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Resumen

Contexto: Los inmunoestimulantes estimulan la respuesta inmune y el crecimiento, incrementan la resistencia
al estrés y a las enfermedades enacuicultura. A veces se encuentran resultados contradictorios que brindan
confusion acerca del empleo de ellos, por lo que se plante6 como problema: ¢Pudiera la literatura cientifica
relacionada con prebidticos y probidticos, donde se evallen los indicadores del sistema inmune del camarén,
servir como base para la toma de decisiones en empleo de inmunoestimulantes en la camaronicultura?
Obijetivo: Evaluar la influencia de prebidticos y probioticos en la expresion y actividad fenoloxidasa de
camarones Penaeus, mediante un meta-analisis que permita la toma de decisiones para su empleo en la
camaronicultura.

Meétodos: Se realizaron busquedas en Pubmed, Science Direct, Scopusdesde el 2008 hasta el 2019 sobre la
influencia de inmunoestimulantes en la actividad fenoloxidasa y expresion de genes. El anélisis estadistico se
realiz6 con el programa Jasp Metaanalysis Version 0.9.2. a un 95% de confianza.

Resultados: Se obtuvieron 262 articulos cientificos sobre evaluacion de prebidticos y probidticos en
camarones Penaeus. De estos, 61 cumplieron los criterios de inclusion para la respuesta inmunoldgica:
51evaluaronla actividad de fenoloxidasa y 11 la profenoloxidasa. Tanto los prebidticos como los probidticos
estimulan la enzima y la proenzima; los extractos de plantas fueron los que mas modificaron esta actividad y
los Bacillus fue el género que mas estimuld.

Conclusiones: La literatura cientifica relacionada con fenoloxidasa en camarones Penaeus indica que se
deben evaluar con cuidado, debido al disefio experimental y la forma que expresan los resultados.

Palabras clave: inmunoestimulantes, camarones, sistema inmune.

Effect of Prebiotics and Probiotics on Phenoloxidase Expression and Activity in
Penaeus Shrimps: A Meta-Analysis
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Context: Immunostimulants stimulate the immune response and growth, increase resistance to stress and
disease in aquaculture. Sometimes contradictory results are found that provide confusion about the use of
them, so it was posed as a problem: Could the scientific literature related to prebiotics and probiotics, where
the indicators of the shrimp immune system are evaluated, serve as the basis for the decision-making in the
use of immunostimulants in shrimp farming?

Objective: To evaluate the influence of prebiotics and probiotics on the expression and activity of
phenoloxidase in Penaeus shrimp, through a meta-analysis that allows decision-making for their use in shrimp
farming.

Methods: Pubmed, ScienceDirect, Scopus were searched from 2008 to 2019 on the influence of
immunostimulants on phenoloxidase activity and gene expression. Statistical analysis was performed with the
Jasp Metaanalysis Version 0.9.2 program. at 95% confidence.

Results: 262 scientific articles were obtained on the evaluation of prebiotics and probiotics in Penaeus
shrimp. Of these, 61 met the inclusion criteria for the immune response: 51 evaluated the activity of
phenoloxidase and 11 the profenoloxidase. Both prebiotics and probiotics stimulate the enzyme and
proenzyme; plant extracts were the ones that most modified this activity and Bacillus was the genus that most
stimulated.

Conclusions: The scientific literature related to phenoloxidase in Penaeus shrimp indicates that they should
be carefully evaluated, due to the experimental design and the way the results express.

Key words: immunostimulants, shrimp, immune system.

Introduccion

La acuicultura es uno de los sectores de mayor
crecimiento en la produccion de alimentos. Los
camarones del género Penaeus son los que mas se
cultivan en condiciones de granjas camaroneras,
debido a su rapido crecimiento y adaptacion (FAO,
2018). El cultivo del camar6n, tanto en Cuba como
en el mundo, enfrenta riesgos de grandes pérdidas
financieras por enfermedades que causan una alta
mortalidad, asi como una disminucién en la calidad
de las producciones. Como los crustaceos no poseen
respuestas inmunes especificas contra agentes
infecciosos, su funcion defensiva consiste en un
desarrollado sistema de defensa inespecifico, que se
basa en hemocitos circulantes y varias proteinas de
defensa (Chang, et al., 2018), como es la formacion
del sistema proPO Este produce reacciones
proteoliticas que, entre otros productos, culminan con
el procesamiento y la activacién de la enzima activa
fenoloxidasa (PO) (Tassanakajon et al., 2018).

