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02 Anién Superdxido

H202: Peréxido de hidrégeno

Ae: Anticuerpo |

Ac Mc: Anticuerpos monoclonales

BCIP: 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolyifosfato
BGBb: Proteina de reconocimiento de betaglucanos
BSA: Suero de Albimina Bovino

CB: Control Bacterias

CP: Control plasma

DMSO: Dimetil Sulféxido

DNA: Acido desoxiribonucleico

D.O.: Densidad optica

E.D.T.A.: Etilén diamino tetra-acético
ELISA: Enzime linked-inmunosorbent assay
FC: Factor de coagulacién

kDa: Kilodaltones
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LC50:
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M:

MHBSS:
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PAHS:

Luria Bertani

Concentracion letal 50%
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Nitro blue tetrazolium
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PO:
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ppb:

ppm:
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ul:
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RE E

La validacién clinica de las pruebas inmunitarias disponibles para el camarén Penaeus.
vannamei se presenta como una necesidad para contar con técnicas confiables que permitan

medir la condicién del animal bajo diferentes situaciones, e identificar inmunomarcadores.

Para esto en el presente trabajo se realizaron dos tipos de bicensayos. En el primero varios
lotes de animales fueron alimentados con diferentes tipos de dieta (estrés de tipo nutricional).
En el segundo bioensayo los animales fueron sometidos a la inyeccién de diferentes dosis

del fungicida Tilt ®(estrés téxico).

En ambos bioensayos los animales fueron evaiuados individualmente con las seis pruebas
inmunitarias disponibles: hemogramas, cuantificacién del anién superéxido, actividad
antibacteriana del plasma e inmunodosificaciones ELISA de tipo dot-blot contra tres tipos de
proteinas inmunitarias. En paralelo a estos ensayos se realizé la cuantificacién de las
proteinas totales del plasma del camarén, para contar con un criterio adicional que nos

permita discutir los resultados.

Los resultados obtenidos en ambos tipos de bioensayos indican que las pruebas evaluadas
poseen suficiente sensibilidad para detectar diferencias en la respuesta inmune segiin el tipo
de condiciones bajo las que se encuentran los animales y pueden ser eficaces en la
identificacién de indicadores de un estado de mala nutricion o de intoxicacién de los

camaroencs.



INTRODUCCION

El rdapido desarrollo de la acuacultura del camarén en el Ecuador como una actividad
industrial ha estado ligado a progresos zootécnicos y a un incremento en el ndmero de
camaroneras. Este gran desarrollo ha conducido a que esta actividad se presente como und
de las que mayores fuentes de divisas generan para el pais, de aqui que su subsistencia ¢s de

gran importancia debido al enorme aporte econémico que representa.

Debido a la existencia de un sinnimero de problemas de orden ecolégico y enfermedades
que afectan esta industria es de radical importancia el establecimiento de herramientas de
dingnéstico sensibles y confinbles para la deteccién precoz de los patégenos y
subsecuentemente la elaboracion de medidas de prevencion y eventualmente de tratamientos

adecuados.

Paralelamente a la estrategia de desarrollo de herramientas de diagnéstico de los patogenos,
ha sido considerado como una prioridad el desarrolio de pruebas para la evaluacién del
estado inmunitario del camardn, ya que un animal con cualquier tipo de estrés puede ser
conducido a una inmunodeficiencia que lo haria més susceptible a las infecciones. De
desarrollarse €stas, s€ tendria la posibilidad de chequear los animnales y en caso de detectar
alguna anomalfa poder regular paulatinamente las condiciones del estanque, evitando el

estrés de los animales y por ende la aparicién y propagacion de enfermedades.

Ademds, tales herramientas pueden ser utilizadas para estudiar los mecanismos de defensa de
los camarones, entender como funcionan y eliminan a los patégenos, conocer qué
componentes actiian en caso de infeccién y también emprender la seleccién de animales con

altas capacidades inmunitanias.

En trabajos realizados en el CENAIM en cooperaci6n con el IFREMER se han desarrollado
seis prucbas inmunitarias, sin embargo estas pruebas no han sido clinicamente evaluadas, las

pruebas desarrolladas hacen posible al momento determinar hemogramas por observacion



de muestras frescas en un microscopio 6ptico provisto de un accesorio de contraste de fases
(Muiioz, 1996). En lo referente a mecanismos de defensa celular se puede evaluar el chogque
respiratorio (proceso post-fagocitario de destruccién del invasor, que se caracteriza por una
intensa acztividad metab6lica en la que se generan varios radicales téxicos de oxigeno) por
medio de la cuantificacién del anién superéxido (Muiioz, 1996). La actividad antibacteriana
puede ser detectada y cuantificada por medio de un método turbidoméirico cuyo principio se
basa en la medicién de la turbidez de suspensiones bacterianas con un espectrofotémetro en
presencia o ausencia de plasma de camarén (Tapia, 1997). La disponibilidad de anticuerpos
monoclonales que reconocen factores plasmdticos como son el factor de coagulacién,
aglutininas, o2-macroglobulinas (Rodriguez, 1995) ha permitido realizar pruebas de
inmunodosificacién de tipo dot-blot (Valenzuela, com. per.). Paralelamente se ha realizado
la cuantificacién de protefnas plasmaéticas totales por medio del método de Lowry (Lowry,

1951) de acuerdo a un protocolo miniaturizado en microplacas (CENAIM).

En el presente trabajo se inicia la validacién clinica de estas pruebas de inmunoevaluacién.
Para ésto, animales fueron alimentados con tres diferentes dietas para posteriormente
diferenciar el efecto de éstas sobre la condicidén inmunitaria de los camarones, Por otra

parte, se realizé un bioensayo para ver el efecto de un poluente (Tilt®) encontrado en el

medio, sobre los efectores de la respuesta inmune en el camarén.



1. ANTECEDENTES

Los crusticeos y todos los artrépodos en general no poseen un sistema inmunitario
adaptativo basado en la especificidad y en la memoria, sin embargo son capaces de
reaccionar contra los patégenos invasores por medio de mecanismos inmunitarios, celulares
y humorales (Stderhill & Cerenivs, 1992) que operan para mantener la integridad del
organismo; Este sistema inmune carece de la complementariedad antigeno-anticuerpo
caracterfstica de los vertebrados, pero puede reaccionar efectivamente para destruir los

microbios invasores y agentes parasiticos (Christensen & Nappy, 1988).

£
En los crusticeos como en otros invertebrados casi la totalidad de sus mecanismos de
defensa depende de mecanismos no especificos como son fagocitosis, encapsulacién,

formacién de nddulos, coagulacién (Sinith & Soderhiill, 1986), aglutinacion de bacterias y

actividad antibacteriana.

La respuesta inmune en los artrépodos se presenta en dos fases, una inmediata no inducible
asociada a los efectores celulares (hemocitos), quienes son elementos cruciales en reaéciones
inmunes como la fagocitosis, eventos de nodulacién, encapsulacién, ademiés catalizan el
proceso de coagulacién y almacenan las enzimas de la cascada profenoloxidasa (responsable
de la n;lelanizaci(’)n). Es ampliamente reconocido que las reacciones celulares en
invertebrados estdn en su mayoria acompafiadas por melanizacién. La enzima clave en la

sfntesis del pigmento melanina es la fenoloxidasa, la cual estd presente en la sangre de los
artrépodos (hemolinfa) como una proenzima inactiva, profenoloxidasa (proPO). Esta
proenzima es activada por componentes de la pared celular microbial como los B-1,3-
glucanos de hongos, los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas o los

peptidoglicanos de bacterias Gram positivas (Johansson & Soderhéll, 1989).



~ Aunque la cuticula forma una barrera estructural y quimica, es necesario un eficiente sistema

interno de defensa inmune que pueda evitar ¢l ingreso de los microorganismos a la cavidad
del cuerpo a través de las heridas o durante la muda. Asi un importante proceso en los
crustficeos acudticos es el rdpido sellado de las heridas para prevenir pérdidas de hemolinfa y
también evitar el ingreso de microorganismos, lo que depende de la reaccién de coagulacion,
que en los crusticeos, es una reaccion de defensa rdpida y eficiente que implica la
reticulacién de una proteina i)iasmética, el factor de coagulacién, por accién de una enzima

celular tipo transglutaminasa (Stderhill & Cerenius, 1992)

B-1,3-glucanos

LPS cambios
* homeostétic os

_prot?a‘ \‘ ’/— proteasa

fenoles
proPO ————7pp PO

quinones

MELANINA

Fig. 1: Esquema de la activacién del Sistema profenoloxidasa por medio de LPS, 8-1,3-glucanos o cambios

homeostdticos. (Tomado de Soderhill, 1989),

Aparte de estas reacciones inmediatas de défensa los arfrépodos tienen inmunidad humoral
mediante proteinas y péptidos antibacterianos con propiedades microbicidas contra bactertas
Gram +, Gram - y hongos. (Johansson & Stderhill, 1989). En los artrépodos esta
inmunidad humoral puede ser inducible, como en el caso de los insectos (segunda fase) o

constitutiva como en el limulus (cangrejo herradura).

Comparado con los conocimientos adquiridos en ganaderia y veterinaria, la adquisicion y

disponibilidad de criterios para la evaluacion del estado de salud del camardn, o de otros



invertebrados en general, son pricticamente inexistentes. Investigaciones en esta drea han
sido dedicadas a estudios ecotoxicolégicos en peces (Bainy,A.C.D., 1996) y bivalvos

(Bachere et al., 1995; Anderson, 1994).

En los camarones peneidos varios ensayos estdn disponibles y pueden ser utilizados cn Ia
evaluacién del estado fisioldgico de estos animales. Por ejemplo la capacidad de los
hemocitos de producir ROIs (reactivos intermediarios de oxigeno téxicos) durante el choque
respiratorio asociado a la fagocitosis puede medirse mediante el empleo de técnicas como son
la quimioluminiscencia o la reduccién del NBT (nitroblue tetrazolium). Dichas. técnicas
pueden ser empleados como ensayos funcionales para evaluar el potencial E\‘r‘;;;g:t nivel
celular y a nivel del organismo. Sin embargo estas técnicas deben ser validadas por medio

del andlisis de variabilidades individuales en relacién a pardmetros fisiolégicos como edad,

sexo, estadio de muda (Bachere et al., 1995).

A continuacién se describirdn ciertos efectores y mecanismos de defensa, los medios con los
que se cuenta para estudiarlos y su posible utilizacién en la evaluacion del estado inmune del

camarén.

POS HEMO

Tres tipos de hemocitos circulantcs.pueden ser aislados de la hemolinfa lde crusticeos y
pueden ser separados por centrifugacién en gradiente de Pércoll. Los tres tipos de
hemocitos pueden ser diferenciados por criterios morfolégicos, ultraestructurales
- (microscopia electrénica), funcionales, antigénicos (mediante anticuerpos monoclonales), e
histoqufmicos con diferentes técnicas de tincién para células (Bachere et al., 1995 a ;

Bachere ef al., 1995 b ; Soderhall & Cerenius, 1992).

Cada tipo de hemocito cumple funciones determinadas como parte de los mecanismos de
inmunidad celular. Los hemocitos granulares se caracterizan por poseer grandes granulos,

micleo . pequefic y excéntrico, inclusiones citoplasmdticas asi como un reticulo



endoplasmético liso y ribosomas libres en el citoplasma. Estos hemocitos son el depésito de
las enzimas que constituyen el sistema proPO en los crusticeos (Sdderhall & Smith, 1983
fide Muﬁoz 1996). Los hemocitos semigranulosos poseen un nicleo esférico o en forma de
herradura y poseen muchos granulos pequefios de forma redondeada, estos hemocitos se
encuentran asociados a procesos de activacién del sistema proPO en crayfish, ademés
cumplen funciones de fagocitosis, encapsulacién y nodulacién en peneidos (Johansson &
Soderhall, 1989, Soderhall & Cerenius, 1992). Los hemocitos hialinos presentan un niicleo
central redondeado, ausencia de grnulos o en muy poco nimero. En el cangrejo de tio
estarfan implicados en procesos de fagécitosis (Johansson & Sdderhall, 1989) en tanto que

en los peneidos cumplirfan un rol en la coagulacién (Omori, 1989 fide Muitoz, 1996).

En el hombre el hemograma constituye el primer examen de evaluacion de salud de un
individuo, los hemogramas permiten determinar el nimero y proporcién de las diferentes

células sanguineas.

En los crusticeos la elaboracién de un hemograma puede realizarse con técnicas que van
desde la diferente fijacién de colorantes, hematoxilina-eosina (Tsing,1989), hasta técnicas

muy sofisticadas como citometria de flujo.

La citometria de flujo es un poderoso método para el andlisis debido a que la medicion
cuantitativa de multipardmetros sobre gran nimero de células individuales puede ser hecho
sin la necesidad de hacer un "pool" de células de diferentcsrindividuos. Ademis, la
citometrfa de flujo permite clasificar un gran nimero de células en un corto tiempo y la
automatizacién evita mucho la subjetividad inherente en microscopfa. La citometrfa de flujo
se ha utilizado para analizar la cinética de los hemocitos a través del ciclo de muda del

camarén P, japonicus (Sequeira ef al, 1995).

En el camardn P. vannamei se ha ensayado con éxito la técnica de la microscopia 6ptica con
contraste de fases para clasificar tos hemocitos. Los hemocitos granulosos son ficilmente

diferenciables por la presencia de granulos. Sin embargo, los otros hemocitos no son féciles



de identificar y se presentan como una serie continua de dos tipos extremos: los hialinos, con . . .
muy poca refringencia que se traduce en una coloracién azul marino y, los semigranulosos
mds refringentes y de un color celeste. Esta técnica presenta las ventajas de ser rédpida,

sencilla'y de no requerir de ningtin tratamiento especial para las células (Muﬁoz, 1996).

Célula

Semigranulosa

Célula hialina

Célula granulosa

Fig. 2: Tipos hemocitarios de la hemolinfa del camarén P. vannamei.. (Tomado de Mudioz, 1996).

I .3.METABOLISMO  OXIDATIVO___ASOCIADO A 1A FAGOCITOSIS Y

CUANTIFICACION DE RADICALES INTERMEDIARIOS DE OXIGENO TOXICOS

El choque respiratorio es un proceso propio de las células fagocitarias maduras, La fijacion
de una particula no ingestible en la superficie celular cambia en pocos segundos la condicion
de la célula, la lleva de un estado metabélico latente a un estado que se manifiesta con un
incremento en la actividad metabdlica celular. Esta transicién estd asociada con una serie de
cambios caracteristicos, de los cuales el mds importante es el incremento en el consumo de
oxigeno. El evento inicial del choque respiratoric es aparentemente la activacion de una

enzima oxidativa (NADPH oxidasa) capaz de capturar moléculas libres de oxigeno y




convertirlas en una serie de radicales de oxigeno, entre éstos el anién superéxido, O2™

peréxido de hidrégeno (H202) y otros radicales téxicos (Klein J., 1982) Figura 3.

CONSUMO DEOXICENO

Oy + Oy 421 o o O +1O2
HoG + O g OH™ + OH + 'Oz

Fig.3: Produccién de radicales téxicos de oxfgeno por medio de la cnzima oxidativa NADPH oxidasa.

(Tomado de Mufioz, 1996).

En los mamiferos los fagocitos, que incluyen neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos y monocitos
tienen un rol en la defensa del huésped y estdn involucrados en la digestién de material
extrafio o tejido dafiado. Todos los fagocitos sanguincos contienen granulos ricos en
enzimas lisozomales, los cuales se degranulan durante la fagocitosis. En adicion a esta
degranulacién y liberacién de enzimas hidroliticas estas células son capaces de entrar en el

estado metabdlico conocido como "choque respiratorio u oxidativo" (Pipe, 1992).

1a activacién del choque respiratorio puede ser iniciado por procesos fisiologicos incluyendo

fagocitosis de particulas como bacterias, zimosan o por agentes solubles como el phorbol

myristate acetate (PMA) (Pipe, 1592).



Varios ensayos de deteccién de reactivos intermediarios de oxigeno téxicos (ROIs) han sido
usados para medir respuestas inmunotoxicolégicas y reacciones parésito huésped. Entre los
métodos més populares para cuantificar ROls estén los basados en Ia reduccién del Nitroblue

tetrazolium (NBT) y la quimioluminiscencia luminol dependiente (LDCL) (Anderson, 1994).

El NBT puede ser utilizado para ensayos cualitativos o cuantitativos del 02~ generado por
los hemocitos. Adicionalmente para cuantificar el per6xido de hidrégeno (H202)

extracelular producido por hemocitos, se puede utilizar la oxidaci6n del rojo de fenol como

un indicador.(Song y Hsieh, 1994).

Los oxiradicales, tales como anidén superéxido (O27), pueden reducir cl NBT amarilio

soluble en agua, a formazdn de color azul oscuro insoluble. Esta reaccién pucde ser
observada en los hemocitos bajo el microscopio 6ptico o puede ser cuantificada
espectrofotométricamente después de la extraccion y solubilizacién del formazdn de las

células (Anderson, 1994).

