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RESUMEN

En =1 presente ‘trabaijo se utilizaron camérnnes peneidns'
de cuatro ;:Especies. comng donadorasl de ‘tejidns paﬁa la
implémenbaﬁi&n de. una tecnicé de cultive celﬁlaf; Dos de las
especies snn‘representantes de la poblacidn de estos anamales en
el Pacificﬁ, y'1a5 dos Fe;tantes representan lasz EspgcieE nativas
del Bolfo de México. El proposito de establecer la técnica para
cultivar las células de origen pensido 1n vitro, fué obtener una
prlaEiﬂn celular homogénea.

Las células para elabarar los culiives celulares se
obtuvieron a partir de hepatppancreas de camarcrnes del género
Penaeus, on estadios postlarval y juvenil. Estas ca2lulas in vitro
presentan las siguientes caracteristicas: son redondeadas,
nucleadas, Y vacuolizadas; Qque crecen en sSuspensisén.
Inicialmente, se cbeervaron por lo menos cuatro tipos celulares.
Sin embargo, al subcultivar. estcs se redujeron a dos. Al cuarto
y guinto pase se observaron células vacuoliradas con nucleos
periféricaos y rodeadas por una capa refringente que se identifico
como  una capa protelca (la cual no se obsorva en los  primercs
pases)., La divisién celular es amitdtica.

Se utilizaron cuatro diferentes medios de cultivo: MEM,
L-15, RpM! 1640 y MI?9. De ellos, el Hl??. resultd ser el unico

que s& acercd a los requerimientos de los hepatopancreacitos.
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INTRODUCCION

El Cultivo Celular,

El cultivo celular es una de.  las herramientas mas
utilizadas dentro de las ciencias que. requieren del uso de
organismos vivos, como sgjetas de enperimentacidn, Los ecultivos
celulares snﬁ .cunsideradns asi, como reactivos biolagicos, al
igual que los animales de laboratorio y embriones de polio. Se
utilizan generalmente, para sustituir al hombre, o a animales de
laboratorio cuando por razones éticas, wcondmicas, précticas o
politicas las investigaciones no se pueden llevar a cabe en el
animal a estudiar.

El cultivo celular tisne tres variantes: el cultive
primario, el secundario y las lineas celulares heteroploides
{lineas establecidas) (S, 7, 18, 20, 22, 23, 39, 42, aT).

£l cultivo primario consiste en células obtenidas por
la disgregacion de un tejide, que se siembran o cultivan por
primecra vexr fn vitre. Sus caracteristicac son: conservan el
numero cromosémice de las células del tejido de origen, tienen
una amplia susceptibilidad viral, no son malignas, retienen la
cromatina sexual y normalmente no crecen en suspensidn, ya que 1a
mayoria tiene la capacidad de formar una monocapa, gue se  sujeta

a la superficie del envase en el que se mantienen. Se utilizan

para el aislamiento viral, investigacion, produccidon de vacunas,
constatacion de las mismas, etc. (5, 7, 18, 20, 22, 23, 27, 42,
47 .

Los cultiveos secundarios son aguellos gque se  gderivan
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’dal cultivo prxmario,'éuandb se hacen EﬁpcultiVasvdel,miémn. Las

caracteristicas de las célulés, son Esencialmente‘ lag mismas,.
lgunque con el paso del tiempo existen. ciertos cambios, tanto

mDr?aﬂbgicas comg funcionales. Tanto los cultivos primarios como

secundarios sufren degeneracion entre los 30 y S50 subculiivos

}pase%), consecuencia de 1o cual dejan de dividirse. Se utilizan

en  la investigacidn y produccion de vacunas (S, 7, 18, 20, 27,

3, 39, 42, 4%,

Las lineas celulares heteroploides consisten de catulas
que Vpueden ser subcultivadas indefinidamente, aunque es dificil
su obtencidn. La poblacion celular corresponde a un solo tipo de
célula, obteniéndose asi una poblacién homogénea. lLas células son
peliploides o aneuploides, y pueden ser de origen maligno vy
sobreviven mas de 20 subcultivos. Se utilizan en el diagnéstico
viroldgico, produccion de vacunas e investigacien (S5, 7, 18, 20,
22, 2%, 39, 42, 49).

Las‘ lineas celulares pueden sepr adquiridas
comercialmente de la American Type Culture Collection (7).

£1 cultivo celular se facilita con el desarrollo de los
medios quimicamente definidos, que contienen casi todos los
nutrientes requeridos para gl crecimiento celular. Unp de ellos,
es 21 medio desarrolladd par Eagle en 19599. Este es una solucién
isotdnica de =zales, glucosa, vitaminas, cueﬁ:imas y aminopdcidos
que se ajusta a2 w pH de 7.4; contiene ademds antibidticos para

inhibir la proliferacién de bacterias. Otros medios comunmente

utilicsados son: el M199, para células linfoides y sanguineas;
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Todos: los medios. se eririguecen conTunciarto procentaie

‘de suera. -Esté “puede e suert fetal baving;. o de cualquier

‘ahimal,' previahente inactivado por calor y esterilirado por
filtracidn. El porcentaje de suero on el mediv variard de acuerdo
a la finalidad del mismo. Asl encontramos medios gue favorecen 1a
division celular, llamados de crecimiento vy que contienen de 5 a
20 % de suero; generalmente se trabajan con un 10 % de suero. Los
medios de wmantenimiento, gque soblo permiten a las células

sgbrevivir, tontienen entre Z v 5 % de suero, siendc utilizado el
2 %3 generalmente todos contienen rojo de fenol come indicador
de pH. Al metabolizars, las ceélulas liberan substancias  que
acidifican el medio, haci¢ndolo cambiar de coler rajo (pH 7.2 -~
7.8), & un amarillo brillante fpH < 7.0). Esto también indica el
momento  de  hacer un cambio de medio. Por otra parte, un color
magenta indica que el medio estéa miy alcaling, lo cual puede
deburse a la muertes de la poblacién celular, o a gue s8lp unz
pequeda parte de ésta, se encuentra metabolizande. Un pH
alcalino, también puede deberse a que las botellas o tubos de
cuitivo, no sz hayon cerrado hermetizamente (7, 18, 2y T
Hoy en dia, 1ns medios nutritivos se consiguen

comercialmente, en diferentes concentraciones (1w, S & 10w,

Fare su  reconstitucion se uwtiliza agua tridesdilada vy s
esterilizan por medio de filtracion, luz U.V. ¥ radiacien gammas

de manera gue no se  expongan  al  calor, vya que contienen
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substancias termolabiles (7, 18, 20, 3I?).

Ciertos aminodcidos y vitaminas son asenciiles para El~
crecimientp y supervivencia de los - cultivos celulares. tos
requerimientos nutricionales varian de acuerdo al tipo de tejido
que se trabaje. Es por ello, gue es necesario conocer los
reguerimientos Jde las células en cuestion. Ademdz, se necesitan
ciertos nutrientes aun no bien definidos que suplementen los
medios. Los que generalmente se adicionan como suera o extractos
tisulares. El suero, contiene una gran variedad de promotores del
crecimientn, y substancias nutritivas que ayudaran a que las
células se establezcan (7, 18, 20, 24, 42).

Todos los medios que se utilizan en cultivo celular, se
manejan con una dosificacidn de antibioticosy rara vez, se les
afade antimicat;cos, ya gue estos tienden a ser muy téxicos para
las células. Los antibidticos que se utilizan con mayot
frecuencia son: penicilina G sadica {en una concentracion de 1Q0
a 1000 Uli/ml1) y el sulfato de estreptomicina (en upa
concentracidn de 10 a 100 wg/ml); como antimicdticos o
micostaticos se uwtilizan la anfotericina B y la nisiatina (en
concentraciones de 10 a 100 mg/ml) (3, 7, 1B, 20, 22, 23, 39, 42,
43) .

El primer paso en la preparacidon de los cultivos
celulares, s la disociasién de los tejidos d de una monpcapa de
cultivo celular. La dispersidn es necesaria de manera que las
células, como wna unidad, se adieran a la superficie del

recipiente gque las contenga y empiecen a dividirse (18, 43).




sisten .tres métodos oara la Vdispersién celular,
dependientes respectivamente de: la digestiédn ¢on una enzima
protealitica, la tripsinas; la quelacidn con verseno (EDTA); y la
separacion mecAnica. Para la dispersidn de lineas celulares, se
usan mezclas de tripsina-verseno. La digestién con tripsina, es
utilizada en la preparzcion de cultivos primarios (18, 43).

El uso de tripsina para la dispersitn celular depende
de su capacidad para digerir el material protelco intercelular,
permitiendo as{ que las células adyacentes se separen la una de
la otra, manteniendo su integridad estructural individual. Esta
enzima e&s muy eficiente por lo que se ha extendido mucho su
aplicacidn. La tripsina es utilizada en la preparacion de
cultivos celulares de peces, artrépodos, aves y mamiferos (18,
A35). )

Aunouwe  1a  tripsina  tiene uha alta eficiencia en
produciyr la dispersion celular, a su vez, puede causar dafos a
las célulaz vivas. For lo que las células se exponen a su acciodn,
stlo el tiempo minimo necesaric en lograr la disociacién celular.
Fara controlar su accidn, se manejan ciertas condiciones de pH vy
temperatura. L& tripsina es cominmente utilirada al 9.28 7,
arsuzlta @zn una solucisn zalina amortiguadora de fosfatus (pH 7.2
- 7.4), La digestién se lleva a c¢abo dentro del rango de
tempcﬁaturai comprendido entre 4 y 37 °C (5, 7, 18).

El verseno e&s wmenos versatil » se utiliza a una
concentracidan de 0.02 - 1.5 %, preparado en solucidn salina

amertiguadora de fosfatos con up pH 7.2 - 7.4, libre de calcio y
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magnesio, ya gque su accidn se basa en la captura de iores calcio,

gque Jjuegan un papel importante en la adhesivon  intercelular. an
mezcla tripsina~verseno, se utiliza generalmente para desprender

monocapas celulares, Mientras gue la separacidn mecdnica, =0le se

utiliza en aguellos casos donde 1los drganos o tejidﬁs a dispersar

tienen unionwes  inftercelulares débiles. Asl, so evita T

enposicidén a reactivos potencialmente ténicos (20).

Para el mamejo de las células, ademas de los medios de
cultivo se utilizan soluciones balanceadas de sales gue ayudan a
proveer a estas de tonicidad, pH y minerales (7, 18, 20, 22, 23,
24, 42, 43).

Debido a los diferentes requerimientos de salinidad
para 21 cultivo de células de peces teledstens marinos, Siegel en
1973 (43), sugirid que se madificara la salinidad de la solucidn
amortiguadora gque se utilizara, asi como también la de 1la
tripsina y la del medio. La modificacidn sugerida por este autor,
consiste en elevar la concentracidon de sal en 0. 06 ™,
abteniéndose asi soluciones 0.26 M (las solucidn salina
fisioldgica tiene una molaridad de @.2) (42, 44, 47).

Otro factor que es de suma importancia en el
establecimiente de una pablacién cetular in vitro, es la
temperatura a la que se mantienen los cultivos. Asi, se dice que
la temperatura optima de crecimiento para laé ceélulas de mamifero
ee de 37 °C, mientras que para las células de artrépodos es de 28
°C, siendo la de los peces de 25 °C (18, 393.

En  realidad  no existe literatura acerca del cultivo
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celular en crustidcecs. Se ha reportado que con medio Leibowitz—15
(L-1%),  las ceélulas cardiacas y hematopoyéticas de camarones
peneidos crecen formando un monomstrato. Esto fué reportado  por
Chen en 1988 (14), donde menciona también, que las células que
crecen con mayor eficiencia fn vitro, san las hematopoyeéticas.
Sin embargo, el Dr. Jean Robert Bonami*, asegura que se
intentd el establecimiento de la técnica de cultive celular para
tejidos de origen peneirdo, durante la deéecada de los 70's, pero
que al no haber obtenido resultados satisfactorios, el grupo que
lo trabajaba en la Universidad de Montepellier, Francia y stro en

Estados Unidos. abandonaron los proyectos.

La Camaronicultura en México.

En los ultimos afos, se ha visto un aumento
considerable del cultivo de camarones del género Peraeus, a nivel
mundial (4, 41),

La produccion mundial  de camarones pensidoz, es
sostenida principalmente por tres especies, gue en  su zanjunte
regresentan el 71 % del total y que corresponden al camaréon tigre
gigante (Pemaeus monodon), con 21 T3 Z; el camardn blanco chino
{Peraes chinensiz, también conocido como Penaeus orientalls),
con el 28 Y%; y el camaron blanco de ocecidente (Penaeus vannamersd,
con el 1Q % (4),

La expansicon del culti;/o de camarones peneidos, a nivel
mundial vy en ruestro pals, implica- el dominic de la tecnologia
utilizable en cada una de sus fases (4),

*Comunicacidn parsonal




En  México, se esta impulsando el cultive de camardn,
debido a que la produccién a través de las pesquerias en 1aguna5.
costeras, bahias y mar abierto en los ultimos ocho afibs se ha
mantenido estable. Siendo las posibilidades de lograr aumentos en
los volumenes de captura cada dia menores, debido en parte
al deterioro de las embarcaciones por: falta de mantenimiento, el
alto costo del avituallamiento ¥ a gue se ha alcanzado el maximo
trendimiento sostenible de la captura, lo que hace menos rentable
1; actividad. Como una alternativa para aumentar la produccidn,
desde 1989 se inicid un proceso de construccién de granjas,
- principalmente en los estados de Sinaloa, Nayarit y Sonora.
Actualmente, este esfuerzo es significativeo y poco a paco, se han
empezado a aportar volumenes de camaron cultivado a la
produccidn. Siendo las especies mas cultivadas en nuestro pals
Penaeus vannamel y P. stylirostris (4, 41).

