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Resumen

Los mecanismos de defensa en moluscos cumplen una importante funcion defensiva contra bacterias, hongos, protozoos y
metazoos. Los hemocitos son los responsables de generar diferentes tipos de respuestas innatas tales como: fagocitosis,
encapsulacion, produccion de sustancias citotoxicas y péptidos antibacterianos. Por microcopia de luz, se estimo el tipo y nimero
de hemocitos utilizando una camara de Neubauer, en monocapa, se midio la capacidad fagocitica sobre levaduras, la actividad
hemolitica sobre eritrocitos de rata y la produccion de anion superoxido fue cuantificada midiendo la reduccion de NBT en forma
citoquimica. Se determind que la hemolinfa de Argopecten purpuratus contiene hemocitos del tipo hialino y granular. El nimero
de hemocitos circulantes en la hemolinfa de los ostiones presentd una variacion estacional mostrando un aumento significativo en
invierno, respecto de otoflo. Los hemocitos fagocitaron levaduras en ausencia de plasma, cuando se opsonizaron con el suero, la
fagocitosis aumento6 significativamente. Tanto el suero como los hemocitos presentaron igual capacidad hemolitica sobre
eritrocitos de rata. Los hemocitos presentaron produccion de anidon superdxido que, al utilizar zimosan, aumento
considerablemente respecto al control, mientras que en presencia de la enzima superoxido dismutasa, ésta disminuyd. Los
resultados obtenidos muestran que los hemocitos de 4. purpuratus son capaces de presentar variados mecanismos defensivos de
respuesta celular que podrian ser utilizados en el futuro como instrumentos para evaluar la condicion de los mecanismos de
defensa, y proyectarlos sobre el estado de salud de los individuos en cultivo.
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Abstract

The immune response in mollusks has an important role as a defense against bacteriae, fungi, protozoa and metazoans. The
hemocytes are responsible for generating different kinds of innate responses such as: phagocytosis, encapsulation and production
of cytotoxic substances and antibacterial peptides.

Through light microscopy we estimated the hemocyte number using a Neubauer chamber. Over hemocytes monolayers we
measured the phagocytic ability on yeasts. The haemolytic activity on rat’s erythrocytes was tested by hemoglobin release and the
production of anion superoxide was quantified by the reduction of NBT (Nitro Blue Tetrazolium).

We determined that the immune system from Argopecten purpuratus was defined by two types of hemocytes: hyalinocytes
and granulocytes. The number of hemocytes circulating in the hemolymph showed a seasonal variation, having a greater increase
during winter than in autumn. The hemocytes phagocytized yeast in the absence of plasma when they were opsonized, showing a
remarkable increase in phagocytosis. Plasma and hemocytes have an equivalent hemolytic ability against rat’s erythrocytes. The
hemocytes present production of anion superoxide that increases considerably over the control with the use of zymosan and,
decreases with the use of the superoxide dismutase.

The results show that hemocytes from Argopecten purpuratus are able to display different defense mechanisms during the
cellular response that could be used as tools to evaluate the immune system of mollusks in the near future.

Key words: Mollusks, immune response, hemocytes, Argopecten purpuratus.
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Introduccion

En los moluscos bivalvos los hemocitos cumplen importan-
tes funciones en los mecanismos de defensa innata, ademas
participan en otros procesos tales como reparacion de tejidos,
digestion de nutrientes, transporte y excrecion (Cheng, 1981).
Estos han sido clasificados principalmente con criterios morfo-
logicos en dos tipos celulares: granulocitos y hialinocitos
(Cheng, 1981; Auffert, 1988).

En bivalvos pectinidos la capacidad fagocitica de los hemo-
citos se ha evaluado en Pecten maximus con diversos tipos de
bacterias y levaduras (Lambert y Nicolas, 1998). La fagocitosis
ha sido un mecanismo de defensa ampliamente estudiado en
otros moluscos evaludndose sobre varios agentes tales como
protozoos parasitos, levaduras y bacterias (Amen et al., 1992;
Lopez et al., 1994; La Peyre et al., 1995; Carballal et al., 1997;
Lopez et al., 1997; Fryer y Bayne, 1990; Beaven y Paynter,
1999). En el gastropodo Biomphalaria glabrata los ensayos de
fagocitosis in vitro han sido utilizados para evaluar el efecto
inmunosupresor de determinados parasitos sobre el sistema de
defensa del huésped (Fryer y Bayne, 1990). También se ha
medido la capacidad citotoxica de los hemocitos de Mytilus
edulis sobre eritrocitos, evaluandose por la formacion de placas
hemoliticas en agarosa (Leippe y Renwrantz, 1988). Otro
mecanismo de defensa en moluscos corresponde a la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno, la existencia de este
mecanismo citotéxico oxidativo ha sido determinada en los
ostiones Patinopecten yessoensis (Nakamura et al., 1985) y
Pecten maximus (Le Gall et al, 1991), en las ostras
Crassostrea gigas (Takahashi et al., 1993), Crassostrea gigas
y Ostrea edulis ( Bachére et al., 1991) y en los mitilidos
Mytilus  edulis (Pipe, 1992) y Mytilus galloprovincialis
(Carballal et al., 1997).

