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Introduccioén

En los crustaceos la digestion comienza en la cavidad cardiaca del estbmago y se continla
en los tubulos del hepatopancreas (Vonk, 1960). Es a nivel de esta glandula que la digestion
se hace mas activa (Van Wormhoudt, 1980), asegurada por enzimas secretadas por células
especializadas (Barker y Gibson, 1977). Cinco tipos celulares han sido descritos: las células E
(embryonic cells), las células R (resorptive cells), las células F (fibrilar cells), las células B
(blister-like cells) y las células M (midget cells) (Al-Mohanna et al., 1985a,b; Al-Mohanna y
Nott, 1987a,b; Vogt, 1994). El porcentage de cada tipo de células varia en funcién del estadio
de muda, las células F, responsables de la sintesis y de la secrecion de las enzimas
digestivas se encuentran en mayor concentracion en la intermuda (estadio C) (Toullec et al.,
1992).

La secrecion de las enzimas y la sintesis de las proteinas estan reguladas por diferentes
mecanismos, siendo el control hormonal de gran importancia (Fingerman et al., 1967). En los
peduinculos se encuentran diferentes hormonas peptidicas que regulan las principales
funciones de los crustaceos (la muda, la reproduccién y el metabolismo de los carbohidratos)
(Webster, 1986 en Carcinus maenas; Van Wormhoudt et al., 1984 en Palaemon serratus;
Huberman et al., 1993 en Procambarus bouvieri; Soyez et al., 1994 en Homarus americanus;
Sefiani et al., 1996 en Penaeus vannamei).

Diversos autores han estudiado la estimulacion de la secrecion de las enzimas digestivas in
vitro fundamentalmente de la amilasa bajo el efecto del calcio, de nucleétidos ciclicos, de
hormonas y otros efectores utilizando como modelo las células de vertebrados (Gardner,
1979; O'Doherty y Stark, 1982; Knight y Koh, 1984).

En los invertebrados se ha encontrado una estimulacion de la secrecion de la a-amilasa
hepatopancreética in vitro por la presencia del calcio y de la hormona hiperglucemiante en
Orconectes limosus (SedIimeier, 1988). Giard et al., (1995) obtuvieron efectos semejantes con
células de la glandula digestiva en Pecten maximun.
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Hasta este momento en los crustaceos se conocen trabajos in vitro sobre la estimulacion de la
secrecion de la a-amilasa por la influencia de diferentes efectores pero solamente a nivel del
organo (hepatopancreas) (Sedimeier, 1988).

Objetivos de la investigacion:

- Implementar un bioensayo in vitro utilizando células disociadas del hepatopancreas en dos
tipos de crustaceos decapodos, Palaemon serratus y Procambarus bouvieri.

- Determinar la secrecion de la a-amilasa por las células disociadas ante la presencia de
diferentes condiciones de incubacién, entre ellas, la influencia del ionoforo de calcio A 23187,
del AMP ciclico, de extractos del peddnculo ocular y de las neurohormonas de la familia de la
CHH.

Aplicacion en la Acuacultura:

Contar con un bioensayo in vitro que pueda detectar la estimulacién de las enzimas digestivas
como la a-amilasa bajo la influencia de diferentes efectores antes de realizar los bioensayos
in vivo.

Materiales y Métodos

Animales

Procambarus bouvieri es un crustaceo de agua dulce. Su peso medio es de 20 g y su talla de
20 cm. Palaemon serratus y Penaeus notialis son crustdceos marinos. Los organismos fueron
mantenidos en acuarios de 30 litros con filtros biolégicos. Para los bioensayos los camarones
se seleccionaron en estadio C de intermuda.

Viabilidad celular

La identificacion de las células se realiz6 siguiendo la metodologia de Vogt, (1994). La
viabilidad de las células es controlada utilizando azul tripdn 0.2%. Después de cada
experiencia, una alicuota de la suspension celular es observada al microscopio Optico con el
objetivo de realizar el conteo de las células mediante una céamara de Malassez. La
estimacion de la tasa de viabilidad celular es calculada a través de la férmula siguiente:
Sobrevivencia celular = células vivas/(células vivas + células muertas).

Medios de separacion y de incubacion celular para Palaemon serratus.

