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INTRODUCCION

Muchos mecanismos de defensa celular en los crustaceos
dependen de la produccion controlada de radicales libres du-
rante la fagocitosis (Mufioz et al. 2000; Rodriguez y Le
Moullac 2000). No obstante, la produccion sin control puede
ocasionar que estos radicales libres, tales como el anioén
superoxido (O,), fuguen desde rutas metabolicas especificas,
conduciendo a la iniciacion de la peroxidacion de lipidos
con implicaciones patologicas que van desde la distrofia
muscular, incremento a la susceptibilidad a enfermedades e
incluso la muerte del animal (NRC 1993; Chew 1995). Por
esta razon el uso de antioxidantes naturales como las vitaminas
Cy E, juegan un papel importante en la inmunoestimulacion,
ya que actian removiendo, disminuyendo o previniendo la
iniciacion y/o propagacion de los radicales libres nocivos
producidos a través de la actividad celular normal y de factores
medio ambientales adversos (Chew 1995).

De estas 2 vitaminas, la vitamina E es especialmente
importante en la prevencion de la oxidacion de lipidos por
que se incorpora directamente a la membrana de la célula
donde ésta puede proteger a los acidos grasos poliinsaturados,
presentes en los fosfolipidos, del ataque de radicales libres
(Lall y Olivier 1991). Adicionalmente, se han reportado
estudios que demuestran que la vitamina E puede modular la
respuesta inmune en peces (Montero et al. 1998) y el sistema
de defensa antioxidante en camarones (Dandapat ez al. 2000).
Por otro parte, varios reportes han demostrado un
mejoramiento de la respuesta inmune en peces (Waagbo et
al. 1993) y camarones (Merchie ef al. 1998) en relacion a la
suplementacion dietética de vitamina C.

Elinterés en el uso de inmunoestimulantes ha aumentado con
el aparecimiento de enfermedades en camarones frecuentemente
expuestos a condiciones estresantes. Investigaciones en el area
de los glucanos reportaron una mayor resistencia a
enfermedades en P. monodon (Chang et al. 1999) y mayor
respuesta inmunitaria en L. vannamei (Otero 2001). Asi
también se pudo observar en la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) un efecto positivo sobre la actividad de los macréfagos
se observd como consecuencia de la combinacion de
vitamina C y B-glucanos (Verlhac et al. 1996).
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En base a lo descrito y considerando que no existe suficiente
informacion sobre el efecto combinado de vitaminas y
glucanos, el presente trabajo investigd el efecto de las
combinaciones de las vitaminas C y E sobre salud del camaron
L. vannamei, inmunoestimulado con -glucanos y desafiados
contra el Virus de la Mancha Blanca (WSSV).

MATERIALES Y METODOS

Ensayo de alimentacion

Camarones juveniles L. vannamei entre 2,7 y 2,9 g, fueron
sembrados a una densidad de 50/m?* en acuarios de 50 1. El
sistema de cultivo tuvo un recambio de agua continuo cercano
al 1000% diario. La temperatura, salinidad y oxigeno del agua
fueron medidos 3 veces por semana reportando los siguientes
valores 28,6+0,4°C, 341 ups, 5,76%£0,19 mg/l,
respectivamente. El fotoperiodo fue mantenido en 12 horas
luz y 12 horas oscuridad.

Las 15 dietas fueron preparadas para contener las
concentraciones de vitaminas C (VC) y E (VE) indicadas en
la Tabla 1 y mantenidas hasta su uso en un ambiente
nitrogenado a —10°C en fundas selladas.

Estas dietas fueron distribuidas al azar y suministradas por
21 dias a los animales, y por 12 dias mas con la incorporacion
de 75 ppm B-glucanos a cada una de las 15 dietas. Es
importante mencionar que las concentraciones de las
vitaminas fueron calculados como principio activo y no de la
forma esterificada que normalmente se encuentra en el
mercado.

Los camarones fueron alimentados a razén del 8% de la
biomasa dos veces por dia (09h00 y 17h00). Todos los dias
antes de la primera alimentacion el alimento no consumido,
heces y mudas fueron removidos de los 60 acuarios.

