CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS DEL NOROESTE, S.C.

Programa de Estudios de Postgrado

DETERMINACION DE MOLECULAS QUE INTERVIENEN EN EL SISTEMA
INMUNE DEL CAMARON BLANCO (Penaeus vannamei) EN RESPUESTA AL
USO DE INMUNOESTIMULANTES.

TESIS

Que para obtener el grado de

Doctor en Ciencias

Uso, Manejo y Preservacion de los Recursos Naturales

P r e s e n t a

Angel Isidro Campa Cérdova

La Paz, B.C.S. Noviembre 2002



RESUMEN

La acuacultura de crustdceos penaeidos constituye una actividad econdmicamente
importante que genera elevados ingresos si se garantiza una produccion optima del
mismo. Esta actividad esta limitada en diferentes partes del mundo por enfermedades
infecciosas provocadas entre otros, por bacterias, virus, hongos, parasitos y por el uso
regular de antibidticos que han dirigido progresivamente a las poblaciones de cultivo a
una situacion critica de resistencia.

El estudio del sistema inmune en crustdceos comienza a ser una herramienta muy util
para el disefio de estrategias que permitan determinar y mejorar la respuesta del sistema
de defensa del hospedero hacia los patdgenos potenciales. Para ello, es requerido que las
investigaciones basicas estén dirigidas a la caracterizacion de efectores de defensa
humorales y celulares en camaron.

Los radicales libres derivados de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno son
generados constantemente por los organismos aerobicos como producto del propio
metabolismo y como respuesta de su sistema inmune a las infecciones causadas por
microorganismos. Estos radicales libres tienen propiedades altamente microbicidas contra
los microorganismos invasores, pero a su vez, son extremadamente dafiinos para el
hospedero, causando dafios severos al ADN, lipidos y proteinas celulares. Por tal motivo,
los organismos han desarrollado la capacidad de contrarrestar este efecto nocivo
utilizando moléculas con accidén antioxidante, entre las cuales se encuentra la enzima
superoxido dismutasa.

El presente estudio se enfocd en la medicion de la respuesta oxidativa (anion superoxido
y o6xido nitrico) y antioxidante (superoxido dismutasa) en el camarén blanco (P.
Vannamei), para determinar si estos compuestos pueden ser utilizados como indicadores
de la activacion del sistema inmune del camardn en respuesta a algunos componentes de
la pared celular de microorganismos, como B- glucanos, lipopolisacaridos, bacterias vivas
o muertas y polisacaridos sulfatado extraidos de microalgas.

Camarones de Penaeus vannamei con un peso entre 10-12 g fueron inmersos
durante 1, 3 y 6 h en soluciones de B-1,6 glucano y polisacarido sulfatado. Se determino
la generacion de anion superdxido y 6xido nitrico para conocer si los inmunoestimulantes
probados inducen la activacion del sistema inmune en camaron. La generacion de anion
superoxido por los hemocitos presentd una respuesta entre 1.5 y 2.0 veces mayor que la
observada en los controles a las 24 h posteriores al reto con 3-1,6 glucano y polisacarido
sulfatado. La exposicion de los camarones durante 1 h a Vibrio parahaemolyticus,
registrd una respuesta mas rapida (a las 0 h posteriores al reto) que la observada con los
otros tratamientos (a las 24 h posteriores al reto). La exposicion de los camarones al B-1,6
glucano, al parecer no activo la generacion de 6xido nitrico en hemocitos.

Se estudid la actividad inmunomodulatoria de la enzima superdxido dismutasa
(Mn-SOD) y su posible uso como indicador de la respuesta inmune en el camaron blanco
P. vannamei. Los camarones fueron inmersos en soluciones de [B-1,6 glucano y
polisacarido sulfatado durante 6 h. Se determino la actividad de la Mn-SOD en hemocitos
y en musculo, obteniendo niveles similares en ambos tejidos (1.5 y 1.4 veces mayor que
el control, respectivamente).



El conteo total de hemocitos (THC), disminuyd dentro de las primeras 24 h
después del reto con los inmunoestimulantes, pero los valores de THC y la proteina
soluble total (RPC) se incrementaron respecto a los valores control entre las 48 y 120 h
posteriores al reto. Se observd que una sola exposicion de los organismos a los
inmunoestimulantes es suficiente para incrementar la respuesta oxidante y antioxidante
en hemocitos y en musculo de P. vannamei.

Se determind la actividad de la Mn-SOD en juveniles de P. vannamei entre 0.7 y
1.0 g de peso, sumergiéndolos durante 6 h en soluciones de B-glucano, lipopolisacarido
(LPS), fucoidan, y Vibrio sp muerto por calor. Los inmunoestimulantes probados,
mostraron la capacidad de activar el sistema inmune de los juveniles, obteniendo
incrementos en la respuesta antioxidante respecto a los controles, entre las 24 y las 72 h
posteriores al reto con B-glucano, LPS y fucoidan. Los organismos expuestos al Vibrio
muerto por calor registraron un incremento en la respuesta antioxidante de 1.5 veces
respecto al control a las 24 h después del reto y los juveniles expuestos al [-glucano,
mostraron un incremento de 3.0 veces mayor el control a las 72 h. Este estudio mostré la
capacidad de algunos inmunoestimulantes y bacterias para activar la respuesta inmune de
camaron juvenil y dicha respuesta puede ser presentada en diferente magnitud.

La utilizacion por inmersion del B-glucano en juveniles y en adultos de P.
vannamei fue capaz de generar un incremento en la actividad de la enzima Mn-SOD
respecto al control entre las 24 y 48 h posteriores al reto. Ademas, la capacidad
antioxidante observada en los juveniles de P. vannamei (2 veces mayor que el control)
fue superior a la generada por los adultos (1.5 veces mayor que los valores del grupo
control).

En este estudio, la respuesta oxidativa y antioxidante del sistema inmune en
juveniles y adultos de P. vannamei, se presentd mas temprana utilizando bacterias vivas
que utilizando inmunoestimulantes comerciales.

Palabras clave: Penaeus vannamei; SOD; Inmunoestimulantes.
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ABSTRACT

American white shrimp (Penaeus vannamei) from 10-12 g were immersed in aerated [3-
glucan and sulfated polysaccharide solutions for 1, 3, and 6 h. Superoxide anion and Mn-
SOD activity in haemocytes and muscle were investigated to evaluate whether -glucan
and sulfated polysaccharide induce any immunostimulatory activity. Haemocytes and
muscle showed different levels of superoxide anion generation and Mn-SOD activity (2.0
and 1.4 times that of control, respectively) when shrimp were immersed for 6 h in aerated
seawater containing [3-glucan and sulfated polysaccharide.

The immunomodulatory action of the antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD)
and its possible use as indicator of immune responses in American white shrimp (P.
vannamei) was studied.

Juvenile shrimp were immersed in aerated B-glucan and sulfated polysaccharide solutions
for 6 h. SOD activity in haemocytes and muscle was quantified to evaluate whether 3-
glucan and sulfated polysaccharide induce immunostimulatory activity. Both haemocytes
and muscle showed similar levels of SOD activity (1.5 and 1.4 times that of control,
respectively).

Total haemocyte count (THC) decreased within the first 24 h after challenge with
immunostimulants, but THC and total soluble haemocyte protein (RPC) increased over
normal values after 48 to 120 h.

Single immunostimulation with B-glucan and sulfated polysaccharide is capable of
generating an increase in the respiratory burst of P. vannamei haemocytes.

Juvenile American white shrimp (P. vannamei) were immersed in aerated P-glucan,
lipopolysaccharide, fucoidan, and heat-killed Vibrio penaeicidae solutions for 6 h. Mn-
SOD activity in haemocytes and muscle were investigated to evaluate whether different
immunostimulants are able to induce similar immunostimulatory activity.
Immunostimulants tested showed the capacity to activate the immune system in juvenile
shrimp. The highest response was observed between 24 and 72 h after challenge with
fucoidan and B-glucan and LPS. Heat-killed V. penaeicidae presented the highest SOD
activity at 24 h after challenge (1.5 times than the control group) and juvenile shrimp
challenged with B-glucan showed an increased SOD activity up to 3.0 times than the
control at 72 h.

Exposure of juvenile and adult shrimp to B-glucan generated an antioxidant increase than
that of control group between 24 and 48 h after challenge. In addition, the antioxidant
capacity by juvenile shrimp showed a higher response (2 times than the control group)
than adult shrimp (1.5 times than the control group).

This study showed the capacity of some immunostimulants and bacteria to activate the
immuno response in shrimp and this response might be presented at different magnitude.

Key Words: Penaeus vannamei; SOD; Immunostimulants.

il



DEDICATORIA

Con todo carifio dedico esta tesis:
A mi esposa Alma Leticia, a mis hijos Diana Marisa, Angel Isidro, Carlos André.

A Mis padres y mis hermanas.

v



AGRADECIMIENTOS

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S.C. por la oportunidad de
realizar este trabajo de tesis, asi como por la extension de beca otorgadas.

Al CONACYT por su apoyo econdmico otorgado con la beca # 90778.

A Chula por su gran ayuda en el tan importante aprendizaje y manejo inicial de
las técnicas de laboratorio.

A Roberto Carlos, Tony Guzman y Dra. Norma Herndndez, por su asistencia
técnica y sugerencias en la planeacion de los experimentos.

A mis asesores de tesis, Dr. Felipe Ascencio, Dra. Norma Hernandez, Dr. Félix
Coérdova, Dr. Jose Luis Ochoa, Dr. Francisco Vargas, por compartir su enorme
experiencia con sus comentarios y consejos hacia el trabajo de tesis.

Al Dr. Adolfo Garcia y Dr. Ricardo Vazquez, por sus acertados comentarios en
la elaboracion de este documento.

Al proyecto CIBNOR PAC-11.
A Ira Fogel, por sus comentarios en la edicion de los articulos.

Al Dr. Sergio Hernandez y la Dra. Thelma Castellanos, exdirector y directora del
programa de Posgrado del CIBNOR, por el apoyo que recibi durante mis estudios.

Al doctor Felipe Ascencio, mi sincero agradecimiento por su direccion
académica, su confianza en mis decisiones en el laboratorio y por su apoyo incondicional
en todas las situaciones favorables y desfavorables que se me presentaron como
estudiante y como persona.



CONTENIDO

RESUMEN
ABSTRACT
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
CONTENIDO
LISTA DE PUBLICACIONES
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABLAS
LISTA DE ABREVIATURAS
INTRODUCCION
El camaron de cultivo
Su importancia econémica
Enfermedades
Tratamiento y control

Sistema inmunitario de crusticeos: respuesta inmune frente a bacterias.