Tres medios salinos son utilizados: el primero es un medio fisiolégico que contiene NacCl
(427mM), CacCl, (30.0mM), KCI (15.7mM), MgCl, (13.0mM), Na,SOs (8.4mM), NaHCO3
(4.2mM). El segundo medio salino se encuentra desprovisto de iones divalentes y es utilizado
en la disociacion, esta compuesto de: NaCl (467mM), KCI (15.7mM), Na;SO4 (8.4mM),
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NaHCOs (4.2mM) a pH 7.4. El tercer medio de incubacion es el medio Van Harreveld (1936).
Todos estos medios fueron ajustados a un pH de 7.4 y una osmolaridad calculada de
1100mOsmoles.

Medios de separacion y de incubacion celular para Procambarus bouvieri.

Dos medios son utilizados. El primero es el medio Van Harreveld (1936). El segundo es el
medio 199 que contiene sales de Earles y de la L-glutamina. La osmolaridad es ajustada a
450 mOsmol y pH 7.4. A estos dos medios se le afiaden 1% de albdmina bovina. A todos los
medios se le adicionan dos antibioticos (estreptomicina, 100ug/ml; penicilina-G 100Ul/ml), asi
como un fungicida (anfotericina-B, 0.25ug/ml).

Condiciones optimas de incubacion celular.

a) Temperatura.
Las células son incubadas a diferentes temperaturas: 5, 10, 20 y 30°C.

b) AMP ciclico y ionoforo de calcio A23187 ( C7522).

Una solucién de adenosin monofosfato3-5’ciclico es preparada a concentraciones de 1, 5, 50
y 200uM y una solucion de ionoforo de calcio a concentraciones de 10, 50 y 100uM en
solucién salina.

Preparacion de los extractos.

a) Extracto bruto de pedunculo ocular de P. notialis.

Dos tipos de extracciones fueron realizados en los pedunculos oculares de P. notialis. Una con
acido acético al 0.1% y la otra con acetato de amonio 10 mM. Un gramo de peddnculo ocular
en distintos estadios del ciclo de muda (postmuda B, intermuda C y premuda (Do, D1 y D2)
fueron macerados y centrifugados a 1800 g, posteriormente fueron liofilizados vy
resuspendidos 2 ml de solucién salina.

b) Extracto de las glandulas del seno de P. bouvieri y de las neurohormonas se realizaron
segun la metodologia de Huberman et al., (1993, 1995).

Determinacion de proteinas.

Las proteinas solubles del extracto del pedinculo ocular se cuantificaron segun el método de
Lowry et al.,, (1951). La concentracion de proteinas de las neurohormonas puras fueron
medidas por el método de Hazra et al ., (1984).

Determinacion de la actividad de la enzyma a-amilasa.

La actividad de la a-amilasa fue medida por un método colorimétrico (No 577, Sigma). Este
método esta basado en la liberacion del nitrofenol detectado a 405 nm.

Los resultados fueron expresados de la siguiente manera: UA/min/10 ® células
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La unidad de actividad (UA) se definio:

UA= Unidad/mi= (D Abs x VT x 1,25)/ (E x VE x 1)

D Abs = diferencia entre las absorbancias finales e iniciales.

VT= volumen total

VE= volumen de la muestra

E= coeficiente de absorcién del p-nitrofenol

1= trayecto optico.

El porcentaje de liberacion total corresponde a la actividad al final de cada incubacion dentro
del medio y en las células.

Pruebas estadisticas

Los resultados fueron comparados utilizando ANOVA de clasificacion simple y la prueba de
Duncan con un 95% de confianza.

RESULTADOS

Implementaciéon del bioensayo in vitro, utilizando células disociadas de
hepatopancreas de P. serratus y P. bouvieri.

1. Condiciones optimas de difusion basal de la amilasa por las células disociadas del
hepatopancreas de P. serratus y P. bouvieri.

Después de realizar la disociacion de las células es indispensable lograr una alta
sobrevivencia en las mismas con el objetivo de disponer de un medio de incubacién adecuado
para probar posteriormente diferentes factores que estimulen la respuesta bioldgica de las
células.

La calidad de los medios de incubacion se definiran segin dos criterios fundamentales: la
sobrevivencia celular y la secrecion basal minima de la amilasa por las células disociadas del
hepatopancreas en el medio de incubacion.

a) Utilizacion de diferentes medios de incubacion.

