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Resumen

Durante las infecciones virales no se observan zonas inflamadas con fuerte
infiltracion de hemocitos y melanizacion tipicas de las infecciones bacterianas. Dos
tipos de respuesta celular ante infecciones virales se han reportado en camaron.
Infecciones con el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) se caracterizan
por ausencia de respuesta celular visible en cortes histolégicos, en tanto que se
presentan alteraciones hematolégicas como coloracién rosada de la hemolinfa y
hemocitos alterados. La ausencia de respuesta celular evidente llevd a Flegel a
postular su teoria de la acomodacion viral, la misma que se basa en la supresién de la
apoptosis. Existe controversia en cuanto al rol de la apoptosis en infecciones virales.
En tanto algunos autores la relacionan con alta mortalidad, otros sugieren que se trata
de un mecanismo empleado por el hospedero para frenar la replicacion viral. Sin
embargo las infecciones con el virus del sindrome de Taura (TSV) y las mionecrosis
provocadas por los patogenos virales emergentes, el virus de la mionecrosis
infecciosa (IMNV) y el nodavirus de Penaeus vannamei (PvNv) se acompafian de
fuertes reacciones celulares, las que se traducen en infiltraciones hemocitarias y en la
formacion de esferoides (gigantescas masas de células fagocitarias). Los esferoides
pueden formarse en el tejido conectivo de distintas zonas del cuerpo, siendo su
ubicacion habitual los espacios hemales entre los tdbulos del érgano linfoide. El
6rgano linfoide tendria por rol limpiar la hemolinfa de particulas virales circulantes,
conduciendo a la formacion de esferoides. Recientes estudios han llevado a la
identificacion de proteinas antivirales en crustaceos tales como el factor
antilipopolisacarido (ALF) y a la demostracion de silenciamiento viral mediante el
ARN de doble cadena. A fin de tener una major comprehension de las reacciones
celulares en camarones infectados con WSSV, hemos seguido la evolucion de las
poblaciones hemocitarias en ensayos de desafio con WSSV utilizando animales de
distinta susceptibilidad al virus. En este trabajo discutimos estas observaciones en
base a la evidencia publicada sobre los posibles mecanismos de defensa celular
antiviral en camaron.



Introduccion

Los patologias virales son las mas
devastadoras para el camarén de
cultivo. Si bien hay una creciente
informacion sobre el WSSV y otros
patdgenos virales, los conocimientos
relacionados a los mecanismos de
defensa desplegados por el hospedero
(camaron) son escasos. Por otra parte
la informacidn sobre el desarrollo de la
enfermedad en los estanques es
también fragmentada.  Durante las
infecciones virales no se observan las
tipicas zonas inflamadas con fuerte
infiltracion de hemocitos y
melanizacion tipicas de las infecciones
bacterianas. Dos tipos de respuesta
celular ante infecciones virales se han
reportado en camaron. Por ejemplo,
Infecciones con WSSV se caracterizan
por ausencia de respuesta celular
visible en cortes histoldgicos, en tanto
que se  presentan  alteraciones
hematol6gicas como coloracion rosada
de la hemolinfa y hemocitos alterados,
con claros signos de muerte celular. El
color de la hemolinfa en los crustaceos
es de color azul verdoso a causa de la
hemocianina, proteina respiratoria.
Modificaciones en el color de la
hemolinfa de rojiza a café se han
observado en animales infectados con
WSSV (Rodriguez et al., 2003) y con
el virus de Taura (Song et al., 2003).
Bajos niveles de hemocianina podrian
favorecer el cambio de color (Noga,
2000). Sin embargo se ha detectado
ademas que el plasma de animales con
hemolinfa rosada puede melanizar
rapidamente ennegreciendose luego de
la extraccion, indicando la presencia de
actividad PO plasmatica
(www.cenaim.espol.edu.ec). No se ha
determinado por que razdn este
ennegrecimiento no ocurre in vivo en
el hemocele. La ausencia de una clara
respuesta celular llevd a Flegel vy
colaboradores a postular su teoria de la
acomodacion viral. Segun esta teoria

