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Resumen

El virus del sindrome de mancha blanca (WSSV) es el patdogeno mas nocivo para la camaronicultura mundial. Las
enormes pérdidas que este virus ha causado a la industria camaronicola han promovido el desarrollo de productos y
métodos encaminados a reducir el impacto del patdogeno. Varios compuestos derivados de paredes celulares de
microorganismos, extractos de algas y plantas han mostrado propiedades antivirales in vitro e in vivo. Estos
productos pueden ser incorporados en alimentos balanceados y administrados por via oral a los animales. Varios
productos han sido evaluados en bioensayos de reto para determinar sus propiedades inmunoestimulantes, de
crecimiento y resistencia a enfermedades. Aunque muchos de estos resultados son alentadores, existen diversas
dificultades practicas y técnicas que requieren ser considerados y estandarizados antes de realizar bioensayos de
eficacia. El presente trabajo propone consideraciones para evaluar adecuadamente la eficacia antiviral de productos.
Los problemas mas importantes son la concentracion real de las sustancias antivirales en los alimentos y la cantidad
que es efectivamente ingerida por los animales. Los problemas del reto viral son la falta de estandarizacion de los
bioensayos al usar dosis infecciosas no conocidas o desconocer el efecto de la ruta de inoculacion sobre la
infectividad del in6culo. Se presentan ejemplos de estos aspectos y se mencionan contribuciones a la estandarizacion
de los bioensayos de reto. El uso de procedimientos estandarizados en los bioensayos de reto permitira evaluar

eficazmente los productos y ademas haran posible comparar la eficacia antiviral entre dos 6 mas productos.
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La camaronicultura es la industria agroalimentaria de mas reciente aparicion. En la década de
1930 se desarrollaron las primeras técnicas para el cultivo del camaréon como el desove y el
desarrollo larvario de Marsupenaeus japonicus en laboratorio (Rosenberry, 2001). En la década
de 1950 e inicios de los 1960s inici6 el cultivo comercial de camardén en paises como Japon,
Taiwan, Filipinas, Indonesia y China. Igualmente en América el cultivo de camardn inici6 a fines
de los 1960s en Ecuador, Honduras y Panama. A principios de los 1970s Peru y Brasil
comenzaron el cultivo comercial de camarén (FAO, 2006). En un periodo de 15 afios el cultivo
de camaroén a nivel mundial aument6 tanto en area de cultivo como en tecnologia. Los sistemas
de produccién se tecnificaron y pasaron de extensivos a semi-intensivos e intensivos. Estos
avances permitieron incrementar significativamente el volumen de la produccion. No obstante,
también hubo consecuencias negativas debido a que se modificaron varios factores ambientales,
nutricionales y de manejo que tuvieron repercusiones directas en el equilibrio fisiologico de los
animales. Esto propicio la aparicion de un numero de enfermedades infecciosas.

Una de las enfermedades infecciosas que en la actualidad continua causando enormes pérdidas a
la camaronicultura mundial es la enfermedad de la mancha blanca (WSD por sus siglas en
inglés), la cual es provocada por el virus del sindrome de mancha blanca (WSSV por sus siglas
en inglés). Este patdgeno tiene forma baciliforme con un tamafio promedio de 270 nm de
longitud y 120 nm de ancho y a menudo se observa un apéndice en forma de cola o filamento en
un extremo del virion (Chou et al., 1995 Wongteerasupaya et al., 1995, Escobedo-Bonilla et al.,
2008). El virion de WSSV tiene una envoltura formada por lipidos y proteinas. Debajo se localiza
una nucleocapside formada por proteinas globulares arregladas en subunidades a manera de
anillos apilados. Dentro de la nucleocapside se encuentra el genoma viral que es circular, de gran
tamafio (promedio 300,000 pares de bases) asociado a la proteina VP15 que tiene una funcion
semejante a las histonas en células eucariontes (Zhang et al., 2001, van Hulten et al., 2002,
Witteveldt et al., 2005). Analisis de las secuencias del genoma viral y de varias proteinas
estructurales mostraron que WSSV no esta relacionado con los baculovirus, un grupo que afecta a
invertebrados, especialmente insectos. Como resultado, WSSV fue colocado dentro de su propia
nueva familia Nimaviridae (Vlak et al., 2005).

