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RESUMEN

La inmunidad de un organismo es el estado de resis-
tencia natural o adquirida frente a una determinada enferme-
dad o al ataque de un agente infeccioso o toxico. En el caso
del camarodn, ésta recae en lainmunidad innata, en donde los
sistemas humoral y celular juegan papeles muy importantes
en la defensa de los organismos. El proceso de defensa inicia
en el exoesqueleto y si esta barrera es rebasada, el patégeno
debera sortear una serie de factores inmunes derivados de
hemocitos y plasma y se generardn una serie de eventos para
lograr su eliminaciéon o desarrollar una enfermedad en el
hospedero. De esta forma, se discute el papel de los hemo-
citos, la sefalizacion y la fagocitosis, ademas de los procesos
involucrados en la expresion de proteinas plasmaticas, la
fenoloxidasa, la tripsina, la a2-macroglobulina, la lisozima y
los péptidos antimicrobianos.
Palabras clave: Patologia, inmunologia, cultivo de camarén,
patégenos de camarén.

ABSTRACT

The immunity of an organism is the state of natural or
acquired resistance against a particular disease or attack by
an infectious or toxic agent. In the case of shrimp, defense
lies in innate immunity, where humoral and cellular systems
play important roles. The defense process begins at the
exoskeleton and if this first barrier is exceeded, the pathogen
must overcome a number of hemocytes and plasma derived
immune factors and a series of events will be generated to
achieve their elimination or developing a disease in the host.
Thus, the role of hemocytes, signaling, and phagocytosis is
discussed in addition to the processes involved in the expres-
sion of plasma proteins, phenoloxidase, trypsin, a2-macro-
globulin, lysozyme and antimicrobial peptides.
Keywords: Pathology, immunology, shrimp farming, shrimp
pathogens.

INTRODUCCION
La acuacultura juega hoy en dia un papel primordial
en el aporte de proteina animal de origen acuatico para el
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consumo humano (Reynaud, 2008). Entre los productos
provenientes de la acuacultura, el camarén es uno de los de
mayor utilizacion y ante el agotamiento de sus poblaciones
silvestres, su cultivo (camaronicultura) satisface gran parte de
su demanda. A nivel mundial, los crustaceos representan el
9.7% de la produccién acuicola, antecedidos por los peces de
agua dulce y los moluscos, pero en cuanto a valor comercial
ocupan la segunda posiciéon, después de los peces (FAO,
2014).

De la familia Penaeidae, el camarén blanco (Litope-
naeus vannamei) es la especie mas cultivada en el hemisferio
occidental, dado que su desarrollo larvario no presenta gran-
des complicaciones debido a que tolera amplios intervalos
de salinidad y temperatura (Wyban et al., 1995; Ponce-Palafox
et al., 1997; Manzo, 2000; McGraw et al., 2002; Granja et al.,
2003; Brigs etal., 2005) pero con diferentes repercusiones en
la sobrevivencia dependiendo de la combinacién salinidad-
temperatura y de los agentes infecciosos involucrados en
una epizootia (Vidal et al., 2001; Guan et al., 2003; Carbajal-
Sanchez et al.,, 2008; Le Moullac y Haffner, 2000; Rahman et
al., 2006, 2007; Phuoc, 2008; Wongmaneeprateep et al., 2010;
Navarro-Nava et al., 2011; Moser et al., 2012).

Existen varios agentes infecciosos que pueden com-
prometer seriamente la viabilidad de un cultivo, siendo los
virus los patégenos de especial atencién en el sector acuicola
(Munro y Owens, 2007; Sanchez-Martinez et al., 2007; Esco-
bedo-Bonilla et al., 2008; Sdnchez-Paz, 2010; Rai et al., 2012;
Grijalva-Chon y Castro-Longoria, 2015) y las posibilidades de
interaccién en infecciones multiples no son eventos raros en
los sistemas de cultivo (Dhar et al., 2002; Mouillesseaux et al.,
2003; Natividad et al., 2006; Phalitakul et al., 2006; Ueda et al.,
2008; Stentiford et al., 2009; Overstreet et al., 2009; Martorelli
et al., 2010; Panichaeron et al., 2011; Aranguren et al., 2012).
Es por eso que la salud de las especies acuaticas depende de
la interaccion entre el medio ambiente, los patégenos y el
hospedador. Bajo un cultivo intensivo de camarén, las con-
diciones ambientales se pueden tornar adversas, causando
estrés significativo a los organismos cultivados y un ambien-
te propicio para el desarrollo de una infeccion.
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Esta revisidon hace una descripcién de las principales
armas de defensa con las que cuentan los camarones penei-
dos para hacer frente a un proceso infectivo.

Exoesqueleto

En insectos, la cuticula es la capa mas externa se-
cretada por la epidermis y se continua por el estomodeo,
proctodeo y la trdquea, protegiendo por tanto, no solo la
superficie externa, sino también las internas que son accesi-
bles a invasores externos. Esta cuticula esclerotizada es una
barrera contra heridas e invasion microbiana. Las cuticulas
estan principalmente compuestas por quitina (polimeros de
B-1,4 acetilglucosamina) y proteinas, éstas son reforzadas
por esclerotizacién (Gupta, 1999).

En los crustaceos, la primera linea de defensa contra
la invasion de los microorganismos esta constituida por una
cuticula rigida que actia como una barrera fisica y consiste
en un exoesqueleto rigido que protege de danos y ataques
microbianos. El exoesqueleto estd compuesto de carbonato
de calcio y proteinas, y contribuye a diferentes procesos
fisioldgicos asociados con la respuesta inmune (Chappe-
Bonichon, 2006; Aguirre-Guzman et al., 2009).

