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RESUMEN

Introduccion: Con el aumento del cultivo intensivo del camardn, y el correspondiente
incremento de la incidencia de enfermedades tanto virales como bacterianas, el estudio del
sistema inmune es un tema que se le presta cada vez mayor atencién en la acuicultura.

Objetivo. Actualizar la informacidn sobre los avances en la comprension del sistema inmune de
camarones, haciendo énfasis en camarones peneidos.

Desarrollo: EIl sistema inmune innato del camardn consta de elementos pasivos y activos, las
barreras fisicas y las ramas humoral-celular respetivamente. También en los Gltimos afios se
incorpor6 el término de respuesta inmune entrenada como otro elemento clave en la respuesta
inmune frente a patégenos. Se destaca el avance en la formalizacion de clasificaciones de
hemocitos en funcion de pardmetros moleculares, el avance en la comprensién de repuesta
antiviral a través de ARN de interferencia, la creacion de bases de datos de nuevos péptidos
antimicrobianos y la evaluacion de actividades enziméticas como moduladores de la respuesta
inmune.

Conclusiones: La comprension de los mecanismos que median la respuesta innata y entrenada,
como las citosinas de camardn, permiten el desarrollo de nuevas estrategias para el control de
enfermedades en el cultivo del camarén.
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ABSTRACT

Introduction: The study of the immune system is gaining more relevance in aquaculture
resulting from increases in intensive shrimp culture, and the ensuing step up of viral and bacterial
diseases.

Aim. To provide updated information of the advances associated with the understanding the
immune system of shrimps, particularly penaeid shrimp.

Development: The innate immune system of shrimps contains passive and active elements,
physical barriers, and humoral-cellular branches, respectively. In recent years, the term trained
immunity was added as another key element of immune response against pathogens. Emphasis is
made on the acceptance of classifications of hemocytes based on molecular parameters, the
advancement in understanding antiviral response through interference RNA, the creation of
databases of new antimicrobial peptides, and the evaluation of enzymatic activities as modulators
of the immune response.

Conclusions: Understanding the mechanisms that mediate the innate and trained immunity, such
as shrimp cytokines, permit the implementation of new strategies for disease control in shrimp
culture.

Keywords: Shrimp, diseases, hematocites, immune response (Source: MESH)
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INTRODUCCION

La acuicultura resulta ser el sector de produccion animal de méas rapido crecimiento; y dentro de
este, el camardn se encuentra entre los productos mas comercializados el segundo grupo principal
de especies exportadas en términos de valor (FAO, 2018). Los paises de América Latina y Asia
oriental y sudoriental representan la mayor parte de la produccion de estas especies, pero una
gran proporcion del consumo se realiza en los mercados desarrollados. Mas importante adn, en
los Gltimos afios, debido al aumento de los ingresos, la demanda de este producto acuatico de alta
calidad aumento en los paises en desarrollo y cre6 una competencia para el mercado existente.
Asi que, para garantizar el suministro, la produccion futura de camaron debe contar cada vez mas
con la acuicultura intensiva (Roy et al., 2020). La acuicultura intensiva se basa en el cultivo de
camarones en un entorno artificial de alta densidad con un entorno estresante para los animales y
proporciona un entorno ideal para los brotes de enfermedades. Las pandemias virales (mediados
de la década de 1990) y mas recientemente bacterianas (de 2009 a 2018) representan la mayoria
de las pérdidas por enfermedades para los criadores de camarones (Flegel, 2019). Por lo que se
deriva la necesidad de profundizar el estudio del sistema inmune de estos animales y las formas
de potenciar la respuesta ante los principales patégenos que afectan al camaron.
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Los crustdceos no presentan inmunidad adquirida ni memoria inmunoldgica semejante a
vertebrados superiores, pero si una inmunidad innata constituida por barreras fisicas
(exoesqueleto 'y membrana peritréfica) y elementos de la respuesta activa (mecanismos
hemostaticos, respuesta celular y humoral). Sin embargo, en los Gltimos afios, se informan
avances en el entendimiento de un tipo de memoria inmunoldgica en crustaceos y particularmente
en camarones peneidos. Roy y colaboradores (2020) sugieren el término de respuesta inmune
entrenada frente a memoria inmune adaptativa, por divergir en varios aspectos de esta ultima
como: el tiempo de persistencia de la memoria y los mecanismos celulares y moleculares que la
llevan a cabo.

Dado que en los ultimos afios existe un aumento de la bibliografia sobre el tema, desarrollamos
esta revision con el objetivo de actualizar sobre los principales adelantos en la comprension del
sistema inmune de camarones peneidos de especies que se cultivan.

DESARROLLO

Los mecanismos de la respuesta activa del sistema inmune en camarones peneidos, inicialmente
se basan por lo general en una primera etapa en el reconocimiento y asociaciones moleculares
entre antigenos patdgenos y moléculas de reconocimiento. Luego pueden desencadenarse una
serie de respuestas inmunoldgicas que abarcan desde la activacién de enzimas tales como
peroxidasa, superdxido dismutasa, y las del sistema pro-fenoloxidasa (proPO) hasta el
mecanismos de reconocimiento, citotéxicos y celulares, entre los que se encuentran las proteinas
de la coagulacion, lectinas, péptidos, antimicrobianos, peroxinectinas, generacion de Og,
quinonas, opsonizacion, fagocitosis y nodulacion, entre otras, con el objetivo de eliminar el
agente patdgeno. En todos estos mecanismos, los hemocitos juegan un papel central, tanto en la
produccién y liberacion de proteinas y especies bioactivas como en procesos mas complejos
como la interaccion célula-célula (Maningas et al., 2008). Segun estudios en crustaceos
decapodos, efectos primarios atribuidos a cambios fisico-quimicos ambientales, tienen incidencia
sobre el sistema inmunorregulador (Millard et al., 2020). Factores intrinsecos como, talla, sexo y
el estatus también pueden afectar el sistema inmune de los camarones Peneidos (Castex et al.,
2009).

