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RESUMEN

Se estudiaron parametros inmunitarios en camarones juveniles Lifopenacus vamname:
infectados por el White Spot Sindrome Virus (WSSV). Se realizaron muestreos SUCESIVOS
a partir de la tercera semana de post-siembra (durante cuatro semanas, realizando 2
muestrens por semana 20 camarones / muestreo, con un peso de 0.9 a 3.0 gr) Se
realizaron anahisis individuales con la técnica de (PCR) para WSSV y hemogramas. Para
los ensayos inmunitarios como: actividad antibacteriana (AA), actividad fenoloxidasa
(PO, deteccion del anion superoxide (03), cuantificacion de proteinas en el plasma,
electroforesis de proteinas plasmaticas e inmunofluorescencia contra WSSV en hemocitos,
se utilizo mezclas de hemolinfa de todos los animales muestreados. Ademas se registrd
individualmente talla, peso. color de la hemolinfa y estadio de muda de los animales y se
tomaron muestras de hemocitos para microscopia electronica de transmision (MET). Se

analizaron los datos mediante correlaciones de variables muiltiples y Chi-square ("),

La infeccion por WSSV estimulo la generacion de las tres poblaciones hemocitarias, 1o
(ue sugiere que ¢l camardn tiene la capacidad de reconocer como no propio a este virus
Los hemocitos hialinos y el superoxido mantuvieron una relacion inversa con el grado de
infeccion con WSSV, La carga viral estuvo correlacionada directamente con la presencia
de hemocitos anomalos, los mismos quc serian generados por las subpoblaciones de
hemocitos granulosos v hemocitos hialinos  1.a microscopia electronica revelo que los
hemocitos anomalos serian  hemocitos  activados, fagocitadores o en  apoptosis
(picndticos). No se observe replicacion wiral en los hemocitos. sugiriendo que las

anomalias son producto de la activacion o del desgaste celular en el proceso de defensa.

Se encontra una relacion directa v significativa entre el porcenigje de hemocitos anomalos
v el color resado de la hemolinfa que es provecado por la melanizacion del plasma, y se
observa en los animales de mayor nivel de infeccion Lo anterior sugiere que si las células

desgastadas se incrementan en la circulacion, estas terminarian liberando su contenido en




la hemolinfa, como en el caso de el sistema pro-Fencloxidasa. El porcentaje de hemocitos
anomalos se mantuvo bajo cuando no decrecid el namero de hemocitos semigranulosos, lo

que podria indicar que estos son los encargados de mantener el equilibrio en la hemolinfa.

Las caracteristicas de animales negativos para WSSV y de apariencia saludable inchyen:
1). incremento constante de hemocitos semigranulos relacionado al ineremento dc la
actividad antibacteriana del plasma (manteniendo los hemocitos anomalos en bajo
porcentaje), 2). alta concentracion de hemocitos hialinos y 3}, alia produccion de anién
superoxido  Estos dos tltimos pardmetros (2 y 3) se incrementan en temprana premuda
(D1 y D2), lo que podria explicar el elevado nimero de animales negativos en este estadio
Los casos més severos se encontraron en D1 y D2, sugiriendo que los animales que no
logran eliminar ¢l virgs desarrollan la viremia conforme avanza la muda Por otra parte se
encontraron muchos animales positivos en intermuda, €n asociacion probable con el

canibalismo en este estadio de mayor ingestion de alimento.
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INTRODUCCION

La acuicultura ha sido un instrumento efective para acelerar el desarrollo de las areas
casteras de muchos paises. El Ecuador tiene una irea costera de 2.614 Km y ha sido el
primer pais productor de camarén en e mundo desde 1991 El desarrollo de la
camaronicultura ha estado ligado @ progresos zootécmicos, y ha sido el tercer

“commodity” de exportacion mas importante luego del petroleo y ¢l banano.

Fl impacto de brotes epidémicos en el cultivo de camaron se ha traducido en pérdidas
cconomicas debido a la proliferacion de enfermedades que han afectade esta industria

La aparicion de una snfermedad esta relacionada con el rompimiento del equilibrio entre el
huésped y su medio v la estrategia invasora utilizada por ¢l patogeno agresor. En los
animales acuaticos la situacion se complica a favor del agresor ya que ¢l agua constituye

una via de diseminacion del patogeno.

La presencia del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en Latincamerica fue
reportado por primera vez & ‘micios del afio 1999 en Honduras v recibié una atencion
considerable por parte del sector cientifico del pais (Rev. Mundo Ac. Vol. 6).

Sin duda uno de los aspectos que mas preocupa a los maricultores, siendo a la par una de
las caracteristicas mas importante en esta enfermedad, ¢s el gran pader de diseminacion
del virus, las multiples vias de mfeccion y ¢ amplio espectro de huesped. tanto sitvestres
como cultivados que pueden albergar al virus y actuar como reservorios (Wang, ef al,

1997).

Como para cualquier enfermedad virica no existe tratamiento, [AMpoco easien vacunas,
va que el sistema inmune del camaran no esta capacitado para dar esa respuestd Los
antibioticos no tienen efecto contra los wvirus, estos pueden tratar las infeccrones
bacterianas que podrian presentarse como consecuencia de una infeceion virica, pero la

enfermedad virica seguira presente. La tmica forma de evitar o amortiguar el impacto de

o Tl




la enfermedad de la mancha Blanca o cualquier otra enfermedad virica es la prevencion

(Alday V. 1999)

El objetive basico de este estudio fue incrementar los conocimientos sobre la respuesta
inmune en camaroncs juveniles Litopenaens vemmamed, infectados por el WSSV en
piscinas camarecneras. Determinar ademés si las modificaciones en los hemocitos se
relacionan al grado de infeccion de los mismos o a la exocitocis de moléculas celulares, y
si el ciclo de muda influye sobre las modificaciones observadas en la hemolinta de animales
portadores de W3SV

Esta informacion podria ser utilizada en el manejo de la viremia en las piscinas

CANaroneras,




2. ANTECEDENTES

N

1. EL SINDROME DE LA MANCHA BLANCA (WSSV)
1. 1. LA ENFERMEDAD

=)

Fl sindrome de la mancha blanca es una enfermedad viral mortal para los cultivos de
camarones marinps comerciales, pudiendo causar € 100% de mortalidad en los cultivos.
Se origind en el Continente Asiatico (Takahashi., e af | 1994, Chou., ef afl , 1995:;
Wongteerasupaya , ef al , 1995, Lightner., 1996; Lo, ef al., 1996a,b; Flegel., 1997).

Los signos externos tipicos gue presenta esta enfermedad viral incluyen manchas blancas
de 0.5 mm a 2 mm de didgmetro en el excesqueleto v epidermis, disminucion rapida del
consume de alimento y nado erritico alrededor de la piscina. (Wang., ef al, 1995,
Lightner,, 1996). Bajo el microscopio de Juz. se puede observar que las manchas tienen
un drea ohscura en el centro. La coloracién corporal de los camarones infectados se torna
palida rosa o café-rojiza. Los primeros cambios histopatolégicos de la mancha blanca son
la hipertrofia nuclear en las células infectadas en los tejidos de origen mesodermal y
ectodermal (Momoyama., ef ai., 1994).

Ademas de su alta virulencia, la mancha blanca se caracteriza por ser poco especifica en
cuanto a la capacidad de invadir v de dafiar diversos tejidos (Chang, er af., 1996)
Mediante técnicas de histopatologia, se han encontrado evidencias de infeccion y
destruccion celular en; tejido conectivo, glandula antenal, branquias, tejido nervioso
ectodermis. Se ha reportado ademds infecciones en los fejidos del sistema inmune,
hemocitos, tejido hematopoyétice v organo linfoide (Chang er /., 1996), Durante la tasc
de la viremia de la infeccion, el virus estd presente en todos los organos del camaron. Para
examinar los sitios de replicacion viral en el camaron Penews. monodon se han utilizado
diferentes partes de organos v tejidos (Lo of @f, 1997a) usando como herramienta de
diagnostico microscopia optica y microscopia electronica de transmision (MET), para
observaciones histologicas de nucleos infectados.

En P. monodon se han observado que infecciones de baja intensidad con WSSV

(detectado s6lo por PCR anidado) puede mantenerse por largos periodos sin provocar la




muerte de los camarones (Tsai., et al . 1999), Observaciones similares han sido hechas en
¢l CENAIM. donde se ha mantenido peor varios meses progenitores y juveniles de
apariencia saludable, con un bajo grado de infeccion (datos no publicados). La situacién
es diferente cuando el ingreso de particulas virales es masivo.

En el medio natural la baja concentracion de particulas virales no permiliria una infeccion
masiva del camaron v el sistema inmune de arimales en buena salud podria mantener bajo

el nivel de infeceion

2.1 2 EL VIRUS CAUSANTE DE LA MANCHA BLANCA (WS5V)

Estudios ultra estructurales en microscopia electronica revelan viriones alargados de forma

avoidea con una envoltura alrededor de la nucleocédpsula suelta que los rodea (Takahashi.,

et al . 1994; Inouye., ef af, 1994), El viridon mide un promedio de 80 nm de diametro y
350 nm de largo (Huang, C.. ef a/., 2001). El WSSV posee moléculas de ADN de doble
cadena de aproximadamente 300 kilo bases (kbp), es un virus baciliforme, no ocliido con
estructura en forma de cola (Zhang, X. Xu, X, Hew, CL, 2001). El WSSV fue
clasificade previamente como miembro de la subfamilia de los Bacwloviridae. {Inouye ef
al.. 1996; Murphy., ef af., 1995), Sin embargo Van Hulten., ef af , (Z000), indicaron en
estudios realizados de tres proteinas estructurales del virus, que estas distan de ser
homologas a las proteinas estructurales de otros virus. Esta caracteristica unica ayuda a
sustentar la idea de que ¢l WSSV puede representar un nuevo género de wvirus
(Whispovirus) o quizas una nueva familia { Whispoviridae).

El virus de la mancha blanca tiene un amplio rango de hospederos en especie tanto
cultivadas como silvestres entre las que sc¢ encuentran: F. monodon, Marsupenaeus
Japonicus, Femeropeneus pemicillatuy (Alcock , 1905), Macrobranchium rosembergii,
Calappa philarigus, Charvbdis feriarus, Helice tridens, Portunus pelagicus, Portunis
sanguinolentus, y Scylla serrata (Chang., er af., 1996, Kanchanaphum., ef af. . 1998;
Peng., ef al., 1998, Supamattaya., ¢f af., 1998; Chen, et al., 2000). Igualmente diferentes
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gapecics de copépedos, cangrojos, camarones no cultivados v larvas de insectos de la
familia Ephydridae, constituyen reservorios del virus de la mancha blanca (Lo, et af,
1996b).