En invertebrados existen muy pocos reportes concernientes a la liberacion de metabolitos de
oxigeno a partir de los hemocitos. En los moluscos sé han reportado algunos resultados
contradictorios. Cheng concluyd que los hemocitos de la almeja Mercenaria mercenaria. 1o
producen metabolitos reactivos de oxigeno y desconfia sobre la liberacién de enzimas
lisosomales con actividad microbicida. Sin embargo, otros reportes en especies de bivalvos
y gasterépodos han defnostrado 1 liberacién de varios componentes del choque respiratorio

(Pipe, 1992).



[ Principio de cuantificacion del anién superdxido]

- Peaccién para la obtencién de formazén a partir del anion superdxido ( Oy}
Dimetii sultéxido

0" + NBT — FORMAZAN + KOH
insoluble Formazan soluble

1. Se adicionan las células. Preparacién del primocultivo de hemocitos.

oD > O

2. Se adiciona el estimulante para su respectivo tratamiento.

o S - v

3. Reaccién de NBT con el anién superdxido producido por las células.

NBT | NBT

-§

oCD <> Células fijas.
4 Anién. superdxido

4. Formazén solubilizado
@ Estimulante

Formazan solubilizado

Fig.4: Principio de la cuantificacién del ani6n superéxido en P.vannamei por medio de la reducccitn del

niteoblue tetrazolium (NBT). (Después de Mufioz, 1996).



El ensayo de reduccién del NBT ha sido exitosamente aplicado en estudios de produccién de
ROIs por hemocitos de la ostra Crassostrea virginica (Anderson, 1994) asi como en otras
cspecics. como scallops (LeGall et. al, 1991, fide Anderson, 1994) y mejillones (Pipe, 1992,
fide Anderson, 1994). La generacidn de anién superéxido por hemocitos del mejillon

Mytilus edulis fue investigada y los resultados demostraron que los hemocitos eran capaces

de liberar cantidades de 02" y de H202 que podian ser medidas, cuyas cuantificaciones se

basan en la reduccion del NBT, pudiendo utilizarse la oxidacién de rojo de fenol para

cuantificar el H202. Un incremento en la liberacién de metabolitos reactivos de oxigeno

puede ser inducido por la adici6n de estimulantes solubles o particulados (Pipe, 1992).

<. Diferencias en la actividad de reduccién del NBT fue examinada en varios bivalvos: la ostra
del este, Crassostrea virginica, la almeja de concha suave Mpya arenaria, 1a almeja de concha

dura Mercenaria inercenaria y el mejillén Geukensia demissa (Anderson, 1994).

En crustéceos, Bell y Smith (1993) examinaron la produccibén de anién superéxido por
células Hialinas del cangrejo de playa Carcinus nza}znas y estudiaron las caracteristicas de este
fenémeno in vitro. Se logré determinar que las células hialinas producen aniones
superdxido cuando son estimuladas con una gran variedad de moléculas inductoras (PMA,
Lipopolisacéridos, fitohemaglutinina, concanavalina A) lo que podria indicar un gran

ntimero de receptores en la membrana del fagocito.

Especies reactivas de oxigeno generadas por el camarén tigre Penaeus monodon fueron
analizadas por los métodos mencionados anteriormente realizando adicionalmente una
comparacion del efecto de inmunoestimulantes como PMA, zimosan, B-glucanos sobre la
gcncraci‘én de especies reactivas de oxigeno. Se determiné que los B-glucanos ejercian el
mis fuerte efecto seguido por zimosan y PMA tanto en la produccién de 02" como H20O2
aunque en este dltimo se registraron grandes variaciones individuales en los animales (Song

& Hsich, 1994).



La reduccién del nitroblue tetrazolium es un ensayo utilizado rutinariamente para determinar
la actividad oxidativa de los macréfagos y de células fagocfticas de diferentes animales
durante él proceso de fagocitosis. La implementacién de este ensayo en P.vannamei
(Muiioz, 1996) puede proporcionar una herramienta interesante para evaluar la respuesta

inmunitaria del camarén y entregar informacién aplicable a Ja acuicultura de peneidos.

| .4.ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Se han registrado para invertebrados numerosas moléculas que matan células extraflas o
microorganismos , tales factores son usualmente no especificos y sus efectos varian desde
desinfeccién general hasta lisis de enlaces peptidoglicanos (lisozimas) (Chisholm & Smith,

1992).

En los cmstéceos los conocimientos sobre inmunidad humoral son muy limitados y la
informacion diponible es muy escasa, por lo que se debe recutrir a conocimientos adquiridos
en otros artrépodos (insectos y limulus) para entender este tipo de reacciones de defensa en
los crusticeos. Los insectos han sido evolutivamente exitosos, se estima que el 90% de las
especies conocidas en el reino animal pertenecen a esta clase. Este éxito se puede atribuir a
varias razones entre las cuales podemos listar las potentes reaccciones antibacterianaes de

defensa (Cociancich et al, 1994).

En los crusticeos las observaciones de actividad antibacteriana estan restringidas a unas
pocas especies econbmicamente importantes, entre las cuales estdn, camarones (Adams,
1991, fide Chisholm & Smith, 1995), Ia jaiba azul Callinectes sapidus (McCumbre & Clem,
1977, fide Chisholmy Smith, 1992), los cangrejos de tio Pacifastacus leniusculus (Nyhlén
& Unestam, 1980, fide Chisholm y Smith, 1992), Panulirus argus, P. interruptus,
Homarus americanus y el cangrejo de playa Carcinus maenas (Chisholm y Smith, 1992),
ofro crustdceo donde la actividad antibacteriana ha sido reportada es el camarén tigre P.

monodon (Adams, 1991, fide Noga et al., 1996).



La presencia de actividad antibacteriana en los hemocitos del cangrejo de playa (Carcinus
maenas) fue investigada por Chisholm y Smith (1992) utilizando una seleccién de bacterias
gram positivas y gram negativas, encontrdndose que la actividad antibacteriana contra estos
dos tipos de bacterias fesidia exclusivamente en los hemocitos granulares. A pesar de que la
actividad antibacteriana reside en la misma poblacién celular que almacena el sistema
profcnoloxidasa, parece no haber relacidn entre la actividad antibacteriana y la actividad
fenoloxidasa en si, sin embargo otros componentes del sistema proPO podrian estar
involucrados. El estudio realizado demostré que el factor (o los factores) antibacteriano
existe en los hemocitos y estd ausente del plasm'a; también se pudo conocer que el factor (0
factores) es independiente de los iones de calcio (Cat), estable al calor y activo a alta

concentracién,

Mientras la actividad antibacteriana asociada a hemocitos ha sido descrita en diferentes
invertebrados (la mayorfa en insectos), son pocos los estudios que han descrito esta

actividad en invertebrados marinos (Lehrer & Ganz, 1990, fide Chisholm & Smith, 1994).

En el cangrejo de playa la actividad antibacteriana probé.ser 90% efectiva en 60 minutos
| contea Psychrobacter inmebilis (apenas 10% de sobrevivencia) y se mantuvo estable al calor
e independiente de cationes divalentes. La actividad antibacteriana reside exclusivamente en
fas células granuiares y datos preliminares indican que la respuesta es de caricter no litico
(Chisholm & Smith,1992; Chisholm, 1993). Desafortunadamente hay muy poca similitud
entre }.os resultados obtenidos en C. maenas y reportes preliminares de actividad
antibacteriana en otros crusticeos, especialmente con respecto a la ubicacién de esta actividad
(hemocitos, plasma o hepatopdncreas), fuerza de la respuesta y los mecanismos de accion
contra bacterias susceptibles. A la fecha no se puede afirmar si la actividad antibacteriana no
litica, observada en células de C. maenas puede estar presente en otras especies de

crustéceos (Chisholm & Smith,1995).



_La hemolinfa del crustdceo brachiuro Callinectes sapidus posee actividad bactericida y es
altamente inhibitoria contra bacterias aisladas de su caparazén. La actividad microbicida en
la hemolinfa del cangrejo azul es activa contra varios organismos Gram negativos. Ha sido
recientemente demostrado que la mayoria de las bacterias residentes sobre el caparazén del
cangrejo azul son susceptibles a esta actividad antibacteriana. Esta actividad contra bacterias
que habitan la superficie del caparazén del cangrejo azul sugiere que la hemolinfa juega un

rol de defensa contra la flora endégena (Noga et al., 1996).

La enfcrrﬁedad del-caparazén es comiin en crustéceos decépodos y se caracteriza por ser un
sindrome que produce varios tipos de lesiones erosivas en el caparazén (Johnson, 1983;
Sinderman & Lightner, 1988, fide Noga et al., 1994), La prevalencia de esta enfermedad
ha sido asociada a ambientes estresantes, tales como lugares de acuacultura intensiva, o
sitios polucionados. Estudios en el cangrejo azul han demostrado que si los niveles de
actividad antibacteriana son bajos-es més probable el desarrollo de la enfermedad del
caparazc’)ﬁ. Noga y colaboradores (1994). han determinado que en las 4reas riverinas era
mds comtin observar la presencia de la enfermedad, ésto se atribuy6 a que dichas drcas son
las més polucionadas debido a que recibian todas las descargas de desechos (Noga et al.,

1994).

Los sistemas de defensa de los invertebrados marinos son por naturaleza altamente sensibles
a cambios homeostaticos. Debido a ésto, en afios recientes, ha surgido considerable interés
en explorar la capacidad inmune como un biomarcador para cambios- o perturbaciones
ambientales (Smith & Johnston, 1992, fide Chisholm & Smith 1994). En Escocia
Chisholm & Smith (1994) investigaron el efecto de la temperatura ambiental sobre la
actividad antibacteriana en el cangrejo de playa C. maenas. A pesar de las amplias
variaciones en los valores derivados de cada pardmetro, los resultados mostraron una
poderosa actividad microbicida que estuvo presente para todos los meses excepto en Febrero
y Agosto que coincidfa con los meses de temperatura mds baja y mds alta del afio

respecti\{amente. Esto enfatiza la importancia de los factores ambientales sobre la capacidad



inmune, un fenémeno de interés no sélo para el cultivo comercial de mariscos sino también

para el uso de pardmetros inmunes cOmo biomarcadores de perturbaciones ambientales.

En el camarén P. vannamei la actividad antibacteriana de la hemolinfa puede ser cuantificada
por medio de un método turbidométrico cuyo principio se basa en la medici6n de la turbidez
de suspensiones bacterianas eit un espectrofotémetro, en presencia o ausencia de plasma de

camarén (Tapia, 1996).

1.5.0TROS FACTORES Y PROTEINAS PLASMATICAS

Aparte de la hemocianina, proteina respiratoria que es cuantitativamente la més importante de
las protefnas circulantes en crustéceos, otros componentes con potenciales funciones
inmunes tales como el factor de coagulacién, o2-macroglobulina y aglutinina han sido
identificados en el camar6n P. japonicus. Su caracterizaci6n y aislamiento preliminar ha sido
facilitado por el uso de anticuerpos monoclonales especificos preparados para esta especic de
camarén (Rodriguez, 1995), mostrando ademds que algunas de las proteinas son originadas

o secretadas por diferentes poblaciones de hemocitos.

El hecho de contar con anticuerpos monocionales hacen factible su utilizacién en
inmunodosificaciones, las mismas que permitirfan explorar las cualidades de estas proteinas

como inmunomarcadores.

1.5.1.Factor de Coagulaciéon

Como los artrépodos tienen un sistema circulatorio abierto, las heridas deben cerrarse
rédpidamente para evitar pérdidas de sangre y el ingreso de microorganismos patégenos que

causen una infeccion, esta reaccién constituye la coagulacion.

Aungue Ia hemolinfa de los artropodos es ficilmente sujeta a agregacion de hemocitos y
coagulacién del plasma, muy poca atencién ha sido puesta en estudios sobre estos procesos,

con exceiJcién del grupo Limulidae (Subphylum Chelicerata) (Soderhall & Cerenius, 1992).



La coagulacién ha sido ampliamente estudiada en los cangrejos herradura (Limulus
polyphemus y Tachypleus tridentatus) en los que todas las proteinas necesarias para la
reaccién de coagulacién estdn localizadas dentro de las vesiculas de los amebocitos. Las
bacterias que entran en la cavidad del cuerpo a través de una herida pueden liberar LPS de
sus paredes celulares, y estos polisacdridos pueden inducir una liberacién exocitdtica de la
cascada de coagulacién en el plasma. Una vez liberados en el plasma los LPS pueden
inducir la activacién del sistema de coagulacién, que comprende una cascada de serinas

proteasas y un coagulégeno (Armstrong, 19835 fide Soderhall & Cerenius, 1992).

En crusticeos tres tipos de procesos de coagulacién han sido definidos: agregacién de
hemocitos (tipo A), completa gelacién del plasma (tipo C) y un intermediario entre estos
dos tipos (tipo B). En el tipo A la coagulacion estd caracterizada porque la hemolinfa se
mantiene fluida y sélo los factores celulares se aglutinan sin coagulacion del plasma. En el
tipo B est4 involucrada la agregacién celular junto con una limitada coagulacion del plasma
y en el tipo C la lisis de los corpiisculos explosivos causa coagulacién del plasma con poca

agregacion celular (Tait, 1911, fide Martin et al., 1991).

La gelacién del plasma se produce por polimerizacién y reticulacion del factor de
cgﬁ‘éialacién, proceso que depende de la accion de una enzima celular, semejante a una
transgiut__aminasa, activada por cambios homeostiticos (Bruner-Lorand et al, 1996, fide
Mufioz, 1996) requiriendo de la presencia de calcio (Catt) (Durliat & Vrankx,1976;

Kopacek et al, 1993, fide Muiioz, 1996).

La presencia de una proteina plasmética de coagulacion es uno de los més controversiales
. problemas de serologia en decéipodos. Los datos a menudo son inconsistentes y varian de
acuerdo a las especies en consideracién. Una electroforesis llevada a cabo en sucro y
plasma del crayfish Astacus leptodactylus muestra en el plasma la presencia de un
componente que juega un rol en la coagulacién, debido a que éste desaparece después de la

gelacién del plasma (Durliat, Vranckx, 1976). Una proteina responsable de la formacion



del cofigulo fue aislada del plasma del cangrejo de rio Pacifastacus leniusculus. La proteina
llamada proteina de la coagulacién (PC), es una lipoglicoproteina, que consiste de dos
subunidades de 210-kDa, asociadas covalentemente por puentes disulfuro. La PC probd
ser un substrato para la transglutaminasa (Kopacek, Hall, Soderhall, 1993). La PC ha

sido aislada v parcialmente secuenciada en P. vannamei y P. californiensis (Vargas, com.

per.). -

En P. japonicus una proteina plasmitica de 180 kDa, ha sido identificada y purificada como
un factor de coagulacién, existiendo ademds el anticuerpo monoclonal 42E8 contra ¢lla.
Este anticuerpo es también reactivo contra el plasma de P. vannamei (Rodriguez et al, 1995,

fide Bachere et al, 1995).

1.5.2.Proteinas de reconocimiento

Dado que los invertebrados no sintetizan anticuerpos, otras moléculas deben ser

responsables del reconocimiento del no-propio (non-self).

Las proteinas de reconocimiento en los artrépodos, son moléculas del sistéma inmunitario
encargadas del reconocimiento de particulas extrafias. Estas proteinas identifican residuos
glucidicos que se encuentran en las paredes celulares de microorganismos, como los [3-1,3-

glucanos (BGBP), lipopolisacdridos (LPS) y peptidoglicdnos. Aungue las LPS o los 8-

e P
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glucanos pueden activar directamente la cascada de coagulacién y el proPO en el cangrejo
herradura, la presencia de protefnas de reconocimiento puede ayudar en la activacién de

dichos sistemas (Vargas-Albores, et al., 1996).

En los crusticeos, dos tipos de protefnas parecen estar involucradas en los procesos de
reconocimiento: aglutininas o lectinas que reaccionan con lipopolisacéridos bacteriales (L.LPS)
y proteinas de fijacién a los $-1,3-glucanos (BGBP). Sin embargo estas proteinas de por si
no son capaces de destruir material extraiio y otros sistemas de defensa estin también

involucrados.



1.5.2.1.Proteina fijadora de Beta glucanos (BGBP)

En el cangrejo de rio, P. leniuscuius, ha sido purificada del plasma una BGBP activadora del

sistema proPO (Duvic & Stderhall, 1990).

Una proteina de reconocimiento de -glucanos (BGBP) ha sido identificada del plasma del
camarén café P. californiensis utilizando un antisuero policlonal contra una BGBP del
cangrejo- de rio (P. leniusculus) La proteina fue purificada por cromatograffa de
inmunoafinidad y sus propiedades moleculares y biolégicas han sido descritas. La 3GBP del
camarén café es una proteina monomérica con una masa molecular de 100 kDa, similar a las
BGBP descritas para otros crusticeos. Esta proteina es capaz de mejorar la activacién del

sistema profenoloxidasa inducido por laminarina (Vargas-Albores ef al, 1996).

