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Citospin, una alternativa para el estudio y 
caracterización morfológica de hemocitos de 
camarones peneidos (Crustacea: Decapoda)

Antonio Joel Ruiz-Uribe *, Gabriel Aguirre-Guzmán *, Víctor Alonso Urbina-
González *

Resumen

Citospin, una alternativa para el 
estudio y caracterización 
morfológica de hemocitos de 
camarones penéidos (Crustacea: 
Decapoda).  La hemolinfa puede 
ser usada como una alternativa para 
determinar el estado de salud de los 
camarones, pero es uno de los 
parámetros menos evaluados en la 
patología de estos organismos. 
Camarones juveniles (Penaeus sp.), 
de 2 a 5 cm, procedentes de la laguna 
de Soto La Marina, Tamaulipas, 
México ,  fueron  a lo jados  y  
aclimatados en el laboratorio 
durante una semana en agua marina 
con aireación. Estos organismos 
fueron utilizados para obtener su 
hemolinfa por medio del corte de la 
anténula y de la punción cardiaca o 
del seno ventral, usando una 
solución Alserver modificada 
(MAS), ácido etilen-diamino 
tetracético (EDTA) o citrato de sodio 
como anticoagulantes. La punción 
en el seno ventral proporcionó el 
mayor volumen de hemolinfa y 
calidad en las células contenida en 
ella, siendo la solución de MAS 
refrigerada a 4ºC el  mejor  
anticoagulante. La muestra de 
hemolinfa obtenida a partir del seno 
ventral fue citocentrifugada en un 
citospin por 5 min, teñida con 

Abstract

Cytospin, an alternative for the 
s t u d y  a n d  m o r p h o l o g i c  
characterization of haemocyte 
of penaeid shrimps (Crustacea: 
Decapoda). The haemolymph can 
be used to evaluate the shrimp health 
status; however, is one of the 
parameters less evaluated in shrimp 
pathology. Juvenile (2-5 cm) 
shrimps (Penaeus sp.) collected in 
the Soto La Marina lagoon, in 
Tamaulipas, Mexico, were housed 
and acclimatized to laboratory 
conditions, one week on seawater 
with aeration. Those organisms were 
used for haemolymph collection from 
the cut of antennules, heart or 
ventral sinus puncture, using 
Alserver modified solution (MAS), 
etilen-diamino tetracetic acid 
(EDTA) or sodium citrate as 
anticoagulants. The ventral sinus 
puncture provided the higher 
haemolymph collection and cell 
quality, and where MAS at 4ºC was 
the best anticoagulant. The samples 
from sinus ventral puncture were 
cytocentrifugated using a cytospin 
(5 min), stained with haematoxylin 
and eosin (H&E), and observed in 
microscope. At 187 G centrifugation 
shows a best cell integrity, 
identification, and observation of the 
characteristics and morphology of 

Résumé

Cytospin, une alternative pour 
l´étude et la caractérisation 
morphologique des hémocytes 
d e  c r e v e t t e s  p é n é i d e s  
( C r u s t a c e a :  D e c a p o d a ) .   
L´hémolymphe qui peut être utilisée 
comme alternative pour déterminer 
l´état de santé des crevettes, est un 
des paramètres les moins évalués 
dans la pathologie de ces organismes. 
Des crevettes juvéniles (Penaeus 
sp.), de 2 à 5 cm, provenant de la 
lagune de Soto La Marina, 
Tamaulipas, Mexique, ont été 
lacclimatées en laboratoire pendant 
une semaine en eau marine, avec 
aération. Ces organismes ont été 
utilisés pour obtenir l´hémolymphe 
par coupe de l´antennule et ponction 
cardiaque ou du sinus ventral, avec 
une solution Alserver modifiée 
(MAS), de l´acide éthylène diamino 
tétra-acétique (EDTA), ou du citrate 
de sodium comme anticoagulants. 
La ponction dans le sinus ventral a 
proportionné un plus grand volume 
d´hémolymphe et une qualité 
supérieure de cellules, avec la 
solution de MAS réfrigérée à 4ºC 
comme meilleur anticoagulant. 
L´échantillon d´hémolymphe obtenu 
à partir du sinus ventral a été 
centrifugé dans un cytospin pendant 
5 min, teinté avec de l´hématoxyline 
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hematoxilina y eosina (H&E), y 
observada al microscopio. Una 
centrifugación a 187 G permitió una 
mejor conservación, identificación, y 
observación de las características 
morfológicas de los hemocitos 
(granulares, semi-granulares y 
hialinos). La aplicación de carbonato 
de litio (0.002 mM por 5 s) durante 
la tinción con H&E, mejoró y 
favoreció la observación de las 
características celulares.

