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| virus de la mancha blanca

E (WSSV) ingresa en el hospedero
a través de distintos portales. La
literatura sefiala que los primeros
tejidos en infectarse son los epitelios
zlandula antenal y las branquias.
Utilizando un anticuerpo especifico de
WSSV hemos detectado sefial para
‘este patégeno en glandulas tegumen-
tales (GT) en animales con o sin
lesiones de mancha blanca (WSD)
(Figura 1) (Rodriguez., 2007; Maldo-
nado et al., 2003). Las GT se encuen-
tran ampliamente distribuidas en el
tejido conectivo subepitelial y tanto
este Ultimo como los epitelios son
muy susceptibles al WSSV. Las GT,
tienen cardcter secretor, estdn comu-
nicadas con el medio externo y estén
implicadas en multiples funciones;
tales como esclerotizacién de la
cuticula, actividad fenoloxidasa,
formacién de la epicuticula. y osmo-
rregulaciéon  (Horst and Freeman,
En la regién oral son muy
& 'ndantes en el labrum y el paragna-
tha (apéndices bucales), donde secre-
tan el mucus necesario para aglutinar
y lubricar el alimento (Horst and
Freeman, 1993). Silas GT constituyen
portales para el ingreso del WSSV y/u
otros virus a los tejidos internos del
animal, es facil imaginar el alto riesgo
de infeccién considerando su abun-
dancia y amplia distribucién. Un
simple paragnatha puede contener

“hasta 1000 GT individuales (Horst and

)
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Freeman, 1993). Para determinar si
las GT se infectan, replican virus y/o lo
acumulan en el mucus, se utilizé
hibridacidn in situ (HIS) para WSSV. La
HIS es una técnica confirmatoria,
especifica y muy sensible que detecta
los dcidos nucleicos del patégeno. La
presencia de ARN viral se consideré en
este estudio como indicador de un
activo proceso de infeccién celular y
replicacion viral.
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Figura 1. Regién oral (boca) con sefial
positiva para WSSV por inmuno-
histoquimica. L, labrum. P, paragna-
tha, M. mandibula. Células epitelia-
les positivas a WSSV (flechitas).
Gldndulas tegumentales positivas a
WSSV (flechas grandes).

Materiales y métodos

Para la hibridacién in situ, los cortes
histolégicos fueron desparafinados,
tratados con proteinasa K, y fijados
con parformadehido. Antes de aplicar
la sonda los cortes fueron tratados
con DNAsa, a fin de degradar el ADN
viral y detectar Gnicamente el ARN.
Las sondas fueron sintetizadas
mediante PCR para WSSV utilizando
los iniciadores de Kimura, et al. (1996)

en presencia de  digoxigenina
DIG-dUTP (Roche). Luego de incubar
toda la noche a 39°C, los cortes fueron
tratados con concentraciones decre-
cientes de SSC (tampén a base de CINa
y Citrato de Na) antes de proceder a la
deteccién utilizando un anticuerpo
antidigoxigenina. El revelado se
realizé con substrato NBT-BCIP. Antes
del montaje se tifid los cortes con
Bismark-Brown Y, cuyo color marrén
contrasta con el violeta oscuro de la
sefal positiva para el WSSV (Figura 2).
Solo las células que tienen ARN viral
daran sefial positiva con este protoco-
lo.

Substrato Seiial positiva, células en
color violeta oscuro
AA enzima [
Anti-Dig
Dig TATCGTCATCGTCAGCT Sonda

ATAGCAGTAGCAGTCGA ADN
[ viral

| EIARN viral también

puede ser reconocido
Figura 2. Principio de hibridacién in
situ (HIS). Esta técnica permite detec-
tar y localizar a nivel de tejidos los
agentes patdgenos investigados. En
este caso la sonda de WSSV, sinteti-
zada por PCR, se hibrida con los
dcidos nucleicos (ADN, ARN) virales.
La sonda estd marcada con digoxige-
nina (Dig), la cual es detectada luego
con un anticuerpo especifico (Anti-
Dig) marcado a su vez con el enzima
fosfatasa alcalina (PA). El enzima
hace reaccionar a un substrato (NBT-
BCIP) el cual tifie de violeta obscuro
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las células infectadas. A fin de facili-
tar la observacion microscépica los
cortes se tifien con Bismark Brown. La
técnica puede ser modificada
realizando un tratamiento previo de
los cortes con DNAsa, a fin de degra-
dar el ADN, permitiendo que la sonda
detecte unicamente el ARN.

Resultados y conclusiones

Los resultados de HIS de cortes trata-
dos con DNAsa mostraron ausencia de
senal para WSSV en las GT. La sefal se
mantuvo en epitelio y en células del
tejido  conectivo, estrechamente
asociadas a las GT y en otros tejidos
internos (Figura 3). La pérdida de
sefial en las GT indica que el virus no
las infecta (no hay ARN). Desafortuna-
damente estos resultados sefialan en
cambio que el virus se acumula en
este tejido. La presencia de sefial en
las GT mas externas de los apéndices
bucales (Figura 1) sugiere ademas que
los camarones colectan el virus duran-
te la busqueda de alimento. Los
canales secretores de las GT estan
recubiertos de una fina epicuticula, la
cual es liberada con los exuvios. Los
camarones que ingieren los exuvios
contaminados tendran fuertes proba-
bilidades de ser infectados por el
WSSV. En conclusién la epicuticula de
los canales secretores de la GT consti-
tuyen una fuente de infeccion al
capturar y concentrar WSSV desde el
medio, en exuvios que seran luego
ingeridos por otros animales atraidos
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Figura 3. Corte histoldgico de la
region oral. Reaccién positiva para
WSSV por hibridacién in situ en
células epiteliales y del tejido conecti-
vo (flechas).. Ausencia de sefial en

gldndulas tegumentales (asteriscos).
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Estos resultados no descartan
ademads, que el WSSV u otros patdge-
nos puedan utilizar las GT como porta-
les de ingreso a los tejidos internos. Al
menos dos observaciones sustenta-
rian esta hipdtesis.

* Sistema inmune en alerta: A) Hay
muchos reportes sobre esferoides
asociados a las GT. B) Ausencia de
sefial para WSSV en GT de animales
que manifiestan alguna forma de
resistencia al WSSV, natural o
inducida por inmuno-estimulantes
(valladares, 2006), lo cual sugiere
que moléculas antivirales podrian
estar presentes entre las sustancias
secretadas (esto debe investigarse
en el futuro).

Posibilidad de re-infecciéon. Anima
les con lesiones severas de WSD
presentan desorganizaciéon de los
tejidos conectivo y glandular de la
region oral, esto podria facilitar el
ingreso del virus acumulado agudi-
zando el riesgo de re-infeccién.
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