los crustaceos no ofrecerian una
resistencia como tal, al contrario en
ellos existirian los mecanismos que
conducirian a una activa acomodacion
viral (Flegel et al., 1998) por medio de
la cual los animales aprenden a tolerar
a los virus, mediante la supresion de la
opoptosis. Existe controversia en
cuanto al rol de la apoptosis en
infecciones virales. Varios autores han
relacionado la apotosis con alta
mortalidad en infecciones virales, con
el virus de la cabeza amarilla (YHV)
en Penaeus monodon (Khanobdee et
al., 2002), WSSV en la misma especie
(Sahtout et al., 2001). Los autores
indican que seria la masiva apoptosis
la causante de la mortalidad al
comprometer importante funciones
vitales. En tanto otros autores sugieren
que se trata de un mecanismo
empleado por el hospedero para frenar
la replicacion viral. Sin embargo las
infecciones con TSV y las mionecrosis
provocadas por IMNV y PvNv
provocan fuertes reacciones celulares,
las que se traducen en la formacion de
esferoides (gigantescas masas de
células fagocitarias) (Poulos et al.,
2006). Los esferoides del organo
linfoide (LOS) se han asociado a
varios virus YHV (Boonyarapatlin et
al., 1993) TSV (Hasson et al., 1995)
LOVV  (Lightner, 1996). Segun
Anggraeni y Owens (2000), los LOS
son de origen hemocitario 'y
constituyen el principal mecanismo de
captura de particulas virales presentes
en la hemolinfa. EI érgano linfoide
tendria por rol limpiar la hemolinfa de

particulas virales circulantes,
conduciendo a la formacion de
esferoides. Esferoides  ectdpicos

pueden formarse en el tejido conectivo
de distintas zonas del cuerpo.

Estudios mas recientes utilizando
herramientas moleculares han llevado
a la identificacion de proteinas
antivirales en crustaceos tales como el



antilipopolysacharide factor (ALF)
(Liu et al., 2006) y la demostracion de
silenciamiento viral silencing mediante
el uso de ARN de doble cadena
(Robalino et al., 2005).

Por otra parte varios factores
intrinsecos y extrinsecos influirian en
la aparicion de brotes de enfermedad.
Entre los factores intrinsecos el mas
importante es la muda, los animales
exhiben una altisima susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad en premuda,
muriendo en postmuda. Entre los
factores extrinsecos, estudios
epidemioldgicos sefialan a la densidad
como uno de los factores
fundamentales en la transmision del
virus (Wu et al., 2001). Por otra parte
en P. vannamei la temperatura influiria
sobre el nivel de resistencia del
hospedero frente al WSSV (Vidal et
al., 2001) y el descenso estacional en
este parametro ambiental actuarian
como detonante de los brotes
(Rodriguez et al., 2003). Varios
estudios han demostrado la resistencia
del P. vannamei al WSSV bajo
condiciones de hipertermia.

En este trabajo hemos querido analizar
la evolucion de las poblaciones
hemocitarias en animales de diferente
susceptibilidad al WSSV en base los
conocimientos actuales publicados
sobre los mecanismos de defensa del
camaron contra los patogenos virales,
en particular el WSSV.

Materiales y Métodos

Las técnicas empleada  fueron
histologia, siguiendo el procedimiento
de Bell y Lightner (1988) e
inmunohistoquimica, segun el
protocolo de Destoumieux et al (2000).
Los anticuerpos especificos de sub-
poblaciones  hemocitarias  fueron,
40E10 (marcador de hemocitos
hialinos), 41B12 (marcador de

hemocitos hialinos grandes y con
granulos estriados) y 40E2 (marcador
de hemocitos granulosos) (Rodriguez
et al., 1995) y un anticuerpo anti
WSSV (DiagXaotics). El material
bioldgico empleado fue: 1) Animales
en los que el protocolo de larvicultura
influyd sobre la resistencia al WSSV,
la respuesta inmune a un desafio con
WSSV vy la produccién en piscinas. 2)
3 familias de diferente resistencia al
WSSV. 3) Animales sometidos a una
infeccion subletal. En este Gltimo
trabajo se estudio los eventos celulares
en las primeras horas de infeccién de
animales con infeccion aguda y en
animales de apariencia saludable. Para
esto se realizd una infeccion con
WSSV por bafio a 28°C en animales
individualizados. En este estudio se
detectd apoptosis mediante TUNEL
(Promega). Los dos primeros grupos
fueron infectados oralmente. 4) Larvas
de camardén infectadas de manera
natural. En estos animales el WSSV
en los tejidos fue detectado por
hibridacion in situ.

Resultados

Poblaciones hemocitarias a nivel de
tejidos

Las reacciones cruzadas con los
anticuerpos anti-hemocitos indican el
parentesco antigénico entre diferentes
tejidos implicados en mecanismos de
limpieza y los hemocitos. El estroma
del drgano linfoide (OL) y los
podocitos de la glandula antenal (GA),
tejidos con capacidad de pinocitosis
(Johnson, 1987) fueron positivos con
el anticuerpo 40E10, en tanto, sefiales
con el anticuerpo 41B12 se detectaron
en el tejido conectivo del estomago, en
los bordes de los tabulos del érgano
linfoide, y en los esferoides. Esto
sugiere la existencia de dos
poblaciones antigénicamente distintas
de hemocitos hialinos. Las células
fagociticas del  corazon, fueron



reconocidas por los tres anticuerpos
antihemocitos. Pocas células en el
organo linfoide y en tejido conectivo
del estomago fueron reconocidas por el
anticuerpo 40E2. Una sefial fuerte con
este anticuerpo se detecto en el tejido
conectivo de la region oral.

