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Resumen

La acuacultura de camarén es afectada por las enfermedades, las cuales provocan
pérdidas econdmicas para esta actividad. Se sabe que las condiciones ambientales, los
patogenos y la condicidon nutricional afectan el sistema inmune en los peneidos. En este
trabajo Litopenaeus vannamei fue sometido a diferentes niveles de oxigeno (hipoxia aguda)
y normoxia (<5 mg O,/L) para entender como algunas variables inmunes como el sistema
proFO, 02M (a2-Macroglobulina), lisozima, la actividad de la NOS (Oxido nitrico
sintetasa) y el CTH (cuenta total de hemocitos) son modificados bajo estas condiciones.
Después de la aclimatacion (28°C, 35%o0, pH 8), 200 organismos fueron sometidos a
ejercicio en un tanque de 800L por 2 h. Después de este tratamiento éstos fueron expuestos
a condiciones de hipoxia aguda y normoxia. Cuando el oxigeno alcanzé6 4, 3, 2, 1, 0.5,y
>0.5 mgO,/L los organismos fueron muestreados, los controles fueron obtenidos de los
organismos no ejercitados, ejercitados y en normoxia. A cada nivel de oxigeno la
temperatura, pH, salinidad, amonio, urea, nitritos y nitratos fueron medidos. Todos los
organismos fueron sangrados para medir lactato, glucosa, proteina, colesterol, y la
actividad de FO (fenoloxidasa), proFO (proFenoloxidasa) y FO Tot (Fenoloxidasa Total),
a2M, y NO,/NOs como reflejo de la actividad de la NOS en hemolinfa. Aunque los niveles
de la proteina y el colesterol no fueron afectados por la hipoxia y el ejercicio, los resultados
mostraron que cuando el oxigeno se encuentra por debajo de 0.5 mg O,/L el lactato, la
glucosa, la actividad de FO, proFO, FO Tot, lisozima y el CTH son reducidos. En este
punto el lactato y la glucosa alcanzaron el maximo nivel causado por la activacion del
metabolismo anaerobico. Bajo esta condicion de déficit energético la actividad de la FO,
proFO, FO Tot, lisozima y el CTH son reducidos. La actividad inhibitoria de la a2M fue
modificada por el ejercicio y por la hipoxia con la posibilidad de que esta macroglobulina
participe en el metabolismo proteico, bajo estas condiciones. Finalmente, los niveles de
NO,/NOj en la hemolinfa no fueron modificados por la hipoxia, pero si por el ejercicio,
implicando que la actividad de la NOS se encuentra involucrada en la regulacién neuronal
y cardiovascular. En conclusion, algunos pardmetros del sistema inmune de L. vannamei
son afectados por la hipoxia y por el ejercicio, ambos causantes de estrés energético en
estos organismos.

Palabras clave: sistema inmune, hipoxia, Litopenaeus vannamei.
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Abstract

Shrimp aquaculture is affected by diseases that cause economic losses. It is well
known that environmental conditions, pathogens and nutritional status affect the immune
system of penaeids. In this work Litopenaeus vannamei was submitted to different levels
of oxygen (acute hypoxia) and normoxia (<5 mg O,/L) to understand how some immune
variables, such as proPO system, a2M (a2-Macroglobulin), lisozyme, NOS (Nitric oxide
synthase) and THC are changed under these conditions. After an acclimation period (28°C,
35%o, pH 8), 200 organisms were submitted to exercise in an 800 L tank for 2 h. After this
treatment they were exposed to acute hypoxic and normoxic conditions. When the oxygen
reached 4, 3, 2, 1, 0.5, and >0.5 mg O,/L the organisms were sampled, controls were
obtained from non exercised organisms, exercised and under normoxia. At each level
oxygen, temperature, pH, salinity, ammonia, urea, nitrites and nitrates were measured
inside each tank. All the organisms were bled to measure lactate, glucose, protein,
cholesterol, activity of Tot PO, PO proPO, a2M, lisozyme, and NO,/NOs as an indicator of
NOS activity on haemolymph. Although protein and cholesterol levels were neither
affected by hypoxia nor exercise, the results showed that the lactate, glucose, Tot PO, PO,
proPO activity, lisozyme and CTH are reduced when dissolved oxygen is below 0.5 mg
O,/L. At this point lactate and glucose reached the maximum level caused by the activation
of the anaerobic pathways. Under this energy deficit condition the activity of TotPO, PO,
lisozyme and THC were reduced. The inhibitory activity of a2M was modified by exercise
and by hypoxia with the possibility that this macroglobulin is participating in the protein
metabolism, under these conditions. Finally the levels of NO,/NO; on haemolymph were
not changed by hypoxia but they were by the exercise suggesting that NOS activity is
involved in neuronal and cardiovascular regulation. In conclusion, some parameters of the
L. vannamei immune system are affected by hypoxia and exercise, both causing energetic
stress in the organisms.

Key words: immune system, hypoxia, Lifopenaeus vannamei.
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1. Introduccion

La produccion acuicola ha progresado impresionantemente durante las tltimas dos
décadas (Hannesson, 2003), con una tasa de crecimiento en los ochentas del 5.3% y en los
noventas de 7.1% (FAO, 2002). Demostrando que la acuicultura tiene gran potencial y en
especial la de los crustaceos como el camardn, donde las especies comerciales mas
importantes son Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei, P. chinensis, P. orientalis, L.

stylirostris y P. japonicus (FAO, 2002).

Actualmente la produccion acuicola del camardén a nivel global se encuentra
alrededor de un millon de toneladas cubicas, lo cual es equivalente a un tercio de toda la
produccion incluyendo las pesquerias (Neiland et al., 2001). En México dicha actividad se
ha visto incrementada enormemente en los Ultimos 20 afios, en especial en el noroeste del
pais en donde se encuentran el 97% de las granjas de camardn, convirtiéndose en una de
las zonas productoras de camarén mas importantes en Latinoamérica (Paez-Osuna et al.,

2003).

Sin embargo, la acuicultura de camardn esta siendo afectada seriamente por
problemas asociados con la degradacion del ambiente y con enfermedades infecciosas y no
infecciosas (Guzman y Ascencio, 2000). Tal situacion se ha vuelto grave con la
intensificacion del cultivo y por la falta de conocimiento en el manejo, la fisiologia e

inmunidad de los camarones peneidos (Bachere, 2000).

Esto ha llevado a que los estudios relacionados con la inmunidad de los crustaceos
y en especial de los camarones peneidos se haya vuelto una prioridad reciente de los
especialistas debido al incremento dramatico de las enfermedades infecciosas en
organismos cultivados; afectando tanto la sustentabilidad como la economia de la

acuicultura de dichos organismos (Mufioz ef al., 2000).



Dentro de los agentes causantes de las enfermedades infecciosas del camarén
encontramos principalmente vibrios, bacterias, ricketsias, hongos, protozoarios y
metazoarios. Sin embargo, se sabe que los contaminantes (quimicos y biologicos), la falta
de balances nutricionales, los factores genéticos (Bachere, 2000), las altas densidades en
los cultivos, asi como los cambios en la salinidad, la temperatura y los bajos niveles de
oxigeno tienen un efecto negativo en la salud de los camarones (Lightner y Redman, 1998;

Guzman y Ascencio, 2000; Kautsky et al., 2000).

Por lo tanto, cuando las enfermedades causadas por virus y bacterias, se combinan
con condiciones ambientales no Optimas para el cultivo, se tiene como resultado una alta
mortalidad en los cultivos (Flegel, 1996: En Lightner y Redman). El estrés por condiciones
no Optimas induce respuestas adversas para el organismo, y a pesar de que €stos pudieran
parecer saludables durante o inmediatamente después del periodo de estrés, una
enfermedad o una mortalidad masiva puede ocurrir posteriormente (Paez-Osuna et al.,

2003).

Tal situacion se debe a que el hospedero y el patogeno pueden co-existir con un
efecto poco adverso o nulo para el organismo bajo condiciones 6ptimas (Paez-Osuna et al.,
2003), pero dichos hospederos pueden convertirse en agentes patdgenos cuando coinciden
en los sistemas de cultivos una alta densidad y condiciones ambientales estresantes, como
una alta demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y bajos niveles de oxigeno disuelto en el

agua (Lightner y Redman, 1998).

Lo anterior enfatiza la necesidad de realizar estudios profundos para entender las
causas que afectan los procesos de enfermad, asi como la relacion que existe entre los
componentes del sistema inmune y las diferentes variables ambientales, los cuales implican
un efecto negativo en la salud de los camarones. Este trabajo tiene como objetivo el
conocer los niveles de actividad de algunos componentes de la funcién inmune, (ProFO,
FO, a2-Macroglobulina, NO sintasa u oxido nitrico sintasa, lizosima y conteo total de
hemocitos) bajo diferentes grados de hipoxia (condiciones oxigénicas por abajo del nivel de

saturacion de oxigeno), simulando lo que puede ocurrir en un sistema de cultivo.



2. Antecedentes

2.1. Sistema inmune del camaron

El sistema inmune incluye un conjunto de mecanismos que permiten el
reconocimiento de lo propio y lo extrafio con el objetivo de proteger la integridad bioldgica
del individuo. Estos mecanismos involucran el reconocimiento del invasor, asi como la
presencia de un sistema efector que elimina cualquier elemento que afecte dicha integridad
(Bayne, 2003). A consecuencia de esto los invertebrados como los camarones han
desarrollado a lo largo de su evolucion un sistema de defensa para proteccion, el cual
consiste de un sistema inmune innato (Hoffman y Reichhart, 2002; Roch, 1999; Vargas-
Albores y Yepiz-Plascencia, 1998). Este sistema inmune es llamado innato porque consiste
en una linea de defensa no especifica (Fujita et al., 2004; Mallon et al., 2003), que
incorpora elementos de diferenciacion celular, proteccion contra estrés oxidativo y
numerosas moléculas que permiten el reconocimiento cuyo objetivo es eliminar lo no

propio (Vorbach ef al., 2003).

El sistema inmune innato de los invertebrados ha sido subdividido en humoral y
celular (Smith y Chisholm, 1992; Lavine y Strand, 2002). La defensa humoral incluye la
produccion de péptidos antimicrobianos, especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno,
todas las complejas cascadas enzimaticas que regulan la coagulacion de la hemolinfa y la
melanizacion, asi como la produccion de todas aquellas moléculas asociadas al
reconocimiento de los agentes extrafios. La defensa celular por su parte, se refiere a las
respuestas mediadas por los hemocitos (c€lulas sanguineas de los invertebrados) como

fagocitosis, nodulacion y encapsulacion (Lavine y Strand, 2002).

2.1.1 Respuesta celular.

Las células sanguineas de los invertebrados, conocidos como hemocitos, son los

efectores primarios de la defensa del hospedero y estdn involucrados en numerosos



procesos inmunes (Soderhéll y Cerenius, 1992). Los hemocitos en general llevan a cabo
funciones esenciales para la inmunidad, tales como la fagocitosis, la encapsulacion y la lisis
de células extrafias (Soderhdll y Cerenius, 1992; Johansson et al., 2000; LeMoullac y
Haffner, 2000). La fagocitosis se refiere a la ingestion de particulas (biogénicas o
abiogénicas) por parte de una célula individual. La nodulacién se refiere a la union de
multiples hemocitos en torno de agregaciones de bacterias, mientras que la encapsulacion
se refiere a la union de los hemocitos con estructuras mas grandes como parasitoides y
nematodos, entre otros (Lavine y Strand, 2001) A diferencia de la fagocitosis, la
nodulacién y la encapsulacion implican la formacion de capas sobrepuestas de hemocitos
alrededor de la particula blanco (Lavine y Strand, 2002), no obstante en insectos se ha
encontrado que la formacion de nodulos y capsulas es muy similar, lo cual sugiere que

ambas estructuras son formadas por el mismo proceso.

Los hemocitos de los camarones se encuentran agrupados en tres grupos: los
granulares, semigranulares y hialinos. En algunos casos los hemocitos hialinos, se
encuentran asociados a fagocitosis, a la produccion de especies reactivas de oxigeno y
coagulacion como se ha visto en cangrejos, mientras que en otras especies, los hemocitos
semigranulares parecen ser células fagociticas (Smith et al., 2003), que pueden llevar a
cabo encapsulacion, almacenamiento y liberacion del sistema proFO, presentando también
una funcién citotoxica (Johansson et al., 2000). En cambio los hemocitos granulares se
encargan de la produccion de proteinas antibacteriales y opsoninas (Smith et al., 2003) y
también actividades de almacenamiento y liberacion del sistema proFO, asi como de
citotoxicidad (Johansson et al., 2000). Se sabe que la funcion celular de los hemocitos
(tanto hialinos como granulares) puede ser activada por la presencia de lipopolisacaridos
(LPS) y los B-glucanos, comprobando su participacion en los mecanismos de defensa
(Barraco et al., 1991; Campa-Cordova et al., 2002% Duvic y Soderhill, 1990; Vargas-
Albores et al., 1993; Vargas-Albores et al., 1996; Vargas-Albores et al., 1997; Vargas-
Albores y Yepiz-Plascencia, 2000).



El nimero de hemocitos puede variar y disminuir dramaticamente durante una
infeccion, de forma que nuevos hemocitos requieren producirse y liberarse de los tejidos
hematopoyéticos (Soderhéll et al., 2003). La hematopoyesis es un proceso que consiste en
la diferenciacion de células madre para producir linfoides especificas. Este proceso ha sido
estudiado ampliamente en los vertebrados sin embargo, en los invertebrados todavia no se
conoce completamente (Soderhéll et al., 2003). No obstante se sabe que el nimero de
hemocitos puede variar de acuerdo con la infeccion, el estrés ambiental, y la actividad

endocrina durante el ciclo de muda (Gomez-Jiménez, 2000; Johansson et al., 2000).
2.1.2 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Se sabe que los hemocitos responden a diferentes estimulos, liberando radicales
libres (Holmblad y Soderhill, 1999), los cuales son definidos como moléculas que
presentan electrones no apareados en su orbita externa, son generalmente inestables y
altamente reactivos (Fang ef al., 2002). Dentro de estos radicales libres se encuentran tanto
las especies reactivas de oxigeno (EROs), como los 6xidos de nitrogeno (Arumugam et al.,
2000; Gourdon et al., 2001; Nappi et al., 2000; Toreilles y Guérin, 1999; Weiske y
Weisner, 1999). Dentro de las EROs se agrupan los iones radicales superoxido (O%5),
peroxido de hidrogeno (H,O,) y radicales hidroxilo (OH'), estas especies reactivas son
formadas durante el metabolismo oxidativo celular (Fukuhara et al., 2002). Tanto las EROs
como las especies reactivas de nitrogeno son utilizadas en la destruccion de material
extraiio (Homblad y Soderhill, 1999; Mufoz et al., 2000; Campa-Cordova et al., 2002b;
Winston et al., 1996).

Las especies reactivas de nitrogeno agrupan un gran nimero de compuestos sin
embargo, el oxido nitrico (NO) es uno de los mas importantes, ya que a partir de éste son
producidas muchas de las especies reactivas de nitrogeno. El NO fue inicialmente
considerado como un componente del sistema inmune innato en vertebrados, ya que actaa

como agente activo contra infecciones (Kroncke et al., 2001). Actualmente se sabe que es



una molécula distribuida en casi todo el reino animal y que se utiliza en general en la
regulacion del tono vascular, en la sefializacion en el cerebro, en los procesos inflamatorios,
asi como en la eliminacion de patdogenos como una respuesta inmune no especifica (Van
der Vliet et al., 1997; Weiske y Weisner, 1999). El NO es generado por muchos tipos
celulares en una gran variedad de tejidos, en los vertebrados se sabe que actlia como un
agente relajante, como neurotransmisor y, como una molécula efectora del sistema inmune
actuando como agente toxico contra organismos patdgenos (Coleman, 2001). La
produccion del NO se da lugar en las células que participan en el sistema inmune de
vertebrados (Bodgan, 2001; Holan et al., 2001), asi como en células asociadas al mismo en
invertebrados (hemocitos), con una amplia presencia en diferentes grupos (Arumugam et

al., 2000).

El NO es una molécula biatdbmica simple, con propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas debidas a su pequefio tamafio molecular (30 Da). Esta molécula carece de carga
y tiene un solo electrén no apareado. Bajo condiciones atmosféricas el NO es un gas, pero
dentro de las células y los tejidos, se encuentra en forma de soluto. Su unico electrén no
apareado es el responsable de que éste sea reactivo quimicamente, lo que permite que
pueda difundirse facilmente en los fluidos corporales y en los tejidos, ya que puede cruzar
libremente las membranas celulares debido también a su tamafio y a su lipofilicidad
(Coleman, 2001; Kroncke et al., 2001). Aunque el NO tiene una estructura biatémica
simple, es capaz de reaccionar con otras moléculas para formar productos como:
NONOatos, S-nitrosotioles, peroxinitritos, nitritos, nitratos, los cuales son toxicos para los
organismos patdogenos (Bogdan, 2001; Coleman, 2001). A partir de estudios en
vertebrados se sabe que el NO en estado gaseoso es inhibidor de parasitos eucaridticos
(Leishmania major y Tripanosoma musculi), asi como de diversas especies bacterianas.
También puede directamente inhibir o inactivar enzimas asociadas al ciclo respiratorio y al
ciclo del 4cido citrico (ej. aconitasa). Por otro lado el NO y sus productos derivados tienen
la capacidad de deaminar nucleo6tidos, lo que provoca dafio en el DNA y mutaciones. Como

el peroxinitrito que puede generar sitios abasicos o ruptura de hebras, que el NO junto con



el H,O, pueden actuar sinérgicamente para matar organismos patdgenos causando ruptura

del DNA (Chakravortty y Hensel, 2003).