Kasornchandra & Boonvaratpaling (1998) usaron cultivos prmarios de camaron P
monodon para estudiar la propagacion de W3SV en tejidos y organos especificos, v para
la determinacion de la virulencia relativa del WSSV en varias especies de crustaceos. Sin
embargo, aunque numerosos intentos fueron realizados en crustaceos, ain no se ha
gstablecido ninguna linea celular continua,

Por otra parte la literatura indicaria que ¢l WSSV agrede al sistema inmune, hibridacion in
sifu en hemocitos de camarones infectados por el WSSV mostraron que hemocitos fijos y
circulantes presentaron reaccion positiva al virus (Durand, S, ef a/, 1996) Ademds en
animales infectados el mimero total de hemocitos decrece v el porcentaje total de
hemocitos hialinos es 5 veces superior a lo normal (Rodriguez, J., 2000). Los desarreglos
del sistema inmune de los camarones infectados por el WSSV, son ilustrados por uno de
los sintomas wvisibles de la enfermedad; anmimales en etapas terminales de infeccion
presentan una coloracion rosada-café claro, la hemolinfa de estos camarones tienen esta
misma coloracion, en lugar del tipeo color azul verdoso, dado por la hemocianina

(Rodriguez, 1. 2000).

2. 2. SISTEMA INMUNE

La funcion del sistema inmune es mantener la individualidad biologica. F:{I'I' ello su
principal actividad es diferenciar y eliminar todo material extrafie de sus tejidos. Para
lograrlo, el sistema inmune de los invertebrados debera contener los elementos basicos
necesarios. moléculas de reconccimiento, moléculas v células efectoras, sistemas
amplificadores y reguladores. Los musmos que podran estar englobados en factores
humorales, factores celulares v sistemas multimericos que involucran a2 ambos tipos de

factores (Albores, F. & Plascencia. G. 1999),
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Los crusticeos y todos los artropodos en general no poseen un sistema Inmumtano
adaptativo, basado en la especificidad y en la memoria, sin embargo son capaces de
reaccionar contra los patGgenos por medio de mecanismos inmunitarios, celularcs y
humorales que operan para mantener la integridad del organismo (Soderhill & Cerenius.,
1992) Fste sistema inmune carece de la complementariedad antigeno-anticuerpo
caracteristica de los vertchrados, pero puede reaccionar efectivamente para destruir los
microbios invasores y agentes parasiticos (Christensen & Nappy., 1988).

En los crusticeos como en otros invertebrados cast la totalidad de sus mecanismos de
defensa dependen de mecanismos no especificos como son, fagocitosis, encapsulacion,
formacion de nodulos, coagulacion, la produccién de melanina por el sistema
profenoloxidasa (proPO) (Smith & Soderhall., 1986), aglutinacion de bacterias y actividad

antibacteriana.

La respuesta inmune en los artropodos se presenta en dos fases. La inmediata no inducible
estd asociada a los efectores celulares (hemocitos), los cuales son elementos cruciales en
reacciones como; fagocitosis, eventos de nodulacion y encapsulasion, ademas catalizan el
proceso de coagulacion y almacenan los enzimas de la cascada proPO (responsable de la
melanizacién), Es ampliamente reconocido que las reacciones celulares en invertebrados
estan en su mayoria acompafiadas por melanizacion. El enzima clave en la sintesis del
pigmento melanina es el fenoloxidasa, el cual esta presente en la sangre de los artropodos
(hemolinfa) como un proenzima inactivo, ¢l proP(). Este proenzima es activado por
componentes de Jas paredes celulares microbiales como los -1, 3-glucanos de hongos, los
lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas o los peptidoglicanos de bacterias

Gram positivas (Johansson & Soderhall,, 1989).
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2.2 1. LA CUTICULA COMO PRIMERA BARRERA DE DEFENSA DE LOS
CRUSTACEQOS

Al igual que en los vertebrados, los invertebrados poseen como primera linea de defensa
barreras fisico-quimicas muy eficaces. El moco que cubre el cuerpo de muchos
celentéreos, anélidos, moluscos y algunos tunicados, captura y destiuye a los posibles
patogenos. Algunos celentéreos, moluscos, equinodermos y artropodos poseen sohidos
exoesqueletos, como caparazones o conchas, que les protegen frente a la invasion
Cuando consiguen superar estas barreras. los invasores son expuestos a una sefie de
reacciones de defensas celulares v humorales (antes descritas) (Humphreys, T &
Reinherz, EL. 1994, fide Brostoff, efal., 1997).

En los crusticeos, la cuticula es usualmente considerada como una formidable barrera
fisica, es capaz de impedir el ingreso al interior del cuerpo de parasitos y otros palGgenos,
que ingresarian a través de las heridas o durante la muda (Soderhill & Cerenius,, 1992).
La cuticuls por su actividad bioquimica esta considerada ademds como un factor de
defensa inmunitario contra invasores (Ashida & Brey., 1995). El enzima responsable de la
esclerotizacion {endurecimiento y tefiido de la cuticula en los artropodos) es el PO, el
mismo enzima responsable de la melanizacién de microorganismos invasores {Ashida &
Brey., 1995).

La cuticula matriz de los artropodos es secretada por la epidermis subyacente. FEstd
constituida por una capa externa flexible cérea compuesta de lipoprotenas y una capa
media endurecida, por infiltraciones de sales de calcio y de quiting, la misma que es un
polimero formado por monosacaridos repetidos

En el momento de la muda el animal sccreta un enzima que disuelve la capa interna del
exoesqueleto, y forma un nueve esqueleto. ain no endurecido, por debajo del viejo
(Barnes & Curns., 1993).

Ademas la cuticula cumple las siguientes funciones:

s Previene la deshidratacion.

e Esimpeneirable al agua.




Reviste los musculos y organos vitales.

Participa en el intercambio gaseoso,

Induce ademas, al crecimiento del organismo

7 7 2 LOS HEMOCITOS EFECTORES DE LA RESPUESTA INMUNE EN LOS
CRUSTACEOS

Los decdpodos poseen un sistema circulatorio abierto, a traves del cual son distribuidos
nutrientes, oxigeno, hormonas y células que vigjan a través de la hemolinfa. Los
hemocitos (células circulantes) no son considerados equivalentes a los entrocitos de los
vertebrados, ya que estos no contienen el pigmento respiratorio (hemocianina), sin
embargo pueden ser funcionalmente analogos a los leucocitos de los vertebrados que se
encuentran involucrados principalmente en el reconocimiento y en la eliminacion del
material extrafio (Martin & Hose., 1992; Visquez , ef al . 1997a)

Los hemocitos son la base de la respuesta inmune de los crustaceos, responsables de
eliminar microorganismos invasores, sintetizar y almacenar varias moléculas de accion
microbicida que incluven péptidos antimicrobianos y los componentes del sistema
enzimatico (proPQ), el mismo que es liberado de los hemocitos en los sitios de infeccion
(Soderhill . er al , 1996)

Tres tipos de hemocitos circulantes pueden ser aislados de la hemelinfa de crustaceos y
pueden ser separados en subpoblaciones por centrifigacion en gradiente de Percoll en
presencia de anticoagulante. Los tres tipos de hemocitos pueden ser diferenciados por
criterios  morfologicos, ultraestructurales (microscopia electrénica), funcionales,
antigénicos (mediante anticuerpos monoclonales), e histoquimicos con diferentes técnicas
de tincion para celulas (Bachére., er al., 19953, Bachére , ef al, 1995b, Soderhall &
Cerenius., 1992)

Cada tipo de hemocito cumple funciones determinadas como parte de los mecanismos de

inmunidad celular, Al igual que en otros crustaceos, en el camaron se han detectado al




menos tres tipos de células circulantes. los hemocitos hialinos, los hemocitos de granulos

pequedos (semigranulosos) v los hemoeitos de granulos grandes (granulosos).

Hemocitos Granwlosos
Se caracterizan por ser c¢élulas grandes, poseen grandes granulos, nicleo pequefio y
exeéntrico, inclusiones citoplasmaticas asi como un reticulo endoplasmitico liso y
ribosomas libres en el citoplasma  Estos hemocitos almacenan los enzimas gque
constituyen el sistema proPQ en los crustaccos (Soderhill & Smith, 1983), En peneidos
los hemocitos granulosos constituyen el 20-30% de las células circulanies (Albores F, &

Plascencia G, 1999),

Hemocitos Semigrarmilosos
Poseen un nicleo esférico o en forma de herradura y muchos granulos pequefios de forma
redondeada. Estos hemocitos se encuentran asociados a procesos de activacion del sistema
proPO en crayfish, ademis cumplen funciones de fagocitosis, encapsulacion y nodulacion
(Johansson & Soderhall, 1989; Soderhill & Cerenius, 1992). En peneidos ellos son los
més abundantes en la hemolinfa y segun Albores F. & Plascencia, G. (1999) tendrian

analogia con los leucocitos polimorfonucleares de los vertebrados.

Hemocitos Hialinos
No son refringentes. Presentan un nicleo central redondeado, con ausencia de granulos
densos 0 en muy poco namero, son células pequeias que se adhieren y extienden
facilmente. En el cangrejo de rio estarfan implicados en procesos de fagocitosis
(Johansson & Soderhill, 1989). En los peneidos se encontrarian involucrades en el

proceso de eoagulacion (Omeori, 1989) y fagocitosis (Mufioz,, com. personal).



Ll hemograma

Este permite determinar, numero proporcion y formas de los diferentes grupos de células
sanguineas En el ser humano la elaboracion de un hemograma constituye el primer paso
para la evaluacion medica de la salud

En los crustaceos los hemogramas pueden realizarse con técnicas que van desde la fijacion
de diferentes colorantes, eg. hematoxilina-eosina (Tsing, 1989), hasta técnicas muy
sofisticadas como citometria de flujo.