Barreras fisicas pasivas

En los invertebrados las barreras fisicas (membrana peritrofica y el exoesqueleto) constituyen el
primer obstaculo que deben superar los microorganismos para poder invadir el organismo
(Vazquez et al., 2009). La membrana peritrofica es una estructura no celular y semipermeable
que rodea el bolo alimenticio en el intestino medio de los crustaceos, compuesta por
microfibrillas de quitina y algunas proteinas especificas embebidas en proteoglicanos. Esta
compartimentalizacion permite un intercambio de sustancias restringido por el tamafio de los
poros (de aproximadamente 10 nm), lo que le confiere al organismo varias ventajas, entre las que
se encuentra la proteccion frente a toxinas y patogenos que tienen un tamafio mayor al de los
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poros (Peters, 2012). Algunos microorganismos pueden burlar esta barrera por la accion de
quitinasas y proteasas ( Masri et al., 2021).

El exoesqueleto es el soporte del cuerpo de los animales que lo presentan, y estd compuesto por
materiales rigidos y resistentes como la quitina y carbonato de calcio (Aguirre Guzman y
Ascencio Valle, 2000). Sin embargo, muchas regiones del cuerpo no estan recubiertas por el
exoesqueleto, como la glandula antenal y oOrganos excretores, y resultan la principal via de
entrada para microrganismos patégenos (De Gryse et al., 2020).

Respuesta Humoral
Mecanismos hemostaticos

Una parte importante de la defensa molecular activa de los invertebrados lo constituye el sistema
de coagulacion. Las proteinas y enzimas involucradas en este proceso se encuentran mayormente
en el plasma de la hemolinfa y en los hemocitos. Los factores de la coagulacion, las proteinas
coagulantes (CP), las transglutaminasas y las trombospondinas, entre otras funciones, evitan las
pérdidas de hemolinfa en casos de heridas o laceraciones. En crustaceos algunas de estas
moléculas reconocen y neutralizan las células y particulas no propias del organismo, lo cual evita
gue microorganismos o particulas extrafias se diseminen (lwanagay Lee, 2005).

La transglutaminasa se libera de los hemocitos en la presencia de agentes patdgenos a través de
receptores especificos (Ariki et al., 2004). En Penaeus vannamei se identificaron 2 tipos de
transglutaminasa donde su expresion ocurre casi exclusivamente en hemocitos, aunque se
observaron niveles de expresion del ARNm muy bajos en células del intestino medio y el ganglio
neural (Wang et al., 2007). Existen evidencias de dos tipos de genes transglutaminasa en el
camaroén tigre, P. monodon, camardn kuruma, Masupenaeus japonicus, y P. vannamei (Yeh et
al., 2013). Los resultados obtenidos por Chang y colaboradores, indican que LvTGIl y LVTGII
revelan un efecto complementario en los niveles de expresion génica; y ademas desempefian una
funcion clave en el mecanismo de defensa inmune del camaron, al regular la coagulacion de la
hemolinfa, los parametros inmunitarios y la expresién de genes relacionados con la inmunidad, y
en la regulacion de metabolismo de los carbohidratos (Chang et al., 2016).

Lectinas

Las lectinas son proteinas que poseen la habilidad de unir especificamente carbohidratos que se
expresan en la superficie de diferentes células. Debido a que son por lo general divalentes (tienen
al menos dos sitios de unidn especifica), pueden unir células y por tanto aglutinarlas (Sahoo et
al., 2007). Las lectinas estan presentes en casi todos los organismos y se le atribuyen varias
funciones bioldgicas como transporte de carbohidratos a nivel celular y entre tejidos; factores
citoliticos y citotoxicos; y adhesion, migracion y apoptosis celular. (Vazquez et al., 2009). La
mayoria de las lectinas de los decdpodos muestran especificidad fundamentalmente por derivados
del &cido sialico N-acetilados tales como NeuAc, GIcNAc y GalNAc (Alpuche et al., 2005). Las
lectinas funcionan como Receptor de reconocimiento de patrones (PRR) y que la variabilidad del
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reconocimiento de carbohidratos podria representar una amplia gama de identificacion para
diferentes patdgenos (Vasta et al., 2012).

La actividad antiviral es un mecanismo inmunoldgico relevante entre las lectinas de los
crustaceos. M. japonicus posee cinco lectinas con actividad antiviral y todas interactian con las
proteinas del WSSV. Ademas, tres de estas lectinas podrian reconocer diferentes proteinas de la
envoltura del WSSV (Sanchez-Salgado et al., 2017). Los ensayos in vitro revelaron que la
presencia de MjLecA y MjLecB inhibe la infeccién de hemocitos por WSSV (Song et al., 2010).
Las lectinas de M. japonicus, LdlrLecl y LdrLec2, interactian con VP28, que es necesaria para la
union y penetracion del WSSV en las células del camardn. Los patrones de expresion de ARNm
para ambas lectinas se regularon positivamente con la presencia de WSSV, mientras que la
eliminacion de la expresion de LdirLecl y LdirLec2 por interferencia de ARN aumento la
replicacion viral in vivo. Las tasas de infeccion de WSSV incubado con LdlrLec bajaron
significativamente en comparacion con el grupo de control (Xu et al., 2014). En otro peneido,
Farfantapenaeus californiensis, una lectina fue capaz de reaccionar con al menos 3 diferentes
tipos de Vibrio. V. vulnificus, V. fischeri y V. parahaemolyticus (Rendén y Balcazar, 2016).