El NO como radical, puede reaccionar con O, y autooxidarse, propiedad que le
permite presentar una vida media que depende de su concentracion. Mientras mas alta sea
la concentracion de NO, la probabilidad de su reaccion con el oxigeno se incrementa
(Kroncke et al., 2001), produciendo consecuentemente: especies reactivas de nitrogeno con
la formula genérica de NO,. Dentro de algunas especies reactivas de nitrogeno podemos
encontrar: NOz, NO;, NO3’, N2Os, N»Oq, S-nitrosotioles (S-NO), peroxinitrito (ONOO) y
complejos nitrosil-metal (Bogdan, 2001; Tapiero et al., 2002; Van der Vliet et al., 1997).
Bajo condiciones gaseosas las especies reactivas de nitrdgeno mas representativas son
dioxido de nitrégeno (NO,), tridxido de dinitrégeno (N,O3) y tetradxidos de trinitrogeno
(N204), pero en solucidon acuosa y en sistemas biologicos el N,O; es el producto mas

representado (Coleman, 2001).

Los radicales libres de nitrégeno son inestables y rdpidamente son hidrolizados y
excretados como nitritos (NO,"), pero esta reaccion es muy lenta para tener relevancia in vivo.
Sin embargo, en los sistemas vivos el NO™ puede reaccionar con proteinas, oxidandose y
rapidamente formando nitrato (NOj3"). E1 NO™ no es toxico por si solo, pero en combinacion
con aniones superoxido (O;), generados durante la fagocitosis, se produce el anion
peroxinitrito (ONOQO’), un compuesto labil y altamente toxico, el cual puede
descomponerse en especies reactivas con alto potencial oxidante, capaz de oxidar grupos
SH, lipidos, DNA, asi como causar nitracion de los residuos tirosina de las proteinas
(Arumugam et al., 2000; Chakravortty y Hensel, 2003). El ONOO", o su acido conjugado
ONOOH, reacciona con una gran variedad de moléculas formando nitritos, por lo que el
nitrito (NO,), es el mayor producto del metabolismo del NO’, y los incrementos en NO;”
han sido relacionados a la produccion de éste en el sistema inmune por células fagociticas
(Roch, 1999; Van der Vliet et al., 1997). En vertebrados niveles elevados de NO’; estan

asociados a enfermedades, y aunque el NO;" es el principal producto final del metabolismo



del NO', éste no se acumula in vivo, sino que es rapidamente oxidado a nitratos (NO3)

(Van der Vliet et al., 1997; Akaike y Maeda, 2000).

La biosintesis del NO involucra una oxidaciéon en dos pasos de L-arginina a L-
citrulina con la produccién subsiguiente del NO. La oxidacion de L-arginina es catalizada
por la enzima 6xido nitrico sintetasa: NOS (EC 1.14.13.39) (Abramson et al., 2001;
Luckhart y Lee, 2001; Weiske y Weisner, 1999; Gourdon et al., 2001). Por cada molécula
de L-arginina una molécula de NO es producida y el nitrogeno del NO es derivado del
grupo guanidino terminal de la cadena lateral de la L-arginina (Coleman, 2001). Esta
reaccion consume 1.5 mol de NADPH y 2 mol de oxigeno por mol de L-citrulina formada.
El mecanismo de reaccién involucra la hidroxilacion inicial de la L-arginina, dando la
formacién de la N°- hidroxil-L- arginina, la cual también puede ser sustrato de la NOS
(Andrew y Mayer, 1999). Por otro lado, la N hidroxil-L- arginina, puede ser oxidada a
citrulina + NO por un gran nimero de hemoproteinas (como las peroxidasas y el citocromo
P450), ademas de la NOS. Finalmente, la reaccion es seguida por la oxidacion del
intermediario, utilizando un solo electron de la NADPH para formar L-citrulina y NO.
Aunque este esquema representa la reaccion de la NOS, la enzima también es capaz de
catalizar la sintesis de productos adicionales como, O, dependiendo de las condiciones

(Andrew y Mayer, 1999).

En los vertebrados existen tres isoformas de la NOS: Las dos primeras son la NOS
calcio dependiente (nNOS, NOSI) y la NOS endotelial (eNOS, NOSIII). Ambas son
consideradas como constitutivas ya que las dos existen como proteinas expresadas
constitutivamente en la célula, y tanto la nNOS como la eNOS son reguladas
principalmente por flujos de Ca™ y su subsecuente unién con la calmodulina (Bogdan,
2001). La otra isoforma es la NOS inducible (iNOS, NOSII), la cual para ser producida
requiere de un inductor, aunque tiene la capacidad de expresarse constitutivamente bajo
ciertas circunstancias (Luckhart y Lee, 2001; Sengupta ef al., 2003). La iNOS se distingue
de la nNOS y de la eNOS ya que presenta actividad independiente del incremento del Ca™



y puede sintetizarse en grandes cantidades (Andrew y Mayer, 1999). Aunque las tres
isoformas catalizan la misma reaccion difieren con respecto a su regulacion, la amplitud y
duracion de la produccion de NO, asi como con su distribucion celular y tisular (Bogdan,
2001). La tres NOS funciona como un dimero el cual puede ser divido funcional y
estructuralmente en: la reductasa del extremo C-terminal, la cual requiere cofactores como
NADPH, FMN y FAD (similar a la citocromo reductasa P-450), y la oxigenasa del extremo
N-terminal, la que requiere cofactores como Fe, BHs. Ambos dimeros estan en contacto
con una calmodulina (CaM) y los tres tipos de NOS se caracterizan por presentar regiones

de alta homologia (Andrew y Mayer, 1999).

La actividad de la NOS ha sido demostrada en hemocitos de Viviparus ater (Roch,
1999), en diversos invertebrados como Drosophila melanogaster (Sengupta et al., 2003) y
D. teissieri (Nappi et al., 2000), Rhodnius prolixus, Anopheles stephensi, Bombyx mory,
Limulus polyphemus, Estigmene acarrea (Weiske y Weisner, 1999) y en el crusticeo
marino Procambarus clarkii (Zou et al., 2002). En otros invertebrados como Mytilus edulis
se ha encontrado una isoforma de NOS (cNOS) que es regulada por los niveles de calcio
intracelular dentro de los inmunocitos (Nieto-Fernandez et al., 1999). Por otro lado, se ha
demostrado que en los hemocitos de los bivalvos marinos, existe la generacion y liberacion
de NO cuando éstos son estimulados por esteres de forbol (PMA) y LPS. Tal es el caso de
Mytilus galloprovincialis en el cual se ha reportado la produccién del ONOO', asociada a
fagocitosis, asi como la produccion in vitro de NO, y NOs’, cuando los hemocitos son
incubados con PMA, laminarina, células de levadura muertas y zimozan (Arumugam et al.,

2000; Toreilles y Guérin, 1999; Gourdon et al., 2001).
2.1.3 Componentes humorales del sistema inmune.
La defensa humoral de los invertebrados es generalmente entendida como un

conjunto de factores plasmaticos, los cuales actian en contra de los microorganismos,

células extrafias y material abidtico. Estos factores incluyen naturalmente moléculas
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inducibles y bioactivas (las cuales aglutinan, precipitan o inactivan particulas no propias),
asi como aquellas que tienen propiedades bactericidas, liticas o bacterioestaticas (Smith y

Chisholm, 1992).

Aunque los invertebrados no presentan inmunoglobulinas, dentro de la respuesta
humoral se encuentran componentes de reconocimiento que son parte del sistema de
defensa. Estos componentes de reconocimiento se identifican como proteinas, que se unen
y permiten la aglutinacion de componentes extrafios. En crusticeos esta actividad de
reconocimiento ha sido reconocida en Pacifastacus leniusculus (Duvic y Soderhill, 1990,
Lee et al., 2000), Astacus astacus, Procambarus clarkii (Duvic y Soderhill, 1993), P.
monodon (Sritunyalucksana et al., 1999; Sritunyalucksana et al., 2002), Carcinus maenas
(Thornqvist et al., 1994), Liocarcinus depurator (Hammond y Smith, 2002), y
Farfantepenaeus californiensis (Vargas-Albores et al., 1993, Vargas-Albores et al., 1996,
Vargas-Albores et al., 1997, Vargas-Albores y Yepiz-Plascencia, 2000).

Dentro del sistema inmune de reconocimiento de los crusticeos encontramos
proteinas tales como, la proteina de wuniéon a los lipopolisacaridos (LPS-BP,
lipopolysaccharide binding protein), la proteina de uniéon a los B-glucanos (BGBP, [-
glucan binding protein) y las proteinas de union a los peptidoglicanos. Estas proteinas
activan la defensa celular, después de una reaccion con el ligando. La LPS-BP es una
proteina capaz de formar complejos con los componentes de la pared celular de bacterias
Gram negativas, para estimular la respuesta inmune por parte de los hemocitos. Por su
parte La BGBP es una proteina que reconoce 1,3 B-glucanos y estimula a los hemocitos
para liberar el sistema proPO (Sritunyalucksana y Soderhdll, 2000). Esta ha sido
caracterizada en los decdpodos como P. californiensis (Vargas-Albores, 1996). Este tipo de
proteinas son importantes ya que, aunque los invertebrados no presentan inmunoglobulinas,
dichas proteinas son capaces de reconocer el material extrafio (Vargas-Albores y Yepiz-
Plascencia, 2000). Aunque la BGBP no es capaz de liberar y activar el sistema proFO per

se, el complejo proteina-glucano puede reaccionar con los hemocitos, incrementando el



11

efecto de los glucanos en el sistema proFO, de esta forma la BGBP sdlo es capaz de activar
las funciones celulares después de reaccionar con los B-glucanos (Vargas-Albores et al.,

1997).

Los péptidos antimicrobianos son otro componente humoral, que se encuentran
ampliamente distribuidos en mamiferos, aves, anfibios, insectos, plantas, y varios
microorganismos. Aunque estos péptidos presentan una gran diversidad, son comunmente
de caracteristicas catidnicas y anfifilicas, y la mayoria de ellos matan a las bacterias
permeabilizando sus membranas celulares (Papagianni, 2003). En camardn L. vannamei ha
encontrado la presencia de una familia de péptidos antimicrobianos, conocidos como
peneidinas demostrando que dichos péptidos tienen tanto actividad antibacterial para Gram
positivas, asi como actividad fungicida. Estos péptidos son liberados en la hemolinfa a
través de exocitosis por parte de los hemocitos, mediante la activacion microbiana (Bachere

et al., 2000; Destoumieux et al., 2000%; Detostoumieux et al., 2000b).

Dentro del sistema de defensa humoral también encontramos el sistema de
coagulacion de la hemolinfa. Que se da como una respuesta de defensa esencial ya que
previene la perdida de hemolinfa debida a heridas en el exoesqueleto y a la diseminacion de
las bacterias en todo el cuerpo (Montafio-Pérez et al., 1999). Hasta ahora se han descrito en
crustaceos dos tipos de mecanismos de coagulacion, uno de ellos observado en Tachypleus
tridentatus, el cual presenta una cascada de coagulacion derivada de los hemocitos. Y que
es activada por componentes microbianos, donde la proteina soluble de coagulacion
(coagulogeno) es convertida en un agregado insoluble (coagulina). El otro mecanismo de
coagulacion se origina por la actividad de una trasglutaminasa (TGasa), la cual ha sido
descrita para P. leniusculus, en donde la transglutaminasa, que es Ca™ dependiente
comienza a entrecruzar las moléculas de la proteina de coagulacion (PC) (Sritunyalucksana

y Séderhill, 2000).
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Otro factor humoral de adhesion celular es la peroxinectina, la cual presenta
actividad peroxidasa, y ya ha sido identificada y clonada en P. monodon (Sritunyalucksana
y Soderhill, 2000). Esta proteina es sintetizada por los hemocitos granulares en una forma
inactiva, liberdndose como respuesta a un estimulo. La actividad de la peroxinectina esta
relacionada con la activacion del sistema proFO asi mismo, presenta actividad de adhesion
celular, facilita la degranulacion, promueve la actividad de encapsulacion, y presenta

actividad de tipo opsonica y de peroxidasa (Sritunyalucksana y Séderhéll, 2000).

Otros componentes de la respuesta humoral incluyen agentes liticos, como lisozima
y péptidos antimicrobianos (Smith y Chisholm, 1992). La lisozima (E.C. 3.2.1.17) ha sido
descrita como un componente del sistema inmune innato en los crustaceos, funcionando
como una proteina antibacterial. La lisozima es cominmente incluida en la familia de los
péptidos antibacterianos, por su bajo peso molecular y su efecto bacteriolitico. Su actividad
se basa en la hidrolisis del enlace glicosidico B-1-4 de los peptidoglicanos, los cuales se
encuentran en la pared celular de las bacterias. La lisozima actualmente ha sido identificada
y clonada en los camarones L. vannamei (Sotelo-Mundo et al., 2003), P. monodon, L.

setiferus y ha sido caracterizada para Marsupenaeus japonicus (Hikima et al., 2003).

2.1.4 El sistema de la fenoloxidasa en camaron.

Las fenoloxidasas representan el mayor grupo de enzimas involucrado en
actividades metabolicas secundarias, comiinmente asociadas a la produccion de melaninas
y otros pigmentos. Usualmente la reaccién de polimerizacion que estas enzimas realizan,
se relaciona con cambios en las propiedades de las paredes celulares, interacciones
celulares, remocion y detoxificacion de ciertos metabolitos secundarios, asi como con su
participacion en la inmunidad (Griffith, 1994). El término genérico de fenoloxidasa,
fenolasa o polifenol oxidasas sirve para describir aquellas enzimas que catalizan la
oxidacion de compuestos aromaticos, via oxigeno molecular. Dada la complejidad y la

diversidad de estas rutas metabolicas en la naturaleza, no es sorprendente la gran cantidad
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de substratos usados por estas enzimas, lo que provoca confusiéon en su terminologia

(Whitaker, 1994).

La fenoloxidasa o polifenol oxidasa (1,2-benzenediol: oxigeno oxido-reductasa, EC.
1.14.18.1) también es conocida como tirosinasa, polifenolasa, fenolasa, catecoloxidasa,
cresolasa o catecolasa. El término tirosinasa es comunmente aplicado en los mamiferos, ya
que tiene una alta especificidad por tirosina y por el substrato dihidroxifenilalanina 6 L-
DOPA (Whitaker, 1994). En el caso de los crustaceos esta enzima es conocida solo como
fenoloxidasa ¢ FO (1,2-benzenediol: oxigeno oxidoreductasa; EC. 1.14.18.1). Esta
participa activamente en el sistema inmune de los crustaceos y otros invertebrados llevando

a cabo el proceso de la melanizacion (Johansson y Soderhéll, 1989).

El proceso de melanizacion en el cual la FO se ve involucrada consiste de una
compleja cascada enzimatica, que involucra la activacion del zimégeno de la FO, la pro-
fenoloxidasa (proFO) para convertirla en su forma activa, que bajo estas condiciones
cataliza la oxidacion de fenoles a quinonas, que pueden polimerizarse de forma no
enzimatica para formar melanina (Hernandez-Lopez et al., 1996). La enzima tiene
propiedades antimicrobianas (Jeongmok et al., 2000) y se encuentra localizada
principalmente dentro de los hemocitos granulares, aunque recientemente Hernandez-
Lopez et al., (2003) reportan haber encontrado que la FO se encuentra predominantemente
en el plasma de algunos crustaceos (como Panulirus interruptus). El sistema proFO puede
ser especificamente activado por f-1,3-glucanos, paredes celulares bacterianas,
lipopolisacaridos, ¢ in vitro por SDS (Nellaiappan y Sugumaran, 1996), urea, etanol y

tripsina bovina comercial (Hernandez-Lopez et al., 1996).

Para que la proFO pueda ser activada se requiere que la enzima activadora de la
proFO 6 PPAE (una serin proteasa tipo tripsina) corte el péptido de activacion en presencia
de Ca™ (Ashida y Soderhéll, 1989, Cardenas y Dankert, 1997, Gollas-Galvan, 1997), ya

que este i6n es requerido para la conversion de la PPAE en una proteinasa capaz de
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transformar a la proFO en FO activa, produciendo un péptido de 7kDa, mediante hidrolisis
(Gollas-Galvan, 1998). Se sabe que ciertos iones como el Ca™ juegan un papel importante
en la activacion del sistema de la proFO sin embargo, se ha demostrado en F.
californiensis que el Ca™ no es directamente requerido para la actividad de la FO (Gollas-
Galvan et al., 1997). Lo que implica que alguna proteina activadora enddgena del sistema
de la proFO puede estar participando junto con el calcio para incrementar dicha activacion,
hasta llegar a un nivel de saturacion. Ademas del calcio se ha reportado que la actividad de
FO se puede incrementar por la concentracion de Mg asi como por otros iones, aunque se
necesitan mas estudios para conocer cudl es el papel de éstos en el sistema proPO (Gollas-

Galvan et al., 1997, Perazzolo y Barranco, 1997).

La FO y la proFO han sido aisladas en muchos crusticeos e insectos, incluso en
algunos casos se tiene la secuencia del cDNA. En general dentro de los crustaceos, la masa
molecular de la proFO esta dentro del rango de 76.1 kDa a 114kDa en diferentes especies
de peneidos (Gollas-Galvan et al., 1999; Sritunyalucksana y Soderhill, 2000). Algunos
autores reportan que existen especies de insectos en donde el peso molecular de la FO
puede variar de 250 kDa en Heliothis virescens a 73 kDa en Allogramus auricollis, tal
variacion en los pesos moleculares al parecer esta dada por la capacidad de la FO de
aglutinarse y formar desde mondmeros hasta hexdmeros (Gollas-Galvan et al., 1999;

Jaenicke y Decker, 2002).