1.5.2.2.Las aglutininas o lectinas

Iectinas humorales presentes en la mayorfa de los fluidos de! cuerpo de los invertebrados
son los principales candidatos para cumplir un roi en el re_conocimiento de polisacaridos y
glicoconjugados. Las lectinas humorales pueden aglutinarse o fijarse y asi inmovilizar
parfisitos o microbios mediando ia subscéuentc fagocitosis, encapsulacién y melanizacion.
Esto ha demostrado que las lectinas humorales de los invertebrados pueden funcionar como

opsoninas (Vasta, 1990).

Las lectinas pueden ser de tipo constitutivo € inducible, siendo constitutivos si estdn
presentes siempre en la hemolinfa e inducibles si a més de estar presentes aumentan su
cantidad frente a un estimulo. Rowley y Ratcliffe (1980, fide Tapia 1997) determinaron que
- las aglutininas no inducidas presentes en la langosta Locusta migratoria contribufan en la
eliminacion de microonfganismos invasores fomentando una aglutinacion acelerada,

formdndose grandes masas bacteriales, ideales para la fagocitosis y formacién de nodulos

(Chadwick & Dunphy, 1986 fide Tapia, 1997).
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Algunas aglutininas tienen la propiedad de aglutinar eritrocitos y son conocidas como
hemaglutininas, otras aglutinan microorganismos secuestrindolos de la hemolinfa para
facilitar la actividad de fagocitosis de los hemocitos (Liszewski & Atkinson, 1993 fide

Muiioz, 1996).

Una lectina ha sido purificada de la hemolinfa de la larva de la mosca Sarcophaga peregrina,
obtenida después del dafio de la pared de su cuerpo. Esta lectina aglutinaba marcadamente

células rojas sanguineas (Komano, Mizuno, Natori, 1980).

La presencia de actividad hemaglutinante en ja hemolinfa del cangrejo de herradura fue
reportado por Noguchi al inicio de siglo (Noguchi 1903). Hasta ahora varias lectinas han
sido purificadas de la hemolinfa de varios crustdceos. Mads recientemente, en limulus
algunas aglutininas han sido aisladas como componentes simples de los hemocitos donde
estin almacenados en grandes grinulos. Después de la degranulacién de los hemogitos cstas
lectinas juegan al parecer un rol en la agregacion de organismos invasores y posiblemente en

la opsonizaci6n de células extrafias (Muta & Iwanaga, 1996).

En el plasma del camarén P. monodon se aisld una lectina l;amada monodin, esta s una
glicoproteina. El anticuerpo contra monodin interactda con el extracto de varios tejidos y el
suero de otros camarones (Ratanapo, Chulavatnatol, 1990). En el camar6n P. californiensis
se aislé una aglutinina que podia adherirse a lipopolisacéridos bacteriales (Vargas-Albores,

Guzman, Ochoa, i993).

En P. japonicus €l anticuerpo monoclonal 40Ei0 reconoce una aglutinina (Rodriguez,
1995), y al parecer este anticuerpo es heterdlogo, pues ha demostrado ser capaz de reconocer

factores similares en P. vannameiy P. monodon (Rodriguez, com.per.)
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1.5.3.La 0t2-macroglgbulina

La oc?_-macroglobulina s una proteina ampliamente distribuida en el reino animal presente

tanto en crustaceos como en mamiferos. La funcién de la a?.-macroglobulina no €s

totalmente conocida. Se tratd de un inhibidor de proteasas que forma complejos, por medio

de un puente tiogster interno, con una amplia variedad de endoproteinasas (Van Leuven,

1982 fide Bachere et al, 1995).
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1996).

En los mamiferos la o2-macroglobulina tiene un sitio de reconocimiento que permite su

endocitosis por via de receptores celulares, Asi la o2-mdcroglobulina se une a las



defensinas, pequefios péptidos catiénicos con propiedades antimicrobiales y citotoxicas
producidas durante la defensa del huesped, y el complejo asf formado es internalizado en los
macréfagos (Panyutich & Ganz, 1991 fide Bachere et al, 1995). Estas evidencias sugicren
que la molécula juega un rol clave en la regulacién de procesos inflamatorios y de defensa.
Este rol regulatorio es también sugerido en el fendmeno de citolisis evidenciado en el
cangrejo herradura. Este sistema hemolitico del cangrejo herradura ha sido comparado con

el sistema complemento de los mamiferos (Armstrong et al, 1993 fide Bachere ef al, 1993).

En el cangrejo de rio esta proteina tendria la capacidad de reticularse con el factor dc
coagulacién. De esta manera la o2-macrogiobulina estarfa presente en el codgulo, donde su
rol consistiria en inhibir las proteasas liberadas por agentes patégenos. Aungue no ha sido
totalmente demostrado esta protefna intervendria en la regulacién de! sistema proPO,
neutralizando las proteasas que lo activan, controlando de esta manera los dafios que esie

sistema podria provocar en los tejidos del huésped (Hall, 1992, fide Muifioz, 1996).

El anticuerpo monoclonal 41B12 reconoce una forma monomérica de 170 kDa en el plasma
de P. japonicus , las reaccciones cruzadas de este anticuerpo monoclonal contra la 02-
macrogiobulina del P. leniusculus sugiere que el monémero de 170 kDa es una o2-

macroglobulina (Rodriguez ef al, 1995).

1.6.INMUNOESTIMULACION

El desarfollo exitosa de vacunas y antibi6ticos ha sido por muchos afios una alternativa para
el control de enfermedades en humanos y animales domésticos. Los camarones y otros
invertebrados tienen un sistema inmune menos desarrollado que los peces. Aunque ha sido
reportado que los camarones pueden llegar a ser inmunes después de una "vacunacién” por
exposicién a preparaciones de bacterias muertas (utilizadas como inmunoestimulantes)
(Adams, 1991, fide Reviews in Fisheries Sciences) habria que anotar que los camaroncs
son principalmente dependientes de mecanismos inmunes no especificos para su resistencia a

infecciones (Soderhall & Cerenius, 1992 fide Reviews in Fisheries Sciences).



Los inmlinoestimul_antes son compuestos quimicos que activarfan el sistema inmune de los
animales haciéndolos mis resistentes hacia infecciones por virus, bacterias, hongos vy
parédsitos. En el hombre los inmunoestimﬁlantes han sido estudiados como herramientas
contra el cdncer humano debido a la activaciéon de células sanguineas blancas, quienes
reconocerian y destruirian células tumorales. Un gran niimero de diferentes productos han
mostrado tener un efecto inmunoestimulatorio y actuan sobre el sistema inmune en diferentes
formas, algunos inmunoestimulantes han sido producidos por sintesis quimica a partir de
productos naturales como modelos estructurales, y otros puramente sintéticos que se crearon
con otros propdsitos han mostrado poseer propiedades inmunoestimulatorias. Se ha
conocido por muchos afios que los fragmentos de las paredes de microorganismos hacen a
los animhles més resistentes a infecciones microbiales (Reviews in Fisheries Sciences,

1996).

A pesar de la falta de informacién sobre la importancia de estas sustancias en invertebrados,
en acuacultura los inmunoestimulantes han sido utilizados antes de conocidas situaciones de
estrés (manipulacién, cambio de temperatura o ambiente, cambio del tipo de alimentacion,
etc) o cuando hay algin incremento en la exposicion a microorganismos patdgenos y
parsitos (blooms en ¢l ambiente), o durante las fases en que los organismos son més

susceptibles a infecciones (cambios de estadios de los animales).

A continuacién se describe los resultados obtenidos por Sung (1996) quien ha realizado
pruebas inmunitarias como determinacién de la actividad del plasma contra E. coli, la
actividad fenoloxidasa y la produccién del anién superéxido de los hemocitos del camarén,
para evaluar el efecto de tres inmunoestimulantes. Dichos estimulantes fueron "antigeno”
vibrio (células de vibrios muertas por calor) , 8-1,3-1,6-glucanos extraidos de
Sacharbmyce.v cerevisiae, y zymosan, un 8-1,3-glucano-proteina-lipido compuesto extraido
de las paredes de S. cerevisiee. Como conclusién Sung determind que: (1) algunas
reacciones microbicidas pueden estar involucradas en la ¢liminacion de vibrios invasores de

la hemolinfa del camardn, (2) los tres inmunoestimulantes tienen la capacidad de entrar al



camarén via tratamientos de inmersién, conduciendo asi a la activacién de factores

relacionados al plasma y a los hemocitos, asi como reforzando las actividades de produccién

de PO y de 027, y (3) esta mejora en las reacciones microbicidas exhibe una rapida respuesta

que es de corta duracién (Sung ei al, 1996), estos resultados corroboran los obtenidos por la
misma autora utilizando los B-glucanos como inmunoestimulantes, utilizando la actividad

P.O. para estudiar el efecto del estimulante (Song et al, 1994).
1.7.TOXICOLQGIA Y SISTEMA INMUNE

Las condiciones ambientales (parti_culannente en ambientes acudticos) se han visto
amenazadas desde el inicio de la revolucién industrial, debido a la cantidad de descargas
liberadas al medio. FEstas alteraciones de las condiciones ambientales al parecer estarian
relacionadas o ejercerfan influencia sobre la capacidad inmune de los animales, es por esta
razén, que en la actualidad ha adquirido mucha importancia el estudio de los efectos de los
contaminantes ambientales sobre el sistema inmune en diversos grupos de vertebrados e

invertebrados (Bainy et al., 1996).
En Peces.

Bainy y colaboradores han realizado Ia comparacion entre algunos pardmetros prooxidantes
y antioxidantes en eritrocitos, branquias, higado y rifién, considerando tilapias (Oreachromis
niloticus) provenientes de una granja y de un sitio polucionado. No observaron alteraciones
hematolégicas de la sangre pero el estrés oxidativo de los eritrocitos se caracterizé por un
incremento en la demanda de oxigeno y disminucién del tiempo de induccién por #-butyl
llidropefoxide, 1-BHP evidenciando una alta susceptibilidad al dafio oxidativb. Todos los
resultados proveen datos ttiles para futuras investigaciones de sitios acudticos polucionados
y suministran una base de datos en los que se ha relacionado la presenicia de poluentes a

efeétos biolégicos a nivel molecular (Bainy et al., 1996).

En Insectos.

i



Se han hecho progresos en estudios relacionados con toxicidad del oxigeno y patologias
provocadas por NUMerosos contaminantes ambientales, Las respuestas a los oxidantes son
diversas y pueden causar en los insectos peroxidacién de lipidos, oxidacién de proteinas y
enzimas, potencialmente pueden causar también oxidaci6én del DNA. El desafio oxidativo es
calmado por componentes antioxidantes, principalmente por la induccién de enzimas
antioxidantes que son cruciales para detener la cascada de radicales de oxigeno y la reaccién

en cadena de la peroxidacién de lipidos (Ahmad, 1993),
En Bivalvos

La mayoria de los estudios sobre modulacién del sistema inmune por poluentes ha sido
concentrado esencialmente sobre el efecto de metales pesados, hidrocarbonos aromaticos
policfcliéos (PAHs) y antibiéticos (Bachere, et al) La literatura comiin acerca del efecto de
contaminantes sobre componentes especificos del sistema inmune de los bivalvos fue
revisado junto con el efecto sobre la susceptibilidad a infecciones por Pipe & Coles (1995).
Sin embargo hay escasos datos cientificos para soportar la hipétesis de que la contaminacién
induce la supresién del sistema inmune conduciendo a un iﬁcremento en la susceptibilidad a

las infecciones.

La inmunidad en bivalvos comprende mecanismos celulares y humorales (Cheng, 1989).
Debido a que los bivalvos y gastrépodos poseen un sistema circulatorio abierto, se han
realizado estudios para determinar si los iones de Cut+ o Cd+* podrfan comprometer
ciertos aspectos de la inmunidad celular o humoral de la ostra Crassostrea virginica . Los
resultados han mostrado que la exposicién in vivo a ciertos metales pesados, asf como la
alteracién de la salinidad y temperatura podrian comprometer los mecanismos de defensas de
los moluscos. Se ha podido determinar asi mismo que los metales solos o en sus formas

queladas podian inhibir la liberacién de lisozima en el suero (Cheng, 1989).

Algunos datos obtenidos por Pipe y Coles (1995) han mostrado mortalidades altas en

mejillones sometidos a Vibrio. tubiashi después de una exposicion a Cut*, demostrando



una clara inmunosupresién, e indicando que el sistema inmune de los moluscos bivalvos es
modulado por cambios ambientales. A pesar de estos resultados mds estudios son
necesarios para medir la inmuno competencia y la importancia de sus relaciones con respecto

a la supresién del sistema inmune.
En Crustdceos.

Durante los iltimos afios se ha incrementado la atencién en los efectos ambientales
provocados por el uso de los pesticidas en agricultura y selvicultura ya que estos pucden
eventualmente entrar en Iosrcursos de aguaen los ecosistemas de arroyos, estanques, rios y
lagos. Se ha encontrado por ejemplo que los cangrejos pueden ser afectados, con la
enfermedad del caparazén. Esta patologia es comiin en crustdceos de ambientes
polucionados y coincide con un decrecimiento en la actividad antibacteriana del sucro (Noga,

1994).

El crusticeo Gammarus lacustris ha sido probado con los pesticidas mds cominmente
utilizados en la agricultura noruega, entre estos el fungicida Tilt ®250 EC. Los resultados

con tilt mostraron que este, fue toxico para la especie probada (Backken, Aanes, 1991).

Adicionalmente en una serie de experimentos de laboratorio Hessen y colaboradores (1994)
determinaron que pesticidas como el propiconazole tenfa un LC 50 entre las concentraciones
de 3.2 R 10 mg/l sobre Daphnia magna y D.pulex . Estos patrones de toxicidad fueron
confirmados luego de experimentos cerrados de 12 dias de duracién (Hessen, Killqvist,

Abdel-Hamid, Berge, 1994).



2 MATERIALES Y METOD
2.1.MATERIAL BIOI OGICO
2.1.1.Camarones y_Hemolinfa

l.os anmimales juveniles de Pennaeus vannamei empleados en los bioensayos fucron

obtenidos de la camaronera Fuentes localizada en la zona de Palmar, provincia del Guayas.

La hemolinfa fue extraida de animales en intermuda, para ésto se utilizaron jeringuillas de 1
ml. (Insulin Syringe 26 G 1/2) cargadas con un volumen de 100 microlitros de solucién
anticoagulante (citrato de sodio al 10%). Las muestras de hemolinfa fueron mantenidas en
hielo, mé&nteniendo condiciones de asepsia. Luego de la extracién, la hemoiinfa diluida V/V
con anticoagulante fue transferida a microtubos (0,5 ml virgin polyprop, Cambridge

Scientific, Co.).

2.1.2.Cepas Bacterianas

Se utilizé la cepa de Escherichia coli (Escherichia coli D31) la cual es una cepa comercial

traida al pais desde Francia por la Dra. Evelyne Bachere.
2.2.TECNICAS BACTERIOLOGICAS

2.2.1.Medios de _cultivo

Los medios utilizados para la realizacitn del ensayo de actividad antibacteriana fueron de dos

tipos: sélidos y liquidos.
Medios sdlidos:

Lennox L. Agar (LB Agar) (Sigma Chemical Company, L2897). Este medio fue
utilizado para la siembra de E. coli . Una vez preparado se esteriliz6 por 15 minutos a 121°C

y quincé libras de presién.



Medios liquidos:

Lennox L Broth Base (LB Broth Base).(Gibco BRL, 12780-029). Este medio fue
empleado para ef cultivo de E. coli . Se debi6 ajustar la concentracién de cloruro de sodio al
1% a fin de proveer una osmolaridad cercana a la de la hemolinfa y que sea a la vez apta para

la bacteria,E coli. El medio fue esterilizado por 15 minutos a 121°C y 15 libras de presion.

2.2.2.Manejo del Stock _de bacterias

Las cepas empleadas fueron mantenidas a -80°C en tubos de congelacion (Criotubos Nunc,
1,8ml). La manipulacién de estas cépas fue realizada en una céimara de flujo laminar para
evitar la contaminacién de las mismas. A partir de la cepa congelada se sembr6é por
agotamiento en una caja petri con ayuda de un asa de platino, luego se incubd por 8 horas
para permitir el crecimiento de las colonias. Una colonia aislada fue sembrada en 4 ml. de
medio liguido y se dejé incubar toda la noche. Antes de realizar las pruebas se repicé las
bacterias en caldo de cultivo fresco y se les permit6 crecer por dos horas para realizar
posteriormente el cdlculo de la concentracion a partir de la lectura de D.O. obtenida en el
espectrofotémetro (Shimadzu corporation, modelo UV-2100). Una vez obtenida la

* concentracién se realizé los célculos de las diluciones necesarias para obfener una

concentracion de 40 millones de bacterias/ml.

2.3. TECNICAS DE INMUNOEVALUACION
2.3.-1 .Tratamiento de la_ muestra para los diferentes ensayos

-Se cuantificé la cantidad de hemolinfa y la cantidad de citrato presente en la jeringuilla de

extraccion.

