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RESUMEN

Se evalud el efecto del carragenano sobre los
hemocitos de la langosta Panulirus interruptus en ensayos 1n
vivo e in vitro. Las pruebas In vivo fueron de dos tipos: una,
con langostas libres y confinadas en jaulas y otra, utilizando
como control y tratamiento al mismo grupo de langostas. En esta
Ultima, primero, las langostas fueron los controles y después,
se utilizaron como tratamientos. Para todos las pruebas al
TRATAMIENTO se le administrd carragenano (0.2 mg ml?')} vy al
CONTROL, solucidn salina estéril. A intervalos de tiempo, se
extrajeron muestras de hemolinfa v se determind el conteo total
de hemocitos (CTH) vy el conteo diferencial de hemocitos (CDH) .
Para esto tltimo, los hemocitos se clasificaron en:
prohialocitos (PRO), hialocitos (HIA), granulocitos (GRA) y
granulocitos de grédnulos grandes (GGG) calculando el porcentaje
de cada uno. El CTH del experimento con langostas libres no
mostrd diferencias significativas (€=5%) en los tiempos
analizados; con langostas confinadas, la significancia se
presentd a las 6, 12 y 24 h. Cuando las mismas langostas se
utilizaron como sus propios controles fue significativo a las
6, 12, 24 ,36 y 72 h. En todas las pruebas in vivo los
controles mostraron los CTH mencores comparados con los
tratamientos, indicando que el carragenano amortigua el
decremento del nivel celular durante la experimentacidén. En
cuanto al CDH, la significancia varid en cada tiempo de acuerdo
al tipo de hemocito. La correlacidén de los tipos de hemocitos
del experimento utilizando como control y tratamiento al mismo
grupo de langostas, mostrd gue existe una relacidén lineal
inversa entre los HIA y GRA (p<0.001) para el control y.
tratamiento.

En los experimentos in vitro Vibrio presentd los
porcentajes de asociacidén mayores con respecto a los de E,
coli, asi mismo, los porcentajes aumentaron con el aumento de
la concentracidén de carragenano. Esto indicaria que el
carragenano puede incrementar la capacidad fagocitica (si se
relaciona con el grado de asociacidén) de los hemocitos. Las
muestras de E. coli incubadas en suero de langosta mostraron
porcentajes mds grandes comparadas con las muestras incubadas
en solucidn fisioldgica, lo que demustra la propiedad de
opsonizacién de los factores humorales de la hemolinfa de la
langosta.
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1.0 INTRODUCCION,

1.1 TRANSPORTACION DE LANGOSTAS VIVAS,

En México la langosta se encuentra entre log seis
productos de mayor participacidén en la exportacidén pesguera
(Anuvario Estadistico de Pesca, 1989). Para 1991 la producciédn
de langosta fue de mil toneladas que aportaron 15 millones 890
mil ddélares al pais {(Indicadores de la Produccidén Pesquera,
1991). La pesqueria estd altamente regionalizada y apoyada
bdsicamente por. cinco especies del género Panulirus (White,
1847): P. interruptus {langosta rbja), P. inflatus (langosta
azul), P. gracilis (langosta verde), P. penicillatus (langosta
de Isla Socorro) y P. argus (langosta caribe) (Ruiz-Durd,
1985) .

De las cinco especies del género Panulirus (White,
1847) distribuidas en México, la langosta roja Panulirus
interruptus, representa el 52 % de las capturas comerciales. Es
por esto que la langosta P. interruptus es la especie de mayor
importancia econdémica (Situacién Actual de las Principales

Pesquerias Mexicanas, 1988).

Anteriormente, la langosta era una especie reservada
a las sociedades cooperativas; actualmente, la nueva Ley
Federal de Pesca extiende la comercializacidn de este crustaceo

a cualquier sector de la poblacidén mediante un permiso o una
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concesidn (Ley Federal de Pesca 1992). La mayvor produccidn a
nivel nacional se obtiene en la costa occidental de Baja
California. Para el periodeo 1981-87 esta zona contribuyd con un
promedio de 45.53 % del volumen total de langosta, del cual

aproximadamente el 90 % se destind a la exportacidn y el resto

al mercado interno {(Ayala-Martinez et al., 1988).

La comercializacidén se realiza principalmente en
forma de langosta entera cocida y congelada y cola fresca
congeladé (Anuario Estadistico de Pesca, 1989). En México desde
1957, fecha en la que se inicid la explotacidn de la langosta,
se establecieron los periodos de veda y al mismo tiempo se
prohibidé - la exportacidén de langosta viva (Chapa, 1964).
Recientemente, se decretd la venta de langosta viva (Diario
"Oficial de la Federacidn, 1992) circunstancia que propiciaréd

mayor impulso en el rengldn de la exportacidén de langosta.

Uno de los paises que tiene basta experiencia en el
transporte de langosta viva es Canadd, donde se han realizado
desde hace tiempo experimentos dirigidos hacia la optimizacidn
de este tipo de transporte. McLeese en 1958 probd diferentes
tipos de empaques variando la temperatura para determinar el
giempo al que se mantenia a los organismos en buenas
condiciones. Seis afios después, Mcleese y Wilder en 1964
editaron un reporte acerca de los factores que influyen en el

transporte de langosta viva. En dicho reporte, encontraron que,
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aungue las langostas son organismos marinos pueden, bajo
ciertas condiciones favorables, vivir fuera del agua por
periocdos considerables. Mds tarde, en 1965, McLeese descubrid
gue existe una relacidn inversa entre la tasa metabdlica de la
langosta y el tiempo de sobrevivencia fuera del agua en
condiciones de aire himedo. Actualmente, son Canada y Cuba los
paises que cuentan con la tecnologfia mds avanzada en el

transporte de langosta viva {(Lamadrid y Blanco, 1986).

Estudios sobre los efectos de la exposicidn al aire
de langostas se han enfocado principalmente a la biogquimica de
la hemolinfa (McMahon et al., 1978; Vermeer,1987), en los que
se demostrd que los cambios quimicos‘en la hemolinfa de la
langosta no son letales, sino mds bien inducen a un estrés que

puede resultar peligroso (Vermeer, 1987).

Aunque la langosta es un organismo muy resistente al
manejo, durante el traslado, debe permanecer fuera del agua
durante horas. En este tiempo sufre de un estrés muy agudo al
no encontrarse en su medio natural. De esta manera, el
organismo se torna muy sSusceptible a microorganismos
oportunistas (Sindermann, 1990). La exposicidn al aire y dafios
coporales que sufren en el transporte en vivo facilita la
entrada de microorganismos que pueden ser patdgenos,
principalmente bacterias y hongos. Las bacterias son epibiontes

comines de los crustédceos en un medio natural. En ausencia de
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estrés, estas bacterias no causan dafio, pero en presencila de
éste pueden provocar una grave infeccidn (Johnscon, 1983). De la
misma manera, cuando factores abidticos como la temperatura,
concentracidn de amonia o de oxigeno se mantienen por debajo
los niveles éptimos, las langostas reducen su resilstencia a

infecciones microbianas (Fisher et al,, 1978).

Entre las enfermedades de langosta mds comines se
encuentran las relacionadas con la erosidén del caparazédn
causadas por bacterias quitinoliticas entre las que destacan
los géneros Vibrio y Pseudomonas. Las bacterias pueden penetrar
a los tejidos blandos destruyendo el exoesqueleto y aunque no
provocan una enfermedad fatal inmediata, proveen un puente de
entrada a patdgenos mds peligrosos (Getchell, 1989; Estrella,
1990; Sindermann, 1990). Ademds, desde el punto de vista
comercial langostas con lesiones en la quitina del caparazdn

pierden su valor.

En virtud de lo anterior los crustdceos requieren de
un mecanismo de defensa interno bien equipado para controlar

todo tipo de agentes invasores.




1.2 MECANISMO DE DEFENSA INTERNA DE CRUSTACEOS.

El sistema inmunoldgico en vertebrados tiene dos
divisiones funcionales: el sistema innatbto gue provee respuestas
no especificas y el sistema adquirido que provee respuestas
especificas. El sistema innato actla como una primera linea de
defensa contra agentes infecciosos y depende de la respuesta
del huésped al primer contacto con el patdgenc (Roitt et al.,
1989; Sindermann, 1990). Si el huésped sobrevive a este primer
contacto, se activa el sistema adquirido, esto es, el organismo
adquiere resistencia (inmunidad) vy produce una reaccidn
especifica a cada agente infeccioso que puede persistir por
periodos variados una vez que se ha desarrollado (Roitt et al.,

1989) .

En los crustdceos, el mecanismo de defensa interna,
sea innato o adguirido al igual que en vertebrados es de dos
tipos: CELULAR y HUMORAL. El primero estd constituido por
células sanguineas o hemocitos., En langostas se clasificaron en
cuatro tipos: prohialocitos, hialocitos, granulocitos
eosindéfilos y granulocitos cromofdbicos (Cornick y Stewart,
1978) y cumplen diversas funciones come fagocitosis,
coagulacidén de la hemolinfa, reparacién de heridas,
encapsulacién, etc. (Bauchau, 1981). La fagocitosis es el
proceso por medio del cual las células pueden ingerir material

extrafio y envolverlo en vacuolas dentro del citoplasma para
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luego digerirlo con la ayuda de enzimas hidroliticas (Roit et
al., 1989). Este mecanismo, sge considera, c¢omo la principal
defensa célular auxiliada por los factores humorales de la
hemolinfa. La velocidad vy efectividad de accidn fagocitica en
algunos crustaceos, posiblemente mediada por factores
humorales, determina la sobrevivencia (Sindermann, 1990). Cada
tipo de hemocito tiene la capacidad de fagocitar, aungue los
prohialocitos y hialocitos son mas activoswque los granulocitos

(Bauchau, 1981; Sdéderhall y Cerenius, 1992).

El reconocimiento de particulas extrafias por
crustdceos involucra la cuantificacién in vitro de la actividad
fagocitica y del grado de asociacidn entre las células de la
hemolinfa y las particulas de prueba donde generalmente se
‘utilizan bacterias o eritrocitos de Dborrego (Paterson vy
Stewart, 1974; Smith v Ratcliffe, 1978; 8Sdderhdll et al.,
1986). En la medicidn del grado de asociacidn se incluyen todas
aquellas particulas adheridas a los hemocitos, extracelular e

intracelularmente (Smith y Ratcliffe, 1978).

El mecanismo de defensa humoral en crustéceos se
constituye por una serie de substancias disueltas en 1la
hemolinfa (cambién llamadas factores humorales) COomo
aglutininas, preciptinas y bactericidinas que le confieren
actividad litica vy aglutinante al organismo contra agentes

invasores (Sindermann, 1990).
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Ambos mecanismos, el celular y humoral, trabajan
como un sistema totalmente integrado para disminulr los efectos

y eliminar agentes extrafios (Sindermann, 1990).

1.3 ACTIVACION in vitro DEL MECANISMO DE DEFENSA

INTERNA DE CRUSTACEOS.