Debido a que la proFO es un zimogeno, a partir de estudios de cDNA y purificacion
de proteina, se ha podido encontrar y deducir que existe una gran similitud entre las
diferentes secuencias de la proFO (Joengmok et al., 2000). En la proFO de camaro6n café
(F. californiensis) obtenida a partir de hemocitos, se presenta una secuencia de 3003 bp, la
cual contiene un marco abierto de lectura de 2121 bp que codifican para un polipéptido
putativo de 688 aa con una masa molecular de 78.7 kDa. Esta masa molecular es diferente
de la encontrada para P. monodon (78.7 kDa), lo cual sugiere que la proFO sufre de

modificaciones post-traduccionales (Sritunyalucksana y Soderhill, 2000). Por su parte la
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PPAE, ha sido purificada de varios artropodos como Manduca sexta, Bombyx mori,
Drosophila sp. (Chosa et al., 1997). En el caso de la activacion de la proFO se ha
observado que puede ser activada por algunas proteinasas comerciales como tripsina

(Holmblad y S6derhill, 1999; Sritunyalucksana y Soderhll, 2000).

La FO no soélo participa en los procesos de defensa del organismo, contribuye en
forma importante en el proceso de la esclerotizacion, en donde su funcion es oxidar
difenoles para formar las quinonas correspondientes, éstas reaccionan con las cadenas
laterales de las moléculas proteicas, uniéndolas y endureciéndolas, lo que ayuda a la
formacion de la cuticula. De manera que esta enzima participa activamente en el proceso
de ecdisis o muda, en donde los niveles de FO se encuentran elevados en la etapa de
premuda temprana y los mas bajos en organismos recién mudados o en estado de post-
muda (Joengmok et al., 2000). Por su parte Cheng et al. (2003)" y Liu et al. (2004)
encontraron que los niveles mas altos de FO, se encuentran en organismos en intermuda,
por lo que se requieren mas estudios para determinar cémo y bajo qué condiciones la FO

opera durante el proceso de ecdisis.

Es importante tener en cuenta que el sistema de proFO es afectado no so6lo por los
cambios intrinsecos del individuo (condiciones internas como esclerotizacion), sino
también por cambios en los factores ambientales y biologicos (patogenos). Algunos
estudios en crustdceos muestran cémo algunos parametros ambientales, tales como
temperatura (Pascual ef al., 2003), pH, condiciones bajas de oxigeno (Le Mullac y Haffner,
2000; Cheng et al. 2002%), asi como estrés por aclimatacion (Sanchez et al., 2001), pueden
alterar los mecanismos reguladores del sistema proFO. Debido a que el medio ambiente se
encuentra en constante cambio, el organismo requiere de un sistema inmunitario que se
encuentre regulado ante la presencia de cualquier cambio en el ambiente (biologico o
netamente ambiental). Como respuesta a esta presion, el sistema de la proFO integra
moléculas que son capaces de reconocer al material extrafo, sefiales que permiten la

induccién de produccion y/o liberacion de compuestos que eliminen dicho agente, asi como
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procesos de regulacion y coordinacion para su buen funcionamiento (Homblad y Séderhéll,

1999).

2.1.5 Regulacion del sistema de la proFenoloxidasa.

Dentro de los moduladores de la funcion humoral se encuentran ciertas proteinas
inhibitorias de la actividad proteolitica, que pueden existir en el plasma o en los granulos
que presentan los hemocitos. Algunos de los inhibidores que se han encontrado en
hemolinfa de artropodos son los de serin-proteasas tipo Kazal, Kunitz, serpina y a2-
macroglobulina. Aunque estos inhibidores son de diferentes familias, presentan diferencias
en su secuencia de aminoacidos y en su conformacion no obstante, todos tienen la
caracteristica de presentar puentes disulfuro multiples cuya presencia les confiere cierta
rigidez, que les ayuda a retener el centro activo, el cual interacta con el sitio activo de las

proteasas, para una correcta inhibicion (Kanost, 1999).

En comparaciéon con los otros grupos de inhibidores, las a2-macroglobulinas, son
proteinas mucho mas grandes y tienen mecanismos inhibitorios diferentes. Por ejemplo,
cada subunidad de la a2M contiene una region expuesta (un tioester B-cisteinil-y-glutamil
intramolecular), que se encuentra localizada en una region protegida en la a2M. Dicha
region es susceptible a sufrir un corte proteolitico por actividad de proteasas (no sélo serin-
proteasas), lo cual favorece un cambio conformacional en la a2M, de forma que ésta atrapa
la proteasa en una cavidad formada por su estructura dimérica. En el caso de los
invertebrados, este cambio de conformacion permite la formacion de un enlace covalente
entre la region tiol-ester de la a2M y la cadena lateral de la lisina de la proteasa, lo que da

como resultado una inhibicidn irreversible (Ramos et al., 1997; Yigzaw et al., 2001).

En general, la funcion de las proteasas de muchos patdgenos es ayudar a penetrar la
cuticula del artrépodo hospedero. Algunos de los inhibidores de proteasas presentes en el
organismo sirven para defender al hospedero de la accion hidrolitica de dichas enzimas.

Pero también los inhibidores como la a2M tienen un papel importante en la regulacion de
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ciertas proteasas intrinsecas del hospedero, en donde la funcion de estas proteasas es
favorecer el proceso de coagulacion (Amstrong et al., 1996) y la activacion de ciertos
zimogenos, como el zimogeno de la FO. Se sabe que la a2M, tiene un papel regulador en la
activacion de la proFO, mediante la inhibicion de la PPAE, este proceso inhibitorio es muy
importante para la modulacion de la respuesta inmune innata en los invertebrados (Kanost,
1999). La actividad de la a2M y su purificacion ya ha sido descrita para L. vannamei, se
cree que su actividad esta relacionada con la regulacion del sistema proPO en camaron

(Gollas-Gélvan et al., 2003).

2.2 Efecto de las condiciones ambientales en el sistema inmune.

Bajo condiciones naturales en el océano, las variables ambientales son
generalmente estables (ej. la salinidad, pH, y oxigeno) sin embargo, en condiciones de
cultivo existe un incremento natural de oxigeno durante el dia dado principalmente por la
fotosintesis (del fitoplancton y las macréfitas), mientras que en la noche existe un
incremento en la respiracion, lo que disminuye la concentracion de oxigeno disuelto y
provoca la generacion de ambientes hipdxicos tanto en la columna de agua como en el
fondo del estanque (Cheng ef al., 2002%; Cheng et al., 2003%). La hipoxia se define cuando
se tienen niveles de oxigeno disueltos menores a 2.8 mg O,/mL (equivalente a 2 mL O/l 6
91.4 mM) (Wu, 2002). Tales ambientes causan estrés en los organismos, definiendo estrés
como cualquier evento que provoque un riesgo en la integridad fisiologica de un organismo
(Greenberg et al., 2002), en donde para que ocurra se requiere de un estimulo (estresor),
que pone en alerta al organismo (percepcion del estrés), el cual activa los sistemas

metabolicos para iniciar la respuesta a dicho estrés (Dhabhar, 2002).

Bajo condiciones aerdbicas, los organismos pueden utilizar los lipidos, proteinas, y
carbohidratos como combustibles para la obtencion de energia. No obstante, bajo
condiciones bajas de oxigeno, los carbohidratos se convierten en el primer sustrato y son
utilizados a través del metabolismo anaerdbico para producir ATP (Larade y Storey, 2002),

bajo dichas condiciones hipoxicas la fosforilacion oxidativa se ve modificada, afectando la
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respiracion mitocondrial y el poder REDOX del transporte de electrones, lo que finalmente
afecta el metabolismo aerdbico (Gnaiger, 2001). Es durante estas bajas condiciones de
oxigeno se induce un paro metabolico aerdbico, es decir que el ATP producido a través de
la fosforilacion oxidativa se ve reducido por la falta de oxigeno molecular. Durante el
proceso de la fosforilacion oxidativa en condiciones ricas en oxigeno la F;Fo-ATPasa
(mitocondrial) es la principal enzima que produce ATP en las células animales sin
embargo, esta enzima tiene actividad reversible, bajo condiciones de hipoxia y anoxia esta
enzima consume ATP en vez de generarlo, debido una modificacion en el flujo de protones
(H"). Bajo condiciones bajas de oxigeno, la difusion de éste a la mitocondria se reduce, por
lo que las células estan limitadas al ATP disponible por la glucolisis. A causa de esto todos
los procesos que consumen ATP son reducidos para mantener el balance entre el
suplemento de energia y la demanda de ésta. En algunos organismos marinos se sabe que
los genes de la sintesis de proteinas se regulan hacia abajo, y que aquellos que participan en
la produccion del ATP via glicolisis y gluconeogénesis son regulados hacia arriba,
suprimiendo el crecimiento celular y canalizando la energia a procesos metabdlicos

esenciales (Wu, 2002; Boutilier y Pierre, 2000).

Por tal razon, la generacion de ATP derivada de la fosforilacion oxidativa se ve
disminuida, en tanto que la demanda celular de ATP permanece constante, lo que genera un
déficit energético. Bajo estas condiciones las células recurren a la ruta metabolica
anaerdbica para la generacion de ATP (efecto Pasteur) sin embargo, debido a que este
proceso propicia la acumulacion de productos fermentables y otros de naturaleza toxica la
produccion del metabolismo anaerobio del ATP sélo se mantiene temporalmente (Boutilier
y Pierre, 2000). En los camarones al igual que otros organismos, se ha demostrado que bajo
condiciones de hipoxia la concentracién de lactato se ve incrementada como un reflejo de
la ruta anaerobia de produccion de ATP (Hervant ef al., 1999). El lactato es producto de la
deshidrogenacion del piruvato (generado durante la glucolisis), en general este se acumula
en musculo, como una forma quimicamente estable dentro del organismo (Zou et al.,

1996).
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Por lo general, la hipoxia impide un desarrollo fisioldgico normal en los crustaceos,
ya que reduce la frecuencia de muda, retarda el crecimiento y causa mortalidad (Cheng et
al., 2003"). Los organismos responden a la hipoxia de formas diferentes ya respuestas de
tipo fisioldgico 6 también conductual sin embargo, se ha demostrado que ambas dependen
del estado fisiologico de los organismos, asi como de otras variables ambientales, tales
como pH, salinidad y temperatura (Rosas et al., 1999; Wu et al., 2002). Se piensa que la
respuesta de los organismos ante bajas condiciones de oxigeno esta asociada a la presencia
de un sensor de oxigeno. En Artemia franciscana se ha identificado un sensor molecular de
niveles ambientales de oxigeno dentro de la mitocondria, donde la sefal generada regula la
demanda de energia y las rutas metabdlicas implicadas en la necesidad de energia (sintesis
y degradacion proteica, sintesis de glucosa, sintesis de urea y mantenimiento de los
gradientes electroquimicos), lo que permite un balance energético en las células bajo

niveles de ATP muy bajos (Wu, 2002).

Aunque en algunos mamiferos se conocen ampliamente los efectos que tiene la
hipoxia en el metabolismo, incluso a nivel molecular, en los organismos marinos esta
respuesta es poco conocida. Por ejemplo, se sabe que algunos organismos marinos
sobreviven la hipoxia a través de la regulacion de genes relacionados con la sintesis de
proteinas, locomocion, metabolismo anaerobio, produccién de ATP y la gluconeogénesis
(Lutz y Prentice, 2002). Otras de las estrategias que presentan los organismos acuaticos al
encontrarse en ambientes hipoxicos es hacer mas eficiente la capacidad de difusion
branquial, mediante en el flujo de agua a través de las branquias, y/o un aumento en el
namero de lamelas branquiales (Wu, 2002). Asi como modificar el balance acido-base de la
hemolinfa para incrementar la capacidad de union de la hemocianina, la osmolalidad de la
hemolinfa y la concentracion de iones (Cheng et al., 2003°; McMahon, 20017). Larade y
Storey (2002) mencionan que los invertebrados marinos responden a la hipoxia con un
incremento en la cantidad de combustibles fermentables en los tejidos, para lo que recurren
a la producciéon de compuestos alternativos y acido lactico. También estos autores

mencionan que debido a la hipoxia, los organismos pueden presentar una disminucion en la
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tasa metabolica, con una reduccion en la utilizaciéon de ATP por los tejidos, junto con un
incremento en el catabolismo de los carbohidratos que lleva a compensar el incremento en

la demanda de ATP.

Se ha demostrado en los trabajos de LeMoullac ef al. (1998) y en los trabajos de
Cheng et al. (2002)", que bajo condiciones de déficit energético, provocado por hipoxia, la
respuesta inmune de los crustidceos se ve modificada en un periodo de 24 a 120 h. Es
importante mencionar que estos estudios se han centrado en el andlisis del efecto de la
hipoxia en niveles cronicos (24-120 h de exposicion) (Dhabhar, 2002). Sin embargo, falta
informacion que revele los efectos que provocan las condiciones de hipoxia aguda en el
sistema inmune, ya que la disminucién de oxigeno en el ambiente, es un proceso

relativamente rapido.

Se cree que las enfermedades causadas por el virus de la mancha blanca son
iniciadas o disparadas por cambios en la calidad del agua, incluyendo entre otras cosas,
dureza, temperatura, pH, oxigeno disuelto, altas concentraciones de amonio (Kautsky et
al.. 2000, Cheng y Chen, 2000°, Cheng y Chen, 2002), y salinidad (LeMoullac y Haffner,
2000). Por otro lado, se sabe que niveles bajos de oxigeno y condiciones altas en amonio en
estanques, junto con altas densidades, incrementan la sensibilidad de los camarones

peneidos a la vibriosis (Liu y Chen, 2004; Le Moullac ef al., 1998).

Al parecer existe una relacion entre las condiciones ambientales y las enfermedades,
no obstante, por su complejidad se requiere de mas informacion para establecer su
naturaleza. Se sabe que las alteraciones existentes en la calidad de agua (ej. presencia de
calcio y magnesio) pueden indirectamente incrementar el estrés de los organismos, y
disminuir su respuesta inmune (Abbot, 1994; Kautsky et al., 2000; Paez-Osuna et al. 2003;
Guzman y Ascencio, 2000). Asi mismo las fluctuaciones en las condiciones ambientales
(ej. temperatura, salinidad y oxigeno) tienen un efecto significativo en el estado inmune de
los organismos (LeMoullac y Haffner, 2000; Sanchez et al., 2001; Pascual et al., 2003),
como la cantidad de hemocitos presentes, la activaciéon de la proFO, los indices de

fagocitosis y liberacion de radicales libres de oxigeno (LeMoullac y Haffner, 2000).
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En crusticeos como Macrobranchium rosenbergii existen factores que reducen la
resistencia inmune a bajos niveles de oxigeno disuelto y estrés causado por presencia de
amonio en el ambiente (Cheng y Chen, 2002; Cheng et al., 2002%). También para esta
especie se ha demostrado que la temperatura, el pH y la salinidad tienen un efecto en los
conteos totales de hemocitos (CTH), asi como en la actividad de la fenoloxidasa (Cheng y
Chen, 2000°). En otros organismos como F. paulensis, se ha demostrado que los cambios
de salinidad y el manejo de los organismos provocan estrés fisioldgico reduciendo de forma
significativa la actividad de la FO y los conteos totales de los hemocitos (Perazzolo et al.,
2002). En L. setiferus se encontrdé que cambios en la temperatura del agua modifican la
cantidad de hemocitos y afectan al sistema de la FO (Pascual et al., 2003). Asi también se
ha demostrado en el abulon Haliotis diversicolor que existe un efecto negativo en el
sistema inmune, en especial cuando los niveles de oxigeno son bajos, con un aumento en la
susceptibilidad a Vibrio parahaemolyticus, cuando los niveles de oxigeno son bajos (Cheng
et al., 2004), también en Haliotis tuberculata se ha demostrado el efecto negativo que tiene

el estrés por salinidad y manejo en la inmunidad de este organismo (Malham et al., 2003).
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3. Justificacion

La industria camaronera tiene una gran importancia econémica en nuestro pais. Sin
embargo, enfrenta graves problemas debido a la aparicion de enfermedades en los
camarones cultivados. Aunque el camardn cuenta con un sistema de defensa que elimina
eficientemente a los patdgenos, este sistema puede ser afectado por distintas variables

bioldgicas, quimicas y ambientales.

Uno de los problemas mas comunes en el cultivo de camaron es la disminucion de
oxigeno (hipoxia) que produce en los sistemas de cultivo, provocando estrés en los
camarones. Este estrés puede generar mayor susceptibilidad de los organismos a sufrir
ataques de patdgenos. No obstante, no se conoce como la hipoxia puede modificar la
actividad de los componentes asociados al sistema inmune de camaron, ya que los estudios
realizados hasta ahora sobre el efecto que tiene la hipoxia en la respuesta inmune de los
crustaceos difiere a lo que ocurre realmente en un sistema de cultivo (disminucién gradual

en la concentracion de oxigeno disuelto en pocas horas).

Por estas razones es importante estudiar como bajo condiciones de hipoxia aguda
semejantes a lo que ocurre en un sistema de cultivo, se modulan algunos de los
componentes principales del sistema inmune. Con este trabajo se busca contribuir al
conocimiento de la modulacion del sistema inmune en condiciones hipdxicas para poder
desarrollar metodologias de cultivo que permitan mantener a los organismos en buen estado

de salud.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Conocer los niveles de actividad de componentes del sistema o funciéon inmune
(ProFO, FO, a2-macroglobulina, conteos totales de hemocitos, NO sintasa y lisozima) bajo
condiciones de saturacion de oxigeno, y su variacion bajo diferentes grados de hipoxia

(condiciones oxigénicas por abajo del nivel de saturacion de oxigeno).