Dos soluciones salinas fueron utilizadas en los bioensayos para P. serratus, el medio Van
Harreveld (VH) y el medio Tampoén Disociacion (TD). La secrecion de la a-amilasa medida fue
la secrecion basal. EI aumento de esta secrecion puedo ser debido a la destruccion de
algunas células o a la liberacién pasiva de la enzima o a la influencia de algunos iones sobre
esta liberacion.

La figura 1 indica el porcentaje de la amilasa dentro de estos dos medios después de 30 min
de incubacién. El porcentaje observado para el medio VH es mas débil que el observado para
el TD con relacion al porcentaje total. Como resultado se utilizara el medio VH para las
proximas experiencias (respuesta basal minima).
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Figura. 1. Porcentaje de liberacion de c.-amilasa (basal) en los dos medios de incubacion celular: Medio
Van Harreveld (VH) y medio Tamp6n Disociacion (TD) en P. serratus. Tiempo de incubacion 30 min. VH
difiere estadisticamente de TD después de haber utilizado la prueba ANOVA, para un 95% de confianza.

La figura 2 refleja la influencia de diferentes medios de incubacién sobre la secrecion basal de
la amilasa por las células disociadas del hepatopancreas de P. bouvieri. De los medios
utilizados para la secrecion basal, los valores mas débiles se encontré en el medio 199 + 1%
de albumina.
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Figura. 2. Porcentaje de liberacion de la amilasa (basal) en diferentes medios (1. Medio 199, 2. Medio 199+
1% de albumina, 3. Medio VH, 4. Medio VH + 1% de albdmina) en P. bouvieri. Tiempo de incubacion 30
min. 1 difiere estadisticamente de 2,3 y 4 después de haber utilizado la prueba ANOVA, para un 95% de
confianza.

Los valores de sobrevivencia celular determinados después de 30 min de incubacion (Fig. 3)
indican que los medios mas favorables para la incubacion de las células del hepatopancreas
de P. bouvieri son el medio 199 y el medio 199 + 1% de albumina.
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Estos resultados indican que el medio 199 + 1% de albimina es el aconsejado para las
incubaciones celulares de P. bouvieri debido a la alta sobrevivencia encontrada (mas del
95%) y la débil secrecion basal de la a-amilasa en 30 minutos de incubacion.
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Figura. 3. Sobrevivencia de las células del hepatopancreas de P. bouvieri en diferentes medios (1. Medio
199, 2. Medio 199+ 1% de albumina, 3. Medio VH, 4. Medio VH + 1% de albumina). Tiempo de incubacion
30 min, 16°C. 1 y 2 difieren estadisticamente de 3 y 4 después de la aplicacion de la prueba ANOVA y
Duncan al 95% de confiabilidad.

La tabla 1 muestra el porcentaje de la amilasa en los diferentes medios de incubacion (el
medio VH, el medio VH + 1% de albdmina, el medio 199 y el medio 199 + 1% de albumina) y
dentro de las células. Los resultados indican que el porcentaje de amilasa medido en el medio
aumenta en el transcurso de 60 min de incubacion, mientras el porcentaje de la amilasa
medido en las células disminuye.
En el transcurso de 30 min la respuesta de las células a la liberacion de la amilasa es
detectada para ambas especies estudiadas.

Tabla 1. Porcentaje de liberacion de la amilasa (basal) por las células disociadas del hepatopancreas
de P. bouvieri en diferentes medios de incubacion y a diferentes tiempos (0, 30 y 60 min).

% de amilasa determinada en los medios de incubaciéon a

diferentes tiempos

MEDIOS 0 minutos 30 minutos 60 minutos
medio VH 3 20 24
medio VH + 1% de albimina 8 10 14
medio 199 10 28 38
medio 199 + 1% de albUmina 3 9 26

b) Efecto de la temperatura.

Tan importante como la seleccién del medio de incubacion resulta la temperatura apropiada
para obtener una buena respuesta de las células sobre la secrecion de la amilasa (basal).

Diversas temperaturas fueron ensayadas (5, 10 y 20°C) sobre las células de P. serratus. El
efecto de la temperatura se relaciond con la sobrevivencia celular y la actividad basal de la
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amilasa liberada por las células en el medio salino TD, para tiempos de incubacion de 60 y
120 min (Fig. 4).