-Se separ6 la cantidad necesaria para la pruebas de cuantificacién del anién superéxido (150

ul por muestra).

-El sobrante de la mezcla se igualé volumen a volumen con citrato.



-Se separaron 10 ul. de hemolinfa que se utilizaron para la realizacién de los conteos

hemocitarios y hemogramas.
-Se procedi6 a centrifugar las muestras a 3000 rpm por 10 minutos,

-Se separé el sobrenadante de los hemocitos con ayuda de una pipeta y las muestras de
plasma as{ obtenidas se guardaron en congelacion a -80°C para utilizarlas en los ensayos de
inmunodosificaciones (dot-blot) y en la determinacién de la actividad antibacteriana asi como

en la cuantificacién de proteinas totales.

2.3.2.Hemogramas

-Se realizé el hemograma segiin el método descrito por Mufioz (1996).

Para facilitar el conteo en caso de que existan muchos hemocitos en la muestra, mantenerlos
con un buen aspecto morfolégico y evitar la agregacién celular, se diluyé 10ul de hemolinfa
total en 10ul de formaldehido al 10%. Las muestras de hemolinfa con formaldehido, pueden
ser analizadas hasta el dia siguiente de su obtencién, por lo cual fueron almacenadas a 4°C

permaneciendo en tubos cerrados para impedir la evaporacion.

-Se coloc;aron 10 ul de la muestra tratada con formaldehido en el hemocitémetro (Cdamara de

Neubauer, Erma), y se determind el nimero y los tipos hemocitarios en un microscopio
éptico, provisto de un dispositivo de contraste de fases (Olympus BH2, objetivo A20 PL).
Se estimaron los conteos de acuerdo al niimero de hemocitos.ml-1 que existian en la muestra

de hemolinfa.

- 2.3.3.Protocolo_para la cuantificacién del anién superéxido

El protocolo seguido fue el descrito por Mufioz (1996):



-Se colocaron las muestras de hemolinfa en los respectivos hoyos de una placa de

microtitulacién (50 ul por hoyo). En cada hoyo se adicioné un volutnen igual de Solucion

Salina Modificada de Hanks 2X (Cat+12 mM, Mg++ 26 mM) (MHBSS 2X).

-Luego se dejd incubar durante 30 minutos para permitir la fijacion de las células en la

microplaca.

-Una vez que las células se fijaron a la placa se elimind el sobrenadante y se adiciond,

cuidadosamente 50 ul de MHBSS 1X (Ca*+6 mM, Mg+t 13 mM) en todos los hoyos.

-Luego en los hoyos que sirvieron de control para evaluar la actividad bdsica de los
hemaocitos se aiadieron 50 ul de MHBSS 2X. y en los hoyos que sirvieron para evaluar la
respuesta de las células a un estimulante se afiadieron 50 ¥l de PMA (30mg.ml~ 1y preparado

en MHB:SS 2X.

-Se colocaron en todos los hoyos 50 ul de NBT al 0,24%, preparado en MHBSS 0X (sin
cloruro de Ca*t+ y Mgt+). La concentracién final de Cat*y Mg++ en cada hoyo fue de 6

mM y 13 mM respectivamente.

-Se incubaron las placas a temperatura ambiente, durante 2 horas (tiempo requerido para la

’

reduccion del NBT) en un lugar protegido de la luz debido a que el NBT es fotosensibie.

-Se eliminé ¢l sobrenadante de la microplaca y se adicioné luego 200 ul de metanol en cada
hoyo para detener la reaccion y realizar un primer lavado. Se realizaron dos lavados mds

con 200 ul de metanol al 70 %.
-Se dejé luego secar completamente la placa a temperatura ambiente.

-Para solubilizar el formazan intracelular se utilizaron 120 ul de KOH (hidréxido de potasio)

2M y 140 ul de DMSO (Dimethyl Sulfoxide).

-Utilizando una micropipeta multicanal se disolvié completamente el formazan.



-Se midi6 la densidad ptica de las placas en un espectrofotémetro de microplacas a una
longitud de onda de 620 nm, esto permitié cuantificar Ja cantidad de formazédn intracelular

obtenido por accién del anién superéxido.,

Los resultados obtenidos en las pruebas de NBT son presentados como tasas, estas se
obtuvieron dividiendo las lecturas obtenidas de los hemocitos estimulados para las lecturas

de los hemocitos sin estimulacién.

PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE
ANION SUPEROXIDO

- Extraer la hemolinfa y determinar ia cantidad extraida..

- Distribuir 50 ul de hemolinfa en los 'hoyos de la microplaca y adicionar
50 ul de MHBSS 2X, Incubar por 30 minutos.
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- Pama obtener la estimulacién deseada se ) adicionan 50 ul del estimulante
(PMA) en MHBSS 2X en los hoyos estimulados v en los de control se adicionan
sclo 50 ul de MHBSS 2X.
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- Finalmente se adiciona 50 ul de NBT al 0,24% a toda la placa para revelar la
produccion de anidn Supq‘réxido. incub%r por dos hgras.
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-Himinar el sobrenadante.

-Lavar con metanol.

-Solubilizar con KOH (120ul) y BMSO (140ul).
-Leer a 620 nm.

Fig.8: Protocolo para la cuantificacién de anién superoxido



2.3.4.Protocolo ra la_cuantificacién 1 ividad antibacterian
Se siguid el protocolo descrito por Tapia (1997).

-En unafé microplaca (Corning Glass Work, Flat Bottom, 25850) se mezclaron (por
triplicado) 10 ul de la muestra de plasma ( 5 ul de plasma y 5 ul de anticoagulante) con 10 ul

de suspensién bacteriana de E. coli D31 (0,03 D.O. a 540 nm).
-Se dej6 incubar por | hora a temperatura ambiente.

~Se llevé un control de crecimiento bacteriano sustituyendo la hemolinfa por 10 ul de una
solucién de agua de mar al 70%, csterilizada mediante filtracién (Gelman Sciences 4320, 0,2

um) ¢ igualada volumen a volumen con anticoagulante.

-También se consideré un control del plasma para cada muestra con 10 ul de medio dc

cultivo reemplazando la suspension bacteriana.

-Después de la incubacién se afiadié a todos los pozos 200 ul de medio de cultivo,

completando un volumen final de 220 ul por hoyo.

-Se efectud inmediatamente la lectura en el espectrofétometro de microplacas (Labsystems
Muttiskan Bichromatic 348) a una longitud de onda de 540 nm, el resultado asi obtenido fue
considerada como el tiempo 0O equivalente al blanco, el mismo que fue restado de la lectura

obtenida luego de 8 horas de crecimiento bacteriano.

-Mediante un cdlculo simple se obtuvo el porcentaje de inhibicién del crecimiento bacteriano
de cada muestra, considerando al contro! bacteriano come el 100% del crecimiento. El

porcentaje de inhibicién de las muestras se obtuvo substrayendo el crecimiento bacteriano del

valor que representa el 100%.



METODO T

Medio de cultivo LB

ii

Escherichia coli

\/ ' 40 x108bact /ml.

SOLUCION S
Agua de mar 70%+ Citrato de Na 10%

(V/ V)

Plasma(5 0%plasma+50 %citrat o)

v

-Llenar la placa siguiendo el siguiente esquema:

10 ul plasma

+
10 ul E coli

- —
CB
10 ul de piasma 10 ui de Sol. 8
+ +
10 ulde LB 10 ul de E coli

_ -Incubar por una hora a temperatura ambiente (25°C)
-Afadir 200 ul de LB a todos los hoyos

p_J

LB

o o0

————=Contr of bact

» ControPlasma

-Leer en el espectrofotémetro a 540 nm. al tiempo cero y luego a las 8 horas..

Fig.9: Protocolo para 1a cuantificacién de la actividad antibacteriana del plasma de P.vannamei..

M: Muestra
CP: Contro} plasma
CB: Control Bacteria



2.3.5. Inmunodosificaciones: Protocolo dot bl ipo ELI

-Dos ul de plasma diluido (1/50 en tampdén fosfato salino (PBS) 800 mOsm) fueron
depositados en membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron secadas a temperatura

ambiente durante 30 minutos.

-Las membranas fueron saturadas por incubacién con PBS (NaCl 150 mM, KCI 3 mM,
KHyPO4 2,5 mM, NagHPO4 8,5 mM,pH 7,2) conteniendo leche descremada al 5% (pev-!)

agitando suavemente por 60 minutos, T.A.

-Se realizé 3 lavados de 3 minutos ¢/u con PBS conteniendo 0,1% de Tween 20 (PBS-

Tween 30)

-Se deposité el primer anticuerpo y se incub6 por 60 minutos a temperatura ambiente. Los

anticuerpos monoclonales utilizados fucron:

Anticuerpo purificado anti o2-macroglobulina difucién 1/1000 (en PBS-Tween 0,1%-leche

0.5%)..

Anticuérpo purificado anti factor de coagulacién dilucién 1/1000 (en PBS-Tween 0,1%-leche
0,5%).

Sobrenadante de cultivo contré aglutinina sin diluir.
-Se realizd 3 lavados de 3 minutos con PBS-Tween 20 (0,1%)

-Se deposits el segundo anticuerpo (conjugado a la fosfatasa alcalina) y se incubd por 45
minutos: dilucién empleada del anticuerpo 1/10.000 en PBS conteniendo Tween-0,i1% vy |

Leche al 0,5 %.

-Se realizd 3 lavados de 3 minutos con PBS-Tween 20 (0,1%)



-Se incubé con el sustrato recientemente preparado:

» BCIP (25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato en 0,5 ml de dimethyl-

o3 8 L1 201 111 1: ) PUTUTUTR U U TSP PROSTRT PRSPPSO PR 33 ul.
« NBT (25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 1 ml de agua
B LX) (1 72:Vs 1)) PUT T O OO O TP e PP S P PTRIY 66 ul,

 Tampén Fosfatasa Alcalina (Na Cl 100mM, Mg CI2 5mM, Tris base 100mM, pH
3T 3 T T T TREE 10 ml

-La reaccién enzimdtica fue detenida a los 30, 60 y 90 minutos, para 0.2-macrogiobulina,
factor de coagulacién, y aglutinina, respectivamente; lavando ia membrana con 50 ul. de una

dilucién de 2 mM de EDTA.

*Concentracién de los anticuerpos monoclonales (primer anticuerpo) utilizados para cada

factor:
-Anti oi2-macrogiobulina (purificado): 1,4 ng/ul
~Anti factor de coagulacién (purificado): 84 ng/pl

-Anti aglutinina (sobrenadante de cultivo): 1858 ng/ul



DOT BLOT

Muestras de  e———fp»
plasma

Fijacion del antfgeno Incubacion anticuerpo especifico
Bloqueo de la membrana

Himinacién del exceso de anticuerpos Incubacién con un anticuerpo
conjugado a una enzima

Himinacion del exceso de anticusrpos Incubacién con sustrato (NBT,BCIP) .
@- Diagndstico positivo
Fig. 10: Protocolo para dosificacién de protefnas alfa 2 macroglobulina, factor de coagulacitn y aglutinina.

( Después de Valenzuela, 1996)



‘. 2.3.6.Protocole para la Cuantificacién _de Proteinas Totales
-Antes de j}a cuantificacion, las muestras se diluyeron en agua destilada (1/50).

_Se realiz6 el lienado de una serie de hoyos de la microplaca (Corning Glass Work, Flat
Bottom, 25850) con BSA (Suero de albimina bovina) preparado a una concentracion
lug/ul. Este llenado de la placa se efectu6 de una manera progresiva (0, 2, 4, 6, . SR , 20
ul) y se completé a un volumen de 20 ul con agua destilada. El objetivo de este llenado

progresivo es determinar una curva estandar que nos permita luego analizar los resultados.

-En otra serie de hoyos se colocaron (por duplicado) 20ul de cada una de las muestras de

plasma diluidas.

-Se agregd a toda la placa 20ul de solucién preparada con la siguiente formulacién: 91%

solucién A, 4,5% de solucién B, y 4,5% de solucién C.

-Solucién A: NapCO3 al 10% preparado en una solucién de NaOH 0,5 N 60,5 M.
-Solucién B: Cu SO3.5H20 al 1% en agua destilada.

-SoluciénlC: Tartrato de Sodio y Potasio al 1% en agua destilada.

_Se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente.

-Se colocé 60 ul/hoyo de una solucién al IQ% de Fenol de Ciocaltéus (Reactivo de Folin). .

-Se esper6 el tiempo suficiente (5-10 minutos) para que se de la reaccion, en el hoyo

determinada por el cambio de coloracién de amarillo a azul.

_La lectura se-realizé cn el espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm.



PROTOCOLO PARA CUANTIFICACION
DE PROTEINAS (LOWRY)

-Llenar progresivamente con BSA 2.4.,6,.....20 ul. y completar a 20 ul. con
agua destilada. Colocar 20 ul. de las muestras de plasma dilucién 1/100.

[y

2 3 456 78 9101112

: BSA 1ug/ul
Noooooooo@obo -
B OOOOOOOOOOOO
c PP D®
rlecceo®o0o02®
E PO DD ODDDPD
F|leoceoeceeo®®® -
lloocoec220@@®
H OO0 OOOD® Muestras

-Afadir 20 ul. por ceida de la solucién mezcla formada por: Sol. A + Scl. B
+ Sol. C (Relacién 15 ml. de Sol. A : 0,75 de Sol. By Sol. A). Dejar incubar
por 15 minutos. Ver anexos.

12 3 456 78 9101112
rAloocoocoooo0ooo00Q

: 5008000202000 Q
Sol. Mezcla |20 OO0 0000022
- Cloo 6000200099
Dloooooo000022
Elo000002900Q9Q
Elooooe089000298
(0000002060000

“Finalmente anadir 60 ul. por hoyo de Sol. de Folin diluida 1/10 en Agua
Destilada. Dejar reaccionar hasta que se pierda el color amarillo.

12 3 456 78 91011 12

P AlOC OO0

ploD 600000002

C OO0 OCOO0

— 50000000222 Q

E OO OOOOOOL

K/ ElogoaooaQ00QR

Flooeasoge0238

: Hoooooooooooo
Solucion de

Faolin

-Leer en el espectrofotémetro a 540 nm.

Fig. 11: Protocolo para la cuantiticacién de protefnas totales del plasma de P.vannamei.



agua sea homogénea en todos los tanques, no se consideréd necesario realizar un control

diario de parametros fisico-quimicos.

Una vez iniciado el bioensayo los camarones fueron alimentados con tres tipos de dietas,

Las dietas consistian de:
Alimento balanceado comercial (50% de proteina).
Alimento balanceado comercial (22% de proteina),

Alimento natural constituido de 60% de calamar, 12% de ostra, 12% de almeja y 16% de

mejillén (dieta empleada para animales de maduracién del CENAIM).

El porcen:taje de biomasa suministrada diariamente fue del 4% distribuido en dos raciones del
2% cada ;ma (suministradas en la mafiana y en la tarde).
i :

A los quince dias de iniciado el bioensayo se realizé la evaluacion de la respuesta inmune en
los animales, la misma que fue determinada por medio de: la cuantificacién de la produccién
de anién superoxido 02" mediante la técnica de reduccién del NBT, el hemograma, cl
ensayo antibacteriano turbidométrico, y las inmunodosificaciones por dot-blot. No se
considerd indispensable monitorear el peso final de los animales, debido a que en el
CENAIM ya existe informacién sobre la relacién calidad de la dieta-crecimiento y por ofra
parte a que estos datos no aportarfan informacion fundamental para el analisis de los
resultados obtenidos con las pruebas de inmunoevaluacién que eran el objetivo principal del

trabajo. :

Un grupo de animales (20 camarones) fueron estudiados con las pruebas inmunitarias antes
de iniciar cada bioensayo, luego del primer periodo de aclimatacién. Este grupo fue

denominado TO (tiempo cero).



2.4.2. Ensayos toxicologicos
Disefio experimental

En este bioensayo se inyectaron dosis de 1-10-100 ppb de Tilt® para evaluar el efecto de
este fungicida sobre la respuesta inmune de los camarones. Para ésto, los camarones fueron
distribuidos aleatoriamente en 9 tanques, tres grupos (de dos tanques cada uno) fueron
inyectados con 100 ul. de 1, 10 y 100 ppb de Tilt®. El cuarto grupo de animales (de dos
tanques) fue inoculado con 100 ul. de solucién salina, para llevar un control del efecto de la
inyeccién. Los animales del noveno tanque no fueron manipulados para llevar un control de
mortalidad. Los tanques empleados eran rectangulares y de una capacidad de 500 litros, la
aeriacién fue constante y el recambio de agua continuo. Antes de iniciar el bioensayo se dejo
a los animales aclimatarse durante 6 dfas. Durante todo el bioensayo fueron alimentados con
una biomasa diaria del 4% de un balanceado comercial conteniendo 50% de proteina, el cual
fue suministrado en dos raciones diarias una en la mafiana y Ja otra en la tarde (cada racién

correspéndicnte al 2% de la biomasa).