La citometria de flujo es un método en el cual, la medicion cuantitativa de multiparametros
sobre un gran namero de células individuales puede ser hecho sin la necesidad de hacer un
“pool” de células de diferentes individuos. Ademas, permite clasificar un gran numero de
¢elulas en un corto tiempo y la automatizacion evita mucho la subjetividad inherente en
microscopia optica. La citometria de flujo ha sido utilizada para analizar la cinética de los
hemocitos a través del ciclo de muda del camardn M. japoricus (Sequeira., ef al., 1995),
En el camaron P.vannamei se ha ensayado con éxito la técnica de la microscopia optica
con comtraste de fases para clasificar los hemocitos. Esta tecnica presenta la ventaja de ser
rapida, sencilla y de no requerir ningun tratamiento especial para las células (Mufioz,

1996). como las tinciones
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Figura 1 Rol de los hemacitos en la defensa del camarin, contra agentes microbianos

Los mecanismos celulares de defensa implican directamente a los hemocitos y
generalmente estan relacionados con la respuesta inmune inmediata no inducible que se
desencadena luego de gue el animal ha sufrido alguna agresion por parte del patogeno o

una herida (Johansson & Sdderhill, 1989)

La Fagocitosis
Es un proceso realizado por células especializadas y constituye un evento de la respuesta
inmunitaria particularmente estudiada en los invertebrados. [Esta contribuye a la
gliminacion directa de particulas extranas como bacterias, esporas, o células envejecidas
del propio organmismo. Todos los invertebrados poseen células fagociticas que ingieren a
los microbios invasores. Ellas en colaboracion con los factores humorales, constituyen la
primera linea de defensa frente a los microorgamsmos, La fagocitosis se puede producir

en ausencia de factores opsonizantes, como ocurre también en los vertebrados. Sin
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embargo, en los moluscos, los artrapodos y los tunicados la fagocitosis es estimulada por
lectinas plasmaticas y por los compenentes de la cascada de la proPO (Humpreys, T. &
Reinherz, EL, 1994).

Todos los fagocitos sanguineos contienen granulos ricos en enzimas lisozomiales, los
cuales se degranulan en el fagosoma durante la fagocitosis. Ademés cstas células son
capaces de entrar en un estado metabolico activo conecido como el “chogue respiratorio u
oxidative” (Pipe, 1992), el mismo que se caracteriza por el incremento de la actividad
metabolica de los fagocitos v la generacion de Radicales Intermediarios de Oxigeno
(ROIs), como respuesta a estimulos provocados por particulas foraneas (Klein, 1982)

La activacion del chogque respiratorio puede ser iniciada por procesos fisiologicos
incluyendo fagocitosis de particulas como bacterias, zimosan o por agentes solubles como
el phorbol myristate acetate (PMA) (Pipe, 1992)

Varios ensayos han sido realizados para la deteceion de Los ROls. Estos ensayos han sido
usados para medir respuestas inmunotoxicelogicas y reacciones parasito-huesped.  Entre
los métodos mas conocidos para cuantificar ROIs estan los basados en la reduccion del
Nitroblue Tetrazolium (NBT) para la deteccion del O y la gquimiolumminiscencia luminol
dependiente (LDCL} (Anderson, 1594),

Formacicon de Nodulos
Cuando las particulas extrafias o patégenos invasores son numerosos o mas grandes que
los hemocitos. estos son confinados en agregados pluricelulares denominados nodulos o
capsulas, parecidos a los granulomas de los mamiferos. Los nodulos son agregados
multicelulares de hemocitos capaces de reducir un nimero imporanie de bacterias.
Cuando las masas bacterianas se forman en el hemocele aglutinadas por lectinas, los
hemocitos los rodean para formar nodulos melanizados. Los nodulos son pequefias
capsulas desde las cuales cierles hemacitos se desprenden por si mismos y se infiltran en la
masa de bacterias intentando fagocitarlas. La formacion de nodulos representa un hibrido

de encapsulacion y reacciones fagociticas (Amirante, 1986).




Se cree que los organismos capturados son destruidos mediante melanizacion, enzimas
lisozomiales y el lisozima, asi como el peroxidasa y los compuestos reactivas de oxigeno
(detectados en varios anélidos, moluscos y arirépodos) (Humpreys 1. & Reinherz EL,

1994),

La Encapsulacion

Cuando una particula es demasiado grande para ser fagocitada, muchos hemocitos la
cubren, formando capas alrededor de ella {Soderhill y Cerenius, rev. 1992). La muerie de
los organismos encapsulados probablemente sea provocada por asfixia, por su conversion
a desechos o por la accion téxica de los quinones, precursores de melaninas (Salt, 1963
Nappi, 1977, Poinar ef af, 1979) La encapsulacion seria realizada en el crayfish F.
leniuscufus y el camaron 8. ingensis por las células granulosas y semigranulosas.

Se ha observado que la encapsulacion en los mosquitos y en caracoles pulmonados confina

eficazmente a los parasitos, y tal vez los destruyen

La Cicatrizacion

La ohservacién del fenémeno de cicatrizacion fue realizada en camarones M. japomicits
(Tsing, 1987). Un examen histologico ademas de la presencia de melaning, revelo
imagenes clasicas de coagulacion con una importante aglutinacion de hemocitos, que
conducen a la formacién de un tapén cicatrizante que obstruye la herida. Los hemocitos
circulantes sumentan continuamente este codgulo. A demas de los tres tipos de hemocitos
implicados en este proceso, los hemocitos de granulos grandes son los que tienen el mayor
rol en este proceso

la degranulacion hemogitaria es importante por parte de los granulositos fagocitantes de
las céhulas necrosadas. Después de algunos dias, en el sitio de cicatrizacion de la herida se
desarroilan tres capas, la primera que se encuentra proxima a la herida esta compuesta por
células aplastadas oscuras, la segunda contiene células vacuolizadas y la tercera esta
formada de hemocitos débilmente vacuolizados esta capa es reforzada por los hemocitos

circulantes {Tsing, 1987),
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2.2 3. HEMATOPOYESIS

En los crustaceos el tejido hematopoyético se encuentra situado en la cavidad dorsolateral
en la superficie del estomago v esta rodeado por tejido conectivo. Las células del tejido
hematopoyvético que son de diferentes morfologia, estan organizadas y densamente
empaquetadas en pequefios 16bulos y algunos de estos tipos son tambien encontradas en
espacios interlobulares. Esto ocurre en Carcinus maenas (Ghiretti ef af, 1977, fide
Soderhall, K. ef al.. 20000, la langosta Homarus americanus (Martin of af,, 1993), y en el
craytish P. leniuscufus (Chaga ef al_, 1995). La organizacion es diferente en camarones
peneidos, eg., en Sicyonia ingentis (Hose ef al., 1992), Donde el tejido hematopoyético
se cree estar presente en emparejados nodulos epigastricos, los cuales consisten en una
extensiva red de bazos reticulares.

La morfologia de las células en el tejido hematopoyético en P leniusculus fue
recientemente estudiada por microscopia  electronica.  Cinco tipos de  células
morfoldgicamente diferentes fueron identificados en la parte apical de los lébulos (Chaga

ef al , 1995), las cuales darian origen a los hemocitos.

2.2 4. MECANISMOS INMUNITARIOS RELACIONADOS A LA LIBERACION DE
COMPUESTOS CELULARES

Sistemas Multiméricos

En asociacion con la liberacion de moléculas a partir de cclulas eirculantes se encuentran
dos sistemas multiméricos; el sistema de coagulacion y el sistema profenolaxidasa
(proP0)  El primero es ¢l responsable de establecer una barrera fisica para evitar la
invasion y la pérdida de hemolinfa, ya que los camarones tienen un sistema circulatorio
ahierto. Por su parte, el sistema proPQ se encargari de intoxicar los patogenos que hayan
podido penetrar al interior del organismo a traves de quinones y melanina (Albores F &
Plascencia (5, 1999)
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Sistema de Coagrlacion

Aunque la cuticula forma una barrera estructural y quimica, es necesario un eficiente
sistema interno de defensa que pueda evitar el ingreso de los microorganismos a la cavidad
del cuerpo a través de las heridas o durante la muda.  Asi, un importante proceso en los
crusticeons acuaticos es el rapido sellado de las heridas, mediante la coagulacion, para
prevenir pérdidas de hemolinfa y también para evitar el ingreso de microorganismos.

La coagulacion ha sido ampliamente estudiada en los cangrejos herradura (Limulus
poliphemus y tachypleus trideniatius) en los que todas las proteinas necesarias para la
reaccion de coagulacion estan localizadas dentro de las vesiculas de los amebocitos
(Amstrong, 1985; Sdderhill & Cerenius, 1992), Las bacterias que entran ¢n la cavidad del
cuerpo a través de una herda pueden hberar LPS de sus paredes celulares, y estos
polisacaridos pueden inducir una exocitosis de la cascada de coagulacion en el plasma,
Una vez liberades en el plasma los LPS pucden inducir la activacion del sistema de
coagulacion, que comprende una cascada de serinas-proteasas y un coaguldgeno
(Amstrong, 1985 Soderhill & Cerenius, 1992, fide Cedefio R 1998).

En los erustaceos dos tipes de procesos de coagulacion han sido definidos: la coagulacion
celular (tipo A), coagulacion plasmatica (tipo C) y un intermediario entre estos dos tipos
(tipo B) (Tait J, 1911). En los crusticeos, es una reaccion de defensa rapida y eficiente
que implica la reticulacién de una proteina plasmatica, el factor de coagulacion, un dimero
en el que cada monomero pesa alrededor de 200 kda, por accion de un enzima celular de

tipo transghotaminasa (Soderhill & Cerenius, 1992).

Sistema Profenoloxidasa
El sistema profenoloxidasa (proPO) es una compleja cascada enzimahica integrada de
varios factores, ya que involucra moléculas de reconocimiento, células y sus actividades
efectoras, potencializa el estimulo y requiere de reguladores para evitar el dafio sobre el
tejido del camaron {Albores ¥, & Plascencia G 1999). El sistema proPO en los

invertebrados es un mecanismo de defensa acompaiiado por melanizacion, Se encuentra en
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el interior de las células granulares y semigranulares v puede ser liberado por estimulacion
con P-glucanos o LPS. Una vez liberado el contenido granular, el proPO es activado en
fenoloxidasa (PQ). El enzima activador es una serina-proteasa de lipo tripsina llamada
“profenoloxidasa activating protein” (ppA) (Albores, F. & Plascencia, G. 1999). El PO es
gl responsable de los procesos de melanizacidn en los artropodos, cataliza la accién de
fenoles en quinones. (Sdderhdll & Cerenius., 1998, Soderhill ef af, 1996). Los quinones
polimerizan formando la melanina, la cual debido a su naturaleza pegajosa se deposita y
adhicre a los invasores,

En los camarones con viremia aguda por WSSV, 1a actividad PO en los hemocitos es baja,
sin embargo el plasma (hemolinfa libre de hemocitos) de estos camarones ennegrece
completamente, horas o pocos dias despues de tomar la muestra de hemolinfa (Echeverria,

COIM. pers),

Mecanismos Humorales

Se han registrado para mvertebrados, numerosas moléculas que matan células extrafias o
microorganismos. Tales factores son usualmente no especificos y sus efectos varian desde
desinfeccion general hasta lisis de microbios como las lisozimas que rompen los enlaces
peptidoglicanos (Chisholm & Smith, 1992).