La sobrevivencia celular es del 97% para las diferentes temperaturas estudiadas en todas las
incubaciones. La actividad de la amilasa es detectada desde 5°C . Se observa un aumento a
20°C con relacion a 10 y 5°C después de 120 min de incubacion. Este resultado indica la
posibilidad de medir el efecto secretor de las células disociadas del hepatopancreas a
temperaturas comprendidas entre 5y 20°C .
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Figura. 4. Actividad de la amilasa medida en el medio VH de incubacién de las células disociadas del
hepatopancreas de P. serratus a diferentes temperaturas de incubacién durante 0(1), 30(2) y 60(3)
minutos. Las diferencias entre las medias se indican por letras diferentes(Prueba de Duncan).

En P. bouvieri la temperatura de la incubaciéon optima de las células se encontré entre 15 y
20°C donde la sobrevivencia obtenida es alta.

2. Efecto del AMP ciclico y del ionoforo de calcio A 23187 sobre la secrecion de la
amilasa por las células disociadas del hepatopancreas de P. serratus.

En los crustaceos no existe ninguna referencia relacionada con la secreciéon de la amilasa a
nivel celular.

a) Efecto del AMP ciclico.

La influencia del AMP ciclico sobre la respuesta de las células con relacién a la secrecion de
la amilasa se observa en la figura 5. La actividad de la amilasa medida en el medio de
incubaciéon VH a concentraciones de 5, 50 y 200 nM de AMP ciclico y en 60 min de
incubacion estimulan la secrecion de la amilasa de las células disociadas, observandose un
efecto dosis-respuesta significativo.
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Figura. 5. Efecto del AMP ciclico a diferentes concentraciones (0, 5, 10 y 50 mM) sobre la secrecién de la
amilasa in vitro por las células disociadas del hepatopancreas de P. serratus . Tiempo de incubacion 60 min.
Las diferencias entre las medias se indican por letras diferentes (Prueba de Duncan).

b) Utilizacion del ionoforo de calcio A 23187.

El ionoforo A 23187 (C 7522) ha sido probado en las células disociadas del hepatopancreas

de P. serratus a concentraciones de 10 y 50 nM. La Fig. 6 muestra que el ionoforo de calcio C
7522 estimula la liberacion de la amilasa dentro del medio. El efecto dosis-respuesta

encontrado es significativo.
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Figura. 6. Efecto de diferentes concentraciones de ionoforo A 23187 (C 7522) sobre la secrecion de la
amilasa in vitro por las células disociadas de hepatopancreas de P. serratus Tiempo de incubacién 30 min.
Las diferencias entre las medias se indican por letras diferentes (Prueba de Duncan).

El porcentaje de secrecion de la amilasa obtenido en el medio de incubacion con ionoforo de
calcio es semejante al obtenido con el AMP ciclico, 20, 31y 35 % para 0, 10 y 50 nM. Estos
resultados indican que el ionoforo de calcio y el AMP ciclico estimulan la secreciéon de la
amilasa de las células disociadas del hepatopancreas de P. serratus y ademas se encuentra
en relacién con la concentracion utilizada.
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3. Secrecion de la amilasa por las células incubadas en presencia de fracciones
purificadas del peduanculo ocular.

Este trabajo tiene como objetivo verificar el comportamiento de las células disociadas de
hepatopancreas (en P. serratus y en P. bouvieri) incubadas con extractos de pedinculos
oculares, glandulas sinusales y hormonas purificadas de la familia de la cHH.

a) Influencia de diferentes extractos del pedinculo ocular de P. notialis sobre la
secrecion de la amilasa de las células disociadas de P. serratus.
La actividad de la amilasa es medida en el medio VH de incubacién, el cual contenia
diferentes equivalentes de extractos de pedunculos oculares (0.4; 0.6 y 0.8 equivalentes) (1
equivalente = extracto correspondiente a 1 peddnculo ocular). La figura 7 muestra la curva
dosis-respuesta de la secrecién de la enzima con relacion al control.
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Figura. 7. Actividad de la amilasa en el medio de incubacion celular (en células de P. serratus) en presencia
de diferentes equivalentes del pedunculo ocular ( 0; 0,4; 0,6 y 0,8 equivalentes de P. notialis) . Extracto con
acido acético. Tiempo de incubacion 60 min. Las diferencias entre las medias se indican por letras
diferentes (Prueba de Duncan).

Los porcentajes de secrecion en el medio son de 18%, 34%, 45% y 60% para las
concentraciones de 0, 0.4, 0.6, y 0.8 equivalentes del pedinculo ocular. respectivamente.

