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Modificacion de los parametros inmunitarios hemolinfaticos en el
ostion del norte (Argopecten purpuratus Lamarck, 1819)
afectados por el cuadro de retraccion del manto

Marcelo Gonzalez! & Gloria Arenas!

ILaboratorio de Genética e Inmunologia Molecular, Instituto de Biologia
Pontificia Universidad Catoélica de Valparaiso, Casilla 4059, Valparaiso, Chile

RESUMEN. En el ostion del norte Argopecten purpuratus se caracterizo la variacion de algunos parametros inmunita-
rios de la hemolinfa frente al cuadro patologico descrito como retraccion del manto y se establecid, mediante microsco-
pia de luz y electronica de transmision, una relacion entre la reaccion hemocitica de encapsulacion y esa sintomatologia.
La comparacion cuantitativa del numero de hemocitos, la capacidad fagocitica de estas células frente a levaduras y la
citotoxicidad de la hemolinfa en ejemplares con y sin retraccion del manto, demostrd que los ostiones que presentaron
retraccion del manto tienen una respuesta diferencial en los hemocitos y en el suero. Cuando hay retraccion del manto
el nimero de hemocitos circulantes disminuye. En cambio, el suero aumento su capacidad citotoxica frente a eritrocitos.
Por otra parte, cuando las levaduras fueron previamente incubadas en este suero disminuy¢ la capacidad fagocitica de
los hemocitos. Los resultados obtenidos muestran que el cuadro patologico denominado retraccion del manto del ostion
del norte determina una variacion significativa de los componentes inmunitarios celulares y humorales de la hemolinfa,
y una respuesta de encapsulacion frente a la presencia de cuerpos coalecentes en el manto.

Palabras clave: moluscos, inmunidad innata, hemocitos, ostion, Argopecten purpuratus.

Modification of hemolymphatic immune parameters in the scallop
(Argopecten purpuratus Lamarck, 1819) affected by mantle retraction

ABSTRACT. The scallop Argopecten purpuratus is characterized by variations in some immunity parameters of the
hemolymph when faced with the pathology known as mantle retraction. A relationship between the hemocytic reaction
of encapsulation and this pathology was established with light and electronic transmission microscopy. The quantita-
tive comparison of the number of hemocytes, the phagocytic capacity of these cells in the presence of yeasts, and the
cytotoxicity of the hemolymph in specimens with and without mantle retraction showed that the hemocytes and serum
of scallops with mantle retraction respond differently. When mantle retraction is observed, the number of circular he-
mocytes decreases. In exchange, the serum increases its cytotoxic capacity when faced with erythrocytes. On the other
hand, when the yeasts were previously incubated in this serum, the phagocytic capacity of the hemocytes decreased. The
results show that the pathology known as mantle retraction in the scallop determines a significant variation in cellular
immunity and the humoral components of the hemolymph, and an encapsulation response in the presence of coalescent
bodies in the mantle.

Key words: mollusks, innate immunity, hemocytes, scallop, Argopecten purpuratus.
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INTRODUCCION seudopodios, actividad fagocitica, citotoxicidad y

encapsulacion de particulas de gran tamaifio (Roch,

1999). Estas células circulantes estan presentes en

la hemolinfa, pero también son capaces de salir de

La respuesta inmune en moluscos estd mediada por
factores celulares y humorales y se ha demostrado

que existe una estrecha vinculacion entre estos dos
componentes. Los hemocitos son células capaces
de generar cambios de forma por la emision de

la circulacion y migrar a otros tejidos del animal
donde pueden agregarse para restringir la infeccion
o alguna lesion tisular (Bachere et al., 2004). Su ca-
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pacidad de fagocitosis es una de las funciones esen-
ciales de los hemocitos para eliminar agentes exo-
genos como bacterias o protozoos (Bayne, 1990), en
este caso se induce la produccion de especies reacti-
vas de oxigeno (Nappi & Ottaviani, 2000; Lambert
et al., 2003). En bivalvos pectinidos la capacidad
fagocitica se ha evaluado en Pecten maximus con
diversos tipos de bacterias y levaduras (Lambert &
Nicolas, 1998).