En Argopecten purpuratus no existen trabajos que
caractericen los componentes de su sistema de defensa, como
tampoco los mecanismos involucrados en la respuesta inmune
sobre alguna célula blanco. Por lo anterior en el presente
estudio se caracterizan morfolégicamente los tipos de hemoci-
tos que presenta la hemolinfa de Argopecten purpuratus y se
evidencia la ocurrencia de mecanismos de defensa como son
las respuestas citotoxicas y fagociticas.

Materiales y métodos
Animales

Los ostiones fueron obtenidos en el centro de cultivo locali-
zado en Horcon (32°42°04”S; 7°28°45”W) al norte de la Bahia
de Quintero en Chile.
Observacion y conteo de hemocitos

La hemolinfa se obtuvo del musculo aductor con una

jeringa de 5 mL. Se realizaron frotis individuales sobre
portaobjetos y se observaron los diferentes tipos celulares con
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Introduction

In bivalve mollusks, hemocytes accomplish important
functions in innate defense mechanisms; moreover they partic-
ipate in other processes such as tissue reparation, nutrient
digestion, transport and excretion (Cheng, 1981).

These have been classified mainly following morphologic
criteria into two cell types: granulocytes and hyalinocytes
(Cheng, 1981; Auffert, 1988).

In pectinidate bivalves, the phagocytic capacity of
hemocytes has been evaluated in Pecten maximus with differ-
ent kinds of bacteria and yeasts (Lambert and Nicolas, 1998).
Phagocytosis has been a widely studied defense mechanism in
other mollusks, being evaluated in other agents such as para-
sitic protozoa, yeasts and bacteria (Amen et al., 1992; Lopez et
al., 1994; La Peyre et al., 1995; Carballal et al., 1997; Lopez et
al., 1997; Fryer and Bayne, 1990; Beaven and Paynter, 1999).
In the gastropod Biomphalaria glabrata, in vitro phagocytosis
tests have been used to evaluate the immunosuppressing effect
of certain parasites on the host’s immune system (Fryer and
Bayne, 1990). The cytotoxic capacity of Mytilus edulis
hemocytes on erythrocytes has also been measured, being eval-
uated by the formation of hemolytic plates on agarose (Leippe
and Renwrantz, 1988). Another defense mechanism in
mollusks consists in the production of oxygen reactive species,
which is an oxidative cytotoxic mechanism that has been deter-
mined in the scallops Patinopecten yessoensis (Nakamura et
al., 1985) and Pecten maximus (Le Gall ef al., 1991), in the
oysters Crassostrea gigas (Takahashi et al, 1993),
Crassostrea gigas and Ostrea edulis (Bacheére et al., 1991) and
in the mytilidae Mytilus edulis (Pipe, 1992) and Mytilus
galloprovincialis (Carballal et al., 1997).

There are not any works in Argopecten purpuratus about
the characterization of its immune system components, neither
the mechanisms involved in the immune response on any target
cell. Therefore, in the present study the types of hemocytes that
bear the hemolymph of Argopecten purpuratus are character-
ized morphologically, besides evidentiating the occurrence of
defense mechanisms such as cytotoxic and phagocytic
responses.

Materials and methods
Animals

Scallops were obtained in the culture center located in
Horcon (32°42°04”’S; 7°28°45”W) at north of the Quintero Bay
in Chile.
Observation and counting of hemocytes

Hemolymph was obtained from the adductor muscle using
a 5-mL sterile syringe. Individual mounts on slides and the dif-

ferent cell types were observed with a Nikon Labophot-2 con-
trast microscope. Other mounts were fixed during 20 min with
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un microscopio de contraste de fase Nikon Labophot-2. Otros
frotis fueron fijados durante 20 min con glutaraldehido al 2%
conteniendo sacarosa al 1%. Se elimino el fijador lavando dos
veces con tampon Tris Buffer Salino (TBS) (50 mM Tris, 10
mM CaCl, x 2H,0, 450 mM NaCl, pH 8.4), los frotis fueron
tefiidos con Giemsa por 20 min, el colorante se elimin6é con
alcohol y se montd con Entellan (Merck). El nimero total de
hemocitos presentes en la hemolinfa se evalud durante las esta-
ciones de otoflo e invierno correspondientes al afio 1998, utili-
zando un total de 125 ostiones por estacion, los dos grupos de
ostiones no presentaron diferencias significativas en talla
(P>0.05) (tabla 1). La condicion sanitaria y reproductiva se
evalud tanto por observacion macroscopica como por técnicas
corrientes de histologia, seleccionandose los ostiones que pre-
sentaron una misma condicion. Posteriormente, de cada indivi-
duo se obtuvo un volumen aproximado de ImL de hemolinfa, a
la cual se le contdé el numero de hemocitos utilizando una
camara Neubauer y realizando tres réplicas por individuo.

Fagocitosis de levaduras in vitro por hemocitos

Una cantidad de 5 x 10° levaduras muertas por calor se
opsonizaron en 1 mL de suero, se incubaron durante 40 min a
20°C, después se centrifugaron a 10,000g por 10 seg. El sobre-
nadante fue descartado y las levaduras opsonizadas fueron
lavadas dos veces en TBS por centrifugacion. Los controles
fueron preparados de la misma forma, pero el suero fue susti-
tuido por TBS.