La PO constituye la enzima principal en camarones
que posibilita la reparacion de heridas vy
esclerotizacion de la cuticula por sus efectos
microbicidas (Vaseeharan et al.,, 2016). Para
aumentar la estimulacién de la respuesta inmune y la
resistencia al estrés y a enfermedades, mediante la
interaccion directa con las células del sistema inmune
y la activacion de ellas, se emplean los
inmunoestimulantes (Vaseeharan & Thaya, 2014)
como moléculas y/o células completas de bacterias y
levaduras (Mastan, 2015). En la literatura cientifica
existe variada informacion referente al empleo de
prebidticos y probioticos. Una herramienta que
permite el analisis de resultados proveniente de
diferentes autores es el meta-analisis (MA). EI MA es
una revision sistematica (RS) en el cual se combinan
resultados de varios estudios referentes a la misma
pregunta (;Se estimulara la fenoloxidasa y la
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profenoloxidasa en camarones Penaeus con el
empleo de inmunoestimulantes?), mediante una
revision exhaustiva de la literatura, para luego
resumirlos en un valor numérico (Tikito & Souissi,
2019) que permitira tomar decisiones en la
camaronicultura.

La diversidad de experimentos en las especies de
camaron dificulta la toma de disposiciones para el
empleo de prebidticos y probiéticos en la
camaronicultura. Es por eso que se plantea como
objetivo general: Evaluar la influencia de prebiéticos
y probioticos en la expresion y actividad fenoloxidasa
de camarones del género Penaeus, mediante la
utilizacion de herramientas de meta-andlisis que
permita la toma de decisiones para su empleo en la
camaronicultura

Materiales y Métodos

Métodos
Criterios de elegibilidad

Los estudios tomados tratan sobre la medicién de la
actividad enzimatica fenoloxidasa y la expresion de
genes en proPO a través del uso de prebioticos y
probidticos en camarones del género Penaeus. Para
ello, se incluyeron los articulos publicados entre el
2008 y el 2019 en idioma inglés y espafiol.

Fuente de informacién

Se examinaron las bases de datos Scopus, Science
Direct, Pub Med para recopilar los articulos
cientificos relevantes. La busqueda de los mismos
comenzd desde septiembre del 2018 hasta febrero del
2019. Los autores de los articulos que satisfacieron
los criterios de inclusidn, pero carecian de medidas
de dispersién se contactaron para asi obtener
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informacion extra. Los que no respondieron se
descartaron.

Busqueda

Se busco en las bases de datos con las palabras claves
phenoloxidase penaeus prebiotic and probiotic. La
inclusion preliminar se baso en el analisis de titulos y
resimenes.

Seleccién de estudios

Se consideraron como estudios validos a los articulos
cientificos experimentales que fueron publicados en
revistas arbitradas, las cuales estudiaron el efecto de
los prebidticos y probidticos en la respuesta
inmunoldgica, en especifico la actividad de
fenoloxidasa en el cultivo de camarones peneidos. Se
seleccionaron los estudios que median las variables
respuestas.

Proceso de recopilacion de datos

La identificacion de los estudios, la recopilacion de
la informacion de interés a las variables respuesta
(media y medidas de dispersién) se condujo por
duplicado en hojas de Microsoft Excel. Los datos que
se obtuvieron por cada publicacion corresponden al
ensayo completo, donde sélo se tuvieron en cuenta
las mediciones a punto final y no las reportadas a
intervalos. En los articulos donde se evalu6 mas de
un tratamiento, combinacién o diferentes dosis de
administracién se analizaron por separado.

Lista de datos

Las variables para las que se buscaron datos para su
posterior analisis fueron: a) tipo de prebidticos y
probidticos, b) especies de camardn peneido, c)
estadio larval, d) tipo de estanque (tanque plastico, de
tierra, de vidrio o de fibra de vidrio).

Riesgo de sesgos entre estudios individuales

Dos revisores de forma independiente realizaron la
basqueda, se confrontaron los resultados y
resolvieron las diferencias mediante discusion y
consenso. Luego de forma similar, se evalué el riesgo
de sesgo en los estudios individuales.

