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RESUMEN

Se estudié el comportamiento del sistema inmune del camaron Penaeus varmamei
sometido a desafio con el virus del sindrome de la Mancha Blanca (WSSV). La
investigacion se focalizd en el analisis de las subpoblaciones de hemocitos circulantes
antes y después del evento viral y las modificaciones sufridas por el drgano linfoide

(O1), en los ammales sobrevivientes al desafio.

Previamente los animales fueron mantenidos bajo condiciones experimentales muy
coniroladas a fin de asegurar baja prevalencia viral; temperatura estable de 31 1C,
buen flujo de aire y alimentacién constante. Posteriormente_ fueron expuestos al
WSSV por bafio, de manera individual, a fin de cortar la re-infeccién. Se siguid esta

estrategia a fin de favorecer la respuesta inmune del hospedero.

En los animales susceptibles del tiempo cero (T=0), la distribucién de los porcentajes
de la sub-poblaciones hemocitarias mostré elevados niveles de hemocitos hialinos.
Los sobrevivientes mostraron un incremento superior al 50% en el niimero total de

hemocitos (NTH). La distribucién porcentual de sus sub-poblaciones fue similar a la



vili

del tiempo cero, sin embargo, se observd un incremento de animales con niveles
altos de hemocitos semi-granulosos. Estos animales mostraron ademas incremento
significativo del antigeno o2 Macro-Globulina y de actividad PO en los hemocitos

circulantes,

En los analisis histopatologicos se observd pocas lesiones de mancha blanca, una

fuerte infiltracién de hemocitos y un érgano linfoide saludable.

Los moribundos mostraron porcentajes superiores al 20 % de hemocitos no
funcionales (llamados atipicos, altos niveles de lesiones de mancha blanca y
desorganizacién del organo linfoide, el mismo que presentd picnosis y careorexis

ademas de numerosos cuerpos de inclusién.

En los sobrevivientes la salud del tejido hematopoyético y de los hemocitos
preservaria la capacidad filtradora del Ol, manteniendo baja la carga viral de la
hemolinfa. Los animales moribundos fracasarian ante el desafio viral debido a la
cadena de fallas ocasionada por la destruccion de hemocitos e infeccidn del tejido
hematopoyético que conllevan a la desorganizacion y al colapso del sistema de
limpieza de la hemolinfa en el Ol. Finalmente, la inmunohistoquimica sugirié que los
hemocitos hialinos y semi-granulosos forman parte de los esferoides, en tanto

TUNEL indico que estos se autodestruyen por apoptosis.
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INTRODUCCION

Casi una década atras el pais sufric una de las crisis mas grandes en el campo
acuicola. El virus de la Mancha Blanca o WSSV (por sus siglas en inglés),
posiblemente introducido desde Asia (1), ocasiond altos niveles de mortalidad en las
piscinas de produccion de camardn de la costa ecuatoriana.

El impacto social provocado por la mancha blanca se hizo presente ademas en las
comunidades de pescadores de la costa, ya que a causa de la rapida propagacion del
WSSV ta Subsecretaria de Recursos Pesqueros a través del Acuerdo Ministerial No.
106 emitido en el 2002, prohibié la captura de larvas silvestres en todo el territorio
de la costa ecuatoriana. Con la desaparicidn de los larveros y la prohibicién de uso de

larvas salvaje, el suministro de estas paso a manos de los laboratorios.

En la actualidad las principales limitantes de la industria acuicola son las
enfermedades infecciosas y no infecciosas (2). El eje fundamental del cultivo radica
en los organismos. Para una especie que se ha cultivado durante mucho tiempo a gran
escala y fuera de su ambiente natural, es necesario tomar en cuenta las diversas
variables que influyen en la susceptibilidad a las enfermedades y por tanto en la
supervivencia como por ejemplo; alimentacion, temperatura, salinidad, oxigeno, etc.

En los sistemas de cultivo se trata de simular en un espacio confinado, una piscina



Xviil

camaronera en este caso, las condiciones del ambiente natural. Al recrear estas
condiciones y aumentar la densidad de organismos en un ambiente cerrado, la
probabilidad de una infeccion a causa de un patogeno, es muy alta. Asi, se deben
tomar medidas para evitar que una infeccidn focalizada se convierta en un brote
masivo. Entre las causas por las cuales un patdégeno llega a producir una epidemia en

un sistema de cultivo podemos mencionar:

Practicas de Manejo.- Malas practicas de manejo provocan esirés aumentando el
riesgo de producir brotes epidémicos, luego de la mancha blanca se han ido
implementado, poco a poco, buenas practicas de cultivo. Ademas estrictas medidas de
controt en todos las fases del cultivo son necesarias y requeridas por las exigencias de
exportacion a los paises europeos y norteamericanos.

La densidad.- Tratar de cultivar el mayor nimero de animales en ¢l menor espacio
posible, provoca que una breve infeccion focalizada en un individuo se pueda
transmitir con mayor facilidad horizontalmente a los otros. En la actualidad el sector
camaronero ha optado por bajar densidades de siembra y estas no superan los 10
animales /ni”.

El estrés- Las variaciones en los parametros ambientales, confinamiento, cambios
bruscos en los niveles de oxigeno y especialmente fluctuaciones de la temperatura
provocan estrés en los organismo, disminuyendo sus defensas y favoreciendo los

brotes de enfermedad.
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Inmuno deficiencias.- El estrés provocado por la variaciones ambientales afectan el
sisterna inmune permitiendo de esta forma el ingreso e infeccion de multiples

patdgenos.

Portales.- B WSSV utiliza diferentes tipos de tejido para su ingreso como: epitelios,
branquias, glandula antenal y glandulas tegumentales. Existe ademés una gran
variedad de organismos que actGan como reservorios y vectores. En el caso dei

WSSV tenemos larvas de insectos, otros camarones y diversidad de crustaceos (3).

Actualmente existen pocos estudios sobre la capacidad inmune que posee el camarén
blanco P. vannamei ante ataques virales. Varios estudios han demostrado que esta
especie posee una respuesta cficaz ante agentes bacterianos y micoticos (4)
utilizando reacciones enzimaticos como el Sistema fenoloxidasa (PO.) o la liberacién
de radicales de oxigeno durante la fagocitosis por parte de los hemocitos hialinos (4;
5), asi como la generacién y liberacion de moléculas microbicidas, tales como la

Peneidinas,

Durante eventos de Mancha Blanca (WSD, por sus siglas en inglés), los anélisis
realizados en estudios observacionales, mostraron que los camarones sobrevivientes
presentaban un incremento significativo en el porcentaje de hemocitos hialinos y
semi-granulosos, mientras que los granulosos no mostraban modificaciones o su

namero se encontraba reducido (6). Esta variacion fue considerada como un indicador



de supervivencia, ya que los hemocitos granulosos son muy susceptibles a la
infeccion por WSSV (7). Un alto porcentaje de hemocitos no funcionales (atipicos)

fue considerado como indicador de infeccion vy letalidad.

Entre los signos patologicos mas observados en infecciones virales es la apoptosis,
existe gran controversia en cuanto se refiere al rol de la apoptosis durante infecciones
en el camardn. Algunos autores sugieren que la apoptosis no debe ser considerada
como parte importante de la resistencia viral (8). Khanobdee et al (9) indican que
durante una infeccion con YHV, los animales moribundos presentan deterioro en
tejidos importantes como: hemocitos, branquias, corazén y drgano Linfoide (LO).
Otros autores sugieren que la apoptosis es un medio para frenar la replicacion viral ya
que las células que han sido infectadas por ADN viral se suicidan evitando asi la

replicacion de viriones (10).

Este estudio tuvo como objetivo determinar si la variacién en la formula hemocitaria
asi como también el comportamiento de los hemocitos circulantes e infiltrantes
(actividad PO, formacién de esferoides) deben ser considerados parametros de
supervivencia en el P. vannamei ante un evento de WSSV. Ademds se estudid la
apoptosis como proceso de muerte celular en los hemocitos de animales infectados y

en los esferoides.



L.a evolucién ha sido trazada en gran medida por el sistema inmune de los
organismos. En el caso de los crustaceos su sistema inmune estéd basado en respuesta
humoral y celular 1a misma que radica en la identificacion, deteccidn y eliminacion
de particulas foraneas en el camardn. (11). Este sin embargo se ve afectado por

factores como una pobre calidad del agua, enfermedades y presencia de toxinas (12)

Multiples tipos de organismos tienen la capacidad de causar estragos en la salud de
los individuos, sean estos vertebrados o invertebrados. La capacidad de supervivencia
de estos Ultimos radica en su sistema inmune v la capacidad de reaccién del mismo.
Existen barreras de defensa internas como externas, desde epitelios generales a
tejidos especificos como también la capacidad de secrecion de distintos tipos de
sustancias, moléculas y reacciones quimicas y enzimaticos que le permiten erradicar o

suprimir al patégeno.

Distintos tipos de microorganismos son los que afectan a la salud de los crustaceos.
Gérmenes, bacterias, hongos, virus son capaces de atravesar las barreras del sistema
inmune. Uno de las primeros medios de defensa que poseen los crusticeos es el
exoesqueleto, este separa el delicado interior del animal del medio externo. De
acuerdo a Supammattaya, et al.,(12) el exoesqueleto posee una especie de mucus que

es producido por las glandulas tegumentales que se encuentra debajo del epitelio sub-
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cuticular. Este mucus es capaz de evitar el crecimiento de hongos en el exoesqueleto,
Hasson et al, (13) ha reportado la formacion de esferoides ectopicos asociados con las

glandulas tegumentales en camarones infectados con Sindrome de Taura (TSV).

En el caso de que esta barrera no funcione, el sistema interno de defensa se activa y
procede a actuar. Entre los mecanismos de defensa se encuentran los de caracter

humoral y celular.
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CAPITULO L. SISTEMA INMUNE

1.1. Respuesta Celular

Al igual que los organismos complejos, los crustaceos poseen un grupo de células
especializadas para evitar la proliferacion de patogenos, y estas a su vez realizan
distintas acciones. Los hemocitos son las células encargadas de la deteccion vy
eliminacion de las particulas extranjeras a través de procesos de fagocitosis,

encapsulacién y nodulacion, estos se clasifican por su morfologia de la siguiente

forma:
. Hialinos: intervienen en procesos fagociticos y en coagulacién (14)
. Semi-granulosos, realizan ademas de la fagocitosis, encapsulacion y sistema

proPO, responsables de la melanizacion. Ademés de responder ante infecciones
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ocasionadas por bacterias a través de la liberacién de moléculas microbicidas tales
como las peneidinas (15).

° Granulosos, intervienen en el almacenamiento de enzimas que forman parte
del sistema de PO pero en mayor porcentaje que los seni- granulosos, ademas de

actuar como reservorio de sustancias microbicidas llamadas Peneidinas (15).

Durante un evento infeccioso natural con WSS (6) existen variaciones en las
poblaciones hemocitarias del organismo, el nimero de hemocitos hialinos y semi-
granulosos aumenta en los camarones sobrevivientes, mientras que en los moribundos
se observd la presencia de hemocitos atipicos o apoptéticos. Este fendmeno también
se ha presentado en P. monodon en donde los cambios en la férmula hemocitaria son
producidos ya sean por una infeccién viral o bacteriana o también por variaciones en

los parametros medio ambientales como, concentracién de oxigenc en el agna (12),

El aumento de la sub-poblacién de hemocitos hialinos y su actividad fagocitica
debido a infecciones virales ha sido determinado en especies como P. varmamei (6),
P. monodorn (12), como también la disminucion de los hemocitos Semi-granulosos.

En conjunto con los hemocitos, los fagocitos fijos desempefian un rol importante en
el combate contra particulas foraneas dentro del camarén blanco P. vamnamei. Por
otra parte Supammattaya et al, (12), establece que los fagocitos fijos realizan un
proceso de fagocitosis en el drganos Linfoide, branquias y corazén del P. monodon.

Hasson et al.,( 13) compard el 6rgano linfoide (OL) con un filiro ya que este tiene {a



25

capacidad de retener pariiculas virales a fin de que sean fagocitadas por los fagocitos

fijos y hemocitos infiltrados en los espacios hemales del Ol

1.2.Sistema Inmune de los Vertebradoes

El sistema adaptativo de defensa de los vertebrados desciende del sistema inmune que
poseen los invertebrados, un sistema basico y algunas veces considerado primitivo y
poco evolucionado. La inmunidad de los vertebrados radica en la respuesta antigeno-
anticuerpo, en el reconocimiento especifico y eliminacion de un patoégeno a cargo de

moléculas especializadas conocidas como los anticuerpos. (16).