La respuesta inmune innata o inespecifica.
La respuesta celular
Fagocitosis
Intermediarios reactivos de oxigeno y nitrogeno
Enzimas antioxidantes
Melanizacion
Encapsulacion
Formacion de nodulos
Coagulacion
Receptores de membrana
La respuesta humoral
Péptidos antimicrobianos
Lisozimas
Lectinas
Citocinas
La respuesta inmune adquirida o especifica
OBJETIVO DEL TRABAJO
RESULTADOS
Generacion de anion superoxido
Actividad de SOD
Contenido de proteina
Hemocitos circulantes
DISCUSION GENERAL
CONCLUSIONES
PERSPECTIVAS
LITERATURA CITADA
ANEXOS

Pagina

iii
iv

vi
vii
viii
viii

R O OO 0 O\ U =t

-BMQJMNNNNNNND—KHD—KHMHMHMHMH\O
NOOABRDIADNEWWNLOOISNNNEEWWWNS

vi



LISTA DE PUBLICACIONES

Esta tesis se basa principalmente en los siguientes articulos, que seran referidos por
sus numeros romanos (I-III) :

L.

II.

I1I.

Campa-Coérdova, A. 1., Hernandez-Saavedra, N. Y., De Philippis, R. and Ascencio
F. (2002). "Generation of Superoxide anion and SOD activity in American white

shrimp (Litopenaeus vannamei) haemocytes and muscle as a response to -glucan
and sulfated polisaccharide". Fish & Shellfish Immunology. 12, 353-366.

Campa-Cordova, A. 1., Hernandez-Saavedra, N. Y. and Ascencio F. "Superoxide
dismutase as modulator of immune function in American white shrimp
(Litopenaeus vannamei)". Comparative Biochemistry and Physiology. En prensa.

Campa-Cérdova, A. 1., Hernandez-Saavedra, N. Y. and Ascencio F. “SOD
activity in juvenile American white shrimp (Litopenaeus vannamei) challenged by
different immunostimulants”.

vil



LISTA DE FIGURAS Pagina

Figura 1. Produccion global de especies de camardn del género Penaeus, por 1
acuacultura.

Figura 2. Bioquimica de los intermediarios reactivos de oxigeno (ROI) y 10
nitrogeno (RNI).

Figura 3. Bioquimica de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa, 10

catalasa y glutation.

LISTA DE TABLAS Pagina
Tabla I. Principales paises productores de camardn proveniente de la 2
acuacultura.
Tabla II. Volumen de la produccién de acuacultura en peso vivo, segun 3
principales especies.
Tabla III. Participacion de la acuacultura en el valor de la produccion pesquera 4

Inmunoestimulantes aplicados en camaron.

Tabla IV. Participacion de la acuacultura en el volumen total de la produccion 4
pesquera.

Tabla V. Principales enfermedades causadas por bacterias y virus en camarones 6
penaeidos.

Tabla VI. Inmunoestimulantes aplicados en camaron. 7
Tabla VII. Funcion de las lectinas en los organismos. 18
Tabla VIII. Componentes del sistema inmune innato y adaptativo presentes en 20

vertebrados e invertebrados.

viil



THC
RHC
RPC
SOD
EC-SOD
LPS
ROI
RNI
ADN
ARN
GPx
ProPO
EaproPO
Ig

TLRs
Mhe

IL

HSP
TNF

LISTA DE ABREVIATURAS

Conteo total de hemocitos

Conteo relativo de hemocitos

Contenido relativo de proteinas
Superoxido dismutasa

Superoxido dismutasa extracelular
Lipopolisacéarido

Intermediarios reactivos de oxigeno
Intermediarios reactivos de nitrégeno
Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Glutation

Profenoloxidasa

Enzima activadora de la profenoloxidasa
Inmunoglobulina

Receptores toll like

Complejo mayor de histocompatibilidad
Interleucina

Proteina de shock térmico

Factor de necrosis tumoral

X



INTRODUCCION

El camaron de cultivo

Su importancia econémica

Dentro de la explotacion de los recursos marinos, la captura y comercializacion
del camaréon es una de las actividades econdmicas mas rentables. En el Pacifico
Mexicano habitan 3 especies de penaeidos que se explotan comercialmente: Penaeus
vannamei, Penaeus stylirostris y Penaeus californiensis, siendo la més importante P.
vannamei (Fig. 1), que se cultiva principalmente en Sinaloa, Nayarit y Baja California
Sur, la cudl se caracteriza por preferir las salinidades bajas caracteristicas de los esteros y
P. stylirostris, que se cultiva principalmente en Sonora, debido a su alta resistencia y

rapido crecimiento en temperaturas y salinidades extremas caracteristicas de la zona.

P. monodon
56%

P. japonicus
1%

b chinensis Figura 1. Producciéon
6% global de especies de
P vannamei b indicus camaron del género
16% 17% Penaeus, por acuacultura
(Rosenberry, 2001).

P. stylirostris
4%

El atractivo mercado norteamericano ha estimulado en México el cultivo del
camaron, perfilandose como una actividad productiva de gran importancia econdmica.
Casi el 80% de camarén cultivado proviene de Asia, destacando como productores
principales Tailandia, China, Indonesia e India (Tabla I). En Occidente, Ecuador es el

mayor productor de camaron (Rosenberry, 1999). Sin embargo, debe de considerarse que



el cultivo de camardn es una actividad de alto riesgo donde la aparicion y diseminacion

de enfermedades pueden afectar seriamente la produccion (Vargas-Albores, 1995).

Tabla I. Principales paises productores de camardén proveniente de la acuacultura.
Tomado de Rosenberry (1999).

PRODUCCION
PAIS PRODUCCION RELATIVA PRODUCTIVIDAD
(Toneladas) (Porcentaje) (Kg/ha)

Tailandia 200 000 24.6 2500
China 110 000 13.5 610
Indonesia 100 000 12.3 290
India 70 000 8.6 540
Filipinas 40 000 4.9 670
Vietnam 40 000 4.9 200
Taiwan 20 000 2.5 4 000
Malasia 6 000 0.7 1500
Iran 2500 0.3 630
Australia 2 400 0.3 4 000
Otros (hemisferio Este) 51 850 6.4 520
Ecuador 85000 10.4 850
México 35000 4.3 3000
Brasil 15 000 1.8 2 500
Nicaragua 4 000 0.5 670
Venezuela 4000 0.5 2000
Panama 2 000 0.2 670
Estados Unidos 1500 0.2 3750
Otros paises (hemisferio Oeste) 27 000 33 2 340

TOTAL 814 250 100 651

En México, la acuacultura es una actividad que ha crecido sostenidamente durante
los ltimos 10 afios a un ritmo de 15 % anual (Salinas, 1999), de tal manera que en 2001,
la produccioén total de camaron del pais alcanzo6 el tercer lugar (48,014 toneladas) después

de la produccion de mojarra (68,476 toneladas) y ostion (50,565 toneladas) (Tabla IT). La



acuacultura de camarén (Tabla III), representd en el 2001, el principal ingreso econdmico
(2,738,018,000 pesos), superando los ingresos generados por la mojarra (523,564,000
pesos) y contribuyendo con mas del 45 % del volumen total de la produccion pesquera de
camaron a nivel nacional (Tabla IV). La produccion de camardén en México encuentra su
principal mercado en la exportacion del producto a paises como Estados Unidos, Japon y
Europa, en los cuales prevalece una gran demanda por los productos del mar, superando

sus producciones nacionales (Salinas, 2002).

Tabla II. Volumen (en toneladas) de la produccion de acuacultura en peso vivo, segiin
principales especies, 1992-2001. SAGARPA, 2001.

Afio Total Bagre Carpa Camaron Charal Langostino Lobina Mojarra Ostion

1992 169,396 4,219 28,393 8,326 7,498 2,411 1,311 76,964 32,151
1993 170,196 4,665 25,173 11,846 7,516 4,631 1,407 80,636 25,847
1994 171,389 2,606 18,848 13,138 2,665 68 1,470 75,541 33,479
1995 157,574 2,710 25,882 15,867 2,398 72 962 76,128 30,486
1996 169,211 3,282 29,537 13,315 1,281 112 782 79,154 37,776
1997 173,878 2,816 24,848 17,570 1,330 130 1,006 83,132 40,381
1998 159,781 2,470 24,659 23,749 878 61 686 70,392 33,486
1999 166,336 2,440 22,060 29,120 894 51 674 66,330 40,504
2000 188,158 2,851 24,240 33,480 866 60 638 71,702 49,710
2001 196,723 2,294 21,037 48,014 841 51 569 68,476 50,565




Tabla III. Participacion de la acuacultura en el valor de la produccion pesquera (miles de
pesos), 2001. SAGARPA, 2001.

Valor de la Valor de la Participacion
Especies Produccién Produccion de Nacional
i Nacional Acuacultura %
CAMARON 6,055,347 2,738,018 45.22
MOJARRA 583,728 523,564 89.69
CARPA 188,375 145,435 77.21
TRUCHA 182,102 144,203 79.19
OSTION 110,819 94,161 84.97
BAGRE 50,644 34,523 68.17
LOBINA 16,909 11,895 70.35
CHARAL 8,447 4,864 57.59
LANGOSTINO 116,330 4,220 3.63
OTRAS 5,572,776 31,803 0.57
TOTAL 12,885,477 3,732,688 28.97

Tabla IV. Participacion de la acuacultura en el volumen total de la produccion pesquera
(en toneladas), 2001. SAGARPA, 2001.

Volumen de Volumen de

Especies Produccion Producciéon por Particoi/f))aci()n
Nacional Acuacultura
MOJARRA 74,031 68,476 92.50
OSTION 52,799 50,565 95.77
CAMARON 105,523 48,014 45.50
CARPA 30,286 21,037 69.46
BAGRE 3,889 2,294 58.98
TRUCHA 6,332 3,309 52.27
CHARAL 1,273 841 66.06
LOBINA 818 569 69.53
LANGOSTINO 3,179 51 1.60
OTRAS 1,242,808 1,567 0.14
TOTAL 1,520,938 196,723 12.93




Enfermedades

En camarones penaeidos se han aislado bacterias del género Vibrio como causantes
de enfermedades, principalmente V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. harveyi
(Garriques y Arévalo, 1995) y V. penacicida (Aguirre-Guzman y Ascencio-Valle, 2000).
En la Tabla V se enlistan las principales enfermedades causadas por bacterias y virus en
camarones penaeidos (Aguirre-Guzman y Ascencio-Valle, 2000). En México, diversos
virus han provocado dramaticas pérdidas en los cultivos: Baculovirus penaei en 1998,
Infecccion hipodérmica y necrosis hematopoiética (IHHNV) entre 1989 y 1990, sindrome
del Taura (TSV) a partir de 1995, y muy recientemente el sindrome de la mancha blanca
(WSSV) y la enfermedad de la cabeza amarilla (YHV) surgen como amenazas
potenciales para la salud de los cultivos (De la Rosa-Vélez, 2001).