Riesgo de sesgo entre los estudios

Entre los riesgos examinados estan: 1) sesgo por
publicacion multiple que corresponde al nimero de
experimentos por articulo y articulos por autor
incluidos, 2) sesgo por informe selectivo que
corresponde a los articulos en los que se reporta
informacion incompleta sobre el disefio experimental
realizado o de las variables respuesta, 3) sesgo de
publicacién que corresponde a los articulos que
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reportan resultados favorables al empleo de los
prebidticos y probioticos.

Sintesis de resultados

El grado de heterogeneidad se cuantificd con el
indice de inconsistencia (estadistico 12) (Higgins &
Thompson, 2002).

Andlisis estadistico

Se calculd un indice estadistico que reflejo la
magnitud del efecto que se obtenia en cada estudio,
mediante Microsoft Excel 4. El anélisis estadistico se
realiz6 con el programa Jasp Metaanalysis Version
0.9.2. Los efectos en la administracién de prebiéticos
y probidticos se cuantificaron como diferencia en
medias estandarizadas (DME). Se calcularon los
intervalos de confianza del 95% mediante un modelo
de efectos aleatorios. Se disefiaron anélisis de
subgrupos con ayuda del GraphPad Prism 7.00,
donde se tuvieron en cuenta los factores que podrian
influenciar la magnitud del efecto de los tratamientos.

Resultados y discusion
Resultados

Seleccion de estudios

La busqueda bibliogréfica arrojo6 262 articulos
cientificos sobre evaluacién de prebidticos vy
probidticos en camardn del género Penaeus. De
estos, 61 cumplieron los criterios de inclusién que se
establecieron con anterioridad para la respuesta
inmunoldgica. Entre estos se encuentran 51 articulos
gue evaluaron la actividad de fenoloxidasa y 11 la
expresion de genes en proPO (Figura 1).

Caracteristicas de los estudios

Los articulos cientificos que evaluaron el efecto de
los prebiodticos y probiéticos en la actividad de
fenoloxidasa incluyeron las especies: L. vannamei
(34), P. monodon (10), M. japonicus (3), F. indicus
(2), F. chinensis (1) y L. schmitti (1).

En 43 estudios se utilizaron camarones en estadio
juvenil, 45 articulos utilizaron como prebioticos:
extractos de plantas (15), polisacaridos (14), acidos
organicos (3), lipolisacaridos (2), disacéridos (2),
inulina (1), tripsina (1), ferritina (1), polifenol (1),
metal (1), carragenano (1), nucleétido (1) y so6lo 15
emplearon probidticos, entre los que se encuentran
las especies: Bacillus (7), Lactobacillus (4),
Arthrobacter XE-7 (1), E. coli (1), R. palustris (1),
Psychrobacter (1), Proteobacteria — Firmicutes (1), V.
anguillarum (1), S. cerevisiae (1), Pediococcus (1).
Los analisis de actividad enzimatica se realizaron en
hemolinfa (40) y en el hepatopancrea (5).
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Para determinar la influencia de prebioticos y
probidticos en la expresion de genes se utilizaron las
especies L. vannamei (10), P. monodon (1), M.
japonicus (1) y F. indicus (1). En 10 articulos se
emplearon prebioticos: polisacaridos (4), s6lo 2 con
extractos de plantas y 2 con &cidos organicos. Los
tejidos que se utilizaron para analizar la proenzima
fueron hemolinfa (8) y hepatopancreas (4).

Analisis de los estudios excluidos

De los 262 articulos que se encuentran en las bases de
datos en los correspondientes afios, se excluyeron 201
en funcién del tipo de publicacién (estudios que
involucraban otras especies de animales, en su
mayoria Macrobachium sp., Artemia sp., Erimacrus
sp., Scylla sp.; inclusion de otros aditivos en la dieta;
o revisiones; o falta de informacion estadistica para
realizar un meta-anélisis) (Fig. 1).

Un sesgo que disminuye la credibilidad de los
estudios publicados, es que el 25% de los informes
excluidos por disefio no muestran la desviacién. Se
conoce que si los estudios individuales brindan datos
sesgados, un meta-analisis con estos datos rendira
estimados con errores (Van Assen et al., 2015).