El maximo logro alcanzado por los vertebrados fue el desarrollo de una memoria
inmune que le permite recocer a un patdgeno que ha infectado o ingresado con
anterioridad al huésped.

Su respuesta puede ser clasificada de dos maneras:

. Respuesta Pasiva o de Memoria Corta

. Respuesta Activa o de Memoria de larga duracion, esta es obtenida luego de

una infeccidn o a través de vacunas.

Las moléculas en las que se basa la especificidad, las inmunoglobutinas forman parte

de la respuesta adaptativas, estas son producidas por los linfocitos.
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1.3.8istema Inmune de los Invertebradeos

Siendo el grupo mas numeroso de animales en la faz de la Tierra, los invertebrados
fueron las primeras criaturas que se enfrentaron a un ecosistema en formacion en una
Tierra virgen y salvaje. En la actualidad son los organismos con mayor adaptabilidad
para sobrevivir en cualquier medio, desde parajes desérticos como el Valle de la
Muerte, California hasta las mismas entrafias de la tierra, en cavernas profundas.

Estos organismos poseen un sistema no adaptativo y no especifico. Iis un sistema
basado en respuestas humorales y celulares. Se ha identificado receptores (PRRs) que
poseen la capacidad de detectar agentes infecciosos de origen bacteriano, micotico y
viral. L1 Shi Yang., et al.(17), determind la presencia de estos receptores en multiples
tejidos del camarén blanco P. vannamei, como branquias, hemocitos, corazon,

musculo, nervio, etc.

Siendo un poco radicales y en base a algunos argumentos establecidos por Flegel,
(18), se sugiere que la supuesta memoria del sistema inmune de los crustaceos no
radica en los efectores fagocitadores u otros mecanismos de defensa celular. La
memoria radica en el virus, debido a los repetidos procesos infeccioso

correspondiente al mismo agente viral. Esto le proporcionaria al individuo una

respuesta en cierto grado especifica.

La capacidad que posee €l organismo de eliminar células que contengan informacién

viral mediante apoptosis (19), es uno de los métodos mas controversiales, ya que



algunas veces puede ocurrir en tejidos muy importantes y ejercen un efecto
devastador en ia salud del animal.

Algunos tipos de virus como el Adenovirus, Baculovirus, Myxomavirus poseen la
capacidad de suprimir esta muerte celular a través de la produccion de un tipo de

proteina que bloquea la Apoptosis (19).

1.4.Caracteristicas del Sistema Inmune de los Crusticeos

Su sistema inmune basado en respuestas celulares y humorales le permite al camarén
determinar cuales son microorganismos patogénicos y cuales son beneficiosos (2) ya
que ciertos microorganismos habitan como simbiontes beneficiosos dentro de estos
invertebrados.

1.5.Caracteristicas Hemociticas y tipos de hemocitos

Tanto en crustaceos como bivalvos la hemolinfa es la encargada del transporte interno
de oxigeno, a través de la hemocianina, vy otros componentes alrededor de todo el
hemocele (20, 21). Al Ignal que la sangre en los vertebrados, la hemolinfa constituye
un tejido de defensa de alta calidad. En ella circulan hemocitos de variados tipos con
distintas funciones como: el reconocimiento de particulas extranjeras, secreciéon de
ciertas proteinas (22), fagocitosis (23), generacion del sistema profenoloxidasa
responsable de la melanizacion (24), encapsulacién y nodulacion (25) y moléculas de
comunicacion celular (26), y la produccién de péptidos antibacterianos (27) asi como

también la hemoaglutinacion (28).
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Segln algunos autores (29, 30 y 31) los hemocitos se clasifica de la siguiente manera:

v Hialinos

. Semi-gramioso

° Granulosos

. Atipicos o Amorfos

El niimero total de hemocitos (NTH) tiende a variar durante procesos de infeccion a
causa de patégenos, el mimero de estos como también la naturaleza de sus sub-
poblaciones tienden a disminuir durante un proceso de infeccién viral, como la

Mancha Blanca (32, 33, 34).

1.5.1. Hemocitos Hialinos

Los hemocitos hialinos son esféricos, pequefios y grandes. Su coloracién es azul
opaca y clara, sin brillo al ser observados en el microscopio 6ptico de contraste de
fases. Actian en los procesos de coagulacion (2, 26) y el proceso de fagocitosis de
particulas extranjeras en conmjunto con los hemocitos fijos que se encuentran
distribuidos en distintos tipos de tejidos (35).

Segun Montesdeoca et al., (6), los hemocitos hialinos pueden ser esenciales en los
mecanismos de defensa ante infecciones virales como es el caso de WSSV, la

poblacién de hemocitos hialinos aumenta cuando la infeccién viral es controlada.
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1.5.2. Hemeocitos Semigranulosos y Granulosos

Intervienen en el proceso de liberacidon de proteinas del sistema profenoloxidasa (36),
ademas de fagocitar, nodular, encapsular y liberar peneidinas través de sus granulos.
(26).

1.5.3 Hemocitos Atipicos

Estos cuerpos se encuentran presentes en la hemolinfa de camarones moribundos.
Algunos autores sostienen que son el producto de un proceso de infeccion a las
células hialinas que fueron consumidas por el proceso de replicacion viral (6). Estas
células se encuentran en mayor numero en los camarones moribundos y presentan

una forma grande, oscura y esférica.

1.6. Mecanismos de Defensa Celular

1.6.1 Fagocitosis

Considerado como uno de los procesos mas comunes y eficaces en la batalla contra
los patogenos presentes en los organismos vertebrados como invertebrados. Es un

respuesta celular ante un proceso de reconocimiento de una particula extranjera.

En los camarones y otros crusticeos, este mecanismos de defensa puede ser realizado
por los hemocitos hialinos, semi-granulosos y algunas veces por los granulosos. Los

crustaceos poseen ademas fagocitos fijos ubicados alrededor de los sinus hemales
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(37), branquias, organo linfoide, corazén y otros tipos de tejido de caracter conectivo

(38) capturan y encierran en vacuolas a pequefias particulas ajenas al camarén.

En la fagocitosis y el choque respiratorio y otras actividades realizadas por la céluia,
se liberan intermediarios reactivos de oxigeno (ROIs — Reactive Oxygen

Intermediates ) como perdxido, super 6xido, oxigeno y radicales hidroxilo (4, 38).

Durante el choque respiratorio se liberan enzimas en el fagosoma durante el proceso
de eliminacion de particulas fagocitadas (39). Los ROIs son considerados sustancias

microbicidas (5).

1.6.2 Encapsulacion y Nodulacién.-

La Encapsulacion y nodulacion son procesos de defensa celular realizados por los
hemocitos granulosos y semi- granulosos (38). La nodulacion es un proceso en el cual
actiian varias capas de hemocitos, estos tratan de atrapar a la particula extrafia.
Durante este proceso, el microorganismo es fagocitado por varios hemocitos y
posteriormente es melanizado a través del sistema proPO. De manera similar ocurre
con la encapsulacion donde la particula a eliminar es muy grande y maitiples capas de

hemocitos la cubren para posteriormente melanizarta.
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1.6.3 Apoptosis.

Defensa inmune ¢ destruccion celular? La apoptosis es un mecanismos en el cual la
celula se destruye o se suicida debido a multiples razones o estimulos (19). Este
mecanismo ha sobrevivido a la evolucién y se ha mantenido desde los basicos

nematodos hasta el hombre actual (40).

La necrosis y la apoptosis son dos procesos de muerte celular con distintos efectos
pero que poseen similares receptores, sefiales de transduccién y mecanismos de cito-
toxicidad (41). La muerte de las células luego de un proceso apoptotico no produce
una respuesta inflamatoria y sus desechos son rapidamente dispuestos por acciones

como la fagocitosis.

En la necrosis existe una rapida pérdida de la membrana celular (42), fallas en la
regulacion interna como en los lipidos que conforman la membrana y liberacion de
sustancias de la célula colapsada que pueden ocasionar dafios a los tejidos y células

circundantes.

Segn Obrien,et al (19) algunos tipos de virus poseen cierto tipo de proteinas que les
permite suprimir o bloquear la apoptosis para de esta manera poder replicarse sin
ningn problema en el interior de la célula, ejemplos de ellos tenemos a los Herpes

virus, al virus de la Hepatitis y al Papillomavirus (43).



La apoptosis se presenta a nivel celular con cambios en la membrana, la formacion de
blebbing o burbujas con material genético del nicleo, condensacion de la cromatina y
la fragmentacién total de la célula para su posterior eliminacion a través de

fagocitosis (19).

Multiples son los tipos de estimulos que provocan la apoptosis: reacciones quimicas,
cambios en el medio ambiente, infecciones virales o bacterianas, son algunos de los

estimulos capaces de inducir al suicidio celufar.

Algunos autores sugieren que la muerte de la mayoria de los camarones moribundos
infectados con enfermedades virales como WSSV o YHV se debe a la apoptosis
presente en los tejidos (44, 9). Esto podria significar que durante el proceso de muerte
celular tanto el tejido infectado como el tejido sano serian afectados por la apoptosis,

provocando un desbalance en el funcionamiento interno del animal.

Esta capacidad que poseen los organismos de evitar la propagacion de patégenos de
una manera drastica y eficaz y algunas veces mortal tanto para el patégeno como para
el huésped, puede ser considerada como una manera de salvaguardar la integridad del
organismo. Este proceso se ha observado en bacterias infectadas por un bacteriofago
evitando de esta manera una infeccién masiva en toda la colonia, segiin Vaux et
al(40), se considera en este caso a la colonia de bacterias como un solo organismo.

“El sacrificio de pocos es necesario para el bienestar de muchos .
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Como parte del sisiema de control de la apoptosis, Potchanapond G, et al,(45),
determinaron la presencia de una proteina conocida como Fortilin o TCTPE
(translationally controfled tumor protein) en el P. monodon. Esta proteina tambien
esta presente en los vertebrados y vegetales, que los protege de la muerte celular
durante eventos de estrés. Estos autores reportaron grandes cantidades de Fortilin en
la hemolinfa durante los primeras etapas de la infeccién con WSSV, pero la expresion

de esta decayo rapidamente en los animales moribundos.

1.7 Mecanismos de liberacion de compuestos celuiares.
1.7.1 Sistema Fenoloxidasa

Este sistema de defensa comtin en los arirdpodos estd basado en las reacciones
quimicas de la cascada profenoloxidasa (proPQ) (11). Supamattaya et al., (38),
establecid que este sistema actiia basado en el reconocimiento de lipopolisacaridos

presentes en la membrana de las bacterias y los betaglucanos presentes en los hongos.

Los hemocitos que poseen granulos liberan el sistema proPo durante la invasion de
patogenos (38). La cascada de proPO es responsable de la produccién de sustancias
microbicidas como (26) las quinonas que dan origen a la melanina, esta junto a sus

intermediaros han demostrado ser fungistaticos (46).
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Bachére, (22) menciona que la activaciéon de la coagulacion de la hemolinfa se
encuentra ligada al sistema de proPo, esto también es mencionado por Nagai y
Kawataba, (47) Al establecer que durante el proceso de coagulacién en el cangrejo
herradura, la enzima de coagulacion transforma a la hemocianina transportadora de el

oxigeno en fenoloxidasa.

1.8. Miecanismos Humorales de Defensa.-

1.8.1 Coagulacién o aglutinacién.-

Esto proceso esta a cargo de las proteinas conocidas como las lectinas, son muy
importantes en el sistema inmune de los animales ya sean vertebrados como

invertebrados.

En los crustaceos las lectinas o aglutininas (38) son capaces de crear redes o mallas
entre las proteinas presentes en las paredes celulares de los cuerpos extrafios como el

caso de las bacterias, de esta forma se crea un efecto de aglutinacion.

Miltiples son los estimulos que influyen en la coagulacion, entre los cuales estan los
lipopolisacaridos presentes en las paredes celulares de las bacterias. Debido a su

capacidad de poder detectar o reconocer un cuerpo extrafio, son consideradas como

activadores del sistema inmune (48).