El potencial de especies nativas con el que cuenta
nuestro pals as muy grande. De ellas, ocho especies de camarones
peneidos de los subgéneros Farfantepenaeus y Litopenaeus, son las
gue tienen mejores posibilidades de manejo, entre éstas cabe
destacar en las costas de la vertiente del Golfo de México a:  P.
duorarumn (camardn rosado), £. setiferus (camardn blance) y P,
aztecus) (camarén café); y en el Facifico a Peraeus vannamel
(camatrdn blanco), P, stylirostris (camérﬁn azul} Yy P.
californiensis (camardn cafe) (4, 41).

A partir de la instalacién y puesta en marcha de las

granjas, a nivel muandial, s& ha observado el desarrolls de

CON




diversas enfermedades que afectan & los camarones en cultivo  y
que merman la oroduccion al Final del ciclo (generalmente de 4 a

S meszes). Muchas de estas enfermedades, empiczan a tener efectos

sobre los camarones cuando 1os mismes ya han alcanzado un  cierto

-
tamafo, 1p cual implica pérdidas economic proporeionales  al

tipo de cultivo empleado (4.

Las factores que han propiciado 2l desarrollo de las
enfermedades ©n  los estanques, han sido las condiciones del
cultivo {(densidad de los organismos, alimentacidn, procedencia de
la semilla, etc.). Las enfermedades observadas son causadas por
muy diversos agentes etioldégicas, entre los que encontramos  ad
virus, bacterias, hongos, etc.; ademds de las que son producto de
deficiencias nutricionales y estress (13, 21, 27, 28, 29, II,

35y .
Los virus que a afectan los camarcnes peneidos,

pertenencen & las siguientez familias: Reoviridae, EBaculoviridae
y Parvoviridae (13, 2§, 27, 28, 39).

lLas enfermedades virales gue son de mayor importancia a
nivel mundial, en el cultivo de peneidos se pueden agrupar en
sEis grandes grupos, gque son: enfermedades provocadas por  un
wiruz  fipws  Baculowvirus peraei {(EP); enfermedades causadas por
virus tipo Honodon baculovirus (MBV); necrosis baculoviral de la
gléndula del integtino medio (BMM); virosis tipo-Parvo que atatan
al  hepatopancreas (HFV); virgsis del tipo-Reo (Reo—like)ly vy 1la

necrosis infecciosa hipodérmicra y hematopoyética {(IHHNY (13, 21,
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El Hepatopancreas de los Crustaceos Decapodos
EL hepatopancreass es un  érgand  vital paré los
crustacenr decdpodos, ya que tiene funciones glandulares, . de

absorcion, digestivas y de almacenamientn nuticional; asi como,

de excrecion de material  de desecho (1, 2, 19y,

Estructuralmente es un compleic compacto de ductos v tubulos
ciegos gue ocupa aran patrte del cefalotdrax, Se ha demostrado, 1la
presencia  de una red nerviosa extensa que lo cubrz.  Ademds, de
las funciones antes mencionadas, estd implicado en el ciclo de
muda, el almacenamiento de reservas inorganicas y el melabelismo
de  lipidos vy carbobidratos. Mo gueda duda de que al  menos una
parte de sus funciones, estén bajo el control newroenddorino.
Existe controversia schre las funciones de cada uno de los  tipos
celulares que lo conforman; pero todos los autores estan  de
acuverdo en que el epitelio hepatopatopancreadtico se encuentra
formado por cuatro tipos celulares: lac células-E o embrionarias,
las células-R o de absorcian, las celulas-F o fibrilares y las
células~B o en forma de ampolla. Al-Mohanna y Colaboradoves,
describieron en 1985 un guinto tipo celular al que llamaron

celulas-il o enanas (1, 2).



CEls estudic deslas enfernedades virales .que afectan  al
camaron péneidc de nuestro pals, hace indispensable el desarrollo
de tecnicas de cultivo de células irn vitra, gue ayuden al ectudio

y.diagnostico de ostas infgcciones.



Las pueden

ciltivarsg -y iticando .8l medic Dara

ajustarle s los Tes de las mismas.

OBJETIVOD

Dezarrallar una técnica de cultive celular, para el

mantenimiento de células vivas de camnarones peneidos.



MATERIAL Y METODOS

Se trabajd con cuatro diferentes especizs del geénero’
Pepaeus.. Dos de las cuales corresponden a especies nativas de
las costas del Golfo de México (P. sgtiferus y P. artecus)*: las
otras #us representan especies del Faclfice (P. californiensis vy
P. vannamei)®¥,

Se llamara poblacidn A a aguella que representa las
especies del Golfo de Mético, y peoblacidn B a la gue representa
las especies del Pacitfico de nuestro pals,

Todos 1los ejemplares fueron puestos en observacion
durante un periodo de un mes, antes de ser utilicades, bajo
condiciones de estress (alta densidad, manejo, concentracicnes
altas de amonio, nitritos y nitratos).

Fara preparar el agua de mar de 1los acuarios se
utilizaron sales Instant Ocean *x®x. Los parametros quimicos del
agua se midieron con "kits" de la marca Aguarium Fharmaceuticals,
inc.

La poblacitn A se mantuvo en un acuario de cristal de
40 litros. La poblacidn total consistia en 29 individuos (1& P,
astecus y 13 P, setifterus). Asi, la densidad del acuario era de
1.4 individuos /litro. Los parametros fisicoquimicos del agua
que se uwtilizaron para provocar estress en . la poblacidn fueron:
amonio (2 ppm), nitrates (60 ppm) y nitritos (4 ppm).

Los camarones de las especies del Facifica (P. vannamer
y P. raliforniensis) o poblacitn B, se mantuvieron en un acuario

de 150 1ts. Le densidad en este acuario era de 2.5 camarones/lt.
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Ya. gue sc‘cuntaba con 31 individues de P. vapnameli y 28 de P.
californiensis. Los parametros del agua se mantuvieron en las
mismas. constanies, antes especificadas para las especies del
Gélfo de México. Estos animales tuvieran gque pasar por un perlodo
de aclimatacion de 48 hrs,., debido a que las caracteristicas del
agua &n  los estanguesz de la granja ©n Puerto ¥Ferasco, eran
distintas a lasz manejadas en este experimento. Los animales
estaban acostumbrados a una salinidad de 38 ppm y 29 °C.

S6ls  aguelios ejemplares que no mostraron sighnos de
enfermedad, se utilizaron dentro de las siquientes metodolaogias
({los animales utilizados para el cultive celular, eran pesados y

~medidos antes de comenzar a trabajarlos):

Método A

Se tomd al ejemplar y se le lavd externamente con
solucidn salina fisioldgica (55F) estéril, desechando despugs de
cada lavado la solucidn utilizada, Se prpcedic a separar el
cefalotdray del abdomen, conservando sdlo el cefalotdrax en una
caja de Fetri estéril. Con la ayuda de pinzas y tijeras
estériles, se quite el excesgueleto Y se autrajo el
hepatopancreaz, el cual se coloctd en otra caja de Petri estéril,
Ahl, ‘se lavd con un poco de 35F estéril. Se cortd en pedazos muy
pequedns (1-2 mmz), en 2 ml de tripsinpa 0.25%. Se vacia el teiido
ya ceartado, junto con la tripeina a un  tripsinizedor, donde se

le afladen 8 ml més de tripsil

La tripisizacidn se llavéd a cabo
en agitacidén media (con la ayuda de un agitador magnético v una

bala wmagnética estéril colocada dentroc del tripsinizador?,
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durante 15 minutos.€l tripsinizado se vierte en dos  tubes de
ensaye con tapdn de baquelita estériles, donde os centrrifugado a
1500  rpm  durante 15 minutos. Después de lo cual se desechd el
sobrenadante, y se résuspendié cada uno de los paguetes czlulares
en 35 ml de medio esencial de Eagle (MEM), con un 1S % de suero
fetal bovimo (ver Apéndice A). La suspensién celular de uno de
los tubos, se sembrd en una botella Falcon de flastico. Mientras

el contenido del otro tubo se sembrd en una botella da vidrio

plana. Lbs cultivos se incubaron en una estufa a 37 °C.

Método B

Se prepard una solucidn balanceada de'sales de Hank'’s
al 0.26 M, utilizando ademés para cada litro de esta solucidn 2
ml de quinplona. Con esta soluciédn se llenan tres cajas de Petri
estériles. El camardn se lavd esxternamente con  SSF  estéril
(que contenia SO0 ut de penicilina/m} y 50 mg de
estreptomicina/ml}, tres veces. Sec separd el cefalotérasx del
abdemen y se procedio a quitar el excesgueleto. Se extrac el
fiepatupancreas, el cual se depositd e una de las cajas de Petri
can solucién de Hank's, por un lapso de 3 minutos. A
continuazion, se cambia el drgano a otra caja de Petri con
solucién de Hank's, donde permanecis por otros 3 minutos. Después

se past a la tercera caja de Fetri conteniendo  solucion de

Hanl 's, donde se lavéd durante S minutos. A continuacién se  le

coloct en una caja de Fetri estéril, en donde se l2 afladieron 2

ml de tripsina 0.25 % (0.26 M de salinidad). El drgann se corto

en peauedos pedaros (1-2 am™), 1as cuwales luego se virtieron  en
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un tripsinizéduf;:’Agregaﬁdoaeles, 8. ml mas de tripsina,
prn:édiehdn ﬁrtripéinizar durante 15 mimutos en anitaciérn media.
La accion de 1la tﬁipsina se neutralizd con 1 ml de suero fetal
bé;inn,i que se afadié al final de la tripsinizaciodn. €l
tripsinizado, se dividié en dos tubos de ensaye con  tapa de
baguelita y se centrifugd a 1500 rpm durante 15 minutos. Se tird
el sourenadante, y el paguete celular se resuspendio en O ml de
RpMI 1640 0.26 M o en MEM Q.26 M. Se sembrd el contenido de uno
de los tubos en una botella de vidrio o en S tubos Leighton (1 ml
en cada uno), la suspensidn celular del ntro tubo se sembrd en
una botella Falcon de plastico. Los cultivose se incubaron a 37

*C.

Método C

Los camarones se anestesiaron, introduciéndoseles en el
refrigerador (4 °C), durante 5 minutos; utilizando una caja de
Fetri estéril. Fasteriormente se tomaron de la caja de Petri con
pinzas estériles dandoles un baRo de 10 seg. en una solucién de
yodo al 1 %Z. Inmediatamente, se colocaron en un frasco
conteniendo solucidn salina estéril O0.47 M, donde permanecieron 3
minutos. Enseguida se le pasd, por un bado de 10 segundos en
benzalconio al 20 %Z; sumergieéndoles innediatamente después en
otre  frasco, con solucion salina estéril .47 M, limpia, donde
permanecieron otros § minutos. A continuacidn., se le suﬁergia en
solucion salina estéril 0.47 ¥ limpia, conteniendo 1000 Ul/ml de
penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina y 100 mg/ml de nistatina.

En esta solucidn de antibidticos, permanecid durante 20 minutos.
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El 5igulenée bé#c;ﬁcoﬁsgstid en un bafo ae 5 minukes en  solucién
salingTé.ﬁfrﬂméstéviL

" Habiendo terminado de lavar al camardn exte-namente, se
separg el cefalotdrax con pinzas y tijsras estériles, colocandoio
€n  una caja de Petri estéril. Se remavid el euoesqueleio, y se
extrajo el hepatopancreas, el cual se pasé a otra caja de FPetri
estéril, mas pegueda, Se le aRadi® solucidn salina balanceada de
Hank's 0.25 M esteril, con antibidticos (1400 UI/ml de penicilina
Y 100 mg/ml de estreptomicina). Utilizando esta solucion, sea laveé
tres veces el drgann completo. “uego, se decantd la solucién y se
vortd al drgann., en trozos Lo mas pegquedos pesibles.  se e
adadieron 10 ml de una solucien de tripsina (1:250 de DIFCOY al
0,25 i, npreparada caon PBS (solucidn amortiguadora de fosfatos
0.26 Maun pH de 7.4); virtiéndose a continuacién en un  matraz
Erlenmeyer de 28 ml con tapén estériles, que ya contenia una bala
magnética. Se tripsinizé durante 20 minutos, en agitacidén a uwna
velocidad media.

Al concluir los 20 minutos, el tripsinizado se filird a

través dé dos capas de gasza estéril, recibiendo el filtradeo en
una  probeta, donde previamente se colocd 1 ml de suero fetal
buvino, El filtrado se vacid a2 unos tubes de 2nsaye con tapon  de
rosca,.  Se procedio entonces a centrifugarlo 19 minutos a 1500
rpm.

El sobrenadante se decanto y el paquete celular

obtenido, =e resuspendid en & ml de medio MiP?9 (Grand Isiand

Biological Company), preparado con un 20 %Z de suero fetal bovina.
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.ée:tnmﬁ";l'ﬁlzde:lé suspensicn celular, colocdndosele
en un tub6>é§£érili"éi restd de la  suspension zz sembrd en  una
,:aj; ‘Faicbﬁ dg pl#sticu nueva. Afadiéndosole S ml  mAs de medio
M199  (se Gtilizaron ademis medios MEM, L-15 y ReMI, siguiendo
esta mismé técnica).‘

La caja se incubd a 34 °C, observando el de;arrol!o
célular cada 3 a S dias.

