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Introduccién. En afios recientes, se ha intentado conocer
los mecanismos de defensa de diversos invertebrados
marinos sujetos a cultivo (pectinidos y crustaceos), y se
han logrado conocer algunos parametros que participan
directamente en el sistema inmune innato, como son los
procesos inflamatorios, y la generacion de radicales
intermediarios del metabolismo del oxigeno (ROS). El
término ROS incluye al perdxido de hidrégeno, oxido
nitrico, peroxinitrito, y a los radicaes superdxido e
hidroxilo. Algunas de las consecuencias del dafio oxidativo
en las células incluyen la peroxidacién de lipidos de
membranas, perdida de funcién en organelos, mutacion e
inactivacion enzimética, que comprometen répidamente la
integridad y funcion celular. No obstante, a la par que los
organismos, han evolucionado dos tipos de defensas
antioxidantes. Las no-enziméticos incluyen: b- caroteno, a.
ascorbico, hidroxiquinonas, a-tocoferol, flavonoides, y
glutation; y las enzimdticas. glutation reductasa,
peroxidasas catalasa, y |a superoxido dismutasa.

De esta forma, y dada la importancia de la superéxido
dismutasa en la eliminacion de radicales superdxido, asi
como la participacién de los ROS en la respuesta inmune
innata en los invertebrados, es importante conocer y
caracterizar la enzimas de tipo SOD presentes en peneidos,
para determinar su importancia y participacion en €l
sistema inmune, y a mismo tiempo determinar cuales son
los factores ambientales que determinan y/o influyen su
actividad como un mecanismo secundario en la defensa
inmune, principalmente en organismos sometidos a
cultivo.

Metodologia Se prepararon homogenizados de musculo
por maceracion, utilizando un mortero en bafio de hielo. La
fase soluble se separ6 mediante centrifugacion a 14000xg.
Posteriormente, se realizd una precipitacion térmica
(65°C) seguida por precipitaciones escal onadas con sulfato
de amonio. El precipitado de 65% se dializo vs. tampdn de
fosfatos, purificandose las  enzimas  mediante
cromatografia de quelatos. Las fracciones se analizaron
mediante PAGE desnaturalizante y nativa; la actividad
especifica se determind en liquido y gel mediante el
método del NBT.

Resultados y discusion. A través del proceso de
precipitacion seriada con sulfato de amonio se obtuvieron
4 fracciones (Figura 1), presentandose en la del 65% de

saturacién (lineas 3) la mayor parte de la actividad SOD.

En las fracciones de 85% (lineas 4) se observa una mancha
de actividad que, mediante andlisis de inhibicion e
inactivacioén, se determind no corresponde a enzimas del

tipo SOD (laGDH dareaccién positivacon tincion NBT).

Figura 1. PAGE nativa tefiida mediante la técnica del NBT.
Paneles: A, Litopenaeus stylirostris; B, L. vanammei y C,
Farfentepenaeus californiensis. Lineas (pasos de precipitacion
con sulfato de amonio): 1, pp 30%; 2, 50%; 3, 65% y 4, 85%.

Mediante la cromatografia de quelatos se logro purificar la
MnSOD de las tres especies de camar6n estudiadas,
eluyendo a 70% del gradiente utilizado (Figura 2).
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Figura2. Cromatografia|MAC Superosa HR/cobre. Series: 1, L.
stylirostris; 2, L. vanammei, y 3. F. californiensis.



