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Resumen

Se caracterizaron los hemocitos del Camar6n de
Rio Cryphiops caementarius segun el tipo, forma
y tamafio; asi como, el namero total (NTH) y
diferencial (NDH) de hemocitos. Se emplearon
20 camarones hembras de 1.33 + 0.69 g de peso
y de 3.89 + 0.33 cm de longitud total y en estado
de muda C, capturados del rio Lacramarca
(Provincia del Santa, Departamento de Ancash).
La hemolinfa fue extraida del seno pericardico.
Se realizaron extensiones coloreadas con la
técnica de Giemsa y preparaciones en fresco con
solucion de Alsever modificado a 4°C. Las
observaciones se realizaron con microscopio de
campo luminoso provisto de contraste de fases.
El tamafio de los hemocitos fue determinado
empleando un ocular micrométrico. En el Camarén
de rio C. caementarius se determinaron tres tipos
de hemocitos, los hemaocitos hialinos (H), los
hemocitos semigranulosos (SG), y los hemocitos
granulosos (G). La forma de los tres tipos de
hemocitos generalmente es redonda. El tamafio de
los hemocitos granulosos, semigranulosos y hialinos
fueron de 13.28 + 1.77 um; 12.83 + 1.58 um y
12.08+ 2.46 pm respectivamente. EI NTH
promedio fue de 25.72 + 16.49 x 10° cél/ml. El
NDH promedio de semigranulocitos, granulocitos
hialinocitos fueron de 13.71 + 9.77 x 10° cél/ml
(53.8%), 10.54 + 7.51 x 10° céliml (41.3%) y
1.25 + 0.91 x 10° cél/ml (4.9%) respectivamente.

Introduccién

Summary

Haemocytes characterization of River Prawn Cryphiops
caementarius Molina, 1872 (Crustacea: Decapoda:
Palaemonidae) of the river Lacramarca (Province of
Santa, Department of Ancash, Peru)

The haemocytes of the was characterized River Prawn
Cryphiops caementarius according to the type, forms and
size; as well as, the one numbers total (NTH) and
differential (NDH) of haemocytes. It was used 20 shrimps
females of 1.33 £+ 0.69 g of weight and of 3.89 + 0.33 cm of
total length and in moult state C, captured of the river
Lacramarca (County of the Santa, Department of Ancash).
The hemolinph was extracted of the pericardic sinus. They
were carried out colored extensions with the technique of
Giemsa and preparations in fresh of with solution of Alsever
modified at 4°C, which were analyzed using a microscope of
conventional light of provided luminous field of contrast of
phases. The size of the haemocytes was determined using
a micrometric ocular mounted in a microscope of
conventional light of luminous field. In the River shrimp
Cryphiops caementarius three haemocytes types were
determined, the hyaline haemocytes (H), the semigranulose
haemocytes (SG), and the granular haemocytes (G). The
form of the three types of haemocytes generally is round.
The size of the granular, semigranulocite and hyaline
haemocytes were of 13.28 + 1.77 um; 12.83 + 1.58 um and
12.08 + 2.46 um respectively. The NTH average was of
25.72 + 16.49 x 10° cells/ml; and, the NDH semigranulocite
average, granulocite and hyaline were of 13.71 + 9.77 x 10°
cells/iml (53.8%), 10.54 + 7.51 x 10° cells/ml (41.3%) and
1.25 + 0.91 x 10° cells/ml (4.9%) respectively.

Cryphiops caementarius, es un crustaceo ampliamente distribuido en los rios costeros de
Perd (1) de gran capacidad reproductiva, rusticidad y alto valor comercial por su agradable
sabor. Esta especie vive en aguas con temperaturas entre 10 y 25°C, pH entre 6 a 8 y con
3 ppm de oxigeno disuelto (2).