262 estudios como resultado de la
estrategia de bisqueda

Identificacion

Se excluyeron 201 articulos

Cribado

Se excluyeron 110 articulos debido
al disefio experimental. de ellos:
+ 50 involucraban otra especie de

Se  excluyeron 9larticulos
debido al tipo de publicacién,
de ellos

* 51enidioma chino

animal

¢ 28 carecian de la informacion

estadistica requerida

Idoneidad

* 21no median PO
* 6 evaluaban otro aditivo
* 5 agrupaban a otros animales

« 30articulos de revisién
4 tesisdoctoral
- 6articulos repetidos

Se incluyeron 61 articulos

] 11 articulos miden la
51 articulos expresiéon de genes
miden PO proPO

Inclusion

Fig. 1. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de articulos
sobre la evaluacion de prebidticos y probidticos en camarones
penaeidos para su inclusion en el meta-anélisis.

Anédlisis de la actividad de fenoloxidasa y de
expresion de genes

De los 51 articulos incluidos para la actividad de
fenoloxidasa, se identificaron 32 experimentos que
emplearon prebidticos y 19 probi6ticos. La diferencia
de medias estandarizadas combinadas mostr6 que los
inmunoestimulantes aumentan la actividad de PO en
comparacion con los controles (Fig. 2 al final del
texto).

Resultados de los estudios individuales

De los 11 articulos incluidos para la expresién de
genes en proPO, se identificaron 10 experimentos que
emplearon prebidticos y 5 probidticos. La diferencia
de medias estandarizadas combinada mostr6 que los
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inmunoestimulantes  aumentan la
comparacion con los controles (Fig. 3).

proPO en

Fig. 3. Forest plot de los 22 experimentos incluidos
para estudiar el efecto de la suplementacién con
prebidticos y probidticos en la expresion de genes, en
camarones peneidos. Los puntos representan el efecto
estimado (diferencia en medias estandarizada) y las
lineas horizontales el indice de confianza del 95 %.

En los probidticos hay una mayor estimulacién, tanto
de la enzima como de la proenzima, en comparacion
con los prebidticos y la combinacion de ambos tiene
una estimulacion minima (Fig. 4 A y B). Derivados
de bacterias acido-lacticas, que inhiben el Vibrio
parahaemolyticus, estimulan la expresion de ProPO
(Chomwong et al., 2018)
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Fig. 4. Efecto de los tipos de inmunoestimulantes en camarones
peneidos. A: actividad de fenoloxidasa y B: expresion de genes
(profenoloxidasa) Los puntos representan el efecto estimado
(diferencia en medias estandarizada) y un indice de confianza del
95 %.

En general los prebidticos estimulan la actividad de
fenoloxidasa (Fig. 5 A). La inulina con los
oligosacaridos manano presentdé una mayor
estimulacién de la proPO (Fig. 5 B). Esto constituye
un sesgo, pues sélo un articulo, referente a la inulina,
cumplié con los criterios de inclusion.

acidos organicos
Formaling

inutina

protagen
polifenol

: nucleotidos
rLeeriLes

fLGBPeps
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PseBacillus

Ps+Pediococcus

v

Les

0s

metal (ca
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Complejo M ineral Alcali Anioni

extracto de planta i L]

B

Fig. 5. Efecto del tipo de prebidtico en camarones peneidos. A:
actividad de fenoloxidasa y B: expresion de genes
(profenoloxidasa). Los puntos representan el efecto estimado
(diferencia en medias estandarizada) y un indice de confianza
del 95 %.
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Lactobacillus - Lactococeus™ -

Bacillusq @

B

Fig. 6. Efecto del género de probidtico en camarones peneidos.
A: actividad de fenoloxidasa y B: expresion de genes
(profenoloxidasa). Los puntos representan el valor estimado
(diferencia en medias estandarizada) y un indice de confianza
del 95%.

A B

El género Bacillus presenta una mayor estimulacion
de la expresién de genes (Fig. 6 B). La presencia de
B. subtilis en la dieta del camardn incrementa la
resistencia a enfermedades del patégeno bacteriano
V. alginolyticus y la respuesta inmune (Sandeepa &
Ammani, 2017). Luego le siguen los Lactobacillus
sp. con una estimulacion enzimatica favorable, pues
los probidticos constituyen estimulantes efectivos del
sistema proPO en acuicultura ((Laranja et al., 2017))

Se evidencia el efecto que tienen los
inmunoestimulantes sobre las distintas especies de
camarones peneidos Penaeus monodon Fig. 7)
presenta una mejor estimulacién de la actividad
enzimatica y de expresion de genes, con respecto a
las demas especies (Fig. 7 A y B). En Litopenaeus
schmitti la fenoloxidasa se comporté similar al
control, por lo que no tuvo una estimulacién
significativa.