La encapsulacion permite la inmovilizacion de
particulas de tamafo superior al de los hemocitos,
esta respuesta comprende la formacion de capas
concéntricas, formadas por hemocitos. La forma-
cion de capsulas de origen hemocitario frente a pro-
tozoos parasitos ha sido estudiada en detalle en la
ostra C. virginica (Cheng, 1996) y en las almejas
Tapes semidecussatus (Montes et al., 1995) y Mer-
cenaria mercenaria (Smolowitz et al., 1998). El
modelo mas estudiado en la respuesta inmune inna-
ta de hemocitos frente a las larvas de trematodos de
Schistosoma mansoni ha sido el molusco gastropo-
do Biomphalaria glabrata (Mollusca: Pulmonata)
(Bayne et al., 2001), donde se ha demostrado que
el parasito tiene un efecto modulador sobre varios
pardmetros hemocitarios, como la supresion de la
fagocitosis, cambio de la movilidad, variacion en el
nimero de hemocitos, citoadherencia y capacidad
metabdlica (Noda & Loker, 1989; Fryer & Bayne,
1990; Noda & Sato, 1990).

En el ostion del norte (Argopecten purpuratus) se
han caracterizado los componentes de su sistema de
defensa en relacion al ntimero y tipos de hemocitos,
capacidad fagocitica, citotoxica y de produccion de
especies reactivas de oxigeno (Gonzalez & Arenas,
2002). Sin embargo, no se ha descrito un tipo de
respuesta inmune que tome en cuenta estos diversos
parametros hemolinfaticos frente a un sintoma pa-
tologico. En este trabajo se evaliian los mecanismos
de la respuesta inmune en ostiones que presentan
un cuadro denominado retraccion del manto, des-
crito para ostiones cultivados por Campalans et al.
(1997). Este cuadro patoldgico se caracteriza por la
deformacion de valvas, deposicion de material os-
curo caracteristico al interior de éstas, retraccion del
borde externo del manto y presencia de un nimero
variable de cuerpos ovoides coalescentes. Esta ano-
malia se ha observado en los principales centros de
cultivo del sur de Chile, desde Calbuco a Chiloé.

MATERIALES Y METODOS

Los ostiones fueron obtenidos desde el centro comer-
cial de cultivo localizado en Horcon (32°42°04”S,
71°28°45”W), al norte de Valparaiso, Chile. Se es-
cogieron 250 ostiones de 49 a 92 mm de longitud
de valva, que se utilizaron para estudios morfologi-
cos, de fagocitosis y de citotoxicidad. Los ostiones
se observaron bajo lupa y se clasificaron segun el
cuadro de retraccion del manto (RM), tomando en
cuenta las principales caracteristicas morfologicas
descritas en la introduccion. Posteriormente, se es-
tabilizaron en estanques de 40 L en agua de mar a
17°C por 24 h. Los ejemplares que no presentaron
esta sintomatologia constituyeron el grupo control.

Caracterizacion morfolégica a nivel de micros-
copia de luz (ML) y electronica de transmision
(MET) del manto en ejemplares con retraccion

Del total de 250 ejemplares se seleccionaron 10
ostiones con RM y 10 ostiones control. De cada
ejemplar se obtuvieron tres muestras de diferentes
regiones del manto. Para ML el tejido fue fijado en
Bouin, deshidratado en alcoholes de gradacion cre-
ciente, embebidos en Histosec y cortados en un mi-
croétomo. Los cortes de 5 pm se tifieron con hema-
toxilina-eosina y se analizaron con un microscopio,
con equipo fotografico.

Para MET, las muestras se fijaron en glutaralde-
hido al 3% en 0,1 M de tampon cacodilato de sodio
(pH 7.4) conteniendo 0,1 M de sacarosa, por 3 h a
temperatura ambiente. Las muestras fueron postfi-
jadas en tetroxido de osmio al 1% en tampon ca-
codilato 0,1 M. Se tifieron en bloque con acetato
de uranilo, se deshidrataron en grados crecientes de
alcohol y luego se incluyeron en Epon. Se obtuvie-
ron cortes de 1 pm en un ultramicrétomo Reichert y
se tifieron con azul de toluidina al 1% como control.
Los cortes ultrafinos se montaron en grillas de cobre
y se tifieron con acetato de uranilo. Los cortes selec-
cionados se observaron en un microscopio electro-
nico de transmision Zeiss EM 900.