Los insectos han sido evolutivamente exitosos, se estima que el 90% de las especies
conocidas del reino animal perienecen a esta clase. Este éxito se puede atribuir a varias
razones entre las cuales podemos citar las potentes reacciones antibacterianas de defensa
(Cociancich. ef af., 1994). En crusticeos, los conocimientos sobre inmunidad humoral
son limitados v la informacion disponible es escasa, debiendo recurrir a conocimientos
adquiridos en otros artropodos (insectos y limulus) para entender este tipo de reacciones
de defensa.

Recientemenie. la presencia de peéptidos antimicrobiales fue reportada en diferentes
especies de crusticeos incluyendo los cangrejos . maenas (Schnapp e al, 1996),
Callinectes sapidus (Khoo ef al.. 1999} v el camaron L. vanpamei (Destoumieux. ef al |

1997). Tres peéptidos, peneidinas (Pen) -1, -2 y -3, fueron encontrados en los hemocitos
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siendo la peneidina -3 la mas abundante. Los tres péptidos presentaron considerables
similitudes en propiedades v en la composicion de aminoacidos. Las peneidinas son
activas contra bacterias Gram + y hongos (Destoumieux ¢t of., 1999). Las peneidinas son
liberadas por degranulacion durante los proceses infecciosos, los mismos que no inducen
ni incrementan la sintesis de nuevas peneidinas (Destoumieux ef af, 2000), La rapida
estimulacion de degranulacion de los hemocitos es una de las reacciones inmediatas de los
crustaceos (Smith & Soderhill | 1983b; Johansson & Soderhall, 1985) y en los cangrejos
de agua dulce P. leniusculus. la degranulacion provoca un rapido decrecimiento en RNA'y
sintesis de proteinas en células granulares (Johansson & Saderhill, 1989).

La distribucion de peneidinas y transcripcion de péptidos en varios tejidos revelan que las
peneidinas son sintetizadas constitutivamente y almacenadas en los hemocitos del
camaron.  Mas aun, andlisis de Northern blot efectuados con extracto de ARN de
hemocitos v otros tejidos revelaron que los hemocitos fueron el principal lugar de sintesis
de peneidinas, Por inmunchistoquimica y ultraestructura se demostro gue estan
localizadas en los granulos citoplasmaticos. Los niveles de ARN mensajero de peneidinas
disminuye en los hemocitos circulantes en las primeras horas de una continua estimulacion,
Luego se observod un incremento de concentracion en el plasma de pencidinas
detectandose despues la inmunoreactividad en el tejido cuticular. Signos mas débiles de
hibridacion fueron observados en tejidos como corazdn. branquias, testiculos y nddulos
epigastricos hematopoyéticos, con probables infiltraciones de hemocitos (Destoumieux ef

al., 2000).

2 2 5 OTROS EFECTORES DE LA RESPUESTA INMUNE

Fagocitos Fijos
Ademas de los hemocitos la limpieza fagocitica de material particulado (con excepcion de
las pequefias virosis de 30 nm de didmetro) estd dada por dos tipos de células fijas en

lugares de alta circulacion de hemaolinfa.  Las células de reserva y los fagocitos fijos. En
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palaemonidos v peneidos hav en el corazon las células fagociticas de Teserva que estan
intimamente involucradas en la limpieza de carmin y carbon invectado. Los fagocitos fijos
en cangrejos estan localizados en la parte exterior de las arteriolas en los espacios hemales
del hepatopancreas. Estas células son altamente especializadas, disefiadas para secuestrar
gran cantidad de materia particulada, estan rodeadas de una lamina semejante a un
cernidor de malerial granular que rodea los sitios libres del fagocito {Johnson P, 1987),.
En los camarones se han deserito fagocitos fijos en el organo linfoide (Kondo, et al.,

1998)

{flrgalm Linfoide

El organo linfoide es considerado una parte integral del sistema circulatorio de los
camarones peneides, funcionando comeo filtro de la hemolinfa (Oka 1996; Bell & Lightner
1988, Hasson ef al, 1999). Posee dos componentes primarios llamados “tubulos
arteriales” v estructuras nodulares con células vacuoladas (Kondo ef af., 1994; Martin ¢f
al . 1996). Ademas jugaria un rol importante en la respuesta inmune de los peneidos v
constituiria uno de los tejidos implicados en los mecamsmos de defensa antivirales (Martin
ef af , 1996, Hasson et al | 1999),

En el camarén blance Owens ef af , (1991-1992), describen vacuelizaciones linfoidales
virales provocadas por un parvo-virus. Lightner ef af, (1987), Hasson ef «f., (1995);
Fraser & Owens (1995), observaron en el organo linfoide de camarones . monadon y P.
penfcillatus, extrema actividad de esferoides descritas como hiperplasias en los tubulos de
la base central de este organo.  Lightner (1996), en camarones L. vannamei infectados
con Taura Syndrome Virus (TSV), describe a estos esferoides como largas y prominentes
vacuolas citoplasmaticas. Mais tarde Fraser & Owens (1996), definen a los esferoides,
como  vacuolas y encapsulaciones provocadas por fecciones  wvirales, donde
presuntamente existen celulas encarpadas de fagocitar al material extrafio (virus, bacterias,
etc.,) vy clasifican a estos cambios celulares en el organo linfoide como esfercides en tres

morfotipos: Tipe A; es la formacion de vacuolas con necrosis v picnosis nuclear, tipo B;
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incremento de las vacuclizaciones y las condensaciones nucleares, y tipo C, degradacion
de ¢élulas necréticas (Anggraenm & Owens, 2000)

En estudios realizados en el tejido linfoide en ammales infectados por TSV, se han
observado cambios histoldgicos que se han denominado esfercides del drgano linfoide,
(LOS - Lymphoid Organ Spheroid), las cuales son vacuolizaciones presuntamente
ocasionadas por agentes virales.

Hasson (1998) & Hasson ef af | (1995, 1999b), mostraron las caracteristicas histologicas
de la fase cronica de infeccion del TSV en L. vamnamei infectados experimentalmente.
Que se caracterizd en ausencia completa de lesiones severas del epitelio cuticular, baja
prevalencia del desarrollo de esferoides ectdpices, hipertrofia directa del drgano linfoide
resultando en una rapida proliferacion de numerosos esferoides en el organo linfoide y
sucesivas morfogénesis.  Climicamente la fase cronica de infeccion por TSV incluyen
ausencia de signos de enfermedad y aparente cese de mortalidades inducidas por TSV
(Hasson, er af .| 1990b}),

Segun la literatura seria uno de los Organos afectados por la presencia del WSSV, Incluso
se han realizado estudios interesantes in vilre del efecto del virus sobre el camaron,
usando cultivos primarios de células del tejido linfoide para evaluar la cantidad de
inhibidores virales v la sintesis de proteina viral {Msu., et af , 1995; Lu., ef al., 1995ab;
Loh., et al., 1997; Tapay., ef al., 1997).

2.2.6. CICLO DE MUDA DEL CAMARON

A causa de su excesqueleto rigido los crusticeos necesitan mudar para seguir creciendo.
La fisiologia, comportamiento y reproduccion de los crustdceos estan estrictamente
refacionados al ciclo de muda

Durante el ciclo de muda los camarones acumulan en la glandula digestiva reservas de
glucogenos, lipidos v proteinas, que son utilizadas mavormente en la construccion del

futuro exoesqueleto y en la sintesis de nuevos tejidos.




Estas reservas son movilizadas de una manera diferente segun el estadio de muda. Los
estadios extremos, premuda tardia (D3 y D4) y postmuda (A, B), son caracterizados por
una ausencia en el consumo de alimentoe y en la absorcion de grandes cantidades de agua.
Durante estos periodos, los nutrientes acumnulados en la hepatopancreas son utilizados de
una forma Gptima (Drash, 1939, Renaud, 1949, Fernindez, 1998, fide Vega Villasantes F,
2000,

Los estadios de muda se han identificado exactamente, observando los cambios
bioquimicos y biolégices, incluyendo cambios externos en el color del exoesqueleto y los
cambios de morfologia interna asociados con el retiro de la epidermis por la cuticula. El
ciclo de muda fue dividido por Crac (1939), en cinco estadios con posteriores divisiones
en varios subestadios. Los cambios morfologicos fueron observados a traves del
microscopio en los pledpodos (Shafer 1968, Longmuir 1983), uropodos (Read., 1977,
Huner & Colvin 1979, fide Robertson., ef al, 1987) y en histologia, en secciones
abdominales preparadas (Smith & Dall 1985, fide Robertson, ef al, 1987). Desde
entonces este sistema de division de estadios fue adoptado universalmente, Los estadios
mas importantes son: A (postmuda temprana inmediata), B (postmuda), C (intermuda), D
(premuda). y E (ecdysis). Este ciclo se repite a lo largo de la vida del camardn y
disminuye su frecuencia segun el orgamsmo va envejectendo.

En coanto al manejo de crusticeos cultivables los estadios de la muda se usan para
determinar la madurez sexual de los reproductores, y & la vez para una buena produccion
larval (Browdy & Samocha 1985). La observacion del ciclo de muda es usada también
para determinar ¢l tiempo para la ablacion va que durante esta pueden ocurrir grandes
mortalidades de los reproductores (Aquacop. 1977-1979, fide Robertson, ef al., 1987) y
durante la premuda cuande hay la maduracion ovarica (Crocos & Kerr 1983, Browdy &
Samocha 1985, fide Robertson, ef af., 1987). Por otra parte es de gran ayuda conocer &l
estadio de muda en los animales para determinar el tiempo de cosecha de piscinas de
cultivo, ya que la dureza condiciona el valor de los camarones en el mercado (Apud. et al.,

1983, fide Robertson, et al., 1987),




Por otra parte €l ciclo de muda es una fuente interna de variaciones fisiologicas en los
crustdceos, causando también efectos sobre las defensas celulares. Existen algunos
estudios con relacién a los cambios de estados inmunitarios durante el ciclo de muda de
los crustaceos, Por ejemplo, Tsing ef al |, (1989), en M. japonicus & Le Moullac ef al.,
(1997), en Litopenaeus stylirostris, obtuvieron variaciones en el hemograma a través del
ciclo de muda, enconirando el mayer mimero de hemocitos durante los estadios de
postmuda y el menor durante los estadios de intermuda. Similares variaciones fueron
observadas, en Sicyomia ingentis (Hose ef af , 1992), entre las cuales; la més importante
fue, mayor liberacion de hemocitos hialinos del tejido hematepoyético durante los estadios
de postmuda  En L. styfirostris y 8. ingentis, el mayor nimero de hermocitos granulares en
el conteo diferencial ocurre en intermuda (Le Moullac ¢/ af | 1997; Hose. ez ol | 1992). El
pico de las células hialinas ocurre durante el periodo ecdycial en 8. ingentis y M. japonicus
(Hose ef al., 1992 & Sequeira ef af,, 1995), La presencia del elevado nlimero de celulas
hialinas en el periodo ecdycial (cuando la cuticula esta débil) parece estar relacionada a la

coagulacion y a la formacion de la cuticula (Hose er af , 1992),
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3. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ocho muestreos en la camaronera "EXPORFRUTO” (Engunga), via
Guayaquil - Santa Elena,

Los muestreos se iniciaron la tercer semana post-siembra de la piscina, con larvas PL 25
va (ue a partir de esta semana se incrementan los riesgos de infeceion y los animales

empiezan a presentar signos climcos.

