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RESUMEN

Acuabio 1 es una mezcla de proteinas y aminodcidos esenciales que ejerce un efecto estimulador en el desarrollo
de los organismos acudticos. Sincroniza y estimula el crecimiento de larvas de peces y camarones. Con su empleo
se activa y acelera el mecanismo de crecimiento desde edades muy tempranas, asi como el desarrollo y la talla de
los animales. En el presente trabajo se evidencia el efecto estimulador del sistema inmune del producto Acuabio 1
en camarones (Litopenaeus vannamei). Se determiné que al tratar los animales con este producto aumenté el no-
mero de hemocitos totales (5.4 x 10® hemocitos/mL) con respecto a los del grupo control (4.3 x 10° hemocitos/mL).
Se observé que la hemolinfa de los camarones tratados tuvo mayor titulo de lectinas (16) comparado con el control
(8). En los animales tratados con Acuabio 1 se encontré un aumento de las actividades especificas fenoloxidasa y
peroxidasa comparadas con las del control, lo que indicé un aumento de la defensa oxidativa en estos animales.
También se hallé que Acuabio 1 disminuyé el nimero de unidades formadoras de colonias en el medio para Vibrio
spp. Y Pseudomonas spp., lo que sugiere una posible funcién prebiética. Estas propiedades del producto Acuabio 1
lo hacen muy atractivo para su utilizacion en el mejoramiento de la produccién, supervivencia y calidad de las
larvas de camarones.

2
o
gy
<
-
%
S
=
]

Palabras clave: sistema inmune, Acuabio 1, fenoloxidasa, hemocitos, camarén

Biotecnologia Aplicada 2009;26:39-43

ABSTRACT

Acuabio 1, an enhancer of the immune system in Litopennaeus vannamei shrimps. Acuabio 1 is a mixture
of proteins and essential amino acids that exerts a stimulating effect in the development of aquatic organisms. It
synchronizes and accelerates fish and shrimp larvae growth on early developmental stages, as well as increases the
development and size of these animals. In this work, the stimulating effect of Acuabio 1 on the immune system of
Litopennaeus vannamei shrimps was demonstrated by obtaining (5.4 x 10° hemocytes/mL) greater than the control
group (4.3 x 10° hemocytes /mL). The hemolymph of treated animals showed higher lectin titers (16) than the
control group (8). Animals treated with Acuabio 1 increased their phenoloxidase and peroxidase activities, indicating
an enhanced oxidative defense. Furthermore, Acuabio 1 decreased the number of Vibrio spp. and Pseudomonas
spp. colony forming units in the culture medium, suggesting a possible prebiotic function. All these properties make
Acuabio 1 very attractive to improve the production, survival rate and quality of shrimp larvae.
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Introduccién

Los niveles de produccion mundial del cultivo de ca-  las producciones. EI empleo de bacterias probi6ticas 1. Briggs M, Funge-Smith S, Subasinghe

R, Phillips M. Introductions and movement

mardn alcanzaron 1.5 millones de toneladas métricas
en el 2002, lo cual representa el 49% de la captura
total de camarones. Se estima un crecimiento de esta
industria del 12 al 15% en el afio [1].

Aunque se han dado pasos de avance en la do-
mesticacion y cruzamiento genético de algunas es-
pecies de camarones, como Penaeus monodon [2] y
Litopenaeus vannamei [3]; no se ha progresado lo
suficiente, debido, entre otros factores, a la falta de
comprension de los procesos genéticos y bioquimi-
cos de estas especies. Para mejorar el proceso produc-
tivo de una especie debe tenerse en cuenta la genética,
reproduccidn, nutricién y fisiologia del organismo
seleccionado [4].

La importancia econdmica de los camarones ha
motivado la intensificacion de su cultivo. Sin embargo,
el incremento de la densidad es asociado al desarrollo
de epizootias, los cuales traen consigo la pérdida de

y el uso de inmunoestimulantes son los dos métodos,
desarrollados en los Gltimos afios, de mas uso para
evitar enfermedades en camarones [5].

El producto Acuabio 1, es una mezcla exacta de
proteinas y aminoacidos esenciales que ejercen un
efecto nutricional importante en las etapas iniciales de
desarrollo de los organismos acuaticos. Su efecto logra
sincronizar y estimular el crecimiento de las larvas, de
forma tal que se activa el mecanismo de crecimiento
desde edades muy tempranas y se produce un efecto
de aceleracion del crecimiento, el desarrollo y la talla
de peces, ademas de lograrse como efecto secundario
una mayor resistencia a organismos parasitos [6].