Numero de hemocitos totales en la hemolinfa

El nimero de hemocitos se evalu6 mensualmente
entre mayo y septiembre, utilizando 30 individuos
en cada estado. Desde el musculo aductor de cada
individuo se obtuvo entre 1,0 y 1,5 mL de hemolinfa
con una jeringa de 5 mL que contenia 0,5 mL de
tamp6on Tris buffer salino (TBS). Se tomd una
alicuota de 50 pL, se diluyo con tampoén TBS y se
conto6 en una camara de Neubauer.
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Capacidad fagocitica in vitro de los hemocitos
frente a levaduras

La hemolinfa extraida del musculo aductor de cada
grupo (20 individuos por estado) se centrifugd a
400 g por 15 min para separar los hemocitos del
suero. Los hemocitos se lavaron dos veces con tam-
pén TBS por centrifugacion a 400 g por 15 min,
y luego se utilizaron en los ensayos de fagocitosis.
Como grupo control se utilizé la hemolinfa de os-
tiones que no presentaban el cuadro de retraccion
del manto.

Para los ensayos de fagocitosis se utilizo la leva-
dura comercial Saccharomyces cerevisiae que fue
previamente suspendida en tampon TBS y esterili-
zada a 120°C por 15 min. Se lavo dos veces el stock
con tampon TBS por centrifugacion y se conto el
numero de levaduras con una caimara de Neubauer.

Para detectar la capacidad opsonizadora del
suero de ostiones con RM y SRM, una cantidad de
levaduras (5-10°) se resuspendié en 1 mL de suero
que se obtuvo recuperando el sobrenadante resul-
tante de la centrifugacion de la hemolinfa y se incu-
b6 durante 40 min a 20°C con el suero de esos ejem-
plares. Después se centrifug6 a 10.000 g por 10 s, el
sobrenadante se descartd y las levaduras opsoniza-
das se lavaron dos veces en TBS por centrifugacion.
Finalmente, como control suplementario, el suero
en ambas condiciones fue sustituido por TBS.

Se prepararon monocapas de hemocitos sobre
portaobjetos de vidrio, para esto una alicuota de 100
pL de suspension que contenia 40.000 hemocitos se
dejo adherir durante 30 min en camara humeda a
temperatura ambiente (20°C). A las monocapas se
les agreg6 un volumen conteniendo una cantidad de
levaduras que mantuviera la relacion 10:1 (levadu-
ras: hemocitos), la incubacion se realiz6 durante 30
min, las levaduras no fagocitadas se removieron por
un lavado con 100 pL TBS. Las preparaciones se
fijaron por 20 min con glutaraldehido al 2% en TBS
conteniendo 1% de sacarosa. Se lavo dos veces con
TBS para retirar el fijador y se tifi6 con Giemsa por
10 min. Se lavo con alcohol, se seco la preparacion
al aire y se monto.

La fagocitosis se cuantificé con un microscopio
de contraste de fase con aumento 400 x y se conta-
ron 200 hemocitos por preparacion. El resultado se
expres6 como porcentaje de hemocitos que fagoci-
taron las levaduras y cada experimento se realizd
en triplicado.

Capacidad citotoxica de la hemolinfa

Para evaluar la citotoxicidad de los hemocitos se
emplearon eritrocitos de rata, que se lavaron tres ve-
ces con tampo6n TBS y contaron en camara de Neu-
bauer para obtener una concentracion final de 2-10°
eritrocitos'mL! para efectuar los ensayos. Mientras
que para evaluar la citotoxicidad del suero se utili-
zaron eritrocitos a una concentracion de 3-107.

Una suspension de 500.000 hemocitos:mL™! en
TBS provenientes de 20 individuos por estado, se
mezclé con eritrocitos (2-10°), llevando la muestra
aun volumen final de 800 puL con el mismo tampdn.
Para evaluar la citotoxicidad del suero frente a 3-107
de eritrocitos, se utilizaron las proteinas totales de
la hemolinfa a una concentraciéon de 1 mg-mL!
cuantificada por el método del acido bicinconinico
(Brown et al., 1989), completando con TBS un vo-
lumen final de 800 pL. Como control se utilizo la
hemolinfa de ostiones que no presentaba la retrac-
cién del manto.