A los seis dias de la inyeccién se procedié a la extraccion de la hemolinfa para realizar las
primeras pruebas (muestreo 1), posteriormente pasados trece dias de la inyeccién se realizé

la segunda extraccién de hemolinfa para las pruebas finales (segundo muestreo).

2.5.TRATAM IENTO ESTADISTICO DE DATOS

Los datos obtenidos durante la realizacién de los ensayos fueron analizados mediante un
anélisis de varianza (ANOVA) y un test de Rango Maltiple de Duncan (Super Anova) a un

nivel de confianza del 95%.



3 .RESULTADOS Y_DISCUSION

LUACION DE ENSAY INMUNI 10 AJO__CONDICION DE
ESTRES NUTRICIONAIL

Varios ensayos inmunitarios estdn disponibles para el camarén P. vannamei, algunos
permiten cuantificar factores circulantes en la hemolinfa y otros, estimar actividades

inmunitarias.
Para la dosificacién de factores circulantes se cuenta con.los siguientes ensayos:

-El hemograma, el cual permite cuantificar el niimero y diferenciar las proporciones o

porcentajes de los tipos de hemocitos o elementos figurados de la hemolinfa.

-Tres inmunopruebas dot-blot de tipo ELISA (Enzime-linked inmonosorbent assay)
empleando los -anticuerpos monoclonales (Ac Mc), especificos contra el factor de

coagulacién (42E8), o2-macrogiobulina (41B12), y una posible aglutinina (40E10) de
P japonicus (Rodriguez, 1995). . Estas pruebas permiten también cuantificar estos tres

factores circulantes en el plasma de P. vannamei (Valenzuela, Rodriguez, com.pers.).

-Cuantificacién del anién superéxido (027) generado durante el choque respiratorio, por

medio de la reduccién del NBT (nitroblue tetrazolium) (Mufioz, 1996).

-Determinacién de la actividad antibacteriana del plasma, cuantificada por un método
turbidométrico, basado en la medicién de la disminucién de la turbidez de suspensiones

bacteriz{nas, en presencia de plasma de camardn (Tapia, 1997).

Con el objetivo de contar con un criterio extra, que nos permita analizar mejor los resultados
obtenidos, con las pruebas de inmunodosificaciones de factores circulantes en el plasma, se
dosificé en paralelo la cantidad de proteinas totales presentes en las muestras de plasma de

camarén, por medio del método de Lowry (1951) adaptado a microplacas (Nieto, com.per.)



El presente trabajo buscé determinar si las herramientas arriba citadas, son capaces de
reflejar fluctuaciones en los pardmetros inmunitarios de camarones sometidos a diferentes
condiciones de alimentacién. Para ésto se realizaron dos bioensayos en los que se emplcaron
camarones con un peso aproximado de 7g, siendo estos previamente aclimatados en tanques
exteriores por un periodo de 10 dias antes de iniciar el ensayo. Las dietas o alimentos

consistian de:

Alimento I: Balanceado comercial 22% de proteina.

Alimento 2: Balanceado comercial 50% de proteina.

Alimento 3: Dieta congeléda constituida de calamar, ostra, mejillén y almeja.

(Ver materiales y métodos 2.4)

3.1.1.Primer bioensayo

Para estimar la condicién inmunitaria de los animales, antes de iniciar el bioensayo se
sometié a un grupo de camarones a los ensayos de inmunoevaluacién, en esta fase se
realizaron sélamente tres pruebas, cuantificacion del anién superdxido, actividad
antibacteriana y hemogramas, ya que las tres pruebas dot-blot de tipo ELISA se encontraban
todavia én fase de optimizacién. Ademds se realizé la cuantificacion de proteinas totales del

plasma, Los datos obtcnidos con estos animales son presentados como el tiempo cero (T0).

Problemas de alta mortalidad fueron observados en varios tanques experimentales, lo que
condujo.a detener el ensayo a los 15 dias de su inicio, sometiéndose cada animal a la

extraccidn de su hemolinfa para emplearla en los ensayos inmunitarios.



3.1.1.1 . Resultados de gmgbgs inmunitagias del primer bioensayo

Supervivencia.

Los resultados de supervivencia para cada tipo de alimento (con sus tres réplicas) son

presentados en el siguiente gréfico (Figura 12):

Supervivencia al Final del Primer Bioensayo

100 -

Porcentajes

Alimento 1 Alimento 2 Alimento 3

Tratamientos
Fig.12. Porcentajes de supervivencia al final del primer bioensayo. Los porcentajes son presentados para
cada tipo de alimentacién.
Alimento 1: Alimento balanceado 22% de proteina.
Alimento 2: Alimento balanceado 50% de protefna.
Alimento 3: Alimento natural,
Debido a que la cantidad de animales fue muy baja en algunos tanques, se procedid agrupar a
los animales por tratamientos para el andlisis de las pruebas realizadas. Esto se pudo hacer
tomando en consideracién que no existian diferencias significativas (p>0,05), entre las

téplicas de cada tratamiento, en todas las pruebas realizadas.

Los datos de supervivencia de los tratamientos 1 y 2 concuerdan con Jos valores
clisicamente observados para reproductores en laboratorios (alrededor del 70 %), en los

cuales se considera aceptable una mortalidad diaria no superior al 2%. Segin esta



estimacion, la supervivencia deberia ser del 70% después de 15 dfas de ensayo. Sin embargo
la supervivencia en el tratamiento 3, fue tan solo del 50 %, debido en gran medida a las altas
mortalidades observadas en 2 de los 3 tanques de este tratamiento. A pesar de estos datos
cabe mencionar que los porcentajes de supervivencia no mostraron diferencias significativas

(p>0,05) entre cada tipo de alimento suministrado.

Determinacion de Hemogramas.

Los promedios de los nimeros de hemocitos para cada tipo de alimento son presentados en

.

la Figura 13.
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Tiempocero Alimento1 Alimento 2 Alimento 3

Figl3. Mitlones de hemocitos totales por m! de hemolinfa de P. vannamei para cada tipo de alimento (final
del primer biocnsayo), comparados con el tiempo cero. '

Tiempo cero: Conteo de hemocitos antes del inicio del bioensayo.

Alimento I: Alimento balanceado 22% de proteina.

Alimento 2: Alimento batanceado 50% de protefna.

Alimento 3: Alimento patural.

Los resultados de la cuantificacién hemocitaria en el tiempo cero muestran, que el niimero de
hemocitos es muy variable, con valores registrados entre 10 y 40 millones de células por mi
(promedio de 22'430000 + 8'754493), estas diferencias fenotipicas en animales sometidos a
las mismas condiciones de aclimatacién y mantenimiento podrfan tener su origen en
diferencias de tipo genotipico. Esta variabilidad en los datos puede ser comparada con la

registrada por Mufioz (1996) para juveniles de P. vannamei.. En efecto, Mufioz reporta



valores desde 5 hasta 10 millones de hemocitos.mi*}. Ademas el promedio de hemocitos
circulantes en P. vannamei no difieren sustancialmente de los valores encontrados por
Mufioz para P. vannamei (1996), y por Martin & Graves (1985) en P. californiensis (10
millones de hemocitos.ml-1), y en el cainarﬁn Sycionia ingentis (Ridgeback prawn) donde

se encontraron valores de 14 millones de hemocitos.mi-1.

© Ademds estos resultados mostraron un decremento del niimero de hemocitos en los animales
del bioensayo, comparado con los. valores obtenidos en el tiempo cero (promedio de 22
millones de hemocitos.ml-1) (p<0.05). Esto podria sugerir que la condicién inmunitaria del
animal decrece desde el momento en qﬁe llega de la camaronera a los tanques de

experimentacion.

Cabe mencionar que se encontré diferencias significativas entre los alimentos 1, 2, y 3
(p<0,05), siendo mayor el valor en los animales alimentados con balanceados comerciales
que en el caso de los que tuvieron alimento natural. El promedio mas elevado {mayor a 15
millones de hemocitos.ml'l) se encontrd en el balanceado con 50% de proteina (alimento 2),
en tanto que el promedio mds bajo se registré en los animales que recibieron la dieta natural

(alimento tres), confirmando la presencia de algtin problema en estos animales,
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Fig. 14. Tipos hemocitarios expresados en porcentajes para los animales de cada tipo de alimento.
Tiempo cero: Hemograma antes del inicio del bioensayo.

Alimento 1: Alimento balanceado 22% de proteina.

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de protefna.

Alimento 3: Alimento natural.

G: Hemacitos Granulosos

8G; Hemocitos Semigranulosos

H:Hemacitos hialinos.

La figura{14) muestra que los porcentajes de hemocitos obtenidos en el tiempo cero, son
similares a los registrados por Mufioz (1996), quien determind que para juveniles de P.
vannamei el porcentaje de hemocitos semigranulosos y hialinos era aproximadamente del

70%.

En lo que concierne al bioensayo se observé diferencias significativas .(p<0.05) de la
férmula hemocitaria entre los animales del tiempo cero y los del bioensayo, esta variacion
fué evidente inclusive entre los diferentes tratamientos. Estas alteraciones se tradujeron por
un incremento de células semigranulosas y una pérdida de células hialinas y granulosas, en

los animales del bioensayo sobre todo en los animales alimentados con la dieta tres.

+



Cuantificacién del anién superdxido

Los resultados obtenidos en la cuantificacién del 02~ mediante la téenica de reduccion del

NBT son presentados en las figura 15.
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Tiempo cero Alimanto 1 Almento 2 Alimento 3

Fig.15. Produccion de! 02" expresado en Tasas entre ¢l valor de hemaocitos estimulados y no estimulados.

Tiempo cero: Pruchas antes del inicio del bioensayo.
Alimento 1; Alimento bhalanceado 22% de protefna,
Alimento 2: Alimento halanceado 50% de protefna.
Alimento 3: Alimento natural.

Los tasas obtenidas variaron en un rango de valores desde 1.1 (animales con alimento 2)
hasta 1.4 (animales del tiempo cero). No existicron diferencias significativas entre los
tratamientos | y 3 y el tiempo cero. La tasa més baja se obtuvo con los animales que

recibieron el alimento 2 (dieta del 50% de proteina).

Segiin resultados reportados por Mufioz (1996) existirfa una relacién entre el nimero de
hemocitos y la produccién de anién superéxido. Sin embargo los resultados obtenidos en
los tratamientos alimenticios no concuerdan con esta hipétesis. En efecto los animales que
recibieron los alimentos 2 y 3 presentaron cantidades de hemocitos decrecientes que no sc
acompafiaron de una menor produccién de anién superéxido. Si bien se desconocen las

causas reales de esta respuesta podrfamos sugerir que estos animales cultivados en

condiciones estresantes (Al, A3) presentan una poblacién hemocitaria en estado de



activacién, pero no se puede descartar tampoco alguna relacién con las modificaciones

observadas en las férmulas hemocitarias,

Cuantificacion de proteinas totales presentes en el plasma de P. vannamei
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Fig.16. Cuantificacién de protefnas totales en el plasma. Segin el método de Lowry para cada tratamiento
alimenticio, comparado con ¢l tiempo cero. '

Tiempo cero: Cuantificaciones realizadas antes del inicio del bloensayo

Alimento I Alimento balanceado 22% de protefna

Alimento 2: Alimente balanceado 50% de proteina.

Alimento 3: Alimento natural,

Como se puede observar en la figura 16 las cantidades iniciales de proteinas registradas
como promedio en el tiempo cero, fueron mucho mayores a las obtenidas luego del
bioensayo, en efecto los valores de proteinas totales registrados inicialmente se presentaron
entre 80 y 160 ug.ul‘1 con un promedio de 125,28 4 22,02, valores similares han sido
normalmente encontrados en juveniles de P. japonicus (Rodriguez, com.per.), y en otros
decépodos (Depledge & Bjerregaard, 1989), al final del bioensayo estos vﬁlores se hallaron
entre 60 y 100 ug.ui‘l de proteiﬁa, registrdndose los valores méds bajos de proteina cn el
tratamiento 3 (p<0,05), en tanto que en fos tratamientos 1 y 2 {(dietas de balanceados
comerciales) los valores fueron mayores sin presentar diferencias significativas entre ellos
(p>0,05). Los valores obtenidos con la cuantificacién de protefnas totales, permiten

confirmar el decremento en la calidad de los animales, al set sometidos al estrés de los



tanques de experimentacién y el mal estado fisiol6gico de los animales sometidos a la dieta

3.
Inmunopruebas de tipo ELISA en dot-blot.

Las proteinas o2-mactroglobulina, factor de coagulacién, y aglutinina fueron detectadas
mediante inmunopruebas dot-blot de tipo ELISA, La estimacién de cada una de las
proteinas, se basd en la comparacion de los resultados obtenidos a partir de los diferentes
animales muestreados, con una escala constituida de 4 valores atribuidos a 4 intensidades

colorimétricos. (Figura 17).

Fig 17: Escala colorimétrica para la calificacién de las pruebas de dot-blot.




Los resultados de las inmunodosificaciones de factores plasméticos son presentados cn la
figura 18.

Pruebas de Dot-Blot

Calificacion

Add  Afa ~ CP Al T Alfa . P Aglui~ Afa

Alimento 1 . Aliment@ Alimentad

Figura 18: Resultados de inmunodosificaciones. Pruebas de Dot-Blot para aglutinina, a2-macroglobulina y
factor de coagulacion,

Alimento 1: Alimento balanceado 22% de proteina.

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de proteina.

Alimento 3: Alimento natural.

Como se puede observar en la figura 18, para todas las inmunodosificaciones realizadas
(aglutinina, factor de coagulacion, o2-macroglobulina) las mayores caliﬁcﬁciones estdn en
los animales del alimento 2, las intermedias en los del alimento | y las mds bajas en los
animales del tercer tipo de alimento. Adicionalmente las pruebas de inmunodosificaciones,
realizadas con los AcMec anti factor de coagulacién y anti aglutinina, mostraron diferencias
entre las tres dietas. Cabe recalcar que en el caso de la determinacién de la aglutinina la
calificacién es de cero para los animales que recibfan el alimento 3, indicando que no hubo
deteccién de este factor en el plasma de estos animales. No se detecté diferencias de la

protefna or2-macroglobulina entre los animales que recibieron los alimentos 1 y 2, pero si
entre estos y los que recibieron la dieta 3, segln estos resyltados las tres proteinas en

cuestién podrian constituirse en marcadores de estrés, pero la aglutinina y el factor de



coagulacién serfan mds sensibles a detectar diferencias en el contenido proteico de la dieta,
cabe mencionar que el factor de coagulacidn es una lipoglicoproteina (Kopacek, et al., 1993)

y como tal se podria esperar variaciones en su concentracién provocadas por las diferencias

en las dietas.
Actividad antibacteriana

Los valores de actividad antibacteriana, registrados como porcentajes de inhibicién del

crecimiento bacteriano, son presentados en la Figura 19
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Figura 19. Actividad antibacteriana expresada como porcentajes de inhibicién del crecimiento bacteriano.
Tiempo cero: Pruchas realizadas antes del inicio del bioensayo.

Alimento 1: Alimento balanceado 22% de proteina.

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de protefna.

Alimento 3: Alimento natural.

Los porcentajes de inhibicién del crecimiento bacteriano estuvieron en un rango entre 7-

90%. No se encontrd diferencias significativas entre los tratamientos y el tiempo cero.

Los resultados obtenidos con la prueba de actividad antibacteriana en este primmer bioensayo
no son muy informativos, esto podria deberse a que en este tipo de ensayos no se cuantifica

factores definidos como es el caso de los ensayos de dosificacién (e.g.hemograma, protefnas



totales, inmunodosificaciones de tipo dot-blot) sino que la actividad que se mide puede estar
ligada a la conjugacion de diferentes factores que actuarfan sinérgicamente y que pueden

responder de forma poco previsible a las condiciones del medio.
Andlisis Integrado de los efectores inmunitarios.

Los valores obtenidos con cada una de las pruebas inmunitarias en funcion de la dieta
suministrada, fueron transformados a indices parciales, con la finalidad de alcanzar la
homogeneidad requerida que permita integrarlos en un fndice global para cada grupo de
animales. En este primer bicensayo no s¢ present6 los indices del TO debido a que en estos

animales no se realizé las inmunodosificaciones (Fig.20).
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Fig.20: Andlisis integrado de los efectores inmunitarios. Se ha representado el fndice de cada prucha en
funcién de la dieta suministrada (indice parcial), y el indice inmunitario obtenido para cada grupo de animales
(fndice global). Sc puede observar que el mayor fndice inmunitario global se presentd en los animales del
tratamiento A2 y cl més bajo en los def tratamicnto A3,

El mayoif fndice global se registrd en los animales que recibieron la dieta 2 (A2), en tanto que
el indice més bajo se encontré en los animales alimentados con la dieta 3 (A3). Si se observa

con atencién la figura 20 se puede concluir ademds, que los indices parciales que ejercieron



%mayor influencia sobre las diferencias encontradas en los indices globales fueron: Proteinas

totales, proteina de coagulacién, aglutinina y hemograma.