Penacusmonodon 7 °
M arsupenaeus japonicus-| N

Litopenaeusvannamei’ v

Especies

Litopenaeus schmitti]

Fenneropenaeus indicus™ .

Fenneropenaeus chinensis -

revistas.reduc.edu.cu/index.php/agrisost

Septiembre-Diciembre 2020 | Volumen 26 | Nimero 3 | e3279


https://revistas.reduc.edu.cu/index.php/agrisost

Penacus monodon ] =

Marsupenacus japonicusq + H

Especies

Litopenacus vannameiq [ ]

Fenneropenaeus indicus

Estimulacién

B

Fig. 7. Efecto de la suplementacién de prebidticos y
probidticos en la actividad de fenoloxidasa en el tipo de
especie en camarones peneidos. A: actividad de fenoloxidasa y
B: expresion de genes (profenoloxidasa). Los puntos
representan el efecto estimado (diferencia en medias
estandarizada) y un indice de confianza del 95 %.

En general se detecta estimulacién de la actividad de
fenoloxidasa con la suplementacion de prebidticos y
probidticos (Fig. 8A) en los estadios postlarva,
juvenil y adultos, aunque esta fue mayor en poslarva.
Los estadios poslarva y juvenil tuvieron estimulacién
en la expresion de genes, aunque esta fue mayor en
juvenil (Fig. 8B).

{: A

poslarva

juvennid : ]

Estadios

Adulto : W

postlarva . [ |

Estadios

juvenii-]

Efecto

B

Fig. 8. Efecto de la suplementacién de prebiéticos y probidticos en
los tipos de estadios en camarones peneidos. A: actividad de
fenoloxidasa y B: expresion de genes (profenoloxidasa). Los
puntos representan el efecto estimado (diferencia en medias
estandarizada) y un indice de confianza del 95 %.

El efecto que tienen los inmunoestimulantes sobre los
tipos de tejidos en camarones peneidos se muestra en
la fig. 9. El tejido hepatopancreatico tuvo una mayor
estimulacion de la actividad fenoloxidasa con
respecto a la hemolinfa (Fig. 9A). Sin embargo, la
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hemolinfa tuvo una mayor estimulacion de la
profenoloxidasa con respecto al tejido
hepatopancreatico (Fig. 9B). Aunque la respuesta
inmunol6gica se verifica fundamentalmente en
hemolinfa, sin duda en larvas es necesario tomar el
individuo completo. No obstante, se conoce que la
actividad fenoloxidasa puede expresarse en varios
tejidos o tener infiltraciones de hemocitos que
contribuyan a la actividad enzimética (Braga et al.,
2018).

AB

hepatopancrea

Tejidos

hem olinfa

hepatopancreas ]

Tejidos

hem olinfa ] [ ]

Efecto

Fig. 9. Efecto de la suplementacion de prebidticos y probidticos en
los tipos de tejidos en camarones peneidos. A: actividad de
fenoloxidasa y B: expresion de genes (profenoloxidasa). Los
puntos representan el efecto estimado (diferencia en medias
estandarizada) y un indice de confianza del 95 %.

Los tanques de plasticos tuvieron una mayor
estimulacion de la fenoloxidasa (Fig. 10 A), mientras
gue los de tierra carecieron de estimulacion. En
expresion de genes los tanques de cemento tuvieron
una mayor estimulacién, mientras que los de plastico
fue minima (Fig. 10 B).
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Fig. 10. Efecto de la suplementacion de prebidticos y probidticos
en los tipos de tanques en camarones peneidos. A: actividad de
fenoloxidasa y B: expresion de genes (profenoloxidasa). Los
puntos representan el efecto estimado (diferencia en medias
estandarizada) y un indice de confianza del 95 %.

Analisis adicionales

La mayoria de los estudios fueron bajos en todos los
aspectos de la herramienta Cochrane examinados
para la evaluacién de riesgo de sesgo excepto por el
sesgo de publicacién y el sesgo por reporte multiple.
El sesgo de publicacion se consider6 de alto riesgo de
sesgo aquellos estudios que reportaban efectos
positivos en favor de la administracion de ellos.

