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Resumen

El presente articulo describe adaptaciones y principios basicos para la realizacién de andlisis inmunocitoquimicos
para la deteccion de péptidos antimicrobianos tanto de camarones como de mejillones. Estos analisis
inmunocitoquimicos, no solamente describen en forma estatica la ubicacién de estos péptidos, si no que permitir
tener una comprension funcional de los fenémenos ligados a localizacién y distribucion de estos efectores. Los
analisis aqui descritos son variados y comienzan con la descripcion de la deteccidn los efectores en cortes
histologicos provenientes de bloques de parafina y el uso de la microscopia confocal. Ademas, este articulo
describe también protocolos y pone de manifiesto ciertos detalles técnicos de la deteccion inmune de los efectores
antes o después de la inclusion en la resina asociados a la microscopia electrénica tanto de células como de
pequefios piezas de tejidos disectados.

Palabras claves: Inmunocitoquimica, péptidos antimicrobianos, microscopia confocal y microscopia electrénica
de transmision.

Abstract

This article describe adaptations and basic principles for the immunecytochemical analyses in order to detect
antimicrobial peptides in shrimps and mussels. These immunecytochemical analyses, not only describe in static
way the localization of these peptides, moreover permit us a functional learning of the phenomena linked to
localization and distribution of these effectors. The analyses described in this document are various and beginning
with the description with detection of the effectors on thick sections from paraplast blocks and the use of confocal
microscopy. Moreover, in this article are described also protocols and other technical details of the
immunedetection of the effectors before or after the embedding in the resin associated to analyses developed for
electronic microscopy in cells and little pieces of tissues dissected.
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1. Introduccién

La inmuohistoquimica es una técnica para
identificar constituyentes celulares o tejido
mediante el uso de interacciones antigeno
anticuerpo, en donde el sitio de unién al
anticuerpo es identificado tanto por marcado
directo del anticuerpo o por el uso de método
secundario.

Los procedimientos de inmunocitoquimica
descritos a continuacion fueron desarrollados
por nosotros para localizar  péptidos
antimicrobianos y estudiar su participacion en la

defensa durante infecciones experimentales
microbianas [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. Sin embargo,
ellos pueden ser aplicados para la deteccion y
localizacion de cualquier otro efector o
proteinas.

Las técnicas utilizadas de microscopia
electronica fueron adaptadas de el método pre-
embebimiento desarrollado por el Laboratorio
de Virgnina Pickel’s [8] y de el método de post-
embebimiento desarrollado por [9].

Como con cualquier adaptacion, el éxito de
éstos diferentes métodos se encuentra ligado
con la calidad de reactivos aplicados y
especialmente sobre la sensibilidad especifica
de los anticuerpos. Asi, ciertos cuidados deben
se considerados, primero probar la selectividad
de los anticuerpos por ELISA contra moléculas
nativas o recombinantes, para posteriormente
identificar las moléculas reconocidas por
Western Blot.

2. Materiales y métodos.

2.1 Preparacion de Hemocitos para
microscopia de luz clasica

Los hemocitos fueron colectados utilizando
un volumen de antiagregante, la Solucion
Modificada de Alserver (MAS), cuya
composicion es 27 mM de citrato de sodio, 336
mM de NaCl, 115 mM de glucosa, 9 mM de
EDTA, pH 7, conteniendo 8 % de
paraformaldehido. En camarones, la extraccion
de la hemolinfa fue realizada en seno ventral en
la base del primer segmento abdominal. En
mejillones, la coleccion de la hemolinfa fue
hecha desde el musculo abductor posterior.

Las células fueron fijadas por 10 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente
centrifugadas 5 minutos a 1,000 g sobre
portaobjetos  Poly-lysinated.  (Cyto  Tek

centrifuge). Luego, los portaobjetos fueron
almacenados a —20 °C.