A pesar del papel fundamental de las lectinas en el reconocimiento de lo no propio y la
opsonizacién, también parecen estar involucradas en la neutralizacion, y algunas evidencias
apuntan a que pueden ademéas estar implicadas en los sistemas de coagulacién y proPO
(Sanchez-Salgado et al., 2017). Se describié una nueva CTL en M. japonicus, la cual juega un
importante papel en la inmunidad antibacterial de camarones, por directa activacion de la via de
sefializacion de JAK/STAT que regula las concentraciones de AMPs (Sun et al., 2017). LvCTL5
regula la expresion de varios de genes que codifican para efectores en el sistema inmune en la
actividad fagocitica de hemocitos en P. vannamei (Luo et al., 2019). En P. vannamei, la
microscopia de fluorescencia de los hemocitos revel6 la participacién de su lectina (LvGal) en la
fagocitosis (Hou et al., 2015).

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMP) estan ampliamente distribuidos en todos los organismos
vivos, como componentes importantes del sistema inmunoldgico innato, y actan como una
primera linea de defensa contra los microorganismos invasores (Brown y Hancock, 2006;
Hancock et al., 2006). Estos péptidos exhiben un gran espectro de actividad frente a bacterias
tanto gram negativas como gran positivas, contra levaduras, hongos pluricelulares, virus e incluso
tumores. Algunos tienen actividad microbicida en in vitro, pero otros muestran una funcion en la
propia regulacion del sistema inmune (Brown y Hancock, 2006). A la fecha numerosos AMPs de
camarones peneidos descritos en bibliografia estan reportados de manera sistematica en la fuente
de PenBase, donde se desarrolla una propuesta para su caracterizacion, clasificacion y
nomenclatura. La mayor parte de los AMP se pueden agrupar en tres familias principales de
péptidos catidnicos: las peneidinas, crustinas y los factores antilipopolisacaridos Analisis de
secuencia de cada familia de AMPs revelé la agrupacion en mdaltiples clases, isoformas y
subgrupos (Gueguen et al., 2006).
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Los AMPs son primeramente sintetizados en los hemocitos y luego liberados en respuesta a la
presencia de patdgenos (Tassanakajon et al., 2011). Las dos principales vias de activacion de
sintesis de AMPs en camarones son la via Toll y la via Imd. Estas dos vias de sefializacion
distintas regulan la expresion de diferentes conjuntos de AMP ( Tanji y Ip, 2005).También
pueden actuar en paralelo en respuesta a diferentes tipos de microorganismos (Fuhua Li y Xiang,
2013).

Crustinas

Las crustinas se encuentran distribuidas fundamentalmente en dos clases de crustaceos:
Pleocyemata y Dendrobranchiata (Smith et al., 2008). EI dominio WAP que contienen tiene
diversas funciones, pero principalmente inhiben proteasas y otras actividades antimicrobianas
(Tassanakajon et al., 2015). Existen evidencias que indican que las crustinas pueden participar en
otros procesos fisiolégicos como reguladoras de la inmunidad, en la recuperacion post-estrés y
los traumas (Smith et al., 2008).

Peneidinas

Las peneidinas poseen un peso molecular entre 5y 7 kDa. (Smith et al., 2008). Las peneidinas se
activan contra las bacterias Gram positivas, y en altas concentraciones tienen algun efecto sobre
los hongos (Li et al., 2005). Muchos trabajos demuestran que las peneidinas también estan
relacionadas con el proceso de aglutinacion de bacterias (Cuthbertson et al., 2008). Mufioz y
colaboradores (2002) sugieren que las peneidinas quizas estén involucradas en la sefializacién de
moléculas extrafias, u opsonizacion, para su posterior eliminacion mediante la fagocitosis.

Factores antilipopolisacaridos

Los factores antilipopolisacaridos (ALF) se encuentran no solo en el cangrejo herradura o el
camarén, sino también en varios crustaceos (Tassanakajon et al., 2015). Recientemente, la
secuenciacion profunda, proporcioné informacion sobre la diversidad de ALF en camarones
(Tassanakajon et al., 2018). Segun la estructura 3D de ALF, se cree que el LPS-BD es el Unico
responsable de la actividad biol6gica de ALF. EI LPS-BD presenta como un dominio funcional
con actividades antimicrobianas y antivirales (Jiang et al., 2015;).