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar si los diferentes grados de hipoxia afectan algunas variables del

metabolismo (niveles de lactato, glucosa, proteina y colesterol) del camaro6n blanco.

2. Determinar la influencia de la hipoxia en algunos de los componentes del sistema
inmune humoral (FO, proFO, a2M, lizosima) y celular (nimero total de hemocitos)

en el camar6n blanco.

3. Evaluar la influencia de la hipoxia en la produccién de especies reactivas de

nitrogeno (nitratos y nitritos) como reflejo de la actividad de la NOS.
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5. Hipotesis
5.1 Hipotesis General

Los componentes del sistema inmune humoral y celular, asi como los del
metabolismo energético se alteran en condiciones hipéxicas dependiendo del nivel de
oxigeno en el medio, asi como de la duracion del periodo de exposicion.

5.2 Hipotesis especificas

Los niveles de lactato y glucosa se ven modificados bajo condiciones de hipoxia en

el camardn blanco, indicando un paro metabolico aerdbico.

Los componentes del sistema inmune humoral (FO, proFO, alfa2-macroglobulina y

lizosima) del camaron blanco se ven afectados bajo condiciones de hipoxia.

Los niveles de los nitritos y nitratos en hemolinfa como expresion de la oxido

nitrico sintetasa del camardn blanco se ven afectados bajo condiciones de hipoxia.

El sistema inmune celular (conteo total de hemocitos) del camarén blanco se ven

afectados bajo condiciones de hipoxia.



25

6. Materiales y Métodos.
6.1 Experimento

Obtencion de organismos y aclimatacion

Se seleccionaron 200 organismos por tamafio (8.0 £ 2 g) y por estadio de muda
(Intermuda). Estos fueron capturados de un estanque de cultivo de camaron del CIBNOR,
Una vez capturados y seleccionados, estos fueron trasladados en cubetas de 40 L con agua

rica en oxigeno (<6 mg O,/mL) al laboratorio de Bioensayos del CIBNOR.

Una vez en el laboratorio, se colocaron en tinas de 800 L bajo las mismas
condiciones fisicoquimicas (tanto de oxigeno disuelto, como de temperatura y pH) del
estanque de cultivo del cual fueron capturados. Los organismos fueron monitoreados
durante un periodo de 24 h, para verificar su estado en general. Todos aquellos que
murieron durante el traslado fueron reemplazados al dia siguiente, hasta completar 200

organismos.

Las tinas de aclimatacion fueron previamente forradas de plastico negro y
recubiertas por una malla negra para evitar el estrés de los organismos. Las condiciones
ambientales establecidas fueron 12h luz: 12 h oscuridad, 28° C, pH 8 y salinidad 35+3 %o.
Durante la aclimatacion, se realizo un recambio diario del 50% con agua marina filtrada
dos veces con un filtro de 4um y UV. Los organismos se alimentaron dos veces al dia (ad
libitum), con alimento comercial para camarén P.I.A.S.A (40% de proteina, 7% de grasa,
3% de fibra, 12 % de humedad maxima y 10% de ceniza. Basado en Harinas de pescado,
soya, trigo y aceite de pescado, enriquecido con vitamina A, vitamina D3, vitamina E,
vitamina K3, tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina, acido pantoténico, biotina, acido
folico, inositol, hierro, cobre, zinc, Mg, Se, Ca). Los organismos fueron mantenidos bajo

estas condiciones durante un periodo de 15 dias para su aclimatacion.
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Disefio Experimental

Se seleccionaron 100 camarones y se colocaron en una tina circular de 800 L, bajo
las condiciones de aclimatacion antes mencionadas, durante 24 h. 12 h antes del
experimento los organismos se dejaron de alimentar. Una vez finalizadas las 24 h se
muestrearon 10 organismos control (grupo C), para compararlos con los tratamientos de

ejercicio, normoxia e hipoxia.

Una vez muestreado el grupo control (grupo C). Los organismos fueron puestos
bajo un tratamiento de ejercicio en una tina circular durante 2 h. Esto se logro generando un
flujo de agua formando un circuito, y haciendo que los organismos realizaran un nado a
contracorriente (Fig.1 Anexo). Esto permitid6 asegurar la generacion de acidolactosis
(incremento en el acido lactico, como un indicador del metabolismo anaerobio) durante el
experimento en condiciones de hipoxia como se ha indicado en los trabajos de Moran
(2003) y Calderon (2004). Una vez terminado el periodo de ejercicio se tomd una muestra

de 10 organismos para evaluar el efecto por ejercicio (grupo E).

Al final del ejercicio, seis organismos fueron colocados en jaulas plasticas de 50cm
x 30cm (Fig. 2, Anexo), y se colocaron un total de seis jaulas por tanque (J1,J2,J3,J4,J5y
J6). De esta manera se tuvieron 36 organismos en los tanques de normoxia (N), de hipoxia
(H) y réplica del tanque de hipoxia (RH). En los tanques N y H se agregaron cuatro
organismos como testigos en el fondo del tanque sin enjaular, con el fin de determinar el

efecto provocado por las jaulas, teniendo un total de 40 organismos en cada tanque.

Las condiciones de temperatura y pH se estabilizaron antes de colocar las canastas
dentro de cada uno de los tanques. Para evitar la estratificacion del pH se utiliz6 una bomba
de recirculacién. El tanque N (tratamiento de normoxia) y el tanque control del agua (CA)
se mantuvo con aireacion constante, a diferencia de los tanques R y H, en donde no se les

aplico aireacion (Fig. 3, Anexo).



27

NORMOXIA HIPOXIA RHIPOXIA CONTROL AGUA

Tanque control
con aereacion

Tanque control

X Tanque sin aereacion y con Tanque sin aereacion y comn
con aereacion - N

cubierta plastica. cubierta plastica.

El tanque CA se mantuvo en condiciones de normoxia (nivel de saturacion de
oxigeno, salinidad y temperatura igual que el resto de los tanques) con el objetivo de
conocer la fluctuacion de las variables fisicoquimicas del agua. La hipoxia (tanques H y
RH) fue inducida mediante la respiracion de los organismos y la falta de aireacion dentro
de los tanques, como lo indica Moréan (2003). Para mantener estas condiciones de déficit de
oxigeno, los tanques fueron cubiertos con una pelicula pléstica para evitar intercambio
gaseoso entre el agua del tanque y el oxigeno de la atmoésfera (Fig. 3, Anexo). En esta
forma se obtuvo una curva descendente de la concentracion de oxigeno, producto de la
respiracion de los organismos dentro del tanque. El tanque de RH tinicamente sirvid para
determinar los niveles del acido lactico y la glucosa, asi como la supervivencia de los
organismos después del tratamiento. En el resto de los tanques (Normoxia e Hipoxia) se

midieron todas las variables inmunes reportadas en este trabajo.

Cuando los niveles de oxigeno en el tanque sin aireacion llegaron a los valores de
4,3,2,1,0.5y<0.5 mg O,/L en los tanques de hipoxia, se saco una jaula de cada tanque:
N, H y RH, repitiendo el proceso para cada nivel de concentracion de oxigeno, y
muestreando todos los camarones de cada canasta. Los datos de los pardmetros ambientales
como temperatura, pH y oxigeno disuelto fueron monitoreados y registrados cada 30
minutos en todos los tanques (N, H, RH y CA), tomando una muestra de agua marina cada
vez que se sacaba una canasta de los tanques H y RH. Las mediciones de oxigeno y
temperatura se realizaron con un oximetro de campo, y el pH con un potencidmetro, ambos

previamente calibrados.
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6.2 Analisis de Muestras Bioldgicas
6.2.1 Toma de Muestras
Extraccion de Hemolinfa

A cada camaron se le tom6 una muestra de hemolinfa con un volumen minimo de
300 pL, la cual se extrajo de la region ventral del camarén entre el ultimo par de
pereiopodos y el primer par de pledpodos. Para evitar la coagulacién de la muestra se
utilizd SIC-EDTA (450mM de NaCl, 10 mM de KCl, HEPES 10mM, 10 mM EDTA en
agua inyectable comercial, pH 7.3), en una relacion 1:3 de acuerdo a la técnica descrita por

Vargas-Albores (1993).

6.2.2 Analisis de Muestras
Determinacion de metabolitos en Plasma de Camaron.

Para la determinacion de glucosa en plasma de camarén se us6 el método descrito
en el kit comercial GOD-PAP (monotest) de Lakeside. El lactato se evalu6 usando el
método de lactato oxidasa de acuerdo al kit comercial LACTATE-PAP de Randox, para la
determinacion de colesterol en plasma de camaron se evalud por el método de CHOD-PAP
(monotest) de Lakeside. Para calcular la concentracion de lactato (Lac), glucosa (Glu) y

colesterol (Col), se us6 una curva con el estdndar correspondiente.

Cuantificacion de Proteina.
La cuantificacion de proteina se determind por el método de Bradford (1976),
utilizando una curva de BSA (Bovine SERUM Albumin, SIGMA) lo que permiti6 obtener

la concentracion de proteinas totales (mg/mL).

Actividad de Fenoloxidasa (FO).

La actividad de FO fue medida espectrofotométricamente de acuerdo con la
formaciéon de dopacromo a partir del sustrato L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), de
acuerdo con Lenonard ef al. (1985) y modificada para microplaca por Hernandez-Lopez, et

al., (1996). Para calcular la actividad de la fenoloxidasa se utilizé una curva de tirosinasa
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comercial de champifion (SIGMA), fue a partir de esta curva que se calcularon las unidades

de actividad de FO (abs/mg enzima/10 min).

Actividad de Fenoloxidasa Total (FO Tot).
La actividad de la fenoloxidasa total (FO Tot) se determindé de acuerdo con la
técnica adaptada a microplaca de Hernandez-Lépez, (2001). Para calcular la actividad de la

fenoloxidasa se utiliz6 una curva de tirosinasa comercial de champifion (SIGMA).

Actividad de la proFenoloxidasa (proFO).
Para conocer la cantidad de FO presente en la muestra como enzima inactiva
(proFO), se rest6 el valor de la actividad de la fenoloxidasa (FO) a la actividad total de la

fenoloxidasa (FO Tot), teniendo que proFO= FO Tot - FO.

Cuantificacion de la Actividad de la a2-Macroglobulina.

Para cuantificar la actividad de la a2-Macroglobulina se utilizo la técnica descrita
por Gollas-Galvan (2003). Para lo cual se colocaron 10uL de tripsina porcina comercial
(SIGMA) (Img/mL) en una microplaca y se agregaron 10 uL. de muestra, incubando por
10 min. Luego se adicionaron 10uL de SBTI (inhibidor de tripsina), con un tiempo de
incubacion de 10 min. Posteriormente se agregaron 250ul. de BAPNA (Na-Benzoyl-DL-
Arginin-p-Nitroanilide), (Img/mL disuelto en 100 uL. de DMSO y preparado en agua
inyectable). La muestra se incubd por con el BAPNA 10 min y se ley6 la absorbancia con
un filtro de 415 nm en un lector de microplaca. Como control negativo se agregaron todos
los reactivos excepto la muestra, y se les agregd agua en su lugar. En el caso del control
positivo se utilizd unicamente tripsina comercial sin inhibidor. Finalmente se calculd la
cantidad de tripsina atrapada por la proteinasa (a2M) con ayuda de una curva patrén de

diferentes concentraciones de tripsina comercial.
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Determinacion de Nitratos y Nitritos en Hemolinfa.
La determinacion de nitratos y nitritos se realizd de acuerdo a la micro-técnica
adaptada por Hernandez-Lopez y Vargas-Albores (en prensa), utilizando el reactivo de

Griess (SIGMA).

Actividad de Lizosima.

Se tomaron 600 pL de hemolinfa (Dilucién 1:3 Hemolinfa:Anticoagulante) y la
muestra fue centrifugada a 3600 g por 10 min, y se recuper6 el paquete celular, desechando
el plasma. A dicho paquete se le agregaron 500 pl. de agua inyectable para lisar los
hemocitos, y luego la solucion fue sonicada para incrementar la lisis, este lisado de
hemocitos se utiliz6 para determinar la actividad de lisozima. Para determinar la actividad
de lisozima se utilizd la técnica espectofotométrica de Shugar, (1952), para lo cual se
agregaron 490 pL de sustrato (solucion de Micrococcus Iluteus 0.2 mg/mL en buffer de
Fosfatos NaH,PO4/Na,HPO,, 0.05M, pH 6.8) en 20 pl de muestra en 490 pl de sustrato,
con un tiempo de incubacion de 10 min, finalmente la muestra se leyé a 450 nm en un
lector de microplaca al inicio y al final de la reaccion, utilizando lisozima de huevo
comercial (Img/mL) como control positivo. La actividad se calculdé como el cambio de
absorbancia por minuto por la cantidad de proteina en el lisado de hemocitos, al cual fue

calculada por el método de Bradford (1976) antes descrito.

Conteo de Hemocitos.

Para la el conteo total de hemocitos se utilizé la técnica utilizada por Hernandez-
Lopez (2001). S tomaron 10uL. de muestra (Solucion Hemolinfa:SIC EDTA) a la que se le
agregaron 90 ulL de formaldehido al 20% en solucion SIC-EDTA. Los hemocitos fueron

contados en una camara Newbauer, con la ayuda de un microscopio compuesto.
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6.3. Analisis de las Muestras de Agua.
Determinacion de Amonio en Agua
Para medir las concentraciones de amonio, se utilizo la técnica de Solérzano (1968)

modificada por Calderon (2004).

Determinacion de Urea en Agua
Las concentraciones de amonio se midieron utilizando la técnica de Koroleff
(1983), la cual se basa en la técnica de McCarthy (1970, en Koroleff, 1983) y que fue

modificada para microplaca por Calderon (2004).

Determinacion de Nitratos y Nitritos en Agua.
La determinacion de nitratos y nitritos se realizd de acuerdo a la micro-técnica
adaptada por Hernandez-Lopez y Vargas-Albores (en prensa), utilizando el reactivo de

Griess (SIGMA).

6.4 Analisis Estadisticos.

Todos los datos obtenidos para de los diferentes parametros obtenidos en este
estudio fueron sometidos a un andlisis exploratorio (pruebas de normalidad, y
homocedasticidad) para determinar el procedimiento estadistico a usar. Cuando los datos
cumplieron el principio de normalidad, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una
via. Todos los analisis estadisticos se realizaron al 95% de probabilidad (p=0.05) en el
programa Statistica 6.0. En los casos donde hubo diferencias significativas (p<0.05), la
prueba a posteriori que se utilizé fue la de Tukey (p=0.05). En algunos casos para comparar
los datos dentro de los tratamientos y entre éstos se realizaron pruebas ¢ de Student

(p<0.05). Todos los datos fueron graficados como media + error estandar.
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7. Resultados.

7.1 Comportamiento de los organismos durante el experimento.

Durante la aclimatacion los organismos mostraron una alta sobrevivencia (98%
aproximadamente), probablemente debido a las condiciones de oscuridad y la presencia de
refugios que se adaptaron con mallas para evitar el canibalismo, el cual se observd en
especial durante el proceso de muda. Asi mismo, es probable que la dieta seleccionada haya
sido una pieza clave para su mantenimiento, ya que en experimentos preliminares con una
dieta comercial con 35% de proteina (P.I.A.S.A) se obtuvo una menor sobrevivencia que la

obtenida al utilizar 40% de proteina.

Durante el periodo de ejercicio se observo en los experimentos preliminares, que
algunos camarones tendian a movilizarse hacia el centro de la tina, donde la corriente era
menor para evitar esto, se colocd un cilindro en el centro de la tina durante el proceso de
ejercicio como lo reporta Moran, (2003) de esta manera la mayoria de los organismos
estuvieron sujetos a este. Se sabe que cuando los organismos son sangrados para obtener la
hemolinfa, estos pueden moverse bruscamente, incrementando los niveles de acido lactico
por estrés de manejo. El estrés por sangrado se tratd de reducir con sujetando a los

organismos para evitar la flexion muscular durante este proceso.

Las jaulas que fueron muestreadas con los niveles de oxigeno menores a 1 mg/mL,
presentaron camarones con poco movimiento, y algunos con el musculo de color blanco, lo
que reflejo la cantidad de acido lactico. Cabe mencionar que en el tanque RH, los animales
fueron sangrados pero no fueron sacrificados, los cuales al ser trasladados a un tanque con
condiciones ricas en oxigeno, mostraron una sobrevivencia post-tratamiento del 97.1 %
demostrando la capacidad de recuperacion de los organismos posterior al evento de

hipoxia.
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7.2 Variables fisicoquimicas y Consumo de Oxigeno.

El oxigeno dentro de los tanques H y RH (Fig. 1) present6 un descenso constante
en la concentracion de este pardmetro, a causa de la respiracion de los organismos. En
ambos tanques se observo una disminucion acelerada en el nivel de oxigeno en las primeras
3 horas del experimento (1.33 mgO,/h) sin embargo, después de las 4 horas de exposicion
la concentracion de oxigeno disminuyd lentamente (0.2685 mgO,/h), hasta alcanzar un

nivel estable en la parte final del experimento (0.06 mgO,/h).