Proteinas plasmaticas

Los patégenos que logran cruzar a través de las
partes protectoras del animal se encontrardn con una serie
de factores inmunes derivados de hemocitos y plasma. Un
primer paso critico en cualquier respuesta inmune es el re-
conocimiento de los organismos invasores como extrafnos.
Bacterias y hongos presentan en su superficie moléculas
como polisacéridos y B-1,3 glucanos que son reconocidos
como moléculas extrafas y producen una reacciéon inmune
tanto en vertebrados como en invertebrados (Roux et al.,
2002). Ademas de otras funciones, el sistema de defensa de
los invertebrados esta fuertemente comprometido con la
eliminacién de patégenos. Por ello, las sefiales mas impor-
tantes que ellos deben reconocer son las extrafas, presentes
en la superficie de los patégenos.

En los camarones, los dos componentes microbianos
que se ha demostrado que estan involucrados en la estimu-
lacion de las funciones celulares son los lipopolisacaridos
(LPS) y los B-glucanos. Aunque la interacciéon en ambos casos
puede ser similar (directamente o a través de las proteinas
plasmaticas), los marcadores celulares y los sistemas de ac-
tivacion son diferentes. Los componentes microbianos son
capaces de activar las funciones celulares directamente, pero
la participacion de las proteinas plasmaticas mejora la efi-
ciencia de la respuesta del sistema inmune. Estas proteinas,
definidas como proteinas de reconocimiento, reaccionan a
los componentes microbianos y también previenen la acti-
vacion celular innecesaria o, si es necesario, incrementan la
respuesta de las células efectoras.

Un primer grupo de proteinas de reconocimiento
estd constituido por aglutininas multivalentes de unién a
azucares, también llamadas hemoaglutininas o lectinas.

La segunda proteina de reconocimiento detectada en el
plasma del camarén tiene la capacidad de reaccionar con
los B-glucanos, y por ello es llamada proteina de union a los
B-glucanos (PUBG) (Vargas-Albores et al., 1998). Las proteinas
que reconocenalosLPSy 3-1,3 glucanos son conocidas como
proteinas de patrén de reconocimiento (PPR). Los receptores
PPR son moléculas esenciales que tienen la habilidad para re-
conocer e iniciar los mecanismos de defensa del hospedero
(Amparyup etal., 2012).

En los crustéceos se han aislado y caracterizado en de-
talle varias PPR. Estas incluyen las PUBG, proteinas de unién
a lipopolisacaridos y glucanos (PULG), algunas proteinas
enmascaradas como homologas a proteinasa de serina (HPS)
y un gran numero de lectinas. Las PULG y los PUBG se uniran
los 1-3 glucanos y después de esta union dispararan las reac-
ciones inmunes (Yu et al., 2002; Yu y Kanost, 2002; Cerenius
etal., 2010).

En el camardn, el gen de las proteinas PULG se encon-
tré sobreexpresado en los animales infectados con el virus
del sindrome de la mancha blanca (WSSV), lo que sugiere
que PULG es una proteina de fase aguda inducible que pue-
de jugar un papel critico no solo en la patogénesis bacteriana
y fungica, sino también en la viral. La sub expresion de Profe-
noloxidasa (proFO) sugiere que el WSSV puede emplear una
via novedosa para regular la activacién y/o actividad de la
cascada de proFO para evadir las defensas del hospedador
(Roux et al., 2002).

Senalizacion

También las PUBG, que no estan estructuralmente
relacionadas a las PULG, son capaces de unirse a los 3-1,3 glu-
canos y mediar reacciones inmunes, asi como de prestarse a
ser activadas por bacterias Gram negativas ya que estas son
capaces de unirse a los LPS y después de esto mediar la acti-
vacion del sistema proFO, fagocitosis, formacién de nédulos
y encapsulacion. Las vias de sefalizacién Janus quinasa (JAK)
y el transductor de sefiales y activador de la transcripcién
(TSAT), los receptores tipo Toll (RTL) y la de deficiencia inmu-
ne (DIN) son vistas como las que regulan la respuesta inmune
en los invertebrados. Asi, la via de sefnalizacion JAK-TSAT esta
usualmente involucrada en la defensa antiviral ya que un
estudio reciente sugiere que TSAT puede ser anexado por
el WSSV para mejorar la expresion de un gen viral temprano
inmediato en los camarones infectados.

Se ha demostrado que en un cultivo de células de
organos linfoides de camarones infectados, un TSAT activado
era translocado del citoplasma al nucleo. Esto provee eviden-
cia experimental de que el TSAT en camarones es activado en
respuesta a una infeccién con WSSV. Estos resultados apoyan
un hallazgo anterior de que el WSSV no interrumpe la via
JAK-TSAT, sino al contrario, beneficia la activacion del TSAT
en el camarén hospedero (Chen et al., 2008). Li 'y Xian (2013)
encontraron que la transcripcion de TSAT en camarones era
modulada después de una infeccién con WSSV, lo que sugiere
que puede existir una via JAK-TSAT putativa en los camarones
y que puede ser muy importante en las infecciones virales.
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Otros resultados sugieren que muchos mecanismos
de defensa fueron inducidos sobre una infeccion con WSSV,
incluyendo la activacion del sistema proFO y de la via de
transduccion de senales JAK-TSAT. Inversamente, el sistema
de coagulacion y la expresion de péptidos antimicrobiales
son subexpresados en una infeccion con WSSV. Aun asi, las
respuestas dafan a la célula hospedadora asi como al paté-
geno invasor y la regulacion de las respuestas de defensa ne-
cesitan por tanto, ser algo sofisticadas (Mavrouli et al., 2005).