Se ha descubierte que los mecanismos de defensa
internos de crustdceos tanto humoral como celular, pueden, en
condiciones experimentales, ser activados por ciertas
substancias. Se han probado endotoxinas microbianas, bacterias
vivas o muertas, glucanos (polisacaridos complejos algunos de
cadena muy larga o ramificados) Y% lipopolisacaridos
(carbohidratos de estructura compleja con cadenas de 4&cidos
grasos que le confieren caracter lipidico) (McKay y Jenkin,
1970 a,b; Soderhall, 1983; sSdderhdll y Hall , 1984; Goldenberg
et al., 1984).

En estudios con cangrejos de rio (Parachaeraps
bicarinatus) donde se les inyectdé bacterias muertas vy
endotoxinas, se observd un aumento en el nidmero de hemocitos
(McKay y Jenkin, 1970a). Posteriormente Goldenberg et al.,
1984, postularon la hipdtesis de que los hemocitos de
crustdceos, al igual que los fagocitos de mamiferos, podrian
ser activados. Estos investigadores encontraron gque los

hemocitos circulantes de langosta fueron estimulados in vitro
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por lipopolisacaridos (LPS) para la fagocitosis de eritrocitos.

En cuanto al mecanismo celular de defensa de
crustdceos, se ha encontrado gue estos pueden ser activados por
glucanos con enlaces $-1,3. En 1977 Unestam y Soéderhall
reportaron que el laminardn (glucanoc con enlaces $-1,3 extraido
dei alga Laminaria hyperborea) estimula la actividad de la
fenoloxidasa, enzima que se 1localiza en los hemocitos de
crustdceos e interviene en el proceso de coagulacidén de la
hemolinfa. Posteriormente, en trabajos con cangrejos de rio
(Astacus) se descubridé que los glucanos £$-1,3 promovian la
sintesis de proteinas a partir de la activacidén de la
fenoloxidasa y que también participan en la coagulacidn
(S6derhall et al., 1979). En estudios con Limulus sp. se
encontrd que el grado de coagulacidén de la hemolinfa dependia
de la concentracién de los glucanos gque activan la
transformacidn de coaguldgeno a coagulina. Con estos resultados
los investigadores proponen un mecanismo de cascada para la
coagulacidén de la hemolinfa (Kakinuma et al., 1981; Morita et

al., 1981).

Experimentos in vitro con cangrejos de rio (Astacus
astacus) y marinos (Carcinus maenas) revelaron que el laminarédn
aumenta la fagocitosis de bacterias por los hemocitos (Smith vy
So6derhall, 1983). En posteriores investigaciones sobre la

activacién de la fenoloxidasa en crustdceos por glucanos se
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propone qgue este sistema enzimdtico de cascada constituye un
mecanismo de reconocimiento de agentes extrafios (Soderhall,

1983; Soderhall y Hall, 1384).

Otras investigaciones confirman gque el laminaran
interviene en el mecanismo celular de defensa por activacidn in
vitro de la fagocitosis de bacterias mediada por la enzima
fenoloxidasa y proponen un mecanismo de cooperacidn celular
(s6derhall et al., 1986). Recientemente, esta investigacidn
propone un mecanismo bioguimico para la activacién de la

fenoloxidasa por glucanos con enlaces £$-1,3 (S6derhall, 1992).

Otros glucanos marinos (especificamente polisacédridos
sulfatados del tipo de los carragenanos) presentan también
actividad bioldégica. Su actividad bioldgica aparentemente estéd
relacionada con el grado de sulfatacién de la molécula
(Ehresmann et al., 1979). Existen estudios donde se midid la
respuesta inmunoldgica innata de vertebrados utilizando varios
tipos de carragenano. En dicho estudio se demostrd que a mayor
grado de sulfatacién de la molécula se estimula més
eficientemente la adhesidén celular {(Chong vy Parish, 1985). El
carragenano, es extraido de la pared celular de las algas
marinas y estd constituido por unidades alternantes de D-
galactopiranosa unidas por enlaces ¢-1,3 y f$-1,4 (Painter,

1983) .
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Existen wvarios tipos de carragenanos, que se
clasifican de acuerde al numero de grupos sulfatos de la
molécula, de los cuales el Jambda carragenano es el mas

sulfatado (Figura 1).

En wvirtud de 1la sgimilitud estructural entre el
carragenano y los glucanos que estimulan los mecanismos de
defensa interna de crustdceos, en este trabajo se pretende
probar que el carragenano activa de manera similar al mecanismo
de defensa celular de crustdceos. La activacidén del mecanismo
celular se detectard de la siguiente manera: conteo total de
hemocitos ({(CTH); conteo diferencial de hemocitos (CDH). Esto
Ultimo, va que como los hemocitos tienen diferentes funciones
se quiere probar que el carragenano actia en forma diferencial.
Por Ultimo, se estimard el grado de asociacidn relacionandolo
con la actividad fagocitica de los hemocitos. Se probard en la
langosta roja Panulirus interruptus, con el objeto de brindarle
una mayor resistencia durante su transporte en vivo. De esta
manera podrd contrarrestar el efecto del estrés, combatir la
accidén de microorganismos patdgenos y oportunistas que pueden

causarle debilidad, pérdida de valor comercial o muerte.




Figura 1. Férmula estructural del lambda
carragenano {(Tomado de McHugh, 1987},
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2.0 OBJETIVOS.

A. Evaluar el efecto del carragenano in vivo
mediante el conteo total v diferencial
de hemocitos de la langosta

Panulirus Interruptus.

B. Cuantificar el grado de asociacidén in
vitro entre los hemocitos de la langosta
P, interruptus y las bacterias Vibrio
parahaemolyticus y Escherichi coll en

presencia de carragenano.
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3.0 MATERIALES ¥ METODOS.

3.1 CONDICIONES PRELIMINARES A LA EXPERIMENTACION.

3.1.1 DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS BIOMETRICAS Y

MANTENIMIENTO DEL CULTIVO.

Las langostas (Panulirus interruptus) se
transportaron en avidn desde Bahia Tortugas, B.C.S. hasta el
laboratorio de moluscos perteneciente al Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas en Ensenada, B.C. En total se
manejaron tres tangues. Un tangue de experimentacidén con m
drea de 1.704 m? y una capacidad de 681.6 1, en el cual se
colocaron 10 langostas. Dos tanques con un drea de 0.667 m? y
166.75 1 de capacidad, donde se mantuvieron de 10 a 15
langostas como suministro.

Se tuvieron durante un periodo de tres semanas para
aclimatacién de los organismo, tiempo en el gue se registrd el
comportamiento y condiciones experimentales. Se separaron todas
aquellas langostas con dafios corporales o signos de enfermedad.
Luego, se registrd peso y longitud total (desde el rostrum
hasta la punta del telson), se sexaron, marcaron y se colocaron
trozos de tubo negro de ABS de 20 cm de largo por 15 cm de

didmetro como refugio.
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Se alimentaron a las langostas con trozos de pescado

fresco {(almacenado a -15 °C) de dos a cuatro veces por semana,
de acuerdo a sus requerimientos (ausencia o presencia de
restos). El alimento se removid después de 24 h. Antes vy
después de cada experimento se alternd este alimento con trozos
de higado de res, con el objeto de enriquecer la dieta (Stewart

et al., 1983).

Se registrd la temperatura del agua, mdxima, media y
minima (en el momento de la alimentacidn), para asegurar la
buena calidad del agua, se limpiaron los tangues cuando menos
dos‘ veces por semana. Se registrd el oxigeno, el pH, la
salinidad y el flujo de agua cada dos semanas a lo largo del
periodo de cultivo.

Durante toda la experimentacidén se observaron las
condiciones fisioldgicas normales de las langostas mediante la
observacidn directa de su _comportamiento, lesiones,

enfermedades y registro de mudas.

Determinacidén del estado de muda.

El estado de desarrollo se determind con el objeto dé
seleccionar a los grupos experimentales, ya gque, en langostas
durante la ecdysis existen cambios metabdlicos muy
pronunciasdos (Aiken, 1980). En camarones Penaeidos el ﬁﬁmero
de células por volumen varia en funcidén del ciclo de A a D,

(Tsing et al., 1989). Para ésto, se hizo un pequefio corte en la
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punta del telson de la langosta y se observd el grado de
retraccién de la cuticula en microscopio estereoscdpico,
comparando los resultados con los diagramas establecidos

{adiken, 1980).

3.1.2. SELECCION DE LAS CONDICIONES PARA EL MANEJO DE LOS

HEMOCITOS DE LANGOSTA.

Se probaron varios medios fisioldgicos para tratar de
reproducir la composicidén idnica de la hemolinfa, entre ellos,
la solucidn de Ringer para crustdceos (Cohen y Nemhauser,
1985), el buffer citrato/EDTA (Cohen y Nemhauser, 1985) vy el
medio para hemocitos de langosta (MHL} (Paterson y Stewart,
1974) . Con estos medios salinos se probaron anticoagulantes
" clédsicos en hematologia como EDTA (10 mM), cisteina (0.3 M)
(Lynch et al., 1972) y un anticoagulante comercial de citrato
disédico ACD (Sherwood Medical, TM).

Ademds se probaron las soluciones fijadoras de formol
al 10 % en agua de mar sintética (FOR) y glutaraldheido al 1 %
en MHL. En cada caso se selecciond la solucidén gue mostrd

mejores resultados.

PRUEBA DE VIABILIDAD DE HEMOCITOS.
La wviabilidad de los hemocitos se observd en los
medios salinos y en los experimentos del grado de asociacidn.

La prueba se realizd de acuerdo al método de exclusidn de azul
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tripano de Phillips (1973) utilizado también por LaPeyre v Chu
(1990) en crustdceos. El ensayo consistid en separar una
alicuota de una muestra de hemolinfa, se mezcld con una
cantidad igual de colorante azul tripano al 0.4% {en medio
salino)}, esto se dejd reposar durante diez minutos y se observd
al microscopio de luz. Tedricamente las células wviables no
deben tefilirse mientras que lag no viables se colorean de azul

(Phillips, 1973).

3.2 REGISTRO DE LA VARIACION TEMPORAL DE HEMOCITOS:

CONTEO TOTAL Y CLASIFICACION.

Se llevd un registro mensual de hemocitos para
determinar los valores norméles vy la variabilidad con respecto
al tiempo. Se tomaron muestras de hemolinfa, con una jeringa
estéril de 1 ml (aguja No. 27) conteniendo formol al 10%. La
muestra se extrajo de una seccidn lateral de la parte inferior
del primer segmento abdominal. El volumen de hemolinfa oscild
entre 0.2 v 0.3 ml, a partir de estas muestras se obtuvo el
conteo total de hemocitos (CTH) con la ayuda de una cémara de
Neubauer en microscopio de luz brillante (Baush & Lomb) y se

reportaron como numero de células ml™!,

La clasificacidén de los hemocitos se realizd por las

caracteristicas morfoldgicas y de tamafio, de acuerdo a Cornick
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y Stewart (1978). La morfologia se observd en muestras frescas
de hemolinfa, fijadas en formol y en frotis tefiidos con las
tinciones de Wright, Giemsa y Eosina-Policrome (Lynch et al.,
1972)., Las mediciones se hicieron a cada tipo de hemocito
{clasificados en cuatro) mediante un ocular con escala en
micras previamente calibrado y a un aumento de 600X. También se
llevé un registro del organismo y fecha de extraccidn de

hemolinfa para evitar muestrear a la misma langosta.