Las cualidades descritas del producto Acuabio 1, lo
hacen muy atractivo para su utilizacion en el incre-
mento de la produccidn, supervivencia y calidad de
las larvas en los organismos acuaticos, etapa crucial en
el cultivo de estos animales.

*Estos autores contribuyeron por igual a la realizacién de este trabajo
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Fuente J, Powers DA. Gene transfer in
shellfish and algae. In: de la Fuente J,
Castro FO. Editors. Gene transfer in
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Landes Company and Germany: Springer
Verlag, 1998, p.107-25.



Ramén Franco y col.

Acuabio 1 y el sistema inmune de camarones

Se han informado variaciones en la reactividad in-
mune de los invertebrados en respuesta a varios es-
timulos externos y artificiales, incluidos cambios en la
temperatura y salinidad, contaminantes, infecciones
naturales o inducidas artificialmente [7, 8].

En el presente trabajo se describe el efecto de
Acuabio 1 en parametros del sistema inmune del
camaroén L. vannamei (nimero total de hemocitos,
actividad fenoloxidasa, actividad peroxidasa y titulo
de lectinas) y en el conteo de Vibrio spp. y Pseudo-
monas spp. en el hepatopancreas.

Materiales y métodos

Se utilizaron camarones juveniles de la especie Lito-
penaeus vannamei de 5.0 £ 0.2 g, los cuales se distri-
buyeron al azar en dos grupos con dos réplicas cada
uno. Las réplicas se sembraron en acuarios de 50 L, a
razén de 10 animales por acuario. El grupo control se
tratéd con 100 mg/L de albdmina de suero bovino y el
segundo grupo con Acuabio 1 a 100 mg/L, cada tres
dias. Se mantuvieron bajo iluminacién y aireacion
constante. Con 34 g/L de salinidad del agua de cultivo
y recambio diario de agua del 50%. A los 25 dias se
tomaron muestras de los camarones, de los que se
extrajo hemolinfa del seno ventral situado en el ce-
falotérax, se utilizaron jeringuillas de 1 mL con anti-
coagulante citrato de sodio a 387 mM. Las muestras
se transfirieron a tubos eppendorf y se mantuvieron
en hielo (4 °C) para preservar las células.

Conteo total de hemocitos

Se determind el nimero de hemocitos presentes en el
plasma por conteo con camara de Neubauer median-
te un microscopio de contraste de fases. Se realizd
utilizando un hematocitdmetro de Neubauer y un mi-
croscopio a 40x (Olympus). Se aplico la siguiente
formula:

Donde:
NH = nmero de hemocitos (10° células/mL)
CTH = conteo de hemocitos en 8 cuadrantes
8
>, CTH

1

NH = x diluciéon x 10

Titulo de lectinas

La sangre de conejo utilizada se colect6 en una solu-
cion de D-glucosa 110 mM, citrato de sodio 37 mM,
NaCl 72 mM y &cido citrico 2.9 mM en una propor-
¢ién 50% volumen/volumen (v/v) y almacenadaa 4 °C
hasta el momento del ensayo. Los eritrocitos colec-
tados se lavaron dos veces en PBS 1X pH 7.2 (NaCl
136 mM, KCI 2.6 mM, Na,HPO, 8.0 mM, KH.PO,
1.5 mM). Para los lavados se centrifug6 a 1500 rpm
durante 5 min. Para el ensayo se prepar6 una suspen-
sion de eritrocitos al 2% (v/v) en PBS 1X, pH 7.2. Se
hicieron diluciones seriadas de las muestras de in-
terés en PBS 1X, pH 7.2, en placas de 96 pocillos de
fondo en U (Costar®, EE.UU.), en un volumen total
de 100 pL en cada pocillo. Se afiadieron 100 L de la
suspension de eritrocitos de conejo al 2% (v/v) a cada
pocilloy se incub6 laplacal ha28°C. Se incluy6 un
control negativo de 100 uL de PBS 1X, pH 7.2. Se
determind el titulo de hemoaglutinacién para cada
muestra, y se considerd como titulo de lectinas la ma-

yor dilucion de la muestra en la cual se observa la
hemoaglutinacion [9].