El gran impacto economico que WSSV ha causado a la industria camaronicola ha promovido la
busqueda de productos y métodos que contribuyan a reducir la mortalidad de animales infectados

en granjas. En los tltimos 10 afios ha habido un nimero importante de estudios encaminados a
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evaluar la eficacia de productos y métodos bajo condiciones experimentales de acuerdo a los
siguientes grupos:

1 - nutracéuticos, inmunoestimulantes, extractos de algas y plantas. Los beta glucanos fueron uno
de los primeros productos derivados de la pared celular de microorganismos que fueron
evaluados para inducir resistencia de Penaeus monodon a una infeccion de WSSV (Chang et al.,
1999). Otros compuestos con actividad antiviral incluyen lipopolisacéaridos (LPS) (Takahashi et
al., 2000), fucoidan del alga Sargassum polycystum (Chotigeat et al., 2004) y del alga café
Cladosiphon okamuranus (Cruz-Suarez et al., 2007), calcio-spirulan del alga verde-azul
Spirulina platensis (Lee et al., 2001), carotenoides del alga verde Dunaliella (Supamattaya et al.,
2005), bis-(2-metilheptil)-ftalato de la planta Pongamia pinnata (Rameshthangam y Ramasamy,
2006), y varios inmunoestimulantes provenientes de la amplia herbolaria hindu (Citarasu et al.,

2006; Balasubramanian et al., 2007, 2008) (Tabla 1).

2 - sustancias con propiedades antivirales de origen natural o sintético. Existen varios trabajos en
este tema que evaluan las propiedades antivirales de productos naturales derivados de plantas y
algas en condiciones in vitro. El efecto protector de dichas sustancias contra una infeccion de
WSSV en especies de camaron in vivo ha sido reportado solamente en dos trabajos recientes. Uno
de ellos comparé el efecto protector de una dieta suplementada con Spirulina y el antiviral
sintético cidofovir, el cual es usado en medicina humana y veterinaria para tratar infecciones por
herpesvirus (Rahman et al., 2006a). Este estudio es uno de los primeros que utilizan un titulo
viral definido para comparar la eficacia de ambos productos. Cidofovir fue significativamente
mas efectivo que la dieta suplementada con Spirulina para retrasar los signos de enfermedad y
mortalidad, comparados con el control (Rahman et al., 2006a). Otro estudio evalué la actividad
antiviral contra WSSV de un extracto alcohdlico de una planta con propiedades medicinales. El
extracto contiene el compuesto bis-(2-metilheptil)-ftalato, que fue impregnado en dos
concentraciones en un alimento peletizado administrado a los animales experimentales. La
proteccion antiviral determinada como superviviencia de animales inoculados con el virus mostro

un patrén dosis-dependiente (Rameshthangam y Ramasamy, 2007) (Tabla 1).

3 - proteinas recombinantes del virus o particulas virales inactivadas. Los primeros trabajos

hechos sobre la posibilidad de que exista un mecanismo de reconocimiento especifico en la
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respuesta de defensa del camardn fueron observados en reproductores de P. monodon que habian
sido tratados con beta glucanos provenientes de levaduras. Dicha proteccion se observd como un
aumento significativo en la supervivencia de larvas producidas por los reproductores tratados con
beta glucanos comparadas con larvas provenientes de reproductores no tratados cuando fueron
sometidas a una infeccion experimental de WSSV (Huang y Song, 1999). Otro estudio mostr6 en
cultivos de M. japonicus que los pocos animales que sobreviven a un brote de WSSV
generalmente adquieren resistencia contra una segunda infeccion. Estas observaciones
condujeron a evaluar experimentalmente dicha hipotesis y encontraron que camarones que habian
sobrevivido a un brote natural de WSSV tuvieron una supervivencia significativa mayor que
animales que no habian sido previamente expuestos a WSSV cuando fueron sometidos a una
infeccion experimental de WSSV. Resultados semejantes se reportaron cuando se indujo
experimentalmente una exposicion subletal a WSSV y los supervivientes fueron inoculados con
una concentracion infecciosa de WSSV (Venegas et al., 2000). Estos resultados sugieren que el
sistema de defensa del camaron puede activarse especificamente en presencia de algun factor
viral. Diversos trabajos han evaluado el efecto protector de beta glucanos, beta glucanos
mezclados con Vibrio, WSSV inactivado con formalina (Namikoshi et al., 2004, Bright-Singh et
al., 2005), WSSV inactivado con calor (Namikoshi et al., 2004), o la proteccion de proteinas
recombinantes como VP19 (Kumar-Jha et al., 2006), VP26, VP28 (Namikoshi et al., 2004;
Witteveldt et al., 2004; 2006, Caipang et al., 2008; Fu et al., 2008) o VP292 (Vaseeharan et al.,
2006) administrandolos por diferentes rutas y en diferentes concentraciones. Estos trabajos
reportan el aumento significativo de la supervivencia de los animales tratados con estos productos

en comparacion con los controles cuando se someten a una infeccion experimental de WSSV.