2.2 Preparacion de tejido

Para estudiar la inmunoreactividad sobre
todo el animal, los tejidos de los animales
adultos (camarones y mejillones) fueron fijados
en el Fijador de Davidson variante amigable con
los ARN (349 ml de formaldehido al 37%, 407
ml de etanol al 95%, 22 ml de Hidréxido de
Amonio enrasando a 1 It de agua destilada a pH
6.0 a 6.5. Alternativamente también fueron
fijados en Paraformaldehido disuelto en 0.1 M
de Tampdn Fosfato (PB) conteniendo 10% de
sacarosa.

Los tejidos fueron deshidratados por 3 bafios
sucesivos de etanol al 70% de 20 minutos, luego
3 bafios en etanol al 90% y finalmente 3 bafios
de etanol al 100%. Luego los tejidos fueron
incubados en etanol al 100% toda la noche.
Todos los bafios y la incubacion fueron
realizados a temperatura ambiente (TA).

Los tejidos fueron sometidos al proceso de
embebimiento en Paraplast, Asi, se realizaron a
3 banos de 20 minutos en xileno a TA, seguido
de una incubacién en xileno de al menos 12
horas a TA, luego fueron sumergidos en una
soluciéon de xileno/Paraplast (v/v) de 12 horas a
60°C.  Posteriormente a los tejidos se los
sometid6 a 3 bafios de 1 hora en plaraplast.
Finalmente se prepararon los bloques de
paraplast. Una vez preparados los bloques de
Paraplast se procedio a realizar cortes de 7 pum,
los cortes fueron montados en portaobjetos
poly-L-Lysinados y almacenados a 4 °C hasta su
uso.

2.3 Inmunohistoquimica usando
amplificacion a la plata sobre
cortes histoldgicos

Se elimino la parafina y se hidraté los cortes
histologicos por bafios consecutivos en xileno (
2 bafios de 15 minutos), etanol al 96% (2 bafios
de 5 minutos), etanol al 70% (1 bafio de 5
minutos), luego de lo cual se realizaron 2
inmersiones rapidas en agua destilada.
Posteriormente se lavo las secciones en Tampon
Fosfato Salino (PBS, 0.1 M pH 7,4 tampo6n
fosfato, conteniendo 0.9% de CINa) por 10
minutos, se pre-incubaron los  cortes
histologicos en una solucion de PBS que
contiene 1% de Albunina de Suero Bobino
(BSA), 1% de Suero de Cabra Normal (NGS)
PBS/BSA/NGS suplementado con 1% de
gelatina (Tampon I) por 1 hora. Seguidamente,
se incubd con el primer anticuerpo (ejemplo,
anti-Penaeidin IgG, 10 pg/ml) en tampon I toda
la noche. Los anticuerpos no adheridos se



Procedimientos Inmunocitoquimicos para Estudiar la Distribucién y la Participacion en la Defensa de Péptidos Antimicrobianos 81

lavaron mediante 2 bafios de 10 minutos en
PBS. Los cortes fueron entonces incubados con
el segundo anticuerpo marcado al oro coloidal
(e.g. anti-IgG de raton marcado al oro coloidal
de 1nm) diluido 1/50 en tampodn I por 2 horas a
TA. A continuacion, se lavd 3 veces por 10
minutos en PBS. Posteriormente se equilibré en
0.2 M Tampén Citrato, pH 7.4, mediante 2
bafios de 5 minutos. Luego se realizd la
amplificacion a la plata con el Kit IntenSE™ de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una
vez terminado el revelado se lavo 2 veces por 2
minutos en agua destilada. Finalmente se
tifieron los cortes utilizando azul de Evans o
azul de toluidina (0.1%) y se examind al
microscopio de luz.