Una vez definidos perfectamente cada tipo de hemocito
en el momento de registrar el CTH, se obtuvoe también el conteo
de cada tipo de célula (conteo diferencial de hemocitos, CDH)

que se reportd como porcentaje.

PREPARACION DE SOLUCIONES DE PRUEBA Y CONDICIONES
EXPERIMENTALES.

En todos losg experimentos la solucidn fisioldgica que
se utilizd, medio para hemocitos de langosta estéril, (MHL)} se
prepard de écuerdo a Patersén v Stewart (1974). La solucidn de
prueba, lambda carragenano, se prepard a partir de una solucidn
al 1 % de lambda carragenano en MHL con el gue se hizo un

estdndar al 0.1 % (Smith y Soderhall, 1983).

De la misma manera, para todos los experimentos, al
grupo CONTROL siempre se le administré MHL y al grupo de

TRATAMIENTO se le administrd carragenano en MHL. Considerando
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que el 20 % del peso total de las langostas corresponde a la
hemolinfa (Phillips et al., 1980} se realizaron los cdalculos
para que cada langosta recibiera 0.2 mg de carragenano por ml
de hemolinfa (Smith y Séderhall, 1983). En todos los casos la
administracién de la solucidn, asi como la extraccidn de
muestras se hicieron en una seccidn lateral de la parte
inferior del primer segmento abdominal de la langosta, previo
a la limpieza de la =zona con MHL estéril, Unicamente se
seleccionaron langostas sanas y en los estadios entre C vy D (de
acuerdo al diagrama de Aiken) para los experimentos (Anexo,

Tabla VI}.

3.3 EXPERIMENTO CON LANGOSTAS LIBRES Y CONFINADAS.

LANGOSTAS LIBRES.

Las langostas se seleccionaron al azar y se formaron
dos grupos, el grupo I, con cuatro langostas como control, con
pesos entre 390 yv 789 g. El grupo II, con cuatro langostas Como
tratamiento, con pesos de 517 a 564 g.

Después de que se inyvectaron a las langostas de ambos
grupos {(ver punto 3.2), se extrajeron muestras de hemolinfa en
formol a 4°C en los siguientes intervalos de tiempo: 1, 3, 6,
12, 24, 36 ¥ 48 h. Temperatura a la gue siempre se mantuvieron
y se analizaron lo mds pronto posible. A partir de cada muestra

se tomdé una alicuota que se diluyd en formol para facilitar el
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conteo. Se determind para cada langosta y para cada tiempo
nuestreado el CTH con la ayuda de una cdamara de Neubauer en
microscopio compuesto de luz brillante {Baush & Lomb) .

El anélisis estadistico consistid en una prueba "t
de Student entre el grupo control y el tratamiento de los
incrementos (Tn+l - Tn}! para cada tiempo a un d=5 % (Steel y

Torrie, 1989).

LANGOSTAS CONFINADAS.

A diferencia del experimento con langostas libres,
aqui se procedidé a trabajar con las langostas confinadas en
jaulas para observar alguna posible diferencia provocada por el
encierro, Para esto, se construyeron jaulas de 25 X 30 X 40 cm
con tela de malla gruesa {0.5 X 0.5 cm) facilitando la
manipulacidén de 1los organismos. En este experimento, las
langostas fueron pesadas y medidas para ajustar la cantidad de
solucion requerida. Se colocd una langosta por jaula marcada,
24 h antes del inicio del experimento en un tanque separado. De
la misma manera que el primer experimento, se consideraron dos
grupos seleccionados aleatoriamente, el grupo I con cuatro
langostas como control, que pesaron entre 382 y 435 g, y el
grupo II, con seis langostas como tratamiento con pesos de 522
a 800 g, con un total de 10 jaulas en el tanque.

Se tomd una muestra de hemolinfa a cada langosta, en

- Tn+l es el nldmero de células ml™* en el tiempe n+l vy Tn es eel numero de
células ml! en el tiempo n.

1
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fomol al 10% a 4°C, antes de la inyeccidn de las soluciones,
que se conslderd como el tiempe cero. Después de las
inyecciones se tomaron muestras a las 0.5, 3, 6, 12, 24, 36, 48
y. 72 h. De igual manera que en el primer experimento, se
realizd el CTH y ademds el CDH a las muestras de cada langosta

para cada tiempo.

El procedimiento estadistico para el CDH se aplicd al
control y al tratamiento {(¢¢= 5 %) y consistid en:
1. un andlisis exploratorio de datos
2. una prueba "t* para_cada tiempo v tipo de hemocito.
3. una prueba "t" de los incrementos {(Tn+l - Tn).
4. Un andlisis de correlacidén de todas las combinaciones
posibles entre los tipos de hemocitos
5. Una.prueba "t" entre losg tratamientos del experimento con
langostas libres v con langostas confinadas y una prueba "tV
entre los controles de los mismos experimentos (Steel v Torrie,

1989} .

3.4 EXPERIMENTO UTILIZANDO COMO CONTROL Y

TRATAMIENTO AL MISMO GRUPO DE LANGOSTAS.

En este experimento se realizd un andlisis de
regresidén lineal por minimos cuadrados (Steel y Torrie, 1989)
entre el peso {(g) v el CTH de 48 langostas para descartar un

factor de error debido la diferencia en pesos entre controles
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y Lratamientos.

Se pesaron vy midieron todas las langostas vy se
hicieron los cdlculos necesarios, el intervalo de pesos fue
entre 390 y 610 g. A diferencia de los otros experimentos, éste
se divididé en dos etapas. En la Etapa I se seleccionaron
aleatoriamente diez langostas colocando una en cada jaula, 24
h antes de la experimentacidn. A este grupo gue se le considerd
CONTROL, se les inyectd MHL estéril Ynicamente. Un total de 10
jaulas en el tanque fueron mantenidas. Antes de la
administracidn de MHL se tomd la muestra para el tiempo cero.
Posterior a ésto, se tomaron muestras a las 1, 3, 6, 12, 24,
36, 48 y 72 h y se siguid el mismo procedimiento gque el

experimento 2 en la obtencién del CTH y CDH.

Las langostas permanecieron en un periodo de
recuperacién de dos semanas después de terminado el
experimento, luego se tomaron muestras de tres langostas y se
determind el CTH para saber si los niveles de hemocitos se

encontraban dentro de un valor aceptable.

Posteriormente se procedidé a la Etapa II, donde,
inicialmente, a las mismas langostas, se les tomd la muestra
para el tiempo cero y después se inyectd el carragenano en MHL,
Estos organismos fueron el  TRATAMIENTO. Siguiendo el
procedimiento antes descrito se extrajeron muestras de

hemolinfa en los misnmos intervalos de tiempo considerados en la
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Etapa I v se realizd el CTH y el CDH para todas las muestras.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con los
datos de incremento (T,,, - T, en el numero de células del
control y tratamiento (0= 5 %). En el CTH y el CDH para cada
tiempo, la estadistica se dividid en cinco partes:

1. un andlisis exploratorio de datos

2. una prueba F de homogeneidad de varianzas

3. una prueba "t" para cada tiempo.

4, una prueba "t" para cada tipo de hemocito.

5. Un andlisis de correlacidén de todas las combinaciones

posibles entre los tipos de hemocitos (Steel y Torrie, 1989).

3.5 ENSAYO DEL GRADO DE ASOCIACION in vitro.

Los ensayos de asociacién se realizaron con las
bacterias Escherichia coli y Vibrio parahaemolyticus. La
densidad bacteriana se realizd uUnicamente para E. coli obtenida
del laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
(UABC). La densidad (cel ml!) de esta bacteria en un medio de
cultivo se puede determinar espectrofotométricamente previa a
una curva de calibracién (Post, 1983). Para esto, se hizo
crecer E. coli (cepa pura) en un caldo nutritivo (BBL), se
preparararon 10 diluciones (1:10) por triplicado y se anotd la

absorbencia a una longitud de onda de 640 nm. Posteriormente se




volvieron a diluir las muestras (1:10) por triplicadeo vy se
inoculd cada una sobre placas de agar nutritivo. Las placas se
incubaron a 37°C durante 24 h con agitacidén. Después se
contaron las colonias en un contador de colonias Quebec y por
Gltimo se realizd una regresidén lineal por minimos cuadrados
entre el nimero de colonias y la absorbencia de acuerdo al

método aplicado por Post (1983).

3.5.1 PREPARACION DE LOS CULTIVQOS DE BACTERIAS.

Una cepa pura de E. coli se incubd durante 48 h en
caldo nutritivo (BBL) a 20°C, luego se lavaron las bacterias
por centrifugacidn con una solucidn amortiguadora de fosfatos
salino estéril (BFS) a pH 7.0 y se suspendieron en este
amortiguador. La densidad bacteriana se calculd mediante la
absorbencia a una longitud de onda de 640, previa curva de
‘calibracidén. Se diluydé la suspensidn hasta llegar a la
concentracién requerida de 2.0 X 10 7 cel ml! (Smith vy
Séderhall, 1983).

Otra cepa pura de V. parahaemolyticus {(obtenida del
Departamento de Microbiologia de CICESE)} se incubdé durante 48
h en peptona salina a 15°C (De Santiago-Fierro et al., 1976),
luego las bacterias se lavaron por centrifugacidn utilizando
agua de mar estéril a una dilucidén del 75 % y se suspendieron
en MHL estéril. La densidad Dbacteriana se determind

experimentalmente de acuerdo a los resultados de seis ensayos

del grado de asociacidn.
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3.5,2 INCUBACION DE BACTERIAS, PREPARACION DE MONOCAPAS
¥ ENSAYO DE ASOCIACION.
Para la elaboracidn del suero se utilizaron de tres
a cuatro langostas (para obtener de cinco a geis ml de
hemolinfa). Suero Que se prepard de acuerdo a Smith y Ratcliffe
(1978), previo a cada experimento de asociacién.
Una vez obtenida la densidad bacteriana, se procedid
a dividir el ensayo en dos partesf una parte que se le llamd
SINC y consistid en diluir E, coli y V. parahaemolyticus en
proporcidén 1:10 en BFS y MHL respectivamente. La otra parte
denominada 'INC consistidé en diluir ambas bacterias en
proporcidén 1:10 en suero fresco de langosta.
Ambos tratamientos (SINC e INC) se incubaron
durante 1 h a una temperatura constante de 15 = 0.5 °C c¢on

agitacidén ligera {(MultiMixer Mistral, Lab-Line, Instr. Inc.).