P a l a b r a s  c l a v e s :  
A n t i c o a g u l a n t e s ,  
citocentrifugación, hemolinfa, 
tinción.

the haemocytes (granular, semi-
granular and hyaline cells). The 
addition of lithium carbonate (0.002 
mM by 5 sec) during the H&E 
staining helped to best observation of 
cell characteristic.

Key words: Anticoagulants, 
c y t o c e n t r i f u g a t i o n ,  
haemolymph, stain.

et éosine (H&E), et observé au 
microscope. Une centrifugation à 
187 G a permis une meilleure 
conservation, identification, et 
observation des caractéristiques 
morphologiques des hémocytes 
(granulaires, semi granulaires et 
hyalins). L´application de carbonate 
de lithium (0.002 mM pendant 5 s) 
durant la teinte avec H&E, a 
amélioré et favorisé l´observation des 
caractéristiques cellulaires. 

Mots clefs: Anticoagulants, 
c y t o c e n t r i f u g a t i o n ,  
hémolymphe, teintes.

Fueron recolectados varios camarones lo descrito por Prophet et al. (1995) 
juveniles (Penaeus sp.), de 2 a 5 cm de longitud, manteniendo las células durante 15 min en 
en un vivero camaronícola de La Pesca, Soto La alcohol etílico (96%) y 15 min en hematoxilina 
Marina, Tamaulipas, México. Los camarones de Harris. Las laminillas fueron expuestas a 
fueron trasladados en bolsas de polietileno carbonato de litio (0.002 mM por 5 s) (Prophet 
conteniendo agua del vivero y oxígeno hacia la et al. 1995), siendo posteriormente observados 
sala de bioensayos de la FMVZ-UAT en donde en un microscopio óptico a fin de determinar la 
fueron aclimatados durante una semana y presencia de lisis, degranulación, ruptura y la 
distribuidos en diez peceras con 40 l de agua concentración celular (Roch 1999, Bachére 
con salinidad de 20-24‰, pH de 7-8, 2000, Muñoz et al. 2000, Bacha & Wood 2001, 
temperatura 27-29ºC, aireación y filtro Sritunyalucktasana et al. 2001).
biológico. Los camarones fueron alimentados    El corte realizado en  la anténula de los 
con una dieta comercial para camarones con camarones generó una mortalidad menor del 
35% de proteína (Camaronina® de Purina©) a 10% en los organismos, siendo éste el 
una tasa diaria del 5% de su biomasa (Moullac protocolo menos agresivo para los mismos y el 
& Haffner 2000, Van de Braak et al. 2000). que propicio la menor manipulación de los 
  La hemolinfa de 10-20 camarones fue camarones. Sin embargo, al ser un área que no 
obtenida de los organismos por punción presenta un flujo importante de hemolinfa, 
cardiaca o a partir del seno ventral, empleando solo fue posible recolectar algunas gotas de 
para este fin una jeringa de 1 ml con 0.5 ml de este tejido, imposibilitando su uso en estudios 
anticoagulante (4°C) a una proporción de 2:1 posteriores. La punción cardiaca realizada en 
(Gargioni & Barranco 1998, Muñoz et al. 2000). los camarones generó una recolecta de 
Los anticoagulantes empleados fueron ácido hemolinfa no mayor de 0.1 ml, además de la 
etilen diamino tetracético (EDTA, 27 mM), la muerte del  80% de los organismos 
solución Alserver modificada (MAS, 30 mM de muestreados. El frotis realizado con esta 
citrato de sodio, 115 mM de glucosa, 338 mM muestra presentó gran cantidad de células de 
de cloruro de sodio, 10 mM de EDTA, pH 7), y hepatopáncreas. El proceso de succión 
citrato de sodio (34 mM) (Gargioni & Barranco generado por la jeringa durante la toma de la 
1998, Montaño-Pérez et al. 1999, Van de Braak muestra ,  aunado a  la  cercanía  del  
et al. 2000, Sritunyalucktasana et al. 2001, hepatopáncreas con el corazón, pudieron ser 
Anónimo 2003). También se obtuvo la los motivos que propiciaron este fenómeno. 
hemolinfa realizando un corte en la anténula Esto siguiere que este método no es adecuado 
de los organismos, usando tijeras estériles y para extraer hemolinfa de organismos 
limpiando previamente el área con alcohol al menores de 5 cm, tal como sugieren Bachère et 
70% (Braak 2002). al. (1995a), Moullac & Haffner (2000) y Braak 
     Una  muestra  de  la  hemolinfa recolectada (2002). La punción del seno ventral permitió la 
fue observada en frotis (microscopia óptica) a mayor cantidad de recolecta de hemolinfa 
fin de establecer la eficacia de cada uno de los (>0.4 ml), generando solo un 20% de 
anticoagulantes para la conservación de los mortalidad en los organismos muestreados y 
hemocitos (Muñoz et al. 2000). La hemolinfa presentó una buena calidad de hemocitos para 
que brindó la mejor calidad de hemocitos fue ser observados bajo el microscopio.
posteriormente centrifugada en un citospin   El uso de EDTA redujo el tiempo de 
por 5 min a diferentes gravedades (119, 136, coagulación hasta 30 s, sin embargo, también 
153, 170, 187, 200, 204 G) para concentrar los propició una alta lisis celular y degranulación 
hemocitos y observar el efecto de la de los hemocitos. El citrato de sodio permitió 
centrifugación en éstos (Bachére et al. 1995a, una adecuada observación de los hemocitos en 
Ferreira et al. 2003). Los hemocitos fueron el frotis y generó un retardo en la lisis celular 
posteriormente teñidos con H&E, conforme a de los mismos. Sin embargo, cuando el tiempo 