Los receptores RTL son glicoproteinas de membrana
que consisten en un ectodominio, abarcando repeticiones
ricas en leucina (RRL) en tdandem, un segmento que abarca
membrana y un dominio citoplasmatico de receptores Toll/
interleucinal (RTI). Ellos detectan microbios con base a los
patrones moleculares asociados a patégenos (PMAP). Algu-
nos RTL se expresan en la membrana celular y su ectodomi-
nio reconoce a los PMAP extracelulares, mientras que otros
son expresados en endosomas para detectar a los PMAP
internalizados (Rolland, 2010).

Los RTL han sido encontrados en cuatro especies de
crustaceos, todos pertenecientes a la familia Penaeidae. Hay
tres tipos de estos receptores y su localizacion celular es di-
ferente: LvToll1 y LvToll3 estan presentes tanto en citoplasma
como en membrana, mientras que LvToll2 se restringe solo
a citoplasma. Ellos estdn constitutivamente expresados en
muchos tejidos incluyendo branquias, estémago, intestinos,
nervios, musculo, ciego pilérico, espermario y epidermis, con
menor nivel de expresién en pedunculo ocular y hepatopan-
creas (Yang et al,, 2007; Coscia et al., 2011).

Sobre los cambios de expresién ante la presencia de
Vibrio alginolyticus y WSVV, los tres LvTolls mostraron diferen-
te respuesta: LvToll1 fue sobre expresado con ambos retos;
LvToll2 fue sobre expresado Unicamente con el reto de WSSV;
y LvToll3 es sobre expresado en ambos retos como LvToll1,
pero a distintos tiempos y también pueden estar involucra-
dos en la fagocitosis (Coscia et al., 2011). En L. vannamei con
la proteina de interaccién con TOLL (piLvToll) bloqueadas, los
niveles de expresion de genes de proteinas antimicrobianas
(PAM) de penaeidina 4 (PEN4) se incrementaba. Pero aun
asi, los niveles de mortalidad en los camarones con piLvToll
bloqueado no fueron significativamente diferentes de los
del grupo control, lo que siguiere que la piLvToll puede estar
involucrada en una regulacion negativa de las PEN4 y que
la expresion de piLvToll puede ser respuesta a infecciones
microbianas (Wang et al., 2013).

Por otra parte, en las branquias, después de un reto
con V. alginolyticus, LvToll1 era sobre expresado, pero LvToll2
y LvToll3 no mostraron cambios obvios. Las proteinas tipo
Spatzle de L. vannamei (LvSpz tipo 1y 2) fueron fuertemente
inducidas por un reto contra V. alginolyticus, pero LvSpz2
Unicamente mostré una leve sub expresién. En las branquias,
después de un reto con WSSV, tanto LvToll1, LvToll2, LvToll3,
LvSpz1y LvSpz3 se sobre expresaron, pero LvSpz2 no mostrd
cambios, excepto por una leve sub expresién a las 12 horas
post inyeccién de WSSV (Wang et al., 2012).
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La via de sefalizacién DIN es importante en la inmuni-
dad de invertebrados ya que es visto como adaptador clave
para unir las sefales extracelulares e intracelulares (Feng et
al., 2014) y media la inmunidad contra bacterias Gram-nega-
tivas en Drosophila. Estudios recientes muestran que la via
DIN también involucra una respuesta inmune innata de tipo
antiviral. Un estudio con ARN de transferencia mostré que
la via DIN estd involucrada en la regulacién de la expresiéon
de tres tipos de genes, incluyendo las crustinas, factores anti
lipopolisacarido y lisozima en camarones y cangrejo de rio
(Lan etal., 2013).

Hemocitos

La comunicaciéon y cooperacién celular es necesaria
para por lo menos una de las reacciones de defensa y ocurre
cuando los microorganismos o parasitos son reconocidos y
se monta una respuesta inmune. Por ejemplo, durante una
infeccién por hongos, la PUBG en el plasma primero reco-
noce y se une a la pared celular del hongo. Luego, los he-
mocitos semigranulares y granulares responden al complejo
PUBG/glucanos por degranulacién, incluyendo la adhesion
celular y proteinas opsoninas almacenadas en los granulos.
Finalmente, la liberacion de las opsoninas puede estimular
la fagocitosis por las células hialinas o la encapsulacién por
las células semigranulares. Las células granulares y semigra-
nulares pueden ser citotodxicas y lisan las células eucariéticas
extrafas (Johansson et al., 2000). Los cambios en la expresion
de estos genes estan asociados con el estrés medioambiental
y esto puede ser influenciado por variaciones en la abundan-
cia relativa de diferentes poblaciones de hemocitos (De la
Vega et al., 2007).