4 - manejo de la temperatura del agua para inhibir replicacion viral. Los primeros trabajos que
reportan la influencia de las altas temperaturas sobre la replicacion viral se hicieron con
baculovirus que infectan insectos nocivos para cultivos vegetales (Kobayashi et al., 1981; Fan et
al.,, 1996; Shikata et al., 1998, van Beek et al., 2000). Este concepto fue trasladado a la
camaronicultura y se reportd la reduccion de la replicacion de WSSV en L. vannamei en
condiciones de hipertermia (> 32°C) (Vidal et al., 2001). Otros trabajos reportaron la inhibicion
de replicacion viral en hipertermia para especies de camaron tropicales (Granja et al., 2006,

Reyes et al., 2007) y en hipotermia para otros crustaceos como M. japonicus (Guan et al., 2003),
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Pacifastacus leniusculus y Astacus astacus (Jiravanichpaisal et al., 2004) en zonas templadas. No
obstante, dichos estudios fueron hechos usando distintos métodos de inoculacién y titulos virales
no definidos. Una serie de trabajos recientes determinaron el efecto protector de la hipertermia
(33°C) usando procedimientos estandarizados de inoculacidon intramuscular u oral y usando
titulos infecciosos definidos (Rahman et al., 2006b, 2007a, 2007b). Estos ultimos trabajos
determinaron claramente que la hipertermia del agua de cultivo es eficaz para inhibir la

replicacion viral atn en presencia de altas dosis infecciosas.

5 - herramientas biotecnoldgicas basadas en la construccion de plasmidos de DNA para expresar
proteinas virales en las células de animales susceptibles. Las vacunas tradicionales se hacen a

9% ¢

partir de antigenos de microorganismos “vivos” “muertos” 6 “recombinantes” (Giese, 1998). No
obstante, desde 1982 la inmunizacion con acidos nucleicos se ha desarrollado como un método
profilactico méas seguro para tratar un numero de enfermedades de origen autoinmune,
metabolico, cancerigeno 6 infeccioso (Giese, 1998). En la acuacultura este tipo de vacunas se han
usado para proteger peces de infecciones causadas por bacterias, hongos y virus (Gémez-Chiarri
y Chiaverini, 1999). Recientemente se desarrollaron construcciones de DNA que codifican
alguna de las proteinas estructurales de WSSV (VP15, VP28, VP35 6 VP281) y se evalud su
eficacia para reducir la mortalidad de camaron contra una infeccion experimental de WSSV. Las
construcciones hechas con las secuencias de VP28 y VP281 fueron las mas efectivas para reducir
la mortalidad de camar6én sometido a una infeccion experimental con WSSV a los 7 (23%
mortalidad VP28), 14 (30% mortalidad VP28) y 25 (50% mortalidad VP281) dias post
vacunacion (dpv). No obstante, el efecto protector disminuy6 significativamente después de 35 6
50 dpv (Rout et al., 2007). Otro estudio sobre estas construcciones de DNA report6d la
transcripcion de VP28 en células de camardén y como resultado se activan efectores de la
respuesta de defensa del camarén como la profenoloxidasa y la superoxido dismutasa. Los
resultados sugieren que la activacion de la respuesta de defensa esta relacionado con en el efecto
protector observado (Kumar et al., 2008).

Otro método biotecnologico para controlar la mortalidad de camarones infectados con WSSV es
el RNA de interferencia. Este sistema fue revelado en 1998 cuando se estudio en el nematodo
Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). Recientemente surgieron los primeros trabajos que

demostraron la existencia de este sistema en el camardn y su aplicacion para inhibir la infeccion
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por WSSV (Robalino et al., 2004; Westenberg et al., 2005). Otros estudios se han enfocado a la
forma de producir y administrar de forma simple y eficiente este tipo de construcciones (Sarathi
et al., 2008a, 2008b). En México se han producido construcciones de RNA de interferencia
contra genes que codifican proteinas estructurales (VP28, VP26) y se evaluaron bajo condiciones
experimentales estandarizadas usando un titulo viral definido inoculado por via intramuscular.
Los resultados mostraron que ambas construcciones fueron semejantes en su capacidad de reducir
la mortalidad por WSSV a los 10 dpi. En contraste, la construccion contra VP28 fue mas eficaz
para reducir la mortalidad de camarones re-inoculados tres veces con el virus durante un periodo

de 30 dias (Mejia-Ruiz et al., datos no publicados).