Estilicina

Las estilicina es la Gnica familia de AMP anidnicos identificados en camarones y bivalvos. Los
miembros de la familia de la estilicina son limitados en comparacién con otras familias de AMP.
Existen informes de las estilicinas en L. stylirostris, P. vannamei, P. monodon y M. japonicus
(Rolland et al., 2010). La Ls-Stylicinl recombinante (rLs-Stylicinl) en forma monomeérica o
dimérica exhibe una escasa actividad antimicrobiana contra V. penaeicidae, pero tiene un efecto
bacteriostatico a través de la interaccion con LPS de V. penaeicidae. Ademas, muestra una fuerte
actividad de Ls-Stylicinl contra el hongo filamentoso patdégeno del camaron, Fusarium
oxysporum (Rolland et al., 2010).

a2- macroglobulina
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La a2-macroglobulina (o 2M), es una proteinasa de alta masa molecular. La a2M de P. vannamei
posee actividad inhibitoria sobre un amplio espectro de proteinasas (Gollas-Galvan et al., 2003).
Estas proteinas realiza actividades de opsonizacion contra patdgenos invasores mediando la
endocitosis y degradacion de los complejos a2M -proteinasas (Ho et al., 2009). o2M esta
implicada con la actividad inhibidora en la prevencién y restauracion de los dafios causados por
las proteasas exdgenas cuando el organismo es infectado por un agente patégeno; asi como en la
regulaciéon de la activacion del sistema proPO (Cerenius y Soderhall, 2004). Su expresion en
crustaceos es principalmente en hemocitos (Deachamag et al., 2006) . Se demostr6 su induccion
y una alta expresion del mRNA de la o2M en camarones kuruma alimentados con
peptidoglicanos (PG) y lipopolisacaridos (LPS) (Rattanachai et al., 2004); asi como en P.
monodon después del desafio con PG y con WSSV (Lin et al., 2007)..

Peroxinectinas.

Las peroxinectinas actian como un factor de adhesién celular. Se purificaron primeramente a
partir del langostino P. leniusculus y estan bien identificadas en P. vannamei. Las peroxinectinas
se sintetizan en los hemocitos granulados y semi-granulados en forma inactiva (Liu et al., 2005)
y son liberadas a la hemolinfa a través de exocitosis en respuesta a estimulos producto de la
invasion de patégenos (Smith et al., 2003). Las peroxinectinas poseen varias actividades
bioldgicas entre las que podemos citar: activacion del sistema proPO, adhesion y degranulacion
de los hemocitos, promotora de la encapsulacion, opsonisante, actividad peroxidasa (Kallaya
Sritunyalucksana y Sdderhéll, 2000), asi como una poderosa actividad antibacteriana (Nappi y
Ottaviani, 2000).

Otras proteinas de reconocimiento

Diversas moléculas de reconocimiento estan aisladas y caracterizadas en crustaceos, entre ellas
estan las proteinas de unién a 1,3-P-glucanos (PGBP) (Vazquez et al., 2009), las proteinas de
unién a lipopolisacaridos (LPS-BP) (Ponprateep et al., 2009) y las proteinas de reconocimiento
de peptidoglicanos (PG-RP). Se demostrd que el receptor PGBP interviene en algunos procesos
de infeccién viral en camarén P. vannamei, lo que demuestra su intervencion en procesos
inmunoldgicos (Li et al., 2007). Las PGBP de los camarones esté involucrada en la activacion del
sistema proPO (Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000). Las LPS-BP tienen alta afinidad en el
reconocimiento de la pared celular de bacterias Gram negativas y son inducibles durante dafios en
los tejidos y por la invasion de agentes patogenos (Garcia-Garcia et al., 2009).

Reconocimiento de Acidos nucleicos virales

El reconocimiento de acidos nucleicos virales activa tanto las vias de reconocimiento especifico
como no especifico en invertebrados. Los ARN de interferencias forman parte de un mecanismo
de regulacion postranscripcional de silenciamiento genico que depende de pequefios ARN no
codificantes de 21 a 31 nucledtidos. Estos se clasifican en tres grupos segun el mecanismo de
accion: los siARNs (ARN interferente pequefio), los miARNs (microARN) y los piARNs (ARNs
asociados a Piwi) (Wang y He, 2019).
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Los crustaceos tienen un sistema de siARN similar al de los insectos, asi, la Dicer-1 es altamente
similar a Dicer de la mayoria de los insectos, asi como Dicer 2 de camarones es igualmente
similar a la Dicer 2 de insectos (Chen et al., 2011; He et al., 2015). Un numero creciente de
proteinas relacionadas con los ARN interferentes, como la familia de proteinas Ago, las Ars2,
TRBP, Drosha, Pasha y SID-1 estan informadas en camarones (He et al., 2015). EI ARN pueden
ser regulado por inyeccién e infeccion de virus (Chen et al., 2011) Los miARNs como miR-100,
estdn involucradas el defensa contra la infeccion viral. Varios reportes describen como la
inyeccion de dsARNs o siARNs virales inhiben la replicacion de virus, incluidos: el virus de la
mancha blanca (WSSV), virus de sindrome Taura (TSV), virus de la mionecrosis (IMNV), virus
de la cabeza negra (YHV) y los densovirus de Peneaus monodon (pmDNYV) (Attasart et al., 2011;
He et al., 2015; T. Ho et al., 2011; Loy et al., 2012; Robalino et al., 2005; Tirasophon et al.,
2007; Xu et al., 2007). Algunos microARNs muestran jugar roles criticos en la regulacién del
proceso fagocitico en crustaceos. En hemocitos de M. japonicus, miR-1 regula negativamente la
actividad fagocitica a través de la interaccion con la region no traducida 3"de la cadena pesada
del gen 1 de la clatrina (CLTCL1) (Cuilian Liu et al., 2014; Wang y He, 2019). Hasta la fecha los
crustaceos carecen de piARN que estan relacionados con virus (Chengzhang Liu et al., 2016).