En la preparacién de las monocapas, primero se
extrajo la hemolinfa en MHL con cistefina (40 mg/ml) como
anticoagulante, se suspendieron las células en MHL suplementado
con vitaminas y aminodcidos (Paterson y Stewart, 1974). Después
se realizaron CTH’s en una camara de Neubauer para alcanzar la
densidad de 1.5-2.0 X 10 ® cel ml™! (Paterson y Stewart, 1974).
Se realizd también a diferentes tiempos la prueba de viabilidad
de azul tripano descrita en la seccidn 3.1.2 para asegurar la
viabilidad de células en las condiciones experimentales.

Posteriormente, se prepararon las monocapas de
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hemocitos de acuerdo a Smith vy Séderhall (1983). Para este
experimento se consideraron tres grupos, el grupo I, CONTROLES
(monocapas inoculadas con BFS o MHL de acuerdo a la bacteria).
El grupo II, TRATAMIENTOS SINC, se mezclaron partes iguales de
la suspensidn de bacterias que no se incubaron en suero (SINC)
con 0.05, 0.1 ¥v 0.5 % de carragenano en MHL y el grupo IXII,
TRATAMIENTOS INC, se mezclaron partes iguales de la suspension
de Dbacterias incubadas en suerc (INC) con las mismas

concentraciones de carragenano.

Todas las monocapas se incubaron durante 1 h a una
temperatura constante de 15 % 0.5°C con agitacidén constante
(MultiMixer Mistral, Lab-Line, Instr. Inc.). Después se fijaron
las monocapas en glutaraldheido al 2.5 % y se examinaron bajo
el microscopio de contraste de fases (American Optical). Para
cuantificar el grado de asociacidn entre las bacterias y los
" hemocitos, se registraron todas las bacterias adheridas, tanto
en el interior come en el exterior de los hemocitos, y se
reportd en porcentaje de asociacion en relacidn al ndmero total

de hemocitos observados, de acuerdo a la técnica descrita por

Foley y Cheng (1975) y Smith y Ratcliffe (1978).
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4.0 RESULTADOS.

4.] REGISTRO DE LA VARIACION TEMPORAL DE HEMCCITOS:
CONTEO TOTAL.

Las variaciones de las caracteristicas fisicoquimicaé
del agua durante la experimentacidén se muestran en la Tabla Vv
(Anexos) .

La Figura 2 representa el monitoreo de hemocitos que
se llevd a cabo en forma mensual a lo largo del afio de 1992. La
temperatura mds alta fue en agosto (24.15 °C} y la méds baja en
enero (17.16 °C), donde el ©coeficiente de variacidn
correspondiente fue de 11.14 %.

En cuanto al conteo total de hemocitos (CTH) se
observan fluctuaciones (Figura 2) con un coeficiente de
variacidén mayor (15.66 %), con un minimQ de 9.359 X 10° cel ml!
en marzo y un mdximo de 16.101 x 10° cel ml™? en julio.

La curva que muestra el numero de hemocitos en la
Figura 2 varia de manera semejante a la curva de -la
temperatura, sin embargo, una correlacidén lineal entre ambas
variables demuestra que no existe ningin grado de asociacidn (r

= 0.279).
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4.2 CLASIFICACION Y CONTEQO DIFERENCIAL DE HEMOCITOS
(CDH) .

Los hemocitos de langosta se clasificaron dependiendo
de sus dimensiones vy caracteristicas de los granulos
(naturaleza refractil, tamafic y nimero) en cuatro tipos
bdsicos, de acuerdo a Cornick y Stewart (1978) (resumidos en la
Tabla I).

Se observd que las medidas oscilaron entre las 12 y
22 um. El tipo I (Prohialocitos) fue el que mostré mayor
homogeneidad en el tamafio, con un error estdndar de 0.065. Los
demds tipos mostraron desviaciones similares entre si. La
tincidén eosina-policromo fue la que dio mejores resultados. Es
evidente en la Tabla I que no existe gran diferencia entre los
tipos de hemocitos en muestras coloreadas. Las caracteristicas
mds notables con la tincidn radicaron en la intensidad del
color, la condensacién del nidcleo y de los granulos. EIL
citoplasma no ayudd en la clasificacidédn. En muestras humedas
fijadas, las diferencias fueron muy notables, de tal manera que
en el tipo III (Granulocitos) se pudo distinguir otro subtipo

(Tabla I).




Tabla I. Principales caracteristicas de los cuatro tipos de hemB&iLos
encontrados en la langosta roja Panulirus interruptus.

Caracteristicas en Caracteristicas
Tipo de o2 Medida p, con la tincidn
% 3 muestrag himedas .

hemocito + B.E (pm) fijadas de eosina-

Nombre! e + B.E. policromo
Células esféricas, no Ndicleo muy
1 2.262 12.721 refrdactiles y sin grdnulos condensado, se Clfie
PROHTIALCCITO en el citoplasma. de azul marino;
0.074 0.065 citoplasnma sin

tefiir

La mayorfa de las células El nicleo no tan
ovoides, también en forma condensado se tlifle

de huso: no refrédctiles. de azul, el
2 80.729 17.49 Cuando se presentan citoplasma de azul
HIALOCITO 0.288 0.154 grdnulos en el citoplasma, claro
estos 8on  muy pPocos Y
pequetios
Los hemocitos . pueden Subtipo a)! el

dividirse en dos: a) en citoplasma se tifle
forma de huso y alargados, de rosa, nidcelo no
refrdctiles con pocos nuy condensado, de
grdnulos pequefios en el azul.
3 15.366 22,235 citeplasma. Poco Subtipo b) nicleo
GRANULOCITO 0.290 0.167 apundantes. b} Formas muy condengado se
diversas, la mayorfia tifie de azul
ovoide, refrictiles con marine, grdnulos de
NUREerosos grdnulos azul, y citoplasma
grandes, mds abundantes de azul claro

La mayorf{a ovoide, células El micleo, cuando

4 completamente empacadas de es evidente, nuy
GRANULOCITOS grédnulos grandes; condensado Vs se
DE 1.830 .19.800 refrdctiles. El mnicleo a tifie de azul
GRANULOS 0.072 0.132 _veces no se obgserva mar ineo; el
GRANDES perfectamente citoplasma de rosa

o no se tifie

1 _ pe acuerdo a Cornick y Stewart (1978).
2 . porcentaje promedio de 580 determinacicnes a partir de 32 langostas, * error

estandar.

3 _ promedio de 182, 367, 372 y 280 mediciones para los hemeocitos 1, 2, 3 vy 4
respectivamente, de 20 langostas. Las medidas se tomaron del eje longitudinal de cada
hemocito en muestras de hemolinfa fijadas en formol.
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El porcentaje promedio de los cuatrxo tipos de

hemocitos de la langosta Panulirus interruptus de la Tabla T
denota las diferencias entre los tipos de células; el tipo 1 vy
4 representan los porcentajes menores (2.26 y 1.83 %,
respectivamente) y el tipo 2 contiene mas del 50 % del total
(80.73 %) . Los errores estdndares obtenidos durante el andlisis

de 32 langostas resultaron bajos entre 0.072 vy 0.290.

En la Figura 3 se presentan los esquemas de los
cuatro tipos bdsicos de hemocitos elaborados a partir de
muestras de hemolinfa fijadas en formol al 10 %, observados en
un microscopio compuesto de luz brillante {(Baush & Lomb)}.

Puede observarse en esta Figura gue existe similitud
morfoldgica entre los cuatro tipos de células con diferencias
" notables en cuanto al tamafio de la célula, numero y dimensidn
de los grénulés. En base a estas caracteristicas se determind
el conteo diferencial de hemocitos (CDH) que se reportd como
porcentaje en la Tabla I.

Durante todos los experimentos siguientes el ciclo de

muda fluctud entre B y M (ver anexo, Tabla VI).
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10um

Figura 3. Esquema de los cuatro tipos de hemocitos encontrados

en Panulirus interruptus. a, pronialocitos; b, hialocitos;
granulocitos y &, granulocitos de grdnulos grandes.

c,
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4.3 EXPERIMENTO CON LANGOSTAS LIBRES Y CONFINADAS.

4.3.1 LANGOSTAS LIBRES.

CONTEQO TOTAL DE HEMOCITOS (CTH).

En virtud de gue se regitraron diferencias en el CTH
desde el tiempo cero tanto de controles como en tratamientos,
se transformaron los datos a valores de incrementos (Tn+l -
Tn) . Esto es, iniciando con el tiempo cero y restando el CTH
del tiempo n+l al valor correspondiente en el tiempo n. Esta
transformacidén se aplicd a los tres ensayos con carragenano.

La Tabla II muestra los resultados obtenidos durante
el experimento langostas libres y confinadas.

En cuanto al CTH (numero hemocitos mlt X 10% ), la
diferencia entre el valor mdximo vy minimo para el control fue
de 16.953 que representa el doble de la diferencia en el
tratamiento (8.771}).

La diferencia en el CTH final-iniclal de ambos
grupos, no son pan grandes (7.358 para el control y 5.253
unidades para el tratamiento, {(Tabla II). Un comportamiento
similar se observa en los incrementos de la Tabla II para los
maximos y minimos. Sin embargo, el control posee un decremento
(valor final e inicial} de casi el doble (-13.609) comparado

con el tratamiento (-8.043).
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Tabla II. Conteo total de hemocitos {CTH) e incrementos del CTH
para el control vy tratamiento en cada tiempo del
experimento con langostas (P, interruptus) libres.

CONTROL TRATAMIENTO
Tiempo n N = 4 INCREMENTO N = 4 TNCREMENTO
(h) CTH + E.E.} Tn+l - Tn? CTH + E.E.! Tn+l - Tn?
mm;wm Y I —— 11.28@@ —
+ 1.208 : + 1.208
28.233 19.877
3 £ 2.23 0.0 + 3.53 0.0
24.488 14.461
3 L 3 .50 -20.698 © 0.80 -14.,013
23.615 20.051
6 4 12 -17.826 L3 90 -3.007
15.300 17.814
12 P! -25.268 L 1.70 -10.833
11.763 13.422
24 + 1.53 -20.268 11 94 -12.989
15,294 15.979
36 L 0,99 ~13.421 Do 1g -6.040
18.638 16.533
48 L 2.50 -13.609 + 1.88 -8.043
——— M“A“x“:;ffﬁm" --“1“5"5';5“ 25.268 B 8.771 m““ii 013 i
FIN-INI 7.358 ~13.,609 5.253 -8.043

N= Numero de langostas utilizadas.

En la Figura 4 estéan graficados los incrementos en el

ntimero de hemocitos del experimento con langostas libres, en

! — valores promedio del nimero de hemocitos mi1™! X 10 ¢ + error estdndar.

2 -1

-~ Tn+t es el nimero de hemocitos ml en el tiempo n+t y Tn es el

nimero de hemocitos mt ! en el tiempo n.
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Figura 4. Incremento del conteo total de hemocitos (CTH) para el
grupo control y tratamiento del experimento con langostas libres.
Las curvas se construyeron con los incrementos de la Tabla IL
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ambas curvas, control y tratamiento, se distinguen tres puntos
criticos. Primero, una disminucidn muy fuerte en el numero de
hemocitos: segundo, un incremento y tercero, una recuperacidn

celular.