Supamattaya,(12), establece que la lectina presente en el P. monodon, es una proteina
con la capacidad de hacer las veces de barrera o pared contra un gran nimero de
patdgenos, causando lo que se conoce como aglutinacidn, esta actividad también fue
determinada por Rodriguez, T (28) en el P. schimifti, donde la aglutinacion se ve
afectada por factores como el pH y variaciones en la temperatura.

Como menéionamos la coagulacion es un proceso basico en la defensa ante particulas
consideradas foraneas para el organismo como también en el control de la pérdida del
fluido vital. Esto se debe a que los crustaceos poseen un sistema de circulacion
abierta y ante una herida minima podria ocurrir una perdida masiva de hemolinfa si

esta no tendria la capacidad de coagularse con rapidez.

1.8.2 Péptidos Aniimicrobianos.-

Los PAMs (Péptidos/Polipéptidos anti-microbianos) son la respuesta ante la
transcripcidén de un gran nimero de genes que se activan ante un evento producido
por alglin patoégeno. Son liberados en la hemolinfa y poseen una accion devastadora
en las particulas dafiinas (22).Este proceso de cascadas quimicas no es exclusivo de
los camarones, los PAMs son una excelente linea de defensa del sistema inmune del

reino animal y vegetal (38).

Supamattaya, menciona que estas proteinas incrementan el K* dentro de las bacterias,
de esta forma se ve alterado el metabolismo de la misma, dirigiéndola a una muerte

segura, otras péptidos tienen la capacidad de atacar la capacidad de replicacion de las



bacterias. Destoumieux el al.,(27) Supamattaya et al.,(38) y Bachére (22) mencionan
la presencia de tres tipos de péptidos presentes en el P. vannamei que poseen la
capacidad de inhibir tanto bacterias como hongos, estas fueron llamadas Penaeidines

27,

1.9. Virus de la Muncha Bianca
1.9.1 Enfermedades Virales,

Cuando cultivamos una especie ya sea vertebrado o no, tratamos de replicar las
condiciones que encontraria en su medio ambiente para desarrollarse, refiriéndonos a
su alimento y entorno, pero al referirnos a cultivo o cria, estamos hablando de
grandes densidades de produccion y de siembra para satisfacer las necesidades
humanas basicas como es la alimentacion y en segundo plano la proteccién ambiental
de los mares y su poblacién natural,

Al trabajar con grandes densidades, sometemos a los organismos a estrés ambiental,
disturbios alimenticios y contaminacién. Todas estas acciones en conjunto afectan la
salud y favorecen la aparicion de alguna enfermedad (2).

Los cultivos de especies no vertebradas tienden a ser mas susceptibles con respecto a
las enfermedades virales, bacterianas o micoticos. Segun Flegel, (18) esto se debe a
que los invertebrados poseen un interaccion distinta con el patdgeno, en este caso nos
referimos a los virus, ya que los crustaceos pueden ser considerados portadores de por

vida sin mostrar ningin signo de enfermedad infecciosa.



Entre las enfermedades virales mas graves que han afectado a los camarones tenemos
al THHNV, descubierto en el camaron azul Pennaeus stylirostris y P. vannamei. El
virus del Sindrome de Taura o TSV que fue descubierto en Ecuador y el WSSV

conocido en latino América como el virus de la Mancha Blanca.

1.9.2 WSSV o White Spot Syndrome Virus o WSSV

Este virus de ADN de cadena doble con peso molecular de 150 kb perteneciente a la
familia Nimaviridea (3) ha causado grandes estragos en la industria acuicola a nivel
mundial. Posee el mas amplio rango de infeccion en crustaceos y otros artrépodos ya
que se lo ha detectado en larvas de insectos, langostas, cangrejos, y gran variedad de
camarones (48, 3). La torma en que se transmite es de manera horizontal, a través del
alimento, canibalismo y agua (49) segin Mohan, (50), el virus puede traspasarse de

los progenitores a las crias.

Durante la replicacidn del virus los viriones genera nucleos hipertrofiados sin cuerpos
de oclusion (51) esta enfermedad produce dafios en el material genético presente en el

nicleo celular, inclusiones intra celulares basofilicas y necrosis en ciertos tejidos .

1.9.3 Impacto causado por WSD en el Ecaador.-

En 1999 es declarada formalmente la presencia del principal patdgeno conocido hasta

ahora en nuestro pais, el mismo que provoctd una de las caidas mas conocidas del



mercado de produccidn, compra y venta de camaron, con perdidas aproximadas e de
mil millones de dolares (52). En ese momento nuestro pais recién se recuperaba de las
pérdidas ocasionadas por el Sindrome de Taura y los fendmenos climaticos como es

El Nifio.

Cabe recalcar que las regulaciones fito sanitarias en aquella €época y las buenas
practicas de manejo de cultivos acuicola eran una utopia que solo se podia apreciar en
textos de la FAO o de otros paises. Tal vez si la regulaciones de importacién como
también la manera de llevar los cultivos en dichos dias hubiera sido un poco mas
responsable y ligada a los protocolos basicos de cultivos de especies organicas, la

situacion hubiera sido distinta.

En la actualidad, protocolos, trazabilidad y multiples reglamentaciones rigen la
produccion del mercado del camardn. En el ambito legal, cientifico y econémico,
nuestro pais ha sido obligado a cumplir normas internacionales para la venta y
exportacion del producto a otros paises, inclusive hemos podido incluir productos
acuicola en el exigente mercado Suizo. (53). La competencia a nivel mundial radica

en la calidad del producto y 1a forma en que se presenta al consumidor.
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CAPITULOTL. MATERIALES Y METODOS

2.1.Material Biolégico

La especie con la que se realizd el bio-ensayo, es el camardn blanco P. vannamei
descrito por Boone en 1931. Su habiiat natural va desde Sonora, México hasta
Tumbes, Perti, también se 1o puede localizar en el Golfo de Panama. En la Tabla 1 se

presenta la clasificacidén Taxonomica de P. vannamei.

Tabia # 1. Clasificacion taxondmica del camaréon P vannamei
REINO Annimalia

PHYLUM Artropoda

SUB-FHYLUM | Crustacea

CILASE Malacostraca
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ORDEN Decapoda

SUB-CGRDEN Dendrobranchiata

FAMILIA Penacidae
GENEROG Penaeus
ESPECIE | Penaeus vannamei

Fuente: Internet - Elaborado por Daniel Pedrazzoli

2.2. Verificacion de la virulencia del maierial infeccioso con WSSV

2.2.1 Diseiio del Experimento .-

Este experimento se realizd a fin de determinar la efectividad de la virulencia de la

papilla de WSSV.

2.2.2 Materiales .-

. Set experimental.

o 10 acuarios con capacidad individual de 50 litros.
. 10 carameleras con capacidad de 2 litros cada una.

. Indeulo de WSSV (1ml/l)
. 5 anmimales por acuario, 50 animales en total

. 1 animal por caramelera, 10 animales en total
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2.2.3 Procedimiento .~

Se siguieron dos disefios de manera simultanea; infeccion individual realizada en
carameleras, infeccidon colectiva realizada en acuarios. 5 carameleras como también 5
acuarios fueron sometidos a infeccion por bafio a dos diluciones: Stock concentrado y

dilucién 1/10.

O A los acuario con capacidad de 20 litros de agua, se adicioné 20 ml de
indculo.
. A las carameleras con un volumen 1 Titro se les colocd 1T mi de indculo.

El experimento concluye una vez finalizada la mortalidad (luego de dos dias sin

ningun muerto contando desde el Gltimo moribundo recolectado).

2.3.Infeeciéon experimental con WSSV

La infeccidn fue individual en carameleras utilizando el Stock concentrado. Un total
de 128 camarones P. varmamei fueron usados en este experimento, todos ellos fueron
colocados en el set experimental a una temperatura de 30 O C. Los animales fueron
distribuidos en 6 bandejas Marias con 14 carameleras cada una y un flujo continuo
de agua dulce a 30 ° C.

La temperatura fie regulada previamente para que alcance los 30 © C, cada 2 horas se

realizé un control térmico a fin de evitar un estrés por variaciones térmicas.



Previamente se realizd la limpieza y desinfeccion a todo el set incluyendo lineas de

aire con alcohol, antes de transportar a los organismos para su aclimatacion.

2.3.1 Listrategia de infeccién

f.- Se estimd una mortalidad de aproximadamente 40 % del total de animales a
infectar. De los 84 animales se calculd tener un maximo de 30 moribundos, y al

menos 30 sobrevivientes.

2.- La muestra correspondiente al tiempo cero (T=0), antes de la infeccion, fue de 30
animales elegidos aleatoriamente entre las 5 bandejas destinadas a la infeccién. Se
considerd una bandeja Maria de control no infectada separada del grupo de infeccidn,
esta tuvo el mismo numero de animales (#14) que los otros tratamientos que fueron

infectados .

3.- El bioensayo de infeccion fue considerado como un experimento observacional
con intervalos de tiempo para realizar una revision del comportamiento de los
camarones como también para proceder a la recoleccion de los moribundos y su

posterior analisis, se detallan en la Tabla 2.

Tabla# 2. Tiempo de posi-infeccién e intervalos de revision.

' Tiempo 0 a 48 horas de post infeccion Revision cada 6 horas

48 horas a las 72 horas de post infeccién | Revisién cada 2 horas
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72 horas hasta finalizar el bio-ensayo Revisidon cada 4 horas

Fuente: elaborade por Daniel Pedrazzoli

Estos intervalos fueron calculados en base a infecciones previas que establecen que la
mayor mortalidad en infecciones individuales se da entre las 48 y 72 horas después de
la infeccidn. Luego de las 72 horas , si ya no se observa mortalidad el experimento es
dado por concluido.

4.- 84 camarones fueron infectados por bafio usando 1 ml de indculo de WSSV del
stock concentrado (se guardé una muestra para cuantificar el virus por analisis de
PCR en tiempo real).

5.- A las 6 horas se completo a 2 litros con agua de mar filtrada, tuego a las 12 horas

se realizd recambio total del agua a fin de evitar deterioro.

2.3.2 Muestreos

El muestreo fue disefiado para comparar al tiempo cero con los sobrevivientes, para
determinar los datos hematologicos de la hemolinfa, se analizé el NTH y sub-
poblaciones de hemocitos circulantes.

Los 30 animales del tiempo cero fueron elegidos y capturados aleatoriamente antes de
la infeccion, posterior a la infeccion, a las 96 horas fueron elegidos al azar 10
animales sobrevivientes (SPV 96h). A las 150 horas post infeccion se realizd el

muestreo final de sobrevivientes, recolectando 30 animales (SPV 150h).
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Con respecto a los analisis histopatologicos, se tomaron 10 animales del tismpo cero
como también 10 animales sobrevivientes, los analisis se focalizaron en
maodificaciones del Ol

Adicionalmente a las 96 horas post infeccion se sortearon 10 animales a los cuales
solo se realizaron analisis histopatologicos a fin de corroborar las modificaciones en

el Ol

2.4. Analisis Inmunitarios.
2.4, 1 Hemograma

La técnica empleada para este analisis fue descrito por Mufioz,(54), el procedimiento

se detalla en el Anexo 1.

2.4.2 Evaluacion de actividad de hemocitos hialinos mediante cuantificacion del

Anion Saper Oxido y ELISA indirecto contra a2 MG,

Basados en el método de Muiioz et al, (4). Se estimé la capacidad fagocitica de los
hemocitos hialinos a través de la generacion de Oy, El procedimiento se detalla en
Anexos El ensayo ELISA se realizé fijando 20.000 células por hoyo de cada muestra
(duplicado o triplicado segin la disponibilidad de la muestra), en placas MaxiSorp
(Nunc), con tampon CBC (Carbonato Bicarbonato tampén), se utilizé en dilucidn

1/10 anticuerpo especifico para hemocitos hialinos, el 41B12
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2.4.3 Evaluacion de los hemocitos Semi-granulosos y Granulose mediante

deteccion y estimacion de la Actividad Fenoloxidasa

La actividad fenoloxidasa recae en los hemocitos semi-granulosos y granulosos. La
téenica de deteccidon de PO estimulable basado en los protocolos estandarizados de
Echeverria, (55). La actividad enzimatica de PO Total se realizd siguiendo el
procedimiento de Hernandez., et al., (56) El procedimiento esta detallado en Anexos

L

2.4.4 PCR para deteccion de WSSV

Para los monbundos se realizd la extraccion de ADN a partir de la hemolinfa
empleando el méiodo de CTAB. Para los otros grupos como T=0, sobrevivientes y
blancos se utilizo el método de Isocyanato de Guanidina, usando como muestra las
branquias fijadas en alcohol al 95 %. La PCR anidada se hizo utilizando los

iniciadores de Kimura, et al{57) Procedimiento (Anexos).