Figura 2: Camardn Lifopenaeus vannamel

3. 1. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

En cada uno de los monitoreos se escogid alrededor de 25 camarones al azar, inicialmente
se (rabajo con amimales de ler de peso promedio. De estos camarones fue extraida la
hemolinfa con jeringuillas de 1ml (lnsulin Syringe 26 G 1/2) cargadas con anticoagulante
Citrata de Sodio al 10%.

Se mcrementd el volumen del anticoagulante segun se incrementaba el volumen de
hemolinfa extraida del animal La hemolinfa igualada (V/V) con Citrato de Sodio se
dividic en tres alicuotas diferentes para las diferentes pruebas inmunitarias, A demas se

tomaron urdpodos para identificar los estadios de muda.




En cada uno de los animales se realizo PCR para WSSV, (Detection Kit For Spot
Syndrome Virus WSSV in Penaeid Shirmps). “iQ2000'™ WSSV DETECTION AND
PREVENTION SYSTEM™.

Figura ¥; Eximaccidn de la hemoling

3. 1. 1. Preparacion de las muestras para Técnicas Inmunitarias

Alicuota 1. Fue utilizada en los hemogramas, afiadiendo 10ul de hemolinfa a un velumen
igual de formaldehido al 1094, Las muesiras tiieron conservadas al ambiente, rotuladas v
clasificadas por muestreo, hasta su observacion en microscopio Optico de contraste de

tases

Alicuora 2¢ Fue utilizada para Cuantificacion de anion superoxido O (Tecnica de
reduccion del NBT), Las muestras de hemolinfa extraidas se procesaron al instante ya gue

para esta prueba se necesita de muestras frescas

Aficuota 3- Se utilizd para Deteccion de la Actividad PO, Cuantificacion de la Actividad
Antibactertana y Determinacion de la Concentracion de Proteinas Plasmaticas. Las
muestras fueron centrifugadas a 800 g por [0 minutos. Se retiro el plasma para la
Actividad Antibacteriana y Cuantilicacion de Proteinas Plasmaticas. El precipitado tue
resuspendide en tampon Cacodilato de Sodio (CaC) 10mM de baja osmolandad. Luego se

someti a una fuerte centrifigacion (10.000 rpm por 3 mimitos), la baja osmolaridad y Ia
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fuerte centrifugacion, liberan el sistema pro-Fenoloxidasa. El sobrenadante es separado de. =i

o T |

5 <)

los restos celulares preservado en un congelador de -20°C y utilizado en cuanto sea oo
JIR_IOTECA

posible en la cuantificacion de la actividad PO

3. 1. 2. Preparacién de muestras para oiras Técnicas de analisis

Frotis Teitidos de Hemocitos. Las Muestras de hemocitos restantes, de los hemogramas
fueron utilizadas para preparar frotis tefidos.

Microscopia Flectrénica de Transmision (ML1). Las muestras de hemolinfa fueron
diluidas tres veces mas en solucion anticoagulante Citrato de Sodio 10%, en presencia de
50ul de fijador {(glutaraldehido 3%, Cacodilato de Sodio 100mM. pH 7.5), centrifugadas
a 800 g por 10 minutos. El precipitado celular se resuspendid en 100ul, de fjader

olutaraldehido y se conserva al frio 8 4 °C hasta ser procesado,

Téecnica de Biologia Molecular

PCR (Reaccion de Polimerizacion en Cadena). Para detectar la presencia del virus de la

mancha blanca, 1as muestras de camarones se preservaron en etanul al 95%

Estadios de muda
Los urdpodos de los camaromes fueron debidamente rotulados, procesados en
formaldehido 10% en un ependorff para observar los diferentes estadios de muda del

Camaron.

3 2. PROTOCOLOS

3 2 1. Técnicas Inmunitarias

Hemogramas
Esta prueba consiste en el conteo total y diferencial de hemocitos medianie hemocitometro

(camara de Neubahuer). Utilizando para ello un microscople invertido provisto de un

o




dispositivo de contraste de fases (Olympus BH2), el mismo que permite diferenciar cada
tipo hemocitario, por su forma, tamafio v refringencia, (Mufioz, 1996). El nimero de
hemocitos es expresado en millones de celulas por ml, y la formula hemocitaria en

porcentaje de tipos hemocitarios

{rranulnsos

Semigranuios e

Hisdinos

Tipos hemoaitanos de la hemolinta del eamaron
I vaikhwemel fvista Gjtica)

Figura 4. Hemocitos observados en Microscopio de Conlraste de Fase

Cuantificacion del Anién Superdxido O,

Este radical de oxigeno se cuantificé por medio de la técnica de reduceion del NBT segiin
el protocolo optimizado per Mufioz, ef al., (2000), Tl 07 generado por los hemocitos
estimulados, reduce el NBT en formazan, el mismo que es solubilizado y cuantificado
espetrofotometricamente.

La produccion de superoxido es expresada en tasas. Las tasas se obtuvieron dividiendo el
valor de la absorbancia de la muestra estimulada para la fagositosis, para el valor de la

absorbancia de la misma muesira sin estirnulagion.




Protocole para la cuantificacidn del anion superdxido

En una microplaca tipo Elisa, se depositaron S0ul, de hemolinfa por hovo, se lleno
por triplicado para la Actividad de Base (AB) y por triplicado para la Estimulacion
(51}, dando un total de & hovos, €s decir un volumen de 300 pl por muestra

Luego s¢ realizd un primocultivo, adicionando 50ul, de Solucién Saling Modificada
de Hanks (MHBSS 3) conteniendo (Ca''18mM v Mg "39mM) a todos los pozos, se
incubd por 45 minutos a 23°C.

Se elimind el sobrenadante y se agregé en todos los hoyos 50pl. de MHBSS |
conteniendo (Ca™ 6mM y Mg ™ 13mM).

En los hovos estimilados se afadieron 50pl de PMA (A-Phorbol Myristrate)
(30pg/ul) en MHBSS 3 (Ca' 18mM y Mg 39mM). En los hoyos que sirvieron de
control para evaluar la actividad basica de los hemocitos se afiadic MHBSS sin PMA.

Se colocaron en todos los hoyos 50ul de NBT al 0.24% preparado en Hanks O (sin
Ca'' v Mg"). Se incubd la placa a temperatura ambiente durante 2 horas, protegida
de la luz debido a la forosensibilidad del NBT.

Se ehmind el sobrenadante de los hoyos suavemente con una pipeta multicanal y se
adiciono 200pl de metanol 100% para detener la reaccidn, permeabilizar las células y
hacer el primer lavade. Se realizaron 2 lavados mas con metanol de 70% (3 minutos
cada uno). Se dejo secar la placa a temperatura ambiente.

Se utilizaron 120ul. de KOH 2ZM, (hidroxido de potasio) y 140pl de DMSO
(dimethy! sulfoxide), para solubilizar ¢l formazan intracelular.

Finalmente se midio la densidad optica en un espectrofotometro de micro Elisa a una

longitud de onda de A=620 nm.,
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Figura 5: Coantificacion del Anion Superoxido

Cuantificacion de la Actividad Fenoloxidasa (PO)
Se realizo segun un protocolo estandarizado por Echeverria (1998)  El principio se basa
en la reacciom de una muestra de extracto hemocitario con laminaring (P-glucanos
solubles), en presencia de Ca . Luego de un tiempo de incubacion, en €l que el proenzima
profenoloxidasa (proP()) inactiva pasa & PO activa, se afade el sustrato cromogeénico L-
Dopa, el cual por accion del PO pasara a Dopacromo de coloracion café. Luego de 10
minutos de reaccion se realiza la lectura en el lector de microplacas a una longitud de onda
de A=490 nm.
FProtocole para Cuantificacidn de la Actividad Fencloxidasa
« Se colocaron SOpl de muestra de extracto celular correspondiente a una
concentracion de 200.000 celulas / hoye diluidos en CaC 10mM (4 réplicas por
muestra) v se afiadio 50ul de laminarina 2mg / ml Ca ™ 20mM, en CaC 10mM.
e Se incubd durante 70 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente, Se afiadid
50ul de L-DOPA (L -3, 4-Dihydroxyphenyl - Alanine, Jmg / ml.) en Cac 10M, Se
ncubd en la oscuridad por 10 mirutos y se realizo la lectura en el lector de

microplacas con el fltro de A= 490 nm
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ACTIVACION DE LA PO

B-1,3
EXTRACTO DE .
HEMOGITOS 50 ul \‘ GLUCANOS 50 ul.
Amgiml
. Cat+ 20 mM.

MICROPLACA
70 min, de Inccbacion
+

§0 ul SUBSTRATO CROMOGENICO L-DOPA

10 minutos de incubacion

LECTURA A 490nm {2specirofotdmetio)

Figura 6: Cuantificacion de 1o Actividad Fenoloxidasa,

Cuantificacién de Ia Actividad Antibacteriana

Se detectd v cuantifico por medio de un método turbidometrico (Tapa, [996), cuyo
principio se basa en la medicién de la turbidez de suspensiones bacterianas en presencia o
ausencia del plasma del camarén.  La actividad antibacteniana es cxpresada cn porcentajes
de inhibicion del crecimiento bacterianoc. el mismo que es calculado relacionando el valor
en absorbancia obtenido a partir de las bacterias cultivadas en presencia de plasma contra
¢l valor del control negativo, constituido de bacterias cultivadas en presencia de solucion
<alina en lugar del plasma, Fl control negativa corresponde al 100% del crecimiento

bactenano.

Protocelo para ta Caantificacion de la Actividad Antibucteriana

e Se sembro la bacteria . coli, en una caja petn. Una colonia se sembro en medio
liquido y se dejo incubar por |2horas a 37°C. luego se repico en diluciones (1/100) y
se colocO en bafio Maria con agitacion por 2 horas. Después se tomo la densidad

optica y se llevd la concentracion a 40 x 106 bacterias / ml. Luego de esto se guardo
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la solucion bacteriana en refrigeraciom a 16°C, para evitar que la concentracion se
modifique mientras se prepararon las muestras de plasma.

Las muestras de plasma, se distribuyeron en cuatro replicas en una placa tipo Elisa
(10ul por pozo), de igual manera se colocod el control negativo (Solucion de Citrato
de Sodio en Agua de mar esteril),

Se colocaron, 10pl de Solucion bacteriana en el control negative y en tres de las
cuatio réplicas. La cuarta réplica se complemento con medio de cultivo, libre de
bacterias, y constituyo el control plasma.

