismo de 

defensa de M. tenellum. 

 

Los niveles de los metabolitos presentaron una diferencia entre las dos condiciones 

de vida y los niveles de metabolitos en plasma fueron más altos en comparación 

con los niveles que han reportado en el camarón blanco. 

 

Los diferentes niveles de congelación mostraron que los niveles de metabolitos 

suelen ser afectados por lo que es recomendable que las muestras sean manejadas 

por igual antes de ser evaluadas en un rango no mayor de 36 horas de congelación.  

 

Se analizaron 373 proteínas que participan en diferentes procesos biológico y 

funciones moleculares siendo los más representativos procesos de fagocitosis, 

reconocimiento y señalización y el exoesqueleto que es la primera línea de defensa. 
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