Discusién

Varios autores confirman los efectos beneficiosos de
los probidticos (Zorriehzahra et al., 2016) y
prebidticos (Dawood et al., 2018) en la acuicultura.
El empleo de la inmunoprofilaxis es también
propuesta como la mejor alternativa para la
proteccion frente a las enfermedades bacterianas en
camarones (Ajadi et al., 2016), de la misma forma fue
también propuesto como profilactico para los virus y
los hongos (Sivasankar et al., 2017).

Se pudo comprobar mediante el meta-analisis que
tanto la actividad de fenoloxidasa como la expresion
de genes se estimulan con la suplementacion de los
inmunoestimulantes en camarones peneidos. La
proenzima presentd un mayor efecto con respecto a la
enzima, esto se debe a que el ADN se replica, se
transcribe a ARN, que es la expresion, para después
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traducirse, o sea convertirse de ARN a proteina.
Puede ocurrir que exista una estimulacion alta de
expresion de genes, pero no se traduzca, y por lo
tanto no se llega a convertir en proteina. Ademas, el
método de deteccion de ARN es por rt-PCR en
tiempo real, (reverse transcriptase Polymerase Chain
Reaction in Real Time), con mayor sensibilidad
porque es fluorométrico y el de proteina es un
método colorimétrico.

Inulina es el nombre con el que se designa a una
familia de glacidos complejos (polisacaridos),
compuestos de cadenas moleculares de fructosa
(Lara-Fiallos et al., 2017). La administracion de
dietas con prebidticos (inulinas) tiene un efecto
estimulante en la respuesta inmune y la resistencia a
patégenos de animales acuaticos (Li et al., 2018;
Luna-Gonzalez et al., 2012). Otros polisacaridos y
moléculas como el &cido succinico, la formalina,
minerales, nucledtidos,  B-glucanos  también
estimularon la expresion de fenoloxidasa (Bai et al.,
2010; Bui et al., 2017; Duan et al., 2018; Immanuel et
al., 2012; Kitikiew et al., 2013; Lamela et al., 2008;
Manoppo et al., 2010). Ademaés, los polisacéridos
pueden estimular la expresién de fenoloxidasa,
incluso cuando los animales estdn en estrés
(Wongsasak et al., 2015). Aunque hay informes de
maés estimulacidn con la célula completa comparado
con el polisacarido puro (Sajeevan et al., 2009).

La ferritina también tuvo la capacidad de estimular la
actividad de fenoloxidasa (Ruan et al., 2010). Un
glucano de Acremonium diospyri tuvo alta capacidad
inmunoestimulante en Feneropenaeus indicus (Anas
et al., 2009). La catequina del té verde redujo la
infeccién de Vibrio alginolyticus, fundamentalmente
a través de la expresion de proPO (Wang et al.,
2018).

La administracion de Gracilaria tenuistipitata o
Platymonas helgolandica a L. vannamei estimuld la
expression de ProPO y aument6é la resistencia a
Vibrio harveyi o algynoliticus (Ge et al., 2017; Liu et
al.,, 2019). Otras dos especies de este género
(Gracilaria verrucosa y Gracilaria tenuistipitata)
estimularon la actividad de fenoloxidasa y permitié
gue los camarones resistieran mas el desafio con el
virus de la mancha blanca y el Vibrio algynoliticus
(Yeh et al., 2010; Yeh & Chen, 2009; Zahra et al.,
2017). El extracto de otras algas marinas (Sargassum
siliquosum, Undaria pinnatifida y Sargassum
filipendula, Ulva) administrado en la dieta
incrementaron la  actividad de fenoloxidasa
(Declarador et al., 2014; Schleder et al., 2017;
Yudiati et al., 2016).

Existe una mayor estimulacion en los probioticos,
tanto de la expresion de la proenzima como de la
enzima, esto puede ser consecuencia de que las
bacterias tienen diferentes moléculas que estimulan la
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fenoloxidasa como péptidoglicano, membrana
lipidica entre otras (Vaseeharan et al., 2016). Sin
embargo, los polisacaridos presentan una sola via de
estimulacién de la cascada (Chen et al., 2016),
aunque puede ser muy eficaz seguin la fuente que
provengan los polisacaridos (Phupet et al., 2018;
Solidum et al., 2016; Yeh & Chen, 2008).
Recientemente, se incrementd el empleo de los
fructooligosacaridos de cadena corta (FOS) por sus
propiedades prebidticas en camarones, pero sin
embargo aun no existen andlisis referentes a
estimular la actividad enzimatica durante la dieta (Hu
et al., 2019). Otro carbohidrato, trealosa, incrementd
el peso corporal y estimuld la actividad de
fenoloxidasa (Zhu et al., 2018).