Los hemocitos en los crustaceos son principalmente
subdivididos en tres tipos de células: hialinas, semigranulares
y granulares (Battistella et al., 1996; Laxmilatha y Laxminara-
yana, 2004). Difieren no solo en sus caracteristicas morfolé-
gicas, sino también bioquimicas y en su comportamiento
in vitro. Las células hialinas son las mas pequefas, con un
nucleo grande y central rodeado por citoplasma basofilico,
escaso reticulo endoplasmico y ribosomas; el aparato de
Golgi puede estar ausente. Aunado a esto, no presentan
granulos distintivos y actividad de fenoloxidasa. In vitro, estas
células desarrollan seuddépodos y facilmente se adhieren y se
dispersan en las superficies de vidrio. Son capaces de fago-
citosis en crustaceos (Battistella et al., 1996), con un tamano
promedio de 3.35 x 4.76 um. Son de ovoides a esféricos con
cromatina nuclear dispersa. El nlcleo ocupa gran parte de
la célula, es generalmente ovoide y la relaciéon nucleo-cito-
plasma es normalmente alta. La envoltura nuclear es lisa y las
inclusiones citoplasmdticas son pocas o ausentes, el reticulo
endoplasmatico liso y rugoso es raramente visto en este tipo
de hemocitos: los agranulocitos muestran pocas sefales de
diferenciacion (Laxmilatha y Laxminarayana, 2004).

Las células semigranulares son transicionales entre
las células hialinas y granulares. Tienen un nucleo esférico,
bilobulado y central o excéntrico, asi como ribosomas
libres, reticulo endoplasmico, dos o mas aparatos de Golgi
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y numerosos granulos eosinofilicos pequenos. Estas células
son muy inestables in vitro y requieren manejo delicado, de
otra manera rapidamente se lisan y liberan su contenido.
Una caracteristica importante de las células granulares y se-
migranulares de los crustaceos es la presencia, dentro de los
granulos, de proFO, responsables de la sintesis de melanina.
Las células semigranulares reaccionan a los polisacaridos
microbiales, como a los lipopolisacéridos y los 3-1,3 glucanos
por una respuesta de degranulacion y liberacion del sistema
proFO (Battistella et al., 1996). Son ovoides o en forma de
huso, algunas veces irregulares, con un tamafo promedio de
416 x7.18 um.

Otra caracteristica importante de las células semi-
granulares es la presencia de granulos citoplasmaticos,
mas numerosos que en los agranulocitos. Estas inclusiones
usualmente son mucho mas pequenas que las encontradas
en los granulocitos densos, y miden aproximadamente 0.043
pm. El nucleo en este tipo de hemocitos es también de varias
formas, pero no ocupa el volumen celular completo. Presenta
numerosas regiones de heterocromatina densa y empacada
alrededor y dentro de la envoltura nuclear. En algunos casos,
el nucleo es muy reducido y el reticulo endoplasmético
rugoso es mas desarrollado. También se aprecian vesiculas
secretoras con contenido electrodenso y mitocondrias (Lax-
milatha y Laxminarayana, 2004).

El tercer tipo de hemocitos son los granulares; son
los mas grandes y tienen un nucleo pequeno, excéntrico y
bilobulado. Casi siempre esta presente un aparato de Golgi.
Alrededor del ntcleo y a lo largo de la periferia celular, estan
los reticulos endopldasmicos lisos y rugosos. Tiene riboso-
mas libres en el citoplasma, conteniendo grandes granulos
rodeados por membrana, las cuales son electro densas y
usualmente fuertemente acidofilicas, presentando diferen-
tes contenidos como mucopolisacaridos, glicoproteinas,
oligosacaridos (carbohidratos), proteinas bdasicas, etc. Este
hallazgo de alta heterogeneidad de granulos apoya la afir-
macion de que los plasmocitos y/o células granulares juegan
un papel esencial en varias actividades fisiologicas. Asi, estas
células pueden ser importantes en la defensa inmunoldgica
y de sintesis de hemocianinas.

Las células granulares, por lo menos en el langostino
Pacifastacus leniusculus, parecen ser repositorios para el sis-
tema de activacion del sistema proFO (Battistella et al., 1996)
y por microscopia electrénica se ha demostrado que las
penaeidinas (una familia de péptidos antimicrobianos, con
capacidades antifiingicas y antibacterianas) estan presentes
en los granulos de estas células (Destomieux et al., 2000; Roux
etal., 2002). Estos hemocitos son bien diferenciados y poseen
gran numero de granulos densos. Son generalmente ovoides
y mas grandes que los otros hemocitos: en promedio 4.72 x
5.85 um. El ntcleo no ocupa todo el espacio citoplasmatico,
puede tener varias formas y una masa de heterocromatina
densa estd presente cerca de la envoltura nuclear. La carac-
teristica mas distintiva de estos hemocitos es la presencia de
granulos gruesos y densos, con tamafnos entre los 0.1 a 0.56
pum, que forman la base de identificacion de estos hemocitos.

Los granulos son rodeados por una membrana y general-
mente poseen un contenido homogéneo electrodenso,
pero algunas veces exhiben una estructura interna hetero-
génea, hecha de dreas electrodensas y electrolucientes. El
citoplasma de estos hemocitos contiene Unicamente pocos
ribosomas y reticulo endoplasmético, y unas pocas vacuolas.
También pueden desarrollar extensiones a manera de seu-
dopodos en contacto con cualquier superficie (Laxmilatha y
Laxminarayana, 2004).

Con el fin de sobrevivir en un mundo cargado con
microorganismos, la respuesta del sistema inmune innata se
refiere a la primera linea de defensa del hospedero, la cual
actya unas horas después de la exposicion microbiana a
las superficies mucosas, después de la identificacion de los
patrones de reconocimiento microbiano (Marshall y Arenas,
2003). Los camarones poseen un sistema circulatorio abier-
to que les permite a los hemocitos infiltrarse y adherirse a
muchos tejidos. Todas las expresiones genéticas son de los
hemocitos infiltrados y los niveles de expresidn relativas de
estos genes se reflejaran en la cantidad de hemocitos infiltra-
dos o fijados en estos tejidos (Swapna et al., 2011).