Varios de los productos pertenecientes a los grupos 1, 2, 3 y 5 pueden ser aplicados como
aditivos en alimentos balanceados, a través de algin vehiculo (bacteriano 1 otro) o administrados
directamente por via oral.

Las caracteristicas de los productos del grupo 1 los hacen mas adecuados y atractivos para ser
incluidos en alimentos balanceados. De esta forma, las sustancias con actividad antiviral pueden
ser administradas en forma masiva a los animales cultivados y asi poder extender el efecto
protector a poblaciones enteras.

Para aplicar este tipo de sustancias en los alimentos es necesario resolver algunos problemas:

(1) Deben ser incorporados una vez que el alimento ya fue procesado para evitar su inactivacion
(2) Se afiaden en la superficie del alimento asociado a algun aceite para reducir su disoluciéon en
agua

(3) Esto aumenta la posibilidad de “leaching-out” del producto y por lo tanto que se reduzca el
contenido del antiviral en el alimento

(4) La administracion de sustancias antivirales a los animales por medio de la alimentacion hace

dificil comprobar el consumo de una cantidad minima necesaria para inducir la proteccion.

El otro aspecto a considerar es el de la estandarizacion de las condiciones de los bioensayos de
reto. Especificamente el uso de indculos virales con titulos infecciosos o letales definidos y el
efecto de la ruta de inoculacion sobre la infectividad. Otro problema es determinar el numero

adecuado de réplicas en estos estudios para obtener reproducibilidad. Estas consideraciones
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hacen complicado conocer la eficacia verdadera de un producto y dificulta la comparacion entre

dos 6 mas productos.

Los aspectos relevantes a considerar cuando se evaluan productos con potencial para reducir el

impacto de infecciones virales en la camaronicultura son los siguientes:

1 - Productos

ruta de administracion - la via de administracion del producto generalmente determina la via de
inoculacion viral

- oral (per os, intubacion o alimentacion forzada)

- intramuscular

- suspension en agua (inmersion)

2 - Animales experimentales
- unidad experimental (nimero de animales; individual o en grupos)
- talla (edad) (importante para determinar la ruta de inoculacion viral mas adecuada)

- status sanitario (animales SPF 6 libres de los patogenos endémicos [I[HHNV, TSV, WSSV])

3 - Virus

- origen del virus (brote infeccioso, laboratorio; aislado Mexicano o exdtico)

- pureza del in6culo (contiene solamente WSSV y no otros virus o bacterias)

- titulo viral determinado (dosis infecciosa en camardn con punto final 50% [SIDs ml'l] 0 dosis
letal en camaron con punto final 50% [LDsy ml'l]

- ruta de inoculacion (intramuscular, oral [per os, intubacidén] o inmersion)

4 - Disefio de los experimentos
- nimero de réplicas

-andlisis estadistico adecuado para establecer significancia entre resultados

5 - Variables ambientales
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- temperatura - intervalo 27 - 31 6ptimo para replicacion WSSV
- salinidad - 15-40g/L
-pH7.8-8.5

- amonia, nitratos, nitritos 0.5 a 2.0 ppm

En los ltimos cinco afos se han publicado algunos estudios encaminados a reducir la variablidad
en los factores de sistemas controlados para bioensayos de infeccion. Los puntos criticos han sido
usar animales libres de patdégenos especificos (SPF) para reducir la posibilidad de contaminacién
o que la presencia de un patdégeno enmascare el efecto protector del producto. Otro punto critico
es conocer el titulo infeccioso o letal del indculo viral que se utiliza en los bioensayos (Prior et
al., 2003; Escobedo-Bonilla et al., 2005). Este tipo de bioensayos debe contar con un niimero
minimo adecuado de réplicas por tratamiento para tener confianza en la reproducibilidad de los
resultados. Con estos procedimientos estandarizados de inoculacidon es posible evaluar el efecto
de varios productos con potencial para reducir el impacto de agentes infecciosos y tener
reproducibilidad en los resultados. Ejemplos de la aplicacion de este tipo de bioensayos son los

estudios hechos por Rahman et al., 2006a, 2006b, 2007a, 2007b.