En el caso de los tanques N y CA el oxigeno se mantuvo entre 5 y 6 mg/L (Fig.1),
sin embargo, en el tanque N el nivel fue mas bajo (5.26 + 0.144 mgO,/L) que el anterior

(5.64 £0.838 mgO,/L) a causa de la respiracion de los organismos.
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Fig. 1. Niveles de oxigeno disuelto dentro de los tanques de exposicion (N, CA, H, RH) durante los experimentos.

El consumo de oxigeno de los animales en el tratamiento de hipoxia (Fig.2) se

modificoé al descender el nivel de oxigeno como tendencia general. Observando que el
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mayor consumo se presentd cuando el nivel de oxigeno fue mayor a 3 mg/L (0.863-0.946
mg/g/h). Una vez que el nivel de oxigeno se encontrd en el rango de 3 a 1mg/L, el consumo
de este empezo a disminuir (0.186-0.379 mg/g/h) no obstante, cuando el nivel de oxigeno
se encontrd en niveles por debajo de 0.5 mg/L, se registré el consumo de oxigeno mas bajo
(0.058 mg/g/h). En el caso del tanque de H, a diferencia del RH, el consumo disminuy6
dréasticamente debido a la presencia de los cuatro organismos libres en el fondo del tanque,
lo que produjo que el nivel de oxigeno en todos los casos fuera mas bajo que en el tanque

RH como se observa en la figura 2.
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Fig.2. Consumo de oxigeno en los tanques de hipoxia (H y RH).

En el caso del pH (7.87£0.175), salinidad (35 £ %o) y temperatura (29.92 +0.845
°C), no se observé ninguna modificacion importante durante el experimento en ninguno de
los tanques, permitiendo corroborar que la Unica variable modificada fue el nivel de
oxigeno. En el caso de la temperatura, se observd que se mantuvo en los tanques N, H y
RH, alrededor de 30.4 = 0.28 °C no obstante, en el tanque CA se registré con valores

relativamente mas bajos (28.56 £ 0.184 °C) que en el resto de los tanques.
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La concentracion de urea en del agua cuando se obtuvo el grupo control, fue menor
(52.44 ng/L) que cuando los camarones fueron sometidos a ejercicio (62.14 pg/L). Cabe
mencionar que la densidad de organismos presente en la tina de ejercicio, fue diferente a la
densidad mantenida en los tanques de normoxia e hipoxia, por lo que los niveles de urea

fueron mayores que los obtenidos en estos ultimos tratamientos (Tabla I, Anexo).

A pesar de la variacion observada en la concentracion de urea, tanto en el
tratamiento de hipoxia como en el de normoxia, se puede observar un incremento por
efecto de la hipoxia (Fig. 5), presentando un promedio de concentracion de urea de 13.35+
5.18 ug/L en dicho tratamiento, a diferencia del obtenido en normoxia donde el promedio
fue de 2.68 = 2.1 pg/L. Ya que el tanque CA (sin organismos) presentd una concentracion
de urea de 0 pg/L (Tabla I, Anexo), la concentracion de urea observada durante el

experimento se atribuye a la excrecion de los organismos.
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Fig.5. Concentraciéon de urea (ug/L) en los tanques N y H. Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en el
tratamiento de normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia niveles de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45y 0.32
mg/L respectivamente, en el caso de los libres en hipoxia el nivel fue de 0.3 mg/L.
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La concentraciéon de amonio también se incrementd cuando los camarones fueron
sometidos a ejercicio (3.540 mg/L) a diferencia de la obtenida cuando se muestreo el grupo
control (0.0779 mg/L) (Tabla I, Anexo), observando una tendencia similar a la presentada
por la urea. A pesar de esto, la concentracion de amonio en los tanques fue reducida por el
tratamiento de hipoxia (0.200 + 0.0717 mg/L) cuando la concentracion de oxigeno disuelto
en el agua fue menor a 1 mg/L (jaula 4). En comparacion con el tratamiento de normoxia
(0.354 + 0.042 mg/L), en donde el nivel de oxigeno se mantuvo por arriba de 5.0 mg/L
(Fig.6). En promedio la concentraciéon de amonio en el tratamiento de normoxia fue de
0.292 + 0.0813 mg/L y en el tratamiento de hipoxia fue de 0.197 £ 0.0811 mg/L, lo que
equivale a una reduccion del 32.25 % en la concentracion total de amonio, reflejada en la
excrecion de éste en el tanque H. Por su parte los niveles de amonio obtenidos en el

tanque CA (control de agua) fueron de 0.016 mg/L.
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Fig.6. Concentracion de amonio (mg/L) en los tanques N, H y CA. Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en el
tratamiento de normoxia niveles de oxigeno >5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45 y 0.32
respectivamente, en el caso de los libres en hipoxia el nivel fue de 0.3 mg/L.
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En el caso de los nitritos, los niveles se incrementaron durante el ejercicio (1.933
uM/L) a diferencia de los presentados por el grupo control (0.908 uM/L), y el tanque CA
0.4391 uM/L (Tabla I, Anexo). Tanto el tratamiento de hipoxia como el de normoxia
presentaron un patrén muy similar por lo que se asume que en ambos casos, la respuesta se
dio de forma independiente al nivel de oxigeno (Fig. 7). Sin embargo, en el caso del
tratamiento de normoxia, los niveles de nitritos después del periodo de ejercicio fueron
mayores (0.862 uM/L) al obtenido con el tratamiento de hipoxia (0.442 uM/L) (Tabla I,
Anexo). En los organismos libres, se observo un incremento en la excrecion de los nitritos
en ambos tratamientos, aunque en el caso del tratamiento de hipoxia (1.14 uM/L), los

niveles fueron superiores a aquellos presentados en el tratamiento de normoxia (0.67

uM/L).
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Fig. 7. Concentracion de nitritos (WM/L) en la tina de aclimatacion (grupo C), ejercicio (grupo E) y en los tanques N, CA y H. El grupo
C, E, las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno >5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93,
0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en el caso de los libres en hipoxia el nivel fue de 0.3 mg/L.
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La concentracion de los nitratos en el agua cuando se muestreo el grupo control fue
de cero (Tabla I, Anexo), incrementandose con el ejercicio a 0.36 uM/L. Por su parte el
control de agua presentd un nivel de nitratos de 0.01 uM/L. En el caso de los tratamientos
de hipoxia y normoxia, los niveles de nitratos fueron similares, en promedio de 0.045 +

0.071 uM/L y 0.041 + 0.0781 uM/L respectivamente (Fig. 8).
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Fig. 8. Concentracion de nitratos (uM/L) en la tina de aclimatacion (grupo C), ejercicio (grupo E) y en los tanques N, CA y H. El grupo
C, E, las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno >5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93,
0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en el caso de los libres en hipoxia el nivel fue de 0.3 mg/L.
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7.3 Variables Fisiologicas en Hemolinfa de Camaron.

Los resultados de las mediciones de acido lactico y glucosa en hemolinfa, indican
que el tratamiento de hipoxia en niveles de oxigeno menores a 0.5 mg/L inducen un
incremento en los niveles de ambas variables fisiologicas de forma significativa,
alcanzando sus niveles maximos en concentraciones de oxigeno menores a 0.32 mg/L, lo

que implica que a ese nivel de oxigeno se produjo el paro metabolico aerdbico.

7.3.1. Niveles de Acido Lactico en Hemolinfa.

El 4cido lactico en la hemolinfa present6 diferencias estadisticamente significativas
debidas a una disminucién en la concentracion de oxigeno en el tratamiento de hipoxia
(tanques H y RH), teniendo una F y una p de F (;570)=44.017, p=0.000 y de F
(3,67=22.326, p=0.00, respectivamente (Fig. 9 y 10). El acido lactico en el grupo control
(2.235+1.67 mg/dL), ejercicio (2.551£1.67 mg/dL) y en el tratamiento de normoxia
(4.174+1.3 mg/dL) donde el nivel de oxigeno se mantuvo arriba de 5.6 mgO,/L, no se vio

afectado significativamente (p>0.05) (Tabla II, Anexo).

En el tratamiento de hipoxia (tanques H y RH), se observd un incremento
estadisticamente significativo en el acido lactico conforme el nivel de oxigeno en los
tanques fue descendiendo (Fig. 9 y 10). Sin embargo, esto no ocurrié cuando el nivel de
oxigeno fue superior a 1 mg/L (Fig. 9 y 10). Observando que cuando el nivel de oxigeno
cayo por debajo de 1 mg/L en el agua (J4, J5, J6 y Libres) los niveles de acido lactico se
incrementan en los organismos en ambos tanques, teniendo un efecto estadisticamente
significativo (p=0.00) cuando la concentracion de oxigeno se encuentra por debajo de 0.5
mg/L (Fig. 9y 6), los niveles de 4cido lactico fueron de 32.043+2.64 mg/dL y 41.207+2.27
mg/dL en los organismos de la J6 de los tanques H y RH, respectivamente (Tabla II,

Anexo).
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Fig. 9. Nivel de acido lactico (mg/dL) en hemolinfa en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de normoxia
(tanque N) e hipoxia (tanque H). Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno >5 mg/L y en el caso de
Hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en el caso de los libres en hipoxia el nivel fue de 0.3 mg/L. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

50

—@— Normoxia
—@— RHipoxia

40

30

Lactato (mg/dL)

20 A

10 4

C E J1 J2 J3 J4 J5 J6

Tratamiento

Fig. 10. Nivel de acido lactico (mg/dL) en hemolinfa en grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de normoxia
(tanque N) e hipoxia (tanque RH). Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en Normoxia niveles de oxigeno >5 mg/L y en el caso
de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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En los organismos libres presentes en el tanque H, se observé el maximo nivel de
acido lactico registrado en todo el experimento (74.45 + 3.05 mg/dL) cuando el nivel de
oxigeno fue de 0.3 mg/L (Fig. 9), a diferencia de los organismos enjaulados del mismo
tanque cuando el nivel de oxigeno fue de 0.32 mg/L (J6), ya que los organismos libres
presentaron movimiento durante el curso del experimento (Tabla II, Anexo). No obstante,
al no haber organismos libres en el tanque RH el maximo nivel de acido lactico registrado
fue de 41.20 mg/dL en los organismos de la J6 (Tabla II, Anexo) cuando el nivel de
oxigeno fue de 0.32 mg/L. Cabe notar que el nivel de acido lactico en los organismos de la
J1 del tanque H y RH (nivel de oxigeno de 3.72 y 3.78 mg/L respectivamente) fue mayor al
presentado por los organismos de la J1 del tanque N donde el nivel de oxigeno fue de 5.64
mg/L. Teniendo que el nivel de &cido lactico se incrementd de 1.87+£2.36 mg/dL en el
tanque N, a 22.92+2.36 mg/dL y 15.681+2.03 mg/dL en los tanques H y RH
respectivamente, debido a un efecto post-ejercicio que se present6 solo en el tratamiento de

hipoxia (Fig. 9y 10).

7.3.2. Niveles de Glucosa en Hemolinfa.

Los niveles de glucosa en la hemolinfa, presentaron una tendencia similar a la
presentada por el acido lactico, observando un efecto significativo provocado por la
disminucién en la concentracion de oxigeno en los dos tanques de hipoxia (H y RH), con
una F y una p de, F (1577)= 36.638, p=0.000 y F (13 67=13.515, p=0.00 respectivamente (Fig.
11y 12). En ambos tanques, el nivel de glucosa en el grupo control (11.813+1.44 mg/dL),
ejercicio (17.913+1.52 mg/dL) y en el tratamiento de normoxia (organismos de la J2-
Libres) no se modifico de forma estadisticamente significativa (p>0.05) presentando un
maximo de 18.24+1.86 mg/dL en los organismos de la J2 y un minimo en el grupo control

(C) (Tabla II, Anexo).

Los tinicos organismos que presentaron diferencias significativas en el tratamiento

de normoxia, fueron los de la J1 donde se observd un incremento importante (29.88+1.86
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mg/dL), en comparacion con los grupos C, E, J2 —J6 y Libres en el mismo tratamiento.
Incluso este grupo de organismos presentd un nivel de glucosa mas alto que el obtenido en
por los organismos de la J1 de los tanques H y RH (23.6+2.27 mg/dL y 25.9+2 mg/dL,
respectivamente), pero sin presentar diferencias estadisticas significativas (Fig.11 y 12). No
obstante, esta tendencia de incremento en los niveles de glucosa post-ejercicio en los

organismos de la J1 se present6 en todos los tanques (N, Hy RH).

En el tratamiento de hipoxia conforme el oxigeno disminuyd se observo un
incremento significativo en los niveles de glucosa en la hemolinfa, en los tanques H y RH.
En el tanque H cuando la concentracion de oxigeno fue superior a 1 mg/L la concentracion
de glucosa en la hemolinfa no se vié modificada, pero cuando el oxigeno fue menor a 0.5
mgO,/L (J5) se observo un incremento estadisticamente significativo (Fig. 11). A partir de
este nivel (<0.5 mgO,/L) en el mismo tanque se observaron niveles de glucosa de
33.13+1.86 mg/dL (J5), los cuales se incrementaron cuando el oxigeno disminuyd (0.32
mg/dL) llegando a 40.97+1.7 mg/dL de glucosa (en los organismos de la J6). No obstante,
el maximo nivel de glucosa se observd en los organismos libres (57.68+2.2 mg/dL) con
condiciones de oxigeno de 0.3 mg/L (Fig. 7). Lo que demuestra que existen diferencias en
la concentracion de glucosa en la hemolinfa debidas al nivel de oxigeno, asi como por
efecto del movimiento que los organismos libres presentaron, ya que a pesar de encontrarse
en condiciones de oxigeno muy similares (libres y los de la J6) la concentracion de glucosa

fue diferente.

Sin embargo, en el caso del tanque RH los niveles de glucosa maximos fueron
registrados en los organismos de la J6 cuando el nivel de oxigeno fue de 0.32 mg/L con una
concentracion de glucosa fue de 38.232+2.04 mg/dL (Fig. 12), debido a que en este tanque

no se mantuvieron organismos libres a comparacion del tanque H.
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Fig. 11. Nivel de glucosa (mg/dL) en hemolinfa en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de normoxia
(tanque N) e hipoxia (tanque H). Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno >5 mg/L y en el caso de

hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en el caso de los libres en hipoxia el nivel fue de 0.3 mg/L. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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Fig. 12. Nivel de glucosa (mg/dL) en hemolinfa en grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de normoxia
(tanque N) e hipoxia (tanque RH). Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en Normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso
de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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En la figura 6 (Anexo) se puede observar como los niveles de &cido lactico y
glucosa estan relacionados de manera estadisticamente significativa, con una p=0.0093 y
una R?=0.64665. Ambas variables se ven modificadas cuando el nivel de oxigeno se
encuentra por debajo de 0.5 mg/L, en los tanques H y R, asi como cuando los organismos
son sometidos a ejercicio y cuando estos se encuentran en movimiento libres a diferencia
de los organismos enjaulados (con poca movilidad) (Fig. 11 y 12). En resumen en la figura
13 se puede observar como los niveles de acido lactico (lactato) y glucosa son modificados

por efecto de la hipoxia y del ejercicio.
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Fig. 13. Nivel de 4cido lactico (Lac) y glucosa (Glu) en mg/dL en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tanques N, Hy
RH. Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno de > 5 mg/L y en el caso de H y RH de 3.72, 2.97,
1.93,0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en el caso de los libres en hipoxia el nivel fue de 0.3 mg/L.
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7.3.3. Niveles de colesterol en hemolinfa en el grupo control, ejercicio, normoxia e

hipoxia.

El nivel de colesterol (mg/dL) no se vio modificado estadisticamente (F
(13,66)=1.8469, p=0.05368) en el tratamiento de hipoxia, cuando fue comparado con el grupo
(C), (E) y N. Dichos niveles de colesterol se mantuvieron entre 2.26 mg/dL. como minimo
en el grupo C, y 3.13 mg/dL como méaximo en los organismos de la J3 del tanque N (Fig.

14).
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Fig. 14. Nivel de Colesterol (mg/dL) en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de normoxia e hipoxia. Las
jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93,
0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05).
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7.3.4. Nivel total de proteina soluble en hemolinfa.

Los niveles de proteina no se vieron modificados de forma estadisticamente
significativa (F (1374=1.3671, p=0.19600) en ninguno de los tratamientos (normoxia e
hipoxia), ni en los grupos control y ejercicio. Se tuvo promedio de 99.65 mg/mL, donde la
maxima concentracion de proteina se encontrd en los organismos de la J1 del tratamiento
de hipoxia y la minima en los de la J5 del tratamiento de normoxia con 78.90 mg/mL (Fig.

15).
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Fig. 15. Nivel de Proteina (mg/mL) en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de normoxia e hipoxia. Las
jaulas J1,J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93,
0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05).
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7.4 Variables asociadas al sistema inmune del Camaron.

7.4.1. Actividad de fenoloxidasa total (FO Tot).

La actividad de la Fenoloxidasa Total (FO Tot) se vio modificada
significativamente (F (1577=7.6577, p=0.0000) por efecto del nivel de oxigeno, con un
promedio de actividad de 0.164108 unidades de actividad FO, en donde la maxima
actividad se encontrd en los organismos de la J1 del tanque N (0.319+0.02 unidades de
actividad FO) y la minima en los de la J6 del tanque H (0.04+0.02 unidades de actividad
FO) (Tabla III, Anexo). Se observo que la actividad de la FO Tot disminuy6 a partir de la
J5, cuando el oxigeno fue menor a 0.5 mg/L, alcanzando los niveles mas bajos cuando el
oxigeno fue igual a 0.32 mg/L en los organismos de la J6 y 0.3 mg/L en los organismos

libres (0.06+0.027 unidades de actividad FO) (Fig.16).
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Fig. 16. Nivel de Fenoloxidasa Total en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de normoxia e hipoxia. Las
jaulas J1,J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93,
0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05).
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Al comparar los grupos (C), (E), con los organismos de la J6 de los tratamientos de
normoxia e hipoxia, asi como los organismos libres, se encontr6 un efecto estadisticamente
significativo estadisticamente en la actividad de la FO Tot y el nivel de oxigeno (F
(5,34=6.8644, p=0.00016). Registrando la actividad mas baja de la FO Tot en la J6 y en los
organismos libres cuando los niveles de oxigeno fueron de 032 y 0.3 mg/L

respectivamente (Fig. 17).
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Fig. 17. Nivel de Fenoloxidasa Total en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e Hipoxia.
Las jaulas J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia niveles de 0.32 y 0.3 mg O,/L
respectivamente. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).