Morfolégicamente, como en todo crustaceo, se distingue un cefalotérax y un abdomen
segmentado. Los 6rganos, tales como branquias, estbmago, hepatopancreas, gonadas y
corazén estan localizados en el cefalotérax, mientras que el intestino en el abdomen. El
sistema circulatorio es abierto y la sangre y las células sanguineas se les denominan
hemolinfa y hemocitos, respectivamente. Los hemocitos son producidos en el tejido
hematopoyético que esta disperso en el cefalotérax, alrededor del estbmago y en el inicio
de los maxilipedos (3).
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La funcién del sistema inmune es mantener la individualidad biolégica, por ello, su principal
actividad es diferenciar y eliminar todo material extrafio de los tejidos. El sistema inmune de
los invertebrados se diferencia del sistema inmune de los vertebrados, principalmente por la
ausencia de moléculas del tipo inmunoglobulina y células linfoides (4).

Los mecanismos de defensa innata de los crustaceos estan basados en componentes
celulares y humorales del sistema circulatorio, o que esta interrelacionado con la deteccion
y eliminacién de patdégenos extrafios, microorganismos y parasitos que evidencian un
peligro potencial para el hospedero. Los hemocitos son analogos a los glébulos blancos de
los vertebrados (5). Estas células son cruciales en estas reacciones inmunitarias siendo
capaz de fagocitar, encapsular, formar nddulos y producir citotoxicidad. Ellos constituyen la
fraccion celular de la hemolinfa (3, 6, 7).

Teniendo en cuenta que no se conocen aspectos relacionados con la respuesta del sistema
inmune, en especial de la caracterizacibn hemocitaria en el camardn de rio
Cryphiops caementarius, el hemograma podria constituir un marcador del estado fisiolégico
e inmunitario de los camarones, estableciendo de esta forma un sistema de control inmune
que permite la deteccion de inmunodeficiencias y el control de la calidad ambiental. Por lo
tanto, los objetivos del presente trabajo fueron determinar la forma, tamafio y tipos; asi
como, el numero total y diferencial de los hemocitos del camarén de rio
Cryphiops caementarius.

Material y métodos

El estudio se realiz6 entre julio y diciembre de 2005. Los camarones hembras adultas de
C. caementarius, fueron procedentes del rio Lacramarca (Provincia del Santa,
Departamento de Ancash) y capturados mensualmente.

Se emplearon un total de 20 camarones hembras de 1.33 £ 0.69 g de peso y de 3.89 £ 0.33 cm
de longitud total (escotadura postorbital hasta extremo posterior del telson) y en estado de
muda C (8).

Fueron acondicionados en sistemas de acuarios conteniendo agua potable declorada con
aireacion constante durante 72 h antes de su uso. Doce horas antes de la toma de muestra
de la hemolinfa se suspendio la alimentacion y una vez transcurrido ese lapso se colocaron
5 camarones por 5 min en recipientes plasticos de 4 | con agua dulce declorada, preaireada
y a temperatura ambiente (9).

Los camarones fueron alimentados ad libitum utilizando alimento fresco conformado por
carne de almeja (Semele solida) y pescado seco salado (Trachurus synmetricus murphyi).

La limpieza de los acuarios se realiz6 diariamente por sifoneo de los desechos metabdlicos
sélidos y de los restos de alimento no consumido. Durante cada muestreo, se realizaron
controles de la temperatura, pH y oxigeno del agua segun Fukushima et al. (10).

La hemolinfa fue extraida del seno pericardico de los animales vivos (Figura 1) usando una
jeringa de 1 ml (Insulin Syringe 26 G ¥2) segun Jussila et al. (11). Se realizaron extensiones
en laminas portaobjetos y se colorearon segun la técnica de Giemsa (12); asi mismo se
realizaron preparaciones en fresco de la hemolinfa con solucion de Alsever modificado a
4°C (13, 3).

Las extensiones coloreadas y preparaciones en fresco fueron analizadas usando un
microscopio LEICA DM LS2 de luz convencional de campo luminoso provisto de contraste
de fases, para determinar las caracteristicas morfolégicas y clasificacion de los
hemocitos (12). El tamafio de los hemocitos fue medido empleando un ocular micrométrico
montado en un microscopio Nikon de luz convencional de campo luminoso.
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Figura 1
Toma de muestra de hemolinfa del seno pericardico de C. caementarius.