Se tomo 0.1 ml de suspension celular, se le agrege Q.1
ml de Nigrosina 0.2 %. Se montd uvna camara de Newbauer, donde se
colocéd la suspensidn celular.teﬁida con nigrosina, para conocer
el numero de células viables sembradas por ml (las células
muertas sufren cambios en la permeabilidad de su membrana,
tiAégndose de negro, mientras Qque las vivas no  absorben el

colorante permaneciendo incoloras). Siguiendo la siguiente

formulaz
total de células vivas ® Factor % 104 = # cél’'s/
# total de cuadros utilizados de dilucion (2) mL

Las células se subcultivaron cada S dias. Esto se hize
tomando la mitad del contenido de la caja Falcon, es decir S wml,
y pasdndeola a otra donde se le afadieron otros S ml de medio M19%9
nuaveo.

Fara los dos primeres pases se utilizaron cajas Falcon
de plastico con capacidad total de 20 ml; en el tercer pase se
sembrd  en tubos de Leighton de cristal (emn cada uno sz colocd
0.9 ml de suspension celular y 0.5 ml de medio nuevo), a en

botellas de cristal planas (5 ml de suspensién celular + § ml - de
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medio nueve).  El - cuarto -'se: sembre en botellas .o thbos de
Leighton de cristal; mientras gue .Ellquintb pase se sembré  en

microplacas de 96 pozos de fondo plano y plasticas, o en caljas

'

Falcon de este material.
Antes de utilizar, cualquiera de los medics y
soluciones se verificéd su esterilidad, sembrando una aligquota de
los mismos en medio llguido de tioglicolato, agar cerebro-corazon
y Sabouraud, para detectar la presencia de bacterias y hongos.
Ya habiendo obtenide los cultivos celulares se tomarin

fotografias de los mismos, en microscopia dptica.

* Donados por el Dr. Carlos Rosas, Jefe del Departamento de
Ecofisivlogia de la Fagultad de Ciepcias, UNAMy fueron
proporcionados 10 P. arstecusr y & F. cetiferus. El resto de los
ejemplares fueron capturados con atarraya en la Laguna de
Mandinga, Veracruz.

#¥ Donados por el M, en €. Her:berto Duarte Moreno, Representante
de la ObBranja en Fuerto Fefasco, Sonora, del Centro de
Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas de la Universidad de
Sonora (CICTUS) .

#¥%¥#. Marca comercial de sales para la preparacion de agua de mar
artificial,
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RESULTADOS

Los ejemplares a los que se hace referencia dentro del
tento de  material y métodos, consideran sdlo a . aguellos . que
sabrevivieron las condiciones de estress a las gue fueran
sometidos, )

Originalmonte se contd comn 120 individuas dentro de 1a
poblacidn A, v 100 en lx poblacidn B. Durante el transporte de
Veracruz & 1a Ciudad de México, la poblacidn A sufrid una
martalidad del (0 %. La poblacidn B consistia de S0 P.
californiensis y S0 £, vamnamei, Bsta presentd una marta\idad del
S % en el transcurso de su transgorte desde Puerto Pedasco,
Sonora hasta la Ciudad de Méxica, que requirid de 18 hrs,
aprouimadamente, lapso durante el cual la temperatura del agua
bajd de 29 °*C a 18 °C.

llas mortalidades alcantadas dentro de las acuarias v
producto de las condiciones estresantes fueron de: 75.8% para la
poblacidn  representante del Golfo de Méuico vy de 7.9 % para la

pablacion de camarones del Pacifico.

Método A:

Los ejemplares que se irabajaron utilizandg el métade
&, fueraon excluzivamente representantes del Golfo de Meéxico, con
una talla promedio de 44.6 mm de longitud total y un pesao  himedo
promadio de 1.4 grs {(ver cuadra 1), Dentro del método A sdlo se
trabajd con MEM.

Los cultives obtenidos par este método, presentaran



tédnsx:éontamiﬁécicﬁes E;cterianaé qQEkno sa  lograron controlar
aun .:annel ﬁ%aldé éntiﬁibticos.(én las concentraciones mas altas
permisibles: 7 1000 Ul/ml de penicilina vy 100 mgy/ml de
Vestreptnmicina). Se hizo uwna tincién de Gram, observiandose
baciios grém negativos polares en gran cantidad.
As{ en ningund de los cultivos hechos siguiende ol
método A, se logrd observar a las células de hepatopancreas,
salva, Jjusto después de sembrar. Estas son células grandes vy

redondas, que presentan un nudcleo y algunas vacuolas.

Método B:

En los métodos A y B, se tuvieron problemas debido a
que el manejo de los camarones durante el  lavado &8s bastante
dificil. Estos son animales muy resistentes, a menudo saltaban
saliéndose de las cajac de Petri, o mediante contraccién brusca y
fuerte del abdomen se soltaban al estarlos sujetando comn las
pinzas.

En este método se vtilizaron también, exclusivamente,
P. artecus y P. zetiferus {especies nativas del Golfo de México).
La talla promedio de estos individuos fue de 67.9 mm de longitud
totaly, y su peso himedo preomedio era de 3.2 grs. Para este
método, se usaron los medios MEM y RpMI (ver cuadro 2).

Loz resultados obtenidos con el método B, fueron
cultivos contaminados con bacterias, y levaduras.

Para controlar el crecimiento de 1las levaduras, se
afadie ol medio nistatina a una concentracidn de 10¢ mg/ml. Junto

con la nistatina se afadieron también los antibidticos



(penicilina-estreptomicinal, en 1la misma concentracitn antes
mencionada. Aun con la apiicacion del antimicotico, el
crecimiento de las levaduras no se modificé.

§6lo en una ocasion se observaron células de camaréon
que sobrevivian, aun en la presencia de contaminacion tanto
bacteriana como por levaduras. Esto sucedid en un  tubo de
Leighton, donde la poblacién celular de hepatopancreacitos era
muy peguefa. Se intentd rescatar, observandose, gue al realizéar
varios lavados de las celulas con solucion de Hank's con
antibidticos y nistatina, la paoblacidn de bacterias y levaduras
disminuyd, observandose una lenta recuperacion de los

hepatopancreacitos.

Método C:

La poblacidén By representante del Pacifico vfué
utilicada enteramente para realizar este métedo. La talla
promedio para P. califeorniensis fué de 70 mm de longitud total
y pese humedo promedio de 3,8 grs (ver cuadre 3). Para P
vanpnames, la *alla opromedio era de 72 mmy el peso humedo
promedio de 4.0 grs (ver cuadro 4. Los medios utilizadas dentro
de esta metodologia fueron: MEM, RpMI, L-1S y M199

En este ultimo método se manejéd al animal anestesiado
por frio, ademas de un conteo de células al hacer el cultivo, de
manera que s¢ conpciera el numero total de c#lulas viables por
mililitre sembradas. El promedio obtenido de estas para £,
califarsiens:is coma para P, vannames, fué de 1.9 x 10® células/ml

(ver cuadros T vy 4).
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Los reswltadez observades en el cuadro S (numero de
células viables sembradas/ml), se relacionarcn con los medios
utilizados, observandose que se obtiene un mayor nlmerco de
celulas viables por al utilizando medio M199, que con cualguiera
de los otros medios empleados durante la investigacion (Cuadros
y 43 tiguras 1 y 2). En los cuadros S y & se muestra la relacidn
entre el peso humedo en gramos de los camarones vivas y el numero
de células viables senbradaz/ml de acuerdo al medio ubtilizadoj
las graficas correspandientes se muestran en las figuras 3 ¢y 4.
En estas ultimas se puede observar gue no s4lo hay una relacidn
en cuanto a la variacién del numero de células viables/ml , el
medio utilizado, sino que también hay una relacitén entre el pesao
htinede de los camarones vivos y el numero de células obtenidas.
Siendo esta wltima, el que hay una variacion en el numero de
celulas, aumentando conforme aumenta el pesc humedo de los
individuos.

Se empezaron a ver resultados satisfaectocrios cuando las
poblaciones de bacterias y de levaduras disminuyeron
significativamente. Asi, se observan ceélulas grandes redondeadas,
con  up nucleo y algunas vacuonlas, Se observan a menudo células
que se encuentran unidas, pereo siempre el nicleo de las dos
células se encuentra bien definido. Eniste evidencia de que

una constrizecidn celular, lo cual sugicre una division

amitética. E1 crecimientn de la poblacidn es lernto y s& necesita
de un buen numeroc de =2stas c¢lulas para que esto sea perceptibie.

Las  células que crecen en suspension, &n vwno de  los
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ENSayns, se compnrfarun de - mangra diferente. Al  hacer un
subcul bivo * a partir de un tuba Leighton, a una microplaca
plastica de 94 pozos de fondo planoc, las células que
correspandian a un gu{nta pase, se fijaron al sustrato pero no se
observd que la poblatidn aumentara.

Las células obtenidas por Bste método son  grandes,
vacualizadas y ton grandes nucleas. Al ser  sembradas a8
observaron redondeadas al microscopia éptico, wmientras que a
aumentos mayores se ven cilindricas con nudecleos ligeramente
desplazados hacia la periferia. Su citoplasma es heterogeneao,
vacuwolizado y algunas presentan gotas lipldicas sujetas a las
células como si estuvieran siendo secrotadas.

En  los primeros pases (primera a tercera), podemps
abservar a una poblacidon celular mas o menogs homogenea, las
células son redondas, algunas con nticleos periféricos. Muchas se
aobservan secretando la mitad de su contenido celular. En estos
también se observaron a células juntas, con un cierto grado de
constriccidn, es decir, dividiéndose amitaticamente, Algunas de
estas célulac presentan una capa refrigente.

La mayoria de las células en los dltimos pases
{cuarto a quinto), presentan nicleos periféricosz. Observadas a
1000 3 son redondeadas, vacuolizadas y con un citoplasma
heterogenen. Se tomaron fotografias en las cuales se ocbserva el
final de la division celular. Asl tambieén, una de las fotografias
presenta wiae célula con nuclee periférico, vacuolizaday una de

las  vacualas st entumnira abierta hacia el medic. Todas las



- 25 -

celulas obsetrvadas se encuentran rodeadas por una capa
refringente. Las fotografias tomadas en microscopio sptico son de

células vivas sin tedir (ver figuras 7 a 12),



DISCUSION " *

Existe una gran variedad de enfermedades gque atacan a

lus - camarones pehaidos (13,‘24, 31,i:2,‘33,'36, I8, 39, Sﬁ, Sb.
§7). . Estas pueden ser éauéﬁdas p&?rﬁuif{plés ageﬁtes etioclégicos
coma  son viFus, ba:téEiaé‘?r Hongos:' ademds  de enfermedades
llamadas  ambientales sin relacien cen agentes wmizrsobioldgicos
especificos y aue se manifiestan cuando existen cambins &n los
parametros fisicoquimicos del agua. Otras enfzrmedadec
" importantes son 195 relacionadas con los aspectes nutricionales
(deficiencias o intoxicaciones).
Estos factores deben de considerarase en los diferentes
frocesos  de investigacién y contar con animales sanos. Una

alternativa es el empleo de camarones SFF (specific patcgen firee-

libres de patogen

especificos), pero estos son de dificil
adquizicion. Sin embargo, fué imprescindible demostrar el estado
de salud de los donadores de tejidos con los gue se contaba, gue

aran  animales

convencionales. La prezsencia  de enfermedades

= se awnifestarl:z cuando los camarones se sometieran  a

subeiinie
estados de ternsidn como, una elevada concentracidn de nitrivos,

cantraciones inadecuatas de saless

yoooasoniog

temperaturas subdplimas o supradpiimas: baja o alta concentracion

de rigeno,  oH, eti  (Lighiner, Bell vy colaboradores), La
metodologia utilizada para controlar estas variables consistid en

someter a Lo

s estados dy  tension que fueron:

sobrepoblecion v coneentracionas =1ta de compl

nitroenenades,  duwante an reriadoe do cuarenzena vy ' cheervacisn



clinica.de: los ‘camarones. Se esperaba la manifestacidn de signos

aiones  como: serian anoresia. camtios an 21

ciinicos

,Céhﬁnﬁféﬁiénto, /,abiaﬁaémién£6 'dE 1a cutienla, cambios de
“:61dr§cidﬁ. presencia de zonas necréticas y mortalidad.

B ; 7E1:é&ﬁipo d{sponible permitid controlar algunos de los
paréme%rns antes mnencionados que fueron: temperatura, salinidad,
fotopericdo y pH. El mantener concentraciones altas, pero no
letales de compuestos nitrogenados se facilitd debido a la
sobrepoblacidén de log acuarios. Esto también causd algunos
prablemas, los niveles de estos compuestos se incrementaron hasta
concentraciones tozicas en varias opcasiones, controlandose
mediante recambios de agua hasta del BO % del volumen total del
acuvario. Feriddicamente, cada tercer dila, se haclan recambios del
20 Yy para mantener las concentraciaones de compuestos
nitrogenados. Moe y Spotte (44, 53), recomiendan que cuando
einisten concentraciones téonicas o letales de estos compuestos, se
controlen mediante recambios de por lo menos el S0 % del volumen
twtal del acuario.