Citocinas en Camaron

El primer informe que afirma pruebas concluyentes de un gen del ligando de la superfamilia del
factor de necrosis tumoral (TNFSF) en camarones se produjo en 2010 (Mekata et al., 2010). Y
los genes TNFSF y TNFRSF, junto con un factor TNF-a inducido por LPS (LITAF), se aislaron
y caracterizaron en P. vannamei (Wang et al., 2012). Por otra parte, el primer gen de invertebrado
similar a la IL-16 tiene una regulacion positiva significativa de la expresion del gen de 1L-16
después de la estimulacién con LPS; y un aumento significativo de la mortalidad de los
camarones infectados con Vibrio después de la supresion de IL-16, lo que indica un posible papel
importante de sus efectos inmunomoduladores en este invertebrado (Liang et al., 2017).

Los crustaceos también poseen moléculas similares a los interferones (IFN), como agentes
efectores de la actividad antiviral. Recientemente, de este tipo de citocinas, se reporté un nuevo
factor de regulacién de interferones (IRF), el cual regula la expresion del gen Vago, una citocina
antiviral en artropodos (Li et al., 2015). Algunos receptores tipo Toll reconocen sefiales PAMPs
como dsDNA, y transducen para la expresion de IRFs y consecuentemente para las citocinas,
Vago 4 y Vago 5, que, a través de receptores de membrana, potencian la expresion de varias
proteinas antivirales (Guanzon y Maningas, 2018). La existencia de una via de sefializacion para
reconocer ADN viral y su interaccion con un activadores de la via de IFR, con sus consecuentes
vias de sefializacion intracelular se demostro también en camarones (Kulkarni et al., 2021,
Soponpong et al., 2018, 2019).

Respuesta celular

Los crustaceos presentan un sistema circulatorio abierto donde nutrientes, oxigeno, hormonas y
células son distribuidos en la hemolinfa. Los hemocitos son las células circulantes de la
hemolinfa que cumplen una funcion analoga a la que desempefian los leucocitos en vertebrados, o
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sea, los protagonistas de la respuesta celular del sistema inmune. En esos animales, los hemocitos
no solo participan en la inmunidad celular, sino también en la inmunidad humoral a través del
almacenamiento y liberacion de factores inmunes. Entre sus funciones destacan: la fagocitosis,
inicio de la melanizacion, remocion de particulas extrafias en la hemolinfa mediante la
encapsulacion y formacion de agregados nodulares saneamiento y cicatrizacion de heridas o
laceraciones mediante la agregacion celular y la iniciacion del proceso de coagulacion y la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Chen y Kang, 2021). Ademas, estan
involucrados indisolublemente con la respuesta humoral en la sintesis y descarga en la hemolinfa
de los mediadores moleculares que protagonizan dicha respuesta y que la mayoria de ellos
descritos anteriormente: aglutininas, factores y proteinas de la coagulacion, lectinas, péptidos
antimicrobianos, 02M, peroxinectinas, lisozimas, y los componentes del sistema proPO (Ho et
al., 2009; Lamela et al., 2005).

Los hemocitos se dividen tradicionalmente en tres tipos morfoldgicos segun el tefiido de los
granulos intracelulares, establecido por Bauchau en 1981 (Bauchau, 1981). Primeramente, los
hemocitos fueron clasificados en hemocitos poco granulares, hemocitos granulares y hemocitos
agranulares (Hose et al., 1987), luego su clasificacién cambi6 a: hemocitos hialinos, hemocitos
semigranulares y hemocitos granulares (Jeyachandran et al., 2020). Esta clasificacion se basa en
el tamafio de los hemocitos, la relacion nuacleo/citoplasma (N/C) y el numero organulos
intracelulares granulares. Algunos marcadores moleculares permiten diferenciar entre hemocitos
granulares y hemocitos semigranulares, entre ellos, altos niveles de expresion de superoxido
dismutasa (SOD) se asocian a los hemocitos granulares y la presencia del inhibidor de dos
dominios de la proteinasa de Kazal se asocia con los hemocitos semigranulares (B. Wang et al.,
2008; Wu et al., 2008). Recientemente, Sun y colaboradores identificaron la expresion de
determinados genes relacionados con el sistema inmune en cada subpoblacion, entre ellos los
genes relacionadas a la expresion de crustinas, beta-tubulinas y arrestinas (Sun et al., 2020).

Sin embargo, no fue hasta 2021 que con las técnicas de marcaje molecular y caracterizacién por
la plataforma custom-built Drop-seq se obtuvo una clasificacion precisa de los hemocitos,
identificAndose 9 subpoblaciones (nombradas desde Heml-Hem9, a través de la tecnologia
single-cell mRNA sequencing (scRNA-seq). Koiwai y colaboradores (2021) sugieren funciones
para cada subpoblacion, y genes claves en la diferenciaciéon de las subpoblaciones. Los autores
describen 4 subpoblaciones adultas (Hem9, Hem8, Hem7 y Hemb) identificadas e incluidas todas
dentro de la anterior categoria morfoldgica de granulocitos. (Koiwai et al., 2021).

Los hemocitos se originan en el tejido hematopoyético del cefalotdérax de los camarones. Se
conoce que el nimero de hemocitos varia con el ciclo de muda (Liu y Chen, 2004). Durante las
infecciones la cantidad de hemocitos circulantes en la hemolinfa disminuye drasticamente debido
a que migran a ciertos compartimentos en los tejidos, principalmente a los lugares de infeccion,
donde se diferencian y no pueden luego ser reconocidos como hemocitos libres circulantes. Los
hemocitos se encuentran en altas concentraciones en las branquias y el tracto digestivo, donde la
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interaccién con el medio externo es alta y la proteccion inmunoldgica muy importante (Burge et
al., 2007; Lamela et al., 2005).