Se incubd por 1h a temperatura ambiente, después de lo cual se adiciond 200ul de
medio LB v se realizo la primera lectura (=0) en el espectofotometro de Elisa a
=620 nm.

Se incubd a 37°C por 8h v se realizd la segunda lectura a A=620 nm (1=8).

Para calcular el porcentaje de inhibicion se utilizé la siguiente formula,

% Inhibicion = 100 - (mDO en presencia de plasma x 100)

mDO control negativo

I 25 4K & 8 o.1n i1 1z
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' MICROPLACA

+
LB { medio de cultive }200 ul.

INCUB G A 37 *CBh

LECTURA A S20nm |  espectiofol  dmetro |

Figura 7 Cuantificacion de la Actividad Antibacteriana




3. 2. 2. lécnicas Bioguimicas

Concentracion de Proteinas Plasmaticas Totales
Se realizo la cuantificacion de proteinas plasmaticas totales, por medio del método de
Lowry ef al (1951), minjaturizado en microplacas (CENAIM) La concentracion de

proteinas es expresada en microgramos por microlitro (ng/ul).

Protocolo para la Concentracion de Proteinas Totales

e las muestras se diluyéron en agua destilada (1 / 50).

e Se procedié a llenar las dog primeras filas de la nucroplaca Elisa con BSA (Suero de
Albumina Bovina) preparado a una concentracion lug / ul. El llenado en la placa se
lo realizo en forma progresiva desde (0, 2, 4, 6, 8,..20u1) y se completd a un
volumen de 20ul con agua destilada. El objetivo de este llenado progresivo és obtener
una curva estandar,

e Se colocaron per triplicado 20p! de las muestras de plasma diluidas

s Se agrepo a toda la placa 20ul de una solucidn conteniendo (91% de Sol. A, 45% de
S0l. B y 4.5%de Sol C.

1. Solucion A: Na,COs al 10% preparado en una solucion de NaOH 0.5M.
2 Solucion B: CuS0:, 5H;O al 1% en agua destilada.
3 Solugion C: Tartrato de Sodio y Potasio al 1% en agua destilada.

s Seincubo durante 15 minutos a temperatura ambiente.

o Se colocd 60ul / hoyo de una solucion al 10% de Fenol de Ciocalteus (Reactivo de
folin).

e  Seespero 10minutes.

e Se realizd la lectura en el espectrofotometro a A=540 nm.

e Para calcular la concentracion de proteinas en el plasma se comparo la Densidad

Optica de las muestras, con la de la curva estandar.




Electroforesis de Proteinas (SDS-PAGE)

Esta prueba permitio observar el perfil de proteinas en el plasma del camardn por medio
de una electroforesis en un gel de poliacrylamida, en condiciones desnaturalizantes y de
reduccion, mediante la técnica SDS-PAGE (sodium dodecy] sulfate-poliacrylarmde gel

clectroforesis) (Laemmb, 1970}

Protocolo para Electroforesis de Proteinas (SDS-PAGE)
FPreparacion de la muestra
e 20pl de cada muestra de plasma diluida a 2mg / ml de Solucion Salina fue mezclada
con 20ul de tampon de desnaturalizacién (Triz S0mM pH6 8; SDS electroforesis 2%,
Azul de Bromofenol 0,1%; Glicerol 10%:; Agua Milli Q. v 10% de [} mercaptoetanol).

¢ Se dejo hervir las muestras a 100°C por 5 minutos.

Preparacion de los geles

*» [l Gel de Resolucion de Poliacrylamida 8% se prepard con una solucion de: 18, 5ml
de agua Milli Q.; 10,7ml de Acrylamide al 30%; 10ml de Tns base 1,5M (pHS.8).
(,4ml de sodium dodecyl sulfate 10% (SDS - deterjente ionico).

o La polimerizacion se realizo con 0.48ml Ammonium persulfate 10% (APS), en
presencia de 0,024ml del acelerador tetramethvlethvl-enediamine (TEMED)

s Se prepard el Gel Stacking gel superior de ala porosidad al 5% de Acrylamide con la
solucion; 12_3ml de agua Milli Q.; 3ml de Acryvlamide al 30%6; 2,25ml de Tris base 1M
(pH 6.8); 0,18m] de SDS 10% (deterjente)

» Para la polimerizacion se afadid; 0,216ml de APS 10%, en presencia de 0,18ml de
TEMED.

o lLos dos geles se prepararon por separados primeramente;, se prepard el Gel de
Resolucion dejande 30 a 40 minutos hasta que polimerize. Luego sobre este gel se
coloca la solucion del otro Gel de Stacking, esperandose el mismo tiempo
polimerizacion,

»  Los geles se pueden conservar refrigerados por varios dias antes de su utilizacion.



Lfectroforesis
e El gel se cargd con 20pug de proteina per muestra
= El tampon de electroforesis estuvo compuesto de: 15 1gr de Tns base; 94gr. de
Glveine; se adiciona 50ml al 10% de la solucion stock SDS y se ajustd a 1000ml con
agua Milli Q.
s En el Gel de Stacking se dejo migrar las proteinas a 100 veltios v en el Gel de

Resolucion a 115-130 voltios

Coloracion af Azl de Coomasie

e Una vez que migraron todas las proteinas de cada una de las muestras se retiro el Gel
de la Camara de Electroforesis.

e Se procedio a hacer el tefiido con azul de caomasie (0.05gr de Brilliant bleur-blue de
coomasie, 80ml de metanol, 14ml de acide acético v 106ml de agua destilada). El
destefiido se realizd con bafios sucesivos en fas soluciones de destefiido 4 1: 163ml de
metancl, 33ml de dcido acético v 101ml de agua destilda, v la solucion # 2: 15ml de

metanol; 21ml de aderdo acetico y 264ml de agua destilada. Se fotogratio el Gel.

3. 2. 3. Hemocitos en Microscopia Optica v Microscapia Electirdnica

Preparacion de cortes de hemocitos

Protocole pura Frovis de Hemolinfa
e Los hemoeitos restantes de las muestras de hemogramas fueron fijados en placas,
cargadas positivamente. Los hemocitos se tifieron con hematoxilina eosina vy

observados en ¢l microscopio optico (Olimpus BH2-1 25X).
Inmunodosificaciones

l.a disponibilidad de anticuerpos monoclonales que reconocen hemocitos v al WSSV, Han

permitido implementar protocalos de inmunahistequimica.
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Protocelo para inmunaofluorescencia

Se prepararon los hemocitos incluyendolos en agarosa.  El pellet incluido en agarosa
s¢ bafi¢ ¢n plasma cn presencia de 20mM de Ca++- para provocar la reticulacion del
factor de coagulacion alrededor del pellet e impedir que se diluyva en la parafina

Se deshidrato el pellet de los hemocitos con los alcoholes a diferentes concentraciones
y se hicieron los blogues de parafina con la muestra y luego los cortes respectivos de
hemocitos.

Se colocaron las placas con sus respectivas muestras en una estufa por | hora a
100°C.

Se dejo enfriar totalmente vy se procedio de inmediate al desparafinade de las muestras
en los xiloles y etanoles a diferentes grados de concentracion (respectivamente),
terminando con un lavado en apgua destilada por 3 minutos.

Se aplicd PBS buffer 1X (Tris 100mM; NaCl 150mM, Twen 20 0,1% pH7T), por 5,
minutos s¢ bafiaron completamente las placas y luego se drenaron.

Se aplico PBS buffer 1X.

Se blogueo con Buffer blooking (5% de leche en PBS).

Se aplico el anticuerpo monoclonal anti - WSSV se deja actuar por una hora a
temperatura ambiente en una camara himeda.

Se coloco el segundo anticuerpo conjugado a la fluoresceina por 30 minutos,

Se lavo la placa con PBS 1X por 10 minutos y s¢ drend el tampon.

Se monto la placa con glicerina al 40% en PBS.

Se observo la placa en un I‘uﬂcmscapi;} de Epifluorescencia (Olimpus BH2-RFCA

1.25X%).

Microscopia Electronica de Transmision

Protocole para Microscapia Electronica
Fijacion
Los hemociios se fijaron por una hora en Glutaraldehyde 3% en tampén Cacodilato

de sodio 100mM, MNa Cl 175mM,
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Se realizaron los lavados con el tampon Cacodilato de sodio 200mM y Na C] 325mM
v se centrifuga a 300 rpm por 10 mimtos

Las células fueron incluidas en agarosa al 1% (Low Melting Point-Sigma) a 50 °C con
una breve centrifugacion.

Se dejo solidificar la agarosa por 1 hora a 4 °C.

Luego de la solidificacion, los hemocitos fueron postfijados con écido ormico y

enjuagados con tampon Cacodilato.

Deshidratacion
Los hemocitos de los blogues de agaresa tueron deshidratados con sucesivos bafios
de alcoholes a diferentes concentraciones: 2 bafios de (10 min) en alcohol 70%. 2

bafios (15 min) en alcohol 95% v 2 bafios (20 min) en alcohol 100%.

Impregnacion
2 bafos de oxido de propileno ({5 min), los bloques son impregnados en solucion
Epon, 50% de oxido de propileno v 50% de Epon 812 (Fluka) por 1 hera: Epén
{6.6gr, DDSA 3 1gr; MNA 3.1gr y DMP 30 — 0,15gr), Luego en Epon puro para la

pelimerizacion se incubad de 3 a 4 dias a 60 (.

Cortes y teftidos
|05 cortes ultrafinos se realizaron con cuchilla de diamante (60 a 90nm).
Los cortes se contrastaron con solucion Acetato de Uranilo 5%: en alcohol de 50°. Y
se dejo por 10 minutos en la oscundad
Luego se colocd la solucion de contraste con Citrato de Plomo en presencia de KOH.
(Citrato de Plomo 0.04gr; agua destilada 10ml y NaOLL 100pul).

La abservacion se realizd en MET Jeol,

AT




3. 2. 4. Téenica de biologia molecular

Pratocolo para la Preparacion y Extraccion de ADN para PCR
Las muestras de camaron se procesaron individualmente, utilizando branginas de cada uno

de los animales procesadas en etanol 95%

Extraccion del ADN genomico

¢ El protocolo de extraccion empezd con un periodo de incubacion de la muestra a 70
“C por 45 minutos. con cetiltrimetilamonio bromuro (CTAB).