2.4.5 Histo-patologia

A través de la histologia se diagnostico las condiciones del organismo, el grado de
infeccion de sus tejidos y también determinar las areas afectadas. La téenica aplicada
se baso en los protocolos de Bell y Ligthner, (58).

Se puso especial atencion al érgano linfoide, se buscd esferoides en el Organo

Linfoide como también esferoides ectopicos. En la tabla 3 mostramos la distribucién
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de placas y andlisis histoldgicos que se realizaron a los distintos grupos de animales
muestreados. El anilisis histolégico se completé con Hibridacion [ sitn e
histoquimica tanto para hemocitos hialinos como para WSSV y también se empleo Ia
técnica Terminal Deoxynucleotidyltransferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL,

Promega) para deteccidon de Apoptosis.

a) Inmuno - localizacion de hemocitos grandes hialinos y semi granulosos
mediante Inmuno histoguiniica

Esta técnica se basa en el reconocimiento de los hemocitos presentes en el tejido a
través de anticuerpos especificos La biisqueda se focalizd en los hemocitos grandes
hialinos mediante el anticuerpo 41B12. El protocolo aplicado fue el descrito por
Destoumieux et al, (15). Los semi-granulosos fueron inmuno localizados con el

anticuerpo 40E10 (30).

b) Localizaciéon de WSSV mediante Hibridacion In situ e histoquimica.

Para la Hibridacion fn sifir se utilizd el protocolo descrito por Valladares,(59). Para
histoquimica se utilizo el protocolo de Destonomieux, et al, (15), el anticuerpo
especifico, antiVP28 de WSSV, fue donado por el Centro de Biomedicina Marina y

Ciencias Ambientales de la Universidad de Carolina del Sur, EEUU.



¢) Deteccién de apoptosis - mediante TUNEL
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Esta técnica es usada para detectar la presencia de material genético fragmentado en

tejidos histologicos, y permite determinar la ubicacion

encuentran en muerte celular programada.

Procedimiento (Anexos 1).

de las células que se

Tabla # 3.  Distribucién de cortes histologicos
Mui estras histologia Hibridaeion-InSitu | Inmen ohistoquimica { Apoptosis
T=0 ¥ % * %
Pre-So breviv ientes * # # T
Sobrevivientes & * * *
Mor ibund os * *
TIPO DEP LACA norm al cargach cargaca cargada

Fuente: elaborado por Daniel Pedrazzoli

2.4.6. Tincion DAPT - 4',6-Diamidino-2-fenilindol di clorhidrate para deteccion

de Apoptssis.

Técnica de tincion basada en 1a coloracién de ADN a partir del colorante fluorescente

DAPI que permite

como también de células vivas

la tincion de material genético condensado, nicleos celulares

La técnica que aplicada a los hemocitos de animales moribundos para determinar si

estos se encontraban en Apoptosis, haciendo el uso de microscopio de Epi-

fluorescencia. Se considerd que la célula esta en apopiosis si el nicleo se encontrd

condensado o fragmentado. El procedimiento se describe en los Anexos.
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2.4.7 Analisis estadistico.

Los valores de NTH, O-2, actividad PO y ELISA fueron analizadas a través de un
analisis de varianza (ANOVA) de una via (Animales susceptibles del T=0 vy
sobrevivientes (T=150h.) con 30 replicas cada uno). La normalidad fue calculada
utilizando 1a prueba de Kolmogorov - Smirnov ademas del histograma de normalidad
(normal probability plot). Se determind la homogeneidad de varianza, mediante la
prueba de Levene usando el programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS 14.0). Los datos de ELISA y actividad PO fueron transformados para obtener
homogeneidad en varianzas, usando Log(x+1) (60).

Los datos son expresados como media [ desviacion estandar (Anexos 3).

Tas diferencias en la formula hemocitaria (%) entre animales susceptibles del T=0 y
los sobrevivientes SPV (T=150h) fueron analizados con el estadistico de Chi-
cuadrado v la prueba exacta de Fisher.

En la siguiente tabla se clasifico en categorias a los niveles de poblaciones
hemocitarias (alta y baja) de acuerdo a datos historicos. Fue usada la clasificacion de

(6) y modificada en esta Tesis.

Tabla # 4.  Categorizacién de sub-poblaciones hemocitarias

Niveles de Semigranulosos Granulosos Hialinos Atipicos
Hemocitos K Yo Yo %
niedio <34 -55 <14-25 <14 -30 <14 - 25
alto 55-=75 25 -2 41 30 -> 46 25-236

Elaborade por Daniel Pedrazzoii.(Adaptacion del cuadro de categorizacién de
rangos de frecuencias heimocitarias de (6)).
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CAPITULO IIl.  ANALISIS DE SITUACION ACTUAL

3.1. Ensaye de virulencia del material infeccioso.

Este ensayo se realizé con el objetivo de verificar la virulencia del indculo de WSSV,
Se realizaron cuatro tipo de infecciones, 2 en acuario y 2 en carameleras. La
temperatura se mantuvo alrededor de los 24 — 260C. Esta temperatura brindo las
condiciones optimas para que el virus pueda infectar de forma eficiente a los
animales.

La mortalidad se presento a los dos dias de post infeccion. Una vez pasado el tiempo
de mortalidad, dos dias desde la ltima muerte, se defuvo el ensayo obteniendo un
40% de mortalidad en acuario infectado con inéeulo diluido 1/10. Mientras que en el
acuario donde se colocd indculo concentrado la mortalidad fue del 60 %. En las
carameleras donde se utilizo el indculo diluido, se obtuvo una mortalidad del 40 %

mientras que las carameleras que fueron infectadas con indculo concentrado la

mortalidad fue del 80 %.
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3.2.Ensayo de infeccion con WSSV

El ensayo se realizd de manera individual a fin de evitar la re-infeccién, la
temperatura fue regulada a 3100 C. De esta forma se asegurd buenas condiciones para
los camarones, durante el proceso infeccioso viral con WSSV.

3.2.1 Eficacia de la infeccion

La.mortalidad se present6 alrededor de las 43 horas hasta las 72 horas después de la

infeccion. Se obtuvo un 11 % de mortalidad, 9 animales en total (Gréafico 1).

Grafico # 1. Curva de Snpervivencih de los animales de}l blance vs. Los
animales infectados

Curva de Supervivencia Blanco vs.
infectados
100 < _\W .
o .
o &m T T
%0 D SRR BTN :
80 :
75 -
‘70 o
1} 50 100 150 200
Horas

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli.

La eficiencia de la infeccién se determiné mediante PCR para WSSV e histologia. Se
;'ealizé PCR a todas las muestras de los diferentes grupos de estudio T=0O,
moribundos, SPV 96h y SPV 150h. En el grafico 2 se detallan las prevalencias para
WSSV de cada grupo. Antes de la infeccién no se detectaron animales con WSSV
mientras que los moribundos presentaron una prevalencia muy alta (88%). La

prevalencia para los sobrevivientes fue baja (7%) .
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Grafico # 2. Indice y Prevalencia para WSSV (PCR) en los grupos de
estudio, T=0 susceptibles muestreados en tiempo cero, M Moribundo,
SPV t=150h, SPV t= 96h. (Las barras representan el indice de WSSV y la
linea , el porcentaje de prevalencia)

indice y prevalencia de WSSV l

1 4.5 T - e, I {4
at + oo
; 35+ T BC a
@ 31 T g
- 2 Pl B e :
. 2251 g ; E=Tindice WSSV | !
L e 21 g |*prcr ||
% E 40 .2 -
5 1 g
i £ 15 3 3
! 11 o
: ]
0.5 1 4 10
0 ‘ - 0 i
T=0 M SPV 96h SPV 150h I
Grupo de estudio l

— R ———

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli

Los resultados de histopatologia confirmaron que la mortalidad fue causada por
WSD. La grafica 2 contiene los indices de lesiones atribuidas a la Mancha Blanca.
Antes de infectar a los animales no se presentaron lesiones. Como se puede observar
el indice mas alto corresponde a los animales moribundos (87.5%). En tanto los
sobrevivientes (7%) posee un indice mas bajo que los pre sobrevivientes (17%)

3.2.2 Animales Moribundos — (M)

En la tabla 5 se presentan los datos hematologicos de los animales moribundos. Se
aprecia una caida de la concentracion de NTH ademés de un alto porcentaje de
hemocitos atipicos (superior al 20%). El indice de infiltracién de hemocitos fue as

mismo el mas bajo de todos los grupos de animales del estudio.



52

Tabla#5.  Datos hematoldgicos correspondientes a los animales moribundos

NTH % G % 3G % H % A I Infiltracion
1.5E+06 + 1.12E+06 10.3x249 53.0+ 297 1257+ 192 2402231 0.01+0.04

NTH nimero total de hemocitos, G granulosos, SG semi-granulosos, H hialinos, A atipicos, 1
indice de infiltracion.

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli

a) Deteccion de Apoptosis en hemocitos atipicos

Para detectar apoptosis en los hemocitos de animales moribundos, se recurrié a 2
tecnicas, deteccion del estado del ADN mediante electroforesis y tincién DAPI La
electroforesis del ADN hemocitario mostrd altos niveles de degradacion de material
genético (datos no mostrados). La tincién DAPI marcd sefial positiva en todos las
muestras de hemocitos pertenecientes al grupo de moribundos. La figura 1 muestra

los hemocitos con fuerte efecto fluorescente producide por la condensacién de ADN

asi como también la fragmentacién del material nuclear.
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Figura 1 .- Tincién DAPI: Marcado de Hemocitos Atipicos en Proceso de
Apoptésis, las dreas mds brillantes corresponden a material genético
condensado. (Barra: 10 pm) — Anexos 3 -

Fuente: realizado bor Daniel Pedrazzoli

b) Histopatologia
La histopatologia realizada en este grupo de animales, ademas de altos niveles de

infeccién (Gréfico. 2), mostr6 severa desorganizacion del Ol. En la matriz estromal se
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observaron mucleos hipertrofiados con inclusiones virales asi como piknosis y
careorexis.
Figura 2.- Histologia e¢ Inmunohistoquimica para WSSV. Lesiones y

presencia de células infectadas en los camaromes moribundos, tejido
analizado OL (Barra 10 um) — Anexos 3

Fuente : elaborado por Daniel Pedrazzoli
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I.a Hibridacion /i situ y la Inmuno-histoquimica para deteccion de WSSV mostraron
una sefial muy fuerte en tejidos. En el Ol la infeccion se presentd en la mairiz
estromal de los tabulos que participaron en el proceso de filtracion los cuales se
encuentran localizados en la zona central del Ol (Fig 2).

Los pocos esferoides observados no presentaron signos de WSSV (ausencia de los

nicleos hipertrotiados).

3.2.3 Animales que sobrevivieron a la exposicién a WSSV (SPV)

Los analisis realizados en estos animales fueron contrastados con los susceptibles
muestreados en el Tiempo Cero (T=0).

a) Hemograma

EL numero total de hemocitos en los sobrevivientes fue significativamente superior
(p=0.00) comparado con los animales susceptibles (Tabla 6).

Tabla#6.  Distribucién porcentual de las sub.-poblaciones hemocitarias

{granulosos, semi-granulosos, hialinos y atipicos) Datos son expresados como
media [ desviacion estindar, NTH { eel x7/mi )

% de G % de 8.6, % de H. % de A. NTH
=0 9.1 10.0 483+ 121 39.4+ 1586 32+28 1.44 £ 0.741
sPV 8.74+ 403 52.71%15.29 33.75 £ 17.19 4,80+ 4.14 2413

T=0 = Tiempo cero,, SPV 150h = superviviente, G granuloso, S.G. semi-granuloso,
H hialinos, A atipico, NTH = niimero total de hemocitos

Fuente: Elaborade por Daniel Pedrazzoli
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En los dos grupos, el porcentaje de hemocitos atipicos fue inferior al 20 %. Los
porcentajes de hemocitos granulosos también se mantuvieron bajos. Las principales

sub-poblaciones constituyeron los hemocitos hialinos y los semi-granulosos.