Actividad antiproteasa

Se tomaron 20 pL de hemolinfa y se incubaron con
igual volumen de una solucién de tripsina 5 mg/mL por
10 min a 22 °C. Posteriormente se afiadieron 200 uL
de tampodn fosfato 100 mM (pH 7) y 250 pL de azoca-
seina al 2% peso/volumen (p/v), y se incubd a 22 °C
durante 1 h. Transcurrido ese tiempo se afiadieron
500 pL de &cido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v) y
se incubd 30 min a 22 °C. La mezcla se centrifugd a
6000 rpm por 5 min. Se transfirieron 100 pL del so-
brenadante a una placa de 96 pocillos que contenian
100 uL por pocillo de NaOH 1 M. La reaccidn se leyo
a 450 nm. Como control 100% se afiadi6 tampdn
fosfato en lugar de hemolinfa. Como blanco se usé
tampon fosfato en lugar de la hemolinfa y tripsina. El
porcentaje de inhibicion de la actividad de la tripsina
para cada muestra se calculé en comparacion con el
control 100%. Todas las muestras se analizaron por
duplicado [10].

Actividad especifica peroxidasa

Se midi6 empleando Pirogallol (Sigma, EE.UU.) como
sustrato para la enzima y se aplicé el siguiente pro-
tocolo: en una cubeta de silica de 1 cm de paso de luz se
mezclaron 64 pL de tampon fosfato 100 mM (pH 6.0),
32 uL de H,0, 147 mM, 64 uL de la solucion de Pi-
rogallol a 180 mM y 420 uL de H,O destilada. A esta
mezcla se afiadieron 20 pL de plasma de la hemolinfa,
se agitd y se ley6 su absorbancia a 420 nm después de
pasados 0.33 min, para ello se utiliz6 como referen-
ciaagua destilada. Una unidad de peroxidasa se define
como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la
produccién de 1 mg de purpurogallina a partir del
pirogallol en 0.33 mina 20 °C [11]. La actividad enzi-
matica especifica se calcul6 por la relacion entre la
actividad enzimatica y la concentracion de proteinas.
La concentracién de proteinas totales se determiné a
partir de 20 uL de hemolinfa, mediante el método de
Bradford [12].

Actividad especifica fenoloxidasa

Se midi6 la actividad fenoloxidasa mediante la detec-
cion espectrofotométrica de la formacién de un cromo-
geno a partir de la L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).
Se colocaron 15 pL de plasma de hemolinfa en placas
de 96 pocillos y se afiadié 50 mL de L-DOPA 1.5 M.
Después de 10 min a 25 °C se leyd la absorbencia a
490 nm. Una unidad de fenoloxidasa es la variacion
de la absorbancia en 0.001 UA/min [13]. La actividad
enzimatica especifica se calculo por la relacién entre la
actividad enzimatica y la concentracion de proteinas.

Numero de colonias de Vibrio spp.
y Pseudomonas spp. en hepatopdancreas

Se tomaron 100 mg de hepatopancreas y se resus-
pendieron en 1 mL de PBS 1X estéril. Se realizaron
diluciones seriadas en solucién salina (NaCl 150 mM)
hasta llegar a 10™, de cada dilucién se tomaron 100 uL,
y se sembraron en tres placas de agar-tiosulfato-citrato-
bilis-sacarosa (TCBS, extracto de levadura 5 g/L,
peptona de carne 5 g/L, tripteina 5 g/L, citrato de sodio
10 g/L, tiosulfato de sodio 10 g/L, bilis de buey 8 g/L,
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sacarosa 20 g/L, NaCl 10 g/L, citrato férrico 1g/L, Azul
de bromotimol 40 mg/L, Azul de timol 40 mg/L, agar
15¢/L; pH 8.6 + 0.2; medio disefiado para la deteccion
de Vibrios spp. y Pseudomonas spp. [14]). Una vez
absorbida la suspension, la placa se incub6 a una
temperatura de 28° C. Cuando se observo crecimiento,
se contaron las unidades formadoras de colonias (u.f.c.)
en la dilucion que tenia entre 30 y 300 u.f.c.