Para la determinacion del numero total (NTH) y diferencial (NDH) de los hemocitos, se
midieron 20 ul de hemolinfa extraida y se adicioné a un microtubo (Eppendorf) conteniendo
80 ul de solucién de la solucion de Alsever modificado a 4°C, segin Rodriguez et al. (13) y
Van de Braak (3).

Se utilizdé una cdmara de Neubauer y un microscopio Leica DM LS2 de luz convencional de
campo luminoso provisto de contraste de fases. El NTH y NDH fue expresado en 10°
células/ml, teniendo en cuenta la formula de Jussila (14).

Los resultados del niumero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos fueron sometidos a
modelo descriptivo de tendencia central (media) y de dispersion (desviacion estandar).

Resultados

Caracterizacion hemocitaria

Los hemocitos del camardon de rio C. caementarius fueron caracterizados en tres tipos
(Tabla I) teniendo en cuenta su afinidad por la tincion Giemsa (Figuras 2 y 3) y por su poder
refringente observados en microscopia de luz convencional de contraste de fases
(Figura 4).

Tabla |
Caracteristicas de los tipos de hemocitos granulosos, semigranulosos y hialinos (um) de C. caementarius.

Tipo de Forma  Formay color Color del Granulos . .
hemocito celular del nucleo citoplasma citoplasmaticos R e
Granulocito Redondo Re_do'ndo y  Rojo-violaceo Abundante Grande
violaceo oscuro
Semigranulocito  Redondo Re.do'ndo y  Rojo-violaceo Regular Moderada
violaceo claro
Hialino Redondo Re_do’ndo y Azul claro Poco o ausente Sin
violaceo
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Figura 2

Hemocitos en frotis de hemolinfa de C. caementarius. Hemocitos
granulosos (a), semigranulosos (b) y hialinos (c). Coloracién
Giemsa. 100x Barra de escala = aprox. 8 pm.

Figura 3

Hemocitos en frotis de hemolinfa de C. caementarius. A: Hemocito granuloso (izquierda). Hemocito
semigranuloso (derecha), B: Hemocito granuloso (izquierda). Hemocito hialino (derecha), C:
Hemocito hialino (izquierda). Hemocito semigranuloso (derecha). Coloracién Giemsa. 100x. Barra de

escala = aprox. 4 um.
C

P

e Hemocito granuloso o granulocito (Figura 2ay 3 A, B).

Son células grandes de forma redonda, de color rojo-violaceo, con prolongaciones
citoplasmaticas, a manera de espiculas. Su ndcleo no se distingue claramente; sin
embargo, aparenta ser de forma esférica. El citoplasma es eosinofilico u oscuro de
aspecto granular. En microscopia de contraste de fases se observa que tienen
mucha refringencia (Figura 4A).
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e Hemocito semigranuloso o semigranulocito (Figura2by 3 A, C).

Son células de mediano tamafio de forma redonda, de color rojo violaceo moderado.
Su nucleo es de forma esférica u ovalado. El citoplasma es medianamente
eosinofilico y de aspecto granular. En microscopia de contraste de fases se observa
moderada refringencia (Figura 4B).

e Hemocito hialino o hialinocito (Figura 2cy 3 B, C).

Son células de menor tamafio de forma redonda, de color azul claro. Su nucleo es
de forma esférica y ocupa la mayor parte de la célula. El citoplasma es delgado. No
tiene aspecto granular. En microscopia de contraste de fases no son refringentes
(Figura 4C).

Figura 4

Hemocitos de C. caementarius. Microscopia de Luz convencional de campo
luminoso (lzquierda) y microscopia Luz convencional de contraste de fases
(Derecha). Hemocito granuloso (A), hemocito semigranuloso (B) y hemocito hialino
(C). Preparacion en fresco. 40X.
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Tamarfo

En la Tabla Il se muestra el didmetro de los tipos de hemocitos, siendo los de mayor
didmetro, los granulocitos; de mediano diametro, los semigranulocitos y de menor diametro
los hialinocitos.