Se prepararon monocapas con 40,000 hemocitos de un total
de 10 individuos sin diferenciar entre hialinos y granulares, se
dejo adherir durante 30 min en cdmara humeda, a temperatura
ambiente (20°C). A las monocapas se les agregdé un volumen
de levaduras en una relacion 10:1 (levaduras:hemocitos). Se
incub6 por 30 min y las levaduras no fagocitadas fueron remo-
vidas por lavado con 100 pl TBS. Las preparaciones fueron
fijadas por 20 min con glutaraldehido al 2% en TBS conte-
niendo 1% de sacarosa. Se lavo dos veces con TBS para retirar
el fijador y se tifid con Giemsa por 10 min. La preparacion se
lavd con alcohol, se secd al aire y se monté con Entellan
(Merck).

La fagocitosis fue cuantificada usando un microscopio de
contraste de fase (Nikon) con aumento 400%. Para cada experi-
mento se utilizé la hemolinfa de 6 ostiones, haciendo tres pre-
paraciones, y contando 200 hemocitos por preparacion,
procedimiento que se repitid tres veces. El resultado fue expre-
sado como el porcentaje de hemocitos que fagocitaron a las
levaduras.

Actividad hemolitica de la hemolinfa de ostiones

Un volumen de 500 uL conteniendo 250,000 hemocitos en
tampon TBS fue mezclado con 2 x 10° eritrocitos de rata pre-
viamente lavados y resuspendidos en TBS. Para evaluar la
citotoxicidad del suero se utilizaron proteinas totales de la
hemolinfa a una concentracion de 1.0 mg/mL frente a 2 x 10°
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2% glutaraldehyde with 1% sucrose. Fixative was eliminated
by washing with Tris Buffered Saline (TBS) (50 mM Tris, 10
mM CaCl, x 2H,0, 450 mM NaCl, pH 8.4) twice, mounts were
dyed with Giemsa stain for a 20-min period, stain was elimi-
nated with alcohol and mounted with Entellan (Merck). The
total number of hemocytes in the hemolymph was evaluated
during autumn and winter 1998, using a total of 125 scallops
by season. Both groups of scallops did not show significant
differences in size (P > 0.05) (table 1). The sanitary and repro-
ductive condition was evaluated by macroscopic observation
as well as by common histological techniques, thus selecting
those scallops that showed the same condition. Afterwards, a
1-mL hemolymph volume was obtained from each individual,
in which the number of hemocytes was counted by means of a
Neubauer chamber and three replicates were done.

Yeasts phagocytosis by hemocytes in vitro

A total of 5% 10°yeasts killed by heat were opsonized
in 1-mL serum, incubated for 40 min at 20°C, and then centri-
fuged at 10,000 g for 10 sec. The supernatant was discarded
and opsonized yeasts were washed twice in TBS by centrifuga-
tion. Controls were prepared in the same way but TBS was
used instead of serum.

Monolayers with 40,000 hemocytes were prepared from a
total of 10 individuals without differentiating between
hyalines or granulars. They were allowed to adhere during 30
min in a wet chamber at room temperature (20°C). A 10:1
(yeasts:hemocytes) yeast volume was added to the monolayers.
This was incubated for 30 min and non-phagocyted yeasts
were removed by washing with 100 mL TBS. Preparations
were fixed for 20 min with 2% glutaraldehyde in TBS with 1%
sucrose, then washed twice with TBS in order to take fixative
away and then they were stained with Giemsa for 10 min.
Preparations were washed with alcohol, dried to air and
mounted with Entellan (Merck).

Phagocytosis was quantified using a phase-contrast micro-
scope (Nikon) with 400x magnification. The hemolymph of
six scallops was used for each experiment, making three prepa-
rations and counting 200 hemocytes in each one, this process
was repeated three times. The result was expressed as the
percentage of hemocytes that phagocyted yeasts.

Hemolytic activity of scallops’ hemolymph

A 500-pL volume containing 250,000 hemocytes in TBS
buffer was mixed with 2 x 10°¢ rat erythrocytes previously
washed and resuspended in TBS. In order to evaluate the
serum cytotoxicity, total proteins in the hemolymph were used
at a concentration of 1.0 mg/mL before 2 x 10° erythrocytes,
completing to an 800-uL final volume with TBS.

Samples were incubated in a thermic bath with continuous
and gentle agitation during 1 hr at 37°C. Adding 2-mL cold
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de eritrocitos, completando con TBS un volumen final de
800 pl.

Las muestras se incubaron en bafio térmico con agitacion
continua y moderada por 1 h a 37°C. Se detuvo la reaccion
agregando 2 mL de TBS frio conteniendo 5 mM EDTA. Se
centrifugd a 2,800 rpm por 5 min para precipitar los restos
celulares y, en los mismos tubos, la hemoglobina liberada (Hb)
fue determinada a 541 nm utilizando un espectrofotometro
Spectronic 21-D. El porcentaje de hemolisis fue calculado de
acuerdo a lo propuesto por Parrinello et al. (1993). Cada expe-
rimento se repitio tres veces y se realizaron tres réplicas por
ensayo.