En Paises como Ecuador, las enfermedades en los tanques de cultivo han
provocado pérdidas por 1000 millones de ddlares en 1999-2000, desplomandose la
produccion en un 80% durante los primeros meses del 2000 (Salinas, 2001). En México,
las enfermedades causaron mortalidades por encima de lo habitual, y originaron cosechas
tempranas y por ende con tallas pequefias causando una disminucidon de exportaciones
por tallas chicas, que no tienen un mercado atractivo de exportacion, significando una
disminucién en los ingresos del 22% en el afio 2000. Estos ejemplos nos dan una idea de
los efectos causados por las enfermedades microbianas en esta actividad y ponen de
manifiesto la vulnerabilidad existente en este aspecto (Salinas, 2001).

En los cultivos intensivos, debido a la alta densidad de poblacidn, el desarrollo y la
transmision de patogenos es sumamente peligrosa. Ademas del uso de los antibioticos, el
control del nimero de microorganismos se basa en la regulacion de las caracteristicas del
agua, la cual puede controlar parcial y momentaneamente el problema infeccioso; pero no
permite conocer la condicion de salud de la poblacion cultivada, por lo que podrian

presentarse nuevos cuadros infecciosos (Lightner, 1985).



Tabla V. Principales enfermedades causadas por bacterias y virus en camarones

penaeidos.

BACTERIAS

VIRUS

Vibriosis
Enfermedad por bacterias filamentosas

Hepatopancreatitis necrosante

Enfermedad por bacterias quitinoliticas
Enfermedad de las patas rojas
Micobacteriosis

Infeccion por ricketzias

Sindrome del Taura (TVS)

Sindrome de la mancha blanca (WSSV)
Infecccion hipodérmica y necrosis
hematopoiética (IHHNV)

Baculovirus (BP)

Enfermedad de la cabeza amarilla (YHV)
Enfermedad por Iridovirus (IROD)
Enfermedad por Rhabdovirus (RPS)

Tratamiento y control

Algunos productos microbianos, conocidos como inmunoestimulantes (Tabla VI),

ademds de activar el sistema inmune no-especifico de los organismos, pueden ser

utilizados como tratamiento alternativo a los antibidticos, agentes quimicos y vacunas

utilizados frecuentemente en acuacultura para la prevencion de enfermedades. Algunos

de estos inmunoestimulantes se han aplicado con éxito en estadios larvales, juveniles y

adultos, tanto en peces como en camardén (Leonard et al, 1985; Vargas-Albores et al,

1998; Biswas, 1999; Holmblad y Séderhill 1999).



Tabla VI. Inmunoestimulantes aplicados en camardn (Song y Huang, 2000).

Hongos Bacterias
Saccharomyces Schizphylum Vibrio Vibrio Bifidobacterium
Cerevisiae Commune alginolyticus  alginolyticus  lactofermentum
(B-1,3,6-glucano) (B-1,3-glucano) Muerto por  (peptidoglicano)
calor
Hospedero P. monodon P. monodon P. monodon  P. stylirostris P. monodon
Efecto + + + + +
antivibriosis
Efecto antiviral + n.d. n.d. n.d. +
Duracion de la
proteccion 18 120 n.d, 120 20
(dias)

Crecimiento + n.d. n.d. n.d. +
Supervivencia + n.d. n.d. n.d. +
Aumento en la

act1v1’d & d n.d. n.d. n.d. n.d. +
fagocitica

Tolerancia al + n.d. n.d. +

estrés

El establecimiento de un cuadro infeccioso en el cultivo no se debe Unicamente a

un incremento numérico de patdogenos, sino que es altamente dependiente de la condicion

fisiolégica de los animales. Desgraciadamente, hasta la fecha no se conoce una

metodologia precisa capaz de definir el estado de susceptibilidad de los camarones hacia

las infecciones. De poderse desarrollar, se tendria la ventaja de regular paulatinamente las

condiciones del estanque, evitando el estrés de los animales y la aparicion de la

enfermedad. Una de las posibilidades es conocer los mecanismos de defensa de los

camarones, entender como se ataca y elimina a los patdgenos, qué componentes se

incrementan en caso de infeccion y cudles de ellos se pueden incrementar para darle un

estado de inmunidad a los camarones (Vargas-Albores, 1995).



Sistema inmunitario de los crustaceos: respuesta inmune frente a

bacterias

La respuesta inmune innata o inespecifica

La respuesta celular

Las células sanguineas de invertebrados son los primeros efectores de la inmunidad
celular no especifica en el hospedero, ademds de participar en numerosos procesos del
sistema inmune como fagocitosis, melanizacion, encapsulacién, coagulacion y la

formacion de nddulos (Soderhill y Cerenius, 1992).

Fagocitosis

La fagocitosis es el mecanismo de defensa mas comun entre todos los animales,
incluyendo invertebrados (Soderhill y Cerenius, 1992; Vargas-Albores, 1995; Dyrynda et
al, 1995; Kondo et al, 1998). En crustaceos decapodos, las células sanguineas, llamadas
hemocitos, se han clasificado en 3 categorias: células hialinas, semigranulares y
granulares, de las cudles en las semigranulares y granulares se ha observado capacidad
fagocitica (Soderhdll y Smith, 1983; Hose ef al, 1990; Vargas-Albores, 1995, Le Moullac
et al, 1997).

Al igual que en los mamiferos, la fagocitosis en invertebrados consiste de los
siguientes pasos: quimiotaxis, adherencia, ingestion, destruccion del patdégeno o diana y
expulsion del material de desecho por exocitosis.

Las células fagociticas destruyen a los organismos englobados mediante dos tipos
de mecanismos de defensa, el aerobio y el anaerobio. El mecanismo aerobio esta ligado al
estallido respiratorio. Durante este proceso, empleando NADPH o NADH como dador de

electrones, se reduce un electrén del oxigeno para formarse el radical superdxido (‘O), el



cual dismuta a peroxido de hidrégeno espontdneamente o por accion de la superoxido
dismutasa (SOD), produciéndose una nueva molécula de oxigeno.

El mecanismo anaerobio es atribuido a la accidon de diversas enzimas microbicidas,
como lisozimas y moléculas de bajo peso molecular como péptidos antimicrobianos
(Nappi y Ottaviani, 2000).

En hemocitos de penaeidos, se ha demostrado la activacion del estallido
respiratorio mediante antigenos microbianos de superficie como [-1,3 glucano
(laminarina), lipopolisacaridos (LPS) zymosan (Song y Hsieh, 1994), péptidoglicanos
(Itami et al, 1998), y de bacterias como Vibrio vulnificus y V. parahaemolyticus (Sung et
al, 1996; Campa-Coérdova et al, 2002). Algunos de estos antigenos, ademas de activar a
los hemocitos, pueden aumentar su capacidad fagocitica para destruir a los patégenos

(Song y Hsieh, 1994).

Intermediarios reactivos de oxigeno y nitrogeno

Cuando los microorganismos son fagocitados por los hemocitos, se generan
sustancias microbicidas que incluyen intermediarios reactivos de oxigeno (ROI)
altamente reactivos, como anion superéxido (‘O7), peroxido de hidrogeno (H,0,), radical
hidroxilo (OH") e intermediarios reactivos de nitrogeno (RNI) como o6xido nitrico y
peroxinitrito (Roch, 1999); estas respuestas celulares son rapidas y transitorias (Figura 2).

La generacion de ROI y RNI como moléculas microbicidas, representa una
respuesta inmune innata evolutivamente antigua que se presenta tanto en plantas como en
animales (Nappi y Ottaviani, 2000).

La produccion de ROI y RNI por las células fagociticas estd mediada en parte por
la enzima NADPH oxidasa y por la enzima Oxido nitrico sintetasa (NOS),
respectivamente. Otras enzimas que median la produccion de ROI incluyen a la xantina
oxidasa, glucosa oxidasa y enzimas involucradas en el metabolismo del &cido
araquidonico y en el transporte de electrones mitocondrial (Nappi y Ottaviani, 2000).

Los RNI son derivados del 6xido nitrico, el cudl es sintetizado a partir de la L-
arginina por la NOS. La NOS se ha encontrado en equinodermos, nematodos, anélidos,

insectos, crustaceos y moluscos (Jacklet, 1997).
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Enzimas antioxidantes

A pesar de que los ROI y los RNI se generan dentro de las células o de las vacuolas
fagociticas, una cantidad importante de estas moléculas es capaz de cruzar al ambiente
extracelular y extravacuolar causando un dafio potencial a las células (Warner, 1994).

Para prevenir este dafo, los organismos utilizan estrategias de defensa
antioxidantes que involucran componentes enzimdticos y no-enzimaticos. Los
componentes no- enzimaticos son antioxidantes de bajo peso molecular como ascorbato,
a-tocoferol, B-caroteno, flavonoides y vitamina E, que interactfian directamente con los
ROI neutralizandolos. Los componentes enzimaticos incluyen superoxido dismutasas,
catalasa y glutation peroxidasa, que neutralizan a los ROI (Figura 3), o reparan el dafo
molecular en acidos nucleicos, proteinas y lipidos (enzimas reparadoras de ADN,
proteasas, lipasas, etc.) causado por los ROI (Warner, 1994). En sintesis, las superoxido
dismutasas catalizan la conversion de dos moléculas de anion superoxido a peroxido de
hidrégeno y oxigeno, el peroxido de hidréogeno, que también causa dafio celular
difundiendo libremente a través de la membrana celular hacia el ambiente extracelular, es

eliminado principalmente por la catalasa y la glutation peroxidasa (GPx).
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Las superdxido dismutasas (SOD) se han clasificado dependiendo de su contenido
metalico. La manganeso superdxido dismutasa (Mn-SOD) se localiza en procariotas y
mitocondria, la hierro superéxido dismutasa (Fe-SOD) en bacterias plantas y la cobre-
zinc superoxido dismutasa (Cu/Zn-SOD) en el citosol de eucariotas. El cobre es esencial
para la funcién catalitica de Cu/Zn-SOD y se piensa que el zinc juega un importante
papel en la conformacion estructural de la molécula (Fridovich, 1998). Folz y Crapo
(1994), reportaron una superoxido dismutasa extracelular (EC-SOD) en mamiferos, cuya
funcién principal es dismutar al anidon superdxido liberado de las superficies celulares y
regular la disponibilidad del 6xido nitrico (Fridovich, 1998). Homblad y Séderhill (1999)
reportaron una EC-SOD en la langosta de agua dulce (Carcinus maenas) cuya funcion se
relaciona con la cooperacion en los procesos de fagocitosis y encapsulacion de parasitos.