En el primer punto critico de la Figura 4, la
disminucidén es mayor para el control (~20.698, Tabla II) con
respecto al tratamiento (-14.013) y en general, los decrementos

para el tratamiento siempre son menores.

ANALISIS ESTADISTICO.
La prueba "t" de Student para cada incremento (Tn+l -
Tn) entre el grupo contrel y el tratamiento indica que no
existen diferencias siginificativas a un o = 5% en ningun

incremento.

4.3.2 LANGOSTAS CONFINADAS.

CONTEO TOTAL DE HEMOCITOS (CTH).

La Tabla IIT muestra el CTH asi como los incrementos
en el CTH para cada intervalo de tiempo. La diferencia entre el
méximo y el minino valor en el CTH es més del 'doble en el

control (13.30, Tabla III) comparado con el tratamiento (5.31).

Por otro lado, la diferencia entre el CTH final

e inicial es similar para ambos grupos (2.63 y 2.05).
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Tabla IIT. Contec total de hemocitos (CTH) e incrementos del
CTH para el control y tratamiento en cada tiempo del
experimento con langostas (P. interruptus)
confinadas.

CONTROL TRATAMIENTO
Tiempo n N = 4 INCREMENTO N = 6 INCREMENTO
(h) CTH + E.E.! Tn+l - Tn? CTH + E.E.! T+l - Tn?

bmmmwummmmiatgbw_WWHMWWMWWWMM. =
+ 2.37 + 0.83
26.08 13.56

0.5 + 3.62 ¢.00 + 0.77 0.00
23.49 14.48

3 + 6.56 -11.31 + 1.27 ~2.38
19.67 15.11

6 + 3.56 -12.52 + 1.42 ~3.12
17.190 13.21

12 Y 1.12 -11.19 + 1.79 -5.64
15.582 13.93

24 + 2.01 -~10.38 + 2.16 -3.08
12.78 13.60

36 L o1.71 -11.45 + 1.68 -4.08
15.71 11.28

48 L 9.87 ~-5,78 + 157 -6.07
20.00 11.85

72 "+ 1.26 -4.42 + 1.46 -3.18

MAX-MIN 13.30 | 12.52 5.31 6.07

FIN-INI 2.63 ~-4.42 2.05 -3.18

N = Nimero de langostas utilizadas

El comportamiento general de las curvas de la Figura

5 muestra tres puntos criticos. El primero, una drdstica

1

2

nimero de hemocitos ml

- Tn+l es el nidmero de hemocitos ml
en el tiempo n.

-1

-~ Valores promedio del ndmero de hemocites ml1™! X 10 ¢ & error estdndar.

en el tiempo n+l v Tn es el
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Figura 5. Incremento del conteo total de hemocitos (CTH) para el
grupo control y tratamiento del experimento con langostas confi-
nadas. Las curvas se construyeron con los incrementos de la Tabla
1,
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disminucidén en el CTH, sobre todo para el control; segundo, un
incremento en el CTH de ambos grupos y tercerc, un periodo de
recuperacidn del nivel celular. En el intervalo de las 0 a las
36 h el tratamiento presentd incrementos mayores al control

{Figura 5).

CONTEQ DIFERENCIAL DE HEMOCITOS (CDH}).

En la Figura 6 estd representado el CDH por tiempos
para cada tipo de hemocito del experimento con langostas
confinadas. Los tipos 1 v 4 muestran diferencias menores de
porcentaje a lo largo del ensayo, mientras que los tipos 2 vy 3
presentan rasgos mas pronunciados. En ambosg, las maximas
diferencias se encontraron entre las 12 y 48 h. Ademds, en
estos tipos de hemocitos, las curvas del control vy tratamiento
se comportaron inversamente como se aprecia en las graficas b

y ¢ de la Figura 6.

ANALIZSIS ESTADISTICO.

El andlisis de box-plot para el CDH tanto de
controles como de tratamientos muestra intervalos grandes de
distribucidn de los datos.,

Los resultados de la prueba "t" de Student entre el
control y el tratamiento para cada tiempo se muestran a

continuacidn:
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Figura 6. Porcentaje promedio del conteo diferencial de hemocitos
por tiempos del experimento con langostas confinadas.




40

TIEMPO TIPO DE HEMOCITO
(h) PRO HIA GRA GGG

o5 « . .

3.0 *

6.0 *

12.0 * *

24.0 * * *

36.0 * *

48.0

72.0 > * *

* = gignificativo {p < 0.05)

PRO= prohialocitos

HT¥A= hialocitos

GRA= granulocitos

GGG= granulocitos de grdnulos grandes

La prueba "t" de los intervalos (Tn+l - Tn) para cada

tiempo indica que existe significancia a los siguientes

tiempos:
TIEMPO (h)
0.5 3 6 12 24 36 48 72
p * * ¥
* = significativo (p < 0.05}

La comparacidn entre los grupos del control (prueba
"t") para cada intervalo (Tn+l - Tn) entre el experimento con
langostas libres y langostas confinadas muestra que no hay
significancia. De 1la misma manera se compararon los
tratamientos de ambos ensayos indicando que tampoco hay

significancia.
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Los coeficientes de correlacidn lineal entre los

tipos de hemocitos

indican que no existe correlacidn entre

ninguno para controles y tratamientos. (No se rechaza Ho a un

O = 5%, Tiearica €l tratamiento es igual a Yy ps5.5= 0.82; Ciasrica del

control es ry4:,3 = 0.92). A continuacidn se muestra cada r (N

indica el ndmerc de langostas):

MATRIZ DE CORRELACION DEL TRATAMIENTO N= 6

TIPO DE HEMOCITO

PRO

TIPO DE HEMOCITO

-0.802 1.0

~0.564 0.053 1.0

PRO= prohialocitos
HIA= hialocitos
GRA= granulocitos

GGG= granulocitos de grdéanulos

TIPO DE HEMOCITO

MATRIZ DR

grandes

CORRELACION DEL CONTROL N= 4

TIPO DE HEMOCITO
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4.4 EXPERIMENTO UTILIZANDO COMO CONTROL ¥
TRATAMIENTO AL MISMO GRUPO DE LANGOSTAS.

Para este experimento el coeficiente de correlacidn
lineal entre el peso (g) y el nimero de células ml? fue de r =

"0.048 en 48 langostas analizadas.

CONTEO TOTAL DE HEMOCITOS.

La Tabla IV muestra el CTH e incrementos del CTH del
experimento con el mismo grupo de langostas. El CTH méximo-
minimo fue para el control con un valor de (8.94} comparadc con

el tratamiento (5.61).

Como se observa en la Figura 7, existe en ambas
curvas cuatro puntos criticos, primero, una disminucién en el
CTH; segundo, un aumento; tercero, otra disminucidn y cuarto,

un aumenkto.
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Tabla IV. Conteo total de hemocitos (CTH) e incrementos del CTH
para el control y tratamiento en cada tiempo del

experimento utilizando como

nmismo grupo de langostas (P.

control y tratamiento al
interruptus) .

CONTROL: TRATAMIENTO
Tiempo n N = 10 INCREMENTO N = 10 INCREMENTO
(h) CTH + E.E.! Tn+l - Tn? CTH + E.E.! Tn+l - Tn®
— R L e
+ 1.57 £ 1.02
14.02 14.02
1 £ 1.61 0.00 £ 1.82 0.00
19.128 13.48
3 + 1.38 -2.33 £ 2.59 =5.70
17.235 13.551
6 +1.57 -7.13 + 1.94 -3.17
15.49 15.29
12 Y -6.98 Y -5.33
11.36 14.79
24 ] ~9.39 R ~4.97
12.36 14.15
36 £ 0.71 -4.22 £ 0.86 -5.11
10.65 | 10.54
48 Y ~6.95 T -8.08
10.70 9.68
72 + 0.01 ~5.19 £ 1.70 =5.33
[MAX-MIN | 8.94 9.52 5.61 8.08
FIN-INT 0.52 75.19 Z1.90 75.33

N = Nimero de langostas utilizadas.

1

2

nimero de hemocitos ml

-~ Tn+l es el nimero de hemocitos ml
"t en el tiempo n.

- Valores promedio del nimero de hemocitos ml1™* X 10 ¢ + error esténdar.

! en el tiempo n+l vy Tn es el




n+1

INCREMENTO DEL CTH (T
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EXPERIMENTO UTILIZANDQ COMO CONTROL Y TRATAMIENTO
AL MISMO GRUPO DE LANGOSTAS

Ll 1 T T

® Control
v Tratamiento

1 1 t 1

0 20 40 60 80
TIEMPO (HORAS)

Figura 7. Incrementos del conteo total de hemocitos pra el
control y tratamiento del experimento utilizando como control
y tratamiento al mismo grupo de langostas. Las curvas se
construyeron con los datos de incremento de la Tabla IV,
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CONTEO DIFERENCIAL DE HEMOCITOS.

El conteo diferencial de hemocitos (CDH) por tiempos
para cada tipo, del experimento donde el mismo grupo de
langostas se utilizd como control y tratamienmto se muestra en
la Figura 8. En el CDH de los PRO y GGG no se observé un patrdn
definido. Se observaron mayores diferencias entre el control y
tratamiento de los HIA y GRA, ademds de gque su comportamiento

es inverso.

ANALISIS ESTADISTICO.

En cuanto a los incrementos del CTH, el andlisis de
box-plot mostré dispersién en los datos, sin embargo las
varianzas son homogéneas de acuerdo a la prueba F.

La comparacidén entre los incrementos del control y el

tratamiento (prueba "t") para cada tiempo indica lo siguiente:

TIEMPO (h)

* = gignificativo (p < 0.05)

La prueba "t" entre control y tratamiento para los

incrementos de cada tipo de hemocito muestra lo siguiente:
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Figuro 8. Porcentaje promedio del conteo diferencial de hemocitos
por tiempos del experimento utilizando como control y tratamiento
al mismo grupo de langostas.
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TIEMPO TIPO DE HEMOCITO

{(h) PRO HTA GRA GGG
L
3 kL
6 w
12 * * * *
24 * * &
36 *
48 w & * *
72
* = significativo (p < 0.05)

PRO= prohialocitos
HIA= hialocitos
GRA= granulocitos
GGG= granulocitos de granulos grandes

El coeficiente de correlacidén lineal con todas las
combinaciones entre los tipos de hemocitos indica que
dnicamente hay correlacidén entre los hialocitos y granulocitos
del control y del tratamiento (se rechaza Ho a un o= 1%, la

Tiesrica €5 de r.005,9 = 0.749) y se muestran a continuacién (N

es el numero de langostas):

MATRIZ DE CORRELACION DEL TRATAMIENTO N=10

TIPO DE HEMOCITO TIPO DE HEMOCITO
""""""""""""""""""" PRO  HIA  GRA GGG
PRO 1.0
HIA -0.189 1.0
GRA -0.050 -0.,959%* 1.0
GGG 0.045 0.152 -0.314 1.0

*% = Altamente significativo (p< 0.001)




48
La ecuacidn de regresidn entre los hialocites (Y) vy

los granulocitos (X} fue la siguiente:

¥ = 95.537 - 0.917X

MATRIZ DE CORRELACION DEL CONTROL N=10

TIPO DE HEMOCITO TIPO DE HEMOCITO
""""""""""""""""" PRO  HIA  GRA &G
PRO 1.0
HIA ~0.515 1.0
GRA 0.168 -0.898%* 1.0
GGG 0.205 ~-0.209 -0.040 1.0

** = altamente significativo {(p < 0.001)
PRO= prohialocitos

HIA= hialocitos

GRA= granulocitos

GGG= granulocitos de granulos grandes

La ecuacién de regresidn entre los hialocitos (Y} vy
los granulocitos (X) fue la siguiente:
Y= 97,649 - 1.068X
Durante los tres experimentos la administracidén de
carragenano no fue fatal para las langostas. Algunos organismos
se mostraron letdrgicos, y la hemolinfa del grupo tratamiento

tendid a coagularse mds rapidamente,
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4.5 ENSAYO DEL GRADO DE ASOCIACION.