7.4.2. Actividad de Fenoloxidasa (FO).

La actividad de la Fenoloxidasa (FO) no se vio modificada significativamente (F
as580=1.5128, p=0.12046) en ninguno de los tratamientos (normoxia e hipoxia), ni en los
grupos control y ejercicio, al tener un promedio de 0.036 unidades de actividad FO. La
maxima actividad se encontrd en los organismos de la J1 del tratamiento de normoxia
(0.04+0.004 unidades de actividad FO) y la minima en los de la J6 del tratamiento de
hipoxia (0.02+0.004 unidades de actividad FO) (Tabla III, Anexo). Sin embargo, aunque no
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se presentan diferencias estadisticamente significativas debidas a la variacion en la
actividad de la FO dentro de los tratamientos, se puede observar una tendencia, en la
actividad de la FO a disminuir a partir de los organismos de la J5 cuando el oxigeno fue
menor a 0.5 mg/L, registrandose los niveles més bajos cuando el nivel de oxigeno fue igual
a 0.32 mg/L en los camarones de la J6 y 0.3 mg/L en los organismos libres (0.0288+0.005

unidades de actividad FO) aunque no de forma significativa (Fig. 18).
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Fig. 18. Actividad de la Fenoloxidasa en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e Hipoxia.
Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72,2.97, 1.93, 0.93,
0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p<0.05).

Considerando solo el grupo control (C), (E), los organismos de la J6 de los
tratamientos de normoxia e hipoxia, asi como los organismos libres, se encontr6 un efecto
significativo estadisticamente en la actividad de la FO y el nivel de oxigeno (F (534=6.6131,
p=0.00021). Se observo la actividad mas baja de la FO en los camarones de la J6 y en los
libres del tratamiento de hipoxia (Fig. 19). Encontrando que cuando los niveles de oxigeno
son menores a 0.5 mg/L la actividad de la FO se ve disminuida. Aunque el ANOVA de una

via no registra diferencias estadisticas entre el grupo C y la Ultima jaula del tratamiento de
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hipoxia, la prueba ¢ de student demuestra que si hay diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo C y la J6 (p=0.0299), pero no con el grupo E.
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Fig. 19. Actividad de la Fenoloxidasa en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e Hipoxia.
Las jaulas J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia niveles de <0.5. En los organismos libres
en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05) En los casos en que los datos
de los tratamientos fueron diferentes significativamente (t de student, p<0.05) se indica con un asterisco.

7.4.3. Actividad de proFenoloxidasa (proFO).

La actividad de la proFenoloxidasa (proFO) present6 una tendencia similar a la FO
total al verse estadisticamente modificada (F (15,77=7.2210, p=0.0000) por el tratamiento de
hipoxia y ejercicio. Se observo un promedio de actividad de proFO de 0.13308 unidades de
actividad FO, encontrando una méaxima actividad en los organismos de la J1 del tratamiento
de normoxia (0.27+0.027 unidades de actividad FO) y el minimo en los de la J6 del
tratamiento de hipoxia (0.01+0.024 unidades de actividad FO) (Tabla III, Anexo). Es claro
que la actividad de la proFO disminuy6 a partir de la J5 (0.102+0.024 unidades de
actividad FO) cuando el nivel de oxigeno fue menor a 0.5 mg/L, alcanzando los niveles
mas bajos cuando el oxigeno fue igual a 0.32 mg/L en la J6 de la misma manera que la FO

Tot (Fig. 20).
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Fig. 20). Actividad de la proFenoloxidasa (proFO) en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e
Hipoxia. Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72, 2.97,
1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras
indican diferencias significativas (p<0.05).

Comparando el grupo (C), (E), la J6 de los tratamientos de normoxia e hipoxia, y
los organismos libres, se encontrd un efecto estadisticamente significativo en la actividad
de la proFO por el nivel de oxigeno (F (533=6.4715, p=0.00027). Se registro la actividad
mas baja de la proFO en los camarones de la J6 (0.0166+0.024 unidades de actividad FO) y
en los libres (0.035+0.030 unidades de actividad FO) cuando los niveles de oxigeno fueron
de 0.32 y 0.3 mg/L (Tabla III, Anexo). Esto sugiere que cuando los niveles de oxigeno se

encuentran por debajo de 0.5 mg/L, la actividad de la proFO disminuye (Fig. 21).



53

0.18

0.16

0.14 C

0.12

bc

0.10

0.08

0.06

Unidades de actividad FO

0.04

0.02 1 ® Normoxia a

@ Hipoxia

0.00

-0.02

C E J6 Libres

Fig. 21. Nivel de proFenoloxidasa en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e Hipoxia. Las
jaulas J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno de > 5 mg/L y en el caso de hipoxia niveles de 0.32 y 0.3 mg O,/L
respectivamente. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).

8.4.4. Actividad de a2-Macroglobulina (a2M).

La actividad de la a2M, se modifico estadisticamente (F (1372=6.4314, p=0.00)
debido al nivel de oxigeno presente en el agua y por el ejercicio. Con un promedio general
de actividad de 20.44 ng de Trip/a2M. La maxima actividad se encontr6 en los organismos
de la J3 del tratamiento de hipoxia con un valor promedio de 27.66 pg de Trip/a2M y el
minimo en los camarones de la J5 con un valor de 14.67 pg de Trip/a2M (Tabla III,
Anexo). La actividad de la a2M disminuy6 en el grupo de ejercicio (19.002 + 1.33 pg de
Trip/0a2M), asi como en los dos tratamientos de normoxia e hipoxia en general. En el
tanque N y en el grupo E, la actividad de la a2M se mantuvo alrededor de 17.913 ng de
Trip/ 02M en promedio a diferencia de la obtenida en el grupo control (27.491 £ 21.4ug de
Trip/ a2M), con una tendencia de descenso en la actividad de la a2M tanto en el tanque N

como en el grupo E (Fig. 22).
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En el caso del tratamiento de hipoxia la actividad de la a2M se increment6 en los
organismos de la J2 con un nivel de oxigeno de 2.97 mg/L, alcanzando el mismo nivel que
el grupo control en los de la J3 y 4 (27.66+1.88 y 26.92+2.1 pg de Trip/ a2M,
respectivamente), las cuales se mantuvieron en niveles de oxigeno superiores a 1.93 mg/L.
Cuando el nivel de oxigeno descendid por debajo de 0.5 mg/L, la actividad de o2M
disminuy6 nuevamente, teniendo que los organismos de la J5 y J6 de los tratamientos de
normoxia e hipoxia presentan valores muy similares a pesar de presentar niveles de

oxigeno diferentes (Fig.22).
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Fig. 22. Actividad de la a2-Macroglobulina (ug de Tripsina/ a2M) en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los
tratamientos de Normoxia e Hipoxia. Las jaulas J1, J2, J3, J4, JS, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el
caso de hipoxia de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3
mg/L. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).
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7.4.5. Conteo Total de Hemocitos.

El conteo total de hemocitos (CTH) presentd diferencias estadisticas significativas
(F (13,67=8.6410, p=0.00) por efecto del nivel de oxigeno en el agua y el ejercicio, con
promedio general de hemocitos totales de 12.5457 cel x 10°, con un méaximo de 18.77 cel x
10° en los organismos de la J1 del tratamiento de hipoxia y con un minimo en los de la J6
del mismo tratamiento con un promedio de 5.522 cel x 10° (Tabla IV, Anexo). La cantidad
de hemocitos totales cuando el oxigeno se mantuvo por arriba de los 5.0 mg/L en el grupo
control, en el grupo de ejercicio y en el tratamiento de normoxia presentd variaciones,
mostrando un ligero incremento a través del tiempo que dur’o el experimento, pero sin

presentar diferencias significativas (Fig. 23a).
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Fig. 23a. Conteo Total de Hemocitos (cel x 10% en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e
Hipoxia. Las jaulas J1, J2, J3, J4, JS, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno de > 5 mg/L y en el caso de hipoxia de 3.72,
2.97,1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras
indican diferencias significativas (p<0.05).
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En el caso del tratamiento de hipoxia se presenté el CTH presentd un incremento
en los organismos de la J1, en donde el nivel de oxigeno fue de 3.72 mg/L, sin embargo,
conforme disminuye el oxigeno se presenta una tendencia de reducciéon en el CTH. En los
organismos de la J6 del tratamiento de hipoxia se presentaron los CTH y el nivel de
oxigeno mas bajos (Tabla IV, Anexo), a pesar de esto, este grupo de organismos no
presentd diferencias estadisticas con el grupo control, el grupo de ejercicio y los
organismos de las J1 y J2 del tratamiento de normoxia, en donde los niveles de oxigeno

nunca bajaron de 5.0 mg/L (Fig. 23a).

Bajo las mismas condiciones de oxigeno el ejercicio increment6 ligeramente los
CTH, donde el grupo C y el grupo E presentaron un CTH en promedio de 7.9125 cel x 10°
y 10.889 cel x 10° respectivamente (p= 0.007244, Fig. 23b).

Cel x 10% /ml

Fig. 23b. Conteo Total de Hemocitos (cel x 10°) en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) donde el nivel de oxigeno de fue
mayor de 5 mg/L en ambos grupos. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).
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7.4.6. Actividad de Lisozima.

La actividad de lisozima (Act/min/mg), presentd diferencias estadisticas
significativas entre el grupo C y la J6 del tratamiento de hipoxia (p=0.0017, Fig.24).
Cuando el nivel de oxigeno cayd de 5.82 mg/L (grupo control) a 0.32 mg/L (J6) la
actividad de la lizosima disminuyo de 2.35 (Act/min/mg) a 0.86 (Act/min/mg)
respectivamente, lo cual corresponde a una reduccion del 63.27 % en su actividad con

respecto a la media.
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Fig. 24. Actividad de Lisozima (Act/min/mg) en el grupo control (C) y en la jaula 6 de Hipoxia. En el grupo control el nivel de
oxigeno fue de 5.82 mg/L y en el caso de la jaula 6 de 0.32 mg/L. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).
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7.4.7. Nitratos y Nitritos en Hemolinfa.
7.4.7.1 Nitritos en Hemolinfa (nM/L).

La concentracion de nitritos en la hemolinfa presentd diferencias estadisticas
significativas (F (15,74=5.5347, p=0.00), por efecto post-ejercicio y no por el nivel de
oxigeno, ya que la concentracion de nitritos en los tratamientos de normoxia e hipoxia se
presentd de forma similar a pesar de presentar condiciones de oxigeno muy diferentes
(Fig.25a). En el caso del grupo control, donde los organismos se mantuvieron bajo
condiciones de reposo absoluto, se obtuvo una concentracion promedio de nitritos de 1.90
uM/L y que en el presente trabajo es considerada como un nivel basal. A partir dicho nivel,
la concentracion promedio de nitritos incrementd de forma significativa (p=0.0078) (Fig.
25b y 26), en el grupo de organismos sometidos a ejercicio 2.63 puM/L, la maxima
concentracion de nitritos registrada durante el experimento (Tabla V, Anexo). Debido a que
en el grupo control y el de ejercicio se mantuvieron en niveles de oxigeno muy similares
(<5.7 mg/L), cabe la posibilidad que el efecto en la concentracion promedio de nitritos es a
causa del nado de los organismos durante dicho proceso de ejercicio y no debido al nivel de
oxigeno.

Cuando los organismos se pusieron en reposo después del periodo de ejercicio, se
observo un descenso en la concentracion de nitritos en los organismos de las primeras 3
jaulas (J1, J2, J3) del tratamiento en normoxia y en hipoxia, mostrando en ambos casos un
comportamiento similar. En el tratamiento de hipoxia la caida en la concentracion de
nitritos fue mas evidente, resultando valores mas bajos que los obtenidos en normoxia, en
este tratamiento los organismos redujeron el movimiento por efecto de la hipoxia (Tabla V,

Anexo) (Fig.25a).
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Fig. 25a. Concentracion de nitritos (WM/L) en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e
Hipoxia. El grupo C, E y las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de hipoxia
de 3.72, 2.97, 1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L.
Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).
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Fig. 25b. Nivel de nitritos (ug/L) en el grupo control (C) y en el grupo ejercicio (E), donde el nivel de oxigeno de fue mayor de 5
mg/L en ambos grupos. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05).
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Dicha tendencia se mantuvo incluso en los organismos de la J4 del tratamiento de
normoxia e hipoxia, presentdndose un incremento que alcanzé la concentracion de nitritos
obtenida en el control a pesar de ello, en la J5 de ambos tratamientos los niveles de nitritos
volvieron a caer hasta alcanzar el mismo nivel que los organismos de la J6 de ambos

tratamientos, con un nivel de oxigeno de 0.32 mg/L en hipoxia y 5.68 mg/L en normoxia

(Tabla V, Anexo).

Ahora bien, el comportamiento de los organismos libres fue diferente al presentado
por los organismos enjaulados o en reposo. Ya que los primero se mantuvieron en
movimiento durante todo el experimento, presentando un incremento en los niveles de
nitritos de forma similar a los presentados por el grupo de ejercicio a pesar de presentar
niveles de oxigeno de 0.3 mg/L y 5.7 mg/L respectivamente (Tabla V, Anexo). La
concentracion promedio de nitritos fue muy similar para los tratamientos de hipoxia (2.42

UM/L) y de normoxia (2.37 uM/L), ambos con condiciones de oxigeno muy diferentes
(Fig. 26).
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Fig. 26. Concentracion de nitritos en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e Hipoxia. Las
jaulas J6 y libres indican en normoxia niveles de oxigeno de > 5 mg/L y en el caso de hipoxia niveles de < 0.5. En los organismos libres
en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<0.05). En los casos en que los datos
de los tratamientos fueron diferentes significativamente (t de student, p<0.05) se indica con un asterisco.
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7.4.7.1 Nitratos en Hemolinfa (uM/L).

La concentraciéon de nitratos en hemolinfa presentd diferencias estadisticas
significativas (F (1573y=4.4991, p=0.001), aunque no por efecto del nivel de oxigeno ya que
los tratamientos de normoxia e hipoxia se comportaron de forma muy similar en
condiciones de oxigeno diferentes (Fig. 27). La concentracion de nitratos no presento

diferencias estadisticas entre el grupo control (0.27 uM/L) y el grupo de ejercicio (0.28
uM/L, p=1.0) (Tabla VI, Anexo).
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Fig. 27. Concentracién de nitratos (uM/L) en el grupo control (C), en el grupo ejercicio (E) y en los tratamientos de Normoxia e
Hipoxia. Las jaulas J1, J2, J3, J4, J5, J6 y libres indican en Normoxia niveles de oxigeno > 5 mg/L y en el caso de Hipoxia de 3.72, 2.97,
1.93, 0.93, 0.45 y 0.32 respectivamente, en los organismos libres en hipoxia el nivel de oxigeno fue de 0.3 mg/L. Diferentes letras

indican diferencias significativas (p<0.05).
La concentracion de nitratos se incremento6 en los organismos de la J2 del grupo de
normoxia (0.78+0.27 uM/L) y en los de la J3 (0.9461+0.29 uM/L) del tratamiento de

hipoxia con respecto al los grupos Cy E, para volver a disminuir en ambos tratamientos en
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la J4. A pesar de esto, en los organismos de la J5 de ambos tratamientos (normoxia e
hipoxia), los niveles de nitratos en hemolinfa se dispararon de forma significativa (Fig.27)
alcanzando los valores mas elevados registrados en todo el experimento (1.70 uM/L para
normoxia y 1.93 uM/L en el caso de hipoxia). Una vez alcanzado este nivel, en los
organismos de la J6 y en los libres de ambos tratamientos, los nitratos disminuyeron a
niveles cercanos a cero (Tabla VI, Anexo), sin importar el nivel de oxigeno ya que en

normoxia este fue de 5.63 mg/L y en hipoxia de 0.45 mg/L.
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8. Discusion.

8.1 Diseiio experimental, ejercicio e hipoxia.

El evento de hipoxia ambiental se presenta de forma recurrente en los sistemas de
cultivo (Fig. 5, Anexo). Estos eventos se encuentran asociados a la temperatura del agua
(Fig. 4 y 5, Anexo), donde las condiciones de hipoxia mas graves (> 2 mg O,/L) se
presentan cuando la temperatura se encuentra alrededor de los 30°C. Debido a que en
condiciones de temperatura elevada se reduce la solubilidad del oxigeno en el agua (Boyd,
1990). Esta condicion de déficit en el nivel de oxigeno dentro de los sistemas de cultivo
dura pocas horas (hipoxia aguda). Durante el disefio experimental del presente trabajo se
tratd de simular estas condiciones que se generan natural y recurrentemente en los sistemas

de cultivo; realizando el experimento a 30 °C y bajo hipoxia aguda (7 h).