2.4 Procedimientos
inmunohistoquimicos para
realizar la Microscopia confocal

2.4.1  Inmunofluorescencia simple

Las células previamente fijadas y
citocentrifugadas sobre placas poli-Lysine en
citoespinas (5 min a 1000 rpm) fueron pre-
incubadas por 1 hora en 0.1M Tris-HCI, pH 7.4,
0.9% NaCl (TBS), conteniendo 3% de NGS. A
continuacion, fueron incubadas toda la noche
con una concentracion previamente definida
(ejemplo, anti-Penaeidin IgG, 10 pg/ml) del
primer anticuerpo diluido en TBS suplementado
con 2% NGS y 0.01% de Triton X-100. Las
células fueron posteriormente lavadas 3 veces
con bafos de 5 minutos en TBS. Luego, fueron
incubadas 2 horas a TA con el segundo
anticuerpo marcado con un compuesto
fluorescente (ejemplo anti-suero marcado con
Texas-red o FITC). Finalmente los portaobjetos
fueron montados en glicerol que contenia 25%
de TBS y 0.1% de P-phenylenediamine. Las
células marcadas fueron observadas
inmediatamente después del montaje usando un
microscopio Leica Laser Scanning (TCS NT)
equipado con un microscopio invertido Leica
(DMURBE) y un laser Argon/Kripton.

2.4.2 Inmunofluorescencia doble

Las células previamente fijadas vy
citocentrifugadas sobre placas poli-Lysine en
citoespinas (5 min a 1000 rpm) fueron pre-
incubadas por 1 hora en TBS, conteniendo 3%
de NGS. A continuacién, fueron incubadas toda
la noche con una mezcla de anticuerpos (la cual
depende del péptido a detectar, ejemplo 1:5000
de antisuero anti-Defensine preparado en raton
y 10 pg de anti-Mytilin IgG preparados en
conejo) del primer anticuerpo diluido en TBS
suplementado con 2% NGS y 0.01% de Triton

X-100. Las células fueron entonces lavadas 3
veces por 5 minutos con TBS. Luego, los
cubreobjetos conteniendo las células fueron
incubados a TA con una mezcla de anticuerpos
secundarios (ejemplo, anti IgG de raton
marcado con FITC preparados en cabra y anti
IgG de conejo marcado al Texas-red preparados
en cabra) diluidos en TBS conteniendo 2% de
NGS. Luego, las células fueron lavadas 3 veces
con bafios de 5 minutos de TBS. Finalmente los
portaobjetos fueron montados en glicerol que
contenia 25% de TBS y 0.1% de P-
phenylenediamine. Las células marcadas fueron
observadas inmediatamente después del montaje
usando un microscopio Leica Laser Scanning
(TCS NT) equipado con un microscopio
invertido Leica (DMURBE) y un laser
argon/kripton. La sefial de FITC fue detectada
usando un filtro de exitacién de band-pass de
488 mm, y para la sefal del Texas-red las
muestras fueron excitadas a 568 mm. Las
imagenes fueron adquiridas como secciones
opticas simples del medio de las células o a
través de multiples niveles seriados de Z de 16
escaneados por recuadro.

2.5 Microscopia Electronica

251 Marcaje al Inmunogold:
procedimiento de pre-embebimiento

Sedimentos de células (107 células) o
pequefias piezas de tejidos seleccionados fueron
fijados por 2 horas a 4°C en un mezcla de 4% de
paraformaldehido, 0.2 % de acido picrico y
0.1% de glutaraldehido disueltos en PBS.
Luego, las células o tejidos disectados fueron
lavados usando bafios de 5 minutos con PBS. A
continuacion, las muestras fueron preincubadas
con TBS con 1% NGS y 1% BSA
(TBS/NGS/BSA) durante 30 minutos a TA.
Posteriormente, fueron incubadas con el
anticuerpo primario (ejemplo anti-MGD2 IgG,
10 mg/ml) en TBS/NGS/BSA por 14 horas a
4°C. Después, de esta incubacion las células
fueron lavadas 3 veces por 10 minutos en TBS.
Una vez terminados los lavados, las células
fueron equilibradas en Tampon Citrato mediante
2 bafos de 5 minutos en ese tampon. Luego, las
muestras  fueron  post-fijadas en  PBS
conteniendo 1% de OsO4 por 30 minutos. Las
muestras fueron deshidratadas y embebidas en
Epon en forma cldsica para microscopia
electronica.  Posteriormente cortes ultrafinos
(90 nm de grosor) de diferentes bloques fueron
realizados, estos cortes fueron inmediatamente
colocados y fijados en rejillas de cobre de ojo
de malla de 200. Finalmente, los cortes fueron
tefiidos con acetato de uranilo y Reynold’s antes
de ser observados al microscopio electronico.
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25.2. Marcaje al Inmunogold:
procedimientos post-embebimiento.