Produccion intracelular de anioén superoxido por reduccion
cuantitativa de NBT

Aproximadamente 250,000 hemocitos fueron dispuestos en
portaobjetos para formar las monocapas. Estas se incubaron en
tampén TBS conteniendo 0.2% de NBT (N 6876, Sigma) y
0.15% de paredes de levaduras, zimosan (Sigma) por 60 min a
25°C con el objeto de estimular a los hemocitos. Posterior-
mente éstos fueron lavados, fijados con glutaraldehido al 2.5%,
montados en Entellan (Merck) y observados al microscopio de
luz. El zimosan fue omitido del control. Mientras que, para
confirmar la especificidad de la reaccion, a las monocapas con
NBT al 0.2% y zimosan, se les agregaron 300 unidades/mL de
la enzima superéxido dismutasa (SOD, Sigma). Los resultados
se expresaron como el porcentaje de células que presentan
vacuolas endociticas con reduccion del NBT. Cada experi-
mento se repitio tres veces en triplicado, usando cuatro anima-
les en cada ensayo.

Analisis estadistico

Las diferencias estadisticamente significativas entre los
promedios de las mediciones de fagocitosis, citotoxicidad,
nimero de hemocitos y talla de los ostiones fueron determina-
dos por la prueba ¢ de Student (Zar, 1984). La produccion de
anion superoxido fueron analizados por ANDEVA, para poste-
riormente realizar la prueba de comparaciones multiples
Newman-Keuls (Zar, 1984). Las diferencias fueron considera-
das significativas cuando la probabilidad fue < 0.05 y 0.01.

Resultados
Morfologia y nimero de hemocitos

En la hemolinfa de Argopecten purpuratus se observaron
dos tipos de hemocitos, los hialinocitos y los granulocitos.

Los hialinocitos presentaron un tamafo de 7.2 + 0.26 um,
con un nucleo esférico de gran tamafio de ubicacion central y el
citoplasma contiendo algunos granulos refringentes (fig. la, b).
Los hialinocitos se caracterizaron por no presentar proyeccio-
nes desde el ectoplasma.
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TBS with 5 mM EDTA stopped the reaction. Samples were
centrifuged at 2,800 rpm for 5 min to precipitate cellular rests
and in the same tubes, the liberated hemoglobin (Hb) was
determined at 541 nm using a Spectronic 21-D spectrophotom-
eter. The hemolysis percentage was calculated according to
Parrinello et al. (1993). Each experiment was repeated three
times and three replicates were done by test.

Intracellular production of the superoxide anion by NBT
quantitative reduction

Approximately 250,000 hemocytes were placed on slides to
form monolayers. These were incubated in TBS buffer contain-
ing 0.2% NBT (N 6876, Sigma) and 0.15% yeast walls, zymo-
san (Sigma) for 60 min at 25°C with the aim of stimulating
hemocytes. Afterwards, these were washed, fixated with 2.5%
glutaraldehyde, mounted in Entellan (Merck) and observed to
light microscope. Zymosan was omitted in the control. To con-
firm the specificity of the reaction, 300 units/mL of the enzyme
superoxide dismutase (SOD, Sigma) were added to the mono-
layers with 0.2% NBT and zymosan. Results were expressed as
the percentage of cells that had endocytic vacuoles with NBT
reduction. Each experiment was repeated three times with three
replicates and used four animals in each test.

Statistical analyses

Significant statistical differences between the averages of
of phagocytosis, cytotoxicity, number of hemocytes and size of
the scallops were determined by the Student’s #-test (Zar,
1984). The production of the superoxide anion was analyzed
by ANOVA before performing the Newman-Keuls multiple
comparisons test (Zar, 1984). Differences were considered
significant when the probability was < 0.05 and 0.01.

Results
Morphology and number of hemocytes

Two types of hemocytes were observed in the Argopecten
purpuratus hemolymph, hyalinocytes and granulocytes.

Hyalinocytes had a size of 7.2 £ 0.26 um, with a large
spherical nucleus located in the center, and the cytoplasm
containing several refringent granules (fig. 1a, b). Hyalinocytes
were characterized by not showing projections from the
ectoplasm.

Granulocytes showed a size of 12.5 £ 0.35 um. They were
characterized by having a nucleus, few granules and a lot of
vacuoles in the endoplasm. There were not granules in the
ectoplasmic zone, and from this, several projections called
pseudopodia were originated. These hemocytes are
characterized by changing from a round shape to an amoeboid
one when adhering to a substrate. The shape of the nucleus can
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Figura 1. Microscopia de luz de hemocitos de ostion Argopecten
purpuratus. (a) Tincién Giemsa de hialinocito que se caracteriza por su
forma redondeada y escaso citoplasma; (b) Contraste de fase de
hialinocito que presenta un ntcleo central (n) y algunos granulos (g); (c)
Tincidn Giemsa de granulocito en el que se observa su caracteristica forma
extendida con seudopodios (sp); (d) Contraste de fase de dos granulocitos
con endoplasma (en) que contiene un ndcleo excéntrico (n), granulos (g) y
vacuolas (v), generando desde el ectoplasma (ec) varios seudopodios.
Barra de escala =5 um.