La fagocitosis es el proceso de ingestion y digestion
de pequenas particulas extrafias y en los camarones la
fagocitosis es realizada por los hemocitos granulares y
semigranulares, que ademas sintetizan y almacenan en sus
granulos proteinas del sistema inmune, como aglutininas,
pironectinas, enzimas citoliticas, enzimas del sistema proFO
y péptidos antimicrobianos que son liberados a la hemolinfa
sobre el sitio de infeccion o herida. Por otra parte, las célu-
las hialinas juegan un papel en la coagulacion (Herbiniére,
2005). En caso de patégenos (como por ejemplo huevos de
parasitos o nematodos) que son muy grandes para ingerirlos,
estos hemocitos pueden formar capsulas de multiples capas
que inmovilizan a los organismos invasores. Cuando las
bacterias o los hongos estan en gran nimero, tanto los he-
mocitos como las proteinas plasmaticas se pueden agregar,
resultando en la formacién de nddulos (Gupta, 1999).

Fenoloxidasa

La fenoloxidasa (FO, EC 1.14.18.1), es una tirosinasa
que contiene cobre, juega un papel importante en la melani-
zacion, reparacion de heridas y esclerotizacion de la cuticula.
En los crustaceos estad localizada dentro de los hemocitos
como una enzima inactiva llamada profenoloxidasa (proFO)
y su transformacion de proFO a FO involucra muchas reac-
ciones conocidas como el sistema de activacion de la proFO.
En el camardn el sistema es activado por -1,3 glucanos y
LPS e involucra dos pasos, el primero es la degranulaciéon que
ocurre cuando los hemocitos son estimulados por bacterias,
LPS o 3-1,3 glucanos para liberar las formas inactivas de pro-
FO y la enzima activadora de proFO (EAproFOQ). El segundo
paso requiere la participacion del calcio para la conversién
de la EAproFO inactiva en una proteinasa activa que en su
momento transforma la proFO en FO activa. Entonces, la
EAproFO en condiciones in vivo, es activada por calcio plas-
matico después de la degranulacién de los hemocitos, la cual
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es inducida por estimulos externos, como LPS y los beta glu-
canos (Vargas-Albores et al., 1998; Fagutao et al., 2011). Se ha
demostrado que el calcio estimula la actividad proteolitica
que transforma la proFQ, por lo que se puede sugerir que el
calcio solo participa una vez que la EAproFO y la proFO han
sido liberadas de las células, lo que ocurriria después de un
estimulo (Gollas-Galvan et al., 1997).

En los camarones, la melanizaciéon de patégenos es
debida a la accion de la FO que promueve la hidroxilacion
de los monofenoles y oxidacién de los difenoles a quinonas,
en respuesta a materia extrana invadiendo el hemocele y
durante la reparacion de heridas. Estas quinonas son subse-
cuentemente transformadas en melanina por reacciones no
enzimaticas. Posteriormente, la melanina se une a la superfi-
cie de las bacterias e incrementa la adhesion de hemocitos
a la bacteria, acelerando asi su remocion por formaciéon de
noédulos (Fagutao et al., 2011; Wang et al., 2015). Aun cuando
se ha descrito una actividad antimicrobiana directa para la
melanina, la produccién de especies de oxigeno reactivas
como los aniones super 6xido y radicales hidroxilo durante
la generaciéon de las quinoides también tienen un papel
importante como antimicrobianos. Aunado a esto, se activan
las reacciones bioldgicas como la fagocitosis, encapsulacion
y nodulacién (Gupta, 1999).

Tripsina

La tripsina y las enzimas tipo tripsina han sido estudia-
das extensivamente en una gran variedad de filos debido a su
papel central en la digestion y en otros procesos fisioldgicos
(por ejemplo: coagulacion sanguinea, fibrindlisis, inmunidad
celular y humoral, fertilizacion y desarrollo embrionario). La
tripsina en los invertebrados tiene caracteristicas tales como
una independencia aparente de los iones de calcio, actividad
hacia sustratos proteinicos naturales, un gran ndmero de
isoformas y pobre estabilidad a pH acido. En el caso de los
crustaceos, mucha de esta informacion ha sido obtenida en
estudios en extractos crudos de enzimas parcialmente purifi-
cadas (Perera et al., 2012). Las tripsinas de los crustaceos han
sido caracterizadas en langostinos, camarones y el cangrejo
rey y en estas especies es mas estable que la de los mami-
feros. Un factor importante que determina esta estabilidad
es resultado del reducido nimero de localizaciones alteradas
de sitios de hendiduras autoliticas (Hehemann et al., 2008).

La tripsina es una de las mas importantes proteasas
y contribuye con cerca del 6% de las proteinas solubles en
la glandula digestiva (Shi et al,, 2010). Lai et al. (2005) usaron
la tripsina para activar la FO y concluyeron que la tripsina y
el dodecil sulfato de sodio (SDS) acttian directamente en la
proFO, pero las LPS, B-1,3 glucanos, zimosano y alignato de
sodio necesitan afiliarse con un sistema complejo de recono-
cimiento y reaccién, mientras la tripsina (la cual es similar a
la EAproFOQ), puede incidir a la proFO activandola entonces a
FO (Perazzolo y Barracco 1997; Lai et al., 2005).