2.5.2.1 Preparacion de la muestra
para los procedimientos de  post-
embebimiento

Se colectd la muestra (hemocitos o tejidos)
de acuerdo a lo descrito en 2.1 y se fijaron los
sedimentos de células (107 células) o pequeiias
piezas de tejido por 2 horas a 4°C en una mezcla
de 4% de paraformaldehido, 0.2 % de acido
picrico, 0.1% de glutaraldehido y 10 % de
sucrosa disueltos en PBS. Las muestras fueron
post-fijadas en 1% de OsO4 por 5 minutos y
finalmente deshidratadas y embebidas en la
resina LR White.

2.5.2.2 Cortes semifinos

Se realizaron cortes de 0.1 um de grosor
usando un ultramicrotomo y se ubicaron los
cortes sobre portaobjetos en una pequefia gota
de agua destilada dejandose secar sobre una
plancha de calentamiento (100°C por 5
minutos). Posteriormente, se preincubaron las
muestras en TBS/NGS/BSA por 30 minutos.
Luego se incubd con el anticuerpo primario
(ejemplo, anti-Mytilin B IgG, 10 pg/ml) en
TBS/NGS/BSA 14 horas a 4°C. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, las
muestras fueron lavadas mediante 3 bafios de
TBS de 10 minutos. Posteriormente  se
equilibr6 la muestra en tampon citrato, para
inmediatamente después realizar la tincion a la
plata con el Kit IntenSE™ de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La reaccion de
amplificacion se detuvo utilizando 2 bafios de 2
minutos en agua destilada. Finalmente antes de
observar en el microscopio Optico, se realizo la
contra-coloracion usando azul de toluidine
(1/1000).

2523 Marcaje simple al
inmunogold

Los cortes de las muestras de 90 um fueron
colectados y depositados en rejillas de 200 de
niquel. Luego las secciones fueron tratadas con
peroxido de hidrogeno al 10% durante 8
minutos. Luego fueron preincubadas en
TBS/NGS/BSA por 10 minutos a TA.
Posteriormente fueron incubadas por 48 horas a
4°C con el primer anticuerpo (ejemplo, anti-
Penaeidin IgG, 10 pg/ml) diluido en
TBS/NGS/BSA. A continuacion, los cortes
fueron incubados con el anticuerpo secundario
(10 nm IgG anti conejo marcados al oro coloidal
preparados en cabra) diluido 1/50 en el tampon

precedente. Una vez finalizada la incubacion
con el segundo anticuerpo se procedio a lavar 3
veces con TBS por 10 minutos. Las muestras
fuero post-fijadas en TBS conteniendo 1% de
glutaraldehido. Esta fijacion entrecruza los
anticuerpos secundarios y primarios. Luego, se
procedié a realizar 2 bafios de 5 minutos en
agua destilada a las muestras. Finalmente antes
de observar las muestras al microscopio
electronico se procedié a realizar una tincion
con acetato de uranilo.

2.5.2.4. Marcaje doble al inmunogold

El procedimiento para el doble marcaje es
idéntico al descrito para el marcaje simple
exceptuando la incubacion con el primer
anticuerpo y la incubacion con el segundo
anticuerpo. La primera incubacién esta vez se
realiza con 2 anticuerpos como por ejemplo 10
pg de IgG anti-Mytilin preparados en conejo y
1/5000 de antisuero anti-Defensin preparado en
raton. La segunda incubacion se realiza en
TBS/NGS/BSA conteniendo anti IgG de conejo
marcado con particulas de oro coloidal de 5 6 18
nm preparados en cabra y anti IgG de raton
marcado al oro coloidal de 5 6 18 nmm
preparados en cabra, ambos anticuerpos diluidos
1:50.

3. Resultados y Discusion.

En el presente trabajo se realiza una
descripcion de métodos adaptados por los
autores para la deteccion de péptidos
antimicrobianos del camardn y mejillon.