Figure 1. Ligth microscopy of hemocytes of the oyster Argopecten
purpuratus: (a) Giemsa-dyed hyalinocyte that characterizes by its rounded
shape and scarce cytoplasm; (b) Phase-contrast of a hyalinocyte that has a
central nucleus (n) and some granules (g); (c) Giemsa-dyed granulocyte in
which its characteristic shape bearing pseudopodia (sp) is observed; (d)
Phase contrast of two granulocytes with endoplasm (en) which contains an
eccentric nucleus (n), granules (g) and vacuoles (v), generating several
pseudopodia from the ectoplasm (ec). Scale bar = 5 um.

Los granulocitos presentaron un tamafio de 12.5 + 0.35 um,
se caracterizaron por poseer en el endoplasma un ntcleo, pocos
granulos y muchas vacuolas. En la zona ectoplasmatica no se
presentaron granulos y desde ésta se originaban variadas pro-
yecciones denominadas seudopodios. Estos hemocitos se
caracterizan por cambiar de una forma redondeada a una forma
ameboide, cuando se adhieren a un sustrato. El ntcleo puede
ser de forma irregular u ovoide, teniendo por lo general una
ubicacion excéntrica (fig. 1c, d ).

Al comparar entre estaciones (otofio e invierno) el nimero
de hemocitos circulantes, éste mostré diferencias estadistica-
mente significativas, el nimero de hemocitos aumento consi-
derablemente en la estacion de invierno respecto a la de otofio
(tabla 1).

Capacidad fagocitica in vitro de los hemocitos

Los hemocitos de Argopecten purpuratus fueron capaces
de fagocitar levaduras no opsonizadas y opsonizadas con

251

be irregular or ovoid, generally having and eccentric location
(fig. lc, d).

When comparing between seasons (autumn and winter) the
number of circulating hemocytes, significant statistical
differences were observed. The number of hemocytes
increased considerably during winter in respect of autumn
(table 1).

Hemocytes’ in vitro phagocytic capacity

Hemocytes of Argopecten purpuratus were able to phago-
cyte non-opsonized yeasts as well as those opsonized in serum.
They were characterized by having one or more vacuoles that
displaced both the cytoplasm and the nucleus to the periphery
(fig. 2a). Some phagocytic hemocytes can contain more than
one yeast in their interior (fig. 2b).

The phagocytic capacity of the hemocytes before yeasts
incubated in TBS buffer was 13.3% meanwhile this capacity
increased by 27.09% when using opsonized yeasts, showing
significant differences in respect of the first treatment
(P <0.05) (table 2).

b -

Figura 2. Fagocitosis de levaduras por hemocitos granulares. (a)
Hemocitos conteniendo una levadura (flecha) con nicleo excéntrico (n);
(b) Hemocito con dos levaduras (flechas) en su interior. Tincién Giemsa.
Barra de escala = 5 um.

Figure 2. Phagocytosis of yeasts by granular hemocytes. (a) Hemocytes

containing a yeast (arrow) with eccentric nucleus (n). (b) Hemocyte with
two yeasts (arrows) in its interior. Giemsa-dyed. Scale bar =5 um.
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Tabla 1. Nimero de hemocitos totales en la hemolinfa de A. purpuratus en
dos estaciones del afio.

Table 1. Total hemocytes in the hemolymph of A. purpuratus in two
seasons of the year.

Estacion Tamafio Numero de hemocitos
(mm) (hem/mLX10%)

Otofio 67.00+ 7.6 208+1.0

Invierno 68.20+ 7.7 414+1.2

suero. Se caracterizaron por tener una o mas vacuolas que des-
plazan citoplasma y nucleo a la periferia (fig. 2a). Algunos
hemocitos fagociticos pueden contener en su interior a mas de
una levadura (fig. 2b).

La capacidad fagocitica de los hemocitos frente a levaduras
incubadas en tampdén TBS fue de 13.37%, mientras que la
capacidad fagocitica de los hemocitos aument6 en un 27.09%
al utilizar las levaduras opsonizadas, mostrando diferencias
significativas con respecto al primer tratamiento (P < 0.05)
(tabla 2).

Capacidad hemolitica de la hemolinfa

Cuando los hemocitos de A. purpuratus se incubaron con
eritrocitos de rata, los hemocitos presentaron actividad hemoli-
tica de un 38.01%. Mientras que al evaluar la capacidad hemo-
litica del suero se determind que éste tuvo un 22.64% de
hemolisis sobre los eritrocitos de rata determinandose diferen-
cias significativas entre estas fracciones de la hemolinfa
(P <0.05) (tabla 3).

Produccion de anion superoxido

Se logré determinar citoquimicamente que los hemocitos
de Argopecten purpuratus producen anidon superdxido por
medio de la reduccion de NBT, el cual se aprecia como un pre-
cipitado azul en el citoplasma de los hemocitos (fig. 3). En los
tres tratamientos a los que fueron sometidas las monocapas de
hemocitos se determind la existencia de diferencias estadistica-
mente significativas entre ellos (g.l. = 2, 12; F = 14,68;
P <0.01) (tabla 4). Cuando los hemocitos se incubaron con
zimosan se observo un incremento en el nimero hemocitos que
contenian el precipitado azul-formazan mostrando diferencias
estadisticamente significativas con el control y con las mono-
capas de hemocitos incubadas con zimosan y SOD (P< 0.01).
Sin embargo, cuando las células se incubaron en presencia de
la enzima superéxido dismutasa (SOD) el porcentaje de hemo-
citos NBT-positivos no mostré diferencias significativas res-
pecto al grupo control (P > 0.05).

