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INTRODUCCION

Sin duda una de las caracteristicas mas importante del WSSV
es su gran poder de propagacion, las multiples vias de
infeccion y el amplio espectro de huéspedes, tanto silvestres
como cultivados que pueden actuar como reservorios y/o
vectores.

Comprender como reacciona el huésped ante el ataque viral,
contribuiria a la planificacion de medidas profilacticas y/o
de manejo que favorezcan los mecanismos de defensa del
camar6n, ayudando de esta manera a disminuir los efectos
devastadores del WSSV en los estanques. El periodo de
mayor riesgo de infeccion transcurre entre la 3* y la 6* semana
de cultivo. En analisis previos de muestras de camaronera se
han podido observar algunas alteraciones hematologicas, tales
como hemolinfas rosadas (provocadas por una inadecuada
actividad fenoloxidasa (PO) plasmatica), incremento de
hemocitos hialinos y aparicién en circulacion de hemocitos
de morfologia alterada (atipicos). En este estudio, se analizd
la relacion entre éstas y otras alteraciones de los parametros
inmunitarios del camarén con el grado de infeccion con
WSSV (detectado por PCR). Ademds, se analiz6 a nivel
ultraestructural, hemocitos circulantes e infiltrantes de
animales infectados por WSSV.

MATERIALES Y METODOS

En una piscina ubicada en la localidad de Engunga (Guayas),
a partir de la cuarta a la sexta semana de postsiembra (del 15
de enero al 1 de febrero del 2001) se realizaron muestreos
sucesivos, 2 veces por semana, de 20 animales . Se analizd
individualmente, talla, peso, color de la hemolinfa, estadio
de muda de los animales, WSSV por PCR (IQ 2000) y
hemograma.

Otros analisis inmunitarios fueron, actividad antibacteriana
(A A), (Tapia 1997); actividad fenoloxidasa (PO), siguiendo
el protocolo estandarizado por Echeverria (1997); deteccion
del anioén superoxido (O-,) (Mufioz et al. 2000); cuantificacion
de proteinas en el plasma (Lowry et al. 1951). Para estos
analisis se utilizaron mezclas de hemolinfa. El criterio para
hacer las mezclas fue color de la hemolinfa (azul, rosada),
fecha de muestreo.
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Para histopatologia los tejidos fueron procesados de acuerdo
al procedimiento descrito por Bell y Lightner (1988). Para
las observaciones ultraestructurales de hemocitos y 6rgano
linfoide, las muestras fueron fijadas en el campo con fijador
glutaraldehido (glutaraldehido 3 %, CINa 175 mM, cacodilato
de sodio100 mM). Las observaciones se hicieron en un
microscopio electronico de transmision (JEOL 1010) a 80k V.

Mediante analisis de correlacion r (p=0.05), se analizd las
variables continuas. En el andlisis de correlacion se separd
las muestras en dos: animales de hemolinfa azul y animales
de hemolinfa rosada. Las variables categdricas fueron
sometidas de un test de x* (p=0.05), aplicado a tablas de
contingencia. Para normalizar los datos porcentuales (formula
hemocitaria), se transformo mediante arcoseno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis histolégicos

La histopatologia de animales con signos clinicos de la
enfermedad mostré nddulos de forma circular a oval en el
tejido conectivo esponjoso, bajo el epitelio cuticular del
estomago. Estos nodulos estaban constituidos por un nimero
de 3 hasta 19 hemocitos. Los hemocitos rodeaban materiales
que parecian nucleos de células infectadas y/o nucleos
picndticos junto a restos celulares. En fases iniciales de esta
nodulacion se observé 1 6 2 hemocitos rodeando el ntcleo
de una célula infectada (Figura 1). Nodulos similares se
observaron en el corazon, en la glandula antenal y en los
espacios intertubulares de la periferia del hepatopancreas.

Figura 1. Corte del tejido del estomago. Observese los hemocitos (H)
infiltrandose (“colocandose™) entre las células epiteliales para fagocitar
(eliminar) células infectadas (CT).
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Ultraestructura de los hemocitos en
animales infectados