Mo se trabajo con salinidad y temperatwra, porgue pstos
dos parametros estan intimamente relacionados con las
enfermedades ambientales. Cuando existe un cambio paulatinco v ne
brusco de estos dos parametros. no se presantan prablemas.  Sin
embargo, el cambio brusco de cualquiera dE.El!DE. o de amﬁos,
puede  detonar  alguna de las enfermedades ambientales, como la
necrosis muscular czponténga (28).

Qtra rezon para no utilizar a 1a salinidad como  facior



estresaﬁte{‘ es gque los niveles subdphimos o suprasptimos - causan
problemas en la osmorregulazion de. los. mvéanx@mus ﬁarinns;
debilitando Eﬁ extremo a ios animales. adonds de no ser el dnico
“factor - estresante que se iba a manejar, ya que se ha comprobado

Tque es una combinacion de varios factores los que provocan  1a
aparicion de  enfermedades. La temperatura  interactha con la
salinidad, modificando la capacidad osmorreguladora de los
crustidceos decapodoz hiperozmoticos modersdos (193 cuales admiten
diluciones del wmedic externo hasta de 1/3 de la salinidad
normal), como son los camarones del geénera Penagus T17) .

La mortalidad resultado de las condiciones de tensién
en las poblaciones con las que se trabajd fueron altas.  Aunque,
deh1d; determinarse la causa de la muerte de los individuos, no se
realizdy, ya que el fin de este tratamiento fug seleccionar solo
aquellos animales gue s@ encontraran sanos, fueran resistentes vy
no  presentaran signos de enfermedad, debilidad o conductas
anormnales.

£l aspecto nutricional de los camaronss se cuido,
déndoles coase alimento a las poblaciones de P, sxtecus v P.

. camaran congelado, almeja, ostidn y pescado frescos.

Se ley alimentaba degs veces &l dia (mafiana N nochel ,
permitiéndoles comerr durante dus horas antos  de retirar los
r»estos de alimento. La =zliminacion de restos de comidz ze hizo,

para nNo  provocar un aumentc en la concentracidn de  campuestos

[RRREgetaTs, . En estaz poblaciones, ne se detectaron deficiencias

nutricionales tat: landamiznta deg  la cuticule, cambio de



uuldracidn}‘canibalismo), siendd un indicio de‘que se cumplio can
los reuQEFi@ienios nutriciaﬁales de los canarones.

Léé'bublédiunes de P. californiensiz y . wannames, o€
alimenbarnnr:también dos veces diarias (mafana y noche), pero
utiliTando ~alimento balanceado comercial comprimido. A esta
-poblaclﬁn se le did una racién correspondiente al 5 % del peso
promedio de la poblacion multiplicado por el namero de:
individuos. Al igual gue para lazs especies del Golfo de México,
ze les permitid comer durante dos horas antes de  retirar  los
restos de a&limento. Fara estas dos poblaciones tampoco se
chservaron deficiencias nutricionates, hasta el  término del
experimento, ya que algunocs camarones blancos, demostraban una
coloracion azul-verdoss, 1o cual se atribuyd a 1la falta de
carotenoides y xantofilas dentro de la dieta.

Fara realizar el trabaje se utilizaron postlarvas
tardias y juveniles de cuatro especies de peneidos. Los estadios
postlarval y Jjuvenil fueron escogidos debido a que es en
ellos, gue 1a mavoria de las enfermedades virales causan
las mortalidades mas altas (9, i3, 24, Z1, 3%, 36, 3B, 3%, 49,
855, 54, 57). La ventaja de utilizar individuos jévenes 88 gque son
m&s resistentes al transporte, permitiendo gue se contara con un
buen numero  do 2jemplares para trabajar. Ademas, sus  tejidos
tignen una mayor capacidad de divisidn, es pgr esto dltimo que en
cultive celular sz prefiere utilizar individues jovenes o
embrioriez como  fuentes donadoras de células.  5in embargo,

cualguier individue sano puede ser donador. A lo anterior hay gue
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aﬁadir, qﬁe lusbcamarnneskéntré més jévenes o més. pequedos  {en
tamaﬁo y peso); san més.sus:eptibles'ai atagque de cuvalguier de
las enfermedades virales (9): siendo sus células la medor opcién
para-Ia replicacién de este tipo Jde sirus.

El ¢rganeo que se selecciond para trabajan en este pro-
yecta fué el hepatapancrehr. Aungue tiene funciones glandulares,
las células de gue s= compone son epiteliales, y se ha absarvado
que este tipo de celulas crcocen adecuadamente in  vitro, aunque
pueden ser etinentes en cuanto a sus reguerisnientay
nutricicnales. El hepatopancreas. eg un  organo facil de
identificar por su tamafio, especizluente en postlarvas tardlas vy
juveniles. Bz oun érgano vital para el camaron, ademds de ser

el drgano blanto primario de cinco de leos seis grupos de virus de

los camarones peneidos y secundario del sexto (8, 11, 12, 13, 17,

24, 28, 21, 7%, 4, 35, T8, I8, 39, 42, 43, 49, 54, S5, So, S7).
Este drgano, vy (os cambios morfoldgicos que sufren sus células,
se utilizan para monitorear el valor nutricional de distas o
alimentos para camarones peneidos (58),

Entre laz desventajas del hepatopancreas como fuente de
~élulas para el cuwltivo fn vitro, estan: 1 hecho de que las
cefulas  glanduleres prozentes en el tejido (células-~-p) (2, 22v,

oG on faciles de mantena~ Inp rri-o: es un droano  en el que

a@ncantramos bacterias y wongosz (levaduras principalmente), en su

lumen  que  acompadan al aliments de 21 estomago; dos de los
tinte ripos cnlularss pretentzss en el hepatopancreas al final de

la digesticn  igue dura aprouimsdanente 24 hrs),  degenszran vy



mueren ziendo desechados . en las heces junto coan 2! material no

procesado. ‘Btro  factor muy importante es que existen varias,
teur!as; apoyadas | . por diztintos - autores {Al-Mohanna y
Colaboradoress Gibsorn y PRarker), de la exictencia de la
transformacion de un tipo celular a otro con distintas funciones.
Dentro de estas, el unico punto oue tienen en comun la mayoria de
ellas gs que las células—-E son el inicio de esta serie de
transformaciones.

Fara realizar cultivos celulares, ec importante el
conocer los requerimientos nutricionales de las células a
cultivar. 35i no existe informaciodn al rezpecto, como en este
caso, el conocer al menos los requerimnientos nutricionales de los
animales donadores (como grupo), pucede ser un buen principio. AGN
mejor resulta el coneocer los reguerimientos por especie. En
general, las dietas de los camarones peneides se bhan  elaborado
tomando como patron las distas utilitadas en =21 cultivo de peces.
Aundgue existen algunos  trabajos sobre los  reguerimientos de
ciertas especies como P. vannmamel, en &l se basa la formulacion
de alimentos comerciales que se utilizam hoy en dla, para P.
mopedon, P. schmitti, etc. Al igual que todas las otras especies
animales, estos reguerimientos varian dependiendo de la edad {(en
este caso estadio), del o de los animales (4, lé). Como todo
organismo vivo sus requerimientos sué de: proteinas,
carbohidratos, lipidus, minorales y vitaminas.

Las dietas para postlarvas tardias Y Juveniles

cantienen aprosimadamente el 20 % de proteina animal, estas
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proporcignan - principalments pﬁ fDrmé de harina de - pescado, de
camaron o 3é calamar,.o Enmbinacionés. fAdemds,  se usan . proftelnas
vegetaless que se adicignan generalmente en forma de soya. Se ha
comprabado. en. wvarios. estudios, -que los requerimi=ntos de
- aminodcidos cuﬁprenden todas las substancias de este tipo, y . gue
.dependiendn de la especie‘es la cantidad reguerida de cada uno de
ellos  (50). Una parte importante de las dietas, gue constituye
entre @l 4 y 9 %, son los acidos grasos peliinsaturados, los
fosfolipidos y el colestercl. En cuanto a los carbohidratos se ha
demostrado que la glucosa obtenida de la digestiodn de
polisacaridos es mejor asimilada que la glucosa pura; se les
agrega también glucogsamina en una proporcison del 0,30 %, ya que
es necezaria para la sintesis de quitina. Aunque existen pocos
estudios en cuanto a los reguerimientos vitaminicos, se ha
determinado gue los crustéceos raguieren de la mayoria de las
vitaminas del grupo B, asi como de las vitaminas € y E, ya que la
vitamina A puede ser sintetlzada por el camardn a partir de
precursgresz como los carotenscides. Los estudios gque se relacionan
con las necesidades de minerales, también son escasos. Se sabe
que los reguerimientos de fOsforo zon altos (alrededor del LS %
de la dictz). Tambi#n, se concecn como minerales esenciales  al

magnesio ¥ zl potastio (18).
La literatura gue existe en l!a actualidad con respecto

al cultivo de células de origen peneide, se limita &l reports

hechin por Chen 2n (986G ([, Sn s no sC menc iona a gque pHo ose

manejo el medio, nl tampoco la temperatura a la gue €& incubaron



los cultivos. Metselaar en 1982 (43), menciona que la temparatura
dptima para la incubacién de cultivos celulares de artrépodos es
de 28 °C; mientras que Siegel (51), dice que la temperatura
¢ptima en el caso de los cultivos de tejidos de peces es de
25 °C. La salinidad del medio depende de la especie que s& vaya a
trabajar. Las soluciones y medios utilizados en elv cultiva
celular tienen una concentracidn de sales de ©.2 M, que es
isotdnica para las células. Siegel (31, 32), recomienda afadir
suficiente cloruro de sodio a los medios y soluciones utilizadas,
para el cultivo de células de peces teledsteos marinos, para
elevar su concentracion de sales en 0.06 M, obteniéndose asi una
solucidn al 0.26 M. £n el caso de elasmobranguios hay que
aumentar mas la salinidad. Aunque 21 pH del agua de mar es alto
t{alcalino, 8.2-8.6), no se hace mencidn, dentro de las
metodologlas utilizadas para peces marinos y artropodos, del pH
utilizado. Las substancias utilizadas en el cultivoe celular de
tejidos de origen mamifero tienem un pH que oscila entre 7.2 y
7.4,

En el método A se siguid el wmismo esquema de la
metodologlia utilizada en el cultive primario de fibroblastos de
embricdn de pollo (5, 7, 23, 25, 26, 28, 43, 47, 48). Aungue fué
abvio el que las celulas de hepatopancreas tendrian
requerimientos nutricionales distintos al de.los fibroblastos, se
decidid trabajar con medio esencial de Eagle (MEM), ya que este
se utiliza no s6leo para mantener fibroblastos sino muchos otros

tipos celulares. Genaeralmente, se usa con un 10 % de sueroc fetal



bovino enriquecxendn»1n5~mediu52utilizadds,en cultivos primarios,

como el gue seiiﬁaié ihﬁeﬁtéh; en dnte Caso se decidié  adicionar
un 15'2 de suérokfetal.bcvipn, proporcionando asiiun medio mas
ricn T4 1as :érﬁias. La salinidad de ninguna de ‘las soluciones
utilizadas en-este métodé, se modificod, de manera gue se pudiera
observar como se comportaban las células frente a una solucion
salina fisiologica.

Al ser los camarones organismos acuidticos, se sabla que
el riesgo de contaminscion era mucho mayor gue al  trabajar con
organismos terrestres, Debido a gue gl aoua gue 105 circunda es
un ambiente en dc‘mde encontranos Qran variedad de
microorganismos. For esto se considerd necesario lavar prisero a
los camarones externamente, y luego al organo aislado. A manera
preventiva se utilizaron antibioticos, pero 5616 en el medio
nutritivo. Cabe mencionar que todos los camarones de cada una de
las poblaciones utilizadas, estuvieron compartiendo el mismo
estanque, asi se parte de que su microflora y microfauna sea la
misma. Y por lo tanto, los contaminantes encantrados en los
cultivos celulares también sean los mismos.

El resultado, en :QQ primaros intentos hechos siguiendo
el méEtodo A, fue 2l micmo: auerite de  las celulas pot
contaminacidn bacteriana. S6le en un caso, =2 observaron
formacionesz semejantes a colanias celulares. pero al hacer una
tincicn de Giwmsa 3e identificaren conos celonias bacterianas. Se
corrid entonces una tincidn d= 8Sram, 1o cual peraitid clasificar

a lag bacterias como baciles gram negativos polares. Con el fin
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de encontfar un antibidtico que pudiera ervadicarlos se hizo un
antibiograma utilizando antibioticos de amplio  espectro  como
cloramfenicol, gentamicina, penicilina v estreptomicina. Ninguno
de ellos inhibi¢ totalmente el crecimiento bacteriano.

De esta euperiencia se concluyd lo siguiente: 1) Que
era  necesario el hacer més lavados, o igual ntmero de lavados
pero mas prolongades, de manera que se@ eliminara el mayor ndamero
de micreorganismos  contaminantes. 2) AN habiendo lavado
repetidamente al camardn externamente, el lavado del drgano antes
de someterlo a la accidn de la tripsina era necesario. 3) Las
soluciones con las cuales =e lavaria al camarén enternamente,
asl como la utilizada para lavar al drgano, deberifan contener
antibidticos y antimicdticos (estos dltimos para evitar las
contaminaciones por levaduras y hongos, que aun no hablap sido
detectadas). 4) A las soluciones utilizadas se les debia
modificar la salinidad, segin la propuesta de Siegel (S51), an
Q.06 M, abteniéndosez as! soluciones 0.26 M (la molaridad de wuna
solucidn fisioldgica es 0.2).