De cada una de las 4 réplicas (acuarios) por tratamiento
dietético se sacrificaron 3-5 camarones en intermuda (C) o
premuda temprana (D) para la extraccion de hemolinfa a los
21 dias de cultivo y al finalizar el mismo (dia 34).

Luego de la extraccion, las hemolinfas de los camarones de
un mismo acuario fueron agrupadas en una sola muestra y
diluida 1:1 con anticoagulante (Citrato de sodio 10% estéril,
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pH 7.2) en microtubos. Las muestras
mantenida a 4°C vy tratadas
asépticamente fueron divididas en
3 alicuotas para la cuantificacion de
los siguientes parametros inmuni-
tarios: anion superoxido (ROlIs,
Muiioz et al. 2000), actividad
fenoloxidasa (PO, Echeverria 1998),
actividad antibacteriana (A A, Tapia
1997) y proteinas totales del plasma
(PP) siguiendo el método de Lowry
modificado por Cedefio (1998). El

Anidn Superoxido
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numero total de hemocitos (NTH)
y formula hemocitaria (semigra-
nular, SG; granular, G y hialino, H),
se realizd de acuerdo a lo descrito
por Mufioz (1996).
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Ensayo de desafio
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sembrados en 60 acuarios de 50 1,

a una densidad de 55/m?. Cada
mafiana el agua de mar fue
recambiado en un 80%, en un
sistema estatico. La temperatura,
salinidad y oxigeno del agua
medidos cada dos dias fueron de
23,2+1,1°C; 34%1 ups y 6,42+0,10
mg/l, respectivamente.

Actividad Antibacteriana (%)

50 mg VE/kg

o5 =100

Las mejores combinaciones de VC  Figural.
y VE en base a la respuesta inmuni-
taria fueron ensayadas con cinco
réplicas por tratamiento y suministradas a los animales por
21 dias como un periodo de acondicionamiento. Seguidamente
las dietas que llevaban -glucanos fueron suministradas por
12 dias mas junto con las que se venian dando sin glucanos.
Para este ensayo se prepard una papilla conformada por
camaron juvenil inyectado con WSSV, diagnosticado grado
severo (por PCR), fue mantenida en -80°C. En el dia 34, 12
horas antes de la infeccion se dejo en ayuno a los animales,
para posteriormente suministrar la papilla al 8% de la biomasa,
dividida en 3 raciones durante el dia. Como control negativo
para cada uno de los tratamientos dietéticos, fue utilizada la
papilla autoclavada por 15 minutos a 121°C y 15 psi, para
inactivar el virus.

Al final del dia la papilla no consumida fue sifoneada y el
agua recambiada para continuar suministrando las mismas
dietas que se venian dando. Se revisé los acuarios cada 2
horas, para remover animales muertos y contar los
sobrevivientes, hasta que uno de los tratamientos control
alcanzara el 50% determinando esto el final del experimento.

Animales de cada dieta (tratamiento infectado y no infectado)
fueron analizados para el diagnéstico de WSSV mediante la
técnica de reaccion de polimerizacion en cadena (PCR)
siguiendo el protocolo descrito por Lo (1998).
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Anion superoxido, fenoloxidasa y actividad antibacteriana medidos después de alimentar sin 'y con
B-glucanos, respectivamente. Barras con igual letra no tienen diferencia significativa.

Procesamiento de datos

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de una via y la prueba post
hoc de Duncan fue aplicada con un nivel de confianza del
95%. Los datos fueron transformados a un indice inmunitario
global (GII), que corresponde a la sumatoria de los 5
parametros inmunitarios, donde cada parametro puede tener
un valor entre 1 y 20%. Diferencias en la tasa de mortalidad
fueron determinadas mediante un analisis de regresion
multiple.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayo de alimentacion

Efecto de las vitaminas antioxidantes Cy E
sin inmunoestimulacion

Componente celular (Hemocitos) y humoral (Proteinas

plasmaticas) de la hemolinfa

A 150 mg de VE/kg, tanto el NTH como las PP se
incrementaron en relacion directa a la concentracion de VC
(Tabla 1). Cuando la dosis de VE se increment6 a 450 mg/kg
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se obtuvo mejores resultados, con una concentraciéon de VC
de 50 a 250 mg/kg. En tanto que a la dosis mas baja de VE
(50 mg/kg) los mejores resultados en NTH se presentaron
con dosis altas de VC (500 y 1000 mg/kg). La formula
hemocitaria estuvo en los niveles normales en las 15 dietas,
13-35 % de hemocitos hialinos, 45-74 % de hemocitos
semigranulosos.