Las muestras se incubaron en agitaciéon conti-
nua y moderada a 37°C por 1 h en bafio térmico.
Se detuvo la reaccion agregando 2 mL de TBS frio
que contenia 5 mM EDTA. Se centrifug6 a 2.800
g por 5 min para precipitar los restos celulares y
en los mismos tubos, la hemoglobina (HB) liberada
se determino a 541 nm utilizando un espectrofoto-
metro Spectronic 21-D. El porcentaje de hemolisis
se calculd de acuerdo a la formula propuesta por
Parrinello et al. (1993):

liberacion de ensayo - liberacion espontanea

%Hb = —; R 5 = p
liberacion maxima - liberacion espontanea

La liberacion maxima de hemoglobina se ob-
tuvo preparando los eritrocitos en una suspension
de agua destilada. Para evaluar la liberacion espon-
tanea de Hb de los eritrocitos, se suspendieron en
tampon TBS pH 8,0 e¢ incubaron bajo las mismas
condiciones experimentales.

La significancia de las diferencias entre los pro-
medios de las mediciones de fagocitosis, citotoxi-
cidad y niimero de hemocitos se determinaron por
pruebas no paramétricas de comparacion multiple
tipo Tukey (Zar, 1984).

RESULTADOS

En los animales con retraccion del manto es posible
observar, a nivel de microscopia de luz, una reac-
cion inflamatoria multifocal en el epitelio cilindrico



6 Investigaciones Marinas, Vol. 35(1) 2007

y en su tejido conjuntivo, consistente en una activa
encapsulacién que contiene en su interior cuerpos
oscuros coalescentes que varian entre 10 y 65 pm.
En la formacion de la capsula es caracteristica la
presencia de células alargadas con niicleo ovoide
que participan activamente en la formacion de ca-
pas concéntricas que rodean al conjunto de estos
cuerpos (Fig. 1a). La observacion de la reaccion de
encapsulacion por medio de MET revela la presen-
cia de cuerpos fusiformes (Figs. 1b y Ic), que en
su interior contienen unas estructuras lamelares y
otras semejantes a nucleo, y ademas, en el tejido
afectado se distinguen células alargadas similares
a miofibroblastos que rodean la capsula (Fig. 1b).
Las células que participan en la formacion de capas
concéntricas tienen un nicleo con forma elipsoidal,

Figura 1. Reaccion de encapsulacion en A. purpuratus
con retraccion del manto (RM). a) La microscopia
de luz muestra una reaccién inflamatoria en forma
de capsula (cabezas de flecha) con células alargadas
concéntricas, de niicleo ovoide, que rodean los cuerpos
coalescentes (Cc). b) vista general por MET de un Cc
envuelto por células semejantes a fibroblastos (CSF).
c) detalle de la reaccion de encapsulacion que muestra
los Cc constituidos por diversos cuerpos fusiformes
con estructuras lamelares (EL) y otras semejantes a
nucleo (sn). Ep: epitelio, m: mitocondria, n: nicleo,
Pc: pared capsula.

que contiene dos tipos de cromatina, una electro-
densa localizada preferentemente en la superficie
interna de la envoltura nuclear y otra menos densa
distribuida por todo el nucleoplasma. Estas células
abarcan la region interna de la cépsula y estan en
contacto con un conjunto de estructuras celulares
y subcelulares (Figs. 1b y 1c). Adicionalmente, por
esta misma técnica se pudo observar una respuesta
fagocitica de hemocitos tisulares, donde seuddpo-
dos generados por la célula rodean un cuerpo elec-
trodenso similar al de la capsula (Fig. 2).

Al interior de los vasos hemolinfaticos se puede
apreciar una reaccion intensa de agregacion, don-
de participan hemocitos circulantes que aislan los
cuerpos coalescentes (Fig. 3).

Figure 1. Encapsulation reaction in mantle from A. purpuratus with mantle retraction (RM). a) Light microscopy
shows inflammatory reaction formed by a capsule (arrow head) with large concentric cell layers, with ovoid nu-
cleus surrounding the coalescent bodies (Cc). b) general view by MET from Cc wrapped by fibroblast-like cells
(CSF) that participate in the capsule formation. ¢) magnified view of encapsulation reaction that shows the Cc
formed by fusiform bodies with lamellar structures and others nucleus-like. Ep: epithelia, m: mitochondria, n:

nucleus, Pc: capsule wall.
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Figura 2. Por MET se observa un
hemocito granular fagocitando
un cuerpo electrodenso (Ce) muy
similar en constitucion a los que
forman los cistos. En este proceso
de fagocitosis se observan seudo-
podos (sp) que han sido generados
por el hemocito. Este presenta
dos tipos de vesiculas: unas con
material electrodenso (V) y otras
de menor electrodensidad (V). Se
observan varias mitocondrias (m)
preferentemente ubicadas en los
pseudopodios, n: nucleo.