Asi, en 21 método B se siguieron los mismos pasos que
en el método anterior; excepto que los lavados fueron wmas
prolongados, utilizéndose para ello una solucidn al 0.26 M con
quinolona (acido {-ciclepropil-7-L4-etil-1—-piperacinill-&~-fluoro-
1,4-ditidro-4-oio-3-quinolein-carboxilico) . él espectro de accion
de este producto incluye = gérmenes gram negativss. gram
pasitives ¥ micoplasmas, actuando tanto en condiciones aerobias

coma  anaerobias. Comp este producto es muy tévico para  las
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ceélulas,  ‘se ~utilizd a -una  concentracidn -de . 1:20,000, Otra

diferencla' con respecto al método A, tus el uso de :qtro ‘medio
nutritive gi‘Rpmi 1640, ademas. dil MEM. T
7 : v":'éigﬁieﬁdn' aste  método tsmpoca ée"Adeu""observnr
crec;miehtgr de.la poblacién de hepatopancreacitos iﬁ vitro. La
éné;ém;ﬁaeién Dsgervada en 2ste caso no fud salo provo-ada  por
’ﬁacﬁefxaé' sinuf también ~por levaduraz. Eil desarrcllo de la
poblacion de  levaduras pude verse favorecids porr la salinided del
Vhediu (.26 M), y la disminucién de la poblacien bacteriana gque
serlag;é mediante la aplicacidn de antibidticos. Fara eliminar o
las levaduras se ubilizan en e! cultive celular nistatina v
anfotericina B , ambos campuestos szon  wuy  tonicus  para las
células, por lo tanto su empleo es delicado. Dentro de la
metodologia se utilizé la nistatina =n la ceoncentracién de
100 ma/ml. La nistatina stlo se afadid al medio nutritivo.
Hubo sdlo un caso en @l que se vid gue la poblacién de
hepatopanciresizitos sobrevivsid aun &en 1a presencia de

conteminacion, tante bacicriana come por levaduras. Esta no  se

nudo ros 1 adadir ¢l antimic produjo  uan

catar. Lo gue

tico,

efecto :sitoto:ico (aglutinacicdn de las células), gue causd  su

At final, todos los cultivos hechos mediante este meétodo
s desecharon.

A partir de esta segunda exnperiencia zuwrgierocn nuavos

problemas: sunque la contaminacién baecteriana ya podia  ser
controlada, el nuavo reto erse 2liminer  la contaminacion por
levaduras. Ento no fue nada féoil. detide a gue los antimictticos

son muy toxicos oara lag lulazy, por 1o que o se podia



adicionar- -al medio y a 'las demds soluciones en concentraciones
altas. La alternativa fué el usc de desinfectantes como el yodo y
’el benzalconio, pera solo para la eliminacién de las
microorganismns que se enconbraran sobre el exoesqueleto., Si el
hepatopancreas se aupusiera directamente a su accion se
provocaria una destruceidn del tejido. Sin 2mbargo, al
hepatopancreas también contiene microorganismos ya qgue peitenece
al sistema digestivo. La interrogante entonces fué como eliminar
e@n su  mayor parte a los contaminantes contenidos dentroc del
arganc. Esto podia ser conprobado por  la aparicion de
contaminacisn, de cualquier tipo, unos dias despues de realizado

el cultive. A este respecto se observd gue la contaminacidn

bacteriana aparecia de 2 a1 T dias después de hecha el cultivo,
la de levaduras entre T y & dias, y la apariciédn de mohos en 8
dias aproximadamente. .

Fara descartar que las fuentes de contaminacidn fueran
laz soluciones, todas se sometieron a prusbas de esterilidad,
Sembrande uha aliquota de ellas en wmedics nutritivas para
promover el crecimiento de microorganismos presentes. Se utilizo
caldo tioglicolato y agar cergbro-~corazon para detectar bacterias
tanto anaerobiaz como aerobias; para detectar la presencia  de
levaduras y hongos se utilizd medio Sabouraud. De esta manera se
desech® la posibilidad de que los medios estﬁvieran contaminados.
Loz resultadeos  indicaron e durante el pvccesamxenéu de 1la
muestirs no se wliminaron los contaminantes.

En ¢l método C. se corvigieron las deficiencias de los



dus:méiado;vﬁngeviurés.'Para facilitsr el manejo de los eamaroncs
»aurante‘ysu procesamiento, estos se anestesiaron desouvéds de szer
meé;?as ‘yrpesadus. Esto se . consiguid introduciéndolos dentro de
una..caja de petri al refrigerador (4 °C), durante S minutos., E1
fiempu ma:imo promedis en qhe los camarone: lograban sobrevivir
en refrigeracidn es de 8 minutos, déspuéz da egste tiempa morian,
o quaedaban demasiado débiles.

Era importante gque los camarones no estuvieran muertos
debido a que &1 hepatopancreas. es el primer Grgano en
descomponerse a la auelrte del animal, producto de la accion de la
variedad de entimas gue se producen en &l (21, 22). El1 animal
debla estar anestesiado para facilitar su manejo, serc no  debia
morir, ya qgue el proceso entero de lavado toma poco mds de 35
minutos. Tiempo en el cual las enzimas que produce el
hepatopancreas  tendrian condiciones adeceadas y  tiempo para
actuar y lastimar el tejido. Ademas, entre las enisimas que
produce este organo, encontramos a la Sripsina. Como se menciong

antes, wsta enzima  pueds dafar e 1ncliusive causar la  muerte

celular, 21 5 tejidos son espuectos mucho tiempo = su  accidn.

&n

da que el animal estuviera muerto, ¥y copsiderando el
tiempo  Que se utiliza en la disgregacidn del drgana, €l tejido
estaria expuesto a la accidn enzimdtica durante mas de S0
minutos. A consecuencis de esto, ei teyido se veria dafada, ¥ la
cantidad d¢ células viablos cue =me sembraran seria mucho menor al
obteride., Esto se puds comprobar cuando hubo, muerte de las

camarbnes  en ol proceseo de lavado, #1 nuamcro de célulos  viables
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sembra‘das fue  mucho menor como se puede ser en €l cuadro 3
(indicadas por un ). '

El nuamero de células que se presenta en los resultados
corresponde al numero de células viables tatales qgue s@
sembraron, No se calculd la viabilidad de cada uno de los
cultivos. Se conoce que son células viables porque al  hacer el
contep en el hemecitémetro, habiendo tedide gareviamente con
nigrosina, so6lo se contaren aquellas gque no se colorearon {(es
decir, las células vivas). Como se puede observar @l nidmerc de
células viables sembradas es de 1.9 ¥ 106 celulas/ml; en este
casp no se estandarizd el nimero de células viables en cada uno
de los cultivos, como se hace en el caso de células de origen
mamifero (por lo general, se siembran er estos casos de 3.0 a 4.Q
% 10° celulas/mld.

Durante loz lavados lo jue se hace es primero e}xpoher‘ a
los camarones a una solucidn de yodo al 1%, este al igual que el
benzalconin, tiene poder bactericida y fungicida;y ademds es
viricida, detergente y removedor de grasas. El manejar al camardn
anestesiado ayuda a gue este no salte o se mueva durante los
bafos 'de yodo y bencalcenio, facilitandoe en gran medida su
lavado. Después de cada uno de los banes mencionados en  la
metodologia, se lavd al camardn durante 5 minutos en una salucién
salina al 0.47 M, gue permita la Eliminacioa del desinfectante
antes de sometor al animal al siguiente paso. Generalménte, ins
camarones al  ser introducideos en el segundo baro de solucidn

salina Q.47 M =ze recuperaban casi totalmente. Sin embargo, en dos
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casos el ejemplar murid durante el lavado con yodo. El numero de
cédlulas - obtenidas en estos casos fud menor al del resto y - las
células Snbrevivieran stla al primer pase {(ver cuadros 2 y 4.

Al lavar a los camarones en una solucidn salina  con
antibitdticos y nistatina durante 20 wminutos, se pretendid
elimipar a los :ontamxnaﬁtes que se encontraran en of lumen  del
hepatopancreas (muchos de ellos pertenscientgs a 1o fauna natural
de los camarones), déndoles ticmpo suficienktz a los medicamentos
para gque pudieran ejercer su accién. Se  lava nuevamente con
solucidn salina sin anbiﬁlutzcos, para que log nicroorganismos
debilitados o muertos se desprendan y quedaran en esa solucion.

La solucidn salina péra lavar e:rternamente al camardn
se utilizd a upa concentracién del .47 M debido a que ésta es
equivalente a la salinidad en la cual sé mantuvieron en el
acuvario.

Cuandn  ya se hubo extraido el hepatopancreas,., #ste se
colpcd en una caja QE petri mas pegueda estéril, de manera que
los contaminantes que se encontraran se diluyeron al bacer los
lavados con solucion de Hank's 0.25 M con antibiodtices. En  este
caso,  ya no se le aRadid nistatina a la solucidn para evitar un
efecto citotéiico. La salinidad de la solucidn de Hank's gue se
utiliz fue¢ de 0.26 M, es decir, casi la mitad de la de la
solucidn con que se lava el camardn esternamente.

La trip=sina utilizada, al igual que el nedio nuéritivu,
contiepen cales que les dan ung salinidad de ¢.2 M, po existiendo

modificaciones en estas zoluciones en la metodolegia. Se  puede
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sutilizar tamﬁién tripsina con “una. salinidad de 0.26 M, sin
absérvarée cambics en lné.resultados obtenidos,

‘ Dé ioé medios utilizados, con el gue se  obtuvieron
mejores resultados fué con el M199, Este se utiliza generalmente
‘para crecer células Eangulnéas, aungue se puede utilizar para
cualquier tipo de célulaz, &l crecimiento de las cuales variard
si no se cumple completamente con sUS requerimientos
nutricionales. El factor que hizo de este medio el mAs adecuado,
fuéd la presencia de Tween B0 v colesterol dentro de su  farmula.
El Tween BO es un aceite gue se utiliza entre otras cosas para
la fabricacidn de emulsiones. El Tween BO actia como una fuente
de lipidos, y sustituye algunos dcidos grasps necesarios para la
células. Ademds ayuda a la incorparacicn de algunos compuestos no
solubles en agua, debido a que es un potente tensoactivo
sintético formado por ésteres oleicos parciales de anhidrido de
sorbato. El colestercl es una lipoproteina gque pertensece al grupo
de los esteroles. Se encuentra en mayores :nncentracinnés en las
membranas plasmaticas de muchas células animales. Aunque también
es un componente menor de las membranas de algunos organelcs como
las mitocondrias y el reticulo endoplasmico. Se ha demostrado 1la
importancia de este ultimo compuesto dentro de las dietas <siendo
esencial, y agregandolo en forma de harina de cabeza de camarén,
harina de calamar o en el caso de alimento ﬁara larvas en forma
de algas {enriquacidas con @l artificialmenta), para el' adecuado
crecimiento de los camarones cultivados en granjas (15, 16, 18,

21, 4.
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El contenido de lipidos en el hepatopéncreas es alto

»sieﬁdc los fosfolipidos los de mas alta concentracidn (2!). Esto
Eimpli:é que ‘la presencia de fuentes de 4cidos grasos o los
compuhentes mismos de las células esten disponibles en el medio,
de manera que las células no solo se mantengan, sino que también
. cuehten con los elementos necesarios para la divisitn celular.

El resto de la composicidn quimica de los medios es
adecuada patra lacz células, ya que contienen iones y minerales,
que pueden ser utilirados por las mismas. Todos 1los medios
contuvieron un 20k de suero  fetal bovino. Ademas, se
suplementaron con vitaminas y aminodcidos esencilales, de manera
que éstos no fueran un factor limitante,

Al abservar gue 21 ndmero de células viables por ml
obtenidas en 1los diferentes ensayos hechos eran variables, se
intentd relacionar estos resultados con el medio utilizado an
cada caso. Al hacer la relaciton gue se muestra en las figuras 1y
2 {con los datos de los cuadros 3 y 4), se obsetws que €l numero
de celulas obtenides con medio M199 es mucho mayor que aquel que
st obtuvo con los otros tres medios utilizados (MEM, L-~15 y RpMI
1640) .

En la comparaciédn anterio: no se *omd an cuenta 2l peso

himedo de los camarones vivos, que estéd intimamente relacionado

con el numero de células obtenidas. €z asi, como se agrupd a  los

camarones en clases de acuerdo a su peso humedo, y en relacidn a

dote  ze maron las promedios de2l ntmers de  células viables/al

obtenidas, separandolos a su vexr en relacidn al medie utilirado



en .cada  caso. Esto permitid la observacidn mds claras de 1la
diferencia entre el nlmero de células viables/ml  obtenidas con
respecte - al medio, ya gque al clasificarlios de acuerdo a su peso
humedo se homogeneizé a la parte de la poblacién que se estaba
analizando. Se ocbtuvieron asi, las graficas que se muestran como
figuraé 3y 4. En ellas, también se puede ver que el nuameroc de
células obtenidas con los medias MEM, L-15 Y RpMI 1640, se
mantiene mas o menos constante; aungque si hay un  aumento del

numero  de células con respecto al peso humedo de los individuos
analizados, que ce debe a que a mayor tamafo mayor numero de
celulas. La diferencia existente (mostrada en las figuras 3 y 4),

debe analizarse estadisticamente para comprobar que realmente se
debe al tipo de medio utilizado y no al azar. Lo anterior no se

realize debido a que no estaba comprendide dentro de los
objetivos de este trabajo.