Fagocitosis

Los fagocitos son los hemocitos que tienen la capacidad de reconocer y destruir mediante el
proceso de fagocitosis una gran variedad de microorganismos y particulas tales como bacterias,
esporas y células envejecidas propias del organismo. Durante este proceso se origina el
fagolisosoma, y en él se liberan sustancias liticas como lisozimas, elastasas, peroxidasas, 6xido
nitrico (NO) y especies reactivas del oxigeno (ROS) (Mydlarz et al., 2006).

Los fagocitos de crustdceos se pueden encontrar en la hemolinfa o sobre la superficie de las
arteriolas del hepatopéancreas y en las branquias (lwanaga y Lee, 2005). Entre las especies de
invertebrados, las capacidades fagociticas varian en dependencia del tipo de hemocito, asi como
del patégeno a fagocitar. Frente a bacterias como E. coli los hemocitos granulares y los
hemocitos semigranulares mostraron una mayor capacidad fagocitica, mientras que frente a virus
como WSSV los hemocitos semigranulares mostraron una mayor capacidad fagocitica en C.
quadricarinatus (Fang Li et al., 2018). Esta diversidad apunta a sugerir sobre la diversidad
evolutiva dentro de los hemocitos de los crustaceos (Liu et al., 2020) y a la necesidad de
profundizar en parametros moleculares frente a los morfolégicos para distinguir entre las
subpoblaciones de hemocitos.

Los receptores en la superficie de los hemocitos, como lectinas, receptores scavenger (SR),
proteinas con dominios de inmunoglobulinas y proteinas con dominios de fibrindgenos
intervienen en la fagocitosis en la lucha contra patdgenos como mediadores del reconocimiento y
fagocitosis de patdgenos ( Wang y Wang, 2013). Aparte de las CTL descritas en la respuesta
humoral, en la respuesta celular también intervienen otras lectinas las LTL y galectinas como
importantes opsoninas que promueven la fagocitosis contra bacterias y virus en crustaceos.(Hou
et al., 2015). Los SR generalmente median la fagocitosis de patdgenos no opsénicos mediante el
reconocimiento de PAMP, incluidos LPS y &cido lipoteicoico (LTA) (Liu et al., 2020). EIl otro
tipo de receptor identificado como mediador de la fagocitosis en crustaceos son los FREP
(proteinas con dominios de fibrindgeno). Estas moléculas pertenecen al grupo de los PRRs se
unen a LPS y a peptidoglicano (Sun et al., 2014).

Después del recubrimiento con opsonina y el reconocimiento de los patégenos por los receptores
fagociticos relacionados, se desencadenara una serie de eventos de sefializacion para iniciar la
fagocitosis y dardn como resultado la remodelacién del citoesqueleto de actina para producir
pseuddpodos de membrana para internalizar el patdgeno para formar fagosomas (Pauwels et al.,
2017). Luego, los fagosomas se fusionan gradualmente con los endosomas tempranos y tardios y
finalmente se fusionan con el lisosoma para generar fagolisosomas. La mejor entendida de las
rutas de sefializacion se encuentra descrito en las lectinas tipo C en crustaceos a través de RhoA,
Rock2 y Arp2/3. Sugiriendo a Ran/miosina y Rab6 como posibles intermediarios de los restantes
receptores de hemocitos (Liu et al., 2020).
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Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso multicelular que tiene como objetivo la eliminacién de particulas
foraneas y agentes patdgenos que no pueden ser destruidos por los mecanismos humorales. Este
proceso de eliminacion impide la movilidad y el crecimiento de los mismos en la hemolinfa
(Bouallegui, 2021).

A través del andlisis histoquimico se demostrdé que aquellos hemocitos que participan en los
procesos de encapsulacion presentan glicoproteinas y mucopolisacaridos acidos o neutros. La
destruccidon de los organismos encapsulados ocurre de dos formas: una por la disminucion de la
concentracion de oxigeno (hipoxia) y la acciéon de las hidrolasas, y segundo por la actividad
toxica de las quinonas y otras especies bioactivas que liberan los propios hemocitos (Vazquez et
al., 2009).

Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Diversas investigaciones realizadas acerca del sistema inmune de los crustaceos se basan en la
comprension de las funciones de los hemocitos en la capacidad de generar una respuesta
oxidativa como son las ROS y el Oxido nitrico (NO) (Shimizu et al., 2006). Varias ROS como
radical hidroxilo ("OH), perdxido de hidrégeno (H202) y anidn superdxido (O°) se producen
durante la fagocitosis (Munoz et al., 2000). Tras el contacto con un patdégeno los hemocitos
activan el sistema de la NADPH oxidasa a través del cual se generan las ROS, que en
combinacién con las hipohalidas y las halidaminas, generadas por las peroxidasas, ejercen un
efecto citotoxico (Roch, 1999).