Figure 2. Transmission electron
microscopy of granular hemocytes
phagocytosing a dense body (Ce)
that is similar to a cyst. In this
process the hemocytes produce
the spseudopodia. Different types
of vesicles are present in the cyto-
plasm of the hemocyte. Vesicles
with large electron-dense materials
(V,) and few electron-dense mate-
rials (V,). Several mitochondria
(m) are observed, located in the
pseudopodia, n: nucleus.

Figura 3. Reaccion de encapsulacion en los vasos he-
molinfaticos de A. purpuratus. Hemocitos circulantes
se agregan rodeando los cuerpos coalescentes en el
interior del vaso. Vh: vaso hemolinfatico, hg: hemocitos
granulares, Cc: cuerpos coalescentes.

Figure 3. Reaction of encapsulation in the hemolymph
vessel of A. purpuratus. Circulating hemocytes forming
aggregate surrounding the coalescent bodies inside the
vessel. Vh: hemolymph vessel, hg: granular hemocytes,
Cc: coalescent bodies.
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Al comparar el nimero de hemocitos circulan-
tes en la hemolinfa de los ostiones con RM y SRM,
se destaco que el numero de hemocitos en los ostio-
nes con RM fue siempre significativamente menor
(p <0,05), de este modo la condicion de retraccion
del manto estaria asociada a la disminucion del ni-
mero de hemocitos. El factor mes influyo en la va-
riacion del niimero de hemocitos en ambos casos.
En los ostiones con RM y en el control, el valor me-
nor correspondi6 a junio con 995.550 y 2.014.280
hemocitos'mL"! respectivamente, mientras que en
agosto se observd un aumento del nimero de he-
mocitos circulantes, en ambos grupos con un pro-
medio de 3.423.330 y 4.513.330 hemocitos'mL"!
respectivamente (Fig. 4).

La capacidad fagocitica de los hemocitos de
individuos con RM y SRM frente a levaduras in-
cubadas con TBS (sin opsonizar) no presentd di-
ferencias significativas, siendo el porcentaje de
fagocitosis (8,3 + 3,4%) y (3,4 + 0,8%) respecti-
vamente (Fig. 5a). Cuando las levaduras se incu-
baron con el suero de ejemplares SRM, aument6
significativamente (p < 0,05) el valor de la capaci-
dad fagocitica de los hemocitos extraidos de am-
bos grupos. Esto demuestra el efecto opsonizador
de moléculas del suero provenientes de individuos
SRM (27,0 + 3,5%) respecto de los individuos con
RM (24,1 £ 2,8%) (Fig. 5b). Cuando las levadu-

ras se incubaron con suero de ostiones con RM, en
ambos grupos se observo una disminucion signifi-
cativa (p < 0,05) de la fagocitosis (Fig. 5c).

Los hemocitos del grupo control y del grupo
con RM tienen capacidad hemolitica sobre eritro-
citos de rata (Fig. 6). En promedio, los hemocitos
de los ostiones control provocaron un (38,01 +
8,7%) de hemolisis, mientras que en los ostiones
con RM el porcentaje fue de (41,44 + 10,6%) no
observandose diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p > 0,05). Al evaluar la capacidad hemo-
litica del suero se encontraron diferencias signifi-
cativas entre ambos grupos. En los ostiones con
RM la actividad hemolitica del plasma fue signi-
ficativamente mayor (50,76 + 12,6%) que en los
ostiones control (22,64 + 12,5%) (Fig. 6).