Analisis inmunofuncionales: Anién superdxido,
Actividad fenoloxidasa, Actividad antibacteriana

En términos generales, las dietas con 150 y 450 mg VE/kg
presentaron una mayor y significativa (p<0,05) produccion
de ROIs que las dietas conteniendo 50 mg VE/kg (Fig. 1a).
La mas baja produccion de ROIs fue observada en la dieta
control (1). A este nivel de VE fue necesario incrementar la
concentracion de VC sobre los 250 mg, para alcanzar los
resultados obtenidos a 150 y 450 mg VE/kg. Estos resultados
coinciden con la literatura, la cual sefiala que la VE incre-
menta la fagocitosis, en humanos y animales, y que la VC
ayuda a la regeneracion de la VE cuando ésta se reduce (Niki
etal. 1982). Esto explicaria por que a bajos niveles de VE es
necesario incrementar la dosis de VC.

La actividad PO se incrementd en las dieta de 450 mg VE
con las dos menores concentraciones de VC (50 mg/kg: dieta
11y 100 mg/kg: dieta 12). Los animales alimentados con la
dieta 13 tuvieron la mas alta (p<0,05) actividad de PO
seguidos por la dieta 6 (Fig. 1¢), también se observo una alta
actividad PO.

La AA del plasma (Fig. le) siguié el mismo patron de
comportamiento que el de las proteinas plasmaticas. Es decir
que se incrementd en funcion de la concentracion de VC,
cuando la VE se mantuvo en 150 mg/kg. A 450 mg de VE, es
mejor mantenerse a concentraciones bajas de VC (50, 100 y
250 mg/kg).

Tabla 1. Namero Total de Hemocitos (NTH) y hemocitos Granulosos (G) en

L. vannamei alimentados con las diferentes relaciones de vitaminas C
presentes en las dietas sin y con B-glucanos'.
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Indice inmunitario global

Al integrar toda la informacion obtenida en el GII (Fig. 2), se
confirmaron los resultados parciales, es decir que las
respuestas mas altas se obtuvieron combinando 150 mg de
VE con dosis altas de VC (500 mg/kg: dieta 9 y 1000 mg/kg:
dieta 10). Si la dosis de VE se incrementa a 450 mg/kg, la
concentracion de vitamina C, no debe superar los 250 mg/kg
(dietas, 11, 12, 13). Practicamente todos los parametros
inmunitarios disminuyeron a partir de los 250 mg de VC en
la dosis de 450 mg de VE, indicando un efecto
contraproducente de dosis excesivas de vitaminas E y C. Si
la dosis de VE es la minima (50 mg/kg) es necesario
incrementar la concentracion de VC a 1000 mg/kg.
Resumiendo, los mas altos GII fueron observados en las dietas
del 9 al 13.

Efecto combinado de las vitaminas
antioxidantes Cy E con inmunoestimulacion

Componente celular (Hemocitos) y humoral (Proteinas

plasmaticas) de la hemolinfa

La incorporacion de B-glucanos en las dietas hizo descender
el NTH, especialmente en las dietas con 150 y 450 de VE
(Tabla 1). La férmula hemocitaria también se modifico
observandose un incremento de los H (32-77%) y un descenso
de los SG (8-44%).

Uno de los objetivos de la inmunoestimulacion es promover
la proliferacién de hemocitos (incremento del NTH). Sin em-
bargo, este parametro puede ser dificil de evaluar, debido a
que el estimulante provoca también que los hemocitos
abandonen la circulacion e infiltren los tejidos, observandose
inicialmente una caida de la poblacion de hemocitos
circulantes (Ryan y Karp 1993). La proliferacion es evidente,
cuando el estimulante o el microbio ha sido eliminado y la
produccién de nuevos hemocitos supera a la infiltracion. La
infiltracion acompafiada de los procesos de limpieza del
estimulante (fagocitosis o nodulacion), podrian explicar
la caida en aproximadamente 4 millones de hemocitos/
ml destacando particularmente de hemocitos granulares
cuando se estimul6 a los animales (Tabla 1). La bibliografia
reporta que los SG junto a los G estan implicados en los
procesos de encapsulacion y nodulacion (Martin et al.