Por otra parte con la finalidad de determinar los efectores inmunitarios con mayor
susceptibilidad de sufrir modificaciones segin la dieta suministrada se calculé ¢l CV
(coeficiente de variabilidad) de cada prueba usando los indices parciales (Tabla 1).

Encontrdndose que estos efectores fueron: proteina de coagulacién, aglutinina y hemograma.

Los fndices globales ademds permiten observar o reflejan las situaciones de estrés generadas
por la calidad del alimento. Esto se observa al comparar los indices de los tratamientos | y
2, siendo este Gltimo mayor que el primero, como se recordard la dieta 2 se caracterizé por
tener un fnayor contenido proteico que la dieta 1. Por otra parte el estrés que se generd en
los animales del tercer grupo estuvo acompaiiado de un indice global muy bajo para los
animales que recibieron este tipo de alimento.

Tabla 1: Coecficientes de variacién de los fndices obtenidos. Los efectores que presentaron los CV mds
altos fucron, aglutinina, hemograma y protefna de coagulacion. '

102 | Act.Ant | Prot.To| PC | Agluti | Alfa2 | Hemog.
Prom. | 11,06] 39,51 52,81 | 4595| 4026 | 64,62 | 3441
D.Est.| 49 | 6,54 17713 | 2337] 2328 | 1736 | 1825

cv | 041 017 034 | 051 ] 058 | 027 0,53

3.1.2.Segundo_Bioensayo

Debido a la mortalidad que se presenté en los animales que recibieron la dieta 3, durante ¢l
primer bioensayo y con la finalidad de descartar un proceso infeccioso ya presente en los
camarones como posible causa, se procedié a realizar una desinfeccion de los camarones
antes de ser utilizados en el segundo bioensayo, durante el perfodo de aclimatacion en

tanques exteriores. Para realizar esta desinfeccién se utilizé una mezcla de los antibidticos

oxitetraciclina a 25 ppm y cloranfenicol a 10 ppm, éstas concentraciones fueron elegidas de

acuerdo a resultados obtenidos de experiencias previas de desinfeccion en el Cenaim.



Luego del tratamiento con antibi6ticos se aplicé probiéticos (Vibrie alginolyticus 109¢él.mt-

1Y, con el fin de restaurar la flora intestinal de los camarones.

3.1.2.1.Resultados de pruebas ininunitarias del segundo bioensayo
Supervivencia.

Los resultados obtenidos de supervivencia para cada uno de los tratamientos con cada una de
sus replicas son presentados en la figura 21.

Supervivencia al final del Segundo Bioensayo
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Fig 21. Porcentajes de supervivencia cn cada tratamiento con sus réplicas.

Tratamicsto 1: Alimento batanceado 22% de protefna.

‘Tratamiento 2: Alimento balanceado 50% de protefna.

Tratamiento 3: Alimento natural.

Los datos de supervivencia son muy similares a los obtenidos durante el primer bioensayo,
es decir que se observé una supervivencia aceptable en los animales de los tratamicntos 1 y 2

(alimentos de 22 y 50% de proteina), y una gran mortalidad en Jos camarones del tratamiento

3 (alimento natural). Estos resultados evidenciarfan que la mortalidad estuvo asociada a la

.



dieta 3 y no a un proceso infeccioso previo de los camarones ya que el tratamiento antibidtico

no introdujo ninguna modificacion a los resultados de supervivencia,

Debido a que la cantidad de animales fue muy baja en los tanques del alimento 3, se procedid
a agrupar los animales por tratamientos para el andlisis de las pruebas realizadas, al igual que
en el primer bioensayo. Esto se pudo hacer tomando en consideracién que no existian
diferencias significativas (p>0,05), entre las réplicas de cada tratamiento, en todas las
pruchas realizadas. Es de anotar que no s¢ encontré diferencias significativas entre las
superviv_encias de los animales de los tratamientos { y 2 (p>0,05), pero si entre los animales

que recibieron alimento natural y los de los dos tratamientos antes mencionados (p<0,05).

Este problema asociado a la dieta 3 podria deberse a una mala calidad del alimento empleado,
ya sea por descomposicién (malas condiciones de congeiacién, congelaciones ¥y
descongglaciones repetidas) o contaminacién de este, lo que se justificarfa -debido a que el
alimento estuvo compuesto en gran parie por animales filtradores y bioacumuladores (ostras,
mejillones y almejas). Otra posibilidad es que este tipo de alimento constituya un substrato
adecuado para el crecimiento de bacterias oportunistas presentes en los tanques de cultivo,

que colonizarian Juego los tractos digestivos de los animales.
Determinacion de Hemogramas.

El nimero total de hemocitos por dieta es presentado a continuacién en la Figura 22. E
confeo de hemocitos sigue indicando una gran variabilidad entre los individuos, pues los
valores encontrados en el tiempo cero fluctian entre fos 12 y 46 millones de hemocitos.mi-1.
Estos valores son comparables con los registrados en el tiempo cero del primer bioensayo en

los que se registraron valores entre 10 y 40 millones de hemocitos .mi-1
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Fig. 22 Mitlones de hcmocitos.ml‘I para cada tratamiento (final del segundo bioensayo).
Tiempo cero: Conteos hemocitarios realizados antes del inicio del bioensayo.

Alimento 1: Alimento balanceado 22% de proteina,

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de proteina.

Alimento 3: Alimento natural.

Los animales sometidos a las diferentes dietas dieron como resultados valores entre 11 y 18
millones de hemocitos.ml” I, Estos valores reflejan (una situacion ya observada en el primer
bioensayo) la pérdida en la calidad de los animales, con respecto al tiempo cero en el cual el
promedio fue de 40 millones de hemocitos.ml-1. Los animales sometidos al alimento 2
presentaron un prorhedio mayor de hemocitos con respecto a las dietas 1 y 3. En este
segundo bioensayo el niimero total de hemocitos se revela como marcador de la calidad de la
dieta, diferencias significativas (p<0,05) entre alimento 1 y 2,y no s6lo de una condicion de
estrés como se pudo observar en el primer bioensayo. Por otro lado se pudo observar que
no existieron diferencias entre los animales del alimento 3 y los de los animales de los

alimentos 1y 2.

Los porcentajes de cada tipo hemocitario son presentados por tanques y por tratamientos en

ia figura 23.
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Fig. 23. Tipos hemocitarios expresados en porcentajes para cada tratamiento (medias de los valores
registrados en los tanques).

"Tiempo cero: Conteos hemocitarios realizados antes del inicio del bicensayo.

Alimento 1: Alimento batanceado 22% de proteina.

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de proteina,

Alimento 3: Alimento natural,

Si se observae! hemograma de los animales del tiempo cero se nota que el nimero de
hemocitos granulosos se mantiene en los mismos porcentajes que en los animales del tiempo
cero del primer bioensayo (11%), pero no asi los hemocitos hialinos y semigranulosos, los
hialinos sufticron un incremento en relacién a los datos del primer bioensayo, pues
representaron cerca del 30% de los hemocitos, en tanto que los hemocitos semigranulosos
sufricron una baja en su porcentaje, pues representaron fan solo un 60% del total de

hemocitos circulantes.

Como se recordard durante el primer bioensayo se observé un incremento en el porcentaje de
las células semigranulosas, y una disminucién de la proporcién de células hialinas y
granulosas en relacién a la calidad de la dietas empleadas. En el segundo bioensayo la
modificacién de la férmula hemocitaria es menos clara; sin embargo, es evidente para los
camarones sometidos a Ja tercera dieta un incremento de células semigranulosas (75%), y

-

una pérdida de células granulosas, con valores entre 5-6%, .




Cuantificacion del anién superoxido

Los resultados de las pruebas de produccién del anién superéxido pueden observarse en la

Figura 24
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Fig. 24. Produccién de anién superéxido expresado en tasas luego de los tratamientos en el segundo
bioensayo. Tiempo cera: Prucbas antes del inicio del bioensayo.
Alimento 1: Alimento balanceado 22% de protefna.
Alimento 2: Alimento balanceado 50% de protefna.
Alimento 3: Alimento natural.

La producci6n de anién superéxido, registré valores entre 1.0 y 1.8, estos resultados son
similares a los obtenidos en el primer bioensayo. Las pruebas de cuantificacion del anion
super6xido por medio de la reduccién del NBT siguen siguen sin mostrar resuitados
concluyentes, pues los tasas registradas no indican la existencia de diferencias entre los
tratamientos aplicados y al igual que lo ocurrido durante el primer bioensayo no hubo
relacion entre produccion de anién superéxido y nimero de hemocitos. Las tasas de los
animales que recibieron el alimento 3 y que tienen un promedio de 11 millones de hemocitos
por ml. no difieren de las tasas obtenidas de los animales del tiempo cero, en los que s¢

contabilizé un promedio de 40 millones de hemocitos por ml.

Los datos obtenidos en los dos bioensayos ameritan profundizar estudios més fundamentales

sobre el choque respiratorio y sobre los rangos de normalidad de la respuesta, en funcion del



ntimero de hemocitos. Los resultados obtenidos indicarfan un aumento de la reactividad de
los hemocitos bajo condiciones de estrés, sin embargo, este aumento es enmascarado por el
hecho dé gue en animales menos estresados (tiempo cero, alimento 2) la respuesta si estaria

en funcién del nimero de hemocitos.
Cuantificacién de proteinas totales presentes en el plasma de . vannamei

Los valores obtenidos en la cuantificacién de proteinas totales mediante ¢l método de Lowry
son presentados en la figura 25. Los niveles de proteinas totales en los animales del ticmpo
cero se encontraron entre 120 y 145 ug.ul-! de plasma, valores mas importantes que los
niveles registrados en el primer bioensayo. Estos datos s encuentran dentro de los

normalmente registrados en otros peneidos (Rodriguez, com.per.).

Adicionalmente las pruebas de cuantificacién de protefnas por el método de lowry mostraron
claramente un decremento en los niveles de protefnas totales en todos los tratamientos, con
cantidades de protefnas detectados entre 45 y 60 ug.u!'1 de plasma. Ademds existen
diferencias significativas entre los tres tratamientos (p<0,05), siendo lés animales que
recibieron el alimeﬁto 3 (dieta natural) los que registraron las menores cantidades de
proteinas, y los animales que recibieron el alimento 2, las mayores cantidades de proteinas

con respecto a los camarones de las otras dos dietas.
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Fig. 25. Cantidades de protefnas totales ¢n ¢l plasma para cada tratamiento expresadas en ug.ul'1
Tiempo cero: Cuantificaciones realizadas antes del inicio del bicensayo.

Alimento 1: Alimento balanceado 22% de protefna,

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de protefna.

Alimento 3: Alimento natural.

Estos resultados no solo confirman las observaciones hechas anteriormente, es decir que las
concentracién de proteinas puede constituirse en un buen marcador de una situacién de

estrés, sino que también es suficientemente sensible para mostrar diferencias entre las dietas.
Inmunopruebas de tipo ELISA en dot-blot.

" Los resultados de dot blot de los animales sometidos a las diferentes dietas.son presentados

en la figura 26.

A partir de los resultados de las pruebas de dot-blot de se puede concluir que el anticuerpo
40E10 especifico contra aglutininas permite observar diferencias, entre los animales
éometidos a la dieta 2 (calificacién 2) y los animales perténecientcs al tiempo cero y las dictas
1, 3 (calificacidén 1). El AcMc 41B12 especifico contra la o2 macroglobulina y el AcMc
A2ES8 anti factor de coagulacién permiten observar diferencias entre el alimento natural por

una parte y las dietas balanceadas y el tiempo cero, pero no entre estas (figura 26).
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Figura 26. Resultados de inmunodosificaciones. Pruebas de dot-blot para aglutinina, o2-macroglobulina y
factor de coagulacién (Final del segundo bioensayo).
‘Tiempo cero: Pruchas antes del inicio del bioensayo.
Alimento 1: Alimento balanceado 22% de proteina.

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de proteina.
Alimento 3: Alimento natural.

Si tomamos en consideracién los resultados obtenidos en los dos bioensayos podriamos
afirmar que los anticuerpos monoclonales 40E10 y 42E8 proveen mayor informacion que el
anticuerpo monoclonal 41B12. Los resultados sugieren que el factor de coagulacion y la

aglutinina pueden constituirse en marcadores de estrés patolégico (alimento 3) y nutricional

(diferencias entre los Alimentos 1 y 2) en tanto que la 02 macroglobulina es mds estable.

Actividad Antibacteriana.

Los valores registrados en las pruebas antibacterianas son presentados en la Figura 27.
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Figurn 27. Actividad antibacteriana expresada como porcentajes de inhibicién del crecimicnto bacteriano.
Ticmpo cero: Prucbas realizadas antes del inicio del bioensayo.

Alimento 1: Alimento balanceado 22% de proteina.

Alimento 2: Alimento balanceado 50% de protefna,

Alimento 3: Alimento natural.

Los porcentajes de inhibicién del crecimiento bacteriano en los animales del tiempo cero
estuvieron entre el 30 y 70 %, constituyendo valores semejantes a los hallados en el

bioensayo anterior y en otras prucbas realizadas en la misma especie por Tapia (1997).

Los porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano son més elevados en los animales
sometidos al bioensayo, observindose también una diferencia_significativa entre las tres

dietas (p<0,05) y entre estas y €l tiempo cero.

Durante el primer bioensayo la actividad antibacteriana no se revela como un buen
inmunomarcador. Sin embargo esta situacién se revierte en el segundo bioensayo, ¢n el que
se encontré un efecto estimulador de las tres dietas. La actividad antibacteriana fuc alta
incluso en los animales que recibieron el alimento 3, Ja razon de esta elevada respuesta, en
éste ultimo grupo (A3) podria deberse a una seleccion generada por la presencia de un

proceso infeccioso, sin descartar tampoco que la estimulacién de esta respuesta haya sido



provocado por algin estado patolégico de estos camarones, como se recordard la

supervivencia de los animales sometidos a la dieta 3 alcanz6 apenas el 20%.

Posiblemente el caso de los animales que recibieron el alimento 2 sea diferente y la respuesta
alta observada en ellos esté en realidad ligada a excelentes condiciones fisiolégicas,

efectivamente si se observa la figura de supervivencia de los animales que recibicron el

alimento A2 en el segundo bioensayo (ver fig.21), se encontrard que esta es superior a Ia
encontrada en los animales alimentados con el mismo alimento en el primer bicensayo (ver
fig.12). Segiin resuitados de Robalino (1997), la actividad antibacteriana es el pardmetro

inmunitario més estable, es decir que las diferencias encontradas en el segundo bicensayo

podrian estar reflejando mayores modificaciones fisiolégicas entre estos animales que las

existentes entre los camarones del primer bioensayo.

Andlisis Integrado de los efectores inmunitarios al final del Segundo

Bioensayo.

Con la finalidad de obtener los mismos fndices globales presentados en el primer bioensayo

se transformd nuevamente los valores obtenidos en las pruebas inmunitarias a indices

parciales. En este segundo bioensayo si se presentan los fndices del TO, pues a diferencia

del primer bioensayo si se realizaron las inmunodosificaciones (Fig. 28).
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Fig. 28: Andlisis integrado de los efectores inmunitarios. Se representa el fndice de cada prucba en funcién
de 1a dieta suministrada {{ndice parcial) y el fndice ininunitario obtenido para cada grupo de animales (Indice
global). Los mayores fndices globales fucron registrados en el TO y en el segundo tratamicnto (A2). El
‘indice més bajo s¢ observé en los animales de 1a tercera dieta (A3), lo que cortobora lo obtenido ¢n ¢l primer

bioensayo.

Los resultados obtenidos en el primer ensayo son corroborados con los obtenidos en el
segundo bioensayo, pues s¢ mantiene ¢! hecho de que los indices parciales que mayor
influencia ejercieron sobre los indices globales fuéron: protefnas totales, protefna de
coagulacioén, aglutinina 'y hemograma. Adicionalmente a esto se observa que el indice parcial
de la or2-macroglobulina contribuye 2 bajar el indice global de los animales de la dieta 3

(A3). En tanto que ia actividad antibacteriana hace subir los indices globales de los animales

que recibieron las dietas 2y 3.

Asi mismo se puede observar en la figura 28 que los fndices globales reflejan la calidad de la
dieta, pues los animales que recibieron el tratamiento A2 (50% de proteina) mostraron un

mejor indice que los que recibieron la dieta 1 (A1) (22% de proteina), también se pudo



observar que los animales de la dieta 3 (A3) que correspondfan al grupo que mayores

problemas de mortalidad presento, mostraron el fndice mds bajo.

Los CV mis altos fueron observados en proteinas totales, proteina de coagulacion y
hemograma, como se recordaré en el primer bioensayo tambien se observé un alto CV para

estos dos dltimos pardmetros inmunitarios. (Tabla 2).