Los analisis realizados con  cortes
histoléogicos para microscopia Optica son
consecuentes con la utilizacion de nuestros
protocolos para determinar la localizacion y el
estudio funcional de efectores antimicrobianos.
Estos protocolos han sido utilizados con éxito
para otras especies, en donde ellos funcionan
apropiadamente (datos no presentados).

De nuestras observaciones, podemos también
establecer que dentro de los distintos métodos
de deteccion utilizados en cortes histologicos
provenientes de bloques de parafina, el método
de tincion a la plata parece el mas sensible. Sin
embargo, los métodos utilizando fosfatasa
alcalina u otros métodos con marcadores
fluorescentes son igualmente apropiados para la
deteccion de efectores antimicrobianos.

La utilizacion de microscopia confocal se
reveld particularmente informativa, esta nos
permitio co-localizar los efectores dentro de un
mismo  compartimento  celular. Las
inmunodetecciones  pueden  ser  hechas
secuencialmente. Sin  embargo, nosotros
mezclamos los anticuerpos primarios 'y



Procedimientos Inmunocitoquimicos para Estudiar la Distribucién y la Participacion en la Defensa de Péptidos Antimicrobianos 83

secundarios como se encuentra descrito en
materiales y métodos. Del mismo modo como
una recomendacion para futuros utilizadores de
esta técnica, se debe procurar siempre controlar
la reaccion cruzada entre los dos anticuerpos.
Esta puede ser controlada por la omision de uno
0 ambos anticuerpos primarios. Asi, cuando el
anticuerpo primario anti-Defensin y anti-Mitilin
fueron omitidos, la respectiva fluorescencia del
FITC o el Texas-red no fue observada en las
placas examinadas (datos no presentados). Este
hecho, nos provee la evidencia que ninguna
reaccion cruzada de antisuero secundario ha
ocurrido [4].

En nuestro trabajo, utilizando ensayos de
fagocitosis, la combinacion de internalizacion
de bacteria fluorescente e inmunohistoquimica
hizo posible, simultineamente trazar el
recorrido de la bacteria posterior al
reconocimiento e internalizacion dentro de las
células inmunitarias [4, 5]. El destino
intracelular de las bacterias fagocitadas puede
ser monitoreado a través de la visualizacion
combinada de marcadores especificos de
compartimentos ~ por  inmunohistoquimica.
Nosotros combinamos la visualizacion de
bacteria fluorescente con la deteccion por
inmunocitoquimica de Mytilin B (péptido
antimicrobiano) por microscopia confocal
(figura 1).

La doble localizaciéon de Mytilin B y la bacteria
fluorescente  fue  realizada usando el
microscopio confocal debido (i) al facil
marcado de las bacterias con compuestos
fluorescentes; (ii) la cercana asociacion entre la
bacteria y la Mytilin B en el mismo
compartimento celular, la cual puede ser
claramente demostrada por la medicién de la
intensidad de fluorescencia a lo largo de eje
cruzando un hemocito (Figura 1); (iii)
numerosas células pueden ser observadas
haciendo un analisis estadistico posible [4].
Ademas, podemos establecer que los protocolos
descritos anteriormente pueden ser adaptados
para detectar efectores inmunes en secciones de
parafina también (datos no presentados). Sin
embargo, el uso de anticuerpos secundarios
acoplados a la fluoresceina debe ser evitado en
el camardn, ya que en este animal los tejidos
son fluorescentes cuando ellos son excitados a
488 nm.

En lo que concierne a la microscopia
electronica, nuestros resultados demostraron
luego de probar dentro de la gran variedad de
agentes fijadores para la investigacion de
efectores inmunes que las mezclas mas adaptada
para nuestros propdsitos contenian
paraformaldehido, glutaraldehido y acido
picrico. En esta forma podemos determinar que
tanto el glutaraldehido como el acido picrico

confieren un excelente grado de preservacion
ultraestructural. En el mismo sentido podemos
también definir que estos compuestos en altas
concentraciones, pueden afectar la antigenicidad
del tejido afectado. Asi, nuestras observaciones
consideran apropiadas las concentraciones que
son descritas en los materiales y métodos en las
cuales los autores han trabajado para no alterar
la antigenicidad de los tejidos. De esta manera,
se pudo llevar a cabo la deteccion de péptidos
antimicrobianos sin una pérdida representativa
de la sefial que podria haber afectado Ia
deteccion de estos efectores.