Frotis de hemocitos de animales infectados por WSSV
revelaron hemocitos de morfologia alterada, grandes
hemocitos sin refringencia, de morfologia irregular e incluso
hemocitos picndticos. Sin descartar que los hemocitos puedan
ser infectados por el WSSV como lo sefialan varios autores
(Durand et al. 1996), las observaciones ultraestructurales no
revelaron replicacion viral en los hemocitos atipicos. Algunos
hemocitos aparentaron estar en proceso de muerte celular
(cromatina periférica, nicleos picnéticos, citoplasmas muy
vacuolisados). En muchos hemocitos circulantes se observo
prolongaciones citoplasmaticas y vacuolas. Estas
modificaciones podrian deberse a una activacion celular
inducida por la presencia de material viral en los animales.
Kobayashi y Sdderhil (1990), encontraron evidencia de que
la presencia de “material reconocido como no propio”, puede
activar los hemocitos del cangrejo Pacifastacus leniusculus.
Algunas vacuolas encerraron membranas y material no
identificado, aparentando ser fagosomas. Las imagenes de
fagocitosis fueron mas claras en los hemocitos infiltrantes
del organo linfoide (Figura 2), en acuerdo con lo sefialado
por Jonhson (1987), quien indico que la fagocitosis es mas
probable en espacios hemales estrechos con reducida presion
hidrostatica y flujo lento, debido a mayores probabilidades
de contacto del hemocito con las particulas a ser fagocitadas,
estas condiciones podrian darse en el o6rgano linfoide. Por
otra parte, Durand et al. (1997) ha observado también
hemocitos fagocitando WSSV.

Figura 2. Corte del tejido del drgano linfoide. Se observa un hemocito que
ha infiltrado este organo fagocitando virus. Notese la vacuola dentro del
hemocito con viriones (Vr). (F: fagosoma)

Parametros inmunitarios versus infeccion
por WSSV

El periodo de muestreo coincidié con dos momentos de mayor
incidencia de WSSV. La mortalidad no fue excesiva en ese
momento (5% de la poblacion inicial, 12 % desde el inicio
del muestreo). Hay que considerar que los muestreos se
realizaron durante la estacion lluviosa (enero), situacion que
probablemente contribuyd a incrementar la supervivencia
(Bayot et al. en esta revista).
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Uno de los objetivos de este trabajo fue analizar la relacion
entre la infeccion por WSSV y la actividad PO en el plasma
(responsable de la coloracion rosada de 1a hemolinfa; boletin
informativo quincenal, julio 15 del 2000). El analisis
estadistico mostrd que los animales de hemolinfa rosada
tuvieron un numero significativamente mayor de casos
positivos, en tanto que el mayor numero de casos negativos
se encontrd en los animales de hemolinfa azul (Tabla 1).

Tabla 1. Casos positivos y negativos para WSSV en animales de hemolinfa
azul y en animales de hemolinfa rosada.

Animales WSSV (-) WSSV (+) |# Total

Hemolinfa azul # 49 21 70
% 70 42

Hemolinfa rosada | # 21 29 50
% 30 58

# Total 70 50 120

La relacion entre hemocitos atipicos (At) y nivel de infeccion
fue directa y altamente significativa (p<0.05) (Figura 3). Este
resultado sugiere que las modificaciones en la morfologia
hemocitaria son proporcionales al grado de infeccion.
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Figura 3. Relacion entre el nimero de hemocitos atipicos (At) en circulacion
con la prevalencia del WSSV en animales de hemolinfa azul (A) y hemolinfa
rosada (B). Notese la relacion directa, a mayor prevalencia mayor numero de
hemocitos atipicos. (Prev: Prevalencia)

El analisis estadistico mostré ademas una relacion directa y
significativa entre hemocitos atipicos y melanizacion del
plasma (p<0.05), es decir que cuando el porcentaje de

julio 2001 - enero 2002 39



Manejo de enfermedades en camarones

CENAIM
daranted I

Ecuatoriano de

hemocitos atipicos se incrementod, la hemolinfa se tornd
rosada. Altos porcentajes de hemocitos atipicos implicarian
por una parte baja capacidad de reemplazo con hemocitos
nuevos y por otra, libre circulacion de células imunitarias
desgastadas, las cuales podrian liberar su peligroso contenido
en la circulacion (el sistema proPO por ejemplo), como ocurre
con las células inmunitarias desgastadas de los vertebrados,
cuando no son removidas (Savill ez al. 1993). El mecanismo
para evitar esto en los camarones seria la proliferacion de
nuevos hemocitos, quienes se encargarian de eliminar los
hemocitos desgastados.