Por otra parte, es interesante que la combinacién de
probidticos y prebidticos sea menor que los grupos
por separados. Puede ser que la combinacion
provoque un mal funcionamiento de la activacion del
sistema de profenoloxidasa. Sin embargo, varios
autores indican que el empleo de la combinacion
como simbioticos (probidticos y prebidticos) puede
ayudar a disminuir el impacto del consumo de
nutrientes por los probioticos en el intestino de los
camarones (Huynh et al., 2018), y favorecer la
colonizacién del intestino por Lactobacillus vy
disminucion del contenido de especies de Vibrio
(Huynh et al., 2019). No obstante, el mayor impacto
de los simbioticos se refiere a la proteccion del
hospedero frente a agentes infecciosos; a través de
estimulacion de la melanizacion en hemocitos
(Huynh et al., 2019).

Los extractos de plantas, fundamentalmente las algas
marinas tienen una mayor estimulacion. La
administracién de algas basadas en la dieta produce
un aumento de los mecanismos de defensa no
especifico y una reduccion de la infeccién de WSSV
en camarén (Niu et al., 2018). A continuacion, le
sigue la tripsina con un efecto positivo en la actividad
enzimatica. Esto puede deberse a que la tripsina es
una enzima peptidasa, que rompe los enlaces
peptidicos de las proteinas mediante hidrolisis para
formar péptidos de menor tamafio y aminoécidos. La
misma tiene un papel esencial en la digestion, pues es
necesaria para el proceso de absorcién de las
proteinas presentes en la dieta del camarén (Omont et
al., 2018).

La inclusion en la dieta de Yucca schidigera estimula
el crecimiento y la actividad fenoloxidasa (Yang et
al., 2015). Alto por ciento de inclusion de Echinacea
purpurea y Uncaria tomentosa, estimul6 la actividad
fenoloxidasa (Medina-Beltran et al., 2012). La planta
medicinal Solanum nigrum estimulé el sistema
inmune en Penaeus monodon, permitiéndole resistir
el desafio de Vibrio harveyi (Harikrishnan et al.,
2011).
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Una tendencia en la suplementacion de dietas de
camardn es la adicion de acidos organicos (Romano
et al., 2015); sin embargo, los resultados no reflejaron
la mayor actividad de fenoloxidasa para este grupo.
Se conoce que los acidos organicos no solo mejoran
la velocidad de crecimiento, el establecimiento de la
microbiota; sino también la respuesta inmune y como
consecuencia la resistencia a la infestacion de
patégenos (He et al., 2017; Pourmozaffar et al.,
2017). Por otra parte, se conoce que la combinacion
con probidticos puede tener un efecto sinérgico en la
inhibicion de cepas patégenas (Bolivar et al., 2018).

En el caso de los extractos de plantas el objetivo
fundamental es que los extractos pudieran reducir la
carga de posibles patdgenos (Dineshkumar et al.,
2017). No obstante, se describen otras funciones
entre ellas la inmunoestimulacion e incluso la
reduccion de la carga viral (Palanikumar et al., 2018;
Wau et al., 2015). La estimulacién de la fenoloxidasa
la detectaron en Penaeus monodon (Yogeeswaran et
al., 2012), en Litopenaeus vannamei (Hsieh et al.,
2008; Yeh et al., 2009) y Fenneropenaeus chinensis
(Huang et al., 2006).

En la busqueda de probidticos para camarones, la
primera tendencia fue usar aquellos géneros que ya
habian funcionado para organismos terrestres (De et
al.,, 2018; Li et al, 2008; Liu et al., 2014;
Mingmongkolchai & Panbangred, 2018). El género
Bacillus presenta una mayor estimulacion de la
actividad de fenoloxidasa (Fig. 6 A). Esta descrito
que la combinacién de cepas permite una mayor
estimulacién del sistema inmune (Sapcharoen &
Rengpipat, 2013; Wang & Gu, 2010; Zhang et al.,
2011). Aunque varios aislados se refieren a Bacillus
cereus, el cual se conoce de su posible toxicidad en
humanos, ninguno informa sobre toxicidad en
camarones peneidos (Bernal et al., 2017; Chandran et
al., 2014; Chandran et al., 2017).