E1 éxito del cultivo celular se debit a que el nedio

M199 ©@s mAds rico que los otros tres medios empleados (ver
apéndice ©), y cumple mas eficientemente com los requerimientos
de las células hepatopancreadticas. Como lo sugiere el hecho de
que todos los cultivos celulares editosos, fueron realicados
utilizando Mi99. Las células se dividieron hasta el quinto pasé,

degenerando  paulatinamente en pases subsecuentes. Se ochserva  un
aumento de la poblacidn celular de aprouimaaamente el 100%, es
por esto dque se realizaron los subcultivos. Para el quinto pase
la poblacidn va no se2 divide de esta manera (figuras 5 y &). Sin

embarga, pueden permanecer viables por tres meses, sieopre y
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cuandc =10 le= sumlnlstre con nuevo medio. Lo anterior se comprobo

anserwandu QIJCcmpurtamxentc de !as ceiulas: las célulaa ivas

que crecen -en suébensiah sedimentan rap‘daménte. mientras que las
muertas bienden a flotar y ‘a aglutinarse.

El numern de celulas viables nbtenldas con los -medios

HEM. L=1S | v RpNI 1640 fué menor. lo que 1ndico que.  las
necesidades inmediatas de las células no se cumplieron por lo gue
murieron en pocos minutos.

El nuimero de pases o subcultives realizados y  la
frecuencia de los mismos en todo cultivo celular depende de el
desarrollo de las células y los fines para que s  vayan a
utilizar. En este case, los suboultivos z=e hicieron cada cinco
dias debido a gque en ese tiempo hubo un aumento de la poblacion
a casi el doble de la misma. Si se hubieran dejado mas tiempo es
probable gue llegara un momentou en que se produjera un efecto
vitoténico y las ceélulas empezaran a  morir por falta de
nutrientes. El monitoreo mediante microscopla optica y el no
observar un aumento de la poblacidn, establecid que el namero de
pases a realizar eran cinco; el seguir subcultivando a las
células no era necesario ya gque la poblacidn ne  aumedtaba

considerablemente.

Es importante recalcar gue durante este sxperimento no
2 estimuld el crecimiento s divieion celular con hormonas.
Aunque ne s& pudieron localizar escritos sohre las
investigaciones hechas en Estados Unidos y Francia, 21 trabajo de

Chen (137, demuestra que é&! utiliczéd extractos de ovarias vy

misculo. En el ovario pedemos  encontrar  concentraciones  de



hormonas . gue “varian de acuerdo al estado de madwacion de los
indivfduus utilizados para realizar el extracto. Algunas
inQestiqaciunEE en las que se utilizam cultivos celulares no
pareéen ser afectadas por la presencia de hormonas en el medio.
Sip embargo, existen otras en las cuales el medio debe de estar
libre de estas substancias, por 1o cual loe cuitivos que se
estimulan con hormonas no serian de utilidad,

1 cultivo celular de hepatopancreacitos nuestra
células grandes. Al inicio dentro de los primeros pases (1 a 3},
se pueden distinguir por lo menos cuatro tipos celulares
distintos. Las células en general sen redondeadas, algunas con
grandes vacuolas gue parecen ser lipidicas (figura B), otras no
muestran nucleo, algunas presentan muchas vacuonlas pero pequefdas,
y aguellas que muestran nucleos ligeramente desplatados hacia
la periferia (figura 8). Al hacer preparaciones frescas  del
segundo pase, 3se pueden observar a algunas células gue se
encuentran liberando al medio secreciones de forma merocrina
{figura 9), estas células pueden ser consideradas como células-F,
Sin. embargo, conforme se les subcultiva los tipos rcelulares
observados se reducen a dos, a partir del tercer pase se observan
ctlulas nucleadas periféricamente (figuras 10, Ll y 12), y otras
un poco mas pequefas y vacuclizadas. En 2] quinto pase se observa
a urna poblacion dominada por células rednndéadas, con citoplasma
heterogenco, vacuolizadas, con un nticleo periferico vy rodeadas
por una capa rrefringente (figuras 10, 11 y 12). A lo largo de la

vida in vitro de las células, no se observa divisidn mitédtica de
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las células. Estas parecen dividirse amitdticamente, como se
muestra en la figura 1CG. La figura 7 wouestra un corte de
hepatopancreas incluido en parafina vy tefido con &E'
(Hematoxilina~ Eosina). que se utilizd como control, para poder
camparar a lacz células y asegurar que se trata del mismo tejide.
Existen nuperosas descripciones de las células que
conforman al hepatopancreas. Estas estan compuestas
principalmente por descripciones detalladas de la morfologia
citolédgica de cada uno de los tipes celulares para diversas
especies de decadpodos. En el caso de los peneidos, tambien
podemas encontrar en la literatura la descripciéon del cambio
morfoldgico de cada wno deo los tipos celulares a lo largo de la
digestion, asl como en relacidn al estado de muda en el que se
encuentre el animal (1, 2, I, SB). La recopilacidn hecha por
Gibson y Barker en 1779 (19}, junto caon trabajos de Al-mohanna y
colaboradores (1, 2}, mencionan que las células-B presentan una
capa entérica gue recubre su superficie apical, y gue en un punto
de la digestién el nucleoc se encuentra en ia periferia
comprimido en esta posicidn por la aparicidn de una gran vacuola,
%in embarge, en lo observado al microscopio dptico y come lo
musztran las figuras 10, 11 y 12, las celulas fotografiadas no
presentaron esa vacuola, pero =n todas 21 nicleo se  encuentraba
localizado periféricamente. Una estructura qus era desconcertante
en un principio era la observacidn de una capa refringenta que
rodea completamente & las células. Esta capa refringente

corresporide a la capa entérica de las células—B, Hasta el momento
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de’ tamar ‘e  interpretar fotografias tomadas en microscopia
electrénica, de las células gue se obtienen en  los dltimos
pasés, s4lo se puede suponer que las - células presentez  son

ceélulas~-E, ya que son las Gnicas gque en la  literatura se

describen como poseedoras, en una etapa de su vida, de un nucleo
periféﬁico. Asil, la célula que se presenta en la figura 12, en la
cual se observa un par de vacuolas abiertas al exterior,

puediendo ser vacuolas pinociticas gue la identificarian como una
célula~B; o guizd se encaontrindose en un oroceso de exocitosis,

en cuyo casp se podria decir que la célula es una célula-F, vya
que estas son  las que supuestamente secretan por  exocitosis

enzimas al lumen del hebatnpancraas.

En la literatura (i, 2, 22), se habla de que las
células B y F se encuentran recubiertas por una capa entérica,
pero sdlo en su superficie apical; en 1o observado en el
microscopio Optico de las células recien sembradas, se puede
canstatar que no solo estos tipos celulares poseen esta capa
entérica, Qino que también todos los otros tipos celulares la
poseen, y que €n algunas la misma recubre a toda la célula.

Anteriarmente se menciond que el cultivo celular es una
herramienta muy utilizada dentro de las ciencias biologicas. La
ventaja de ésta reside en el hecho de que se proporciona un medio
muy homogénea, requieren de una inversién Ec;némica relativamente
baja, Yy ouupan poco espacic.

Su aplicacidon no sdlo se limita a su utilizacidn en  la

produccian de diferentes substancias utiles en las ciencias
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Einmédic%s (como en la prnduccinﬁ de vacunas, interferon,
Canticuerpos, =tc.); sino que también es un valioso instrumento en,
ia invgstigacion. Se utiliza, asimismo, para el diagnostice de
eﬁfermedades, la replicacion y multiplicacidn de microorganismos,
el estudio de los mismos y su relacion con las células, como
Peactibo bioldgico en la euparimentacion con  férmacos, en
investigaciones de ciencia bdsica (por ejemplio en: fisiologia
celular, biologia celular y molecular, genédtica); en la
produccidn de reactivos can fines diagnosticos Y de

investigacidn, entrc otras aplicaciones.

En el casw expuesto en esta tesis, el cultive czlular
de hepatopancreacitos, puede dilucidar la polémica existente en
torna  a la funcidn de cada una de las ceélulas)y si se encuentra
bajo influencia de neurosecreciones, cuales son estas y su
efecto; se podrdn comprobar las teorias existentes sobre la
transformacion de un tipo celular a otro; gue es 10 que promueve
la diferenciacidn celular; porqué diferenciacidndose a partir de
un solao tipo célular (células-E), enisten diferencias en cuanto
al nimero de cada uno de los tipos celulares del hepatopancreas,
etc. Al-mohanna y cclaboradores (T), mencionan que las células-R
pueden dividirse amitaticamente, esto puede comprabarse
cultivandolas In vitre, también se podria ver si esto sucede para
otros tipos celularecs. .

For  atra parte ol cultivo de hepatopancreacizos serd
una herramienta muy Gtil en la investinacidn de los diferentes

tipos de enfermodades virales, permitiendo también tener ur medio
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de réplicacinﬁ que lleve a contar can un  lote d2 virus de aliz
calidad. para estudios posteriores. El observar la evolucion de la
anfermedad in vitre puede revelar detalles clave gue ayudzn en la
prevencion y control de dichas enfermedades. Se podré conacer sl
el agente causal de una enfermedad es uno s6le o varios, y cual
es ¢l papel de cada uno da ellos.

Este estudio aporta nuevas experiencias qgue seran
utiles para‘ disefar una técnica de cultivo de tejidos de lus
camarones peneidos, gque en un momento pueda extrapolarse hacia un
conocimiente mayor de los crustdceos decépodoes que san
importantes econdmicamente, as! como de otros  invertebirados

marinos.
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CONCLUSIGNES

1) Los feﬂu%tados obtenidos en este trabajo demuestrarcon que el
cultivc‘ de células hepatupancredticas es posible; obteniéndose
hasta cinco pases en 1os cuales se observéd un aumento marcado de
la poblacion celular (anroximadamente 100 %).

2) El nimero de células viables obtenidas (1.9 x 10 bcélulas/ml),
es el suficiente como para estandarizar esta técnica con
cualquiera de 1los métodos utilizades enm el cultivo celular de
células de origen mamifero.

3) La divisién de las células es amitatica.

4) Las ceélulas pueden sobrevivir in vitro durante tres meses,
como un cultivo en suspensidn.

2) Al ser un cultivo primario este cansta de varios tipos
celulares. En los primeros dos pases se cbservan cuando menos
cuatro tipos celulares. A partir del tercer pase, uno de ellos
empieza a dominar, mientras gue los ptros empieran a degenerar.
En el cuarto vy quinto pase se observan dos tipos celulares,
aunque con una marcada dominancia de uno de ellos.

&) Las células dominantes, observadas a partir del tercer pase,
son: grandes, redondeadas, con nucleos periféricos, muy
vacuolizadas y rodeadas por una cubierta que podria ser proteica
(tal wvez eqguivalente a aguella descrita en- la literatura, que
protege ' a las células hepatopancredticas en su superficie

apical)d.

o

7Y Con  fundamento en  la anterior, vy 1 descubrir vacuolas

abiertsz al medio, probablemente las celulas dominantes



gbservadas pertenezcan al tioo B o al F.

8) El  aedio Mi99, fue el mis adecuado para 21 cultive de
hepatopancraacitos. Lo sual se debe a gque contiene fuentes
_lipldicas, colesternl 'y Tween B0, lo cual parece determinar el
éxito de la supervivencia de las células in vitro.

§) Una innovacion d# la tecnica, durants este trabagc, es el
lavado externo sucesivo del camaron con desinfectantes como parte
esencial de la misma. Las técnicas descritasz para otros cultives
celulares, pueden recomendar una desinfeccidn profunda de la zona
donde se harta 1@ incisidn para obtener el tejido a culzivar;

pero nuncs en forma de lavados sucesivos



RECOMENDACIONES

A) Se hace necesaric continuar con este tipo de investigaciones v’
obterner  una linea celular, tanto como estudios de microscopla
electrénica.

B) Adicionar colageno a los tubos o botellas de cultivo, para
favorecer que las celulas se adhieran a la superficie de las
mismos.

) PFreparar medios de cultive que contengan diversos Aacidos
grasos, de manera que se cubran los requerimientos nutricionales
de las células mds =ficientemente, favoreciendo el crecimiento
celular.

D} Realizar pruebas de control de calidad de las células en
cultive, como por ejemplo: cariotipes, pruebas de susceptibilidad
a agentes virales, deteccidn de microorganismos contaminantes
(micoplasmas, clamidias y virus aberrantes o latentes unidos al
dcide nucleico), hibridacian del Acido nucleico para la deteccién

de mutaciones, entre otras.



APENDICE A

FORMULAS DE REACTIVDS UTILIZADOS



L) Splucion Salina Eisioléogica (SSF)

NaCl 8.9 grs
Ho0 tridest. c.b.p. 1000 ml
Esterilizar en  autoclave a 19 lhs de presién durante 1€
minutos.