Rutas de ingreso del WSSV

Los dos tipos de infeccion empleados
(oral y bafio) fueron eficaces. En los
tres estudios, la glandula antenal fue
positiva desde el inicio, sin alcanzar
altos niveles de infeccion. En las dos
infecciones orales tanto el nivel como
el porcentaje de animales que
presentaron infeccion en branquias fue
bajo, en tanto que en la infeccion por
bafo este tejido fue muy afectado. Las
células epiteliales de boca eséfago y
estbmago fueron infectadas desde el
inicio ya sea por bafio u oralmente. La
inmunohistoquimica mostré una sefial
fuerte para WSSV en las glandulas
tegumentales (GT), de todo el cuerpo,
en particular en las ubicadas en la
regiéon oral y en los epitelios mas
cercanos. Animales muy afectados
presentaron descamacion del tejido
epitelial bajo la cuticula. Las larvas de
camar6n mostraron una incipiente
sefial para WSSV en glandula antenal
y en tejido nervioso de la cabeza.

Respuesta del huésped

En animales resistentes la
inmunohistoquimica  mostré6  sefial
positiva para WSSV en las GT pero no
en los epitelios circundantes. Por otra
parte la familia resistente no mostro la
presencia de WSSV en las GT. La
inmunohistoquimica mostré que las
GT vy el tejido conectivo que las rodea
tienen una fuerte presencia
hemocitaria. Se detectd apoptosis en
tejidos muy expuestos tales como
epitelio de la region oral y estomago y
glandula antenal. En los animales
resistentes, la apoptosis llegd a
comprometer el 80 % de los tejidos,

los mismos que no mostraron infeccion
por WSSV. En los animales
muestreados a los 7 dias de
postinfeccion no se observo apoptosis.
Las particulas virales fueron filtradas y
acumuladas en el borde externo de los
tibulos del OL y al interior de los
esferoides. Esferoides ectopicos
fueron detectados en tejido conectivo
del estobmago y region oral. Los
animales con infeccion aguda murieron
en las primeras horas, presentando
color rosado y los tejidos muy
deteriorados por apoptosis y WSD en
GA 'y epitelios, necrosis, Yy
desorganizacion del OL.

Discusion

Los resultados obtenidos sugieren que
la capacidad de ingreso a través las GT
y la de avanzar hacia otros tejidos
desde ellas pueden ser dos aspectos
vitales en los mecanismos de infeccion
y defensa del hospedero. El rol de la
apoptosis podria ser impedir la primera
fase de replicacion viral dentro del
huésped. Si la apoptosis es ineficaz el
virus se replica y puede contaminar
otros tejidos. Un gen antiapoptosis ha
sido identificado en WSSV (Wang,
2004). En infecciones por TSV las GT
estan relacionadas a la formacion de
esferoides ectopicos (Hasson et al.,
1999). Elestudio con larvas de
camaron infectadas de manera natural
con WSSV mostré6 que como Unicos
tejidos infectados las GT y el tejido
nervioso de los apéndices de la cabeza.
De forma curiosa los epitelios de esos
apéndices dieron sefial positiva para
apoptosis, siendo al mismo tiempo
negativos para WSSV. Sugiriendo que
bajo niveles incipientes de infeccion la
apoptosis podria frenar la replicacion
viral en los epitelios.

La inmunohistoquimica nos permitio
observar acumulacion de material viral
en los bordes de los tubules del OL y
en los esferoides de las familia de



resistencia media al WSSV. Este
proceso fue practicamente indetectable
en la familia susceptible. Por otra
parte el inmunomarcado con el
anticuerpo  antihemocitos  41B12,
sugiere que la principal poblacién
hemocitaria implicada en la retencion
de virus en el OL y la formacion de
esferoides es la de hemocitos hialinos
con granulos estriados. Por otra parte
la familia de mayor resistencia se
caracterizo por la presencia
preferencial de esferoides de tipo A
sobre los esferoides de tipo B, mas
abundantes en la familia de resistencia
media. En su estudio sobre TSV,
Hasson et al (1999) dan una
clasificacion de los esferoides. El tipo
A ha sido asociado a una infeccion
infima casi indetectable o a la
eliminacién del virus por mecanismos
aun desconocidos. Los esferoides del
tipo B han sido encontrados en los
niveles mas altos de infeccion, ellos
muestran una mayor prevalencia viral
y por consiguiente una mayor
destruccion celular, sugiriendo
replicacion viral en este tipo de
esferoides.