Ante la infeccion los animales respondieron generando
hemocitos. Mientras mas aguda fue la infeccion, mayor fue
el namero de hemocitos generados (Figura 4). Esta respuesta
sugiere la capacidad en el camarén de reconocer al WSSV
como no propio y de reaccionar de manera analoga a la
observada en otros artropodos desafiados con otros microbios.
En P. japonicus la infeccion con Fusarium solani provoco el
incremento de hasta 6 veces de los hemocitos circulantes
(Sequeira et al. 1996). En la cucaracha Periplaneta americana
el descenso provocado por la inyeccion de Enterobacter cloa-
cae, es seguido de la proliferacion de hemocitos (Ryan y Karp
1993).
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Figura 4. Numero total de hemocitos (NTH) y prevalencia (Prev) del WSSV
en animales de hemolinfa azul (A) y en animales de hemolinfa rosada (B). A
mayor prevalencia del WSSV, mayor niimero de hemocitos en circulacion.

El incremento del NTH y de células normales, estuvo
directamente relacionado al incremento de hemocitos
semigranulosos (SG). Podria decirse que ellos mantuvieron
el balance celular en la hemolinfa. Las caida de SG,
observadas en los animales con fuerte carga viral,
representaria incapacidad en estos animales de eliminar de
circulacion, células infectadas, o hemocitos desgastados
mediante encapsulacion. En ese sentido, nuestros resultados
concuerdan con los de Momoyama et al. (1994), quien
describié células infectadas por WSSV encapsuladas por
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hemocitos. La bibliografia reporta ademas que son los
hemocitos semigranulosos junto a los granulosos (GR) los
que estan implicados en los procesos de encapsulacion y
nodulacion (Tsing 1987; Martin et al. 1998).
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Figura 5. Poblaciones de hemocitos en animales de hemolinfa azul. En A:
Formula hemocitaria expresada en porcentajes. En B: Notese la relacion
inversa entre niimero de hemocitos hialinos (H) versus la prevalencia (Prev)
del WSSV y el nimero de hemocitos atipicos (At).

GR: Hemocitos granulosos

SG: Hemocitos semigranulosos

Por otra parte, los hemocitos SG estan involucrados en las
actividades antibacterianas, ellos producen y liberan
peneidinas (Destoumieux ef al. 2000). La caida de hemocitos
SG, haria caer también la actividad antibacteriana, lo cual
favoreceria la aparicion de infecciones secundarias. En los
animales de hemolinfa azul, nunca se observo declinacion en
la concentracion de hemocitos SG durante el pico de
infeccion.

Los datos de correlacion sugieren que los hemocitos hialinos
(H) serian una pieza clave de los mecanismos antivirales.
Tanto en los animales de hemolinfa azul, como en los de
hemolinfa rosada, los hemocitos H se incrementaron cuando
la infeccion viral fue controlada (Figura 5.A, Figura 5.B).
Por otra parte los hemocitos atipicos (At) serian generados
principalmente a partir de los hemocitos hialinos . La
correlacion entre ambos grupos celulares fue inversa y
significativa tanto en los animales de hemolinfa azul
(R=-0.63) (Figura 5.A), como en los de hemolinfa rosada
(R=-0.86). Otros peneidos responderian de manera similar,
asi en Penaeus chinensis infectado por WSSV Kim et al.
(1999) observaron incremento en el porcentaje de hemocitos
hialinos. Ademas los hemocitos fagocitadores infiltrantes del
organo linfoide no presentaron granulos que los acrediten
como hemocitos SG o GR, indicando que se trataria de
hemocitos hialinos. Estos datos sugieren que la fagocitosis
es fundamental dentro de la estrategia celular antiviral del
camaron.
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Figura 6. Modelo propuesto de la respuesta inmunitaria celular del camaron ante el WSSV. En A:

Respuesta ante una infeccion con alta carga viral. En B: Respuesta ante una infeccion con baja

carga viral.

Los hemocitos granulosos (GR), disminuyeron en porcentaje
hasta practicamente no detectar su presencia en la hemolinfa,
en relacion directa a los hemocitos At, tanto en los animales
de hemolinfa azul (R=0.73) (Figura 5.A), como en los de
hemolinfa rosada (R=0.56). Es dificil deducir si este grupo
celular seria el menos generado en nimero o simplemente se
trata del mas utilizado en la formacion de capsulas alrededor
de la células infectadas y/o hemocitos desgastados, en efecto
en P. japonicus este seria el principal grupo hemocitario
implicado en la encapsulacion (Tsing 1987).