2) Splucidn Amprtiguadora de Fosfatos (PRS)
a) Solucitn Stock A
NaH2#04 2.8 grs
Ha0 tridest. c.b.p. 100 ml
b) Soluzion Stock E
NagHFO, 14.2 grs
Hz20 tridest. c.b.p. SO0 ml
c) Solucidn Stock C
NaCl B.S gis
H20 tridest. c.b.p. 100¢ ml

Primern se prepara la solucion salina a la molaridad deseada.
La preparacidn de las soluciones stock ®s la siguiente:
Solucidn Stock A 95 ml
Solucion Stock B 405 ml
Se hace la mezcla y se ajusta el pH a 7.4, Luega se afora a un
litro con la salucidn salina.
Se esteriliza en autoclave a 19 lbs de presion durante 15

minutos,
3) Soluecion de Tripsins

Tripsina 25 grs

FBS pH 7.4 c.h.p. 1000 ml

Se distribuye en cantidades de 100 ml, Se mantiene a =20
*C. Fara su uso se diluyen 100 ml de esta solucidn stock en

{00 ml de PRES sin calcio ni magnesio. Antes de usarse se
filtra para ezterilizarla

4) Bigarbonato de Sodio 74
NaHCOx 7 ml
HaQ tridest. c.b.p. 100 ml

Esta solucion se esteriliza en autoclave a 15 1bs de presidn
durante 15 minutos.

) Medio Esencial de Eagle (MERD
MEM 10n {In Vitro) 10 m!
Suere Fetal Boviro (In Yitro) 15 ml
YVitaminas en sales da Eagle 100u 1 omi
Aminoacidos 2n zales de Eagle SO« 2
Fenicilina 6 Sodica 1000 Ulsml




Sulfate de Estreptomicina 100 mg/ml

NaHCOz 7 %4 c.b.p. pH 7.4
HoO tridest. c.b.p. 100 w1

Se esteriliza por filtracion utilizando una membrana estéril de
0.22 um.

&) Solucion Balanceada de Sales de Hank's 0.2 M

Solucion A

NaCl 8.0 grs
KC1 0.4 grs
MgS04. 7Ho0 0.2 grs
NazHPO4. 2Ho0 0.06 grs
KHaFOg 0.06 grs
Blucosa 1.0 grs
Rojo de fenol Q.04 grs
H-D tridest. c.b.p. B0 ml
Solucidn B

CaClp 9.14 grs
Hp0 tridest. c.b.p. 100 m1
Solucion C

NaHCO3 0.35 grs
HoO tridest. c.b.p. 100 ml

Cada una de las soluciones se esteriliza por separado en
autoclave a 19 lbs de presion durante 15 minutos. Antes de
usarse se mezclan en medio estéril.

7} Solucién Salina al 26 %
NaCl 26 grs
H20 tridest. c.b.p. 100 ml

8) Soluci¢n Balaceada de Sales de Hank's 0.26 M con guinolona
Solucion Balanceada de Sales de Hank's 0.2 M 100 ml
NaCl al 2& % 1.39 m1
Quinolona al 9% 2 ml

?) Solucion Salina fFisiolpgica U.26 M con antibidticos
Solucién Salina Fisioldgica 100 ml
NaCL 26 % 1.35 ml
‘Penicilina B Sadica S00 UI/m}l
Sulfato de Estreptomicina . S0 mg/ml

10) Tripsina 9.25 % 0.26 M
Tripsina Q.25 % preparada en PBS 100 ml
NaCl 26 % 1.35 ml

a
o

Medio Esencial de Eaugle ©.26%
MEM 102 (Im Vitro) 10
Suaro Fetal Bovino (In Yitro) i5

33
P}
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Vitaminas en sales de Zagle 100n 1 ml
AminoaAcidos on sales de Eagle SH0n . . -2 ml .
Fenicilina G Sodica 0000 T Ul/ml
Sulfato de Estreptomicina : 100 . mu/ml
NaHCD= 7 % c.b.p. pH 7.4 :
HoO tridest. c.b.p. 190 ml
NaCl 26 % e TR 1,38 mL

8e esterilize mediante filtracidn utilizando, upa measbrana
esteéril de 0.22 um

12) RpMI 1640 ¢ H M
RpMI 1540 10x (MIcrolab) 10 ol
Suerc Fetal Bovino (In Vitro) 1S ol
Vitaminas en sales de Eagle 100y I ml
Aminoacidos en sales de Eagle SO 2 mi
Penicilina G Sdodica 1000 D1/mi
Sulfato de Estreptomicina 100 mg/ml
NaHCOz, 7 % c.b.p. pH 7.4
Ho0 tridest. c.b.p. 100 m}
NaCl 26 % L35 ml

Se esterilize mediante filtracién uwtilizando una membrana
estéril de O.20 um.

13) Solucidn Salina 0.47 M
NaCl 13.7 grs
HoO tridest. c.b.p. S0  ml
Se  esteriliza  e=n avtoclave a 19 1bs de presion  durante 135
minutos,
14) Solucign de Yodo =} 1 %
Yodo 1 ar
Salucidn Salina 0.47 M estéril c.b.p. 100 ml
15) Solucivn de Benzalconio
Benzaloonio 20 ml
Solucidon Salina 0.47 M estéril c.b.. 100 ml
16 solucién Salina 0.47 M mAs Antibidticos
Fenicilina G 8ddica 1000 UI/ml
“Yulfato de Estreptomicina 100 mg/ml
Nistatina 100 mg/ml
Solucion Salina 0.47 M estérsl c.b.p. 100 mi
17) Solucitn de H Q.25 M con Antibidticos
Penicilina 6 Sédica 1000 UI/mi
Sulfato de Estreptomicina 100 ma/ml

Solucion do Hank‘s 0.25 M c.b.n. 12 ml



18) Solucign Amortiguadora de Fosfatos (PRS) 0.26 M
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Solucidn 3tock A

NaH-F0, . 6£.49 grs
HoQ tridest. c.b.p. N : 100 ml
Solucidn Stock B :

Na-HPOg s 33.37 grs
H-0 tridest. c.b.p. 500 ol
Solucién Stock C

MaCl 27.40 grs
HoO tridest. c.b.p. 1000 ml

Frimero se prepara la solucién salina a la molaridad deseada.
La proporcidén de las soluciones stock es la siguiente:
Solucidn Stock A 95 ml
Solucién Stock B 405 ol
Se hace la mezcla y se ajusta el pH a 7.4. Luego se afora a
un litro con la solucidn salina.
Se esteriliza en autoclave a 15 lbs de presiéen durante 1S
minutos.

Medio M199

Medio M199 10x 10 ml
{Grand Island Biological Company)

Suero Fetal Bovino (In Vitro) 20 m1
Vitaminas en sales de Eagle 100y 1 ml
Amincadcidos en sales de Eagle S0x 2 ml
Penicilina G Sddica 1000 BI/ml
Sulfato de Estreptomicina 100 mg/ml
NaHCOz, 7 % c.b.p. pH 7.4
HoO tridest. c.b.p. 100 ml

Se esteriliza mediante filtracidn utilizando una membrana
estéril de ¢.22 um.

MEM 10 (In Vitro) 10 ml
Suero Fetal Boving (In Vitro) 20 ml
Vitaminas en sales de Eagle 100x 1 ml
AmincAcidos en sales de Eagle S0: 2 ml
Fenicilina B Sodica 1000 UI/ml
Sulfato de Estreptomicina . 100 mo/ml
NaHCO= 7 % c.b.p. pH 7.4
HoO tridest. c.b.p. 100 ml

Se esteriliza oeediante filtracién cotilizando una membrana
estéril de 0.22 um.
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Medio Leibowitz-1% con 20

de Suerg Fetal Boving

L-15 10  (Microlab) 19 ml
Suero Fetal Bovino (In Yitro) - © 20 ml
Vitaminas en sales de Eagle 1003 .1 .ml
Aninodszidos en zales de Eagle S0u 2 ml
Fenicilina B Sddica ’ 1000 Ui/ml
Sulfato de Estreptomicina 100 mg/ml
NaHCUz 7 % c.h.p. pH 7.4
H20 tridest. c.b.p. 100 ml

Se esteriliza med:ante filtracion utilizando una membrana
estéril de &, 22 um.

Medio RpMI 1640 gon 20 % de Suero Fetal Boving

RpMI 10 (Microlab) 10 ml
3uero Fetal kavino (In Vitrao) 15 ml
Vitaminas en sales de Eagle 100n 1 ml
Aminodcidos en sales de Eagle S0x 2 ml
Fenicilina G Sddica 1000 UI/ml
Sulfato de Estroptomicina 100 mg/ml
NaHCOz 7 % c.b.p. pH 7.3
Ho0 tridest. c.b.p. 100 ml

Se esteriliza mediante filtracidn wutilizando una membrana
estéril de (.22 um.

23) Splucidn de Nigrosina 0.2 4

Migrosina 0.2 grs
FBS pH 7.4 0.2 M c.b.p. 100 ml

Se esteriliza por filtracion, utilizende una membrana
millipore de 0.22 um.

Medio Liquido de Tioglicolato
Medio liguido de tioglicolato {(Bicxon) 29.5 grs
Agua destilada (c.b.p.) 1000 ml

Mezclar bien hasta obtener una suspensidn uniforme y calentar
agitanda frecuentemente. Hervir durante 1 o 2 minutos o hasta
su  disolucidn. Distribuir en tubos de ensaye de 1S x 2 cms,
-1lendndolos hasta la mitad (15 ml en cada tubo).

Esterilizar durante 15 a 1B minutos a 121 °C (1S 1lbs e
presidon). Enfriar antes de usarlo Yy congervar en la
obscuridad en un lugar fresce y seco (no refrigerar).

Agar Infusion de € —~LCarazon
Agar Infuzion de Cerebro-Corazén (Biouon) S2.0 grs
Agua destilada (c.b.p.) 1000 ml

Mezclar bien, calentar agitando freocuentemente y hervir
durante uwn minoto. Distribuir y esterilizar en autoclave a
121 °C (1T lbs de presidn). durante 15 minutos. Antes de usar



el medie, aglitar suavemente para gque se distribuya el
precipitado a través del medio.

2&4) pgar de Destrosa Sabouraud

Agar de destrosa Sabouraud {(Bio:on) &£53.0 ars
Agua destilada (c.b.p.) 1000 ml

Mezclar bien hasta que se obtenga uma suspensidn uniforme.
Calentar agitandeo trecuentemente v hervir durante un minutao.
Distribuir y esterilizar a 118-121 °C (no mas de 15 lbs de
presiond, durante 15 minutos. Se debe evitar la exposicion
indebida al calor, gque facilita la hidrolisis de los
companentes guedabdo as! blando el media.

27) Lavado del Material de Cristaleria y Flasticg para su Uso en

Cultivo Celular

1. Lavar el material con cepillo o fibra utilizando una
solucién detergente (7u) al T 4.

2. Enjuagar con agua carriente, 7 veces por lo menos.

3. Dejar enjuagando en agua destilada durante una noche.

4. Enjugar por lp menos 7 veces con agua destilada.

5. Enjuagar 7 veces con agua bidestilada.

6. Secar en un horno & 80 °C (solo el material de cristal).
7. Preparar el material para meter a esterilizar.

8. Esterilizar a 121 °C y 1Y lbs de presion de vapor, durante
15 minutos.

28) La esterilizacidn de material pladstico se realiza mediante
radiacidn ionizante (luz U.Y., rayos gamma) y no ionizante
(microondas).
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" RESULTADDS: CUADRDS Y FIGURAS
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CUADRD L

Datos, de los Ejemplares Utilizades en el Métode A,

-~ ESPECIE PESQ HUMEDO LONG. TOTAL MEDIC UTILIZADO

o (grs) Cimn)
" Penaeus arxtecus 2.2 62 MEM
2.2 &4 MEM
, 2.4 b4 MEM
1.8 59 MEM
2.9 &5 MEM
1.3 35 MEM
1.2 30 MEM
1.3 36 MEM
1.3 37 MEM
1.2 34 MEM
P. setiferus 1.7 41 MEM
1.4 39 MEM
1.2 35 MEM
1.3 37 MEM
1.3 37 MEM
1.2 36 MEM
PROMEDIOS 1.6 a44.6 MEM
CUADRD 2

Datos de los Ejemplares Utilizados en el Metode B

ESPECIE PESO HUMEDOD LONG. TOTAL MEDID UTILIZADOD
{grs) (mm) .
P. arxtecus 2.5 b1 RpMI
J.2 &8 KpMI
2. &7 MEM
5.0 79 : MEM
1.6 a1 RpML
z.8 &8 MEM
£. setiferus J.4 73 MEM
3 75 MEM
&.7 92 - RpMI
2.2 &4 RpMIL
2.2 62 MEM
3.1 &7 MEM
1.9 59 RpMI )
FROMED1IOB 3.2 &7.5 MEM Y RpMI1
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CUADRO =

Datus de _le Ind:widuns de la Especie 2. cali¥orniensis
) ; Utilizados en el Mé&todo C

NEDID UTILIZADD LUNE TOTAL PESD HUMEDD No. DE CELULAS

tmm) (grs) VIABLES/ML
- MEM 41 1.5 7.7 w10 o
%) 59 1.8 7.9 % 10 2
: .- &2 Z.0 8.2 1 10 g
64 oot 7.6 1 10 2
- 79 .l 7.8 5 10 2
80 5.5 7.9 10 2
L-15 61 2.6 7.7 x 10 -
(&) b6 2.0 7.7 % 10 ;
70 b 8.1 = 10 ¢
69 5 7.6 % 10
75 4.3 7.7 w10 ;
81 5.2 7.7 u 10
RpMI 1640 71 3.9 7.4 x 10 2
(5) 3 3.9 7.1 % 10 ;
74 4.4 7.6 » 10 2
79 4.9 7.6 % 10 §
82 5.3 7.7 2 10 7
M199 &4 2.5 3.2 % 10;
(11 68 2.7 7.6 % 10 2 <
57 2.8 7.9 w10 ¢
&8 2.9 L2 w10 )
&7 3.0 1.0 % 10 &
73 3.3 1.0 3 10 o
72 3.3 7.9 % 10
73 3.4 1.3 3 10
76 3.5 3.2 5 10
75 3.8 3.2 % 10 2
75 4.0 2.9 ¢ 10
FROMEDI0S 70 5.5 1.9 % 10 °