DISCUSION

Las observaciones realizadas por microscopia de luz
y electronica en el tejido del manto de ejemplares de
A. purpuratus, provenientes de Horcon, que presen-
taron el cuadro denominado retraccion del manto,
revelaron una notoria respuesta de encapsulacion
que muestra un patron similar al de ejemplares pro-
venientes de la bahia de Tongoy, tanto de cultivos
como de poblaciones naturales (Lohrmann et al.,
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Figura 4. Variacion del nimero de hemocitos en A. purpuratus en ejemplares con RM y SRM. Los ejemplares con
RM tuvieron menor nimero de hemocitos circulantes (p < 0,05) durante todo el tiempo del muestreo.

Figure 4. Monthly variation of A. purpuratus hemocytes, from RM and SRM scallops. The scallops with RM
showed decreased of numbers of circulating hemocytes (p < 0.05) at all sampling times.
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Figura 5. Efecto de la opsonizacion de levaduras sobre el porcentaje de fagocitosis de hemocitos. a) Levaduras
control preincubadas en TBS, b) preincubadas con el suero de ostiones SRM, c) preincubadas con el suero de
ostiones RM. El suero de los ejemplares con RM tiene un menor efecto sobre la capacidad fagocitica de los he-

mocitos de individuos con RM y SRM.

Figure 5. Effect of opsonization of yeasts on phagocytic capacity in hemocytes. a) Control yeast preincubated in
TBS, b) yeast preincubated with plasma from SRM scallops, c) yeast preincubated with plasma from RM scallops.
The plasma of RM scallops has a minor effect on phagocytic capacity compared with the hemocytes of RM and

SRM scallops.
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Figura 6. Citotoxicidad in vitro de los hemocitos y el
suero de A. purpuratus contra eritrocitos de rata. La
citotoxicidad de los hemocitos de ejemplares con RM
y SRM no presenta diferencias significativas (p <0,05),
por el contrario estd aumentada significativamente en
el suero de ostiones con RM (p < 0,05).

Figure 6. In vitro cytotoxicity of the hemocytes and
the plasma of A. purpuratus against rat erythrocytes.
The cytotoxicity of hemocytes with RM and SRM does
not present significant differences (p <0.05). However,
the cytotoxic capacity was enhanced in the serum of
scallops with RM (p < 0.05).

2002), que ha sido descrito como granulomas, sin
especificar la naturaleza del agente causante. En A.
irradians colectados en Canada, afectados por el
protozoo Perkinsus karlssoni se ha observado cuer-
pos oscuros coalescentes distribuidos en diferentes
tejidos (Whyte et al., 1993, 1994). Sin embargo,
el conjunto de estructuras celulares y subcelulares
observadas a nivel de MET no permite clarificar la
taxonomia del agente asociado a esta reaccion, lo
que se podria explicar por la degradacion celular del
parasito, producto de la respuesta inmunitaria ob-
servada en el manto. Esta idea estd respaldada por
Goggin et al. (1996) que han considerado que los
resultados obtenidos por Whyte et al. (1994), no son
consistentes para considerar este agente como una
especie de Perkinsus, lo que sustenta la dificultad
para determinar de manera precisa la clasificacion
de organismos incorporados en estructuras capsula-
res. En general, los moluscos bivalvos generan un
mecanismo celular de encapsulacion, frente a un
cuerpo extrafio cuyo tamafio excede la posibilidad
de ser fagocitado. En las almejas Ruditapes decussa-
tus y Tapes semidecussatus se ha descrito encapsula-
cion frente al protozoo Perkinsus sp. (Montes et al.,
1995, 1997; Villalba et al., 2004) y en el metacés-
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todo Tylocephalum sp. que parasita a Crassostrea
virginica. En esta respuesta se ha descrito la forma-
cion de varias capas concéntricas, constituidas por
fibras secretadas por los hemocitos (Feng, 1988) y
la participacion de células semejantes a fibroblastos
del tejido conjuntivo. En el caso de A. purpuratus
ocurre una respuesta equivalente porque existe una
encapsulacion de tipo celular, donde células presen-
tes en el tejido conjuntivo del manto, probablemente
fibroblastos, participan en la encapsulacion. No se
puede confirmar la existencia de fibras secretadas
por hemocitos como ocurre en la ostra, sin embargo
cuando se observan los cuerpos coalescentes circu-
lando en los vasos hemolinfaticos, es notoria la par-
ticipacion de hemocitos que podrian migrar al tejido
y modificar su morfologia como lo sefialan Montes
et al. (1995) en otro molusco bivalvo.