La catalasa es una enzima que transforma el H,O; en agua y oxigeno. Esta enzima
se localiza principalmente en los peroxisomas, pero también se ha detectado en el
citoplasma y en la mitocondria (Radiet al, 1991, Kinnulaet al, 1995).

La glutation peroxidasa (GPx) en una enzima dependiente de selenio, la cudl
descompone el H,O, y varios hidro- y lipo-peroxidos (Kinnula et al,1995). La GPx
esta dispersa a través del citoplasma, pero también se ha reportado actividad de la GPx en
mitocondria y fuera de la célula (Buettner, 1998; Yoshimura et al, 1994). Debido a
que el selenio es esencial para la sintesis y actividad enzimatica de la GPx, la deficiencia
severa de este elemento puede causar necrosis de higado y enfermedades degenerativas
en el corazon (Buettner, 1998).

El sistema antioxidante de los organismos aerdbicos ha sido desarrollado no
solamente para evitar los efectos citotoxicos causados por el metabolismo celular, sino
también para proteger a las células cuando se rompe el equilibrio entre la generacion y
eliminacion de los ROI, conocido como estrés oxidativo (Neves et al, 2000; Downs et al,
2001). Las SOD son uno de los principales mecanismos de defensa en respuesta al estrés
oxidativo causado por agentes contaminantes en el medio ambiente, a infecciones
causadas por microorganismos, exposicion de los organismos a hipoxia, a hiperoxia, a
cambios de temperatura o a inmunoestimulantes (Fridovich, 1995; Neves et al, 2000). Es
posible que estas moléculas antioxidantes jueguen un papel importante en la activacion

del sistema inmune, asi como para prevenir la aparicion de tumores, reducir el colesterol
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en sangre y evitar enfermedades coronarias (Das et a/, 2002). Algunos estudios como los
realizados por Downs ef al (2001) y Ellis (1996), enfatizan la importancia de las enzimas
antioxidantes como moduladores de la respuesta inmune en organismos marinos, al
incrementar los niveles de algunas enzimas antioxidantes y moléculas del sistema inmune
mediante pruebas de estrés. Holmblad y Soéderhidll (1999) reportaron una superdxido
dismutasa extracelular en el cangrejo (Pacifastacus leniusculus) con la propiedad de
ayudar a la peroxinectina, que funciona como opsonina, a generar compuestos toxicos

para eliminar a los patégenos.

Melanizacion

En camar6on, como en otros crustaceos, la melanizacion es una manifestacion
comun en invertebrados, cuyo proceso esta comprendido por una cascada de reacciones
enzimadticas conocido como sistema profenoloxidasa (proPO). El sistema proPO puede
ser activado en forma natural por componentes microbianos, como son los 3-glucanos de
hongos, los péptidoglicanos y los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos (Vargas-Albores,
1995). Durante su activacion, la proPO es convertida a fenoloxidasa (PO), por accion de
una proteinasa llamada enzima activadora de la profenoloxidasa (EaproPO). La PO
promueve la oxidacion de fenoles a quinonas, que se polimerizan de manera no-
enzimatica formando depositos insolubles de melanina, que pueden ser observados como
manchas obscuras en el caparazén de los camarones (Holmblad y Soderhéll, 1999). En
camardn, ambas enzimas (proPO y EaproPO) se encuentran en forma inactiva en los
granulos de los hemocitos (Vargas-Albores, 1995).

Aunque a la melanina se le han atribuido propiedades microbicidas, durante la
generacion de quinonas se producen otros agentes microbicidas importantes, como anion
superoxido y radicales hidroxilo (Nappi et al, 1995; Vargas-Albores ef al, 1998).

Ademas de su papel en la melanizacion, el sistema proPO estd involucrado en
algunas reacciones celulares de defensa como son, la fagocitosis, la formacion de
noédulos, la encapsulacion, la adhesion y la locomocioén de hemocitos (Vargas-Albores,

1995).
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Encapsulacion

Cuando un parasito es demasiado grande para ser fagocitado, varios hemocitos
colaboraran para retirar de circulacion a la particula extrana; este proceso de
encapsulacion se ha observado en crusticeos y en otros artrépodos (Soderhdll y
Cerenius, 1992).

En crusticeos, se ha observado que los hemocitos semigranulares son los
responsables de reconocer las moléculas de cualquier organismo invasor encapsuldndolo
mediante una proteina de 76 kD que funciona como opsonina, y que ademads esta asociada
con la activacion del sistema profenoloxidasa. Esta proteina multifuncional puede actuar
como un factor de adhesion para células granulares y semigranulares, como un factor de
degranulacion para células granulares y semigranulares, y como un promotor de

encapsulacion (Soderhéll y Cerenius, 1992).

Formacion de nédulos.

Cuando el organismo hospedero es invadido por un gran numero de
microorganismos, ¢éstos estan presentes en exceso y no pueden ser removidos por
fagocitosis. Por este motivo, la formacion de nodulos es un mecanismo eficiente
empleado en invertebrados, incluyendo crusticeos (Soderhéll y Cerenius, 1992). El
resultado de este proceso conlleva a atrapar a los microorganismos en varias capas de
hemocitos, con la consiguiente activacion del sistema profenoloxidasa y una posterior
melanizacion de los microorganismos. Mediante este proceso, los microorganismos son
removidos rdpidamente de circulacion, alojaindose en branquias y entre los tibulos

hepatopancreaticos (Soderhéll y Cerenius, 1992).

Coagulacion.

El sistema de coagulacién de la hemolinfa es una respuesta de defensa esencial en
crustaceos. Previene pérdida de sangre (hemolinfa) a través de heridas en el exoesqueleto
y la diseminacion de bacterias a través del cuerpo (Song y Huang, 1999; Montafio-Pérez
et al, 1999). La hemolinfa coagula mediante una cascada enzimatica en la que intervienen
enzimas proteoliticas que finalmente hidrolizan una proteina llamada coagulogeno. El

coaguldgeno es transformado a coagulina y posteriormente se polimeriza para conformar
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el codgulo (Montano-Pérez et al, 1999). La proteina involucrada en la coagulacion en
camarones penaeidos es denominada proteina coaguladora (CP) que se encuentra en el
plasma. La polimerizacion de CP se lleva a cabo mediante la accion de la enzima
transglutaminasa (TGasa) en presencia de calcio. La TGasa en crustdceos se encuentra en
el interior de las células hialinas y es liberada al plasma por daio tisular o como respuesta
de los hemocitos ante la presencia de LPS y B-1,3-glucanos (Martin et al, 1991; Yeh et
al, 1998; Montano-Pérez et al, 1999).

Montano-Pérez et al (1999) describieron tres mecanismos de coagulacion de la
hemolinfa en crustaceos. La coagulacion de tipo A, caracterizada por una rapida
aglutinaciéon de hemocitos sin coagular el plasma. La de tipo B involucra la agregacion
celular acompafada una limitada coagulacion del plasma y la de tipo C, manifiesta una
franca solidificacion del plasma. Los camarones penaeidos presentan el sistema de

coagulacion tipo C (Yeh ef al, 1998).

Receptores de membrana.

El reconocimiento de los microbios patdgenos por las células del sistema inmune
en invertebrados, seguido por la induccidon de una respuesta inmune efectiva, es esencial
para la supervivencia de la mayoria de los organismos multicelulares. Actualmente, es
poco el conocimiento adquirido respecto al mecanismo de comunicacion célula a célula
durante la respuesta inmune en invertebrados (Nappi y Ottaviani, 2000).

El sistema inmune innato identifica los agentes infecciosos mediante receptores
celulares, los cuales son proteinas que se unen a macromoléculas de patdgenos
microbianos. Una familia de receptores, llamada receptores toll, fue originalmente
identificada y descrita en la mosca de la fruta Drosophila sp. como receptores necesarios
para el desarrollo dorso-ventral durante la embriogénesis, y en adultos como activadores
de la respuesta inmune antifungal. Los receptores toll homologos a los toll de Drosophila
son llamados receptores toll-like (TLRs) (Hashimoto et al, 1988).

Los receptores toll de Drosophila y de mamiferos son proteinas transmembranales
que no solo detectan la presencia de una infeccion, sino que también discriminan entre
diferentes clases de patogenos (Bowie y O'Neill, 2000). El papel que desempefian en el
sistema de defensa del hospedero los receptores toll TLR2 y TLR4, sugiere que el TLR2
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es mas importante para la respuesta inmune a levaduras y bacterias gram-positivas,
mientras que el TLR4 tiene como papel principal responder a bacterias gram-negativas,
teniendo como via de reconocimiento al LPS ( Bowie y O'Neill, 2000).

Aproximadamente 16 receptores toll-like se han reportado en humanos y cada uno
de ellos parece reconocer un componente diferente de bacterias u hongos, y
colectivamente probablemente puedan reconocer todos los microbios. Los TLRs son la
base del reconocimiento inmune innato, como las inmunoglobulinas y las células T que
son la base en el reconocimiento adquirido (Beutler, 2001).

Los homologos toll de Drosophila han sido descritos como participes en el sistema
de defensa en humanos, ratones, invertebrados y plantas. Las proteinas toll representan un
mecanismo de defensa que ha sido conservado durante millones de afios de evolucion.
Por lo tanto, su estudio enfatiza la importancia de los receptores toll en el sistema inmune

innato de los organismos (Janeway y Medzhitov, 2000).

Respuesta humoral.

Dependiendo del tipo de accién que ejercen sobre los patdgenos, en el plasma de
crustaceos se encuentran sustancias inhibidoras del crecimiento bacteriano, inhibidores
enzimaticos, sustancias causantes de lisis celular, aglutininas y precipitinas (Bachere et

al, 2000).

Péptidos antimicrobianos.