Como resultado de este trabajo, proponemos el siguiente
modelo de respuesta inmunitaria en el camaron (Figura 6).
Ante la agresion por WSSV el camar6n responderia
proliferando hemocitos e infiltrandolos en los tejidos
infectados y/o tejidos donde se incrementen las posibilidades
de encuentro con el patégeno. Los hemocitos hialinos
combatirian la agresion viral mediante fagocitosis, en tanto
que los SG. y GR. encapsularian células infectadas y
hemocitos desgastados. Cuando la proliferacion celular se
detiene (por infeccion del tejido hematopoyético por ejemplo),
el virus ganaria terreno, en tanto que se acumularian en
circulacion hemocitos desgastados, los mismos que al liberar
su peligroso contenido en la hemolinfa, melanizarian el
plasma tornandolo rosado. Sin embargo, no se puede descartar
que en ocasiones las altas concentraciones de hemocitos
atipicos en la hemolinfa de animales rosados se deba también
a una hiperrespuesta inmunitaria dada por camarones que
acaban de ingerir tejidos muy infectados de camarones
moribundos por WSSV. En efecto, se encontr6 animales de
hemolinfa rosada negativos al WSSV por PCR. Este hecho,
evidencia que una hiperrespuesta podria ser eficaz para
eliminar al virus. Ademas, los datos de mortalidad en ese
periodo (12%) sugieren que no todos los animales de
hemolinfa rosada mueren ya que ellos llegaron a constituir el
50% de los animales muestreados durante los picos de
infeccion del 15y el 22 de enero. Probablemente la mortalidad
se da en aquellos animales que atn empleando la
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hiperrespuesta no logran controlar la carga viral y el virus
infecta el tejido hematopoyético afectando la capacidad de
respuesta del animal, aprovechandose de esto para invadir
otros tejidos.

Sin embargo, a pesar de los mecanismos de defensa
desplegados, en la mayoria de casos los camarones pierden
la lucha contra el WSSV y las supervivencias en piscina son
extremadamente bajas, en particular durante la estacion seca.
Para comprender esto hay que considerar dos factores. El
primero, la velocidad de replicacion viral; Tang y Lightner,
(2000), utilizando una PCR competitiva para cuantificar el
genoma de WSSV, luego de una infeccion por inyeccion,
determinaron que entre las 24 a 35 horas de postinfeccion, la
cantidad de WSSV se increment6 140 veces en los tejidos.
Probablemente animales inmunodeprimidos (debido a
factores estresantes en el estanque o a bajas temperaturas) no
estén en capacidad de frenar la invasion viral en sus tejidos,
siendo ellos los primeros en morir. El segundo factor es el
canibalismo del camar6n unido a la alta densidad de la
poblacion en las piscinas. La ingestion de animales muertos
por WSSV provocaria una agresiva propagacion, viral
incontrolable por los mecanismos de defensa de los animales,
desencadenando la mortalidad en el estanque.

Perspectivas de aplicacion para el manejo
preventivo de la Mancha Blanca

Los resultados de este trabajo asi como los de temperatura
(Sonnenholzner ef al. en esta revista) indican en el camardn
una eficaz respuesta inmunitaria celular para acorralar al
WSSV e incluso eliminarlo si el animal se encuentra en las
condiciones fisiologicas adecuadas. A 33°C, incluso cargas
virales muy altas son inofensivas para los animales y actian
como inmunoestimulante. El problema es como recrear esas
condiciones fisioldgicas a temperaturas mas bajas.
Afortunadamente, el sistema inmune del camaron es muy
manejable y responde favorablemente (o desfavorablemente)
a la inmunomodulacidn, la cual puede enfocarse desde dos
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aspectos, inmunoestimulacion o control de la salud del ani-
mal, manejando requerimientos nutricionales necesarios para
una eficaz respuesta inmune.

En cuanto a inmunoestimulacion es vital considerar, los
inmunoestimulantes como lo que son, una medicina
preventiva, su funcioén es recrear una situacion de desafio
microbiano inofensiva para el camardn, pero capaz de alertar
el sistema inmune, induciendo la proliferacion de hemocitos.
En términos practicos esto significa que la dosis es vital para
no desgastar a los animales. Por otra parte, los inmuno-
estimulantes deben ser aplicados antes y no durante la
infeccion ya que en ese caso actuarian como elementos de
distraccion del sistema inmune. En el caso de B-glucanos,
nosotros recomendamos dosis de 75 mg de producto activo
por Kg de alimento, a ser aplicado después de la muda hasta
que el camaron alcanza su maxima rigidez. Por otra parte
tenemos evidencia de que la aplicacion de inmuno-
estimulantes en estadios larvales podria acelerar el desarrollo
y maduracién del sistema inmune de los animales
preparandolos para responder mejor a desafios microbianos,
cuando son prejuveniles.
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Por otra parte una estrategia muy interesante es el manejo de
la salud del animal mediante probidticos, los mismos que
pueden actuar a la vez como inmunoestimulantes (Gulliam
et al. 2001).
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