La produccion de ROS, proceso también conocido como “estallido respiratorio”, juega un papel
importante en la actividad microbicida (Campa-Cordova et al., 2005). Al imnunoestimular
camarones P. monodon, P. vannamei, L. stylirostris y langostino M. rosenbregii con LPS y 1,3
(S-glucanos, aumentaron la fagocitosis y la produccién de ROS (Soria et al., 2006). Por otra
parte, las defensas enzimaticas antioxidantes incluyen ascorbato de peroxidasa, glutation
reductasa, catalasas y peroxidasas, las cuales eliminan eficientemente el H>O.. El sistema
antioxidante se utiliza frecuentemente como indicador potencial de estrés oxidativo en
organismos marinos (Campa-Coérdova et al., 2005). Descubrimientos relacionados con la
actividad celular de la SOD demuestran que esta juega un importante papel como modulador de
la respuesta inmune (Matsuda et al., 2003). Esta distribucién esta estrechamente relacionada con
la funcion antioxidante y los lugares donde ocurre en mayor medida el estallido respiratorio, lo
gue confirma su papel en la prevencion y eliminacion del dafio oxidativo (Wang et al., 2007).

Peroxidasas

La actividad peroxidasa esta estrechamente relacionada con la generacion y eliminacion de las
ROS generadas durante el metabolismo oxidativo de las mitocondrias y durante la fagocitosis de
particulas extrafias y la actividad citotoxica contra tipos celulares foraneos que invaden el
organismo; por lo que se le confiere ademas funcion inmunitaria (Kallaya Sritunyalucksana y
Sdderhall, 2000). En el camar6n P. schmitti se reportaron valores de actividad enzimatica
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peroxidasa superiores en el interior de los hemocitos con respecto a los encontrados en la
hemolinfa (Sritunyalucksana et al., 2001). La peroxinectina, proteina descrita anteriormente,
posee un dominio funcional peroxidasa, por lo que la actividad peroxidasa incluye y esta
estrechamente asociada a la actividad peroxinectina (Jiravanichpaisal et al., 2006).

Lisozimas

Las lisozimas se incluyen dentro de la familia de los péptidos antibacterianos sobre la base de su
bajo peso molecular y su poderoso efecto bacteriostatico que es ademas inespecifico. Ejercen su
funcion por la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos que estan vinculados con la pared celular
bacteriana (Sotelo-Mundo et al., 2003). Estas proteinas se sintetizan especificamente en
hemocitos, principalmente los granulares. Ademas, estan bien caracterizadas en los camarones
Peneidos, donde tienen actividad litica contra un amplio nimero de especies de bacterias Gram
negativas y Gram positivas, entre ellas las patogénicas Vibrio spp. (De-La-Re-Vega et al., 2006).
Cuando los hemocitos son reclutados rapidamente a los sitios de infeccién, descargan las
lisozimas junto al resto de los efectores inmunologicos como péptidos antimicrobianos,
transglutaminasas, entre otros (Burge et al., 2007).

Sistema pro-fenoloxidasa (proPO)

El sistema proPO es una compleja cascada enzimatica que juega un papel central en el sistema
inmune de los crustaceos (Rodriguez y Le Moullac, 2000). En la cascada la Enzima Activadora
de la proPO (PPAE)procesa al zimodgeno y rinde la enzima activa PO. La PO es una proteasa de
tipo metalo, dependiente de Cu, que cataliza multiples reacciones: produccion de quinonas,
fenoles orto-hidroxilados, L-DOPA, L-DOPA quinona y melanina. La PO de diversos crustaceos
cataliza reacciones tipo tirosinasas como: hidroxilacion de monofenoles y oxidacion de o-
difenoles a quinonas; y no son proteinas integrales de membranas de un organelo especifico
(Lamela et al., 2005; Vazquez et al., 2009). El resultado final de todas las reacciones es la
formacion de metabolitos toxicos y con actividad antimicrobiana. Las quinonas y fenoles estan
involucrados en la obtencion de varios metabolitos citotoxicos como superdxidos y radicales
hidroxilos, asi como en el entrecruzamiento covalente de moléculas cercanas para formar la
melanina en los sitios afectados y alrededor de los organismos invasores (Charoensapsri et al.,
2009). La disminucién de PO esta estrechamente relacionada con un estado de inmunodepresion,
sin embargo, en condiciones fisiologicas esta enzima se incrementa ante infecciones provocadas
por virus y bacterias (Lamela et al., 2005). La actividad PO constituye un indicador que se toma
como referencia para analizar el estado inmunoldgico de los crustaceos (R. Wang et al., 2001).

Respuesta inmune entrenada

Por varios afios de investigacion se pensé que el sistema inmune de los crustaceos carece de
cualquier forma de memoria inmunoldgica analoga a la de los vertebrados. Sin embargo, estudios
detallados sobre el sistema inmunologico de crusticeos e insectos demuestran que existe una
forma simplificada de memoria inmunologica, la respuesta entrenada inmune (Amatul-Samahah
et al., 2020) proteinas virales recombinantes (Vaseeharan et al., 2006) y bacterias inactivadas
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(Vinay et al.,, 2019). Entre los posibles mecanismos de esta respuesta se encuentran los
relacionados con la epigenética y los receptores DSCAM (Roy et al., 2020).

Moléculas de adhesion celular de Sindrome de Down (Dscam)

Aun cuando en invertebrados no se reconocen moléculas homdélogas a los anticuerpos de
vertebrados, miembros también de la familia de las inmunoglobulinas, como las moléculas de
adhesion celular del sindrome de Down (Dscams), muestran muchas propiedades de
reconocimiento especifico similar. Los anticuerpos y las Dscams son proteinas de elevado peso
molecular, aproximadamente de 180 a 220 kDa, con regiones hipervariables, originadas por
mecanismos de splicing alternativo (Wenshi Li et al., 2017). Igual que muchos anticuerpos, las
Dscams poseen dos formas de presentacién, una soluble y una con dominio integral de membrana
(Ng y Kurtz, 2020).