Los péptidos antimicrobianos son moléculas encontradas tanto en plantas como en
animales (vertebrados e invertebrados) que actuan como antibidticos enddgenos y son
considerados como elementos clave de la inmunidad innata (Destoumieux et al, 2000).
Los péptidos antimicrobianos son substancias producto de las reacciones del sistema
inmune desarrollados por los organismos vivos para combatir infecciones causadas por
microorganismos (Bachere et al, 2000). Hasta la fecha, se han descrito una amplia
variedad de péptidos antimicrobianos. Se han clasificado basandose en su secuencia de
aminoacidos, su estructura secundaria y similitudes funcionales (Bullet et a/, 1999).

La produccion de péptidos antimicrobianos es un mecanismo distribuido

ampliamente entre el reino animal, el cudl esta presente en bacterias, protozoarios,
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invertebrados o vertebrados y en plantas. Estos efectores de la inmunidad innata se
caracterizaron originalmente en insectos. En la mayoria de los casos, el modo de accion
de los péptidos antimicrobianos es perforar las membranas microbianas, aunque otros
péptidos interrumpen la biosintesis de membrana, resultando en una posterior muerte
celular (Destoumieux et al/, 2000).

Los péptidos antimicrobianos son producidos en células fagociticas de vertebrados,
invertebrados y tunicados. También se han encontrado en diferentes tejidos como el
epitelio intestinal de mamiferos o en el cuerpo graso de insectos (equivalente al higado en
mamiferos).

En camarén blanco (P.vannamei), se han caracterizado tres péptidos
antimicrobianos clasificados como penaeidinas, los cuales fueron aislados de los granulos
del citoplasma en hemocitos granulares y semigranulares (Destoumieux et al/, 2000).
Adicionalmente, se ha comprobado que las células hialinas pueden secretar penaeidinas
al plasma como lo hacen las células del cuerpo graso en insectos (Meister et al, 1997). Al
demostrarse que los hemocitos son el sitio de produccion y almacenamiento de estos
péptidos, se sugiere que su presencia en el plasma de camardn es el resultado de su
secrecion o liberacion al degranular los hemocitos como resultado de una estimulacion o
por estrés (Bacheére et al, 2000). La actividad antimicrobiana de penaeidinas estd dirigida
predominantemente contra bacterias gram-positivas y hongos.

Se ha comprobado que la presencia de péptidos antimicrobianos en diferentes
tejidos tiene una importante interaccion entre la funcién inmune y el desarrollo del
exoesqueleto en camaron. Esta posible propiedad multifuncional de los péptidos
antimicrobianos representa una nueva ¢ importante area de investigacion(Bachere et al.,

2000).

Lisozimas.

La lisozima es una enzima presente en todos los organismos vivos, asociada con el
mecanismo de defensa y con el sistema digestivo, donde su principal funcion es la
degradacion de bacterias para su nutricion (Viana y Raa, 1992). De acuerdo a su funcion,
la lisozima es definida como una enzima que actua contra los agentes infecciosos de

varias formas, pero principalmente atacando a los mucopolisacaridos presentes en la
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pared celular de las bacterias gram-negativas (Lie et al, 1989). No obstante, algunas
lisozimas también presentan alguna actividad esterasa o quitinasa (Viana y Raa, 1992).
Las enzimas lisozomales participan en la muerte y degradacion de
microorganismos dentro y fuera de los hemocitos (Carajaraville et al, 1995) o
modificando la conformacion molecular de la superficie celular de microorganismos
patogenos, favoreciendo el reconocimiento de dichos patéogenos por las células
fagociticas (Cheng, 1983). Ademads, las enzimas lisozomales participan durante la
fagocitosis matando y degradando particulas fagocitadas, y en algunos casos, son
liberadas de la célula del hospedero hacia el plasma u otros tejidos para degradar

particulas invasoras (Cheng, 1992).

Lectinas.

Las lectinas son proteinas no-enzimaticas o glicoproteinas que reconocen a
carbohidratos. Debido a sus propiedades de opsonisaciéon y a su habilidad para aglutinar
células, las lectinas de invertebrados son vistas como moléculas de reconocimiento
primitivas (Nappi y Ottaviani, 2000).

Algunos estudios han demostrado la habilidad de las lectinas de invertebrados para
aglutinar e inmovilizar patdgenos y parasitos, lo que facilita una posterior eliminacion de
estos organismos por fagocitosis o encapsulacion. Se ha visto que algunas lectinas
endogenas de invertebrados promueven la activacion del sistema proPO (Ratcliffe et al,
1991). La funcion que realizan las lectinas depende del tipo de organismo en el que estén

presentes (Tabla VII).
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Tabla VII. Funcion de las lectinas en los organismos

ORGANISMO FUNCION

MICROORGANISMOS

Determinar la patogenicidad de bacterias y
(Bacterias, virus, hongos, parasitos) de parasitos
e Reconocimiento de determinantes no
inmunes en la fagocitosis.
e Reconocimiento de determinantes de la
adhesion celular.
PLANTAS e Unién de bacterias fijadoras de nitrogeno
en leguminosas.
e Proteccion contra fitopatogenos.
ANIMALES e Regulacion de migracion y adhesion
celular.
e Endocitosis y translocacion intracelular de
glicoproteinas.
e Reconocimiento de la adhesion no inmune
en la fagocitosis.

e  Unidn de las bacterias a células epiteliales.

Citocinas

En vertebrados, las citocinas estan involucradas en muchos aspectos de la respuesta
inmune, como son la activacion, la proliferacion y la diferenciacion de linfocitos By T, la
activacion y expansion de células asesinas naturales y de celulas T citotoxicas, la
activacion de fagocitos mononucleares y el reclutamiento de células inmunocompetentes
en los sitios de infeccion (Taylor y Hoole, 1995).

En invertebrados, las citocinas son producidas por células del sistema inmune,
siendo clave en la induccion de los mecanismos efectores que median las respuestas
antimicrobianas. Algunos anélogos funcionales de las citocinas en vertebrados, conocidas
como citocinas-like, incluyen las interleucinas IL-1,IL-2, IL-6 y TNF-a (factor de
necrosis tumoral alfa), que han sido identificadas en diferentes grupos de invertebrados

como anélidos, tunicados, moluscos y equinodermos (Cooper et al, 1996; Ottaviani y
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Franceschi, 1997). Se ha comprobado que estas citocinas-like comparten funciones
bioldgicas similares a las de los vertebrados (Nappi y Ottaviani, 2000).

Una familia de proteinas conocidas como proteinas de estrés (HSP) o chaperoninas,
son capaces de proteger o restaurar proteinas que han sido dafiadas por estar expuestas a
altas temperaturas o a otros factores estresantes (Frankenberg et al, 2000). Esto sugiere
que dichas HSP podrian utilizarse como utiles modelos en estudios de estrés por calor,

hipoxia, inmunoestimulacion o por contaminantes (Clegg et al, 1998).

La respuesta inmune adquirida o especifica

La respuesta inmune adaptativa en invertebrados ha sido tema de estudio debido al
creciente interés que existe, particularmente en crustaceos, en el desarrollo de estrategias
inmunoprotectoras contra organismos patogenos (Kenkyu, 1994). En la Tabla VIII se
muestran los mecanismos de defensa reportados para invertebrados y vertebrados.

La respuesta inmune adquirida o de memoria es aquella que se presenta en distinta
forma y funcién que la respuesta primaria (Kaattari, 1994).

Hasta el momento, se asume que la inmunidad adquirida estd ausente en
invertebrados debido a que no se ha comprobado la presencia de inmunoglobulinas (Ig),
de receptores T (TCR) y del complejo mayor de histocompatibilidad (Mhc) (Arala-
Chaves y Sequeira, 2000). En vertebrados, la activacion de las células T promueve la
proliferacion celular, la produccion de Ig y citocinas, y la generacion de células B de

memoria (Banchereau et al, 1994).
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Tabla VIII. Componentes del sistema inmune innato y adaptativo presentes en
vertebrados e invertebrados. Abreviaciones: IgM, Inmunoglobulina M; NK, Células
asesinas naturales; +, Presencia; -, Ausencia.

Inmunidad Innata Inmunidad Adaptativa

Fagocitos Células Anticuerpos Linfocitos

NK TyB
Protozoarios +
v
-5 Esponjas +
I
2 | Anélidos + + _
N
S
2 | Artropodos +
=
Elasmobranquios
(tiburones, rayas, pez * + + +
i ’ ’ (solo IgM)
guitarra)
2 Teleosteos + i
S | (peces comunes) + + (IgM, otros?) +
& | Anfibios + ¥ . .
*E (2 0 3 clases)
o | Reptiles + + + +
> (3 clases)
Aves + + + 4
(3 clases)
Mamiferos + + + +
(7 u 8 clases)

En invertebrados, la mayoria de los estudios de respuesta inmune se han hecho en
insectos (Medzhitov ef al, 1997). En un estudio con la mosca de la fruta Drosophila sp.,
se compard la proliferacion celular de hemocitos (HPR) después de un reto sencillo y de
un segundo reto con hongos, observandose que después del segundo reto se incremento
significativamente la HPR, aunque el incremento en la respuesta secundaria observada en
Drosophila es mucho menor que la obtenida en vertebrados (Arala-Chaves y Sequeira,
2000).

En P. japonicus se observd un incremento significativo en HPR después del
segundo reto con hongos, comparado con la respuesta inmune obtenida al ser retado en

una sola ocasion (Sequeira ef al, 1999).
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Por lo descrito anteriormente, la hipdtesis de este estudio esta enfocada en la
determinacion de las respuestas oxidativas (produccion de anién superdxido) y
antioxidantes (actividad de la SOD) en P. vannamei, y en este sentido, se discute la
posibilidad de que estos efectores sean utilizados como indicadores de la activacion del
sistema inmune innato inducida por algunos inmunoestimulantes como son, - glucano,
LPS, fucoidan y una bacteria patdogena viva o muerta por calor, y ademas se determina si
estos inmunoestimulantes son capaces de inducir respuestas inmunes de magnitud

diferente.
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OBJETIVO DEL TRABAJO

El objetivo del presente trabajo es contribuir al conocimiento de la respuesta

inmune del camardn blanco (P. vannamei), a través de:

Determinacion de anidon superoxido y oxido nitrico en hemocitos de P. vannamei

activados con [3- glucano, polisacarido sulfatado y V. parahaemolyticus vivo.