Discusion
Morfologicamente, los hemocitos de Argopecten

purpuratus presentan un patrén celular semejante con los
hemocitos de la mayoria de los moluscos bivalvos, ya que es
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Tabla 2. Efecto de la opsonizacién de levaduras sobre la fagocitosis por los
hemocitos de A. purpuratus.

Table 2. Effect of the opsonization of yeasts on phagocytosis by hemocytes
of A. purpuratus.

Tratamiento N Porcentaje de fagocitosis
Control 1337+ 124
Opsonizacion 23.41+£8.7

Hemolymph’s hemolytic capacity

When A. purpuratus hemocytes were incubated with rat
erythrocytes, hemocytes showed a 38.01% hemolytic activity.
Meanwhile, when the serum hemolytic activity was evaluated,
it was determined that this had a 22.64% of hemolysis on rat
erythrocytes, thus establishing significant differences between
these hemolymph fractions (P < 0.05) (table 3).

Production of the superoxide anion

The production of the superoxide anion by Argopecten
purpuratus hemocytes was determined cytochemically, by
means of the reduction of NBT, which is observed as a blue
precipitate in the hemocytes’ cytoplasm (fig. 3). In all three
treatments to which monolayers were subjected to, the exist-
ence of significant differences was determined among them
(d.f. =2,12; F = 14,68; P <0.01) (table 4). When hemocytes
were incubated with zymosan, an increase in the number of
hemocytes containing the blue precipitate was observed, show-
ing significant statistical differences in respect to the control
and to the hemocyte monolayers incubated with zymosan and
SOD (P < 0.01). However, when cells were incubated in pres-
ence of SOD the percentage of NBT-positive hemocytes did
not show significant differences in respect of the control group
(P >0.05).

Figura 3. Observacion de la produccion de anién superoxido en hemocitos
de tipo granular en A. purpuratus incubados in vitro, revelado por la
reduccién del NBT a un precipitado azul (flechas). Barra de escala = 5 um.
Figure 3. Observation of the superoxide anion production in hemocytes
of granular type in A. purpuratus incubated in vitro, revealed by the
reduction of NBT to a blue precipitate (arrows). Scale bar =5 um.
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Tabla 3. Comparacion de la actividad hemolitica del suero y de los
hemocitos sobre los eritrocitos de rata.

Table 3. Comparison of the hemolytic activity of serum and hemocytes on
rat erythrocytes.

COIlStlF uy’epte N Porcentaje de hemolisis
hemolinfatico

Suero 9 2581124
Hemocitos 9 38.0+8.7

posible distinguir tanto hialinocitos como granulocitos. Diver-
sos criterios de clasificacion que han causado controversia se
han propuesto para identificar los tipos de hemocitos en molus-
cos, sin embargo, la mayoria de los investigadores han concor-
dado en que existen principalmente dos grupos de hemocitos
presentes en la hemolinfa de los moluscos bivalvos: los hiali-
nocitos y los granulocitos (Cheng, 1981).

Los tipos celulares encontrados en Argopecten purpuratus,
concuerdan con los datos proporcionados en la revision reali-
zada por Cheng (1981) para el pectinido Pecten maximus en
relacion con la existencia de hemocitos que presentan granulos
en su citoplasma, presentan una menor relacion nucleo-
citoplasma y presentan seudopodios. Sin embargo, en la revi-
sion efectuada por Auffret (1988) se descarta la existencia de
hemocitos granulares para los pectinidos Pecten maximus y
Chlamys varia. En el presente trabajo la clasificacion morfolo-
gica de los hemocitos granulares no solo se determind por la
existencia de granulos, sino ademas por una menor relacion
nucleo-citoplasma y la presencia exclusiva de seudopodios
para este tipo celular.

El analisis por hemograma de la hemolinfa en los ostiones,
reveld cambios estacionales en el nimero de hemocitos, expre-
sados en una diferencia significativa (P < 0.05) entre las esta-
ciones de otofilo e invierno. Esto concuerda con los
antecedentes respecto a hemogramas de poblaciones cultivadas
de Mytilus galloprovincialis, donde el nimero de hemocitos de
la hemolinfa presenta variaciones con respecto a la temperatura
(Carballal et al., 1998). Un aumento o disminucion en el
numero de hemocitos también puede ser provocado por la pre-
sencia de parasitos, por lo que este parametro ha sido utilizado
para evaluar el efecto de ciertos parasitos sobre la condicion
fisiologica del hospedador (Ford et al., 1993; Robledo et al.,
1995; Carballal et al., 1998).