Se conoce que el uso de Bacillus sp. previene
enfermedades y la proteccion por la activacién, tanto
celular como humoral de la defensa inmune del
camardn (Fu et al., 2010; Pham et al., 2017; Tseng et
al., 2009). Luego le siguen los Lactobacillus sp. con
una estimulacién enzimatica favorable, pues los
probidticos constituyen estimulantes efectivos en
acuicultura (Laranja et al., 2017). No obstante, los
resultados en supervivencia, crecimiento y factor de
conversion indican que la combinacién de diferentes
cepas es mejor que probidticos monoespecies (Toledo
et al., 2019).

Penaeus monodon fue la especie de mayor
estimulacion enzimatica, quizds como esta especie
tiene una velocidad de crecimiento alta (Li et al.,
2016)  necesita  desarrollar  una  respuesta
inmunoldgica réapida, que les permita defenderse ante
el ataque de los patégenos. L. schmitti es una de las
especies menos domesticada, en este caso solo se
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incluy6 un experimento que cumplia los requisitos de
seleccion; lo cual puede ser un sesgo en la
interpretacion de la estimulacion en diferentes
especies (Rodriguez-Ramos et al., 2008).

En la ontogenia de los camarones estéa descrita que el
comportamiento de fenoloxidasa varia segin los
estadios (Martin et al., 2012). Sin embargo, pocos
estudios se realizan en estadios larvales del camar6n
(Franco et al., 2016; Franco et al., 2017), donde se
detectd estimulacion con el empleo de los
inmunoestimulantes.

En el caso de los adultos la actividad fenoloxidasa
puede detectarse tanto en el plasma como en los
hemocitos. El sistema de pro-fenoloxidasa
generalmente se activa con sefiales que emiten
patdgenos o agentes extrafios y que permiten que los
hemocitos puedan desarrollar el proceso de
melanizacion (Tassanakajon et al., 2018). Pudiera
ocurrir que el proceso de activacion del sistema esté
dado en varios tejidos al mismo tiempo, por lo que
puede detectarse mayor actividad en poslarvas
(Noothuan et al., 2017). Esta descrito que la mayor
fuente de reservas de profenoloxidasa son los
hemocitos, y que se encuentra envuelta en la repuesta
inflamatoria (Manilal et al., 2009). Tanto los
probidticos como los prebidticos pueden estimular la
activacion vy liberacion de la profenoloxidasa de los
hemocitos (Huynh et al., 2018).

Los resultados positivos con la actividad enzimética
en los tanques plésticos coinciden con observaciones
en la supervivencia de camarones Penaeus, donde en
estanques de tierra el impacto de los probioticos es
menor (Toledo et al., 2019). La consecuencia de estos
resultados puede estar dada en que el microbiota de
los estanques es mas dificil de controlar. En los
estanques de tierra pueden formarse peliculas de
microorganismos o0 agregados de microorganismos
que también estimulen el sistema inmune; estrategia
que se emplea en los cultivos intensivos actuales para
estimular el sistema inmune y mejorar la
supervivencia de los camarones (Panigrahi et al.,
2019).

La transferencia de genes es una herramienta
poderosa para estimular caracteres deseados en
camarones penaeidos (Arenal et al., 2008). En
Penaeus monodon, la transferencia de genes
antivirales estimulé la actividad fenoloxidasa
(Parenrengi et al., 2014).

Conclusiones

La literatura cientifica relacionada con fenoloxidasa
en camarones Penaeus indica, que se debe evaluar
con cuidado debido al disefio experimental y la forma
en la que se expresan los resultados. La
suplementacion de prebidticos y probioticos en
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camarones peneidos estimula tanto la actividad
enzimatica fenoloxidasa como la expresién de genes,
con mayor sensibilidad a nivel de la transcripcion, lo
gue sugiere procesos postranscripcionales que
determinan la diferencia. Los ensayos necesitan de
una validaciéon en estanques de tierra, ya que las
conclusiones se basan en experimentos que no tiene
en cuenta el microbiota del ecosistema de los
estanques de tierra.
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Fig. 2. Grafico Forest plot de los 77 experimentos que estudian el efecto de la suplementacion con prebidticos y probitticos en la
actividad de fenoloxidasa, en camarones penaeidos. Los puntos representan el efecto estimado (diferencia en medias
estandarizada) y las lineas horizontales el indice de confianza del 95 %.
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