« Luego las muesuas fueron centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos, y al
sobrenadante se le aplicd 250ul de fenol ¥ 230l de cloroformo-isoamil. Nuevamente
se centrifugo a 13000 rpm por 5 minutos, se recupera el sobrenadante y se agrego
500ul de cloroformo-isoamil. Al liquido sobrenadante recuperado por centrifugacion
se le adiciono 400ul de isopropanol para precipitar el ADN el cual fite separado por
centrifugacion

« El ADN pelletizado fue lavado con etanol frio al 70%, secado al ambiente ¥
resuspendido en 100pl de tampon TE: Tris Hel 10 mM; EDTA | mM, pH 8.0 La

cuantificacion del ADN se realizé por espectrofotometria (Gene Quant, Pharmacia)

{écniva de Reaccion de Polimerizacion en Cadeng de doble paso (PCR)

El protocolo de PCR de dos pasos (Lo ef af_, 1996) fue empleado utilizando los
iriciadores.

146F1, 5-ACT ACT AAC TTC AGC CTA TCT AG-3", 146R 1, 5'-TAA TGC GGG TGT
AAT GTT CTT ACG A-3, 146F2, 5'-GTA ACT GCC CCT TCC ATC TCC A-3'
146R2, 5-TAC GGC AGC TGC TGC ACC TTG T-3', 143F, 5-TGC CTT ATC AGC
TATCGATTG TAG-3'y 3R, 5-TTC AGA TTT GCA ACC ATACTT CCC-3". Enel
pnmer PCR o primer paso s¢ emplearon los mmciadores 146F1 y 146R1, mientras que en el
segundo PCR o segundo paso se utilizaron los iniciadores 146F2 y [46R2.
Adicionalmente. en el segundo PCR se incorporaron los iniciadores [43F v 145R, los
cuales sirvieron para cuantificar la calidad del ADN extraido, mediante la amplificacion de

una region altamente conservada de ia secuencia del acido ribonucleico ribosomal (ARNr)
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IBS de decapodos. De modo general, los productos amplificados obtenidos corresponden
a un fragmento de virus de 941 pares de base (pb) v a un fragmento ribosomal de camaron

de 848 plb

Lileciroforesis

Se preparo un pel de Agarosa al 2% en TAE pH B (I'ns acetato).

Se procedio a correr las muestras en el gel

Se fotografio el gel.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos, se utilizé el Software Data Desk 6.1,

Aplicando un analisis de correlacion entre variabiabiles continuas (ealeulo de #), a un nivel
de significanacia (p=0.05).

Los datos cualitativos, arrejados por las variables nominales (color de la hemolinfa,
apariencia del animal, nivel de infeccion por WSSV y estadio de muda). fueron sometidos
a un test de ¥° (p=0.05). considerando las frecuccias entre las variables (tablas de

contingencia) { Anexos 2).

Para incluir el hemograma deniro de la tabla de contingencia sc establecicron rangos de
normalidad para cada poblacion hemocitaria. Se procedid de Ja misma manera para los
otros parametros inmunitarios

En el caso de las células Semigranulosas (8G): menos del 60% del total de celulas es bajo,
entre 60% v 70% es medio v del 70% en adelante s alto, Puara las células Hialinas (H)
menos del 15% es bajo, del 15% al 30% es medio, del 30% al 40% es alto v mas del 40%
es muy alio, Para las células Granulosas (GR) menos del 15% es bajo. del 15 al 25%: es
medio, del 25% al 40% es alto y del 40%% al 50% es muy alto,

En el cazo de las celulas Normales (Nm. ) para valores que van desde el 91% al 100%

altas, del 70% al 20% medio. del G1% al 69% bajo v ranges menores del 60% fueron
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considerados muy bajos. En el caso de las células Anomalas (AM) rangos menores de 9%

baio. del 10% al 30% medio, del 31% al 40°% alto y rangos mayores del 40% muy altos,
| . g y 3
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Fipwray 18 A ¥ B Poblacidn hemeecitopin fisize o ln infecmbn witd & Ugmasitos Sridnalis sy pnbdoeim

marmal AR Hesoedlos Fralinos: H pov Pravalencia da WEEY. B Porcentare da Dlamiedos £)ran]ods an

poblueion normal: GR %30, de Sewiprenclosee S5G a, de Hislines: H n vdennomalac aRIM 5

Fstos resultados susieren aue ln mfecown mduciria a los animales a merementar las 1
poblacionss hemociipnas.  Fote moremeants quse fise particyglarmente alio an lns hamociins
847 fue menog choro en lae otree dog noblamenes. debido neohablements o i otervencisn de
egtas en Ja peneracian de hemocitos AM en narbcutar durante by picos de imfecodn Los
hemocitas antmalos refleiaron el arada de infeceidn v serian argmadog en oran porte por log
hemocitos GR v oz hamocitos H Siendn estos altimos auisnes puardaron mavor relacibn
con loe AM situacion gue se ve rellefada en ls corvelaciin altamente shenificativa enlre of
descansn de AM v el descense da hemociios H oen Iog picos de infecein  Cuando
finalmente la infeccion file controlada se absarvo wn incremento sighificative de hamoniios
H Lueoo de cada pico de infeccitn vieal se observe ana inflesiion en la corva ascendsnle de
loe B3 Esto pude deheree 2 la intervencion da ectos hemecitoc en otros procesos

murtanios (mhltamonen topdes, sncavaelacién)

Hemaerama en animales de hemebinfa insada falie nivel de infeccidn)

En estos animales muy nfectados con WESY 1 relacion entre gl nivel de infeccidn tambign

se manfuva directa con los hemoeitos AM (R=0400 Ante o mfecoian 52 sheern

wenergcton  del MTH con tedos los orupos hemooteng: (Firam 183 Bsto fue
particularmente clara durante los picoz de infaccidn (R=0 701, siendo los hemocitas SG 2l

orunn mas oenaradn (K- 872 (Firprs 2004 BLNTH o

uitg corfelacidn sla con los hemocitos AM en narticular los hemocitos a sranulos S0

(R=1 84 v GR (R=0 65 {Talla 7R [ vave de |os nicac de imfercinn o8 ohearvaron fusrtes

caidas an todas las subpeblaciones hemoctarns (Higr 70 A} En particular en las GR v

B2 1= mdrdide da B Bie meeser b s sesamed snd an (dreminme fle movreaidaian sarseaara




e peta enhoblacien 2e incremantarn comcrlisnda cor oada caida de lon hemocoites o
oranulos (SC; GR) S obssrvd ademas upy relacion lineal inversa sumificativa enfre 2]
e r.!"'fl-l1|ﬁ.'i-'_—'| daH v la ninf'e-'a:i{\n por WHESY 2n ﬂ'ﬂnif_‘lllﬂr 11':13?‘-?_!'.4?'5! los p'i'-__.'l.""_" e "'!F'I."‘frlﬂﬂ [

0 OR} (Fioura 20 B)  Por otrn parte hulp oérdida de 1a poblasidn de hameotns GR

correlacronada al nival de pilaccidn en particslar durante bos ciood de infeccion (B—0 S8)
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de mfeccian viral  La neérdida de hemoditos H circulantes flie menos drasticg gue de los

hemocitos a erannios  Los hemoetas H tinaerion

lne picns =n tanio gue on fsoswnes porcemtuzles enmn abeoelotos 1a calda de arancitoR
cramuloens fire muy fearte  Bs probable oue 2l arisen de la melanizacian del piema se e

g | eaida de hemocdos con aranulos loesn de lag Hiperrespusseas
Comgparacion de §a frmyla herpacitnriy entee los dos svwoos de animales

Frla fioura 21 A B C vy D &= representa of eommortarmanio de log hemociins en fepmmos

fe el m (st e Come se 1;1:&.45 n‘;;._qgnrr-_r an

W A R

ahsohutos en los dos pmpos d= ammales, dus
los aramnles da fuarte caron viral, hubo mavor estinuilacion an la generacion de hemncitas
En los mimales posades 1= ceida de los hemectios 9G fiie may feerte fnaoo de cada pico de
nfaccion (Fieura 21 Ay Fn los aoimales menes mfectados 1o coida de hemooitos GR ee
mantuvo hastn que la prasencea viral fue controlada ol 22 de eneto Fin los amimales rasados
en los cuales Ia infeccidm nerdurd hasta al final de lo wmuesirecs loe GR continuaron

dachnando (Fipure 71 By

Firura 21 A, B, C v I Comperactim d8d gompertsmionin de lns submeblyeiones hemaoianas lreriia 1o
Infeccian vimll e todes los sndmalis de hemebinis wzul vobemoling Tosady Nemarg de Bomigrensdosoes
Hepnalies 4 rocadns Sy S Crampesss GR o v GRr. Hivkinas [Ea v 110 v pereentnje de Andmeslos:

oA v Yuakle




Cn lne amirrlae da aner caros vienl &l pdmers de hemacitos H-fie menor dvrante o= pions
ana =i lns de mavor carua viral No se dehe descartar que en los primerns hamaomos havan

e aficasrnente utili=ados nar combatir el virus an eses momentos des fuerte infeccion

(Fyomara 71 1)

i hei sh los dos orupos da ammalsd st porcantae de honwcifos AN decling con el fiembo

4 2.4, Ofres parimetros inmunitarios

Astidn Nnppesdivido

o5 prigpales  prodpctorss de

O los aiimales de baja mfeecon, los hemocrtes H ser

O teniendo =i ung relacian directa de (R=0.59 (Famyra 22 AL en particilar durante los

micag de infaccidn (R=0 041 Bn loc animales de hemalinfa rozada los hamocos SG tambian

anfe oo

s aviaren correlacionados con la ganer: dal omide sperdeidn en partscular du

nicas da infaccian donde kolio yha correlacian hnsal d2 (R=1 00 (Frrura 22 BY
Duranta lng vicas de mfaccion en [or animates dz hemolinfa a7l Ta vensrgeinn dal gnem
cunarhide Tue lineal invarsa (B0 80) con la prevalancia del WSSY (Figurm 22 ). Bnles

amvatas de bamolinf rosads durants los sicos de fecmdn e relacion foe directa

altamente sirnificaten (R=0.048Y (Fiaprs 22 P}

= e PA—— e —— — = == o e e B
e W L PSS OM R Ma oz ]
2 P o G o B 1 1l
[ | - e 1 [
F LY f..:\_-- : | |
E 20 | : e -

f_/"' /
3
N
"
"

|
ek 1=ab | |
(TP i e sl | |

15 arpe THaME FYeme 3 ana

Fionra ¥ 4 v B Beorytuiy ealilar geiberivm gm b pobiackim s antinates e Temab b wm | v ronda. A

miners e Memnoeitoe Elinfines nomsakes Hoo oie ressiinita ekl Un o B Wiimenn do | letaciios

P,

PEn s b}

Qearrrerrre iy reoendoss BOE T (6 fosprisi o

=B~




RE. O | @ S BNR L0 rResm.
I L | i LS -; o~ : ol AR
R aiy PR 2 SR
B
|

r 1A R RenE meel g

[

B el g -
o 5

. x v | |

HEC

T

=
prl
")

i T

] Il 1nenm 1Hsin Thgae  Thars Thamp e

ihapf AR ppm  Serw e

| s

Vagk | [ o S e | |

C v P Despeers selnlor pddetive oo imnohtnssm de o animnalize 3 Seanalivtr avnl v roeancdy froreie
b gt T i3 I

DR IORERRYS 71 B eb sl

al nivel de mibessan neasorado por el WssY C oy T Prevalencia dil WASY en s dos poblasomus renle a

I rosmesta prdenien £ diebes dog bl aef e

Fr log animales da hemelinfr azul el sunerdndn setrve corralacionnds a los hemocitos H

Ine dos finnsren relacion con la prevalencia disl WREV_ En el caen de (oo mowpsles de

hemolinfa rosada. en los cuales se din una hinerespuesta, los SG intervinteron tambien en la
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i
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vengracian de sueerdvide cwnde allos las seoponsables d g TF Ape eoincidiersy

con oo nicos de mfeccidn pop WSSV Erroe rasglimdos sucieran quela fasoeitoss v los

rachesles de nxioends sarfan una de las yelecinales armas &0 g 29
. E

raieain antivral de log

CAIMATONes.