La tabla 1 presenta de forma resumida los principales datos de varios trabajos hechos con

sustancias afiadidas a dietas y con potencial actividad antiviral.
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Tabla 1. Estudios de dietas experimentales adicionadas con sustancias antivirales

Estudio Especie Talla Tratamiento Dosis Inoculo Titulo (S/N) Cantidad Ruta Mortalida
P115 B-glucan 0.2% 10-15% MBW WSSV N 1:500 dil 2 h Inmersion 40% @ 30d
Chang et al.,
P. monodon Schizophillum 15d .
1999 6g 0.2% 3-5% MBW N 1:20 dil (10ul) Intramuscular 35% @ 30d
comune después
) 20 pg/kg N 25% @ 10d
Takahashi et al., ] ] LPS Pantoea WSSV 8d
M. japonicus l4¢ 40 pg/kg N 1:500 dil 2h Inmersion 35% @ 10d
2000 agglomerans después
100 pg/kg N 50% @ 10d
B-glucan 0.2% (3-5% MBW) WSSV N 72% (@ 24d
Chang et al.,
P. monodon 7g Schizophillum 1.0% (3-5% MBW) (desco- N 1:20 dil (10ul) Intramuscular 60% @ 24d
2003 P
comune 2.0% (3-5% MBW) nocido) N 75% @ 24d
, 58g Fucoidan 100 mg/kg' N . 95%'/ 90%"/ ¢
Chotigeat et al., WSSV 4d Desconocido )
P. monodon Sargassum 200 mg/kg’ N Inmersion
2004 3 después 2.5h . X
12-15 g polycystum 400 mg/kg N 60% / 3%"/-
1-2¢g 0 mg/kg dieta S 11% @ 15
Supamattaya et Carotenoides 125 mg/kg dieta S 1 LDsg (10'6 dil.) 0% @ 15d
P. monodon ] WSSV Intramuscular
al., 2005 Dunaliella 200 mg/kg dieta S (100 pl) 0% @ 15d
12-15¢ 300 mg/kg dieta S 0% @ 15d
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Estudio Especie Talla Tratamiento Dosis Inoculo Titulo (S/N) Cantidad Ruta Mortalida
100 mg/kg N 100% @ 13«
Citarasu et al., 200 mg/kg N 30 pg total 57% @ 20
P. monodon 8g Indian herbs WSSV ] Intramuscular
2006 400 mg/kg N protein 45% @ 20 ¢
800 mg/kg N 26% @ 20
) 1% 90% @ 74
Sajeevan et al., o B-glucan
F. indicus 16 ¢g i 10% WSSV N lg Per os 50% @ 7d;
2006 Candida sake
20% 75% @ 7 d
C. dactylon 100 mg/kg 10 pl extracto + 0% @ 304
P. monodon 10-15 g
Balasubrama- M. charantia 150 mg/kg S ul WSSV + 15 0% @ 304
) WSSV N Intramuscular
nian et al., 2007  Paratelphusa 2095 L. camara 150 mg/kg ul TNE 40% @ 30d
hydrodomous s P. amarus 150 mg/kg incubado por 3 h 40% @ 30d
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Estudio Especie Talla Tratamiento Dosis Inoculo Titulo (S/N) Cantidad Ruta Mortalida
0.2% 90% @ 12 ¢
) 1400 @
Fucoidan 0.4% ) i 70% @ 12 «
Cruz-Suéarez et . . copias/dosis )
L. vannamei I5¢g Cladosiphon 0.6% WSSV N Intubacion oral 40% @ 12 ¢
al., 2007 Volumen
okamuranus 0.8% ) 40% @ 12 ¢
desconocido
Control 100% @ 5d
Extracto antiviral 1% en alimento 100% @ 15
Balasubrama- WSSV e6d )
) P. monodon 8-10 g Cynodon 2% en alimento N desconocido Per os 2X/1 dia 0% @ 30d
nian et al., 2008 despues
dactylon Control 100% @ 5 «
Spirulina WSSV 4d
) 25% (W/W) 100% @ 84
Rahman et al., ) platensis despues )
L. vannamei 3-6g S 30 SIDs (50 pl)  Intubacion oral
2006 Cidofovir 200 mg/kg MBW T=0 80-90% @ 12
Control 100% @ 84-1C
Bis-(2- 200 ng/g 60% @ 15
Rameshthangam
metilheptil)- 300 pg/g WSSV 4d ) 20% @ 15
y Ramasamy, P. monodon 10-12 g ) N desconocido Per os
ftalato Pongamia después
2007 Control 100% @ 6

pinnata
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