3534

Los camarones son invertebrados de una gran inmune eficiente, se han realizado estudios en 
importancia comercial que están sujetos a los invertebrados encaminados a utilizar los 
numerosos agentes patógenos, que pueden ser parámetros de la hemolinfa para determinar 
controlados por el organismo apoyado en gran sus variaciones fisiológicas (Bachére et al. 
medida por las características de su sistema 2000). Parámetros como proteína total, 
inmune (Bachére 2000). La primera parte del concentración de glucosa, actividad de la 
sistema de defensa de los camarones consiste fosfatasa alcalina, tiempo de coagulación, 
de una cutícula o exoesqueleto, la cual número y tipo de células sanguíneas, y 
representa una barrera física para los agentes actividad antibacterial han sido considerados 
patógenos (Sugumaran 1996). Sin embargo, como marcadores potenciales de salud o 
Destoumieux et al. (2000) señalan que la primer enfermedad y representan una de las 
línea de defensa del sistema inmune en el principales herramientas para la medicina 
camarón, contra agentes bacterianos, son veterinaria y humana. Sin embargo, resulta 
diversos péptidos antimicrobianos tales como contrastante que estos parámetros son 
Pen-1, Pen-2, Pen-3a, Pen-3b y Pen-3c. Existen difícilmente evaluados en la patología de 
además mecanismos de defensa realizados a camarones (Hose et al. 1984, Persson et al. 1987, 
nivel celular para detectar y atacar moléculas, Hall & Van Ham 1998, Bachére 2000). Solo el 
parásitos o patógenos, esta parte del sistema tiempo de coagulación, los cambios en el 
inmune consiste de elementos de respuesta número de hemocitos totales y las proteínas de 
humoral, la fagocitosis, la encapsulación, la choque térmico son esporádicamente 
aglutinación y el sistema profenoloxidasa empleados (Lightner 1996, Bachére 2000, 
(proPO) (Bachére et al. 1995a-b, Roch 1999). Muñoz et al. 2000, Gross et al. 2001). 
     Las células de defensa de los camarones son     El presente estudio consistió en establecer 
los hemocitos (hialinos, semigranulares, y un procedimiento para la obtención de la 
granulares) y generan factores de defensa tales hemolinfa del camarón y observar la eficacia 
como proteínas de coagulación, aglutininas de la citocentrifugación o citospin, además de 
(lectinas), enzimas hidrolíticas, y péptidos la tinción con hematoxilina y eosina (H&E) a 
antibacterianos (Johansson & Söderhäll 1989, fin de determinar sus efectos en los 
Gargioni & Barracco 1998, Bachére et al. 2000, componentes celulares y estructurales de los 
Muñoz et al. 2000). Tomando en cuenta que un hemocitos.
buen estado de salud es reflejo de un sistema 
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hematoxilina y eosina (H&E), y 
observada al microscopio. Una 
centrifugación a 187 G permitió una 
mejor conservación, identificación, y 
observación de las características 
morfológicas de los hemocitos 
(granulares, semi-granulares y 
hialinos). La aplicación de carbonato 
de litio (0.002 mM por 5 s) durante 
la tinción con H&E, mejoró y 
favoreció la observación de las 
características celulares.

P a l a b r a s  c l a v e s :  
A n t i c o a g u l a n t e s ,  
citocentrifugación, hemolinfa, 
tinción.

the haemocytes (granular, semi-
granular and hyaline cells). The 
addition of lithium carbonate (0.002 
mM by 5 sec) during the H&E 
staining helped to best observation of 
cell characteristic.

Key words: Anticoagulants, 
c y t o c e n t r i f u g a t i o n ,  
haemolymph, stain.