Tabla 2: Cocficientes de variacién de los {ndices obtenidos. Los CV mds altos se obtuvieron on protefnas

totales, hemogramas, protefna de coagulacidn,

02~ | Act.Ant | Prot.To | PC | Agluti | Alfa2 Hemog.
Prom. 19,61 63,68 39,86 4538 | 32,16 50,72 43,54
D.Est. 5,65 13,25 33,82 23,02 9,06 15,66 29,59
CV 0,29 0,21 0,85 0,51 0,28 0,31 0,68




3.2. EVALUACION _DE_ENSAYOS INMUNITARIOS BAJO CONDICIONES DE

INTOXICACION CON TILT®

Por la existencia de zonas agricolas, en las cercanfas de piscinas camaroneras con problemas
patolégicos, se ha incriminado a los fungicidas usados en agricultura, como causantes de la
aparicién de patologfas, particularmente al Tilt® y al Calixin® que son empleados en

grandes cantidades en las zonas bananeras para combatir la Sigatoka negra.

Experimentaciones preliminares in vifro  permitieron observar una disminucién de la
produccién del ani6n superéxido en presencia del fungicida Tilt® (propiconazole) (datos no
presentados) lo que condujo a la realizacién de un estudio in vive, del efecto de este

producto sobre la respuesta inmunitaria de los camarones.

3.2.1. Resultados _de los muestreos

Como se ha descrito en Materiales y Métodos (Ver en 2.4.2), tres grupos de animales fueron
inyectados con 3 dosis de Tilt® (1ppb, 10ppb y 100 ppbj, se llevé dos controles, uno con
animales inyectados con solucién salina (CD y uno de animales no inyectados (CN) para
control de respuesta inmunitaria normal. Estos animales fueron muestreados en dos
ocasiones a los 6 y 13 dfas. Cabe indicar que debido a dafios de los equipos (tanques) se

perdi6 un grupo de los animales tratados con 10 ppb de Tilt®.
Los resultados para cada una de las pruebas son presentados a continuacion
Hemogramas

En la figura 29a.y 29b.se presentan los resultados obtenidos del conteo de hemocitos totales

y de los porcentajes de cada tipo hemocitario.

El ndmero de hemocitos en los dos muestreos no dié diferencias entre los cinco grupos de

camarones (figs. 292, 30a.)



En el primer muestreo los animales inyectados con solucién salina mostraron una alteracién
de la férmula hemocitaria. Se observé un incremento de las células granulosas y una
disminucién de las semigranulosas, pero en presencia de Tilt® sucedi6 lo contrario se clevo
el porcentaje de células semigranulosas y disminuy6 el de granulosas en funcién de la
concentracién de Tilt® empleada. En cuanto a células hialinas no hubo diferencias (Ver

figura 29b.) entre los cinco grupos de los animales.

En el segundo muestreo no hubo diferencias de porcentajes de tipos hemocitarios (p>0,05)

entre los cinco grupos de camarones (Ver figura 29b.).
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Fig.29: Resultados de hemogramas del primer muestreo.

a)Millones de hemocitos totates por ml de hemolinfa. No se enconiré diferencias significativas (p>0,03) en
¢l némero de hemocitos en ninguno de los cinco grupos analizados.

b)Porcentajes de tipos hemocitarios. Los porcentajes de cada tipo hemocitario mostraron una altcracién entre
células semigranulosas y granutosas en funcién con la concentracién de Tilt® empleada.

CN: Control sin inycccién

CI: Control con inyeccidn de solucidn salina

! ppb: Inyeccion con | ppb de til®

10 ppb: Inyeceién con 10 ppb de 1HI®

100 ppb: Inyeccién con 100 ppb de tilt®
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Fig.30: Resultados de hemogramas del segundo muestreo.
a)Millones de hemocitos totales por mi de hemolinfa. No se encontré diferencias significativas (p>0,05) en
el niimero de hemocitos de los cinco grupos analizados.
b)Porcentajes de lipos hemocitarios. Tampoco se encontré diferencias entre cada uno de los porcentajes
hemocitarios.
CN: Control sin inyeccidn
CT: Control con inyeccién de solucion salina
1 ppb: Inyeccion con 1 ppb de ilt®
10 ppb: Inyeccion con 10 ppb de till®
100 ppb: Inyeccion con 100 ppb de til®



Cuantificacién del anién superoxido

Los resultados analizados como tasas son presentados en la figura 3la y 31b. Como se
puede observar el perfil de respuesta de las pruebas de cuantificacién del anién superéxido
(analizado en tasas) en el segundo muestreo, s similar al observado para las pruebas de
cuantificacién de proteinas totales e inmunodosificaciones para la aglutinina es decir,
estimulacién de la produccién de O2° provocada por la inyeccién de una solucién salina
(control CI), estimulacion que no se observa en presencia de 1 y 100 ppb de tilt®. (ver
figs.31,34,35). Sin embargo, tomando en consideraci6n que los procesos de
desintoxicacién pueden generar rf'ldicaies téxicos de oxigeno, como productos de sus
reacciones, independientemente del choque respiratorio, se consider¢ necesario el andlisis
por separado de los resultados obtenidos para las actividades de base y las actividades
estimuladas de los hemocitos. Los resultados asi{ obtenidos son presentados en las figuras

32 y 33 para el primero y segundo muestreo respectivamente.



a)

NBT (Muestreo 1)

i
b)
NBT (Muestreo 2}
1.51
1.0
i
0.5

0.0

N Qa 1ppb 10ppd 100ppb
Fig.31: Resultados obtenidos con las prucbas de Cuantificacién del anién superdxido en los dos muestreos
realizados. '

a) Primer mucstreo.  No se encontraron diferencias significativas de las tasas para ninguno de los cinco
grupos analizados.

MSegundo Muestreo. Los animales inyectados con solucién salina (CI) mostraron un incremento en su tasa,
en cambio tos animales del grupo inyectado con 100 ppb de Tilk® mostraron un comportamiento diferente,
pucs su tasa deerecié.  Se pudo observar también que en los animales inyectados con 10 ppb de Tilt® las
{asas se mantuvicron iguales a las del control {C)

CN: Control sin inycccién

CE: Control con inyeccion de solucidn salina

| ppb: Inyeccién con 1 ppb de ti®

10 ppb: Inyeccion con 10 ppb de HI® )

100 ppb: Inyeccion con 100 ppb de i@



Como se puede observar los animales muestreados 6 dias después del tratamiento (Fig32),
mostraron un incremento significativo de la generacién del anién superéxido 02, (p<0,05),
asociado a la concentracién del fungicida en las células no estimuladas, este incremento se
observé también en las células estimuladas (Fig.32). Por el contrario los hemocitos
estimulados y no estimulados, de los animales muestreados 13 dias después de la inyeccion
(ver Fig,33) mostraron una significativa pérdida de su capacidad de generar 02, (p<0,05),
asociada a la concentracion del fungicida, como se muestra en la figura 33, Como se habri
observado en los resultados de hemogramas, el nimero de hemocitos no mostré diferencias
entre los grupos de camarones, confirmando asi que las alteraciones en la produccién de 02~
estuvieron realmente asociadas a modificaciones en la actividad de los hemocitos provocadas

por el téxico y no a la concentracion de ellos en la hemolinfa.
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Fig.32: Resultados obtenidos con las prucbas de Cuantificacién del anién superéxido en el Primer

muestreo.

AB: Actividad de base

ABSS: Actividad de base, inyeccién de solucidn salina

AB1 pph: Actividad de base, inyeccién con 1 ppb de tili®

AB 10 ppb: Actividad de base, inyecci6n con 10 ppb de tilt®

AB 100 ppb: Actividad de base, inycccién con 100 ppb de tilt®
ST:Actividad estimulada

STSS: Actividad estimulad, inyeccion de solucidn salina

ST1 pph: Actividad estimulada, inyeccion con 1 ppb de til®

ST 10 ppb: Actividad estimulada, inycccitn con 10 ppb de ilt®
ST 100 ppb: Actividad estimulada, inyecci6n con 100 ppb de tik®
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Fig.33: Resultados obtenidos con fas prucbas de Cuantificacién del ani6n superéxido en ¢l Scgundo

muestreo.




Cuantificacién  de proteinas totales del plasma e Inmunodosificaciones con

el Ac 40E10.

Los resultados obtenidos en estas pruebas son presentados en conjunto, debido a la similitud

de las respuestas obtenidas (Fig. 34, 35).

Las pruebas de cuantificacién de protefnas totales € inmunodosificaciones con el anticuerpo
40E10 (anti aglutinina) presentan patones de resultados muy similares. Durante Ja primera
semana no se detectd ningidn efecto provocado por los tratamientos. En cambio durante la
segunda semana se detecta una estimuiacién en los animales del control (inyectados con
golucién salina) y una disminucion de Ja respuesta con respecto al control (CI) en los
animales que recibieron 1y 100 ppb de Tilt®. Sin embargo no se observé efecto sobre los
animales sometidos al tratamiento de 10 ppb, pues en las tres pruebas mencionadas los

resultados obtenidos a esta concentracién del fungicida son iguales a los dei control (CI).
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Fig.34: Cuantificacion de proteinas totales {(Lowry), expresadas en ug.ul‘1 de plasma de camardn.

a) Primer muestreo. No hubo difercncias significativas (p>0,03), para ninguno de los grupos analizados ¢
esle muestreo.

b} Segundo mucstreo. S¢ observé una tendencia al aumento de la concentracidn de proteina cn los animales
del control (CD), este incremento fue alterado por la inyeccitn de Tilt® a 1 y 100 ppb de. El grupo &
animales inyectados con 10 ppb de Tilt® no se mostré diferente del control (CI).

CN: Control sin inyeccion

CI- Control con inyeccién de solucion salina

1 ppb: Inyeccion con | ppb de tit®

{0 ppb: Inyecci6n con 10 ppb de till®

100 ppb: Inyeccién con 100 ppb de il® R




. a)

Dot-Bbt (Muestrec 1)

Calificacién

o G o 19pb "100ppb

b)
Dot-Blot (Muestreo 2}

Caiificacién

™ a ippb 1®pb 100ppb

Fig.35: Inmunodosificaciones de tipo Dot-Blot con ¢l anticuerpo 40E10 (anti-aglutinina)

1) Resultados del primer muestreo. .a cantidad de aglutinina detectada con cl anticuerpo 40E10 fue igual en
Jos cinco grupos de animales muestreados.

1) Resuliados del segundo mucstrco. El anticuerpo fue mds reactivo en los animales inyectados con solucion
salina. Estc aumeato no se manifestd en presencia de 1 y 100 ppb de Tilt®, pero si en presencia de 10 ppb.
CN: Control sin inycceion

CE: Control con inycccitn de solucidn salina
1 ppb: Inyeccién con 1 ppb de tilt®

10 ppb: Inyeccidn con 10 ppb de tilt®

100 ppb: Inyeccion con 100 ppb de til®



Determinacion de la actividad antibacteriana del plasma.

En la figura 36 (a y b) se detecta una tendencia a la disminucién de la actividad antibacteriana
desde la primera semana, en particular en los animales del tratamiento de 100 ppb de Tilt®,
por otro lado la inyeccién de solucién salina no ejerce ningin efécto estimulador como
sucedi6 con las prucbas citadas anteriormente. Cabe destacar que no se¢ detectd una
~ depresién de la actividad antibacteriana en los animales del tratamiento de 10 ppb de Tilt®, al

contrario al parecer habria una tendencia a la estimulacién, observada en los dos muestrcos

realizados.
Actividad  Antibacterlana  (Muestreo 1) Activided  Antibacteriana  (Muestreo  2)

a) ° ~ T
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Fig.36: Determinacién de 1a actividad antibacteriana. :

a) Resultados del primer muestreo. Habrfa una tendencia al aumento de la actividad antibacteriana en los
animales inyectados con 10 ppb de Tit® y una tendencia a la pérdida de esta actividad en los que fueron
sometidos a 1 y 100 ppb de Tilt.

b) Resultados del scgundo muestreo. Se mantiene la pérdida de la actividad antibacteriana en todos los
grupos, excepto en los animales del tratamiento de 10 ppb de Tili®.

CN: Control sin inyeccion

CI: Control con inyeccién de solucién salina
1 ppb: Inyeccién con | ppb de tiht®

10 ppb: Inyeccidn con 10 ppb de Hh®

100 ppb: Inyeccién con 100 ppb de tl®



Inmunodosificaciones con el anticuerpo 41B12.

En la figura 37(a y b) se muestran los resultados obtenidos con la dosificacion del factor

circulante, a2-macroglobulina.

La prueba realizada con el anticuerpo 41B12 detecta un efecto depresor de la inyeccién de |
prb de Tilt®en el muestreo de la primera semana. Durante el segundo muestreo, se observa

un incremento de la presencia de o2-macroglobulina en todos los animales inyectados.

Not-Plet (Mucsireo L}

a) . b)

Dot-Blot  {Mucstrao  2)

Calificacién

o - a 1ppd 10pph 10bph

Fig.37: Inmunodosificaciones de tipo Dot-Blot con el anticuerpo 41B12 (anti c.2-macroglobulina)

a) Resultados del primer muestreo.
b) Resultados del segundo muestreo.

CN: Control sin inyeccion

Cl: Control con inyeccion de solucion salina
1 ppb: Inyeccién con t ppb de tilt®

10 ppb: Inyeccién con 10 ppb de tilt®

100 ppb: Inyeccién con 100 ppb de tilt®



Inmunodosificaciones con el anticuerpo 42E8 (Anti PC).

Los resultados obtenidos con el anticuerpo 42E8 muestran que el solo hecho de inyectar
solucién salina y provocar una herida produce un efecto de disminucién de la proteina
circulante (Fig. 38a.). Sin embargo este fenémeno no es observado en presencia de Tik®
(10 y 100 ppb). Durante el segundo muestreo hay una disminucién de la cantidad de
protefna de coagulacién circulante, con respecto a los controles, en los animales que
recibieron la concentracién de 100 ppb de Tilt®.

a) Dot- Blot (Muestreo 1) . b) Dot- Blot (Mumstreo 2)

«™ epb 1090 ™ € b 1ok 1005
Fig.38: Inmunodosificaciones de tipo Dot-Blot para el anticuerpo 42E8 (anti factor de coagulacion).

a) Resultados det primer muestreo. Se observa una reduccion de la protefna de coagulacion en los animales
det CI esta reduccién no se evidencia en presencia de 1y 10 ppb de Tilt®,

b) Resultados del segundo muestreo. En la segunda semana se ha recuperado los niveles normales de la
protefna en los animales del CI, pero no en los animales inyectados con 100 ppb de Tilt®.

CN: Control sin inyeccidn

C1: Control con inyeccién de solucién salina
I ppb: Inyeccién con 1 ppb de tilt®

10 ppb: Inyeccion con 10 ppb de tilt®

100 ppb: Inyeccién con 100 ppb de till®



La compleja respuesta inmunitaria obtenida con las pruebas nos conduce a pensar que el
Tilt® provoca un profundo desequilibrio fisiolégico, que puede ser cuantificado incluso 13
dfas después de su administracién. Practicamente todos los mecanismos inmunitarios

considerados son afectados aunque no al mismo tiempo ni en la misma medida.

La introduccién de un control (CI) se realizé con el objetivo de identificar la respuesta
"normal” de los mecanismos inniunitarios ante el solo hecho de herir a los animales con una
jeringuiila y de introducir en el hemocele una solucién salina. En la mayorfa de los casos se
observa un incremento de la respuesta inmune (estimulacién ante la herida?). Sin embargo

esta respuesta "normal”’es alterada por la presencia del fungicida.

Los resultados obtenidos en los hemogramas son una prueba de que no es suficiente
considerar el niimero de hemocitos con un indicador. En efecto apareniemente no se detecta
alteracién en el ndmero de células en ninguno de los dos muestreos, sin embargo, si se¢
realiza el hemograma completo, determinando- los tipos hemocitarios se pueden observar
variaciones en la férmula con un incremento de las células semigranulosas y una pérdida de
células granulosas segin la concentracién del fungicida. El hemograma se restablece en la
segunda semana durante la cual ya no se encuentran diferencias significativas entre los cinco

grupos de animales.

En lo que concierne a la produccién de 027 los datos obtenidos al sexto dia de muestreo, a
partir de hemocitos no estimulados , sugieren que el propiconazole aumenta la liberacion de
radicales de oxigeno, mediante un mecanismo diferente del chogue respiratorio. Este
incremento de la actividad oxidativa de las células inmunitarias puede ser explicado por la
naturaleza dc los procesos bioguimicos de desintoxicacién, en efecto es necesario recordar
que durante la fase 1 de la biotransformacién de quimicos lipidicos por parte del sistema
monooxigenasa P-450 (sistema enzimdtico celular implicado en la desintoxicacién y
biotransformacion), pueden ser generadas especies reactivas de oxigeno, asi como radicales

libres derivados de! xenobidtico (fide Bainy et al, 1996). Los procesos oxidativos no



justificados o excesivamnte intensos, pueden ser perjudiciales para el organismo que los
genera, y ha sido bien reportado por la literatura, que los radicales libres incluyendo las
especies reactivas de oxigeno pueden reaccionar con diferentes biomoléculas, 4cidos
nucleicos, lipidos, carbohidratos y proteinas, ocasionando dafios celulares, se cree que estas
perturbaciones serfan responsables de dafios en los tejidos y desordenes fisiologicos (fide in

Fundamental of aquatic toxicology, 1995).