Tablalll
Diametro de los tipos de hemocitos granulosos,
semigranulosos y hialinos (um) de Cryphiops caementarius.

Tipos de hemocitos Diametro (um)
Granulocito 13.28 £ 1.77 (12.0 - 16.5; 20)
Semigranulocito 12.83 £ 1.58 (10.5 - 15.0; 20)
Hialino 12.08 £ 2.46 (9.0 - 16.5; 20)

Promedio + desviacion estandar (rango; nimero de mediciones).

Numero total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos

ElI NTH y NDH se muestran en la Tabla Ill. EI NTH promedio fue de 25.72 x 10° + 16.49 x 10°
células/ml. En lo que respecta al NDH, el promedio de semigranulocitos, granulocitos y
hialinocitos fueron de 13.71 x 10° + 9.77 x 10° células/ml (53.8%), 10.54 x 10° + 7.51 x 10°
células/ml (41.3%) y 1.25 x 10° + 0.91 x 10° células/ml (4.9%) respectivamente.

-I{l%?rlIZrlcl)l total (NTH) y diferencial (NDH) de hemocitos de C. caementarius.
N° total de hemocitos Ne diferencial de hemocitos (NDH) x 10° cel/ml
(NTH) x 10° cel/m! Granulocitos Semigranulocitos Hialinocitos
25.50 £ 16.49 10.54 £ 7.51 13.71 £9.77 1.25+£0.91
(6.1 - 62.4; 20) (0.5 - 24.0; 20) (1.6 - 36.1; 20) (0.3 - 3.7; 20)

Promedio + desviacion estandar (rango; nimero de mediciones).

Los parametros de calidad del agua medidos durante la experiencia mostraron rangos de
variacion aceptables, siendo la temperatura de 19.8 a 24.5°C, el pH de 7.0 a 7.2 y el
oxigeno disuelto de 4.5 a 5.2 mg/I.

Discusion

La identificacion y clasificacion de los hemocitos de C. caementarius segun el criterio
morfolégico y la capacidad de refringencia (Tabla I, Figuras 2 y 3) guardan relacién con los
descritos con Renddn y Balcazar (7) en Penaeus vannamei, quienes determinaron tres tipos
de hemocitos, los hemocitos hialinos (H), que no poseen granulos y sin refringencia, los
hemocitos semigranulosos (SG), con regular cantidad de granulos y moderada refringencia,
y los hemocitos granulosos (G), cargados de granulos y con gran refringencia.

Asi mismo, nuestros resultados concuerdan con lo descrito por Jussila, (14), en el cual
describe que los hemocitos en Astacus astacus, Pacifastacus leniusculus y Cherax
tenuimanus, son de tres tipos diferentes: los hialinocitos, granulocitos y semigranulocitos,
las cuales se diferencian en morfologia y funcién, y por Hose et al. (15) que examinaron los
hemocitos de tres crustaceos decapodos (Homarus americanus, Panulirus interruptus y
Loxorhynchus grandis) y propusieron una clasificacion de estas células basados en su
morfologia, citoquimica y estudios de sus funciones. En todas las especies estudiadas
fueron identificados células hialinas y granulocitos (dos subgrupos con granulos grandes y
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otros con granulos pequefios). En el caso de las células con granulos grandes observaron
gue son altamente retractiles, lo cual dificulta la observacion del nicleo y comparando con
nuestros resultados (Figura 4), podemos sugerir que la mayor refringencia estaria
relacionada con la cantidad de granulos.