Dado que en invertebrados puede ocurrir fagocitosis en
ausencia de opsonizacion, es posible sostener la existencia de
receptores que permiten un contacto directo entre los hemoci-
tos y moléculas de superficie de las membranas de las levadu-
ras. Los hemocitos de Argopecten purpuratus presentaron una
capacidad fagocitica basal de 13.3% sobre las levaduras, lo que
se repite con rangos variables en otras especies de invertebra-
dos, como Botryllus schlosseri con 11.0% (Ballarin et al.,
1994), Styela clava 28.0% y Styela plicata 22.0% (Kelly et al.,
1993) y Biomphalaria glabrata 20.0% (Fryer y Bayne, 1989).
Cuando los hemocitos de ostiones se incubaron con levaduras
tratadas con su suero, el porcentaje de fagocitosis aumento
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Tabla 4. Produccién de anion superoxido de los hemocitos de A.
purpuratus por reduccion de NBT a formazan.

Table 4. Superoxide anion production by A. purpuratus hemocytes
reduction of NBT to formazan.

% de hemocitos

Tratamiento N con el precipitado formazan

Control 9 4.12+t1.4

Zymosan 9 8.46+2.0

SOD 3.78 £0.47
Discussion

Morphologically, hemocytes of Argopecten purpuratus
show a cell pattern similar to that of most bivalve mollusks
since it is possible to distinguish hyalinocytes and granulo-
cytes. Diverse controversial classification criteria have been
proposed to identify types of hemocytes in mollusks, neverthe-
less, most of the researchers have agreed in that there are
mainly two groups of hemocytes in the hemolymph of bivalve
mollusks: hyalinocytes and granulocytes (Cheng, 1981).

Cell types found in Argopecten purpuratus agree with data
from the review by Cheng (1981) for the pectinid Pecten
maximus in regard of the existence of hemocytes that bear
granules in their cytoplasm, they show a lower nucleus-cyto-
plasm relation and pseudopodia. However, in the review by
Auffret (1988), the existence of granular hemocytes in the pec-
tinids Pecten maximus and Chlamys varia is discarded. In the
present study, the morphological classification of granular
hemocytes not only was determined by the presence of gran-
ules, but by a lower relation nucleus-cytoplasm besides the
presence of pseudopodia exclusive for this cell type.

The analysis by scallop hemolymph hemogramme,
revealed seasonal changes in the number of hemocytes,
expressed as a significant difference (P > 0.05) between
autumn and winter. This agrees to the backgrounds in respect
to hemogrammes of cultured populations of Mytilus
galloprovincialis, where the number of hemolymph hemocytes
exhibits variations in regard of the temperature (Carballal et
al., 1998). An increase or reduction in the number of
hemocytes can also be caused by the presence of parasites.
This is why this parameter has been used to evaluate the effect
of certain parasites on the host’s physiological condition (Ford
et al., 1993; Robledo et al., 1995; Carballal et al., 1998).

Given that phagocytosis can occur without opsonization in
invertebrates, it is possible to sustain the existence of receptors
that allow the direct contact between hemocytes and surface
molecules of yeast membranes. Hemocytes of Argopecten
purpuratus showed a basal phagocytic capacity of 13.3% on
yeasts, which also occurs with variable ranges in other
invertebrate species such as Botryllus schlosseri, with 11.0%
(Ballarin et al., 1994), Styela clava 28% and Styela plicata
22.0% (Kelly et al., 1993) and Biomphalaria glabrata 20.0%
(Fryer and Bayne, 1989). When scallops’ hemocytes were
incubated with serum-treated yeasts, the phagocytosis
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significativamente, lo que indicaria la presencia de moléculas
opsonizadoras que optimizan la respuesta fagocitica (Fryer y
Bayne, 1989; Kelly ef al., 1993). Sin embargo en otras espe-
cies, como en el molusco Helix aspersa, la presencia de facto-
res plasmaticos resulta indispensable para realizar la
fagocitosis (Fryer y Bayne, 1989).

Las reacciones citotoxicas han sido reportadas en un
amplio numero de especies de invertebrados incluyendo,
esponjas, celenterados, sipunculidos, anélidos, artropodos,
equinodermos, protocordados y moluscos (Ratcliffe et al.,
1985). Estas reacciones citotoxicas pueden estar mediadas por
células de la hemolinfa o por factores hemoliticos del suero.
Uno de los modelos experimentales mas utilizados para medir
la citotoxicidad de hemocitos, o del suero, es la medicion de la
liberacion de la hemoglobina por eritrocitos de diferentes espe-
cies (Leippe y Renwrantz, 1988; Parrinello ef al., 1993).

En moluscos se ha determinado actividad citotoxica para
los componentes de la hemolinfa en Mercenaria mercenaria
(Anderson, 1981), Corbicula fluminea (Yoshino y Tuan, 1985)
y Mytilus edulis (Leippe y Renwrantz, 1988). En moluscos
pectinidos no existen hasta el momento informes sobre activi-
dad hemolitica de la hemolinfa. Los resultados obtenidos deter-
minaron que tanto en los hemocitos como en el suero de
Argopecten purpuratus hay moléculas con actividad citotoxica
contra eritrocitos de rata. En Mytilus edulis se ha demostrado
que las células inmunitarias de estos moluscos son capaces de
secretar moléculas citotoxicas que causan lisis de eritrocitos en
placas de agarosa, las cuales se han denominado hemolisinas
(Leippe y Renwrantz, 1988).