En los muestreos de campo se observd modificaciones en las frecuencias de los
rangos de las sub poblacionales de hemocitos hialinos y semi-granulosos (6). Para
verificar esto se analizaron las frecuencias de rangos mediante 02 y prueba de Fisher
aplicados a tablas de contingencia

Tabla#7. Tabla de Contingencia mostrando la redistribucion en

frecuencias de los rangos de los hemocitos hialines en los SPV (02 = 12.48;
grados de libertad = 1, Fisher test [ 0.01), al 95 % de confianza

Niveles de Hemocitos T=0 SPV
Vedio 3 16
Alto 26 14

T=0 animales susceptibles en el tiempo cero, SPV supervivientes (T= 150h)

Faente: Llaborado por Daniel Pedrazzoli

Como se puede observar existio redistribucion en la sub poblaciones de hemocitos
hialinos. Los animales susceptibles del T=0 tuvieron rangos alios, luego de la

infeccion, se incrementd el nimero de individuos con rangos medios.
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Tabla#8. Tabla de Contingencia Hemocitos de Semi-Granulosos entre
individuos susceptibles del TO=0 vs. Individuos sobrevivientes SPV (x2 = 5.28; gl
1 p=0.0215 al 95 %).

Niveles de Hemocitos =) SPY
Medio 22 14
Alto 7 16

T=0 Animales susceptibles en el tiempo cero, SPV sobrevivientes (T=150h)

Fuente: Llaborado por Daniel Pedrazzoli

De igual manera que los hemocitos hialinos, los semi-granulosos sufrieron de una re-
distribucion. Luego del evento viral las poblaciones de individuos con hemocitos

altos y medios se equilibraron.

b) Indicadores de Hemocitos Hialinos (Produccion de Siper Oxido y 12 MG.) y
de Hemocitos Granulosos y Semi-granulosos (Actividad PO).

El analisis realizado para cuantificar la liberacion del radical oxigeno generado
durante el proceso de fagocitosis no presentd diferencias significativas entre el
tiempo cero y los supervivientes.

Como un indicador adicional de los hemocitos hialinos, se utiliz6 la concentracion del
antigeno (12 MG mediante ELISA indirecto. La concentracion del antigeno fue
mayor en el grupo de los supervivientes (p = 0,00).

En cuanto al indicador de células granulosas y semi-granulosas (Actividad PO Total)

los resultados indicaron mayor (p = 0.011) actividad PO total en los SPV, en tanto no
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se observaron diferencias significativas en actividad PO estimulable. Los datos

numéricos de los analisis se sumarizan en la tabla 9.

Tabla #9. Indicadores de hemocitos hialinos y semi-granulosos - SPV vs. TO
Super Oxido (tasa) MG (mB0) PO total (mDO) PO estimulado

(mDO)
T=0 1.040+0.127 274+ 903 181+ 96.52 114 £ 48
SPV 1.051+0.197 284 +7 28004 1734 106 + 69

T=0 animales susceptibles del tiempo cero, SPV sobrevivientes (T=150h), U2 MG,
alfa —dos macro globulina, PO fenoloxidasa,

Tuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli

¢} Estudio histopatoldgico

Tafiltracion de hemocitos en los tejidos

En el estudio histopatologico se incluyd entre los sobrevivientes a los animales
denominados pre sobrevivientes de 96 horas. Como se observa en la tabla 4, luego de
la exposicion al virus la infiltracidon de hemocitos se incrementa. El grupo que
presentd un mayor grado de infiltracion fueron son los Supervivientes muestreados a
los 150 horas seguidos de los sobrevivientes muestreados a las 96 horas (SPV 96h.).
Los hemocitos infiltrados fueron observados en branquias, tejido conectivo, Organo

Linfoide, misculo, apéndices, glandula antenal y hepatopancreas.
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Tabla # 10. JIafiliracién de hemocitos en los tejidos

- Grupo indice de infiltracion

T=0 0.04 £ 0.08
-SPV 36h 0.10 + 0.19
SPY 150h 0.14 + 010

T=0, tiempo cero, SPV sobrevivientes (T=150h), SPV sobrevivientes (T=96h)

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli

studio hiistopatolégico del OL y esferoides

Como se observa en la Fig. 2, el nivel de lesiones en los SPV 96h fue bajo y casi
inexistente en los SPV 150h. Considerando al Ol como principal tejido de limpieza de
la hemolinfa, se prestd6 mucha atencion a las modificaciones en este tejido. Los
animales susceptibles del tiempo cero presentaron los tibulos del Ol muy saludables,
con gran namero de células en ta matriz estromal y muchos hemocitos en el lumen y
en los sinus hemales entre los timulos. De 7 muestras que presentaron O en los
cortes, 6 mostraron esferoides, en su mayoria de tipo A (ausencia de vacuolas y

niicleos picndticos), localizados preferencialmente en la periferia del tejido (Fig 3).
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Figura 3 .- Histologia: Presencia de Esferoides en el OL de los Grupos T=0,
M, SPV 96h, SPV 150h. Marcado TUNEL para Apoptésis en los Esferoides
presentes en el OL de los sobrevivientes (Recuadro inferior central)
(Barra=10pm)- Anexos 3

Fuente: Elaborade por Daniel Pedrazzoli
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(tabla 10), Los esferoides correspondieron en su mayoria a los de tipo B temprano y
tardio (nicleos agrandados, picnosis y vacuolas, C (fuertemente basofilos, muy
vacuolizados y en aparente proceso de reabsorcion. (Fig 3) y también de tipo A. E1 Ol
de estos animales se encontré en buen estado, presentando un nivel alto de
infiltracion de hemocitos. Los esferoides ectdpicos morfologicamente se

categorizaron como de tipo B.

La tabla 11 detalla el nimero de animales en érgano linfoide como también el tipo de
esferoides encontrados en cada grupo de estudio, ademéas de la presencia de

esferoides ectopicos.

Tabla# 11, Distribucion de los esferoides

Do Muestras Esferoides Esferoides FEsferoides Esferoides Animales
con OL detipp A detipoB  detipoC  Ectépicos eon
esferoides
T=0 7 5 l | 0 6
SPV 96h 4 1 3 2 1 4
SPV 150h 3 1 ] 1 1 4

s

T=0: Animales susceptibles muestreados antes del desafio, tiempo 0. SPV 96h:
sobrevivientes muestreados 96 horas de post infeccion. SPV 150h: Animales
sobrevivientes muestreados 150 horas de post infeccion.

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli

Deteccion de WSSV,

Se recurrid a hibridacion 7 sitn y a inmunohistoquimica para localizar al virus

asociado o no a lesiones en los tejidos. Entre los 9 animales del tiempo cero, 4



mostraron sefial positiva para WSSV, El marcado fue muy ligero y difuso. Este
marcado se presenté en el area de la matriz estromal de los tibulos del O}, también se
detecté una sefial muy débil en la glandulas tegumentales. Al menos un animal
presentd un ligero marcado en los esferoides de tipo A.

En el grupo total de los sobrevivientes, de las I7 muestras analizadas, 7 fueron
positivos a WSSV, tanto en el Ol como también en las glandulas tegumentales y
algunos en el estomago. La sefial fue muy débil en pocos esferoides del O}, en tanto

que los esferoides ectopicos dieron una clara sefial positiva para WSSV,

Deteceién de Hemocitos Hialinos y Semi-granulosos a través de Histoquimica
con anticuerpo anti 02-MG(41B12) y MAB(40E10)-

Los tres grupos de animales entraron en este analisis. El anticuerpo 41B12 reconocio
a los hemocitos hialinos en tejido conectivo, estémago y apéndices bucales, también
marco branquias y tejido hematopoyético y ocasionalmente el corazén. Se observo
una sefial muy fuerte para toda la zona del eséfago y estomago, prolongandose hacia
el O (Fig.5) En cuanto a este 0ltimo tejido fueron reconocidos hemocitos en el lumen
y en los sinus hemales y un marcado muy leve en la matriz estromal. Muchos
animales, en particular los susceptibles del tiempo cero, presentaron sefial positiva en
el borde externo de los tibulos del Ol En cuanto a los esferoides, algunos mostraron
sefial positiva con este anticuerpo, pero muchos fueron negativos indistintamente del

tipo del esferoide. Los esferoides ectopicos presentaron sefial positiva para este

anticuerpo (Fig 4).
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Figura 4.- Histologia: Esferoides Ectépicos ubicados en las Glindulas
Tegumentales y TejidoConectivo. Inmunohistoquimica para Hemocitos
Hialinos con Marcado Positivo (Color azul) (Barra= 10pum)

g

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli



Figura 5.- Inmunohistoquimica Positiva para Hemocitos Hialinos. Tejidos
Analizados sobrevivientes y tiempo cero. (Barra =10 jum)

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli :
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El anticuerpo que reconoce a los hemocitos semi-granulosos proporciond una sefial
positiva en las capas internas de la matriz estromal de fos tubulos del Ol y pudo
reconocer esferoides de tipo A. Otros tejidos marcados fueron positivos:

Hematopoyético, podocitos de la glandula antenal y eventualmente el corazon.

Deteccion de Apoptosis a través de TUNEL — método Colorimétrico

Los tejidos analizados correspondieron a organismos sobrevivientes, el mayor
nimero de esferoides que dio sefial positiva para TUNEL (Fig 3), en particular los
que se encuentran ubicados en la periferia del Ol sin embargo algunos fueron
negativos, en especial los que se encontraban en el 4rea central del mismo. Los

esferoides ectopicos fueron positivos para TUNEL.
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CAPITULO IV. DISCUSION

Estrategia de Estudio

El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta inmune celular de los animales
sobrevivientes a ia exposicion del patdgeno WSSV. En ese sentido el primer
experimento se realizd para determinar la infecciosidad del in6culo de WSSV, no se
reguld la T°C a fin de favorecer la virulencia, la maxima temperatura registrada fue
de 26 OC. De acuerdo a lo esperado el desafié produjo una mortalidad muy alta .

En el segundo experimento, solo se abtuvo un 11 % de mortalidad usando el mismo
indculo. Antes del bio-ensayo los animales fueron mantenidos en tanques con sistema
“air lift * de aireacion a fin de evitar recambios de agua y la temperatura se mantuvo
estable de 30 [JC. Durante el desafio se llevo un control estricto de la temperatura, la

media obtenida fue de 31°C. A esta temperatura se espera menor estrés y baja
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prevalencia (61, 62). A fin de evitar la re-infeccion por cohabitacion, los organismos
se encontraban separados unos de otros. Con estas buenas condiciones se esperd

favorecer la respuesta inmune de los animales expuestos al patdgeno.

La comparacion entre los camarones SPV 150h y los susceptibles muestreados al
tiempo cero antes de la infeccion, sirvié para establecer los cambios que sufre el
animal luego de ser expuesto a un evento infeccioso con WSS en las mejores
condiciones posibles de manejo. Nuestro estudio se centré en los hemocitos,
principales efectores de la respuesta inmune. Se evaluo el nimero total de hemocitos
circulantes asi como adicionalmente con las muestras de hemolinfa se analizo

generacién Oy, antigeno oz MG (41B12) mediante ELISA y actividad PO.

Siendo el Ol el principal tejido de limpieza de fa hemolinfa, se dedicd mucho interés
a las modificaciones sufridas por este 6rgano, estado de los tibulos, infiltracion de
hemocitos y formacion de esferoides. Se recurrid a técnicas como la histoquimica y la
hibridacidén Inn sity para inmuno localizar al WSSV y a los hemocitos hialinos,
siguiendo la hipotesis de que siendo los hemocitos hialinos las células fagocitadoras
(14), infiltran y atrapan al virus en el Ol Finalmente se considerd que el destino final
de las particulas virales es su eliminacion a traves de la apoptosis en los esferoides.

Por lo tanto se empled la técnica TUNEL a fin de detectar este proceso en los

esferoides.
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El grafico 3 relaciona los analisis realizados con los objetivos de estudio, asi como la
importancia de cada técnica para llegar al resultado buscado; los que permiticron

aceptar, negar o modificar la hipétesis planteada.