Andlisis estadisticos

En los casos del conteo total de hemocitos, la actividad
hemoaglutinante y el nimero de colonias de Vibrio
spp. y Pseudomonas spp. se comparé la mediana de
los valores aplicando Mann-Whitney. En los casos de
la actividad especifica peroxidasa y de la actividad
especifica fenoloxidasa se evalué la normalidad por la
prueba de Kolmogorov-Smirnov, se realizé un analisis
de varianza con el empleo de una prueba F y la dife-
rencia entre los grupos se detect6 por la prueba t de
Student. En el caso de actividad antiproteasa, los va-
lores en porcentaje se transformaron de escala arco-
sen (X/100)"* y posteriormente se procedi6é de modo
similar a los andlisis con las actividades enzimaticas
especificas. El tratamiento estadistico de los datos
experimentales se realiz6 con la ayuda de los progra-
mas STATISTICA version 6.0 (2004, StatSoft, EE.UU.)
y GraphPad Prism version 4.00 (2003, GraphPad
Software, EE.UU.).

Resultados

Para evaluar el efecto de Acuabio 1 en el sistema inmu-
ne en L. vannamei se midieron en la hemolinfa varios
parametros que caracterizan la respuesta frente a
elementos patégenos de camarones peneidos. En los
animales tratados con el producto Acuabio 1, el nime-
ro de hemocitos por mililitro de hemolinfa fue 25%
mayor (P < 0.05) que en los animales que no recibieron
tratamiento con el producto (Figura 1). Ello indica que
Acuabio 1 es capaz de estimular la proliferacion de
hemocitos en la hemolinfa de L. vannamei.

Entre los pardmetros de la inmunidad innata se des-
tacan las lectinas, que funcionalmente pueden estar

7

6

Hemocitos x 10°/mL de hemolinfa

0 1
Acuabio 1

Figura 1. Numero de hemocitos/mL de hemolinfa de los grupos
Control y Acuabio 1. Datos expresados como la media + error
estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticas
significativas, andlisis de Mann-Whitney (P < 0.05, n = 10).

Control

involucradas en la defensa del hospedero. Se analiz6 la
capacidad de aglutinar eritrocitos de conejo en la he-
molinfa de los camarones tratados con el producto
Acuabio 1 por la presencia de lectinas. Se detect6 que
el titulo de lectinas en la hemolinfa de los camarones
tratados con Acuabio 1 fue 2 veces mayor (P<0.05) que
en la hemolinfa de los animales sin tratar (Figura 2).

Muchas bacterias producen toxinas proteoliticas
que digieren las proteinas de los tejidos hospederos
como una fuente de aminodcidos; por tanto, la actividad
antiproteasa constituye otro factor importante de la
inmunidad innata. Cuando los camarones L. vannamei
se trataron con el producto Acuabio 1, la actividad an-
tiproteasa en la hemolinfa fue 50% mayor (P < 0.05)
que en la hemolinfa de los animales que no recibieron
tratamiento (Figura 3).

La actividades peroxidasa y fenoloxidasa caracte-
rizan la defensa oxidativa en la hemolinfa de los ca-
marones peneidos. Al tratar camarones L. vannamei
con Acuabio 1 se determind en la hemolinfa un in-
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Acuabio 1

Titulo de lectinas

Control

Figura 2. Titulo de lectinas de la hemolinfa de los grupos Con-
trol y Acuabio 1. Datos expresados como la mediana. Letras
diferentes indica diferencias estadisticas significativas, analisis
de Mann-Whitney (P < 0.05, n=10).
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Acuabio 1
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Inhibicién de la actividad proteasa (%)
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Control

Figura 3. Actividad antiproteasa de los grupos Control y
Acuabio 1. Transformacién de escala arcosen (X/100)'2. Datos
expresados como la media + error estandar. Letras diferen-
tes indican diferencias estadisticas significativas, prueba T
(P<0.05,n=10).
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cremento del 67% (P < 0.05) en la actividad especifica
peroxidasa con respecto a la hemolinfa de los animales
que no recibieron tratamiento (Figura 4A). Los mismos
animales tratados con el producto incrementaron en
40% (P < 0.05) la actividad especifica fenoloxidasa
(Figura4B).

Por las caracteristicas del producto Acuabio 1, se
decidi6 evaluar su influencia en la flora bacteriana de
Vibrios spp. y Pseudomonas spp. en hepatopancreas
(elementos patégenos potenciales) de los camaro-
nes. Se realizaron conteos del total de u.f.c. por mg de
hepatopancreas crecidos en TCBS. Se determin6 que
en los camarones tratados con Acuabio 1, disminuye
la carga de Vibrio spp. y Pseudomonas spp. en un
40% (P < 0.05) con respecto a los animales no tratados
(Figura5).