Es importante mencionar que Mikulski et al. (2000) reportan la importancia del
considerar la concentracion del CO, cuando se realizan estudios sobre la hipoxia y el
sistema inmune, ya que otros trabajos parecidos al realizado como el de Le Moullac, et al.,
(1998) y otros no consideran el pH y la concentracion de CO, a lo largo de todo el
experimento. Por lo que en estos trabajos permanece la incertidumbre de si los organismos
fueron sometidos a hipoxia hipercapnica o normocapnica. Sin embargo, en este trabajo el
pH fue monitoreado a lo largo de todo el experimento, en condiciones de hipoxia
normocapnica el pH registrado por Mikulski et al. (2000) fue de (7.8-8.1) y en hipoxia
hipercapnica de (6.8-7.0). Esta reduccion en el pH se debe a un incremento en la
concentracion de CO; (H,O + CO, — H,CO;; H,CO; — H + HCOy5") que al disolverse en
el agua de mar reduce el pH (Boyd, 1990). En nuestro trabajo el pH se mantuvo similar en
los todos los tanques, teniendo un pH entre 7.3 y 8.0, asegurando de esta forma que el las

condiciones de hipoxia en este experimento fueron normocapnicas.

Otro factor que se tomo en consideracion para el disefio experimental fue el

egjercicio de los organismos (actividad muscular por movimiento) previo a la exposicion a
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la hipoxia. Este factor fue considerado debido a que cuando existe un evento de hipoxia en
los estanques de cultivo, los camarones migran activamente para buscar zonas ricas en
oxigeno, provocando que los organismos realicen ejercicio durante este evento. Wu, et al.,
(2002) reportaron que Metapenaeus ensis responde ante un evento de hipoxia modificando
su conducta, ya sea incrementando el nado 6 incluso movilizdndose bruscamente cuando el
oxigeno disminuye de 2 mg O,/L, tratando de encontrar condiciones ricas en oxigeno. Esta
habilidad para detectar y evitar los niveles bajos de oxigeno se ha reportado para Crangon
crangon, Penaeus japonicus, Macrobrachium nipponense (Wu et al., 2002), Leiostomus
xanthurus, Lagodon rhomboides, Micropogonias undulatus, Brevoortia tyrannus, Mugil
curema, Fundulus heteroclitus, asi como el camardn café Penaeus aztecus los cuales se
movilizan activamente a zonas ricas en oxigeno (4 mg O,/L), evitando zonas hipdxicas (1

mg O,/L) (Wannamaker y Rice, 2000).

Eby y Crowder, (2002) reportaron que Callinectes sapidus, Penaeus sp., Bairdiella
chysoura, Paralichthys lethostigma, Trinecetes maculatus y Cynoscion regalis, evitan
regiones con hipoxicas (< 2.0 mg O,/L) ajustando su distribucién espacial para encontrar
zonas normoxicas. Debido a este comportamiento no es dificil pensar que cuando las
condiciones de oxigeno disuelto en los cultivos son bajas, los organismos se movilicen

activamente (nado) para buscar zonas ricas en oxigeno.

Por otro lado ante un evento de hipoxia, los acuicultores resuelven el problema en
los estanques de cultivo, mediante recambios de agua o con el uso de “jets-skies” para
incrementar la oxigenacion en el estanque. Esto genera corrientes dentro del estanque que
favorecen la movilizacion y el estrés de los organismos durante el evento de hipoxia
(Guillermo Portillo comunicacion pesonal.). Aunque se sabe que el uso de aireadores
previene el estrés y la mortalidad cuando existe hipoxia dentro del tanque (Boyd, 1998),
solo el 2% de las granjas dedicadas a la acuicultura del camaron en el noroeste de México
utilizan aereacion (Paez-Osuna et al., 2003), esto complica la situacion de los organismos

ante un evento de hipoxia, ya que se sabe que durante el ejercicio (nado de los organismos)
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las reservas energéticas son utilizadas, reduciendo la cantidad de energia para enfrentar este

evento.

Durante el ejercicio la fuente inmediata de energia para la contraccion muscular
proviene de la hidrdlisis del ATP. Ya que el ATP existe en concentraciones muy bajas en el
musculo, y los mecanismos reguladores parecen prevenir su degradacion completa, los
organismos han evolucionado en una serie de rutas bioquimicas para regenerar el ATP.
Existen tres procesos integrados que operan juntos para satisfacer los requerimientos de
energia del musculo durante el ejercicio. El primer proceso implica la ruptura de fosfagenos
de alta energia, los cuales junto con el ATP almacenado en las células proveen de energia
al organismo en las etapas iniciales del ejercicio intenso o explosivo. El segundo proceso
involucra el catabolismo anaerdbico de los carbohidratos, principalmente en forma de
glicogeno muscular a acido pirtivico producto de la glicolisis y finalmente acido lactico
(una vez que el piruvato es producido, puede ser transportado a la mitocondria y ser
oxidado via la piruvato deshidrogenada o reducido a lactato en el citosol via la LDH )

(Gastin, 2001).

Piruvato + NADH + H' + (LDH) « lactato + NAD"

El tercer proceso, es el metabolismo oxidativo o aerdbico, el cual involucra la
combustion de a-oxodcidos provenientes de las proteinas y carbohidratos en presencia de
oxigeno. La ruptura de los fosfdgenos almacenados, ATP y la ruptura anaerdbica de
carbohidratos comprenden el sistema de energia aerdbico, el término alactico (acido lactico
no formado) y lactico es usualmente usado para describir estas rutas anaerdbicas (sin
oxigeno), por lo que el metabolismo anaerdbico puede ser dividido en dos, el ATP-
fosfagenos 6 aléctico y el glicolitico o lactico (Gastin, 2001). Ambas rutas son capaces de
regenerar ATP, pero no pueden ser mantenidas por mucho tiempo a diferencia del sistema

de energia aerdbico.
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En los camarones peneidos los lipidos y los carbohidratos (CHO) tienen poca
participacion en el metabolismo sin embargo, se sabe que las proteinas y los aminoacidos
son la mayor fuente de energia (Rosas et al., 2000, Rosas et al., 2002). Dall y Smith (1968)
reportaron que los aminoacidos son los que contribuyen con la mayor parte de la energia
metabolica. Dentro de los compuestos nitrogenados que contribuyen de forma directa a la
energia metabolica durante la actividad muscular como lo es el ejercicio, estan los
fosfagenos. En los vertebrados el principal fosfageno es la fosfocreatina (FCr) no obstante,
existe un gran grupo de otros compuestos fosforilados que han sido identificados en los
invertebrados, los cuales se ha demostrado que juegan un papel similar o idéntico a la FCr.
El termino fosfageno es usado para definir a todos los compuestos guanidino fosforilados

que sirven para regenerar el ATP (Wyss y Kaddurah-Daouk, 2000).

En el caso de los camarones peneidos se ha demostrado la presencia de la arginina-
cinasa (AK) la cual es una fosfageno-ATP fosfo-transferasa encontrada en los
invertebrados, esta tiene una funcidon andloga a la creatina cinasa encontrada en los
vertebrados. En Penaeus aztecus se ha encontrado grandes cantidades de AK, asi como en
Callinectes sapidus, Limulus polyphemus, Homarus vulgurus (France et al., 1997). Suzuki
y Furukohri, (1994) reportan la secuencia de cDNA de la arginina cinasa (AK) en Nordotis
Masaka (abuldn) y Peneaeus japonicus. Esta se ha comprobado que se expresa en Carcinus
maenas 'y Callinectes sapidus (Kotlyar et al., 2000). Recientemente se ha observado que en
ciertas especies que son sometidas a altos niveles de ejercicio como el calamar
Lolliguncula brevis, los niveles de fosfo-L-arginina se reducen cuando el organismo
incrementa su velocidad de nado (Portner, 2002). En el calamar Illex illecebrosus y en
Loligo pealei se ha observado que cuando son sometidos a ejercicio, la cantidad de fosfo-
arginina se ve reducida, con un incremento en la cantidad de L-arginina en comparacion

con el control (organismos en reposo) (Portner ef al., 1993).

Debido a lo anterior, se consideré importante que el disefio experimental incluyera
el ejercicio previo a la hipoxia, para asegurar que todas las posibles reservas de ATP y

fosfagenos fueran utilizadas para inducir la 4cidolactosis durante este proceso.
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8.2 Consumo de oxigeno y comportamiento de los organismos.

Se ha reportado que los crustiaceos son oxigenoconformadores, actualmente se sabe
que la mayoria de éstos tienen capacidad de regular el consumo de oxigeno ante un evento
de hipoxia (McMahon, 20017%). Esta respuesta implica una reduccion en el ritmo
respiratorio y cardiaco (bradicardia), un incremento en el flujo branquial y hemolinfatico
(McMahon, 2001%), asi como el desarrollo de un incremento en la afinidad de la
hemocianina por el oxigeno a causa de un incremento en el dcido lactico y urato, ambos

productos del metabolismo anaerdbico (Lallier y Truchot, 1989, McMahon, 20017).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que L. vannamei presenta cierta
capacidad oxigeno para regulador oxigeno en ambientes hipoxicos, ya que cuando los
organismos fueron sometidos a un niveles de oxigeno de 2.45 mgO,/L a 0.3 mg/L (Fig. 2),
¢stos mantuvieron un consumo de oxigeno de aproximadamente 0.2 mg O,/g/h. No
obstante, por arriba de este nivel (2.45 mg O,/L), los organismos disminuyeron el consumo
de oxigeno de forma gradual indicando un cambio en la tasa metabolica (Fig. 2). Se sabe
que los camarones ante la baja disponibilidad de oxigeno por un evento de hipoxia,
presentan un ajuste metabdlico, el cual implica una disminucion en el consumo de oxigeno
y en paro del metabolismo aerdbico, como se observo en este trabajo y como se ha
demostrado en los trabajos de Racotta et al., (2002) para L. vannamei, de Moréan (2003)
para F. californiensis y Rosas et al., (1999) para L. setiferus. En este ultimo trabajo se
demostré que los camarones peneidos son particularmente sensibles a las bajas condiciones
de oxigeno, y que el consumo de oxigeno en esta especie disminuye cuando el nivel de
oxigeno se encuentra entre 4 mg/L y 2 mg/L, lo cual coincide con lo encontrado en este
trabajo para L. vannamei. Este respuesta del consumo de oxigeno ante un evento de hipoxia
también esta reportado para otras especies como Callinectes sapidus, Hemigrapsus nudus,
Libinia emarginata, Panopeus herbsti, Limulus polyphemus (DeFur y Magnum, 1978),
Eriocheir sinensis (Zou et al., 1996), Corystes cassivelaunus y Galathea strigosa (Bridges

y Brand, 1890), asi como Procambarus clarkii y Homarus americanus, donde ademas de
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una reduccion en el consumo de oxigeno se presenta una disminucioén en el ritmo cardiaco

y en el flujo de la hemolinfa a través las arterias (Reiber y McMahon, 1998).

Ademéas de la reduccién en el consumo de oxigeno de L. vannamei observado en este
trabajo, se encontr6 que la hipoxia modificéd el comportamiento de los organismos. Cuando
el nivel de oxigeno fue menor a 1 mg/L los organismos disminuyeron su grado de
actividad. Estos resultados coinciden con lo reportado para L. vannamei en el trabajo de
Pérez-Rostro et al., (2004) donde se observéd que dicha especie, muestra poco movimiento
y nado erratico cuando el nivel de oxigeno es de 0.4 mg/L. Esta respuesta también ha sido
observada en otras especies como Panulirus interruptus bajo condiciones de hipoxia
(Ocampo et al., 2003) y Metapenaeus ensis €l cual ante una disminucion en el nivel de
oxigeno en el agua (por debajo de 2 mg/L) reduce el consumo de oxigeno, el ritmo
cardiaco y se vuelve inactivo como una estrategia para reducir el costo energético durante
un evento de hipoxia (Wu et al., 2002). Este tipo de comportamiento ante el estrés por
hipoxia es importante para el manejo de los camarones cuando se encuentran bajo estas
condiciones, ya que la reduccion en la actividad que L. vannamei presentd indica una
reduccion en el metabolismo como una estrategia para sobrevivir a la hipoxia, por lo que no

es recomendable movilizar o estresar a los organismos bajo estas condiciones.

8.3 Variables fisicoquimicas.

Se sabe que los organismos acuaticos, incluyendo los invertebrados, excretan amonio
como principal producto del metabolismo del nitrogeno (Wright, 1995). En los crustaceos
decépodos, el nitrogeno es excretado como amonio (60-70 % del total del nitrogeno),
aminoacidos (10%) y pequefias cantidades de urea y acido urico (Lee y Chen, 2003). A
pesar de esto, se ha demostrado que ciertos invertebrados marinos presentan niveles altos
de actividad de arginasa, acoplados con una baja actividad de ureasa, lo cual permite un
patrén ureotélico de excrecion en estos organismos. Hanlon (1975) report6 esta condicion
en crustaceos decapodos como Carcinus maenas, Cancer irroratus, Cancer boreales,

Libinia emarginata, Eupagurus pollicaris, los cuales presentan una alta capacidad para
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excretar urea. Lallier y Walsh (1991) han reportado en C. sapidus y Menippe mercenaria
la actividad de enzimas como uricasa y xantina hidrogenasa, las cuales permiten la
produccion de acido trico y urea. Por otro lado Sharma y Neveu (1971) detectaron en O.
rusticus actividad de enzimas que catalizan la conversion de acido urico a urea por la ruta
uricolitica. Este trabajo realizado con L. vannamei parece indicar que el nitrogeno
excretado por esta especie puede ser en forma de urea, debido a que en el tanque CA donde
no hubo organismos no se registro la presencia de urea a diferencia de los tanques (N y H),
sin embargo, hacen falta estudios que demuestren en esta especie la ruta de biosintesis de la

urca.

En este trabajo se observd que durante el experimento la concentracion de urea,
amonio total, nitratos y nitritos incrementd en L. vannamei en condiciones de ejercicio en
comparacion con el grupo control. Este cambio se atribuye a una modificacion en el
metabolismo y excrecion del nitrégeno por parte de los organismos. Existen trabajos que
reportan que camarones como M. japonicus, ante un cambio ambiental o un estresor,
incrementan la excrecion de amonio y urea, donde la excrecion de amonio es reflejo del
catabolismo de los aminodacidos, asi como la degradacion de purinas y pirimidinas (Lee y
Cheng, 2004). Dado lo anterior, cabe la posibilidad de que al incrementarse la demanda
energética durante el ejercicio, el metabolismo del nitrégeno haya sido modificado,
reflejandose en un incremento en el nitrogeno excretado como amonio, urea, NO, y NOs en

L. vannamei.

Ademas del ejercicio, la hipoxia modificéd la produccién de amonio total (NH3-N +
NH4-N) y urea, incrementandose la excrecion de urea y disminuyendo la excrecion de
amonio. Este efecto ya ha sido reportado para Carcinus maenas (Regnault y Aldrich, 1988)
y M. japonicus, este ultimo cuando es sometido a un cambio de salinidad modifica la
excrecion nitrogenada, con un incremento en la excrecion de urea y acido urico y un
decremento en la excrecion de amonio y nitritos (Lee y Chen, 2003). Lo que indica que en

dicha especie se presenta ureogénesis y uricogénesis.
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Pillai y Diwan, (2002) han reportado que Metapenaeus monocerus modifica la
excrecion de amonio cuando hay un incremento en la salinidad, reduciendo la excrecion de
¢ste. Cheng y Chen (2001) reportan que P. japonicus incrementa la cantidad de urea y
reduce la concentracion de amonio en la hemolinfa, cuando existe un incremento en los
nitritos del agua. Teniendo que la contribucion total del amonio a la excrecion total de
nitrogeno disminuye de 10 a 3.8% cuando se incrementa la concentracién de nitritos y la

urea se incrementa un 58 a 21.4% (Cheng y Chen, 2001).

Se sabe que en Pandalus platyceros la excrecion de urea y amonio esta relacionada
con la temperatura y con la salinidad (Quarmby, 1985). Asi mismo en Carcinus maenas se
ha demostrado que un incremento en la salinidad y descenso en la temperatura disminuyen
la cantidad de amonio e inducen un aumento en la urea presente en la hemolinfa
(Spaargaren, 1982). Por otro lado, se ha demostrado que Macrobrachium rosenbergii
modifica la excrecion nitrogenada por efecto del pH en el agua, teniendo que la excrecion
de amonio y de nitrogeno total, disminuye conforme se incrementa el pH del agua, mientras
que la excrecion de urea, nitritos y nitratos se incrementa conforme el pH del agua aumenta
(Chen y Kou, 1996). Este efecto también se ha observado por un cambio en la
temperatura, donde un incremento en la temperatura incrementa la excrecién de urea,
mientras que la excreciéon de amonio disminuye (Cheng y Kou, 1996). Finalmente en P.
chinensis se ha observado que la excrecion de urea y nitritos se incrementa con la salinidad,
pH y la cantidad de amonio en el agua, mientras que la excrecion de amonio disminuye con

un incremento en la salinidad, pH y amonia ambiental (Chen y Lin, 1995).

El decremento observado en la cantidad de amonio en el agua y el incremento en la
concentracion de urea cuando el nivel de oxigeno estuvo por debajo de 1 mg/L, puede ser
entendido como un reflejo de un cambio en el metabolismo del nitrégeno en L. vannamei.
Este resultado coincide con lo reportado par Calderon (2004) para esta misma especie,
quien reporta que en L. vannamei la excrecion de amonio disminuye en condiciones

hipoxicas cuando el oxigeno es menor a 2 mg/L sin embargo, en este trabajo no se reportd
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la excrecion de urea. No obstante, este autor observo que bajo condiciones de pH alcalino
(pH 10 en presencia de amonio) la excrecion de urea se incrementa, con una reduccion en
la excrecion de amonio. Existen reportes en Carcinus pagurus donde se ha demostrado que
los organismos reducen en un 50-60% la excrecion de amonio ante una reduccién en el

oxigeno disuelto (Regnault, 1993; En: Rosas et al., 1999).