En la determinacidén de la densidad de E. coli, se
corrid una curva de calibracidn cuya ecuacidn de regresidn fue:
Y = -6.019 + 0.778 X, donde:
Y: es la absorbencia
X: es el Log del nimero cel ml’!
el coeficiente de determinacidn correspondiente fue de

R = 79.8 %

Los resultados del experimentoe del grado de
asociacidén con carragenano utilizando las bacterias Vibrio
parahaemolyticus y Escherichia coli se presentan en la Figura

9.

En el ensayo con V. parahaemolyticus y también con E.
coli se observaron bacterias aglutinadas en agquellas muestras
que se incubaron con suero de langosta. El control en Vibrio
posee un porcentaje mayor de asociacién con respecto al
porcentaje en E. coli (Figura 9). En el ensayo con E, coli
todas las muestras (tanto control como los diferentes
porcentajes de carragenano) gue se ilncubaron con suero de
langosta presentan porcentajes de asociacidn mayores (Figura

9).

En la Figura 10 se observa, bajo micorscopio de

contraste de fases, un hemocito sin bacterias adheridas., Se
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Figura 9. Grado de asociacién entre hemocitos de Panulirus
interruptus y bacterios a diferentes concentraciones de ca-—
rragenano en muestras incubadas en suero de langosta (INC)

‘e incubadas en medio para hemolinfa de langosta (SINC).




Figura 10. Granulocito vrefractil de
grénulos gréndes de P. Interruptus sin
bacterias adheridas (CONTROL) (X 2500).

2
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obgservan los pesuddpodos extendidos y la refrdctilidad de 1la

célula.

Un hemocito no refrdctil con grdnulos pequefios v E.
coli adherida se encuentra en la Figura lla. La Figura 11b
muetra hemocitos refractiles con numerosa bacterias (E. coli)

v agregacidén de éstas.

En todas las monccapas de E, coli v V.
parahaemolyticus que fueron incubadas con suero de langosta se

observaron aglomeraciocnes de bacterias.




Figura 11. Hemocitos de la langosta P. interruptus. a,
granulocito de grdnulos pequefios no refractil con E. coli
adherida; b, granulocitos refrédctiles con E. coli adherida vy
aglomeracidén de esta bacteria (X 2500).
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5.0 DISCUSIQNES.

5.1 REGISTRO DE LA VARIACION TEMPORAL DE HEMOCITOS.

Las variaciones observadas en el CTH de la langosta
Panulirus interruptus durante el experimento (Figura 2)
muestran que no estdn asociadas a la variacidén térmica
experimental. Stewart et al., (1967) en su estudio con la
langosta Homarus americanus seflalan que no estd bien definido
el efecto de la temperatura sobre el nﬁmerolde hemocitos. En
este trabajo, la temperatura mostrd un comportamiento tipico de
la zona templada, mientras que las fluctuaciones en el CTH
pueden obedecer a otros factores relacionados con las
condiciones fisioldégicas de la langosta, tales como la

inanicién, madurez sexual vy ciclo de muda.

Existen estudios con langostas donde se ha encontrado
gque la inanicién provocd una inmediata y rdpida disminucidén en
el nimero de hemocitos, también detectd una especie de
inanicién inducida, debido a la monotonia de ia misma dieta.
Resultados similares se han observado en cangrejos {Bauchau y
Plagquet, 1973; Williams y Lutz, 1975; Bauchau, 1981). Bauchau
y Plaquet (1973) demostraron due el nimero de hemocitos varia
de acuerdo a la actividad sexual de los cangrejos Eriocheir
sinensis. Bauchau (1981) confirma lo anterior vy ademds
relaciona directamente el CTH con el ciclo de muda del

organismo. Tsing et al. (1989), en camarones Peneidos,
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encontraron el CTH mds alto en los estados de intermuda A-Bl
vy D3-D4 (Tabla VI, Anexos). En relacidén a este estudio, la
alimentacidn como condicidén fisioldgica responsable de las
fluctuacicnes en el CTH queda descartada va que se monitored
constantemente; mas bien las variaciones podrian atribuirse al
ciclo de muda, pues las langostas se encontraron entre el
estado B y M (ver Tabla VI de anexos), y posiblemente a la
maduracidn gonadal aungue no se comprobd, ya que durante el
periodo de la experimentacidén se detectaron varias hembras

ovigeras (aungque nunca se utilizaron en los ensayos).

En cuanto al CTH, existen pocos estudios gue reportan

el numero de hemocitos por unidad de voldmen; mas bien,
‘

reportan los porcentajes de cada tipo de hemocito. Para este
trabajo se encoﬁtré que en P. interruptus él intervalo del CTH
fue aproximadamente de 9 a 16 X 10° cel ml'. Trabajos con la
langosta americaﬁa (H. americanus) encuentran intervalos
diferentes aun cuando se trata de la misma especie. Esto
significa que existen factores externos que afectan el nimero
de células. Asi, Stewart et al. (1967) reportaron un intervalo
en el CTH entre 17 a 22 X 10°% Cornick vy Stewart (1978), un
intervalo de 13 a 28 X 10° cel ml-1 y Stewart et al. (1983), de
20 a 25 X 10° cel ml'. Aunque los valores anteriores del CTH
son mayores que los del presente estudio hay que considerar

ademds de las condiciones fisioldgicas mencionas anteriormente,

el hecho de que es una especie de langosta diferente.
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5.2 CLASIFICACION ¥ CONTEO DIFERENCIAL DE HEMOCITOS

(CDH) .

La mayoria de los sistemas de clasificacidn de
hemocitos de crustdceos son confusos porgue utilizan criterios
citoldégicos en cuanto al tamafio, caracteristicas de 1los
granulos, refractilidad, de las células, etc. Scbre todo,
existe una dificultad inherente en distinguir los tipos de
hemocitos intermedios por lo gque la nomenclatura se vuelve
arbitaria.

Bauchau, en 1981, realizdé una intensa revisidn acerca
de las diferentes nomenclaturas utilizadas en las células
sanguineas de crustdceos y reportdé una tabla de los sindnimos
mencionando, ademds que el tamafio de las células varia con las
especies. En términos generales, cuando menos existen tres
tipos de hemocitos en la langosta roja P. Iinterruptus:
hialocitos, granulocitos y granulocitos'de grdnulos grandes,
ain cuando generalmente son aceptadas dos amplias clases:
hemocitos hialinos v granulares. En este estudio, la
diferenciacién entre los tipos de células granulares fue
dificil, sobre todo en las muestras tefiidas. En ocasiones se
presentaron formas intermedias: granulocitos con grénulos que
no ocupaban todo el citolasma (Tabla I). Lo mismo sucedid entre
prohialocitos y hialocitos, en cambio entre estos ultimos y los
granulocitos existidé una gran diferencia. Por esta razdén la
tincidén de Giemsa se auxilid con la de eosina-policromo que fue

la que dio mejores resultados.
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Las investigaciones sobre la clasificacidn de las

células de la hemolinfa de crustdceos han cublerto varios
aspectos. Por ejemplo, Wood y Visentin (1967) realizaron un
estudio histoldgico del cangrejo de rio Orconectes virilis y
encontaron tres tipos de «c¢élulas: hialinas (7-10 jm),
granulocitos pequefios (9-18 pm) y granulocitos grandes (18-35
um) , cuyas dimensiones son muy semejantes a los hemocitos de P.

interruptus reportados en este trabajo (Tabla I).

Entre los pocos estudios acerca de la clasificacidn
de hemocitos de langostas se encuentra el de Cornick y Stewart
(1978). Estos autores en muestras de hemolinfa (de H.
americanus) frescas y fijadas, auxiliados con técnicas de
tincidn, observaron cuatro tipos de células: prohialocitos (8.4
+ 0.1 um), hialocitos (20.9 £ 0.6 um), granulocitos eosindfilos
(24.8 * 0.7 um) y granulocitos cromofdbicos (20.0 = 0.6 pm).
Resultados semejantes a los de P. interruptus del presente
trabajo (Tabla I). Recientemente, Hose et al. (1990) utilizando
las hismas técnicas anteriores en la clasificacidn reportaron
para Panulirus interruptus células hialinas (14.2 + 0.5 um},
células de grédnulos pequefios (19.7 * 0.9 um) y células de

grdnulos grandes (22.6 + 1.3 um).

En el presente trabajo, se tomaron cuatro tipos

diferentes:.prohialocitos (PRO), hialocitos (HIA), granulocitos
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(GRA} y granulocitos de granulos grandes (GGG) (Figura 3). Los
resultados del CDH (Tabla I) muestran claramente una gJgran
diferencia en los porcentajes de cada tipo de célula, siendo el
mds importante numéricamente los HIA con un 80.729 + 0.288 %, .
Un estudio con microscopia electrénica podria completar el
trabajo de elucidar y diferenciar mejor cada tipo de célula.
Hose et al., (1990) en P. interruptus también encontraron gue
las células hialinas comprendieron el mayor porcentaje {(61.0 *

3.4 %, en microscopia de luz).

De acuerdo a los estudios <con hemocitos de
crustéceos,‘ se sabe que la proporcidén relétiva de c¢élulas
hialinas (PRO vy H%A) a células granulares {GRA) determinada por
el CDH varia conila especie (Soderhall, 1992). Asi, en este
trabéjo, se obseryé una proporcidén de aproximadamente cinco; en
langostas (P. interruptus) una proporcién de 1.5 veces (Hose et
al., 1990); Cornick y Stewart (1978) reportan el doble de
hialinas con respecto a las granulares. En cangrejos braquiuros
se ha reportado mds de tres veces células hialinas a granulares
(Bauchau y Plaguet, 1973)., Martin y Graves (1985) encuentran
una proporcidn de cuatro en camarones Peneidos y La Peyre y Chu
(1990) wuna razén de cuatro en el cangrejo azul. Estas

variaciones pueden deberse a los diversos métodos de

clasificacidén aplicados asi como a la diferencia en especie.
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5.3 EXPERIMENTOS in vivo CON CARRAGENANO.