Determinacion de la actividad de la enzima superdxido dismutasa en hemocitos y

musculo de P. vannamei activados con [3- glucano y polisacarido sulfatado

Determinacion de la actividad de la enzima superéxido dismutasa en juveniles de P.

vannamei activados con - glucano, LPS, fucoidan y V. penaeicida muerto por calor.
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RESULTADOS

Para conocer la respuesta oxidativa y antioxidante del camardn blanco P. vannamei
en respuesta a la activacion su sistema inmune por inmersion en [-glucano, polisacarido
sulfatado y V. parahaemolyticus vivo, se determinaron los siguientes pardmetros:
generacion de anidon superoxido en hemocitos, actividad de la enzima superoxido
dismutasa en hemocitos y en musculo, conteo de hemocitos circulantes, contenido de
proteina soluble en hemocitos y en musculo. La descripcion detallada de la metodologia
utilizada, asi como de las figuras obtenidas seran referidas por los nlimeros romanos de

los dos primeros manuscritos generados de esta informacion.

Generacion de anion superoxido.

Para evaluar la respuesta oxidativa generada en P. vannamei, se determiné la
generacion de anion superdxido y 6xido nitrico en hemocitos activados con -glucano
(0.5 mg/l) y polisacarido sulfatado (1 pg/l), para lo cudl se sumergieron los organismos
en los tratamientos durante 1, 3 y 6 h (Anexo I), con el fin de establecer el tiempo de
inmersion adecuado para la activacion y respuesta de los hemocitos.

Para la determinacion de oOxido nitrico se utilizé la metodologia descrita por
Espinosa ef al (2002), encontrando valores cercanos a cero.

La generacion de anion superdxido en hemocitos de camardn se incrementd entre
1.5 y 2.0 veces mas que la respuesta generada por el grupo control de camarones. Este
incremento se obtuvo entre las 24 y 48 horas después de la inmersion en los tratamientos
(Fig. 1 A, Anexo I).

La respuesta inmune de los camarones tratados con V. parahaemolyticus vivo fue
mas rapida que con B-glucano y polisacéarido sulfatado (Fig. 1 A, Anexo I), pues alcanzo
un valor de 1.5 veces mayor que el control al tiempo 0, obteniéndose su maximo valor a
las 24 h posteriores al reto (2.0 veces). La exposicion de los camarones a V.
parahaemolyticus durante 1 hora, no caus6 mortalidad en los organismos durante el

experimento.
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La exposicion de los organismos al B-glucano y polisacarido sulfatado durante 1y
3 horas, generd la méaxima respuesta oxidativa entre las 24 y 48 horas post-reto (Fig. 1 B,
Anexo I). La exposicién durante 6 horas, nos permitié observar dos incrementos en la
respuesta respecto al grupo control, a las 24 y 48 horas post-reto (Fig. 2 A, Anexo I).

Se compard la respuesta oxidativa entre los hemocitos activados -glucano en una
sola ocasion (a las 0 horas) y con doble activacién (0 y 24 horas), obteniendo que ambos
protocolos presentaron dos incrementos respecto al grupo control, a las 24 y 48 horas

después de 6 horas de inmersion en el tratamiento (Fig. 2 B, Anexo I).

Actividad de la enzima Mn-SOD.

La actividad de la enzima Mn-SOD en musculo y en hemocitos se utiliz6 como
parametro de medicion de la respuesta inmune de camarones adultos de P. vannamei al
exponerse por inmersion a B-glucano y polisacarido sulfatado durante 3 y 6 horas (Anexo
I y IT). Una vez expuestos los organismos a los tratamientos, se determind la actividad de
la enzima en musculo cada 24 horas (0, 24, 48, 72 y 120 h), encontrando la maxima
actividad a las 24 horas post-reto (Fig. 3 A y 3 B, Anexo I) . Adicionalmente, se registro
un decremento en la actividad de la enzima respecto al grupo control entre las 36 y las 48
horas posteriores al reto, recuperando los valores basales a las 72 horas (Fig. 3 Ay 3 B,
Anexo ).

Para la determinacion de la actividad de la enzima Mn-SOD en hemocitos, se
sumergieron los organismos durante 6 h en B-glucano (Fig. 3 C y 1 B, Anexo [ y II,
respectivamente). Al igual que en la determinacion de anion superodxido, durante este
experimento se compard el efecto entre una sola exposicion al B-glucano (0 h) y dos
exposiciones (una a las 0 h y otra a las 24 h siguientes al primer reto), encontrandose que
a las 0 horas se registrd la actividad mas alta de la enzima en los camarones tratados
respecto a los controles (1.4 veces). A las 24 horas después del reto, la actividad de la
Mn-SOD alcanzé valores similares a los del grupo control y disminuyo
significativamente (p<0.05) a las 72 horas (Fig. 1 B, Anexo II).

Los siguientes resultados seran referidos al anexo III, en el cudl se disefid un
bioensayo con juveniles (entre 0.7 y 1.2 g) de camaron blanco P. vannamei para

determinar la actividad de la enzima SOD en respuesta a la activacion de su sistema
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inmune utilizando B-glucano, LPS, fucoiddn y una cepa de V. penaeicida muerto por
calor. Los organismos fueron expuestos a los tratamientos por inmersion durante 6 horas.
Después de 10 dias de la exposicion con los inmunoestimulantes, los juveniles se retaron
con V. penacicidae vivo durante 2 h.

La actividad de la enzima se increment6 significativamente (p<0.05) a las 48 h
posteriores al reto con los inmunoestimulantes (Fig. 1, Anexo III) y disminuy6 debajo de
los valores control de las 72 a las 96 h en todos los tratamientos. Los camarones retados
con fucoidan, no mostraron un incremento significante (p>0.05) en la actividad de la Mn-
SOD durante el experimento.

La Fig. 2, Anexo III, muestra la respuesta antioxidante de los juveniles previamente
expuestos a los inmunoestimulantes y a un reto posterior con V. penaeicidae vivo. Se
expuso un grupo de camarones denominado control positivo (sin previa
inmunoestimulacion) a la bacteria patégena viva y otro denominado control negativo, el
cudl no se expuso a la bacteria. El control positivo mostrd un incremento significativo
(p<0.05) en la actividad de la enzima a las 2 h posteriores del reto y el grupo de
camarones tratados con [-glucano, y fucoiddn, mostré un incremento significativo
(p<0.05) en la actividad de la Mn-SOD a las 48 h (Fig. 2, Anexo III). Los camarones
expuestos al B-glucano, incrementaron la respuesta antioxidante después del segundo
reto (2.5 veces mayor que el grupo control. Fig. 2, Anexo III) que después del primero (2
veces mayor que el control. Fig. 1, Anexo III). Ademas, los juveniles tratados con
fucoidan no presentaron incremento en la actividad de la Mn-SOD antes del reto con la
bacteria viva (Fig.1,Anexo III), pero se presentd un incremento significante (p<0.05)
después del segundo reto (Fig. 2, Anexo III). Los camarones del control positivo y los
expuestos al LPS mostraron una respuesta antioxidante mas temprana (a las 2 h) que los
grupos tratados con [B-glucano, y fucoiddn (48 h), ademads, se observaron valores
antioxidantes similares en los camarones del grupo control positivo y los del B-glucano
(Fig. 2, Anexo III). En la Fig. 1, Anexo III, los camarones expuestos a los
inmunoestimulantes (excepto los tratados con fucoiddn), mostraron un incremento
significativo (p<0.05) en la actividad de la enzima Mn-SOD a las 48 h después del reto,
pero no mostraron una mayor respuesta antioxidante (excepto los tratados con B-glucano)

después del segundo reto hecho con la bacteria viva (Fig. 2, Anexo III).
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Comparando los valores de la respuesta antioxidante entre los grupos de camarones
tratados con inmunoestimulantes, observamos que el grupo expuesto a V. penaeicidae
muerto por calor, registré la mayor respuesta (3 veces mas que el control) a las 48 h

después del reto (Fig. 1, Anexo III).

Contenido de proteina.

La concentracion de proteina (RPC) en musculo de P. vannamei no presento
variaciones significativas (p>0.05) al exponer a los organismos al B-glucano y al
polisacarido sulfatado durante 6 horas (Fig. 2 A, Anexo II).

Los resultados encontrados del contenido proteico en hemocitos de camaron al
utilizar doble activacidén con B-glucano, mostraron un incremento de 1.4 veces respecto al
control a las 48 horas, alcanzando diferencias significativas (p<0.05) en los valores de los
tratamientos a las 72 y 120 horas respecto a los valores del grupo control (Fig. 2 B,
Anexo II). La concentracion de proteina en hemocitos activados en una sola ocasion (0
horas) present6 valores significativos (p<0.05) 1.6 veces superiores al control a las 120
horas posteriores al reto con B-glucano (Fig. 2 B, Anexo II). Podemos observar que la
doble activacion de los camarones con B-glucano, permite alcanzar un incremento mas
rapido en los valores de la proteina soluble en hemocitos que utilizando una sola
activacion.

Los siguientes resultados (referidos en el anexo III) proceden de un bioensayo
realizado con juveniles de camarén blanco P. vannamei (entre 0.7 y 1.0 g), exponiéndolos
por inmersion durante 6 h a B-glucano, fucoidan, lipopolisacarido y V. penaeicida muerto
por calor, con el propdsito de determinar la variacion en el RPC cada 24 h durante 4 dias.
Después de 10 dias de la exposicion con los inmunoestimulantes, los juveniles se retaron
con V. penaeicidae vivo durante 2 h.

La exposicion de juveniles de camaron blanco a diferentes inmunoestimulantes
durante 6 h (Fig.3, Anexo III) presenta un incremento general en el RPC a las 24 h
posteriores al reto. El RPC en los camarones expuestos al B-glucano y fucoidan, se
incremento significativamente (p<0.05) desde las 24 a las 72 h post-reto (Fig. 3, Anexo
III). Comparando el incremento en el RPC entre los camarones tratados, se observo que

los expuestos al B-glucano presentaron los valores mas altos a las 72 h (3 veces mayor
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que el grupo control). Los juveniles expuestos a los inmunoestimulantes presentaron
valores basales (cercanos a los presentados por el grupo control) de RPC dentro de las
primeras 6 h y los valores mas bajos de RPC se registraron en los camarones tratados con
LPS a las 48 h, con B-glucano y con V. penacicida muerto por calor a las 96 h (Fig. 3,
Anexo III).

Como se menciond anteriormente, después de 10 dias de la exposicién con los
inmunoestimulantes, los juveniles se retaron con V. penaeicidae vivo durante 2 h (Fig. 4,
Anexo III), encontrando en el grupo control positivo, un incremento significativo
(p<0.05) en el RPC desde las 2 a las 24 h después del reto con la bacteria viva. Los
juveniles tratados previamente con los inmunoestimulantes, no presentaron un
incremento significativo (p>0.05) en el RPC después del reto con V. penaeicidae vivo, al

menos durante las primeras 48 h (Fig. 4, Anexo III).

Hemocitos circulantes.