Tanto en infecciones experimentales
(Kim et al.,, 1999) como naturales
(Montesdeoca et al., 2002) con el
WSSV se ha observado animales con
un alto contenido de hemocitos
hialinos. Al respecto el trabajo de
Montedeoca et al (2002) como el de
Espinosa (2003) indican que esta
modificacion del hemograma se
presenta en los animales
sobrevivientes. El incremento de
hemocitos  hialinos  podria  ser
explicado por seleccion natural,
sobreviven los animales con alta
capacidad de proliferacién, al ser los
hemocitos hialinos células jovenes y
poco diferenciadas, (Van de Braak et
al., 2002) podrian considerarse como
indicadores de proliferacion.
Adicionalmente se ha reportado que

estos hemocitos no serian infectados
por el WSSV (Wang et al., 2002).

Las razones que motivan una mayor
reaccion celular en las infecciones con
los virus causantes de las mionecrosis
deben ser evaluadas en el futuro. Sin
embargo llama la atencion que en estas
patologias no se han reportado
infecciones de tejido hematopoyético y
OL, sugiriendo que la ausencia de
respuesta celular en el WSSV que si
infecta estos tejidos podria deberse al
bloqueo de la capacidad de
proliferacion hemocitaria.

En el camardn, un factor intrinsico
muy importante en el desarrollo de
enfermedades virales y mortalidad es
la muda. Tanto en infecciones con
TSV (Hasson et al., 1999) como en
infecciones con WSSV (Echeverria et
al., 2002), la fase aguda de la
enfermedad se desarrolla en tardia
premuda ocasionando la muerte en
ecdisis o0 postmuda. En premuda
tardia, el virus tendria la oportunidad
de incrementar su virulencia en el
animal, sacando beneficio
posiblemente de las modificaciones
fisiolégicas asociadas a la muda
(incremento de la actividad de las
células epiteliales), consumo de
reservas. Por otra parte provocar la
mortalidad en postmuda favoreceria la
propagacion  del  virus, muchas
particulas virales serian liberadas con
los exuvios, en tanto que los animales
debilitados y blandos serian facil presa
de los sanos, principalmente de
aquellos que estan en intermuda y
premuda temprana, periodo de mayor
ingestién de alimentos. Sin embargo de
manera curiosa, en los animales
sobrevivientes de la infeccion subletal
se observé detencion en el proceso de
muda, las implicaciones de esto en el
crecimiento deben evaluarse en el
futuro. La bibliografia sefiala una



correlacion inversa entre crecimiento y
resistencia (Gitterle et al., 2005).

El factor extrinsico mas importante en
la resistencia a los patdgenos es la
temperatura. Chavarria
(WWW.CENAIM.Acuiclima) ha
reportado que la produccion de
camaron en el Ecuador esta en relacion
directa con el clima (temperatura del
mar) y con los eventos frios (La Nifia)
y calidos (El Nifio) presentes en esta
region geogréfica. EIl efecto de la
temperatura sobre la resistencia al
WSSV ha motivado el desarrollo de
innumerables estudios que van desde la
capacidad del virus a replicarse en
hipertermia hasta el efecto del estrés en
animales sometidos a hipertermia.

Conclusiones

El sistema inmune del camarén no
seria indiferente a las agresiones
virales reaccionando contra estas
mediante  efectores humorales vy
celulares (fagocitosis y formacién de
esferoides). El virus que llega a la
hemolinfa puede ser filtrado vy
acumulado en el OL por parte de los
hemocitos grandes hialinos, los cuales
forman esferoides. La ubicacion de
estos hemocitos en tejido conectivo les
daria facil acceso a diferentes zonas
del animal. Los sobrevivientes de la
infeccién subletal, dejaron de mudar y
no mostraron lesiones, pero la
presencia masiva de esferoides sugiere
que llegan a niveles cronicos de
infeccién, con una fuerte inversion en
tejido inmune. Futuros estudios deben
determinar si la causa es la inversion
de energia en tejido inmune. Otro
mecanismo empleado por el hospedero
para frenar la replicacion viral seria la
apoptosis de las células invadidas por
los agentes virales. Los restos
celulares serian eliminados mediante
fagocitosis y encapsulacion. Sin
embargo en este punto existe mucha

informacion controversial sobre el rol
de la apoptosis en la patogenicidad de
la mancha blanca. El nivel de
respuesta  estaria modulado  por
factores intrinsicos y extrinsicos,
particularmente ciclo de muda vy
temperatura del agua. El manejo de la
tolerancia a diferentes temperaturas se
presenta como una alternativa a
explorar a fin de incrementar la
rentabilidad de los cultivos.
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