El nimero de hemocitos circulantes ha sido uti-
lizado para evaluar el efecto de ciertos parasitos so-
bre la condicion fisiologica de los moluscos (Roble-
do et al., 1995; Carballal et al., 1998; Allam et al.,
2001; Cochennec-Laureau et al., 2003). La dismi-
nucion en el nimero de hemocitos circulantes que
se observan en los ostiones con RM, responde al
patron determinado para otros moluscos parasitados
(Fryer & Bayne, 1990; Noda & Sato, 1990; Ford et
al., 1993), lo que se explicaria por su infiltracion a
los tejidos y/o a su agregacion en la hemolinfa.

Los ensayos de fagocitosis in vitro se han utili-
zado para evaluar la respuesta celular inmunitaria.
Particularmente, en moluscos bivalvos se ha estu-
diado la fagocitosis en los hemocitos de la almeja
Tapes philippinarum frente al género Perkinsus (Vi-
llalba et al. 2004), en los gastropodos Biomphalaria
glabrata (Fryer & Bayne, 1996; Matricon-Gondran
& Letocart, 1999) y en Lymnaea stagnalis (Amen
et al., 1992; Zelck et al., 2005), estos dos tltimos
se utilizan como modelos para estudiar la relacion
huésped-parasito. Los hemocitos de A. purpuratus
tienen una capacidad fagocitica basal de 13,3%
(Gonzalez & Arenas, 2002), lo que se repite en otras
especies de invertebrados con rangos que varian en-
tre 11 y 28% (Fryer & Bayne, 1989; Kelly et al.,
1993; Ballarini et al., 1994; Blanco et al., 1995). En
este trabajo se ha demostrado que no existe diferen-
cia significativa entre la capacidad fagocitica de los
hemocitos circulantes de ostiones con RM respecto
a los controles, lo que indica que estas células no se
ven afectadas en esta funcion respecto a la presen-
cia o ausencia del cuadro descrito. El porcentaje de
fagocitosis aument significativamente en ambos

grupos cuando las levaduras se incubaron con suero
de ejemplares SRM; al contrario, disminuyo sig-
nificativamente con el suero de ostiones con RM,
lo que indicaria que el suero de estos ejemplares
careceria o tendria bajas concentraciones de molé-
culas con capacidad opsonizadora que facilitan la
fagocitosis. Resultados similares han sido reporta-
dos en el caracol Biomphalaria glabrata parasitado
con Schistosoma mansoni, frente a levaduras opso-
nizadas y no opsonizadas (Fryer & Bayne, 1989).
Estas moléculas podrian corresponder a proteinas
que se asocian a lipopolisacaridos y beta-glucanos
como las descritas para los pectinidos Chlamys fa-
rreri y Argopecten irradians (Su et al., 2004; Ni et
al., 2007).

Otros parametros utilizados para indicar el efec-
to de parasitos sobre el huésped, son las reacciones
de citotoxicidad, que han sido reportadas en nume-
rosas especies de invertebrados (Roch, 1999). 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 cuantificacion de la hemoglobina
liberada por eritrocitos de vertebrados (Parrinello
et al., 1995). La actividad citotoxica basal ha sido
determinada en el suero y en los hemocitos de 4.
purpuratus (Gonzalez & Arenas, 2002), en el caso
del suero de ostiones con RM se demostrd que po-
seen una mayor capacidad de hemolisis, lo que su-
giere que en el suero existe una mayor variedad o
mayor concentracion de moléculas biolégicamente
activas que podrian ser equivalentes a las presentes
en otros invertebrados. Esto indicaria que familias
de moléculas han sido altamente conservadas en la
evolucién del sistema inmune de estos organismos
(Wonaka & Yoshizaki, 2004). Actualmente, esta-
mos realizando trabajos que incorporan técnicas
bioquimicas y moleculares para una caracterizacion
mas detallada del sistema inmune de moluscos bi-
valvos nativos.

Finalmente, se puede sefalar que los resulta-
dos obtenidos contribuyen al conocimiento de la
respuesta inmune del ostion del norte, frente a un
cuadro patoldgico de retraccion del manto que se
presenta habitualmente en centros de cultivo chi-
lenos. La caracterizacion taxonomica del parasito
seria util para adoptar las estrategias que mitiguen
las consecuencias epizooticas del patogeno en la in-
dustria ostionera.
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