{ofivichasd Fenofpyvidae

Murante log piess ds infaceron. an loe ampmlac da hamolrfs axe! b setividad PO covo de

manzra directs con |z caida de hemaditos GRL (R=093), Yadponde a su punto mas boje =l 26
da enaro (Fizura 23 B

File descensn ssiyvn probablemenes telacionade ol mersmevnto de hemocitos H eno2ca
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Jetividad Avtibacieriona

En log animales de hemelinfa azal ee enconttds relacidn divecta hoeal antre la acfividac

apitihactanana o lns SG (R0 TF0Y (Fivirs 74 4y, an los de alts earesovieal esta relaciom

inmbidn 5= din en porcentaie con los kamecitos H ER=0 57 Br'los dos vrupns da smnmlac

racion de

e ancontrd ima correlacion positiva anite |2 actividad amtibactenans v (2 conee

proteines an opl plasns seio e eermioolarmente clarn sa lee armales rosados dursnte: los

meoe e mfecoiin donde la Forval

AR

fue de (R=| 0) (Fiearg 24 B E! plagin de Ine

crusiaeane nncae malsenlas con caractecsiiess rucrahicidas. como |a peer st (56 i

[ D00y e padrian sar tambidn Tesponsable de 1= corralasian ohesrrads antre conoeniTacin
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En los pnjvnbes de hamalinf 2ol ca sncontra unn relacion directs Tineal entre profeinas v

harmpeitos H (R=063) (Fipnra 05 &) + 86 20600 Tn

hemolinfa rosada esta relacion se die solamentz con loz homocitos SG(R=0 5S40 (Fi
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Fioprs 24 4 v B

sl s ey do snrralee dichemolinis o T i

‘EriEmant e asumen funrinmes de

Fn los ammalas da hemolinfas rosadas los hemomtos S0 an:
H pamcularments durante los picos de infecmon. Sin smbaren oo e guede descartar

arporas an =l hareocrarpa de log primerns, orsasiseodes por hemacilos FT oane oanen

refringencia v tamafio nor proceeas de faancitosic v sean cignlificade: comg 8G.

4. 2.5 Cicls de Muda en relacion o pardmetvas inmnnitarios v geado de infeccidn

con WESY

La rmuda hemociann sa modificd 8 lo larpo dal ciddo de muda  En los animales de
homalintn aznl loo hewsoetos 965G sniyviaron orscentes e poetrmpda (R0 70 ¢ nranwida

rardia (R=0 83} Fo tanlo o ko B fueron més abundantes a lo lares de fs premuda

AR STY Nendo gy coneesdraeioe il en el

termprana (B=0T5} v tardia pre
patinde de ippermedn (R=-82F Dumants lne peeos Ao mfeccn se omorsmeantaron an

mtermuda las GR {R=1.0) v ol porcemiaie d= henociios B Los hemocifos SO sstmeron
nregentes en tardin prenmda (R=1 0) v postsdp (R=1 @50 (Pabla 1)
1 ae fancienes pununitaras tapkisn ce modificacon seoin &l agadio ds smde BErcantrindose

lng eormelaciones mas firartes v ochmnfieatnsgs antre 1o actindad PO v oesinlze R 2n

miavar i de hempcitos cran

pirne de infarsian 1s movor eoncanteanian da hamneiing 560G sp momtuye s srsmods lacdia

=i




(B 841) v al maver poreentsia de H an femprons svemnda (R~ OR)

Tamtn & log animsles de hoveabnth gaul comwo risados hubo wna corralacidn diracta

aiitra 2l WSSV v la mtermuda las r=lzciones Rugron siompre muemsns con ls {amprana
premuda prasticedasmenta durante los nices de infeccdn N (R=0 96} v rozadas (E—-1 0}
{Fionra 274

Fr los picos de infeccion lzs commelacones snlva animates en temprana premuda v WESY fue
mas alta en los de hemolinfa rogads (R=0.96) v (R—-0 93), que & Ins da hiemalingy azul
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| ESTAGHS UE MUDA DURARNTE Li5s UESTREDD

s L
(AeE

[

|

|

|

I o

' UL
[ ¥
| 40% ¥ 0 HS
i

|

|

|

{

|

bR
PV § " | _E-'?". |
L, et b

O 7

e estadirs Feommadn chomnhe 8] mreeste

DO Fn D1 gs ineramentd Iz mtensidad de la mfeceidn aungue ne el mimearm de ammales

infectados  Fl mavor simero de pniie

g infectadns =& ancontrarsn s O T2 (Tabls 3y
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|2 mfeccién en ol sstadio O podriy estar retacronada con el apsiilo de los ammndes v sns
hakites caplbeles  Fn niernwda Ins animales ingiersn mucho shmento, por otrs parle los
arimalee da hamolindss rosadas feron de maver talla aus los de hemobinfa gzl (a nesar d=
que las diferencins de nese ne fieron sipnificarivasy  Tos ammnles de rapdo erscimiento
podrian sar también los e mavor apetito ¢ log mide canthales por lo tante los de mas foerte
mfeccitn Les reenbtader de owds confirman que los H v la generacion de! O son
almmenios claves =n 1 sstratewia stiviral, v se relaciongn fuertamenta con los anmales de

Famnlinfa noresl e temmrane cremnda

4. 7. 6. Fprfil Elactpafprétics do Profeinas Pleemdiiicas

Camo s= puede observar =n Ta fionrz 28 en loe snimales de hemplinfe rosads hubo maver

wrden con los renoriados nor Kim ¢ af (1999) en Hengens ofimensiy

Bstos resultadoes o

infactndn con WSSV, B! WSSV alocs asesivemenis =l spitelio bronom podria

d= =n Ins amrneles infectades 2 la

dlosrartarse gua go mee pm process. de anoxia gua ant

peneracian de hemoosma
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Bl parinda de mwsstran cameidid con dog pione da infeccidn de WRSY s embareo la

mortalidad no e exeesiya en ase momente (5% de la poblasan fniciall  Bn el analioi de

caliirasa (erero) sitpacién auaain doda contnbuvd aancrementar s supervivancia Por otr

narte fus mury imteresard= le sha enrrelacion sytre prevalericis v el nivel de mfsecion. La eual
ndiearia que la prooorcion del virpe dehe estar acompafada de aminsles severaments

Wi r'-.lr'l .'1.:'1 g

Qipy daseartar que boe hamoettor puedan cor mfectzdos por al wms como lo sefiabr vanos

Autores  pestran resuliados en ultra ssfriicfura no rsvelaron repheamon wiral an los
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CONCLUSIONES

La prevalencia del WSSV estuvo correlacionada al nivel de infeccion.

Los animales negativos al virus son aquellos capaces de eliminar el virus y de generar
nuevas poblaciones hemocitarias. La infeceidn viral estimulo la generacion de las tres
poblaciones hemocitarias (hialinas. granulosas y semigranulosas). En los animales con
baja carga viral, durante ¢l periodo de infeccion nunca se observo dechinacion en la

concentracion de hemocitos.

La concentracion de hemocitos anomalos puardo relacion directa con el nivel de infeccion
por White Spot Syndrome Virus {(WSSV)  Los hemocitos anomalos serian hemocitos
activados, fagocitadores o apoptéticos, v serian originados por los hemocitos granulosos v
los hemocitos hialinos.

Los hemocitos hialinos y la generacion de anion superdxide tuvieron corrclagion inversa
con los hemocitos anomalos, la proteina y el nivel de infeccion dada por el WSSV

Los animales se infectaron en intermuda (C) debido al alte consumo. de alimento, En
temprana premuda hubo mayor produccion de hemocitos hialinos y amon superoxido
hecho que sin duda ayudaria a la eliminacion viral, Y los que no logran eliminar el virus,
en temprana premuda (DO v D1) desarrollan la viremia, encontrandose los casos mas

severos en tardia premuda (D2 v D3),

Los hemocitos sermgranuloses, por su alto incremento mantienen baje el porcentaje de
hemocitos anomalos v son por lo tanto los encargados del equilibrio en fa hemolmita, La
disminucion de los hemocites semigranulosos hace caer tambiéen la  actividad
antibacteriana, lo cual favorece la aparicién de infecciones secundarias en los animales
durante el periodo mfeceioso,

Las células desgastadas no eliminadas que se incrementan en la circulacidn terminarian

liberando sistema proP(Q
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El hemograma reflejo el estado de salud del camaron, segun el porcentaje de hemocitos

anomalos encontrados en circulacion
| fubo mayer concentracion de hemocianina en amimales de mayor carga viral

Tanto ¢l color de la hemolinfa como apariencia alterada de los ammales s¢ correlaciono

con el nivel de infeccion por el WSSV,
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RECOMENDACIONES

Realizar muestreos rutinarios en las piscinas camaroneras, donde se tomen e
consideracién parmetros come; hemogramas, para un mejor control del estado de
salud de los orpanismos, observando ademas la apariencia del animal, y la

presencia de signos clinicos

Controlar estadios de muda, para prevenir los momentos de miesgo (tardia
premuda) v / o aprovechar Ja postmuda y la intermuda para aplicar medidas
profilicticas que atenuen los efectos del canibalismo. ¢l cual seria mas fuerte en

intermuda

Estudiar los efectos de moléculas come  inmunoestimulantes, vitaminas o
probioticos, que incrementan ¢l nimero total de hemocitos, asi como la
concentracion de células hialinas v su capacidad oxidativa, para reforzar la

respuesta celular en las piscinas infectadas por WSSV,
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