Ademas de la fijacion primaria, se hace
necesaria para la microscopia electronica la
post-fijacion, la cual fue llevada a cabo con
tetraoxido de osmio, el cual ayuda a la
preservacion ultraestructural y la tincion de la
bicapa de lipidos. La post-fijacion, incluye
también un segundo paso que es la post-fijacion
con altas concentraciones de glutaraldehido
(usualmente 1%), este tratamiento ayuda al
cross-linking del anticuerpo secundario con el
anticuerpo primario.

La tincién inmune puede ser desarrollada
también sobre secciones semifinas (0.1 pum)
lograndose obtener informaciones subcelulares
[6, 7]. Sin embargo esta deteccion es
usualmente hecha para chequear la preservacion
ultraestructural de los tejidos antes de realizar
procedimientos ultraestructurales largos.
Ademas, esta deteccion nos ayuda a determinar
también la capacidad de un determinado
anticuerpo para detectar el antigeno en los
tejidos embebidos de resina.

El paso de amplificacion a la plata es quizas
el mas delicado de todo el protocolo de tincion
al inmunogold. Mucho cuidado deberd ser
tomado no solamente para encontrar el tiempo
optimo de incubacion para cada preparacion
especifica, pero también para reducir cualquier
variabilidad de tiempo entre condiciones
(ejemplo, entre animales estimulados y no
estimulados). Una sobre-exposicion del tiempo
de incubacion resultard en una sobre-saturacion
de la sefial especifica y la generacion de un
exagerado ruido de fondo. Dentro de un cierto
rango, sin embargo, la variacion del tiempo de
incubacion solamente modulara el diametro de
los granos de plata.  Asi, incubaciones largas
formaran grandes particulas haciendo fécil
visualizar el espécimen a baja magnificacion, lo
que permitira un analisis mas rapido. De
ninguna manera, las particulas de oro
intensificadas a la plata deben ser tan grandes,
como para obscurecer los detalles finos de la
preparacion y en esta forma hacer imposible la
observacion, por ejemplo, de la cercana
asociacion del marcaje con  pequefios
compartimentos intracelures (figura 2)
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4 Conclusiones

El presente articulo es una revision de
técnicas 'y protocolos utilizados para la
deteccion de péptidos antimicrobianos de
camarones y mejillones. Muchos de estas
técnicas y protocolos fueron adaptados para su
uso en la deteccion de estos efectores en dichos
animales. El uso combinado de herramientas
como la microscopia Optica, microscopia
confocal y microscopia electronica permitieron
tener una vision de conjunto para la descripcion
los fendmenos concernientes tanto de la
expresion como de la distribucion de estos
péptidos antimicrobianos. El uso de la
microscopia Optica aportd con interesantes
informaciones descriptivas acerca de la
distribucion de dichos péptidos y su papel
funcional. La microscopia confocal a su vez fue
una herramienta determinante para la definicion
de la ruta de bacterias fagocitadas y su relacion