CONTEQ TOTAL DE HEMOCITOS.

Bl experimento con langostas libres fue
metodoldgicamente igual al de langostas confinadas, a excepcidn
de que en este Ultimo se alargd el periodo de exposicién hasta
las 72 h y ademds las langostas permanecieron en jaulas
individuales para probar que disminuiria el estrés debido a la
manipulacidn. Sin embargo, aungue estadisticamente son iguales,
la no significancia puede deberse a las desviaciones estéandares
tan grandes del experimento con langostas libres. De hecho, los
incrementos negativos mds grandes se presentaron en este
experimento, lo gque que confirma el efecto de mayor
manipulacidén de los organismos durante la prueba. Todos los
incrementos de los ensayos fueron negativos porgue se
estandarizaron los incrementos a cero para tener una mejor

visualizacidn de las graficas.

Las curvas del control vy del tratamiento de los tres
experimentos (Figura 4, 5 y 7) tienen un comportamiento muy
similar, sdélo que hay un desfazamiento con respecto al tiempo
entre los ensayos. En términos generales, puede resumirse de la
siguiente manera: primero, una disminucidn muy notable del
nivel celular, seguido por un aumento, luego un segundo
decaimiento en el numero de células pero menos notable y por

ltimo, una recuperacidén que deberia terminar con un periodo de
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estabilizacidn., Este comportamiento demuestra una clara
respuesta hemocitica de la langosta. Probablemente el
carragenano actla como un antigeno -cualquier substancia que
puede disparar una respuesta inmunoldgica porque el organismo
la reconoce como extrafia~, va que, después de la administracidn
del carragenano, existe inicialmente, una marcada disminuéién
celular. Podria decirse gque los hemocitos se estdn utilizando
para eliminar el agente extrafio. Luego, hay una recuperacidn
celular. En esta etapa, es probable qgue el organismo fabrigue
mds células o que se liberen los hemocitos fijos para
contrarestar el material extrafio. Posterior a las 48 h, 1la
debilidad y el  estrés de los organismos provocado,
probablemente, porque se alimentaron poco, y por la extraccidn
constante de hemclinfa conjuntamente repercutieron en la
segunda disminucidén celular. La .ﬁltima recuperacidén de
hemocitos se observd después de las 72 h, es probable que el
carragenano haya sido removido del organismo y este utilice sus
reservas energéticas para aumentar los niveles celulares. En el
periodo siguiente, la langosta reestablece entonces su

mecanismo celular de defensa.

Es evidente que aunque en los tres experimentos se
administréd a las langostas la misma concentracidén de
carragenano (0.2 mg ml! de hemolinfa), el grupo control
presentd sistemdticamente los incrementos mds negativos. Esto

significa que los controles mostraron cambios mds drdsticos en
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el CTH comparados con los tratamientos, y podria decirse que la
reduccidn en el nivel celular se debid propidmente al estrés,
pues a este grupo sdélo se le administrd una solucidn salina
estéril. En consecuencia, también es de esperarse que en los
tratamiento se observe una nmarcada disminucidn en el ndmero de
hemocitos por estrés. Por lo tanto, si se toman los valores
absolutos y se restan los incrementos del control a los del
tratamiento, gquedaria Unicamente, el efecto del carragenano,
que actud durante 24 h para el experimento con lanéostas
confinadas y por 72 h en el experimento con el mismo grupo de
langostas. En base a este razonamiento, puede afirmarse
entonces, que el carragenano posee un efecto amortiguador

evitando un mayer decaimiento en el CTH.

Este descubrimiento puede aprovecharse y aplicarse al
proceso de transporte de la langqsta viva yva que, durante éste
las langostas sufren de un intenso estrés provocado por la
exposicidén al aire durante varias horas (por lo general hasta
un maximo de 24 h) periodo en el cual tiene su efecto el
carragenano. Si se logra amortiguar la disminucidn del numero
de hemocitos con la administracidn de carragenano, entonces se
reforzard el mecanismo celular de defensa de las langostas. Con
ésto, se busca evitar el debilitamientd, erosién del caparazdn
o muerte causados por microorganismos patdgenos, problemas

ocasionados durante el transporte en vivo.
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El esquema ¢general de comportamiento de los tres

ensayos descrito anteriormente pone en evidencia una marcada
respuesta celular en ambos grupos. Esta reaccidn de defensa se
ha observado en langostas inyectadas con Aerococcus viridians
var. homari donde también se observa un aumento en el ntmero de
hemocitos hasta un periodo de 14 dias (Johnson et al., 1981).
Un trabajo posterior a éste, utilizando las mismas condiciones
muestra que de 0 a 48 h la inyeccidén del patdgeno provocd un
incremento en el CTH, después del cual se obgservd una
declinacidén del CTH (Stewart et al., 1983). De acuerdo a los
resultados obtenidos en el experimento del grado de asociacidn
podria ser que, para P. interruptus, la respuesta celular de
los tratamientos estd relacionada con la actividad fagocitica.
Existen evidencias de que los glucanos del tipo del carragenano
estimulan la capacidad fagocitica iIn vitro, De hecho, en
langostas, el aumento inicial (de 0 a 48 h) del CTH cuando se
les ha invectado material extrafic va se habia observado. En
cangrejos de rio {Parachaeraps) se ha observaron gue después de
una semana de haberse inyectado endotoxinas bacterianas vy
bécterias muertas, hay un incremento significativo en el nlmero

de hemocitos {(McKay y Jenkin, 1970a).

Un experimento similar (utilizando 0.2 mg de
laminarin ml™! como glucanc de prueba) se realizd en cangrejos
de rio (Astacus astacus) y marinos (Carcinus maenas) donde

encontraron que el CTH del control permanecid
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significativamente mds alto que en el tratamiento durante un
periodo de 24 h {(Smith vy Séderhal, 1983). A diferencia del
presente trabajo, aqui, tanto el control como el tratamiento
siempre mostraron una recuperacidén significativa en el CTH

hasta las 24 h.

Estas diferencias pueden deberse a que ge han
encontrado fluctuaciones individuales muy grandes en el numero
de hemocitos {Bauchau y Piaquet, 1973; Bauchau, 1981) que Smith
y Soderhall (1983) no tomaron en cuenta, pues se considerd al
CTH del tiempo cero como un grupo de organismos aparte. Aqui se
obtuvo el tiempo cero a partir del control y del tratamiento,
adeﬁés de gue se calcularon y estandarizaron los incrementos
para redﬁcir el error intraespecifico. Sin embargo, a pesar de
las diferencias resulta interesante observar que los trabajos
con crustdceos marinos y de agua dulce concuerdan en que es
posible observar una reaccidn de defensa celular inducida
directa o indirectamente por glucanos de origen marino a pesar

de la distancia evolutiva.

Existieron diferencias en el CTH del tiempo cero
entre los tres experimentos y entre el grupo control y el
tratamiento, muy probablemente por'diferenciés en el desarrollo
gonadal de las langostas. Si consideramos que el tiempo en el
cual se realizaron los ensayos {junio a octubre) deberian tener

intensa actividad gonadal . Tedricamente P. interruptus deposita
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sus huevos en junio, eclosionan en agosto, mudan en septiembre
v enero y se aparean a mediados de enero (Aiken y Waddy, 1980).
La actividad gonadal fue evidente (cuando menos se detectaron
seis hembras ovigeras). En cangrejos braguiuros se ha observado
que los individuos en épocas reproductivas tenian un CTH més
alto que los individuos inmaduros o© sexualmente inactivos
(Bauchau y Plaquet, 1973). Las variaciones también pueden
deberse a otras condiciones fisioldgicas en las que estén
involucrados directamente los hemocitos, como en el proceso de
muda, mantenimiento de la regulacidn osmdética, transporte y

gintesis de carbohidratos, etc. (Bauchau, 1981}.

Con respecto al CTH, el experimento con langostas
libres mostré‘ lag curvas del control vy tratamiento muy
similares (Figura 4) y los incrementos negativos mas grandes
con respecto a los otros experimentos. Los incrementos
negativos del control quedaron muy por debajo comparados con
los del tratamiento. Puede decirse gue para este caso, la
respuesta celular fue mds drastica. Bn este experimento no hubo
significancia en los tiempos analizados. Las probabilidades
fueron muy altas (p>0.5) al igual que la variabilidad,
provocada por el pequefic nuimero de muestras (cuatro) y las
fluctuaciones individuales de los organismos; causadas
posiblemente por el estrés que sufrieron las langostas en el
momento del manejo. Aqui aceptamos la hipdtesis nula (Ho) y sin

embargo es evidente en la Figura 4 que existen diferencias
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entre el control y tratamlento, por lo gque se estd cometiendo
el error de tipo £ (cuando se acepa una hipdteis nula que es
falsa). Existen pruebas estadisticas especiales para la
interpretacidn de este tipo de resultados, esto es, cuando no
son significantes. La Potencia de Prueba (1 - R} es una de
ellas. Mediante ésta, podemos conocer la probabilidad de no
cometer el error de tipo 8. En resumen, todos los experimentos
en donde se aceptd Ho, no significan que no haya una diferencia
real, debemos tener una potencia de prueba muy baja. De hecho,
lo que debe concluirse en estos casos es que no tenemos
evidencias para rechazar la hipdtesis alterna (Ha) y calcular

la potencia de prueba.

Para el experimento con langostas confinadas, los
incrementos no fueron tan grandes ({(Figura 5), pero si las
diferencias entre el control y tratamiento que resultaron en
significancia hasta las 24 h. Esto quiere decir gque el
confinamiento redujo en buena parte el estrés, demostrado por
los errores estédndares menores {Tabla III) vy que podria
confirmarse mediante el andlisis de potencia de prueba. Para
esta prueba, la diferencia entre control y tratamiento fue

menos notable.,

En el caso del experimento utilizando como control y

tratamiento al mismo grupo de langostas, las diferencias del
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CTH e incrementos entre el control y el tratamiente no fuerocn
tan drédsticas {Figura 7}, como era de esperarse. La
variabilidad individual se disminuyd considerablemente cuando
se utilizaron al mismo grupo de Ilangostas como control vy
tratamiento. Esto también puede deberse a que los niveles de
hemocitos del tratamiento fueron altos al inicio de la segunda
etapa, probablemente porque no fue suficiente el tiempo de
recuperacidén y en el momento de la segunda etapa no se alcanzd
a estabilizr el nivel celular, esto es, la reaccidén hemocitica

todavia estaba presente.

CONTEQ DIFERENCIAL DE HEMOCITOS.