En los hemocitos de Argopecten purpuratus la produccion
de anidn superdxido fue detectada por la reduccion del NBT.
Al igual que en el ostion del norte, otras especies de bivalvos
tales como Mytilus edulis, Crassostrea virginica, Ostrea edulis
(Bachere et al., 1991; Anderson y Brubacher, 1995), pectinidos
como Patinopecten yessoensis (Nakamura et al., 1985) y
Pecten maximus (Le Gall et al., 1991) presentan produccion de
anion superoxido. Al incubar los hemocitos con zimosan fue
también posible asociar este proceso oxidativo antibacteriano
con la fagocitosis. Sin embargo, en otros moluscos bivalvos
como Ruditapes decussatus y Cerastoderma edule (Lopez et
al., 1994) se ha determinado que los hemocitos no son capaces
de producir radicales toxicos de oxigeno durante la fagocitosis.
La actividad fagocitica se asocia con un aumento de la respira-
cion aerdbica, lo que sugiere un aumento de la produccion de
02, por lo que la reduccion del NBT se estimula con levaduras
o zimosan. Se ha estimado que sélo las células que contienen
particulas recién fagocitadas responden positivamente a la
prueba del NBT. El efecto de la enzima SOD fue similar al
obtenido por Ballarin ef al. (1994) con hemocitos de Botryllus
schlosseri y por Carballal et al. (1997) con hemocitos del
bivalvo Mytilus galloprovincialis. La falta de efecto inhibitorio
de la enzima SOD con respecto al control, indicaria la dificul-
tad de los hemocitos en la endocitosis de la enzima.

La caracterizacion y determinacion de la variacion estacio-
nal en el nimero de hemocitos, las capacidades fagociticas y
citotoxicas de la hemolinfa de Argopecten purpuratus podrian
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percentage increased significantly, what would indicate the
presence of opsonizing molecules that optimize the phagocytic
response (Fryer and Bayne, 1989; Kelly et al, 1993).
However, in other species such as the mollusk Helix aspersa,
the presence of plasmic factors is necessary to perform
phagocytosis (Fryer and Bayne, 1989).

Cytotoxic reactions have been reported in a large number
of invertebrate species including sponges, coelenterates,
sipunculids, annelids, arthropods, echinoderms, protochordates
and mollusks (Ratcliffe et al., 1985). These cytotoxic reactions
can be mediated by hemolymph cells or by serum hemolytic
factors. One of the most used experimental models to assess
the cytotoxicity of hemocytes or serum is measuring the libera-
tion of hemoglobin by erythrocytes from different species
(Leippe and Renwrantz, 1988; Parrinello et al., 1993).

Cytotoxic activity has been determined for the hemolymph
components in the mollusks Mercenaria mercenaria
(Anderson, 1981), Corbicula fluminea (Yoshino and Tuan,
1985) and Mytilus edulis (Leippe and Renwrantz, 1988). Cur-
rently, there are not any reports about the hemolytic activity of
the hemolymph in pectinid mollusks. Results obtained deter-
mined that in the hemocytes as in the serum of Argopecten
purpuratus there are molecules with cytotoxic activity against
rat erythrocytes. Immunitary cells of Mytilus edulis have been
demonstrated able to secrete cytotoxic molecules that cause
lysis of erythrocytes in agarose plates, for which they have
been called hemolysines (Leippe and Renwrantz, 1988).

In Argopecten purpuratus hemocytes, the production of the
superoxide anion was detected by the reduction of NBT. As in
the scallop, other bivalve species such as Mytilus edulis,
Crassostrea virginica, Ostrea edulis (Bachére et al., 1991,
Anderson and Brubacher, 1995), pectinidae as Patinopecten
yessoensis (Nakamura et al., 1985) and Pecten maximus
(Le Gall et al., 1991) exhibit the production of the superoxide
anion. By incubating hemocytes with zymosan it was also pos-
sible to relate this antibacterial oxidative process to phagocyto-
sis. However, in other bivalve mollusks such as Ruditapes
decussatus and Cerastoderma edule (Lopez et al., 1994)
hemocytes have been determined unable to produce oxygen
toxic radicals during phagocytosis. Phagocytic activity is
related to an increase in aerobic respiration, suggesting a rise in
the production of 0%, therefore the decrease of NBT is stimu-
lated with yeasts or zymosan. It has been estimated that only
cells that contain recently phagocyted particles respond posi-
tively to the NBT test. The effect of the enzyme SOD was sim-
ilar to that obtained by Ballarin ef al. (1994) with hemocytes of
Botryllus schlosseri and by Carballal et al. (1997) with
hemocytes of the bivalve Mytilus galloprovincialis. The lack
of the inhibitory effect of the enzyme SOD in respect of the
control would indicate the difficulty of hemocytes in the
endocytosis of the enzyme.

The characterization and determination of the seasonal
variation in the number of hemocytes, the phagocytic and cyto-
toxic capacities of the hemolymph of Argopecten purpuratus
could become useful parameters in future evaluations of
possible modifications that the immune system of mollusks
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convertirse en parametros utiles en la evaluacion futura de
posibles modificaciones que experimente el sistema inmune de
moluscos, frente a determinadas condiciones ambientales,
como temperatura, oxigeno disuelto, pH, presencia de iones,
metales pesados u otros parametros abidticos, como también
frente a determinados organismos patdgenos tales como bacte-
rias, hongos y protozoos en condiciones de cultivo o en
ambiente controlado.
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