con los péptidos antimicrobianos. Mientras la
microscopia electronica aportd observaciones
ultraestructurales que permitieron determinar la
ubicacion exacta dentro de la célula de estos
efectores. Esta herramienta nos permitid
ademas co-localizar 2 efectores en el mismo
compartimento celular, gracias al uso de
anticuerpos secundarios marcados a particulas
de oro de diferentes tamafios. Asi, estas
técnicas y protocolos descritos nos permitieron
comprender mejor el papel de estos efectores en
la respuesta de defensa tanto de los camarones
como de los mejillones. Finalmente se puede
sostener que estas herramientas y protocolos son
de particular interés para investigadores
interesados no solo en una descripcion de la
simple distribucion de diferentes efectores, si no
también de la comprension de fendmenos
fisiologicos asociados a dichos efectores, en
nuestro caso particular en la respuesta inmune
de camarones y mejillones.
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Figura 1. Imagenes de microscopia confocal de inmuno-marcaje de péptidos antimicrobianos en camarén y mejillon
de hemocitos circulantes. (A) Fuerte inmunoreactividad en hemocitos de camarén citocentrifugados realizado
mediante inmunodeteccion con anticuerpo secundario marcado al Texas red. (B, C y D) Imagenes de doble
inmunodeteccion en hemocitos mejillon de Defensins (verde) y Mytilins (rojo). D. Imagenes de microscopia confocal
fusionadas de B y C, sugieren que Defensins y Mytilins son empaquetadas en el mismo compartimento hemocitico.
(E, Fy G) Localizacion dual de inmunoreactividad de Mytilins (rojo) y bacteria fluorescente fagocitada (verde)
observadas por microscopia confocal. Los hemocitos de mejillon fueron incubados por 20 minutos en presencia de
Vibrio alginolyticus marcado al FITC, para luego ser fijados y sometidos a deteccion inmunocitoquimica de Mytilins
usando anticuerpos secundarios marcado al Texas red. Medicion de la intensidad de fluorescencia a lo largo de un eje
de cruce del hemocito (E). Confirmacion que las bacterias (F perfil verde) estan localizadas en organelos que
contienen Mytilin (F, perfil rojo). Analisis de microscopia confocal permitiéndonos determinar que los hemocitos
que contenian Mytilins fueron capaces de realizar fagocitosis (G y H). Inmunoreactividad de Mytilins colocalizada
con bacterias (flechas amarillas) o sin colocalizacion (flechas verdes). Barras 10 pm.
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Figura 2. Inmunodeteccion de péptidos antimicrobianos en hemocitos de camarones y mejillones. (A)
Inmunoreactividad sobre secciones embebidas en parafina de camarones procesados para la deteccion de Penaeidins
usando anticuerpos anti-Penaidin y anticuerpos secundarios marcados con particulas de oro detectados por la reaccion
especifica de amplificacion a la plata. Barra 10 pm. (B) Control de la misma inmunodeteccion como en (A) pero el
anticuerpo antipenaeidin fue previamente pre-absorbido con el Penaeidin recombinante. Barra 10 pm.
Inmunoreactividad de Penaeidin sobre cortes semifinos. La inmuno-tincién de hemocitos infiltrantes fue observada
usando anticuerpos antipenaiedin y el anticuerpo secundario marcado con particulas de oro, detectados por
amplificacion a la plata. Barra 10 pm. D) Distribucion ultraestructural de inmunoreactividad de Penaeidin en tejidos
de camaron. Los tejidos disectados fueron fijados, embebidos en resina L R White e inmuno-tefiidos para Penaeidin
usando anticuerpos secundarios conjugados a particulas de oro de 10 nm. Numerosas particulas de oro estan
presentes en grandes granulos densos de hemocitos infiltrados en los tejidos. (E y F) Distribucion ultraestructural
(marcado al inmunogold doble) de Defensins y Mytilins en hemocitos circultantes. Particulas de oro de 18 nm
(grandes flechas) corresponden a Defensins y particulas de 5 nm (pequefias flechas) corresponden a Mytilins. Note la
presencia de granulos conteniendo (i) solo Defensins (flecha), (ii) solamente Mytilins (flecha punteada) y (iii) tanto
Defensins como Mytilins (Doble flecha). Barra 0.5 pm (E), 0.75 um (F). (G y H) Distribucién ultraestructural de
Defensins en hemocitos circulantes de mejillon que fueron procesados para un procedimiento inmunocitoquimico de
preembebimiento usando anticuerpos secundarios conjugados a particulas de oro de 1 nm y la reaccion de
amplificacion a la plata. La inmuno-tincion aparece como depositos de plata oscuros. Granos de plata fueron
principalmente observados sobre pequefias vesiculas. Barra 0.5 pm.
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