Diferentes cantidades de extractos del pedunculo ocular fueron obtenidos con acetato de
amonio 10 mM (0, 1 y 2 equivalente) fueron utilizados para las incubaciones celulares. La
figura 8 muestra la respuesta de la actividad de la enzima en el medio a 60 min de
incubacion. La actividad secretora es proporcional a la cantidad de equivalentes del
pedunculo ocular en el medio donde las células son incubadas.
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Figura. 8. Actividad de la amilasa en el medio de incubacion celular (en células de P. serratus) en presencia
de diferentes equivalentes del pedunculo ocular (0, 1 y 2 equivalentes de P. notialis). Extracto con acetato
de amonio 10 mM. Tiempo de incubacién 60 min. Las diferencias entre las medias se indican por letras

diferentes (Prueba de Duncan).

El porcentaje de secrecion liberada por la células del hepatopancreas de P. serratus es de 16
%, 35% y 51% para 0, 1y 2 equivalentes del pedunculo ocular respectivamente.
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Figura. 9. Actividad de la amilasa en el medio de incubacién celular (P. serratus) con 0.8 equivalentes de
extracto de pedinculo ocular provenientes de camarones (P. notialis) en diferentes estadios del ciclo de

muda (B, C, DO, D1y D2 con relacién al testigo (T).

Extracto con acetato de amonio 10 mM. Tiempo de incubacion 60 min. Las diferencias entre
las medias se indican por letras diferentes (Prueba de Duncan).

La figura 9 indica la variacion de la actividad de la amilasa por las células (P. serratus)
incubadas con 0.8 equivalentes de extracto de pedunculo ocular proveniente de camarones
(P. notialis) en diferentes estadios del ciclo de muda. La incubacién celular con los extractos
en C, Do y D2 muestran una actividad de la enzima mayoritaria. Estos resultados ponen en
evidencia la reaccion cruzada entre las especies P. serratus y P. notialis.
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El porcentaje de secrecion encontrado es de 33% para el estadio B, 41% para el estadio C,
40% para el estadio Do, 30 % para el estadio D1, 39% para el estadio D2 con relacién al
testigo (26%).

b) Primeros estudios del efecto de extractos de la glandula sinusal y de hormonas
purificadas sobre la secrecion de la amilasa por las células disociadas del
hepatopancreas de Procambarus bouvieri.

Las incubaciones de las células disociadas del hepatopancreas de P. bouvieri en presencia de
diferentes concentraciones de la glandula sinusal se presentan en la figura 10. Un efecto
dosis respuesta es obtenido a partir de 0.5 equivalente hasta 6 equivalente de la glandula,
utilizando el medio 199 + 1% de albumina.
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Figura. 10. Actividad de la amilasa medida en el medio 199 + 1% de albumina secretada por las células
disociadas del hepatopancreas de P. bouvieri e incubadas a diferentes equivalentes de la glandula sinusal
(P. bouvieri) (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6). Tiempo de incubaciéon de 30 min. Las diferencias entre las medias se
indican por letras diferentes (Prueba de Duncan).

El porcentaje de liberacion de la amilasa al medio de incubacion por las células disociadas
del hepatopancreas de P. bouvieri es significativo a partir de 3 equivalentes de glandula
sinusal, con un valor maximo de secrecion del 18% con relacién al testigo (10%).

La secrecion de la amilasa por las células incubadas con hormonas purificadas a partir de la
glandula sinusal de P. bouvieri fue determinada. La figura 11 muestra que la incubacion de las
células con las dos isoformas de la hormona hiperglucemiante (cHH-I y cHH-II) estimulan la
secrecion de la amilasa con relacion al testigo, siendo la estimulacién producida por la cHH-II
superior a la de la cHH-I.
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Figura. 11. Actividad de la amilasa medida en el medio 199 + 1% de albumina, secretada por las células del
hepatopancreas de P. bouvieri e incubadas en concentraciones diferentes de las dos isoformas de la
hormona hiperglucemiante de P. bouvieri (cHH-1'y cHH-II). Tiempo de incubacién de 30 min. Las diferencias
entre las medias se indican por letras diferentes (Prueba de Duncan).