Dietas Vitamina E Vitamina C NTH (por ml) G (%)
(mg/kg) | (mg/kg) Sin Con Sin Con
B-Glucanos B-Glucanos
1 50 50 21E+06ab | 21E+06de 20,1 bcde | 16 bede
2 50 100 20E+06 ab | 18E+06 bede 22,7 de 14 abed
3 50 250 18E+06ab | 19E+06cde | 12,8 ab 10 abc
4 50 500 24E+06ab | 20E+06cde |25.8¢e 9 ab
5 50 1000 26E+06b | 23E+06e 123a 9a
6 150 50 ISE+06a | 10E+06a 17,4 abcde | 23 ¢
7 150 100 22E+06ab | 19E+06 bede | 13,8 abe 21 de
8 150 250 21E+06ab | 21E+06de 21,5 cde 9a
9 150 500 25E+06b | 13E+06ab |23,7de 8a
10 150 1000 27E+06b | 18E+06 bede 22,1 de 13 abed
11 450 50 25E+06ab | 17E+06bed | 17,4 abede | 15 abede
12 450 100 23E+06ab | 22E+06de | 17,7 abcde | 18 cde
13 450 250 23E+06ab | 18E+06 bede | 20,5 bede | 10 abe
14 450 500 16E+06ab | 14E+06 abc |16,5abcd | 15 abede
15 450 1000 24E+06ab | 22E+06de |16,7abcd | 8 a

1998). El incremento de H observado en el presente
estudio también ha sido reportado en otros trabajos de
inmunoestimulacion o desafio microbiano ya sea con B3-
glucanos (Otero, comunicacion personal), probidticos
(Gullian y Rodriguez 2001) o incluso WSSV. Se observo
ademas, la presencia de hemocitos morfoléogicamente
modificados y denominados atipicos (At), encontrandose
los mayores porcentajes en las dietas con 150 mg VE/kg.
La naturaleza de estos hemocitos atipicos debe ser
investigada en futuros trabajos.

'Valores con letras comunes en la misma columna no son significativamente diferentes

(p>0,05)
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Con respecto a la concentracion de PP, se observo un
ligero descenso comparado con lo reportado cuando se
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suministrd las mismas dietas pero sin B-glucanos. Por otra
parte no se observo ningtin efecto de la concentracion de VC a
150 mg de VE/kg.

Analisis inmunofuncionales: Anidén superéxido
Actividad fenoloxidasa, Actividad antibacteriana.

Al incluir b-glucanos en las dietas la generacion de superéxido
se increment6 en la dosis de 50 mg VE/kg, obteniéndose
resultados similares a los observados a mayores
concentraciones de VE (Fig. 1b). En cuanto a la actividad
PO, la mayor respuesta, se encontrd en los animales
alimentados con la dieta 9, 11 y particularmente la 12 (Fig.
1d), manteniéndose en cierta medida lo anteriormente
observado, es decir una mayor actividad PO con alta dosis de
VE combinada con baja concentracién de VC. Con respecto
alaAA, se encontrd un descenso (Fig. 1f), comparado con lo
reportado cuando se suministré las mismas dietas sin
B-glucanos. Con inmunoestimulacion no se observé ningiin
efecto de la concentracion de VC a 150 mg de VE/kg, tal
como se reportd sin inmunoestimulacion.

Indice inmunitario global

Al incluirse el inmunoestimulante el GII (Fig. 2) descendid
en las dietas 9, 10, 11, 12 y 13 (las que tuvieron el mayor
indice sin inmunoestimulacion), en tanto que se incrementd
en las dietas 1 y 3 (estas dietas tuvieron dosis bajas de VE).
Estos resultados sugieren que en presencia de 75 ppm de
B-glucanos como inmunoestimulante seria recomendable
mantenerse a niveles bajos de VE (50 mg/kg).