El conteo de hemocitos circulantes en hemolinfa, muestra la misma tendencia que
el contenido de proteina soluble en hemocitos (Fig. 5 y 3, Anexo I y II, respectivamente).
Esto es, el incremento no significativo (p>0.05) en los hemocitos circulantes se obtuvo a
las 72 h posteriores al reto utilizando una o doble activaciéon con B-glucano (Fig. 3,
Anexo II). Utilizando doble activacion con B-glucano, se registrd6 un incremento mas
temprano (72 h) que utilizando una sola activacion (120 h), pero alcanzando la activacion
sencilla (a las 120 h), incrementos superiores no significativos para p<0.05 (1.9 veces
respecto al control) a los valores observados en los tratamientos con doble activacion (1.6

veces respecto al control).
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DISCUSION

Muchos factores celulares y humorales han sido estudiados con el objeto de poder
ser utilizados como indicadores efectivos de la eficiencia de inmunoestimulantes
potenciales (Hennig et al, 1998; Sritunyaluckasana et al, 1999). Existen reportes previos
del mejoramiento de la supervivencia de camardn a bacterias patogenas después de ser
retados con inmunoestimulantes (Itami et al, 1998; Takahashi et al, 1998;
Sritunyalucksana et al, 1999), pero es poco el conocimiento con relacion a las respuestas
celulares y humorales del camaron hacia los inmunoestimulantes (Vargas-Albores, 1995).

El entendimiento de la funcion de los hemocitos es importante en la investigacion
del sistema de defensa de crusticeos, particularmente la capacidad para generar
respuestas oxidativas y antioxidantes (Roch, 1999) y asi poder caracterizar las funciones
inmunes basicas en nuevas especies de estudio.

Debido a que el 07, es el primer producto liberado de la respiracion, la medicion del
07, ha sido aceptado como un método confiable para la cuantificacion de la intensidad
respiratoria (Song y Hsieh, 1994).

La produccion de anidon superoxido por los hemocitos expuestos al B-glucano y
polisacérido sulfatado, se increment6 entre 1.5 y 2.0 veces mas, que la generada por el
grupo control. Las condiciones particulares de cultivo y las condiciones fisioldgicas del
camardon pueden causar diferencias en la capacidad de la respuesta oxidativa (Sung et al,
1994; Adema et al, 1991).

Aunque la dosis de polisacarido sulfatado fue 500 veces mas baja que la del (-
glucano, la respuesta inmune de los hemocitos y de las células del musculo fue similar en
ambos tratamientos.

Comparando la capacidad oxidativa de los hemocitos con el tiempo de inmersion
(1,3 o 6 horas) en los inmunoestimulantes, hubo una respuesta 2.0 veces mayor que la
obtenida en el grupo control. Song y Hsieh (1994) reportaron resultados similares en
hemocitos de P. monodon después de sumergir a los organismos durante 3 h en -

glucano.
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Al exponer a los organismos durante 6 horas en B-glucano, se observaron dos
incrementos en la generacion de anion superdxido de hemocitos, a las 24 y 48 horas
después del reto. Karunasagar et al (1999) utiliz6 B-1,3 glucano en P. monodon,
encontrando un pico en la produccion de ROI a las 48 horas posteriores a la
administracion oral. En nuestro estudio, encontramos un pico en la generacion de anion
superoxido entre las 24 y las 48 horas posteriores a la inmersion en los tratamientos, la
cudl dependio del tipo de tratamiento suministrado (Anexo I, Figura 1 A).

En el presente estudio, el incremento en la capacidad respiratoria (Sung et al, 1994;
Muiioz et al, 2000) entre las 24 y 48 h y en los niveles antioxidantes en los hemocitos
estimulados (dentro de las primeras 24 h), es considerada ser una respuesta a los cambios
en la composicion lipidica de las membranas celulares, y de mejorar la produccion de
factores de activacion celular como citocinas y chaperoninas, quienes pueden mejorar la
capacidad fagocitica de los hemocitos (Itami et a/, 1998). Por tal motivo, se espera que el
incremento en los niveles oxidantes y antioxidantes en las células, como consecuencia de
una exposicion previa del camarén blanco a inmunoestimulantes, generen una respuesta
inmune mas fuerte contra los patégenos potenciales (Sung et al, 1994; Muioz et al, 2000;
Downs et al, 2001).

La capacidad fagocitica de las células hialinas del cangrejo C. maenas fue
confirmada con la deteccion del estallido respiratorio en estas células (Bell y Smith,
1993). Encontraron diferentes respuestas inmunes en las células hialinas causadas por los
activadores utilizados. Tal fue el caso de la laminarina, quien falld en la activacion del
estallido respiratorio en C. maenas. En nuestro estudio, la activacion de los hemocitos de
P. vannamei para la generacion del o6xido nitrico fallé con el uso de laminarina como
activador. Espinosa ef al (2002) midi6 la produccion de 6xido nitrico en hemocitos del
camaron P. schmitti utilizando como activador al LPS.

Este estudio no explora cuanto tiempo se mantiene la respuesta oxidativa en
camardén como respuesta a una activacion con inmunoestimulantes. Sung et al (1994)
demostrd que la supervivencia de P. monodon puede ser mejorada cuando es activada (3
horas de inmersion con glucano) 18 dias antes del reto con V. vulnificus.

En un estudio con camarén, Itami ef al (1989) compararon la eficiencia de 3 formas

diferentes de administracion del Vibrio. spp muerto por formol. Encontraron que por
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inyeccidn, aspersion e inmersion, se observo proteccion contra infecciones
experimentales de Vibrio. spp. Algunos autores han reportado que la administracion de
inmunoestimulantes por inmersion puede mejorar la respuesta inmune en camarén (Itami
et al 1998; Alabi et al, 1999).

Las superdxido dismutasas son una de las principales rutas de defensa antioxidante
en respuesta a estrés oxidativo (Fridovich, 1995). El incremento en la actividad de la
SOD en adultos de P. vannamei después del reto, se registré mas temprano en hemocitos
(6h) que en musculo (24h). Macmillan-Crow (2000) sugirid que la inhibicion de la
actividad de la Mn-SOD por peroxinitrito puede estar relacionada con numerosos estados
de enfermedad. En contraste, el 6xido nitrico y el peroxinitrito son sustancias
microbicidas conocidas como intermediarios reactivos de nitrogeno (RNI) y su
produccion en las células mejora la respuesta inmune innata.

En camarones adultos, el incremento en RPC a las 48 h posteriores al reto con
inmunoestimulantes (anexo II), pudo deberse al incremento en las proteinas involucradas
en estrés (Jennissen, 1995). Rodriguez et a/ (2000) reportaron P. vannamei, variaciones
hasta de un 40% en el contenido total de proteina en plasma respecto a los valores
control, al someter a los organismos a diferentes niveles de proteina. Chu y La Pierre
(1989) encontraron variaciones similares en el contenido total de proteina en hemocitos
del ostion Crassostrea virginica cuando los organismos fueron expuestos a diferentes
niveles de infeccion con el pardsito Perkinsus marinus. Por otro lado, Karunasagar et a/
(1999) sugirid que ciertas proteinas son inducidas después de un previo tratamiento con
inmunoestimulantes. Rodriguez et a/ (2000) encontraron que los camarones alimentados
con 50% de proteina en la dieta, incrementaron los niveles de aglutinina, oo-
macroglobulina y factor de coagulacion. Downs et al (2001) reportd incrementos en los
niveles de Mn-SOD, glutation, chaperoninas y ubiquitina en el camaron P. pugio después
de someterlo a estrés por calor, especificamente en respuesta a la proteina incrementada y
a la desnaturalizacion (Ellis, 1996), indicando que la mitocondria estuvo experimentando
y respondiendo al estrés oxidativo. Fridovich (1995) reportd que los niveles
incrementados en Mn-SOD provee tolerancia a los factores que inducen estrés oxidativo,
y mas aun, la Mn-SOD es un indicador especifico de que la mitocondria estd

experimentando estrés oxidativo. De acuerdo con estos autores, el incremento en la
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actividad de la Mn-SOD en los hemocitos de P. vannamei puede promover la generacion
de otras inmunoproteinas después de las 48 horas posteriores al reto (anexo II).

El incremento en THC esta relacionado con el estatus nutricional del camarén. Le
Moullac et al (1999) encontré un incremento significante en peso alimentando al
camardén con una dieta conteniendo 54% de proteina comparada con una dieta
conteniendo 38%. La resistencia del camaroén a la infeccion generada por V. penaeicida
fue mejorada entre el 5-30%. Rodriguez ef al (2000) concluyeron que la concentracion de
proteinas plasmaticas podria ser considerada como un indicador del estado de salud en
camaron.

Se ha reportado la utilizacion de THC como un potencial indicador del estado
inmune del camarén (Hennig ef al, 1998; Le Moullac et al, 1998; Lorenzon, et al, 1999).
El incremento en THC y en el contenido de proteina en hemocitos después de 48 horas
post-reto puede relacionarse con un efecto protector del sistema inmune del camarén
contra patdégenos potenciales (Chisholm y Smith, 1995), considerando que las respuestas
celulares son las principales herramientas inmunes en invertebrados (Truscott y White,
1990; Johansson y Soderhill, 1992; Sequeira et al, 1996). En contraste, Le Moullac et al
(1997) encontrd en P. stylirostris una correlacion entre la resistencia a la vibriosis y la
actividad de la fenoloxidasa, pero no con el THC durante el ciclo de muda.

Los hemocitos juegan un papel importante en la remocion de bacterias presentes en
la hemolinfa, principalmente por fagocitosis (Ratner y Vinson, 1983). El decremento en
RHC observado a las 6 y 24 h seguidas a la inmersion del camaron en los
inmunoestimulantes (anexo II, Figura 3) puede ser asociada al estrés oxidativo y a la
posibilidad de susceptibilidad del camarén a los patéogenos potenciales (Johansson y
Soderhill, 1992). Por otro lado, Sequeira et al/ (1996) concluy6 que un decremento en el
THC en respuesta al reto con bacterias, es compensado por un incremento posterior.

En crustaceos, el THC es un indicador de estrés, pero varia no-especificamente de
acuerdo a los ritmos naturales del medio, tales como, el estrés quimico y el fisico-
quimico, como por ejemplo, las respuestas de adaptacion del camardn a la hipoxia (Hill et
al, 1991). La respuesta del camaron P. stylirostris expuesto a hipoxia severa (Img 0,
mL™"), se midié en términos de THC por Le Moullac et al (1998). La hipoxia indujo una

disminucion significativa en THC con un decremento significante de células semi-
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granulares y hialinas. En P. monodon, la actividad fagocitica de los hemocitos fue menos
eficiente en los camarones expuestos a hipoxia (Direkbusarakom y Danayadol, 1998).