Las regiones hipervariables de las moléculas se encuentran en regiones extracelulares, donde
presentan dominios de inmunoglobulinas 192, 1g3 e 1g7. A través de las regiones hipervariables,
se desarrolla el reconocimiento especifico de patdgenos. También, de manera similar a los
anticuerpos, los Dscams solubles en la hemolinfa funcionan como agentes opsonisantes, capaces
de atraer y potenciar la capacidad fagocitica de los hemocitos (Weiwei Li y Wang, 2020). Existen
mas de 8000 isoformas Unicas de Dscam en P. vannamei con posible capacidad para reconocer
un amplio rango de pat6genos especificos (Liu et al., 2020). La determinacion completa de la
estructura del gen Dscam en P. monodon se demostré que el splicing alternativo puede generar,
en teoria, 21 000 000 de isoformas diferentes de Dscam. Por otra parte, también se demostro la
existencia de 384 isoformas de la region intracelular de Dscam, con motivos altamente
conservados, que participan en la sefializacion para la expresion de varios péptidos
antimicrobianos (Li et al., 2019).

La persistencia y aumento de las Dscams requiere de una base celular que permita la sintesis
especifica de las Dscam y que se autoperpetie en el tiempo. Y, ademas, que conlleve a un
mecanismo similar a la expansion clonal de los linfocitos en los vertebrados. Los estudios sobre
esta base celular estudios hasta el dia son insuficientes, de alli que el mecanismo por el cual
acontece el desarrollo de la memoria inmunoldgica de invertebrados, a través de Dscam,
permanece siendo meras especulaciones (Low y Chong, 2020).

Epigenética e inmunidad transgeneracional

La Epigenética se refiere a modificaciones no genéticas en la expresion y funcion de los genes,
sin cambios en la secuencia de ADN. Esto incluye la remodelacion de la cromatina a través de
varios mecanismos como la metilacion de ADN/ARN, modificaciones de histonas, ncRNA,
RNAIi y muchos otros (Berger et al., 2009). Mas reciente, las modificaciones epigenéticas se
consideran como uno de los mecanismos posibles detrés de la inmunidad entrenada en camarones
(Roy et al., 2020). La inmunidad transgeneracional (Trans-generational immunity priming,
TGIP) es definida como la inmunidad transferida de progenitores a la progenie, jugando un rol
vital en la proteccion de las larvas en los estadios tempranos de la vida de la progenie (Wang et
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al., 2015). Entre los estudios desarrollados en este tipo de inmunidad se encuentran los
desarrollados en Daphnia magna (Little et al., 2003) en moluscos (Wang et al., 2015) y en
insectos (Dhinaut et al., 2018).

En estudios desarrollados en Artemia como organismo modelo para camarones, se demostré la
transferencia de inmunidad a Vibrio campbellii, de los progenitores a la descendencia
(Norouzitallab et al., 2015, 2016). Por otra parte, (Roy et al., 2019), con Artemia también
demostraron que la exposicion de moléculas inductoras de choque térmico protegio a la
subsecuentes tres generaciones contra Vibrio campbellii y V. parahaemolyticus. Sin embargo,
aunque la epigenética podria un jugar un rol significante en la memoria inmune en camarones, se
necesita un mayor estudio para revelar los mecanismos moleculares detrds de este fendmeno
(Roy et al., 2020).

CONCLUSIONES

Con el desarrollo de nuevas tecnologias de procesamiento de muestras y la inclusion de
informacidén en bases de datos, la comprension del sistema inmune del camardn, logra grandes
avances en cuestion de pocos afos. Tecnologias como Single-cell RNA seq por Drop seq, para el
analisis de parametros inmunologicos celulares y la utilizacion de programas bioinformaticos
para andlisis de grandes cantidades de datos para la identificacidn, caracterizacién y modelacion
de nuevas moléculas aumentan la disponibilidad de la informacion. Sin embargo, concluimos
sobre el avance en la comprension sobre la complejidad que muestra el sistema inmune del
camaron, y como este fue subvalorado en revisiones anteriores.

Hoy dada la gran cantidad de investigaciones que se desarrollan, en temas de inmunologia
avanzada aplicados en parametros inmunolégicos del camardn, podemos confirmar que la
comunidad cientifica especializada en acuicultura, sigue la vertiente de profundizacion sobre los
posibles mecanismos que median la respuesta entrenada, moléculas inmunoestimulantes propias
de camar6n (como citocinas) y el mecanismo que potencia en el reconocimiento de acidos
nucleicos virales. Estos estudios contribuirdn considerablemente en la forma que se desarrolla el
cultivo del camardén, y parece ser prometedores como solucion ante las crecientes afecciones que
surgen en el cultivo intensivo del camarén.

Destacamos que la mayoria de la informacion presente se encuentra informada en condiciones
controladas, y que seria util el desarrollo de investigaciones en condiciones de cultivo, con vistas
al entendimiento de como se afecta la respuesta inmune y las principales deficiencias de la
misma. A pesar de que existe mucha bibliografia sobre el sistema inmune del camaron,
comparado con otros invertebrados, la mayoria de los mecanismos de la respuesta inmune quedan
por dilucidar. De alli, que, con los avances en las técnicas de analisis de secuencia y marcadores
de expresion, y otras puedan contribuir a un mejor entendimiento del sistema inmune de
camarones peneidos y el surgimiento de nuevas técnicas de cultivo que contribuyan a incrementar
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de manera sostenible a produccién de camar6n frente a las pandemias virales que afectan al
mundo hoy.
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