La proFO puede radpidamente ser activada a FO por un
sistema de activacién endégeno y los incitadores exdgenos
como la tripsina, LPS y el zimosano. En muchos insectos
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y crustaceos, esta activacion ha sido usada por ser suscep-
tibles a la inhibicion por inhibidores de proteasa de serina.
Al incubar el fluido humoral de anfioxos, con los inhibidores
de proteasa de serina STl y PUBG, antes de reaccionar con
tripsina, zimosano o LPS, previene la activaciéon de proFO por
lo menos en un 79%. Esto sugiere la presencia de proteasas
de serina naturales en forma inactiva en el fluido humoral
del sistema de activacién de proFO. Se ha mostrado que la
activacion de proFO en el fluido humoral de anfioxos por
incitadores exdgenos es significativamente incrementada en
presencia de calcio 1T0mM. Esto concuerda con la sugerencia
de que la activacién de proFOo es un proceso dependiente
de calcio, debido a su papel en la regulacién de la actividad
de proteasa enddgena (Pang et al, 2004). Ademas de la
proFO, las hemocianinas también pueden ser activadas por
tripsina (Cammarata y Parrinello, 2009).

Fagocitosis, especies reactivas de oxigeno y antioxidan-
tes

El sistema de inmunidad innata activado también
utiliza la fagocitosis para eliminar los microorganismos
invasores. Durante este proceso se producen especies micro-
bicidas oxigeno reactivas (ORs), como ani6n superéxido (O,),
peroxido de hidrégeno (H,0.), iones hidréxido (OH'), oxigeno
simple y los intermediarios de oxigeno reactivos (IOR) que se
necesitan que sean prontamente eliminados con la ayuda de
enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa (SOD)
y catalasa (CAT) encontradas en virtualmente casi todos los
organismos que respiran oxigeno. Estas pueden destruir
cuerpos invasores eficientemente si son dirigidos contra el
blanco correcto (Holmblad y Soderhall, 1999).

La eliminacion rapida y efectiva de las ROs es esencial
para mantener el estado de salud y la supervivencia de los
organismos. Por eso se han desarrollado defensas antioxi-
dantes, incluyendo mecanismos enzimaticos y no enzimati-
cos que eliminan eficientemente el peréxido de hidrogeno
de las células. La SOD posee la capacidad de disminuir el
anion superoxido generando como resultado agua y peroéxi-
do de hidrégeno. Las SOD se han clasificado en tres grupos
mayores, dependiendo del ion metédlico que contengan.
La Mn-SOD se encuentra en las mitocondrias, la Fe-SOD en
bacterias y la Cu/Zn-SOD en eucariotas. La SOD extracelular
(EC-SOD) coopera en la destruccion de parasitos ingeridos
o encapsulados durante la explosién respiratoria generada
durante la fagocitosis (Campa-Cérdova et al., 2005; Gomez-
Anduro et al., 2006).

Los hemocitos de L. vannamei pueden ser estimulados
por acetato de forbolmiristato (AFM), zimosano, LPS y lami-
narina, los que los llevan a producciones similares de aniones
superoxido. Se haasumido que las capacidades de defensa de
los hemocitos estaran relacionadas con la edad del camardn.
Bajo condiciones experimentales, comparando Escherichia
coli, Micrococcus luteus, Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum
y Vibio harveyi, todas las cepas excepto V. haveiyi, se unian a
los hemocitos como inductores de fagocitosis y cuando eran
usadas vivas eran capaces de inducir la generacién de iones
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superoxido y la respuesta de los hemocitos fue dependiente
de la concentracion de bacterias (Muioz et al., 2000).

Los IOR y ORs son producidos durante el metabolismo
aerobico normal y se incrementan en condiciones fisiologi-
cas que resultan en estrés oxidativo y durante reacciones de
defensa. Los IORy ORs son entonces rapidamente eliminados
por las enzimas antioxidantes, las cuales pueden participar
en la produccién de compuestos oxigeno reactivos usados
en la destruccién de parasitos englobados o encapsulados
(Campa-Cérdova et al., 2002). Ji et al. (2011) encontraron un
incremento significativo en la produccion de aniones supe-
réoxido en camarones después de ser inyectados con Vibrio
parahaemolyticus y WSSV, concluyendo que el sistema ORs
juega un papel muy importante en la defensa contra paté-
genos extranos.

a2-macroglobulina

La a2-macroglobulina (A2M) es un elemento evoluti-
vamente conservado del sistema inmune innato, cuya fun-
cién es la limpieza de las proteasas activas de los fluidos tisu-
lares, ya que estas proteasas cuando estan libres en la sangre
0 espacios tisulares pueden ocasionar un dano considerable,
y en respuesta a este reto, los animales han desarrollado una
coleccién de diversos inhibidores de proteasas. Los inhibido-
res de proteasas son de dos clases fundamentales, una de las
cuales esla A2M, que reacciona por un mecanismo Unico que
involucra el envolvimiento fisico de la proteasa blanco con el
doblamiento de la molécula de A2M. Al unirse al sitio activo
de la proteasa, el sitio activo inhibidor destruye su actividad
proteolitica.

La A2M muestra un mecanismo Unico de interaccion
con su proteasa blanco el cual es iniciado por su hendidura
proteolitica a un motivo definido que es construido como
un tramo expuesto y muy flexible de 30 a 40 aminoacidos
que presenta una serie de enlaces peptidicos que invitan a
los blancos de la mayoria de las proteasas existentes. Esto
significa que, cual sea la proteasa, encontrara un blanco para
su ataque proteolitico en esta region “cebo” de la molécula
de A2M. La hendidura proteolitica de la regién cebo realiza
un rapido doblamiento de la molécula de A2M para producir
un bolsillo interior cerrado que ahora contiene la proteasa
blanco, atrapada en los dobleces de la A2M.