Los resultados muestran que las concentraciones de 50 nM (que se corresponden con
208ng/500 pl y 4 glandulas sinusales) y 74 nM (que se corresponden con 312 ng/500 pl de
medio y 6 glandulas sinusales) tienen un efecto similar con relacion al porcentaje de
liberacion de la amilasa. La isoforma cHH-II estimula un 43% la secrecion de la amilasa con
relacion a la isoforma cHH-I (30% a 50 nM y un 24% a 74 nM). Ambas isoformas estimulan la
secrecion de la enzima con relacion al testigo (15%).

La actividad de la amilasa en presencia de la hormona inhibidora de la muda (Fig. 12) y de la
hormona inhibidora de las génadas (Fig. 13) es medida en el medio de incubacion de las
células del hepatopancreas de P. bouvieri. Los resultados muestran que la secrecion de la
amilasa no es estimulada ni por la hormona inhibidora de la muda (MIH) ni por la hormona
inhibidora de las gonadas(GIH). Las concentraciones de proteinas son equivalentes a 2, 4, 6
y 8 glandulas sinusales (en 500 pl de medio de incubacion).
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Figura. 12. Actividad de la amilasa medida en el medio 199 + 1% de albumina, secretada por las células del
hepatopancreas de P. bouvieri e incubadas en concentraciones diferentes de la hormona inhibidora de la
muda (MIH) de P. bouvieri (3 nM=12.4 ng/500 pl= 2 glandulas; 6 nM= 24.8 ng/500 pl= 4 glandulas; 9 nM=
37.2 ng/500 pl= 6 glandulas; 12 nM= 49.6 ng/500 pl= 8 glandulas) Tiempo de incubacion de 30 min. Las
diferencias entre las medias se indican por letras diferentes (Prueba de Duncan).
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Figura. 13. Actividad de la amilasa medida en el medio 199 + 1% de albumina, secretada por las células del
hepatopancreas de P. bouvieri e incubadas en concentraciones diferentes de la hormona inhibidora de las
gonadas (GIH) de P. bouvieri (3 nM= 25.4 ng/500 pl= 2 glandulas; 6 nM= 50.8 ng/500 pl= 4 glandulas; 9
nM= 76.2 ng/500 pl= 6 glandulas; 12 nM= 101.6 ng/500 pl= 8 glandulas) Tiempo de incubacion de 30 min.
Las diferencias entre las medias se indican por letras diferentes (Prueba de Duncan).

Este resultado indica de una parte, la existencia de una respuesta estimulatriz de la cHH en la
secrecion de la amilasa por las células disociadas del hepatopancreas y de otra parte que la
estimulacion que produce la isoforma cHH-II es superior a la estimulacion que produce la
isoforma cHH-I. Sin embargo, las hormonas inhibidoras de la muda (MIH) y de las gonadas
(GIH) no estimulan la secrecién de la amilasa.

DISCUSION

Implementacion del bioensayo in vitro con células disociadas del hepatopancreas.

La utilizacion de células disociadas de hepatopancreas de P. serratus o de P. bouvieri a
permitido determinar la secrecién de la amilasa en el medio. Hasta la fecha, en crustaceos
solamente se conoce el trabajo de Sedimeier (1988), donde utiliza el hepatopancreas para los
bioensayos in vitro. La implementacion de un bioensayo con células disociadas del
hepatopancreas tiene como ventajas: que los tejidos (muscular, nervioso y hemolinfatico)
presentes alrededor de las células son eliminados (Gibson y Baker, 1979), particularmente el
hemolinfatico donde se han detectado enzimas digestivas (Amiard et al., 1982; Kono et al.,
1995). También se eliminan los efectos que produce la accién de ciertos péptidos (los
neuromediadores influyen sobre la contraccion muscular de los tibulos hepatopancreaticos y
estimulan la liberacién de las enzimas dentro del lumen) sobre el sistema neuromuscular.

El establecimiento de un medio de cultivo que permita una tasa basal de actividad (minima)
de la amilasa en el medio y una tasa de sobrevivencia celular alta constituy6 la primera etapa
de esta investigacion.

Dos especies de crustaceos fueron utilizadas P. serratus y P. bouvieri. La sobrevivencia de la
células de P. serratus disociadas del hepatopancreas e incubadas por 86 horas en diferentes
medios fue determinada por Cancre (1997) con una sobrevivencia de 98%. En este trabajo se
obtuvo una sobrevivencia de 98.5% para el medio TD y de 97.5 para el medio VH, lo que
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confirma los resultados obtenidos por Cancre (1997). Con relacion a P. bouvieri, la
sobrevivencia mas alta se obtuvo para el medio 199 + 1% de albumina.