En el CDH para cada tiempo del experimento con langostas
confinadas (Figura 6) existid significancia sélo en algunos
tiempos, sin embargo es evidente la diferencia entre el control
v el tratamiento para cada tipo de hemocito. También es notable
que los HIA del tratamiento se comportan inversamente
comparados con los GRA., Los PRO y GGG de ambos grﬁpos muestran
un comportamiento similar. El CDH del experimento donde se
utilizaron las mismas langostas como control y tratamiento
(Figura 8) denota gue, de nuevo, los HIA y GRA del control y
tratamiento poseen un comportamiento inverso. Sin embargo, este
comportamiento también es inverso con respecto al experimento
con langostas confinadas. Con estos resultados, por lo tanto,
no es posible concluir que el carragenano produce una patrdn

definido en la respuesta celular diferencial, sin embargo es




67
claro que se presenté como lo demuestran las curvas de los HIA
v GRA de ambos experimentos. Los datos obtenidos pueden servir
para una segunda investigacidn dirigida unicamente hacia la
respuesta diferencial. Esta afirmacidén se ve apoyada por los
resultados de correlacidén entre cada tipo de hemocito. De
acuerdo al experimento con langostas confinadas, no existe
correlacidn entre los hemocitos (p<0.05), sin embargo, debe
concluirse gue no hay evidencias para rechazar Ha (Ha: existe
correlacidn) y que debemos tener una baja potencia de prueba.
Para el experimento donde se utilizé el mismo grupo de
langostas como control y tratamiento, la asociacidén en el
control y en el tratamiento gquedd confirmada como una relacidn
negativa (se aceptd Ha a una p < 0.001). Esto indica que el
carragenano (grupo de tratamiento) no es el agente causal de la
relacidén entre HIA y GRA. Lo que si puede afirmarse y es
importante, es que se demostrd que existe dependencia entre HIA
y GRA en la langosta P. interruptus que concuerda con
resultados en otros crustdceos (Cornick y Stewart, 1978; Mix y

Sparks, 1980).

Cornick A% Stewart (1978) observaron varias
similitudes entre los HIA y GRA de langostas. Mix y Sparks
(1980) también encontraron una relacidn inversa entre los HIA
v los granulocitos eosinéfilos en hemocitos de cangrejos, 1lo
que confirma la hipdtesis de que los hemocitos de crustéceos

decdpodos aparentemente forman una serie continua de
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diferenciacion con muchas formas intermedias, lo cual ha sido
apoyado por varios trabajos (Wood y Vigsentin, 1967; Cornick'y
Stewart, 1978; Mix y Sparks, 1980; Johnson et al., 1981;
Bauchau, 1981; Cohen y Nemhauser, 1985; Hose et al., 1987;

Tsing et al., 1989).

La respuesta diferencial ya se habia observado en
langostas inoculadas con bacterias (Johnson et al., 1981). Asi
mismo, Stewart et al. (1983) examinaron el patrdén de hemocitos
de langosta durante la infeccidn con varios patdgenos,
encontrando que los PRO (tipo 1) vy los.baséfilos {tipo 4)
declinaban mas rdpidamente, los eosindfilos (tipo  3)
permanecieron relativamente constantes y los HIA (tipo 2)
aumentaron. Ellos entonces concluyeron, que los eosindfilos
pueden ser mds importantes en incrementar la capacidad

fagocitica de la langosta.

Los resultados del presente estudio sugieren que cada
tipo de hemocito juega un papel diferente durante el transcurso
del experimento, esto es, existe la posibilidad de que el
carragenano actle diferencialmente aunque no puede concluirse
categdricamente. Sin embargo, este trabajo puede sentar las
bases para una posterior investigacidén que se enfoque
exclusivamente a comprobar lo anterior. Adun cuando no se puede
hablar de una respuesta inmunoldgica bien elaborada, es

indicativo de un mecanismo de defensa no tan primitivo como
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anteriormente se pensaba para los crustaceos.

Se ha demostrado que los hemocitos de crustdceos
cumplen diversas funciones fisidlogicas (Bauchau, 1981), el CTH
v el CDH pueden ser muy Utiles como una herramienta potencial
en el monitoreo del estado fisidlogico y procesos patdlogicos

de estos crustdceos,

5.4 ENSAYO DEIL. GRADO DE ASOCIACION.

A partir de los resultados de este experimento
(Figura 9) es evidente que los hemocitos de P. interruptus se
comportaron diferencialmente con respecto a las doé bacterias
probadas. Los mayores porcentajes de asociacidn en Vibrio
denotan que existe, aparentemente, una afinidad mds alta por

esta bacteria.

Resultados similares en cuanto a afinidad vy
porcentajes Smith y Ratcliffe (1978) revelaron en Carcinus
maenas, tasas de asociacidn maés altas en Meoraxella sp.
{(bacteria Gram-negativa) de 24.99 + 5.59 % comparadas con B.
cereus, bacteria Gram-positiva, (13.97 #* 6.63 )} adjudicando
estos resultados a que la respuesta hemocitica puede estar
relacionada a las variaciones en tamafio y configuracidén de la
superficie de diferentes especies bacterianas. En este estudio,

todas las muestras que se incubaron en suero de langosta
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presentaron, invariablemente, agregaciones de bacterias y mayor
contacto entre los hemocitos. Ademds, las muestras de E. coli
incubadas con suero de langosta tuvieron un mayor porcentaje de
asociacidén que las muestras sin incubacidn; esto indica que el
sueroc contiene substancias que estimulan o activan la capacidad

de asociacidn de particulas por los hemocitos.

Estas substancias probablemente son factores
humorales (aglutininas, preciptinas y bactericidinas)
qgque son parte del mecanismo de defensa humoral y que también
funcionan como opsoninas -substancias que facilitan el proceso
de la fagocitosis- .En langostas se han purificado vy
caracterizado algunos facktores (Fuller vy Doolittle, 1971;
Cornick y Stewart, 1973; Hall y Rowlands, 1974). Goldenberg vy
Greenberg (1983) aislaron una opsonina de la hemolifa de la
langosta Homarus americanus gue ademds de aumentar la
fagocitosis posee la propiedad de enlazarse a cilertos
carbohidratos. Anteriormente se sugiridé que los crustéceos
poseian proteinas del suero que actuaban en el proceso de
reconocimiento de material extrafio (McKay y Jenkin, 1970a,b)}.
Paterson v Stewart (1974) descubrieron que eritrocitos tratados
con suero mostraron un 80% de adsorcidn a hemocitos de H.
americanus comparado con un 30% de muestras no tratadas. Un
sequndo trabajo c¢on langostas reveld que el porcentaje de
fagocitosis in vivo aumentd mas del doble cuando se incubaron

los eritrocitos en suero de langosta (Paterson et al., 1976);
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otro estudio posterior descubridé que las opsoninas del suero
incrementaron significativamente el reconocimiento v

fagocitosis de eritrocitos por henmocitos de langostas.

En cuanto al efecto del carragenano, los resultados
demuestran gue hay una relacidn directa entre el porcentaje de
asociacidén y la concentracidn de carragenano para ambas
bacterias probadas, aungue es mas notoria la diferencia con E.
coli. Esto indica que el carragenano exhibe cierto grado de
activacidén en la capacidad fagocitica. En mamiferos, se ha
encontrado que el carragenano puede estimular a los macréfagos
-células encargadas de fagocitar e involucrados en la
iniciacién de la respuesta inmunoldgica- (Neveu y Perdoux,
1984) . Otro glucano similar al carragenano -laminaran- también
tiene la capacidad de estimular macréfagos de mamiferos
(Seljelid et al., 1981). En invertebrados, desde hace tiempo se
sabe que 1los glucancs con enlaces £-1,3 tienen ciertas
propiedades para activar a los hemocitos (Unestam y Sdderhall,
1977; Soderhall et al., 1979; Morita et al., 1981; Kakinuma et
al., 1981). Smith y Séderhall (1983) observaron que en
cangrejos la fagocitosis de la bacteria Moraxella sp. fue
incrementada por la adicién de laminardn. Ellos atribuyeron
este resultado a que el glucano con enlaces $-1,3 activd
especificamente a la enzima profenoloxidasalque se encuentra en
los hemocitos y gque estd involucrada en el proceso de

coagulacidn de la hemolinfa entre otras funciones (Sdderhall,
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1992) . Aunque mediankte este trabajo no es posible comprobar lo
anterior, se observd due en las langostas tratadas con
carragenano el tiempo de coagulacidn disminuyd, por lo que
puede especularse gque se debid a la activacidén de la
profencloxidasa. Se ha propuesto que este sistema enzimdtico en
cascada se localiza en células granulares vy semigranulares en
crustdceos (Sdderhall et al, 1986; Hose et al., 1987; Tsing et
al., 1989; Hose y Martin, 1989; Soderhall y Cerenius, 1992). Se
sabe que los glucanos B~l,3\pueden inducir a la exocitosis de
células semigranulares vy granulares los cuales liberan el
sistema de profenocloxidasa al plasma, v agui se inicia un
proceso de cooperacidn celular entre los hemocitos de manera
gue el sistema se convierte en un mecanismo de reconocimiento
de agentes extrafios v un mediador importante en la inmunoclogia
del crustédceo (So6derhall, et al., 1986; Soderhall, 1992;

Soderhall y Cerenius, 1992).
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0 CONCLUSIONES.

Se observd una variacidn temporal en el conteo total de
hemocitos (CTH) durante la experimentacidn, con un intervalo

entre 9 v 16 X 10° cel mlt.

De los cuatro tipos bdsicos de hemocitos observados en P,
Interruptus los HIA representan mds del 50 % de la poblacidn

total de hemocitos.

Los experimentos in vivo con langostas confinadas
demostraron gue el carragenanco actua por un periodo de 24 h,
mientras gue el experimento utilizando como control vy
tratamiento al mismo grupo de langostas durante 72 h. y que
a una dosis de 0.2 mg ml! posee un efecto de

amortiguamiento evitando un decaimiento en 1 CTH,

Se observd una relacidn inversa entre los HIA y GRA

independiente de la administracidén de carragenano.

Los hemocitos poseen una mayor afinidad por Vibrio sp. con
respecto a E. coli. Las muestras de E. coli incubadas en
suero de langosta tuvieron mayores porcentajes de

asocilacidn.
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Tabla V. Caracteristicas fisicoguimicas y flujo del agua de los

tangues de mantenimiento de las langostas.

durante la experimentacidn.

Valores promedio

Caracterigtica Intervalo
figicogquimica
Salinidad (ppm) 32 - 34
pH 7.9 - 8.1
Oxigeno (mg 1°1!) 6.8 - 7.01
Flujo 1 min™! 4.8 - 5.0

Tabla VI. Equivalencia del diagrama de Aiken (1980)
estad%os mayores vy subdivisiones del ciclo de
crustaceos.
Diagrama | Estadios || Diagrama Estadios
de Aiken | mayores de Aiken mnayores
A ClL-C3 J D1
B c4 K D1-D1°’
C DO L D1/~
D DO M D17/
E DO " N Dl’'’-D2’
F Do H 0 D2’
G DO P D2’
H DO " Q D2’/ -D3
I DO I] R D3

a los
muda en