Aun cuando la A2M ha sido vista como un inhibidor
de proteasa, debe ser considerada como una molécula de
unién de proteasas cuya principal funcion es entregar su
cargamento de proteasas a una via endocitica de limpieza
de proteasas, que se encarga de degradarlo a componentes
de bajo peso molecular que aparecen después en la hemo-
linfa. EI cambio conformacional de la A2M sirve tanto para
entrampar a la proteasa como para exponerla a un dominio
en el término carboxilo que es reconocido por los receptores
de superficie celulares, lo que lleva a la unién y endocitosis
del complejo proteasa-A2M. Esto remueve la proteasa de la
circulacién, neutralizando por tanto, sus acciones potencial-
mente perjudiciales (Enghild et al,, 1990; Saravan et al., 2003;
Armstrong, 2010).

Lisozima

La lisozima fue una de las primeras proteinas anti-
bacterianas conocidas. En los invertebrados es bien sabido
que la expresion de la lisozima es regulada y responde a un
reto bacteriano y es comunmente incluida en la familia de
los péptidos antibacterianos, basados en su pequefio peso
molecular y efecto bacteriolitico. Aun asi, la lisozima ejerce
su funcion antibacterial de tipo C catalizando la hidrdlisis de
los peptidoglicanos de la pared celular de las bacterias (Jolles
y Jolles, 1984; Sotelo-Mundo et al., 2003), y actia como una
defensa inmune no especifica en los camarones peneidos. La
lizosima de los camarones ha sido bien caracterizada, es una
proteina especifica de los hemocitos que posee actividad
litica contra una variedad de especies de bacterias Gram
positivo y negativo, incluyendo el patogénico Vibrio spp.

La actividad enzimatica de la lisozima es especifica
en lisados de hemocitos, siendo ausente en hemolinfa libre
de células, y se estima que comprende aproximadamente el
4% de la proteinas de los hemocitos en L. vannamei. La caida
rapida y sostenida del numero circulante de hemocitos es
acompafnada por un incremento significativo y persistente
de transcriptos de lisozima lo que sugiere que conforme la
bacteria se disemina via circulacion, el transito de hemocitos
a los tejidos va siguiendo un patrén predecible. Burge et al.
(2007) sugirieron que la disminuciéon de marcas de lisozima
vistas enlos tejidos (y hemocitos circulantes) durante unafase
temprana de la infeccion es debida a una infiltracion masiva
de hemocitos granulares en el sitio de infeccion, ya que en el
sitio de inyeccién con Vibrio aumenté el mRNA de lisozima, lo
que los llevé a concluir que la migracion de hemocitos hacia
el sitio de inyeccion (herida) acurre rdpidamente después de
que el cuerpo es comprometido y que altas concentraciones
de hemocitos expresando lisozima permanecen en la loca-
cién por lo menos 48 horas después del reto.

Se han realizado diversos estudios para evaluar la ac-
cion de lisozima en varias especies de camarones en donde
se ha encontrado que la lisozima de Marsupenaeus japonicus
desarrolla actividades liticas contra muchas especies de Vi-
brio incluyendo Vibrio penaeicida y a una gran variedad de
patégenos (Hikima et al., 2003). La actividad antibacterial
de la lisozima del camarén L. vannamei contra Vibrio sp. es al
menos igual a los valores contra la Gram positiva Micrococcus
luteus y mas activa contra los patégenos del camarén V. algi-
nolyticus y V. parahemolyticus (de la Re-Vega et al,, 2006). La
proteina recombinante de Fenneropenaeus chinensis mostré
alta actividad antibacteriana contra algunas bacterias Gram
positivas, y relativamente baja actividad contra Gram nega-
tivas. Todo esto sugiere que la lisozima puede ser uno de las
moléculas importantes contra los patégenos en la inmuni-
dad innata del camarodn (Bu et al,, 2008).

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son un grupo
diverso de moléculas efectoras del sistema inmune que son
utilizadas por los organismos multicelulares para prevenir
o combatir una infeccion por microbios (Cuthbertson et al.,
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2008). La actividad de los PAM debe iniciar en la membrana
citoplasmatica ya que la mayoria de ellos permeabiliza la
membrana microbiana. Se han propuesto muchos modelos
de coémo se insertan a la membrana llevando a la formacion
de canales de iones, poros transmembrana o rupturas de
membrana extensivas. Hay péptidos que no forman poros,
pero su actividad antimicrobiana es a una concentracién por
lo menos cuatro veces de magnitud bajo la concentracién
que disturba la membrana bacteriana.

Los péptidos de cada estructura familiar recaen en un
mecanismo antimicrobiano que puede no implicar despola-
rizacién de la membrana del microorganismo blanco, sugi-
riendo un determinante molecular interno. Ciertos péptidos
son incapaces de causar despolarizacion de la membrana a la
concentracion minima inhibitoria (CMI), mientras otros cau-
san maxima despolarizacion muy abajo del valor de la CMI.
Hay evidencias que soportan que ciertas macromoléculas, asi
como funciones intracelulares se involucran como el blanco
final para la actividad antimicrobiana del PAM. Debido a que
las membranas bacterianas son la via de entrada para los PAM,
juegan un papel importante en la selectividad y eficiencia de
los PAM (Conde et al., 2012). Los péptidos antimicrobianos
son importantes en la defensa inmune innata, especialmente
en aquellos animales que carecen de inmunidad adaptativa.
Debido a su pequeio tamafio, estructura anfipatica y ca-
racter cationico, pueden rapidamente difundirse al sitio de
infeccion (Swapna et al., 2011).