et éosine (H&E), et observé au 
microscope. Une centrifugation à 
187 G a permis une meilleure 
conservation, identification, et 
observation des caractéristiques 
morphologiques des hémocytes 
(granulaires, semi granulaires et 
hyalins). L´application de carbonate 
de lithium (0.002 mM pendant 5 s) 
durant la teinte avec H&E, a 
amélioré et favorisé l´observation des 
caractéristiques cellulaires. 
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obtenida de los organismos por punción presenta un flujo importante de hemolinfa, 
cardiaca o a partir del seno ventral, empleando solo fue posible recolectar algunas gotas de 
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(Gargioni & Barranco 1998, Muñoz et al. 2000). los camarones generó una recolecta de 
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etilen diamino tetracético (EDTA, 27 mM), la muerte del  80% de los organismos 
solución Alserver modificada (MAS, 30 mM de muestreados. El frotis realizado con esta 
citrato de sodio, 115 mM de glucosa, 338 mM muestra presentó gran cantidad de células de 
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Anónimo 2003). También se obtuvo la los motivos que propiciaron este fenómeno. 
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de los organismos, usando tijeras estériles y para extraer hemolinfa de organismos 
limpiando previamente el área con alcohol al menores de 5 cm, tal como sugieren Bachère et 
70% (Braak 2002). al. (1995a), Moullac & Haffner (2000) y Braak 
     Una  muestra  de  la  hemolinfa recolectada (2002). La punción del seno ventral permitió la 
fue observada en frotis (microscopia óptica) a mayor cantidad de recolecta de hemolinfa 
fin de establecer la eficacia de cada uno de los (>0.4 ml), generando solo un 20% de 
anticoagulantes para la conservación de los mortalidad en los organismos muestreados y 
hemocitos (Muñoz et al. 2000). La hemolinfa presentó una buena calidad de hemocitos para 
que brindó la mejor calidad de hemocitos fue ser observados bajo el microscopio.
posteriormente centrifugada en un citospin   El uso de EDTA redujo el tiempo de 
por 5 min a diferentes gravedades (119, 136, coagulación hasta 30 s, sin embargo, también 
153, 170, 187, 200, 204 G) para concentrar los propició una alta lisis celular y degranulación 
hemocitos y observar el efecto de la de los hemocitos. El citrato de sodio permitió 
centrifugación en éstos (Bachére et al. 1995a, una adecuada observación de los hemocitos en 
Ferreira et al. 2003). Los hemocitos fueron el frotis y generó un retardo en la lisis celular 
posteriormente teñidos con H&E, conforme a de los mismos. Sin embargo, cuando el tiempo 
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aglutinación y el sistema profenoloxidasa empleados (Lightner 1996, Bachére 2000, 
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Figura 1 . Frecuencia en porcentajes de fases sexuales en hembras de a) Panulirus inflatus y b) P. gracilis en las costas del 