La difusion de la amilasa en el medio de incubacién mas débil (como respuesta de las células
disociadas) se encontré en P. serratus en el medio VH y en P. bouvieri en el medio 199 + 1%
de albumina.

Diversas temperaturas fueron estudiadas con el objetivo de lograr un minimo de difusion de la
enzima por las células en el medio de incubacion. Los mejores resultados fueron obtenidos
entre 20 y 10°C para P. serratus. En este rango de temperatura se obtuvieron igualmente
buenos resultados para la incubacion de las células de P. bouvieri.

Devillez y Fyler (1985) incubaron células disociadas de Orconectes rusticus en 22°C. Toullec
et al., (1992) y Cancre (1997) indican una temperatura de incubacion para las células
disociadas del hepatopancreas de P. serratus de 15°C, mientras que Frerichs (1996) reporta
28°C para Macrobrachium rosenbergii. Estas deferencias de temperaturas para las
incubaciones se corresponden con las temperaturas habituales de cada especie en su medio.

La validacién del bioensayo fue obtenida al estudiar el efecto de diferentes factores sobre la
secrecion de la amilasa. EI AMP ciclico en diferentes concentraciones mostré6 un papel
estimulador sobre la secrecion de la enzima por las células disociadas del hepatopancreas de
P. serratus coincidiendo con lo planteado por Cancre (1997) pero con respecto a la sintesis
de proteinas.

En los crustaceos, solamente Sdimeier (1988) demostrd la estimulacion de la secrecion de la
amilasa en hepatopancreas de Orconectes incubado en 100 uM de AMP ciclico.

En los bivalvos, una respuesta similar con relacion a la secrecion de la amilasa fue detectada
por las células disociadas del complejo estomago-glandula digestiva de Pecten maximus,
donde el AMP ciclico estimula la secrecion de la a-amilasa de forma semejante a lo
observado en vertebrados (Giard et al., 1995).

El calcio esta igualmente implicado en los mecanismos que controlan la liberacion de la
amilasa por las células disociadas del hepatopancreas de P. serratus. Concentraciones de 10
y 50 uM de ionoforo A 23187 muestran una respuesta estimulatriz en la secrecion de la
amilasa por las células disociadas. La influencia del ionoforo A 23187 fue estudiada por
Sedimeier (1988). La amilasa del hepatopancreas (in vitro) es igualmente estimulada en
Orconectes limosus por el calcio. EI Ca ** extracelular parece ser necesario para la secrecion
de amilasa por el hepatopancreas.

Estos resultados evidencian que puede ser utilizado como prueba biolégico en futuras
experiencias la secrecion de la amilasa por las células disociadas.

Secrecion de la amilasa por las células de hepatopancreas incubadas en presencia de
diferentes extractos de pedinculo ocular y de hormonas purificadas.

La utilizacion del bioensayo a permitido de poner en evidencia la influencia de diferentes
extractos del pedunculo ocular (extracto acido y extracto con acetato de amonio), asi como
extractos de la glandula sinusal sobre la secrecion de la amilasa por las células aisladas del
hepatopancreas de P. serratus y P. bouvieri.
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Esta respuestas difieren segun el estadio de muda. Es en los estadios C, Do y D2 que las
células incubadas presentan una secrecion maxima de la amilasa. Este resultado indica la
presencia de un factor estimulante de la secrecidon de la enzima, presente mayoritariamente
en intermuda y en premuda temprana (Van Wormhoudt et al., 1972). La baja de la actividad
enzimética en D1 es atribuida a la ausencia de ese factor estimulante en ese estadio. El
aumento de la actividad en D2 pudiera provenir de una nueva estimulacion de las células de
hepatopancreas por otros mecanismos, ya sea por la accion de metabolitos que intervienen
en el crecimiento o mas directamente por la accion de la ecdisona sobre la RNA polimerasa o
de la accion de una hormona o de pequefias moléculas activas secretada por los pedunculos.

La disminucién de la secrecién de la amilasa en D1 coincide con la disminucion de la
actividad especifica in vivo (Van Wormhoudt et al., 1972) y con una disminucién del nimero
de células inmunoreactivas por la cHH en D1 (Van Herp et al., 1984). En efecto, estos autores
localizaron utilizando métodos inmunocitoquimicos la localizacion de los sitios de sintesis, de
transporte, de almacenamiento y de liberacion de la cHH dentro del pedunculo ocular de P.
serratus. Durante el ciclo de la muda, el nUmero de células inmunopositivas aumenta del
estadio C al estadio Do, el minimo de células inmunoreactivas se encuentra en el estadio D1.
Posteriormente un ligero aumento es observado en D2.