Grifico # 3. Estrategia empleada de estudio seguido en este trabajo, Hemocitos
hialines, semi-granulosos, granulosos, PO reacciéon Fenoloxidasa.

Posicionando los an dlisis dentro de los objetivos

IMoribundos |~ hemograma » H. Atipicos

DAPI  Apoptosis
Electroforesis

| Sobrevivientes hemograma H . hialinos &%
) SGC.
Inmuno histoqu imica-
Anticuerpo 41B12 v
esferoides fagocitan
— e
s ;
@ Melanizan
e @ Actv. PO.
0
v
WSSV - “
InSitu Superéxido

Tunel - Hialinos
con WSSV se
suicidan

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli

Resultados obtenidos en los animales que no sobrevivieron a la exposicion al
WSSV.

Los camarones moribundos fueron analizados como un grupo separado, esta
poblacién de animales present6 serias lesiones de mancha blanca, com era de esperar

el NTH fue bajo, ademas se observé un incremento sustancial en el porcentaje de
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hemocitos atipicos por encima del 20% rango establecido como critico por
Montesdeoca(G). Las imagenes obtenidas con tincidn DAPI sugieren que estos
hemocitos estaban en proceso de muerte celular considerando, la condensacion y la
fragmentacion nuclear como signos de apoptosis De Toro,{42) Wongpraser et al.(63),
realizaron observaciones similares en hemocitos de camarén P monodon infectado
con virus de mancha blanca. La incapacidad del tejido hematopoyético infectado de

producir mas hemocitos se reflejé también en la baja tasa de infiltracion.

El Ol marcado con el anticuerpo especifico para WSSV, mostréd tibulos filtrando
virus, pero al parecer el proceso colapsd y en vez de dar paso a la destruccion del
material viral en los esferoides, las células de la matriz estromal se infectaron,
convirtiendo al Ol en un sitio de replicacidn viral. La destruccién de hemocitos
agrava el fracaso de! Ol como tejido de tamizaje. Shao et al,(64) y Anggraemi,
Owens, (65) indican el origen hemocitaric tanto de las células de la matriz estromal
como de los esferoides del Ol. De hecho en la matriz estromal de los moribundos se
observé la masiva acumulacién de niicleos picndticos muy similares a los observados
en circulacion (hemocitos atipicos).

La desorganizacion completa del tejido podria ser la causa y consecuencia de la fuerte
carga viral en los animales moribundos. Cépsulas y nddulos alrededor de micleos
piknéticos fueron observados en el Ol de estos animales, indicando que estos restos
celulares (posiblemente hemocitos atipicos apoptdticos) son capaces de desencadenar

esta respuesta de eliminacion celular.
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Respuesta celular de los animales sobrevivientes a la exposicion con WSSV,

Como se menciond previamente, las condiciones que se brindaron a los animales
fueron favorables para una buena respuesta del sistema inmune. En su conjunto los
resultados histopatologicos de sobrevivientes T=96h y sobrevivientes T=150h, indice
de mancha blanca e inmuno marcado indican una exposicion exitosa al virus (los
animales dieron sefial positiva para WSSV  por hibridacion [n  situ e
inmunohistoquimica) asi como remision de la enfermedad. Los sobrevivientes de
150h estuvieron menos afectados que los llamados sobrevivientes de 96h. Tanto en

indice histologico de WSD y en prevalencia para WSSV,

Los sobrevivientes incrementaron tanto el niimero de hemocitos circulantes como
infiltrantes, los datos de hemograma sugieren que los animales optaron por mantener
poblaciones medianas a altas de hemocitos hialinos como semi-granulosos. Los altos
niveles de hialinos antes del proceso viral podrian sugieriv que las frecuencias de
rangos hemocitarios de este evento experimental en particualar han sufrido
modificaciones comparadas con los datos de la época previa a la mancha blanca en

Ecuador, cuando la media de hemocitos hialinos era alrededor del 15 a 20 % (66).

Las tablas de contingencia mostraron que antes del desafio los rangos de hemocitos

hialinos altos fueron més comunes y pocos individuos presentaron poblaciones
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medianas. Sin embargo, luego del evento, ocurre una re-distribucion de estas
poblaciones. La cantidad de camarones que poseen poblaciones altas de hialinos
como medianas fueron casi iguales. Con los semi-granulosos ocurrié a la inversa
incrementandose el nimero de animales con rangos altos, de igual manera esta sub-
poblacion llegé a un punto de equilibrio entre las poblaciones medianas y altas.

Las observaciones de hemocitos a través del microscopio de contrastes de fases,
puede prestarse a errores de identificacion entre los hemocitos inmaduros y los
verdaderos hialinos. Rodriguez (30) encontrd que muchos hemocitos hialinos eran
realmente semi-granulosos inmaduros mediante inmuno-fluorescencia. Esto sugiere
que tal vez en los sobrevivientes se observo una rapida diferenciacion de hemocitos

semi-granulosos.

Los porcentajes de hemocitos granulosos no presentaron grandes modificaciones, en

tanto el porcentaje de los hemocitos atipicos (no viables) se mantuvo bajo en los SPV.

Las modificaciones en las sub-poblaciones de hemocitos deberian reflejarse en los
procesos realizados por estos. Los resultados de ELISA mostraron un incremento
significativo del antigeno de los hemocitos hialinos. Sin embargo el porcentaje de
hemocitos hialinos no se incrementod, no se puede descartar una posible confusion
entre hemocitos hialinos grandes y semi-granulosos en el hemograma. Tampoco se
observd un incremento significativo en la generacién de 02", Esto podria explicarse

con la alta tasa de infiltracion presente en los tejidos.



72

Posiblemente los hemocitos més activos infiltran y los que se mantienen en
circulacion en su mayorfa corresponderian a hemocitos "perezosos’ o inmaduros.
Los resultados de la actividad PO parecen corroborar lo segundo. En los
sobrevivientes se observd un incremento significativo en la actividad PO total, pero
no de aclividad PO estimulada. Ante un fuerte desafié microbiano la actividad
proliferadora del tejido hemapotoyético mantendria en circulacién una alta

concentracién de hemocitos inmaduros como ya fue observado por Mufioz et al. ,(67).

La literatura sugiere que durante el proceso de infeccion con WSSV los hemocitos
semi-granulosos y granulosos son més susceptibles a ser infectados (68). Los
camarones sobrevivientes a la exposicion al WSSV mantienen el porcentaje de
hemocitos granulosos pero el ndmero total s incrementa, y la cantidad de enzima
proPO también. Los hemocitos semi-granulosos son importantes depositos de sistema
proPO y factores microbicidas como las peneidinas (67). Los cuales son importantes
para combatir infecciones micoticas y bacterianas. Estos resultados indican que las
defensas contra otros agentes infecciosos durante eventos virales no solo se

mantienen si no que incluso se incrementan.

Los resultados de TUNEL mostraron que numerosas células de los esferoides se
encontraban en apoptosis. Pero otras caracteristicas de apoptosis no fueron
observadas, material nuclear condensado “blebbing” y la presencia de otras células

fagocitando los restos celulares (69, 70). Los esferoides de tipo B mostraron niicleos
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agrandados con la cromatina marginada hacia la membrana nuclear, esta no se
encontraba condensada. Muchas estructuras celulares que en Hematoxilina y Eosina
(H y E) aparentaron ser nucleos picnéticos, no se tifieron con TUNEL, sugiriendo que
posiblemente no constifuyen material muclear fragmentado. Ademas en los esferoides
tipo C se observé grandes areas vacuolizadas en proceso de reabsorcién (Fig. 6). Esto
po_dria sugerir que tal vez en el camarén no solo ocurre la apoptosis si no tambien
otro tipo de muerte celular programada, ya sea autofagia o Paraptosis (71), tipo de
muerte celular programada (posiblemente més antigua que la apoptosis). Segin
Wang, et al (72), esta se caracteriza por vacuolizacién excesiva y ausencia de
piknosis. Esta hipdtesis debe ser estudiada con mucho mas detalle, ya que implicaria

que en el camarén existen otros tipos de muerte celular diferentes a la apoptosis.

Las células de los micleos hipertrofiados de los esferoides no presentaron signos de
estar infectadas con WSSV, ni en H y E, ni presentaron cuerpos de inclusién con
sefial positiva, cuando hubo sefial esta se limito al citoplasma. Esto se observé incluso

en los pocos esferoides presentes en los moribundos.
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Figura 6 .- Histologia: Presencia de grandes dreas vacuolizadas, posiblemente
un nuevo tipo de muerte celular (Barra = 10 pm)

Fuente: Elaborado por Daniel Pedrazzoli
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La presencia de esferoides de tipo A en el Ol de los camarones de T=0 implica la
existencia previa de particulas extrafias. Ademds a través de inmuno-histoquimica, se
observaron sefiales de WSSV en las glandulas tegumentales y la matriz estromal del
O, nunca se observé sefial positiva en los ndcleos hipertrofiados. Esto indica que
antes del desafid con WSSV, los animales se encontraban con infeccién latente y los

signos sugieren un efectivo control por parte del sistema inmune de los hospederos.

Réalizamos inmuno-histoquimica con anticuerpo oy MG y anti WSSV por dos
razones, la primera establecer si los hemocitos hialinos intervenian en la formacion
de esferoides y la segunda determinar si estos esferoides contenfan WSSV. De forma
consistente la sefial para a ap; MG detectada en el Ol sugiere el importante rol de los
hemocitos hialinos en el filtrado de particulas virales ¢ indica su participacién en la
fagocitosis y formacién de esferoides. Se detectd sefial en el lumen, borde externo de
los tibulos {como céluias marcadas o material finamente granular) y células presentes
en los sinus hemales. Como ha sido descrito en P. monodon (33) y (63) para Penaeus

chinensis. Ademas de una sefial muy leve y difusa presente en la matriz estromal.

Los hemocitos migrarian desde el lumen hacia los sinus hemales. Se establecen en los
bordes externos no sin antes degranular en la zona de material fibroso o matriz
estromal, que rodea los tibulos y que retiene material viral durante la filtracion. Es
muy posible que entre las moléculas liberadas se encuentren factores que facilitan ia

retencidn y aglutinacion de cualquier tipo de material extrafio y la posterior ingestién
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por parte de fagocitos ubicados en los sinus hemales, los cuales darian origen a los
esferoides. Algunos esferoides presentes en el Ol, fueron positivos para el anticuerpo
especifico de células hialinas, pero la mayoria de los esferoides centrales del Ol no lo
fueron, indicando que no todos los esferoides son producidos por hemocitos hialinos
y que también intervienen otros hemocitos. El marcado con el anticuerpo 40E10 de
los esferoides de tipo A de los susceptibles del tiempo cero, indica que los hemocitos
semi-granulosos también intervienen en la formacion de esferoides. Tampoco puede
descartarse que algunos esferoides dejan de ser reconocidos por los anticuerpos

debido a degranulacién de los hemocitos.

En cuanto a la dindmica del funcionamiento del Ol, los animales sobrevivientes, la
fuerte actividad proliferadora del tejido hematopoyético asegurarfa la regeneracion de
los tubulos del Ol, manteniendo esta capacidad filtradora y baja carga viral en el
hemocele. La sefial de WSSV indica que la filtracién comenzaria en los tubulos
centrales. Los esferoides de tipo B y C se concentran en los bordes del O, en tanto la
mayor cantidad de esferoides centrales fueron de tipo A. Estas observaciones
sugieren que el crecimiento de los tiibulos del Ol serfa del centro hacia fuera con

migracidn de los esferoides hacia los bordes.

Las células de sostén que forman la estructura basica del Ol, células endoteliales y de
la matriz estromal, son las que definen si el Ol mantiene su desempefio durante la

infeccidn. Si estas son infectadas no pueden ser reemplazadas con rapidez, o
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participar en la formacion de esferoides, lo que provocaria la desorganizacion del Ol

y posteriormente la destruccion del mismo.