< Ejemplar que murid durante los lavados cton desinfectantes.
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FIGURA 1

RELACION ENTRE MEDIOS UTILIZADOS
Y No. DE CELULAS VIABLES SEMBRADAS

No. do células viables x 10 °/ mi
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REBULTADOS PARA P, callforniensis
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CUADRO 4

Datos de ‘1os - 1ndividuos Pertenecientes & la Especie P,
vannampei Utilizados en en el Método C

MEDID UTILIZADCI LONG. TOTAL " PESO HUMEDD Ne. DE CELULAS

{mm) {grz) VIABLES/ML
MEM 76 4.4 1.7 »n 106
1) , 78 5.0 *
115 59 1.7 7.7 5 107
8) 61 2.3 7.5 3 10%
&7 2.7 8.1 » 107
71 3.6 7.8 n i0;
74 4.8 7.7 w107
79 2.1 7.6 o107
a0 5.3 7.6 0w 102
92 6.7 7.7 s 107
RpM1 1440 &5 ) 1.5 w 107~=
(2) 73 3.8 Aa
75 4.2 1.7 » 107 ++
75 1.7 A
ML9G 42 1.4 Z.1 » 109
(16) 59 1.8 7.8 1 103
59 1.8 1.6 = 106
&4 2.5 2.9 xn lf.lb
61 2.9 .9 x 10
70 3.2 4,8 n 106
72 3.2 3.2 % 106
71 .3 1.6 106
73 3.9 1.7 = 106
79 4.5 2.8 « 106
74 4.6 206 3t 10T==
77 4.7 &==
78 4.9 T.2xn 106
78 9.1 2.5 » 106
80 J.2 1.6 » 105
82 5.8 3.2 K 106
93 7.1 2.3 ¢ 10,
PROMEDIOS z 4.0 1.9 s 107
* Representa las células viables obtenidas de un cultivoe hecho
con dos ejemplares.
~~  Representa las células viables obtenidas de un cultivo hecho
con doe ejemplares.
++ Representa las células viables obtenidas de un cul%ive hecho
con dos ejemplares.
== Represonba las células viablas obtesidas dz un culsive hecho
con dos ejemplares.

Ejemplar gue muric durante los

lavades ¢on desinfoctantes.
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FIGURA 2

RELACION ENTRE MEDIOS UTILIZADOS
- 'Y No DE CELULAS VIABLES SEMBRADAS

No. de células viablea x 10 7 mi
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L- MEM L-18 RpMI [ w109
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CUADRO 5

RELACION ENTRE EL PESD HUMEDO DE LOS CAMARONES VIVOS Y
EL NUMERO DE CELULAS YIAELES POR MILILITRO SEMBRADAH DE  ACUERDO’

A DATOS FARA P.

ca

1) Rango

AL MEDIO UTILIZADO,

litorniensis

= Dato mayor - Dato menor

=S.9 - 1.5

=4

2} Numero de clases (k) = 1 + 3,322 log n

=1 + 3.322 log 28
= 5.8 aprox &
= 0.7

3) Amplitud = K/R = &/4

Frecuencias relativas en relacion al medio utilizado

CLASES
1.9 ~ 2.1
2.2 - 2.8
2.9 = 3.5
3.6 ~- 4.2
4.3 - 4.9
5.0 - 5.7

FRE

Promedios de peso

CLABES

1.5
2.2
2.9
3.6
8.3
S0

NEBUNN
NG

X
7.8

C. MEM FREC. L-15 FREC. RpMI FREC. M199
Q ] o

el 1 [ 3

o} 3 1 -]

o] o 1 2

0 1 2 Q

2 1 1 V]

humedo (grs) de acuerdo al medio utilizadn

MEM % L-15 X RpMI X M199
w107 0 g o o,
7.7 u 10 [l 5 1.6 x 10&
e} 7.8 w 107 7.4 n 107 2.4 n &06
0 0O o 7.lon 10" 3.0 % 10
0 . 7.7 % 107 7.6 ('lf! [
w10 7.7 w10 7.7 w107 a



36
30

26

20
16
10

FIBURA 3

RELACION ENTRE EL PESO HUMEDO DE LOS CA-
MARONES VIVOS Y EL. No DE CELULAS VIABLES
POR ML DE ACUERDO AL MEDIOQ UTILIZADO

No. do células viables x 10% m!

4/. :/

LAy

s
'/')/"' 7] =
/t./ o
= L] 2
//,/ = ] i 5
v

= 7 = 7 = / =

18 = 21 22~ 2.8 29 38 SB 4243 49 50 - 57’
Clases de peso humado (gre)

v NSi-1s EZDrpmt [TImiee

DATOS8 PARA P. callfornisnsis
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CUADRD &
RELACION ENTRE EL FESO HUMEDD DE L0OS CAMARONES VIVOS Y

EL NUMERQ DE CELULAS VIABLES FOR MILILITRD SEMBARDAS DE ACUERDO®
AL MEDIO UTILIZADO

B) DATOS PARA P. vannamel

1) Rango = 7.1 - 1.4
= 9.7
2) K= 1 + 3.322 log 27
= 5.7 aprow. &
3 A= 5.7/8 = 0.9%

Frecuencias relativas en relacion al medio utilizado

CLASES FREC., MEM FREC. L-15 FREC. RpMI FREC. M199
1.4 - 2.2 Q 1 0 3
2.3 - .2 o] 2 [} a
3.3 - 4.1 [ 1 1 2
4.2 ~ 5.1 1 2 1 5
8.2 - 6.0 0 1 Q 1
&1 =~ 7.t QO 1 Q 1

Promedios de peso humedo en relacidn al medio utilizado

CLASES X MEM X L-15g X RpMl . X M199,
1.4 - 2,2 o 7.7 » 107 a 1.8 10,
2.3 - 3.2 o 7.8 % 10‘5‘ S0 306 o 10,
3.3 = 4.1 ° , 7.8 i0g 1.5 % 107 1.6 % 107
4.2 - 5.1 1.3 x 10 Tob o 100 1.7 % 10 2,9 » 106
5.2 - 6.0 <] 7.6 % 10‘5‘ o 3.2 10)
6.1 - 7.1 0 7.7 % 10 4] 2.3 % 10
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FIGURA 4

RELACION ENTRE EL PESO HUMEDO DE LOS CA~
MARONES VIVOS Y EL No DE CELULAS VIABLES
POR ML DE ACUERDO AL MEDIO UTILIZADO

No. de células viables x 10‘s rm)

40
304"
209"

104"

[ T ¥ T T T T
14-22 23-32 33-41 42-81 62-60 6.1-7.1
Ciases de peso humedo {grs)
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CUADRD 7
RELACTON. DE “NUMERD DE  CELULAS VIABLES SEMBRADAS/ML Y EL NUMERO DE
CELLLAS VIABLES/ML OBSERVADAS DESPUES DE S DIAS AL ’
REALIZAR &L PRIMER FASE

A} Datos para-f. calliformiensiz:

No. - de Celulas Mo. de Células Crecimiento de
-Viahles/ml sembradas Viables/m)l Dbservadas la poblacidén en %
a los © dlas
3210 2 God w10 & 100.9
7.6 % 10§ 1.5 5 10 5 99.2
7.2 % 10 & 1.5 2 10 6 7g.8
1.2 % 10 6 2.3 10 6 79.0
1.0 2 10 5 2.0 10 5 97.5
1.0 2 10 6 2.0 u 10 7 101.7
7.9 % 10 5 1.6 = 10 b 100.9
1.3 w10 6 2.6 w10 & 9.8
3.2 % 10 & 6.7 % 10 5 ?7.6
3.2 110 5 6.4 3y 10 6 99.1
2.2 » 10 9.8 % 10 78.9
¥ 3T xi0® 6.0 % 10° 99.%
E) Datos para P, vannamer:
: el 0 ¢ 98.7
s 1.6 3+ 10 5 100.2
c T.2 v to 5 101.5
6 5.8 u 1o 6 99.6
o 7.9 u 10 6 ?9.9
& 8.7 i 10 6 98.9
& &4 » 10 5 100,11
o 3.2 w10 ° 101.3
& Jo4 w10 o 97.7
P 9.5 w10 5 98.4
5 .1 s 10 6 97.%9
& 6.3 1 10 5 98.2
P .0 # 10 5 9.3
& T2 w0 6 1000
o L LU . 8.9
4.6 11 10 99.5
® JI.00% 10 & b.1 w10 6 . 9%.4
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_FIGURA S

'RELACION DE NUMERD DE CELULAS VIABLES
- SEMBRADAS/ML Y EL NUMERO DE CELULAS
VIABLES/ML OBSERVADAS DESPUES DE 5 DIAS

Numero de Células Viables x 1OG/mI

20

T
1 2 383 4 5 6 7 8 9 10 ft
Numero de Ensayos de Cultivos Celulares

B Células Sembradas S 5 dias después

DATOS PARA P. californiensis
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' RELACION DE NUMERO DE CELULAS VIABLES
SEMBRADAS/ML Y EL NUMERO DE CELULAS
VIABLES/ML. OBSERVADAS DESPUES DE 5 DIAS

Numero de Células Viables x 108 /ml

1 234586 7 8 910 1 1213 14 1516

Numero de Ensayos de Cultivos Celulares

B cciulas Sembradas W 5 dias después

DATOS PARA P. vanname/
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FIGURe 9

Células secretando de manera meroacrina (Erimuro vy segundo pases),
400x. ' .

FIGURA 10

Células hepatopancraatic=s  al final d» la divisidén amiteética
an-al: {er iz CG




FIgu~A 11

Célule del cuarto pase:; nuclece de
vacuelizada, y con wna cuboerta rofring

plaracde a la periferia,
ite que la rodea (400x).

FIGURA 12

Célula del qguinto pase: nuclso despla
altamente vacuslizada, aluwias de ella
{40,

ado hacia la periferia,
abiertas hacia el medix
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FORMULACION DE LOS MEDIOS NUTRITIVOS UTILIZADOS



FORMULACION DE LOS MEDRIOS NUTRITIVOS UTILIZADDS

COMFONENTES

Sales inorgdnicas:
CaCly (anhidro)
Fe(ND3)% 9Hz0
KC1

KHxFOgq

MoB04 7HnO

MaCl

NaHoF04 Hz0
NazHPOg (anhidro)
NanHFOq 7Ho0
MgS04 (anmhidro)
Ca(NDz)z 4Hz=0
MgClo (anhidro)

Otros componentess
Sul fato de adenina
Adenosintrifosfato 2Na
Acido adentlico
Colesterol
Desoxiribosa
D-glucosa

Glutationa (reducida)
Buanina HC1
Hipoxantina Na

Rojo de Fenol

Ribaosa

Acetato de sodio
Timina

Tween B0

Uracilo

Xantina Na

D(+) galactosa
Firuvato de Na

Aminoacidos:
DL~-Acido aspartico
L- Acido aspartico
L- Acido glutamico
DL-Acido glutémica
DL~Alanina
DL-alfa~Alanina
L-Arginina HCL
L-Arginina
L-Asparagina
L-Cistelna
L-Cisteina MNa
L-Cisteina HC1l HaD

-i74 -

MEM

2000

4000.

68000
14Q0

976.7

RpMI 1640

4000

1000
&0000

15120

1000

20000
10

S0

{GIiBED)
TODAS LAS CANTIDADES S0ON EN MILIGRAMOS/LITRO

L~15

140

400
18]

8000
190,12
359
77.867

?3.68

M199°

2000
20
4000
976.7
&£8000

1400

200



COMFONENTES

L-Cisteina 2HCL
Glicina
L-glutamina
L-Histidina HC1 Hao
L-Hidroxiprolina
L-Histidina
L—Isoleucina
DL-Isaleucina
L-Leucina
DL-Leucina
L-Lisina
L-Lisina HC1
L-Metionina
DL-Metionina
L-Fenilalanina
DL-Fenilalanina
L=Prolina
L-Serina
DL-Serina
L-Treonina
DL-Treonina
L-Triptdfano
DL~-Triptdfano
L-Tirosina
L-Tirosina 2ZNa 2Hn0
L-Valina
DL-valina

Vitaminas:

Acido ascorbico

Acido foliceo

Acido para-aminobenzoico
Biotina

Calciferol

Cloruro de colina
D-Fantotenato de €a
DL-Pantotenato de Ca
i-lnositol

Menadiona

Monofosfato de tiamina
Niatcina

Nicinamida

FPiridoxal HC1
Firidoxina HC1
Riboflavina
Riboflavina-G'-Fosfato de Na
Tiamina HCL

Yitamina 11 (acetato)
Vitamina Byo

- 7H -

MEM

10

RpMI 1640

.200
fulelile]

200
150
S00

S00

400
150

150
200
300
200

SO

200

200

10
10

30
2.5

350

ML99
260,

1000
500

218.8
100
400

120G

&

700
350
500
400
500
&00Q

200

=~ OO0t

1o e e e

-0 . coCcooc ©0 OUWHO0Q0D
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