El estudio de la actividad antioxidante realizado con juveniles de P. vannamei
(Anexo III), presentd un incremento en la actividad de la Mn-SOD a las 48 h posteriores
al reto con P-glucano, LPS y V. penaeicidae muerto por calor. Adicionalmente,
encontramos que, tanto en adultos como en juveniles, la actividad de la enzima
disminuy6 después de 48 h de exposicion a los inmunoestimulantes similar a la actividad
enzimdtica de la SOD reportada para el camaron Palaemonetes argentinus relacionada
con estrés oxidativo (Neves et al, 2000).

La variacion en la actividad de la enzima Mn-SOD en juveniles de P. vannamei
expuestos a inmunoestomulantes ha sido reportada por otros autores. Song y Hsieh
(1994) mencionaron que la respuesta del sistema inmune a los inmunoestimulantes puede
variar significativamente, dependiendo de la estructura o del nimero de receptores en las
membranas celulares. Las diferencias en las respuestas inmunes entre especies pueden
deberse a la habilidad de sus receptores celulares para reconocer las sefiales externas
localizadas en la superficie del patdgeno o en los componentes de la pared celular de los
inmunoestimulates (Song y Hsieh, 1994). Los receptores transmembranales de
invertebrados no solo detectan la presencia de microorganismos infecciosos, sino que
también son capaces de discriminar entre las diferentes clases de patdgenos (Bowie y
O'Neill, 2000). Por lo tanto, la respuesta inmune puede ser detectada en invertebrados
después del reto con ciertos antigenos, pero no con otros (Arala-Chaves y Sequeira,
2000).

Después de retar a los juveniles de P. vannamei con V. penaeicidae vivo (Anexo
IIT), se observé un incremento significativo (p<0.05) en la respuesta antioxidante del
control positivo a las 2 h posteriores al reto, similar al estudio reportado por Campa-
Cordova et al (2002) en donde encontraron que la respuesta inmune temprana encontrada
con V. parahaemolyticus vivo, se debid a la facilidad de la bacteria viva para invadir la
hemolinfa y otros tejidos. El incremento en la respuesta antioxidante en juveniles de
camaron blanco expuestos al B-glucano (Anexo III), fue similar al reportado en adultos

(Anexo II).
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Se observo un incremento significativo (p<0.05) en el RPC en camarones juveniles
a las 24 posteriores al reto con inmunoestimulantes. Downs et al (2001) reportdé que el
incremento en RPC en el camaron P. pugio, se debid a incremento de otras
inmunoproteinas.

Sung et al (1994) y Dugger (1999) reportaron que exponiendo al camarén a la
laminarina (B-1,3 glucano) dos veces por semana, es suficiente para mantener una
activacion optima del sistema inmune del camardn. En este estudio, utilizando una sola
exposicion por 6 horas con - glucano fue suficiente para activar las respuestas oxidativas
en hemocitos asi como RPC y THC.

Probablemente cuando un receptor en la superficie del hemocito reconoce una
molécula de inmunoestimulante, se rompe el equilibrio metabdlico y la respuesta celular
oxidante y antioxidante promueve la produccion de promotores como citocinas y
chaperoninas, las cuales pueden estimular el incremento de hemocitos circulantes. En
vertebrados, el programa genético activado por la respuesta inmune innata también
incluye la expresion de citocinas que estimulan la activacion de macrofagos y células

naturales asesinas (Schuster y Nelson, 2000).
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CONCLUSIONES

La activacion de los hemocitos de P. vannamei con laminarina (1,3-glucano),
genero un incremento en la produccion anidn superéxido, pero no de 6xido nitrico.

La utilizacion por inmersion de [-glucano, de polisacarido sulfatado y V.
parahaemolyticus en adultos de P. vannamei, gener6é un incremento en la produccion
anion superdxido en hemocitos entre 1.5 y 2.0 veces respecto al grupo control.

La utilizacion por inmersion del B-glucano en juveniles y en adultos de P.
vannamei, indujo un incremento en la actividad de la enzima Mn-SOD entre las 24 y 48 h
posteriores al reto. La capacidad antioxidante obtenida por los juveniles de P. vannamei
fue similar a la generada por los adultos (2 veces mayor que los valores del grupo
control).

En este estudio, la respuesta oxidativa y antioxidante del sistema inmune en
juveniles y adultos de P. vannamei, se presentd mas temprana utilizando bacterias vivas
que utilizando inmunoestimulantes comerciales.

La méxima respuesta oxidativa y antioxidante entre las 24 y 48 h estd asociada con
la actividad de los hemocitos que lleva a eliminar el material extrafio que ha ingresado en
la hemolinfa.

La disminucion de la respuesta oxidativa y antioxidante estd relacionada con el
estrés oxidativo que sufren las células del hospedero al eliminar el material extrao de la
hemolinfa y a la susceptibilidad de los organismos a las enfermedades.

Los juveniles tratados con fucoiddn no presentaron un incremento significativo
(p<0.05) en la actividad de la SOD, pero si en el RPC.

El incremento en el contenido de proteina en juveniles y adultos de P. vannamei
en respuesta a la exposicion por inmersion en los inmunoestimulantes probados en este
estudio, puede asociarse con la generacion de proteinas de estrés y de inmunoproteinas,
principalmente.

El incremento en el contenido total de hemocitos en adultos de P. vannamei en
respuesta a la exposicion previa con [-glucano y polisacarido sulfatado, se relaciona con
una proteccion potencial del organismo a las enfermedades causadas por patégenos. Por

el contrario, la disminucion del contenido de hemocitos circulantes, esta asociada a la
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susceptibilidad momentdnea de los camarones a los patogenos, causada por el estrés
oxidativo que experimentan las células durante las primeras 48 horas posteriores al reto
con inmunoestimulantes. Por esta razon, es importante disefiar estudios enfocados a
cudles componentes son regulados por la diferenciacion y proliferacion de hemocitos
circulantes después del reto con inmunoestimulantes, asi como las condiciones en peces y
en humanos, en donde se ha observado que las citocinas y chaperoninas juegan un papel
importante como moduladores de la respuesta inmune.

La determinacién de anidon superoxido y la actividad de la SOD, pueden ser
utilizados como efectores de la activacion del sistema inmune de P. vannamei. Sin
embargo, es recomendable conocer qué otros efectores estdn siendo activados por los
inmunoestimulantes probados en este estudio.

La utilizaciéon de B-glucano, LPS, polisacarido sulfatado, V. parahaemolyticus
vivo y V. penaeicidae vivo, o muerto por calor, generaron un incremento en la actividad
oxidante y antioxidante en P. vannamei, por lo cudl se sugieren como candidatos

potenciales a utilizarse como inmunoestimulantes en acuacultura.
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PERSPECTIVAS

Del presente estudio se desprenden algunos puntos clave para la planeaciéon y la
futura la realizacion de estudios con base al conocimiento generado en cuanto al tiempo
de inmersion, dosis y via de administracion de los inmunoestimulantes.

Debido a que no se ha comprobado la presencia de memoria inmune en
invertebrados, esto ha limitado el disefio de vacunas para mejorar la respuesta inmune
contra los agentes infecciosos oportunistas presentes en los cultivos. De aqui la
importancia del disefio de estrategias conducidas a conocer la capacidad de la respuesta
inmune de los camarones inmunoestimulados ante la presencia de bacterias patdgenas,
para con ello conocer si estos agentes activadores realmente ayudan a los organismos a
mejorar dicha respuesta, traduciéndola finalmente en incremento de la supervivencia y en
el uso optimo de los mismos, pues se ha visto que la utilizaciéon no adecuada de algunos
inmunoestimulantes puede causar efectos adversos en los organismos de cultivo.

La utilizacion de técnicas bioquimicas para determinar respuesta inmune en
invertebrados tiene la limitante de obtener resultados con altas variaciones entre los
organismos. Ya se ha mencionado en este trabajo que dichas variaciones son
dependientes de las condiciones fisiologicas de los organismos, causadas por factores
genéticos, de cultivo, nutricionales, de estrés, entre otros. Para evitar estas variaciones, la
utilizacion de técnicas moleculares es una herramienta muy util para la identificacion de
moléculas que intervienen en el sistema inmune del camarén con el proposito de
utilizarlas como biomarcadores, en donde la mayoria de ellas aun no han sido reportadas
en el banco de datos gendémico. En este sentido, hemos realizado avances para la
identificacion de algunas moléculas que intervienen en el sistema immune de
invertebrados como son chaperoninas, péptidos antimicrobianos, receptores toll, y la
propia superoxido dismutasa, basdndonos en las secuencias reportadas en el banco de
datos genomico (GenBank). Para la amplificacién de receptores toll y la Mn-SOD, se
alinearon las secuencias nucleotidicas reportadas para invertebrados, eligiendo las
regiones mas conservadas para el disefio de los oligos degenerados. A partir de ARNm
(mensajero), los productos amplificados para toll (300 pb) y la Mn-SOD (440 pb), fueron

clonados en un vector comercial y secuenciados.
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En segundo término, a partir de las secuencias nucleotidicas reportadas en el banco
de datos gendmico, se elaboraron oligos especificos para la amplificacion de la
chaperonina HSP-70KDa, el péptido antimicrobiano penaeidina 2 a, la enzima
antioxidante Mn-SOD. Una vez que se obtengan los fragmentos amplificados por PCR,
se elaboraran sondas marcadas para medir los niveles de expresion de dichos genes en el
ARNm de camar6n en respuesta a una activacion previa del sistema inmune. Estos
biomarcadores potenciales, pueden ser utilizados para ver el efecto del estrés oxidativo en
los organismos causado por cambios de temperatura, cambios de oxigeno, de salinidad,
por exposicion a contaminantes, inmunoestimulacion, estudios de nutricion, entre otros.
De esta manera, se podra determinar la capacidad individual de expresion de moléculas
del sistema inmune en respuesta a una previa activacion del mismo.

Es importante tener en cuenta que el estado nutricional de los organismos es
fundamental para responder favorablemente a la presencia de organismos patdgenos en
los cultivos, pero se ha visto que el estado de salud de los camarones en cultivo dista
mucho de ser resuelto utilizando solo dietas comerciales, por lo cual los resultados
favorables obtenidos en Asia y Ecuador utilizando algunos inmunoestimulantes ha

resultado una alternativa prometedora en la solucioén de problemas infecciosos.
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