Los PAM que son constitutivamente expresados o
inducidos, proveen medios de defensas rapidos y efectivos.
La mayoria de estos genes codifican péptidos que son movi-
lizados poco después de una infeccién y actiian rapidamente
para neutralizar una amplia variedad de microbios (bacterias,
virus y protozoarios). La naturaleza ubicua de los péptidos
antimicrobianos sugiere que su papel en la naturaleza ha
estado presente desde hace mucho tiempo y debe haber
contribuido al mejoramiento de un organismo. Muchas de
estas moléculas ejercen un mecanismo de accién que parece
ser unico y altamente complejo. Aun asi, los PAM exhiben, en
algunos casos, significativos grados de citotoxicidad para el
hospedero reflejando un blanco celular no selectivo (Conde
etal.,, 2012).

Considerando que los PAM son barreras naturales con-
tra las infecciones bacterianas, los patégenos deberian haber
desarrollado una variedad de estrategias para presentar re-
sistencia a las defensas del hospedero ante los microorganis-
mos. Actualmente, el Unico modelo estructural que explica
el mecanismo de accién de los PAM, dice que actyan desde
el exterior y sobre la membrana del patégeno, pudiendo ser
porque aumenta la permeabilidad de su membrana o por
desestabilizacion de la misma, por cambios en la carga neta
del sistema. Como las membranas bioldgicas son en efecto
fluidos dindmicos, la generacion de resistencia parece ser
menos probable que ocurra. No obstante, los patégenos han
desarrollado contraataques no para resistir, sino al menos
para limitar la efectividad de los PAM, como modificaciones
quimicas y/o alteraciones de energia dependiente de las
bombas a nivel de membrana (Marshall y Arenas, 2003).

Similarmente, los PAM del camarén, incluyendo las
penaeidina, crustina y factores anti lipopolisacaridos (FAL),
juegan un papel importante en las respuestas antibacteriales
y antivirales. Particularmente, los FAL pueden proteger al
camaroén contra una infecciéon por WSSV (Wang et al,, 2011).
Un nuevo péptido antimicrobiano similar a la crustina fue
identificado en los hemocitos de Penaeus monodon y mostré
una actividad antimicrobiana fuerte tanto contra bacterias
Gram positivas como Gram negativas, incluyendo V. harveyi,
una bacteria patégena muy importante en la acuacultura
(Amparyup et al., 2008).

Debido a su pequefio tamafo, estructura anfipatica y
caracter catidnico, los PAM se pueden difundir rapidamente
al punto de infecciéon y pueden matar bacterias en concen-
traciones micromolares. Muchos péptidos antimicrobianos
muestran una remarcada especificidad por células proca-
riotas y baja toxicidad para las células eucariotas. Como una
de los PAM importantes en crustaceos, las crustinas tienen
secuencias que han sido descritas en los camarones penei-
dos. Se ha probado que los hemocitos son el sistema de
produccion y de almacenamiento de crustinas a muy altos
niveles. Generalmente, las expresiones de crustina eran mas
elevados en los hemocitos después de un reto con WSSV, su-
giriendo su papel en la defensa antiviral (Swapna et al,, 2011).

Las penaeidinas fueron primeramente descubiertas
en el camaréon blanco del Pacifico (L. vannamei) por ex-
traccion de proteinas de un grupo de hemocitos de varios
organismos. En la descripcién inicial y consecuente exami-
nacion a través de formas recombinantes de penaeidinas,
fue aparente que son activas primeramente contra bacterias
Gram positivas, con algunos efectos sobre hongos a mayores
concentraciones. Ademas, se encontré evidencia que indica
que los hemocitos que contienen penaeidinas en granulos
liberan su contenido intracelularmente y pueden lisar en el
proceso de entrega de las penaeidinas al sitio de infeccion.
Ademas, las penaeidinas pueden estar involucradas en el
reconocimiento de los fagocitos para rodear microbios por
las células inmunes (aglutinacién de las bacterias), esto en
adicion a sus actividades antimicrobianas.

La variedad que es observada en las funciones de las
penaeidinas muestra el potencial para diversidad in vivo de
funciones inmunes y especificidad inmune (antibidtica) en
ellas. La expresion de isoformas especificas de penaeidinas
en diferentes tejidos, dependiendo en el tipo de inmund-
geno detectado por el camarén y el camino en el cual fue
detectado, puede probar que éstas moléculas son parte de
un mas eficiente camino de respuesta al ataque inmuneyala
agresividad patogénica de los microbios (Cuthbertson et al.,
2008; Rolland, 2010; Woramongkolchai et al., 2011).

CONCLUSIONES

Cada uno de los aspectos que intervienen en la inmu-
nidad del camarén involucra complejos procesos bioquimi-
cos que son importantes en su defensa contra los patégenos.
Una vez vencida la primera barrera (el exoesqueleto) se
desarrolla una cascada de eventos que desencadenaran la
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activacion del sistema proFO, la fagocitosis, la formacion de
ndédulos y la encapsulacion. Aun cuando la literatura cienti-
fica es amplia, todavia hacen falta estudios sobre la relacién
que guardan cada uno de los elementos que intervienen
en la inmunidad en cuanto a factores que pueden alterar
el momento del inicio de la respuesta, la funcién y la accion
efectiva de defensa.
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