Los esferoides ectopicos de los apéndices estuvieron menos degenerados y siempre
dieron sefial positiva para WSSV, o, MG y TUNEL. Esto sugiere dos posibies
destinos finales para los esferoides, reabsorcion si se ubican en un tejido interno
como el Ol o eliminacion como el caso de los ectdpicos durante la muda. si se ubican

en apéndices, como ha sido reportado por Hose, et al, (73)
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CONCLUSIONES

1. El grupo de animales susceptibles del tiempo cero, present un bajo nivel de
infeccion con WSSV detectado a través de la inmunohistoquimica. Se
observé altos niveles de NTH, elevados porcentajes de hemocitos hialinos
y semi-granulosos, histoldgicamente el Ol se encontré en excelente estado

y funcional, se pudo apreciar la presencia de esferoides de tipo A.

2. Los sobrevivientes mostraron elevados niveles de NTH en comparacién con
los del tiempo cero y los moribundos. La tasa de infiltracién es muy alta
mientras que en los moribundos es mas baja que en los susceptibles del
tiempo cero. Su Ol se encontraba funcional, el inmuno marcado sugiere -

que posee un origen hemocitario conformado en su mayoria por hemocitos
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hialinos y semi-granulosos, de igual manera los esferoides ectopicos. Al
parecer los esferoides del Ol presentaban un proceso de degeneracion tan
avanzado de muerte celular que el anticuerpo anti WSSV no pudo

reconocerios,

3. La formacién de las células atipicas encontradas en los hemogramas de los
moribundos podria estar relacionada con el colapso del sistema inmune

debido a procesos degenerativos del tejido hematopoyético.

4. Los hemocitos amorfos o atipicos encontrados en los camarones moribundos
se encontraban en proceso de muerte celular, ademds ciertos hemocitos
lucian como simples pupas o capullos vacios, su material celular se habia

degradado por completo dejando solo el exterior.

5. El Organo Linfoide de algunos moribundos presenta un cuadro de

desorganizacion total con acumulacion de micleos piknéticos.
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6. Los esferoides ectépicos siempre dieron sefial positiva para a oz MG, WSSV

y Apoptosis.
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RECOMENDACIONES

1. Desarrollar un estudio que permita confirmar si existen mas de un tipo de

muerte celular en el camaron, como podria ser la Paraptosis.

2. Establecer, a través de muestreos intensivos y analisis de datos historicos, si
las poblaciones de camarones ecuatorianos presentan variaciones significativas en su
NTH y la redistribucién de sub-poblaciones hemocitarias luego de 10 afios de presion

de seleccidn ocacionada por el virus de la Mancha Blanca.

3. Enfocar el estudio en relacion entre el periodo de infeccidén viral y la aparicion
de los esferoides. Esto aplicado a las etapas de evolucion que presentan los esferoides

enconirados en el Ol.



3. Enfocar el estudio en relacion entre el periodo de infeccion viral y la aparicion
de los esferoides. Eslo aplicado a las etapas de evoluciéon que presentan los esferoides

encontrados en el Ol.

4. Investigar Ja forma de crecimiento que posee el Ol en el P. vannamei, y su

relacién con la concentracidn de hemocitos circulantes y los tipos hemocitarios.
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ANALISIS

Hemograma

1.- Se prepara Citrato de Sodio al 2 % esterilizado y se llenan inyecciones
hipodérmicas con100 a 120 ul de la solucién, se las mantiene en refrigeracion hasta
Su uso.

2.- Se toma la muestra de hemolinfa de los senos hemales presentes en la cara inferior
del cefalotérax del animal, con relacion 1:1 de hemolinfa y solucién de Citrato de
Sodio.

3.- Se procede a completar con solucidn de Citrato de Sodio al 2 % si es que se tomo
mas hemolinfa.

4.- Finalmente se adiciona 10 ul de Formol para preservar la muestra que
posteriormente serd analizada en el microscopio electrdénico donde se hara el conteo
total de hemocitos.

5.- La muestra es mezclada con ayuda de la micro pipeta para remover todos los
hemocitos que se encuentren adheridos a las paredes del micro-tubo.

6.- Se toman 10 ul y son depositados en la cdmara de Neubauer, se deja reposar la
muestra por 2 minutos y se la tleva al microscopio

7.- Se realiza el conteo con el lente de objetivo de 20 X.

8.- Los datos obtenidos se los analizara posieriormente.
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Anién Siper Oxido

1. Se toma 50 ul de muestra de hemolinfa ignalada con Citrato de Sodio al 2 %.
2. Esta muestra es colocada en las Micro-placas junto con 50 ul de Hanks 3X
para que los hemocitos se fijen en el fondo del pozo, después de 30 minutos se retira
el sobrenadante con ayuda de una micro pipeta y se adiciona 50 ul de Hanks 2X en
cada hoyo.

3. En los hoyos que son usados de Actividad Base se adiciona Hanks 3 X,
mientras que en los hoyos que son de respuesta Estimulada se coloca 50 ul de PMA
preparado en Hanks 3X.

4. Se adiciona en todos los pozos 50 ul de NBT y se deja reposar por 2 horas a
temperatura ambiente en cAmara oscura o cubierto por papel aluminio.

5. Se descarta el residuo de solucién de NBT y se coloca 150 ul de alcohol al
100 % durante tres minutos. Luego se realizan dos lavados con alcohol al 70 %
durante 2 minutos, se repite esta accién dos veces.

6. Al finalizar se coloca 120 ul de KOH vy 140 ul de DMSO este es llevado al

especto fotdmetro y leido a 620 nm.
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Actividad Fenol-Oxidasa

° Antes de realizar este procedimiento es indispensable determinar el numero de
hemocitos presentes a través de los hemogramas.

I.a muestra debe ser previamente centrifugada en fri6 por 10 minutos a 3000 rpm,
retirando el sobrenadante y adicionando solucion tampén de Cacodilato de Sodio a 10

mM. Y se procede nuevamente a centrifugar en fri6 por 3 minutos a 12 000 rpm.

1. Se coloca en la microplaca 50 ul de muestra de hemolinfa con Cac y un
duplicado ya que una muestra servird para realizar proPO y la otra proPO total.

2. Al primer grupo se le adiciona 50 ul de solucién activadora compuesta por 2
mg de laminarina, 20 ul de Ca 20 mM. Y 100 ul de Cac. Se lo incuba por 1 hora,

3. Mientras a los duplicados se le adiciona la misma solucién pero en vez de
Laminarina se le coloca Tripsina, esto provocara que se active toda la enzima PPA.

4, Se deja reposar las muestras en camara oscura

5. Una vez concluido el periodo de incubacién, colocamos a todas las muestras
50 ul de L-Dopa vy dejamos que actue por 10 minutos, esta sustancia permite
cuaniificar la formacién de dopa-cromo, la reaccién se presenia de una coloracion

naranja fuerte.

6. e lee inmediatamente en el espectro-fotémetro a una longitud de onda de 490

nim.
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0 nota, la reaceién es continua, los colores se vuelven mas fuertes hasta llegar a
negro ya que se trata de activar a toda la enzima presente.

Extraccion de ADN

método C-TAB

Procedimiento

1. Homogenizar la muestra en 600 ul de CTAB Buffer

2. Incubar fa muestra a 80 C por 30 minutos o 60 C por 45 minutos.

3. Enfriar la muesira a temperatura ambiente y centrifugar a 13000 g por 5
minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml

4. Adicionar 250 ul de Feno!l mas 250 ul de Cloroformo y mezclar muy bien.

5. Centrifugar a 13000g por 5 minutos, recuperar el sobrenadante, importante no
tocar la interfase de esta mezcla heterogénea con la punta de Ia micro pipeta.

6. Adicionar 500 ul de Cloroformo mezclar y centrifugar a 13000 g por 5
minutos.

7. Recuperar el sobre nadante y adicionar 400 ul de Isopropanol frio, mezclar y
guardar a — 20 C por 30 minutos ( en este paso se puede guardar 12 muestra por un dia
o dos).

8. Centrifugar a 13000 por 10 minutos, eliminar el sobrenadante y lavar el pellet
con 400 ul de Etanol al 70 %.

9. Secar el pellet y resuspender el ADN en100 ul de agua MilliQ.
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Método Isocianato de Guanidina

Procedimiento

t. Antes de realizar esta operacién es necesario preparar el bafio Maria a 60 C.

2. La muestra se lava con soluciéon de TE 1 X.

3. TLuego se procede a colocar 400 u! de Isocianato de Guanidina, la muestra

reaccionara y se disolverd pero si es necesario se puede ayudar con un macerador.

4. Llevar la muestra a bafio Marfa por 30 minutos
5. Posteriormente enfriar y centrifugar a 8000 g por 15 minutos.
6. Recuperar el sobrenadante, colocar Isopropanol frié en relacién 1 a 1, agitar.

7. Centrifugar a 12000 g por 15 minutos.

8. Una vez formado el pellet de ADN, eliminar el sobrenadante y lavar con
Etanol al 70 % , colocar aproximadamente 300 ul, agitar.

9. Centrifugar a 12000 g por 3 minutos, retirar el sobrenadante y secar.

10.  Colocar la muestra en la estufa a 40 C por 15 minutos.

11.  Leer en el lector de DNA-Biophotometro y apuntar.
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Apoptosis Tunel

Protocolo Kit

Previo a realizar la tincién por el Kit Tunnel, es necesario seleccionar los cortes de
tejido que posean Esferoides en el organo Linfoide.

La placa cargada que contenga el tej ido a tefiir se la desparafina usando dos bafios de
Xilol al 100 % durante 7 minutos cada uno.

Posteriormente se procede a colocar la placa en alcoho! al 100, 95, 90, 80 y 70 %,
cada bafio tiene duracién de 3 minutos, finalmente se sumergen las placas por 5
minutos en agua destilada, este proceso sirve para rehidratar los tejidos.

1. Una vez culminado los cinco minutos, se coloca sobre la placa, de una manera
muy cuidadosa y con ayuda de una micro pipeta de 1000 ul, sofucion de NaCl al 0.85
% durante 5 minutos a temperatura ambiente.

2. Se realiza un lavado con PBS 1 X con ayuda de la micro pipeta de 1000 ul., 5
minutos a temperatura ambiente.

*nota: después de que se realice cada lavado con PBS o cualquier otra solucion, la
forma de limpiar las placas debe de ser cautelosa y minuciosa, debido a que el tejido
no puede permanecer sin liquido en su superficie.

3. Se procede a colocar de igual manera, Paraformaldehido al 4 % durante 15
minutos a temperatura ambiente. * Sustancia Téxica

4, Se realiza bafio con PBS durante 5 minutos.
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5. Durante este periodo el tejido puede quedar hasta una hora en PBS ya que es
una solucién tampén v le permite realizar alguna otra actividad inesperada.

6. Se procede a prepara las solucion de Proteinasa K ( en el Kit la encontramos
en polvo a la cual le adicionamos 500 ul de agua desionizada esterilizada), fomamos
20 ul y lo llevamos a 100 ul con agua destilada, se coloca cuidadosamente sobre el
tejido v se deja reposar a temperatura ambiente por 30 minutos.

7. Finalizado procedemos a realizar un lavado con PBS durante cinco minutos

8. Nuevamente realizamos un bafio con soluciéon de Paraformaidehido al 4 %
durante 10 minutos.

9. Lavar con PBS durante 5 minutos, repetir este proceso.

10.  Una de las placas puede quedar en PBS, la otra placa sera wsada como
iratamiento control Positivo

a. Limpiamos la placa de PBS, y colocamos 100 ul de solucién tampén DNAsa 1
Buffer, por cinco minutos.

b. Preparamos una mezcla que contenga 3 ul de DNAasa ( DNAasa 1 1U/1ul)
mas 300 ul de Buffer, limpiamos la placa del buffer colocado en el paso anterior y

colocamos esta mezcla, durante 10 minutos a temperatura ambiente.

c. Una vez finalizado los 10 minutos, limpiamos la placa unas 3 veces con agua
desionizada
d. Adicionamos PBS por 5 minutos a temperatura ambiente.

11.  Preparamos la mezcla de Biotinylated Nucleotid Mix (en hielo) con 1TDT de

la siguiente manera :
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a. Buffer de equilibracién 98 ul por 100 ul

b. Byotinylated Nucleotid mix 1 ul por 100 ul

c. RTdT 1 ul por 100 ul.

12.  colocamos encima de las placas, una lamina de Coverslips que vienen en el
Kit.