Mediante analisis de regresion multiple se determiné que las
dietas 1 (50/50) con B-glucanos y la 9 (150/500) sin B-glucanos
presentaron la menor velocidad de mortalidad al término de
los 7 dias del ensayo. La dieta 9 sin B-glucanos fue la que
mejor incrementd la respuesta inmune del camarén. La
adicion de B-glucanos en esta dieta causé el descenso en el
NTH lo que pudo haber ocasionado la mayor tasa de
mortalidad. Los B-glucanos dieron resultados mas
prometedores de supervivencia a dosis bajas de VE. La dieta
13 se selecciono en base a la fuerte actividad PO que produjo,
pero esto no significé mayor supervivencia al WSSV,
obteniéndose con ella la mas alta tasa de mortalidad (10%
diario). Sin embargo, es de anotar que esta dieta estuvo en el
limite superior de estimulacion, dosis mas altas de VC (a 450
mg VE/kg) hicieron caer la respuesta inmune (con o sin
inmunoestimulacion). Es probable que un suministro continuo
de esta dieta en condiciones de infeccion, implique una
dosificacion excesiva de VE, la misma que pudiera com-
prometer los mecanismos de produccion de radicales de
oxigeno generados por el huésped para destruir al patogeno
(Cao y Cutler 1993).

Estos resultados confirmarian las observaciones de
Montesdeoca et al. (2001) de que el NTH y la actividad
oxidativa son 2 parametros inmunitarios importantes a
considerarse cuando se trata de resistencia al WSSV, tal como
se observd con la dieta 9 sin B-glucanos y la dieta 1 con
B-glucanos. Seria recomendable sin embargo repetir el ensayo
de desafio con mayor nimero de réplicas y/o ensayar
infecciones menos agresivas. Adicionalmente, cabe destacar

que la papilla infectada es demasiado letal y posiblemente

enmascare resultados que en condiciones naturales

podrian ser mas evidentes.
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Figura 2. Indice inmunitario global obtenido después de suministrar las 15 dietas sin

y con B-glucanos.

Ensayo de desafio

Paras las pruebas de desafio con WSSV se alimentaron
animales con las dietas que produjeron las mejores
respuestas inmunitarias. Las dietas seleccionadas fueron:
Dietas 9 con o sin B-glucanos, dietas 1 y 12 con B-glucanos
y dieta 13 sin B-glucanos. La dieta 1 sin B-glucanos fue
usada como control.
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CONCLUSIONES

Al final de este estudio, los camarones que presentaron
la menor tasa de mortalidad por el Virus de la Mancha
Blanca, mejor respuesta inmune y la mejor relacion
costo-beneficio en acuarios sin productividad natural
fueron los que recibieron las dietas conteniendo:
* (1) 150 mg Vitamina E / 500 mg VitaminaC por kg
de balanceado
* (2) 50 mg Vitamina E / 50mg VitaminaC con 75
mg B-glucanos por kg de balanceado

GLOSARIO

Actividad Antibacteriana: Capacidad de algunos

componentes del plasma (la parte liquida de la hemolinfa
del camaron) para inhibir el crecimiento de bacterias. Valores
entre 40 y 60%
normales.

de inhibicion son considerados como

Fenoloxidasa: Es la enzima que interviene en la formacion
de quinonas y ellos polimerizan en melanina (manchas negras
en los animales) observada en los procesos inflamatorios de
los artropodos. Las quinonas y la melanina son compuestos
con actividad microbicida.
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Anion superdxido: Es un radical de oxigeno toxico (O,’) que
se produce durante la fagocitosis como un mecanismo de
destruccion.

Proteinas plasmaticas: La concentracion de proteinas
presentes en el plasma es un indicador importante del estado
fisiologico del animal. Camarones saludables en intermuda
son aquellos con mas de 100 mg/ml.

Hemograma: Numero total de hemocitos circulantes y la
férmula hemocitaria consiste en la determinacion del nimero
y la proporcion en que estan presentes en la hemolinfa del
camardn las 3 clases de hemocitos.

Hemocitos granulosos y semigranulosos: Almacenan y
liberan el sistema profenoloxidasa e intervienen ademas en
la encapsulacion y nodulacion.

Hemocitos hialinos: Acttan en la coagulacion y al igual que
los semigranulosos en la fagocitosis. Un juvenil saludable
tiene alrededor de 20 millones de hemocitos por ml.
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