sur de Sinaloa.
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en la toma de muestra fue mayor a 1 min, los puede ser usada para determinar el estado de 
hemocitos presentaron degranulación y salud de los camarones al conocer los 
destrucción inicial. La solución MAS permitió componentes de la misma. Otras técnicas 
una mejor integridad celular para observar los pueden ser empleadas en conjunto con la 
hemocitos bajo el microscopio, siendo además cuenta celular, tales como la evaluación con 
la que brindó los mejores resultados para los anticuerpos monoclonales (Bachére et al. 
estudios citológicos de la hemolinfa. Este 1995b, Van de Braak et al. 2000, Destoumieux et 
anticoagulante al ser complementado con al. 2000), pero siendo esta de mayor costo.
formalina al 4%, mejoró la conservación de los    La tinción de H&E con 15 min en alcohol 
hemocitos y retardó la destrucción y etílico (96%) y 15 min en hematoxilina de 
degranulación de los mismos. Los resultados Harris, produjo una tinción celular muy 
obtenidos no muestran una eficiencia intensa, además de lisis celular. Fue necesario 
satisfactoria del EDTA y citrato de sodio a reducir el tiempo a 4 y 5 min, respectivamente, 
diferencia de lo que señalaron Johansson & a fin de obtener una coloración celular, 
Söderhäll (1989) y Bachère et al. (1995a). La diferenciación y calidad celular adecuada (Fig. 
solución MAS mostró los mejores resultados 1A-B). La inmersión de las laminillas teñidas 
en la conservación de la hemolinfa, tal como lo en una solución con carbonato de litio, 
registraron Montaño-Pérez et al. (1999), favoreció la observación e identificación de las 
Muñoz et al. (2000) y Alabi et al. (2000). Los características celulares de los hemocitos. La 
resultados sugieren que la elección del Figura 1A-B muestra los hemocitos granulares 
anticoagulante es un factor determinante para (gr), las cuales son células grandes con un 
el éxito o fracaso en los estudios de la núcleo pequeño y poseen gran cantidad de 
hemolinfa como parámetro de salud de los gránulos citoplasmáticos. Los hemocitos 
camarones. Sin embargo, la elección del hialinos (h) son las células más pequeñas, 
anticoagulante dependerá también del uso poseen un gran núcleo comparado con el 
que se tenga destinado para la hemolinfa citoplasma, con pocos o ningún granulo 
(estudios de biología molecular, bacteriología, citoplasmático. Los hemocitos semi-
citología, etc.) ya que sus componentes pueden granulares (sg) son células con características 
llegar a afectar a los resultados. Si la muestra intermedias entre las dos células descritas 
de hemolinfa conserva su integridad celular anteriormente. Al utilizar el citospin a 187 G se 
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Figura 1 . Frecuencia en porcentajes de fases sexuales en hembras de a) Panulirus inflatus y b) P. gracilis en las costas del 
sur de Sinaloa.
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