13.  Llevamos a 37 C por 60 minutos en cdmara himeda. Mientras la muestra se
esta incubando preparamos en un jarra Coplin SSC a 2X, el Kit contiene SSC 20 X,
realizamos una dilucién de 1:10 con agua desionizada. Finalizada la media hora,
colocamos las muestra en el bafio de SSC 2 X por 15 minutos, esto ademas ayuda a
que se desprendan los coverslips sin lastimar el tejido.

14.  después de esto, colocamos en cada placa Peroxido de Hidrogeno 0.3 % por 5
minutos.

15.  Realizamos dos bafios con PBS 1 X 5 minutos cada uno.

16.  Procedemos a diluir el Streptavidin HRP 1:500 ( 1ul en 500 ul de PBS 1X).
Incubamos a temperatura ambiente por 30 minutos, en camara humeda.

17.  Realizamos tres lavados con PBS 1X

18. Al finalizar el ultimo lavado, preparamos el combinado de DAB:

a. Buffer DAB 10 ul

b. DAB 20X 10ul

C. Peroxido de Hidrogeno 10 ul

d. Completar 200 ul con agua desionizada.

e. El tiempo de vida de esta solucién es de 30 minutos



92

19. Colocamos 100 ul a cada placa, incube durante 10 minutos en cémara oscura
y himeda.

20.  Finalizado los 10 minutos procedemos a lavar con agua desionizada 3 veces.
Limpiamos los bordes de la placa y colocamos PBS 1 X — Glicerol para su

observacion en el microscoplo.

Histologia

Procedimiento (Bell, Lightner — 1988) * algunas modificaciones de la version
original.

1.- Se fijan Ia muestra con solucién Davidson via inira muscular con ayuda de una
jeringuilla hipodérmica, la zonas donde de inyecta la solucion Davidson son las
siguientes : cefalotorax (areas dorsales y cerca del hepatopéncreas), cola (area
dorsales v telson)

Posteriormente se coloca al camarén en un frasco con soluciéon Davidson por 24
horas, transcurrido ese tiempo se los traslada a otro envase con Alcohol Etilico al 70
% hasta e} anélisis.

2.- Se procede a separar las partes que van hacer analizadas, en este caso el objetivo
era el cefalotérax, asi que se extrae el cefalotérax y se realiza un corte sagital para
obtener dos partes y ser colocadas en la canasta de muestra.

3.- Inicia el proceso de deshidratacion, la muestra pasa por distintos bafios de alcohol

(50, 70, 80, 90, 95 y 100 %) cada uno con duracién de una hora. Concluido el ltimo
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bafio de alcohol, se procede a realizar dos bafios con Xyleno al 00 % para retirar el
alcoho] presente en el tejido (cada uno de una hora).

4.- El proceso de parafinado inicia con en el primer bafio de parafina por 1 hora. (son
3 bafios cada uno de una hora).

5. Una vez concluido los bafios, y obtenido el blogue de muestra, se procede a
realizar la obtencion de los cortes histoldgicos con ayuda del Micrétomo.

6.- Las placas obtenidas son colocadas en plancha caliente por 1 o 2 dias
aproximadamente.

7.- Las muestras que son usadas para histologia comin pasan a través de un proceso
de desparafinado, inicia con los bafios de Xyleno ( 7 minutos por cada uno, son dos )
y luego los de alcohol (desde la concentracién mas alta hasta agua destilada, cada uno
de 3 minutos).

8.- Se procede a la tincién con Hematoxilina-Eosina (1 minutos cada una), se realiza
el mismo proceso de deshidratacién anteriormente mencionado, los tiempos varian,
cada bafio de alcohol es e 3 minutos y los de Xyleno son de 7 minutos.

9.- Se procede a realizar el montaje de la placa ‘usando como resina Permount y se

deja reposar por 3 horas previamente a ser observadas en el microscopio.
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Histoquimica

Previamente a realizar este andlisis, es necesario colocar en una plancha caliente
durante media hora las placas que van a hacer usadas .

1.- Realizar el proceso de hidratacién previamente mencionado.

2.- Toda el proceso es realizado en camara himeda, se coloca en cada placa suficiente
leche descremada durante 1 hora a temperatura ambiente.

3.- Se realizan tres lavados con PBS 1 X Twin 0.01%, cado uno de 5 minutos.

4.-Se coloca el primer anticuerpo (41B12 1/20 para hemocitos hialinos o WSSV
1/500 diluidos en solucién PBS 1X Twin 0.01% +leche descremada relacion 4ml PBS
Tween + 1m leche). Durante una hora a temperatura ambiente.

5.- Se realiza tres lavados con PBS 1X Twin 0.01 %, cada uno de 5 minutos.

6.-Se procede a colocar el segundo anticuerpo, ANTI DIGG, 7ul de anticuerpo en
mezela de 350 ul de solucidon PBS 1X Twin 0.01 % Leche, durante 1 hora a
temperatura ambiente.

7.- Nuevamente se realizan los tres lavados con PBS 1X Tween 0.01%, de cinco
minutos cada uno, en el uitimo lavado se prepara la solucion Tampon de Fosfatasa
Alcalina y la solucién de Revelado.

8.- Se realiza un bafio de 1 minuto con la solucién Tampon Fosfatasa Alcalina a
temperatura ambiente

9.- En este paso es necesario oscuridad en el area de trabajo, Se coloca la solucién de
revelado, en camara himeda, se revisa cada 10 minutos.

*Precaucion .- la solucion de revelado es Toxica.
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10.- Finalizada la exposicién a esta solucion, se adiciona solucidn stop por 5 minutos

a temperatura ambiente.

Hibridacion Insitu

Antes de realizar este procedimiento, las placas que seran trabajadas es necesario
colocarlas en plancha caliente durante media hora.

1.- Desparafinar e hidratar el tejido.

9 - Realizar un bafio de cinco minutos con PBS 1X, en cdmara hiimeda a temperatura
ambiente.

3 . Colocar la soluci6n de Proteinasa K (25 ul/5 ml de PBS 1X), durante 15 minutos a
37 grados centigrados en cdmara himeda.

4.- Realizar 3 bafios de PBS 1X Glicina 10X, en cdmara hiimeda, cado de 5 minutos.
5.-Fn camara fria, se realiza un bafio con PBS 0.4 % Paraformaldehido durante 10
minutos.

6.-Durante estos diez minutos, se prepara el bafio Maria y también la sonda que sera
usada.

7.~ Se coloca 100 ul de la mezela de la sonda sobre cada placa y se les coloca un
cubre objeto, se lleva las placa a bafio Maria por 5 minutos.

8.- Las placas se someten a un shock térmico, se las coloca en camara fria por 1
minuto.

9.- Se incuba toda la noche a 37 grados centigrados.
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10.-Finalizada la incubacidn, se procede a realizar 3 bafios de cada solucidén de SSC (
2X,1¥%,0.5X) en el orden indicado, 5 minutos por cada bafio, a temperatura ambiente,
en camara himeda.

11.- Posteriormenie se realiza un baiio de TBS 1X durante cinco minutos en camara
Iwimeda, a temperatura ambiente.

12.- Se coloca la solucién Blocking durante 10 minutos, a temperatura ambiente y en
camara hiimeda.

13.- Luego del bafio con la solucién Blocking se coloca el anticuerpo
ANTIDIOXIGENINA, durante 30 minutos, en cdmara himeda a 37 grados
centigrados.

14.- Se realizan 3 bafios con solucién TBS 1X, 5 minutos cada una, temperatura
ambiente en camara hiimeda.

15.- En el uitimo bafio, se prepara la solucién de revelado y la solucién de Tampodn de

Fosfatasa Alcalina.
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HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS DE LOS ANALISIS

REALIZADOS

Test of Homogeneity of Variances

Levens
Statistic df? a2 Sig.
NHT 4 M3 1 BY 050
NBT £85 1 57 AT
PO 4 971 1 34 032
Elisahoraymedia 4314 1 28 047
Normalidad- analisis
PO(SPSS)
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
VARDODO3 Between Groups 360 1 360 7,180 ol ¥
Within Groups 1,705 34 050
Total 2 065 35
VAR(O0QO4 Beiween Groups 90 564 1 90 564 6,396 016
Within Groups 481 444 34 14,160
Total 572 008 35
VARDOODS  Between Groups 362 585 1 362 586 £,403 016
Within Groups 1925 374 34 56629
Total 2287 959 35
VARDOOOE Between Groups 338 1 338 6,718 014
Within Groups 1,712 34 050
Total 2 051 35
VARODOO7  Bstween Groups 000 1 000 7111 012
Within Groups 000 34 000
Total 000 35
VARDDDO8 Between Groups 90,757 1 90,757 6,393 016
Within Groups 482679 34 14,196
Total 573 437 35




Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic df1 df2 Siq.
VARD0003 057 1 34 ,813
VARQOD004 1,431 1 34 240
VARO0005 1,426 1 34 241
VARDGCOGG 027 1 34 869
VAROQQO? 6,869 1 34 013
VARDOODOB 1,418 1 34 ,242
Homogeneidad — ELISA (SPSS)
Datos base
Test of Homogeneity of Variances
VARDOOO1
Levene
Statistic dfi df2 Sia.
4314 1 28 ,047
ANOVA
VARGDOO1
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 529,200 1 529,200 8,503 007
Within Groups 1742667 28 62,238
Total 2271.867 29

Datos transformados Log(x+1)



Test of Homogeneity of Variances

VARDQODO3
Levene
Statistic dfl df2 Siq.
2,451 1 28 129
ANOVA
VAROOQ03
Sum of
Squares df Mean Sguare F Siaq.
Between Groups 002 1 002 15,515 ,000
Within Groups ,004 28 ,000
Total ,006 29

Tablas de Contingencia — Hemogramas — SPV vs. TO

Tabla de Contingencia para S.G.

{t=0 SPV  total
Medium | 22 14 36
STDhV. 17.695 18.3 36
Standarized Residuals 1.0234 -1.01 0
Alto | 7 16 23
STDhV. 11.305 11.7 23
Standarized Residuals -1.28 1.26 0
total 29 30 59
table contents:
Count
Expected Values
Standardized Residuals
Chi-square = 5.284 with 1
p=0.0215

Fisher Exact Test:
= 0.0326

99
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Tabla de Contingencia para Granulosos

Tabla de Contingencia para Hialinos

t=0 SPV
Medium | 27 30 57
STDV. 28.02 28.98 57
Standarized Residuals -0.19  0.19 0
Alto I 2 0 2
STDV, 0.98 1.02 2
Standarized Residuals 1.03 -1.01 0
total 29 30 59
table contents:
Count
Expected Values
Standardized Residuais
Chi-square = 2.142 with 1
p=01434
Fisher Exact Test:
=0.2373

[t=0 [sPv |total
Medium [ 3 16 19
STDV. 9.3 9.7 19
Standarized Residuals -2.1 2.0 Q
Alto | 26 14 40
STDV. 19.7 20.3 40
Standarized Residuals 1.4 -1.4 0
total 29 30 59
table contents:
Count
Expected Values
Standardized Residuals
Chi-square = 12.48 with 1
p = 0.0004
Fisher Exact Test:

= 0.0006
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SOLUCIONES

Tampon Fosfato - PBS 10 X * 1 litro

. CiNa 80g

. CIK 2g

. Na2HPO4 144 ¢

. KH2PO4 24

° H20 desionizada 800 ml

PBS 1 X * 100 ml

90 ml H20 destilada + 10 mil PBS 10 X

PBS1X0.01 % TWEEN * 20 ml

20 ml PBS 1 X + 0.002 ml TWEEN

Solucion Fosfatasa Alcalina * 10ml

. 100 mM TRIS 1 ml

100 mM ClINa 0.2 ml
. 50 mMCIMg  0.5ml

. Agua Desionizada 8.3 ml

Solucion Alserver * 100 ml - pH. 4.6



. Citrato de Sodio (10%) 9 ml

. EDTA 037¢g
. Glucosa 2g

. CINa 2g

. Agua destilada 91 mi

Solucién CBC al 2 % * 10 ml

J NaCO3 1.5ml
. NallCO3 3.5ml
. Azide 0.9 ml
. H20 destilada 4.0 ml

Medio LB para Antibacteriano * 100 ml

. Agua destilada 100 ml
. LB caldo 2 g
. CINa 05g

Medio LB Sélido para Antibacteriano * 50 ml
. Agua destilada 50 ml
° Agar LB lg

. CINa 025¢g

102
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