Ademds de las perturbaciones mencionadas, -un efecto secundario de la generacién de
radicales libres es el drenaje celular de los agentes reductores (NAD,NADPH,GSH),
alterando de esta manera fundamentales procesos metabGlicos celulares (fide in
Fundamentals of aquatic toxicology, 1995), incluyendo el choque respiratorio, cabe anotar
que la NADPH es fundamental para la actividad de la enzima NADPH oxidasa, enzima clave
de este fundamental mecanismo inmunitario. Este hecho serfa corroborado por el
significativo decremento de la produccién de 027, por parte de los hemocitos estimulados y
no estimulados provenientes de los animales, muestreados luego de 13 dias de exposicién al

TILT®.

El perfil de los resultados obtenidos con cuantificacion de proteinas totales, el anticuerpo
monoclonal 40E10 (anti aglutinina) y actividad antibacteriana son muy similares entre si,
existiendo un patrén que se puede resumir en una estimulacion de las respuestas en los
animales del control (inyeccién con solucién salina) y en una dismucién en los tralamientos
dely IOO ppb de Tilt®. En las tres pruebas los animales del tratamiento de 10 ppb de Tilt®
no se diferenciaron significativamente del control (Cl). Para la cuantificacion de aglutinina y
proteinas totales este patrén de respuesta se detecté durante el segundo muestreo. En tanto
que para actividad antibacteriana este efecto fue detectado desde la primera scmana,
observindose ademds para este cfector, una estimulacion menos evidente del control CI,

pero manteniéndose la estimulacién sobre los animales del tratamiento de 10 ppb de Tiki®.



Con los daios disponibles es dificil interpretar las razomes que motivan los resultados
contradictorios obtenidos a 10 ppb del toxico, sin embargo es evidente que las tres pruebas
arriba mencionadas estén relacionadas con la concentracién de proteinas plasméticas, es decir
que los efectos del Til® siguen un patr6n en cuanto a efectos sobre la sintesis proteica se
refiere. Quizas ayude a la interpretacién de los resultados recordar que el Tilt® es
“comercializado disuelto en un solvente, sélo el 25.1 % constituye el principio activo, y es
posible que esta mezcla de efectos estimuladores/depresivos se encuentren explicados por
modos de accion diferentes de estas dos sustancias. Se recordaré que se perdié animales del
tratamiento de 10 ppb, pero este hecho no se constituye en el {inico argumento que explique

los resultados obtenidos con los animales de este grupo en tres pruebas,

En lo que concierne al factor de coagulacién (PC), durante el primer muestreo hay una
pérdida de 1a cantidad de proteina circulante en los animales del control, respuesta légica ya
que esta protefna debe ser normalmente reclutada a nivel de la herida para bloquear la
hemorragia producida (en este caso por la inyeccién), sin embargo en presencia de Tilt® esta
disminucién es menos evidente, s podria asumir que posiblemente el Tilt® esté perturbando
de alguna manera el proceso de la coagulacion. Durante el segundo muestreo se evidencia
una recuperacion de PC en los animales del control CI, en tanto que se observa un efecto
depresivo sobre la presencia de PCa 100 ppb de Tilt®, cabria suponer que el fungicida tuvo
efectos nocivos sobre la sintesis de esta proteina, esto dltimo concuerda con los resultados
obtenidos con la cuantificacion de protefnas por el método de Lowry y las

inmunodosificaciones con el anticuerpo monoclonal 40E1 0.

Es posible que en las perturbaciones de sintesis proteica, tambien este implicado el drenaje
de agentes reductores provocado por la elevada actividad oxidativa observada en los nimales
muestreados a los 6 dias, ya que si bien la caida celular de! NADPH puede afectar al choque
respiratorio, la pérdida del agente reductor GSH puede implicar perturbaciones en la sintesis

de proteinas (fide in Fundamental of aquatic toxicology, 1995).

+



Por otra parte para finalizar es necesario recordar que por su modo de accién como fungicida
el propiconazole estd catalogado entre los EBIFs (“Ergosterol Biosinthesis Inhibiting
Fungicides”) en los hongos, estos compuestos actian sobre el esterol 14-a-dimetilasa, un
sistema enzimdtico dependiente del cytocromo P450 (Vanden Bosshe et al, 1995). En los
vertebrados los EBIFs tienen un complejo perfil de induccion, supresion o inhibicién de las
isozymas del Cytocromo P450 (Ronis et al 1994), que como se recordard también estin
implicadas en los procesos de biotransformacién y desintoxicacién. En los crustaceos no hay
suficientes datos con respecto a esto, pero tomando en cuenta la situacién geogrifica de un
importante nimero de piscinas camaroneras, serfa muy interesante estudiar en el camarén,
los efectos que podrian tener los EBIFs, como el propiconazole, sobre los mecanismos de
desintoxicacién o de biotransformacién de otros contaminantes ambientales (otros pesticidas
o incluso antibiGticos utilizados en acuacultura) presentes cn el medio ambiente de las

piscinas camaroneras.

El objetivo principal (que se cumplié con este bioensayo de toxicidad) fue determinar si las
pruebas de inmunoevaluacion son capaces de informar sobre un desequilibrio fisiolégico
producido por un estrés generado por una sustancia téxica. Las bases biolégicas que ayuden
a esclarecer las perturbaciones ocasionadas por el Tilt® requieren de estudios posteriores

mds fundamentales.



CONCLUSIONES

En e} presente trabajo se realiz6 la validacién clinica, de seis ensayos de inmunoevaluacion
disponibles en el CENAIM, con el objetivo de identificar inmunomarcadores del estado
fisiolégico de los animales, quer nos permitan realizar controles de salud Yy emprender

prog’ramés de seleccién genética empieando estas herramientas. Para esto se realizaron
bioensayos en los que s¢ evalué el efecto de la calidad de la dieta sobre la condicion
inmunitaria de los animales. Adicionalmente a estas pruebas, se llevé a cabo un bioensayo
de toxicidad in vive a fin de evaluar ¢l efecto sobre el sistema inmune de un xenobidtico

implicada en la problemdtica acuicola.

Al férmino de este trabajo la primera conclusién que resalta, es que las pruebas de
inmunoevaluacién tienen la suficiente sensibilidad como para detectar diferencias entre lotes
de animales provenientes de una misma poblacién, que han sido sometidos a diferentes
tratamientos. Esta capacidad para detectar diferencias se dié a pesar de Ja importante

dispersién de los datos encontrados, para cada una de las pruebas en los animales de los

controles (TO, CN), en los dos tipos de bioensayos realizados.

Como conclusiones luego de los ensayos de estrés nutricional del presente trabajo se pueden

citar:

_En los dos bioensayos las mias altas mortalidades s¢ registraron en los tanques que
recibieron el tratamiento A3. El antibictico aplicado antes de iniciar el segundo bioensayo no
alter6 los resultados de supervivencia y permitié descartar una infeccioén bacteriana previa de
los animales utilizados, esto dos hechos confirmarfan que ¢l alimento A3 estuvo asociado a

algin tipb de estrés causante de las mortalidades observadas.

_La cuantificacién de proteinas totales y el hemograma, permitieron observar variaciones en

las condiciones de los animales al comparar animales sometidos a diferentes dietas, estas

+



pruebas mostraron ademds que la concentracion de proteinas y el nimero de hemocitos son

muy buenos marcadores de cambios en las condiciones los animales.

El hemograma realizado con microscopia de contrasie de fases demostré ser una
herramienta Gtil para la determinacion de las variaciones en los porcentajes de cada tipo

hemocitario, y a la vez probd que la férmula hemocitaria podria ser un buen indicador de los

" cambios en la "calidad" del animal al reflejar alteraciones en la proporcién de células

semigranulosa e hialinas en los animales sometidos a diferentes tratamientos.

-La cuantificacién del anion sﬁperéxido por medio de la reduccién del NBT no permitié
realizar conclusiones definitivas, ya que el andlisis de los resultados por medio de tasas, sin
considerar el niimero de hemocitos utilizados, no permitié detectar diferencias entrc 10s
tratamientos evaluados, debido al parecer a un aumento de la actividad oxidativa de los
hemocitos provenientes de los camarones sometidos a los tres tratamientos, en particular de

1o0s animales alimentados con la dieta A3,

-Las inmunodosificaciones dot-blot de tipo ELISA permiten. afirmar que las tres proteinas
analizadas podtian constituir marcadores de condiciones de estrés, aunque s¢ observd mayor

sensibilidad con la aglutinina y el factor de coagulacién que con 1a o2-macroglobulina.

La determinacién de la actividad antibacteriana del plasma del camarén no mostrd ser
repetitiva, pues {os resultados no fueron similares para los dos bioensayos, en el primer
bioensayo no hubo diferencias entre ningln grupo de animales considerado. Sin embargo
en el segundo bioensayo, esta prueba mostré una elevada respuesta en los animales
alimentados con las dietas 2y 3, los resultados obtenidos podrian deberse a un proceso de
seleccion de los animales, en el caso de los camarones alimentados con la dieta A3, o aun
efecto estimulador de las condiciones de cultivo, en el caso de los camarones alimentados

con la dieta A2.




-Hubo una correlacién entre el indice inmunitario de los animales y la calidad de la dieta. En
los dos bioensayos se registraron indices inmunitarios mé&s bajos en los animales

alimentados con la dieta A1 (22 %) que en los que recibieron la dieta A 2(50 %).

-Hubo una correlacién entre un bajo indice inmunitario de los animales y la situacién de
estrés generada por el alimento 3. En los dos bioensayos los indices inmunitarios mas bajos
(inmunodepresion) se registraron en los animales alimentados con la dieta natural y en

ambos casos se observé en estos animales las mortalidades mas altas.
Las conclusiones que se pueden citar luego del bioensayo con el fungicida Tilt® son:

_Précticamente todos los pardmetros inmunitarios considerados pueden tener valor de

inmunomarcadores, tal vez la tnica excepcién constituya la concentracién de o2

macroglobulina.

.E) estudio del hemograma confirma la observacion ya realizada en los bioensayos de estrés
nutricional, es decir, que analizar el nimero de hemocitos no es suficiente y que se debe
considerar las alleraciones que puede sufrir la férmula hemocitaria, en c¢sle caso s

produjeron variaciones en las proporciones de células granulosas y semigranulosas.

-Los resultados obtenidos con la técnica de reduceién del NBT, indican que el anién
superéxido puede ser un buen marcador no solo de situaciones de estrés fisioldgico, sino

también que esta técnica serfa una buena herramienta para estudiar procesos toxicologicos.

-Los datos obtenidos con la cuantificacion de proteinas totales por el método de Lowry €
inmunodosificaciones con los anticuerpos monoclonales 40E10 (anti aglutinina) y 42E8 (anti
protefna de coagulacion) indicarfan que el toxico afectarfa la sintesis de proteinas.

Adicionalmente hay indicios de perfurbaciones en ¢l proceso de coagulacion.



—Los resultados de actividad antibacteriana siguen el mismo patrén de los obtenidos con el
método de Lowry y con las inmunodosificaciones con los anticuerpos monoclonales 40E10

y 42E8 indicando una correlacion entre estas variables.

La interpretacion de los resultados obtenidos fue mucho més dificil y delicada que en los
ensayos de estrés nutricional debido a que en este €aso el estrés ocasionado no se tradujo
forzosamente por una inmunodepresion como sucedi® en los bioensayos anteriores.
Posiblemente disfuncién es el término més apropiado para describir el efecto del fungicida

Tilt® sobre el sistema inmunitario del camardn,




RECOMENDACIONES

1. Con la finalidad de utilizar 1a produccién de anién superéxido como un inmunomarcador,
serfa conveniente que el protocolo del ensayo de reducccién del NBT se realice en funcion
del ntimero de hemocitos o considerando voldmenes de hemolinfa iguales para todas las

muestras.

2. Las pruebas de dot-blot empleadas en las inmunodosificaciones, resultaron excelentes en
la identificacién de inmunomarcadores pero serfa conveniente optimizar este ensayo
utilizando un substrato soluble, pues esto permitiria reemplazar el uso de la escala de
intensidades colorimétricas (escala ordinal) por una escala de m’imeros continuos, Estas

medidas facilitarfan los andlisis estadisticos de los resultados.

3. Estudiar la posibilidad de incluir nuevas pruebas inmunoldgicas, tales como actividad de
la proPO, o nuevas inmunodosificaciones con anticuerpos, COmo el anti PV3 (péptido
antibacteriano aislado en P.vanncmei ) para ver si pueden ser Gitiles en la identificacidn de

otros inmunomarcadores.

4. Bl origen de la dieta natural (ostras, mejillones, calamar) y .el manejo de la misma debe ser
tratado con mucho cuidado, ya que si bien es cierto que la calidad nutricional de esta dieta es
incuestionable, también es cierto el hecho de que podrian producirse problemas de
contaminaci6n, generando situaciones de estrés contrarias a las esperadas por el

experimentador o lo que es ain mis grave por el productor.

5. Se requiere de estudios més fundamentales para dilucidar con exactitud los efectos del
Tilt® sobre ¢l estado fisiolégico del camarén. Luego- del bioensayo de toxicidad reaiizado
queda por explicar los efectos estimulantes producidos por el téxico a 10ppb sobre la
concentfacién de protefnas plasmiticas y la actividad antibacteriana en contradiccion con los

efectos depresivos a1y 100 ppb.



6. Seria interesante estudiar el efecto sobre el sistema inmune de otros xenobidticos,
susceptibles de estar presentes en las zonas de cultivo de camarén. Debido a que el camarén
es un artrépodo quizés un candidato podria ser el Malatién, insecticida empleado en la

agroindustria.

7. Complementariamente a la evaluacién de las inmunopruebas en animales sometidos a
estrés nutricional y toxicolégico se podrfa realizar la evaluacién de las inmunopruebas frente
a una situacién de estrés de tipo patolégico (infecciones experimentales). Esta evaluacién

adicional permitirfa detectar los inmunomarcadores capaces de conferir una resistencia.

8. Establecer indices de normalidad de la respuesta inmune, analizando animales
provenientes de diferentes sitios tales como el mar, camaroneras y laboratorios en los que
sean cultivados en buenas condiciones sin problemas patoldgicos ni de crecimiento o
mortalidades altas, con el objetivo de contar con datos de referencia qué enriquezcan el
andlisis de los resuitados obtenidos, cuando se generan arbitrariamente situaciones de estrés

bajo las condiciones controiadas de laboratorio.

9, Enriquecer la base de datos estudiando con las inmunopruebas, camarones provenientes
de diferentes tipos de piscinas, manejadas con diferentes tecnologfas, o animales de piscinas

que estén sufriendo de algdn problema de indole patolégico.

10. Los mejores inmunomarcadores podrian ser seleccionados, para ser empleados
conjuntamente con marcadores genéticos, a fin de emprender programas de seleccion
genética con miras a cerrar el ciclo de produccién del camarén, con animales mds resistentes

en términos inmunitarios.
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luci antico n obtenci hemolinf:

-Solucién de Citrato de sodio 10%

Citrato de sodio 100g.
Agua destilada 1000ml
pH 47.2-7,3 (ajustado con dcido citrico)

Medio de cultivo para ia preparacion de primocultivos,

-Solucién salina modificada de Hank's

Sales de Hank's 100ml
Agua destilada 900ml

Hepes 2,6 g.--
Cloruro de sodio 190mM
pH 7,2

_Solucién salina modificada de sales de Hank's 1 X (MHBSS 1X)

Sales de Hank's 100ml
Agua destilada 900ml
Hepes 2,6 8.

Cloruro de sodio 190mM




Cloruro de Calcio

Cloruro de Magnesio

pH

6mM

13mM

7,2

-Soluci6n salina modificada de sales de Hank's 2 X (MHBSS 2X)

Sales de Hank's

Agua destilada 900ml
Hepes

Cloruro de sodio

Cloruro de Calcio

Cloruro de Magnesio

pH

100mi

2,6 g.

190mM

12mM

26mM

7.2

-Solucién salina modificada de sales de Hank's 3 X (MHBSS 3X)

Sales de Hank's

Agua destilada 900m!
Hepes

Cloruro de sodio

Cloruro de Calcio

Cloruro de Magnesio

pH

100ml

2,6 g.

190mM

18mM

39mM

7,2



Medios de cultivo Luria bertani 1%.

-Agar Luria Bertani 1%(NaCl)

LB agar (comercial) 32g.
Agua destilada 1000mi
Cloruro de sodio 10 g.

-Caldo Luria Bertani 1%(NaCl)1

LB caldo{comercial) 20g.
Agua destilada 1000ml.
Cloruro de sodio 10 g.

Solucién Salina 100ml

Till® 1 ml
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