Segun Martin y Hose (12) en crustaceos decapados (Sicyonia ingentis, Homarus
americanus, Panukirus interruptus, Loxorhinchus grandis y Procambarus clarkii) las células
hialinas en microscopio de contrate de fases es de forma ovoide y la relacion
nucleocitoplasmatica es alta y en frotis coloreados con Giemsa el nucleo es azul oscuro y
con un fino tono rosado a nivel citoplasmatico; sin embargo, los granulocitos y
semigranulocitos en microscopio de contrate de fases son de forma redondo a oval y el
nicleo es de posicién central, en el caso de los semigranulocitos; en los granulocitos, el
nicleo es excéntrico y el citoplasma es de color rojo oscuro. En frotis coloreados con
Giemsa el nucleo es azul oscuro y el citoplasma es rojo pdlido, Por lo tanto, lo anterior
guarda concordancia con nuestros resultados (Tabla | y II; Figura 2, 3y 4).

En relacion al tamafio, y segin Martin y Hose (12), en los crustaceos decapados
(S. ingentis, H. americanus, P. interruptus, L. grandis y P. clarkii) las células hialinas son las
mas pequefias (7-11 um de diametro), sin embargo, los granulocitos y semigranulocitos son
mas grandes que las células hialinas (10-14 um y 8-14 um de didmetro respectivamente).
Por lo tanto, lo anterior guarda concordancia con nuestros resultados (Tabla | y Il; Figura 2,
3 y 4), siendo el tamafio de los hemocitos granulosos, semigranulocitos y hialinos
13.28 +1.77;12.83 + 1.58 y 12.08 + 2.46 respectivamente.

En C. caementarius, el NTH promedio fue de 25.50 + 16.49 x 10° células/ml (Tabla III),
siendo menor a lo reportado en hembras de 7 a 40 g Macrobrachium rosenbergii por Cheng
y Chen (16) que fue de 125.4 + 13.5 x 10° a 153.3 + 12.0 x 10° células/ml y mucho més bajo
que en Penaeus monodon que fue de 50.9 + 17.7 x 10° células/ml (3). Esta diferencia en el
NTH encontrado en nuestra especie podria deberse al tamafio de los animales pues
nosotros trabajamos con ejemplares pequefios de 0.86 a 3.21 g. También es posible que la
especie y su estado fisioldgico afecten el NTH.

Los hemocitos semigranulosos (13.71 + 9.77 x 10° células/ml; 53.8%) y los granulocitos
(10.54 + 7.51 x 10° células/ml; 41.3%), se encontraron en similares proporciones; en cambio
los hemocitos hialinos (1.25 + 0.91 x 10° células/ml; 4.9%) estuvieron en menor proporcion.
Estos valores difieren con lo aportado por Hose et al.,, (15) quienes examinaron los
hemocitos de crustaceos decapodos y encontraron una amplia variacion en la proporcion de
hemocitos semigranulosos (31 a 65%), granulocitos (10 a 13%) y hemocitos hialinos (21 a
56%). Esta variacion de los tipos de hemocitos podria ser consecuencia de varios factores
como el ambiental, nutricional, sanitario y fisiolégico. Jussila et al. (11), investigaron los
efectos del oxigeno, manipulacién e injurias sobre el recuento total y diferencial de los
hemocitos en P. cygnus, los cuales sufrieron un incremento, relacionados con las
respuestas frente a los disturbios fisicos.

Teniendo en cuenta lo anterior, las conclusiones de nuestro estudio fueron:

e En C. caementarius se determinaron tres tipos de hemocitos, los hemocitos hialinos
(H), los hemocitos semigranulosos (SG), y los hemocitos granulosos (G).

e Laforma de los tres tipos de hemocitos generalmente es redonda

e Eltamafio de los hemocitos granulosos, semigranulocitos y hialinos fue de 13.28 + 1.77 um;
12.83 £1.58 umy 12.08 * 2.46 pm respectivamente.

e EINTH promedio fue de 25.72 + 16.49 x 10° células/ml.

e EI NDH promedio de semigranulocitos, granulocitos y hialinocitos fueron de
13.71 £ 9.77 x 10° células/ml (53.8%), 10.54 = 7.51 x 10° células/ml (41.3%) y
1.25 + 0.91 x 10° células/ml (4.9%) respectivamente.
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