Este trabajo muestra la capacidad biologica de las células aisladas del hepatopancreas (en
dos crustaceos) de responder a efectores de la secrecion de la amilasa. En P. bouvieri, se
probaron diferentes concentraciones de la cHH (50 y 74 nM) correspondiente a
concentraciones fisioldgicas determinadas de la glandula sinusal. Sin embargo, las
concentraciones probadas de la hormona inhibidora de la muda y de la hormona inhibidora de
las génadas no ejercen ningln efecto sobre la secrecion de la amilasa, no obstante estas
hormonas pudieran influir en otras funciones metabdlicas del hepatopancreas.

La presencia de receptores dentro de las células del hepatopancreas ha sido demostrada
Unicamente para la cHH. Kummer y Keller (1993) evidenciaron la existencia de receptores en
la membrana del hepatopancreas para la cHH de Carcinus maenas y de Orconectes limosus.
Estos autores sugieren que la especificidad de la actividad biologica de la cHH esta ligada a
la fijacion de la hormona sobre su receptor.

Las células incubadas con las dos isoformas de la hormona hiperglucemiante responden con
la secrecién de la amilasa. Se distingue que la respuesta de las células de hepatopancreas
incubadas con la isoforma cHH-II es dos veces superior a la respuesta de las células
incubadas con la cHH-I (Fig. 14), al ser medida esta respuesta en el medio de incubacion con
relacion al testigo (0%).
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Figura. 14. Porcentaje de secrecion de la amilasa de las células incubadas a concentraciones diferentes de
las dos isoformas de la hormona hiperglucemiante (cHH-1'y cHH-II), medido en el medio de incubacién con
relacion al testigo (0%).

Estas dos moléculas tienen el mismo peso molecular (8388 Da), la unica diferencia entre
ellas es que la cHH-II posee un tercer residuo de aminoacido diferente, la D-fenil alanina,
mientras que la cHH-I tiene la L-fenil alanina.

La inyeccion de cada isoforma de la cHH de P. bouvieri provocd la misma respuesta
hiperglucemiante. En C. maenas y C. pagurus (Chung y Webster, 1996), las dos isoformas de
la cHH producen igualmente respuestas hiperglicémicas semejantes. Soyez et al., (1994)
mostraron que las isoformas de la cHH de Homarus americanus, (la “cHHA [D-Phe’]”
(minoritaria) y la “cHHA [L-Phe®]” mayoritaria) producen respuestas hiperglicémicas entre 3 'y
4 horas respectivamente después de la inyeccion en Orconectes limosus.

Diversos bioensayos han sido realizados con el objetivo de demostrar la presencia dentro de
los extractos del pedunculo ocular, de la cHH y de sus isoformas. Sin embargo, los criterios y
los bioensayos utilizados muestran divergencia con relacion a la identificacion biol6gica de
esta hormona y de sus isoformas (Santos y Stefanello, 1991; Soyez et al., 1994; Yasuda et
al., 1994; Aguilar et al., 1995; Chung y Webster, 1996; Sefiani et al., 1996).

Conclusion

1. Implementacion de un bioensayo in vitro teniendo en cuenta el medio y la temperatura
adecuada para realizar las incubaciones de las células de P. serratus y P. bouvieri de tal
forma que se logre una secrecion basal de la amilasa y un alto porcentaje de sobrevivencia
en las células.

2. La relacion dosis respuesta encontrada en la secrecion de la a-amilasa por las células
incubadas a diferentes concentraciones de extractos del pedunculo ocular y de la glandula
sinusal indica la presencia dentro de esos extractos de factores estimuladores para la
secrecion de la enzima por las células disociadas y que dependera del estadio de muda en
que se encontraba el animal cuando se disec6 el peddnculo ocular. La incubacién celular con
hormonas purificadas evidencié una respuesta estimulatriz de la secrecion de la amilasa
cuando la incubacion se realiz6 con la cHH-I y la cHH-II, siendo la respuesta de las células
superior cuando era incubada con la cHH-II, sin embargo no se detectd respuesta cuando las
células eran incubadas con la MIH y la GIH.
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