Discusion

Los crustaceos, entre otros invertebrados, representan
un grupo de gran interés econémico por su facil adap-
tacion a la acuicultura. Diversas especies de crustaceos
son afectadas por elementos patdgenos (generalmen-
te oportunistas) que llegan a mermar la produccion.
El presente trabajo muestra por primera vez la in-
fluencia de Acuabio 1 sobre el sistema inmune de ca-
marones L. vannamei. Los invertebrados carecen de
una respuesta inmune humoral basada en anticuerpos
y de una respuesta celular basada en células especia-
lizadas como los linfocitos, por lo que aparentemente
carecen de una especificidad y memoria inmunol6gi-
ca [15]. La inmunidad en los crustaceos esta basada
en efectores humorales y celulares. Los hemocitos re-
mueven las particulas extrafias en la hemolinfa median-
te encapsulacion y formando agregados nodulares
[16]. Los hemocitos participan ademas, en el sanea-
miento de heridas mediante encapsulacion y aglu-
tinacidn celular, lo que permite iniciar el proceso de
coagulacion mediante la liberacion de los factores
requeridos del plasma [17].

Los resultados obtenidos mostraron que el grupo
tratado con Acuabio 1 evidencié un aumento signifi-
cativo de hemocitos totales en hemolinfa con respecto
al grupo control. Resultados similares se han reportado
al usar probioticos estimuladores del sistema inmune
en camarones [18] y con los prebidticos Bio-Mos® y
B-1,3-D-glucano [19]. Un incremento del nimero de
hemocitos totales provee un incremento de la capaci-
dad inmune durante periodos de alta actividad meta-
bolica [20]. EI conteo de hemocitos circulantes en la
hemolinfa es un indicador de la salud de los individuos,
debido a que las enfermedades infecciosas modifican
la composicidn de la hemolinfa de los crustaceos [21].

Otro parametro de la inmunidad de los crustaceos
que se obtuvo fue la titulacion de lectinas. Las lectinas
de los crustaceos decapodos tienen caracteristicas
estructurales y especificidad idéntica a las lectinas sé-
ricas de los humanos. Se han identificado practica-
mente todas las lectinas de las especies de camarones
que se cultivan. Las lectinas en invertebrados partici-
pan en el reconocimiento del agente extrafio [15, 22]
inducen aglutinacion de estas células y desencadenan,
actuando como opsoninas, diversos eventos celulares
como la fagocitosis [23].

Los resultados mostraron que el grupo tratado con
Acuabio 1 presento el mayor titulo de lectinas, lo que

A B
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Figura 4. Defensa oxidativa en camarones L. vannamei tratados con el producto Acuabio 1. A. Actividad
enzimatica especifica (AEesp) peroxidasa de los grupos Control y Acuabio 1. B. Actividad especifica
fenoloxidasa de los grupos Control y Acuabio 1. Datos expresados como la media + error estandar. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas, prueba T (P < 0.05, n = 10).
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Figura 5. Numero de u.f.c./mg de hepatopancreas de los gru-
pos Control y Acuabio 1. Datos expresados como la mediana.
Letras diferentes indican diferencias estadisticas, analisis de
Mann-Whitney (P < 0.05,n = 10).

indicd un aumento de la capacidad de aglutinacion
frente a un agente extrafio. Recientemente se definid
que el suministro de estimuladores del sistema inmune
en seres humanos aumenta los niveles de las lectinas
que unen manosa [24]. Alineamientos multiples de
secuencias muestran que los primeros dominios de
reconocimiento de carbohidratos de la lectina (L v LT)
de L. vannamei conservan completamente los 23 ami-
noacidos de las lectinas que une manosay otras lectinas
de peces. Los cuatro residuos importantes en la for-
macion de los tres dominios de reconocimiento de
carbohidratos se unen de forma completamente con-
servada [25]. Por otra parte, se ha demostrado que las
lectinas en L. setiferus participan en la activacion de la
respuesta inmune de los hemocitos granulares indu-
cidos por NADPH vy otras vias oxidativas mediante
un receptor especifico [26].

En el presente estudio, la actividad antiproteasa en
la hemolinfa de los animales tratados con Acuabio 1
fue mayor, comparada con el control negativo. Se ha
descrito que el plasma de los camarones contiene nu-
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