Debido a que los organismos fueron ayunados durante el experimento no se
descarta que ademads del efecto que presentd la hipoxia en la concentracion de amonio
excretada por L. vannamei, el ayuno pudo haber tenido un efecto durante el experimento.
Rosas et al., (1999) reportan que L. setiferus disminuye la excrecion de amonio (15%o de
salinidad) cuando hay un decremento en oxigeno disuelto, tanto en organismos alimentados
como ayunados. Sin embargo, a 35%. el amonio disminuye en los organismos no
alimentados de forma independiente al nivel de oxigeno, a diferencia de los organismos
alimentados donde la excrecién de amonio se incrementa bajo dichas condiciones (Rosas et
al., 1999). No obstante, en los resultados obtenidos en este trabajo con L. vannamei se
obtuvieron resultados diferrentes en la excrecion de amonio entre los organismos sometidos
al tratamiento de normoxia e hipoxia bajo las mismas condiciones de alimentacion (ayuno),
por lo que existe evidencia de que bajo condiciones de hipoxia el metabolismo del
nitrégeno es modificado en esta especie. Esto coincide con lo reportado por Regnault y
Aldrich (1988), quienes mencionan que Carcinus maenas reduce en un 40% la excrecion
de amonio cuando es expuesto a niveles de oxigeno por debajo de 2.8 mg/L en organismos
alimentados y en un 45% en organismos sometidos a 3 dias de ayuno, donde esta
disminucién en la excrecion de amonio se debe a un disturbio en el balance acido-base y/o

a un cambio a otras rutas metabolicas en el catabolismo del nitrégeno.

El considerar la concentracion de amonio, nitritos y nitratos en el agua utilizada
durante el experimento fue importante, ya que altas concentraciones de estos compuestos
nitrogenados en el agua pueden afectar a los organismos tanto fisioldgicamente como

inmunologicamente. Se sabe que un incremento en el amonio del agua puede disminuir la
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termotolerancia (Alcaraz et al., 1997) y el consumo de oxigeno (Alcaraz et al., 1999) en
larvas de L. setiferus, asi como reducir el crecimiento y modificar la frecuencia de la muda
como se ha observado en P. japonicus (Chen y Kow, 1992). Cavalli, et al., (1998) reportan
que una concentracion mayor a 6.86 mg/L de amonio afecta el crecimiento y la
supervivencia de P. paulensis. Chen y Lei, (1990) mencionan que la Lsy de P. monodon por
amonio y nitritos es de 94.96 mg/L y 215.85 mg/L respectivamente. Chen y Lin, (1991)
reportan que para P. penicillatus la Lsy es de 59.49 mg/L de amonio, con un periodo de
exposicion de 24 h. En P. chinensis la Ls reportada es de 66.73 mg/L de amonio (Chen y
Lin, 1992) y para L. vannamei la Lsy es de 68 mg/L (Lin y Chen, 2001). Al parecer el
amonio (NH4") afecta el flujo de sodio y provoca una modificacion en el pH sanguineo
afectando las reacciones catalizadas por enzimas, la estabilidad de la membrana celular
(Campbell, 1973: En Chen y Kow, 1993), y la osmoregulacion (Colt y Amstrong, 1981).
Racotta y Herndndez-Herrera (2000) mencionan que un incremento en la concentracion de
amonio (2.14 mM/L) a 39 %o afecta el consumo de oxigeno, los niveles de lactato y
glicogeno en el hepatopancreas, reduciendo la concentracion de oxihemocianina,

acilglicerol y colesterol.

Adicionalmente al efecto fisiologico que se induce en los organismos, se ha
reconocido que el incremento de amonio afecta la funciéon inmune. En Marcrobrachium
rosenbergii se sabe que una concentracion de amonio de 3.18 mg/L en el agua puede
afectar la respuesta inmune de esta especie, afectando la supervivencia cuando es retado a
Enterococcus (Cheng y Chen, 2002). Existen trabajos en L. vannamei donde se reporta que
cuando la concentracion de amonio en el agua es mayor o igual a 5.24 mg/L la
supervivencia de L. vannamei se ve afectada cuando es infectado por Vibrio alginolyticus
(Liu y Chen, 2004). No obstante, la concentracion de amonio en el agua durante el
presente experimento se mantuvo en niveles por debajo de los reportados por estos autores,

a 0.0168 mg de amonio/L.
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Sabe que los nitritos, a pesar de que son un componente natural en el ciclo del
nitrogeno, pueden causar toxicidad. Los camarones tienen la capacidad de acumular
nitritos en la hemolinfa cuando la concentracién de nitritos se incrementa en el agua de
mar, afectando el flujo branquial del ion CI, el balance de K" y Na" y la regulacion
hormonal (Jensen, 2003). Los nitritos tienen la capacidad de acumularse en la hemolinfa
cuando los niveles de estos en el agua son superiores a los 1.43 uM/L (Chen y Chen, 1992)
y 0.72 mM (Cheng y Chen, 2000%), como se ha reportado para P. japonicus. En P.
monodon que los nitratos se acumulan en la hemolinfa cuando los niveles son superiores a
0.774 mM (Cheng et al. 2002°). Sin embargo los nitratos en el control de agua alcanzaron
los 0.0132 uM/L, por lo que se descarta un posible efecto en los niveles de nitratos

registrados en hemolinfa.

Existen reportes que mencionan que un incremento en los niveles de nitritos en el agua,
pueden afectar la inmunidad de L. vannamei cuando los niveles de nitritos alcanzan los
5.15-21.40 mg/L se incrementa la su susceptibilidad de L. vannamei a V. alginolyticus, con
periodo de exposicion de 48-168 h (Tseng y Chen, 2004). La maxima concentracion de
nitritos en el agua en el presente estudio fue de 1.9330 puM/L (0.0541 mg/L), la cual se
registro en el grupo de organismos sometidos a ejercicio, y el control de agua present6 una
concentracion de 0.439 uM/L (0.012 mg/L). Por lo que se asume que los cambios
observados en los parametros asociados al sistema inmune durante este experimento fueron

modificados de forma independiente al nivel de nitritos en el agua.

8.4 Variables fisiologicas en Hemolinfa de camaron.

La hipoxia induce una condiciéon que favorece un aumento en el metabolismo
anaerdbico en los crusticeos, generando la acumulacion de metabolitos producto de la
glicolisis como el L-lactato (Racotta et al., 2002). La induccién del paro metabdlico

aerébico durante la hipoxia fue muy importante en este trabajo para verificar que realmente
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se produjo una hipoxia funcional (celular) en L. vannamei. Esto permiti6 valorar el impacto

de esta sobre el sistema inmune.

A pesar de que los trabajos realizados en L. vannamei se refieren al efecto de la
hipoxia sobre la produccion de acido lactico y glucosa, un evento de hipoxia depende de la
concentracion de oxigeno donde se ubique el intervalo hipdxico, de la especie que se esta
estudiando y de la respuesta fisiologica. Por lo que es importante considerar que para este
trabajo se han definido dos tipos de hipoxia, la hipoxia ambiental considerada como un
descenso del nivel de oxigeno a niveles por debajo del nivel de saturacion del oxigeno en el
agua y la hipoxia funcional o celular referida como la concentracion de oxigeno a la cual se
observa un incremento de productos del metabolismo anaerdbico. Bajo condiciones de
hipoxia ambiental moderada algunas especies como Homarus vulgaris no presenta ningin
efecto en el metabolismo, debido a que muchas especies presentan estrategias para

mantener su metabolismo aerdbico aun bajo dichas condiciones (Butler et al., 1978).

En este trabajo se pueden definir tres etapas durante la hipoxia con L. vannamei. La
primera etapa ocurre en niveles de oxigeno por arriba de 3 mg/L, en estd el organismo
conserva un alto consumo de oxigeno y el metabolismo aerdbico sigue funcionando con la
capacidad de disminuir el lactato producido por el evento de ejercicio. La segunda etapa es
una etapa de regulacion del organismo y ocurre cuando el nivel de oxigeno disminuye de 3
a 1 mg/L, en la cual los organismos disminuyen su consumo de oxigeno pero los niveles de
lactato y glucosa se mantienen similares a los que se presentan en normoxia, adaptando su
tasa metabdlica para mantener el metabolismo aerdbico, indicando que bajo esta segunda
etapa se presenta un disminucién en el metabolismo por efecto de la hipoxia ambiental,

como lo reporta Wu (2002) en vertebrados.

En la ultima etapa cuando el nivel de oxigeno se encuentra por debajo de 0.5 mg/L el
organismo mantiene un consumo de oxigeno reducido y ocurre un paro metabdlico

aerdbico el cual implica una reduccién en la fosforilacion oxidativa, a causa de una
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limitacion en la disponibilidad del oxigeno, que a también afecta el ciclo de Krebs,
favoreciendo la acumulacion de productos como el lactato (Laradey y Storey, 2002) y
liberando NAD" (Mathews y van Holde, 1996). De esta manera cuando el nivel de oxigeno
es menor a 0.5 mg/L los organismos sufren una hipoxia funcional o celular, provocada por
una disminucidn en el oxigeno ambiental. Es en esta ultima etapa donde los organismos se
encuentran afectados energéticamente y donde se detecta un déficit de oxigeno a nivel
celular. Sin embargo, la respuesta a esta hipoxia funcional o celular fue diferente entre los
organismos libres y aquellos que se mantuvieron en reposo, a pesar de estar bajo las
mismas condiciones limitantes de oxigeno (0.3-0.2 mg/L). Reflejando que a pesar de haber
la misma condicion de hipoxia ambiental y de reduccion en el metabolismo aerobico, la
condicion del movimiento de los organismos durante el proceso de hipoxia agudiza la
activacion del metabolismo anaerdbico a diferencia de los organismos en reposo, lo cual
resulta muy importante y debe considerarse cuando se realizan trabajos sobre el efecto de la

hipoxia en el metabolismo de L. vannamei.

En esta tercera etapa se demostré que L. vannamei, bajo condiciones de oxigeno
menores a 0.5 mg/L, presenta una reduccién importante en el metabolismo aerdbico
reflejado por un evidente incremento en los niveles de 4cido lactico como producto del
metabolismo anaerébico. Demostrando que bajo esta condicion de oxigeno se presenta una
hipoxia funcional (celular) en esta especie, a diferencia de los organismos sometidos a
niveles de oxigeno por arriba de 0.5 mg/L, donde no se observa esta respuesta. Obteniendo
bajo estas condiciones experimentales los mayores niveles de acido lactico (<60 mg/dL)
reportados para esta especie en hemolinfa. La respuesta es mas evidente en los organismos
libres, ya que al tener capacidad de movimiento presentaron un mayor trabajo muscular que

los organismos enjaulados, incrementdndose la demanda energética por el movimiento.

Esta activacion del metabolismo anaerdbico bajo condiciones hipdxicas coincide con
el trabajo de Racotta et al., (2002) donde se encontrd que L. vannamei, ante un evento de

hipoxia sufre una reduccion en el metabolismo aerdbico incrementado la concentracion de
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lactato. Sin embargo, los niveles de lactato en hemolinfa reportados por estos autores nunca
fueron mayores de 30.1 mg/dL cuando los organismos fueron sometidos a hipoxia (1.5 mg
O,/L) durante tres dias. Pérez-Rostro et al., (2004) reportan para la misma especie que
existe un incremento de acido lactico en el musculo y en el hepatopancreas cuando los
organismos son expuestos a hipoxia (0.4 mg/L de oxigeno) debido a una activacion del

metabolismo anaerobico.

El incremento en el los niveles de acido lactico como respuesta a un evento de hipoxia
ha sido ampliamente estudiado en los crustdceos y se ha reportado para otras especies como
Penaeus californiensis (Moran, 2003), Penaeus japonicus (Lallier y Truchot, 1989),
Panulirus interruptus (Ocampo et al., 2003), Potamon warreni (Van Aardt y Wollmarans,
1987), Eriocheir sinensis (Zou et al., 1996), Niphargus virei (Hervant et al., 1999),
Corystes cassivelannus, Galathea strigosa, Nephrops norvegicus, Atelecyclus rotundatus,
Carcinus maenas, Homarus gammarus (Bridges y Brand, 1980) y Orconectes limosus

(Gide, 1984).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los niveles de glucosa
registrados en hemolinfa (cuando el nivel de oxigeno se encuentra por debajo de 0.5 mg/L)
alcanzan los 60 mg/dL con un tiempo de exposicion a la hipoxia ambiental de solo 2 horas
aproximadamente, este incremento en los niveles de glucosa (hiperglicemia) ya ha sido
reportado para L. vannamei por Racotta et al., (2002), estos autores reportan que la
cantidad de glucosa en la hemolinfa es incrementada en los organismos expuestos a hipoxia
con un nivel de oxigeno no menor de 1.5 mg/L y con un tiempo de exposicion de tres dias,
obteniendo un nivel de glucosa de 57.0 mg/dL en hipoxia y de 12.9 mg/dL en normoxia. A
diferencia de lo encontrado por estos autores, el incremento de glucosa en este trabajo se
alcanzo en dos horas con un nivel de oxigeno de 0.3 mg/L aproximadamente. Esto se debe
considerar ya que en los sistemas de cultivo, es dificil pensar que una condicion de hipoxia
dure mas de un dia ya que durante los ciclos diurnos se presenta un incremento en el

oxigeno disuelto del agua por parte de la fotosintesis. Este incremento en los niveles de
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glucosa ante un evento de hipoxia, también ha sido reportado en otras especies, como
Panulirus interruptus (Ocampo et al., 2003) y Eriocheir sinensis en hemolinfa (Zou et al.,

1996) y Niphargus virei en todo el organismo (Hervant et al., 1999).

El aumento en la concentracion de la glucosa en los organismos expuestos a hipoxia,
indica un incremento en los sustratos necesarios para la glucoélisis anaerébica, lo cual
implica una movilizacién de glucosa a partir del glucogeno almacenado en los tejidos para
ser llevados a la hemolinfa y de esta manera satisfacer la demanda energética (Racotta et
al. 2002). En trabajos como el de Pérez-Rostro et al., (2004) se reporta que cuando L.
vannamei es mantenido en condiciones hipoxicas (0.4 mg/L) existe un decremento en la
cantidad total de carbohidratos en el hepatopancreas debido a la utilizacion de glucdégeno y
oligosacaridos, los cuales posiblemente son movilizados del hepatopancreas para
incrementar la disponibilidad del sustrato para el proceso de glucolisis. Sin embargo, en el
trabajo de estos autores no se observo una disminucion en los carbohidratos del musculo,
sugiriendo que la participacion del hepatopancreas para proveer de glisidos es mas

importante que la del musculo.

Ademas de la hipoxia, en este trabajo se observo un cambio en el metabolismo de L.
vannamei a causa del ejercicio. La respuesta al ejercicio por parte de los invertebrados
marinos depende del tipo de vida asi como de las condiciones ambientales en las que se
encuentran: concentracion de oxigeno, CO,, salinidad y temperatura (Portner, 2002). En
este trabajo el efecto post-ejercicio observado en los niveles de acido lactico (jaula 1
tratamiento de hipoxia, Fig. 5 y 6) y glucosa (jaula 1 tratamiento de hipoxia, Fig. 7 y 8),
coinciden con los estudios realizados en otros crusticeos marinos como el caso de
Orconectes limosus (Gide, 1984). Este autor menciona que existe un efecto por ejercicio en
el metabolismo de esta especie, y que el incremento de acido lactico por ejercicio es mas
evidente con el ejercicio severo, teniendo que el grado de acumulacion de lactato depende
del papel que juega la arginina fosfato en la anaerobiosis funcional (hipoxia funcional o

celular). En O. limosus el almacén de fosfagenos es rapidamente utilizado durante el
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trabajo o ejercicio, reduciéndose rapidamente durante el nado (Géde, 1984). Por su parte
Onnen y Zebe (1983) reportan en Crangon crangon esta misma respuesta con una

reduccion en la arginina fosfato durante el ejercicio.

Adamczewska y Morries (1994) mencionan que la locomocion sostenida por los
crustaceos es soportada por el metabolismo aerobio cuando hay oxigeno disponible ya que
el metabolismo anaerobio implica una deuda de oxigeno que debe ser pagada. Sin embargo
cuando los niveles de ejercicio son exhaustivos los niveles de L-lactato en hemolinfa se
ven incrementados ante el incremento en la demanda metabolica, indicando una

anaerobiosis.

Metabolismo aerobico: 60, + C¢H1,04 — 6CO, + 6 H,O + 38 ATP
Metabolismo anaerdbico: CgH;;,0¢ — 2 L-Lactato +2 ATP

Este efecto de acumulacion de lactato y glucosa post-ejercicio ha sido reportado
para otras especies de crustdceos decapodos como Callinectes sapidus, Cardisoma
guanhumi y Gecarcinus laterales (Henry et al., 1994). Estos autores mencionan que el
lactato producido durante el ejercicio es nuevamente metabolizado a glucégeno
(gluconeogénesis) cuando los organismos son nuevamente sometidos a reposo en
condiciones normoxicas. Los resultados anteriores también han sido observados en Necora
puber, donde el nivel de lactato y glucosa se ve incrementado en el musculo cuando éstos

son sometidos a un periodo de ejercicio (Thorpe et al., 1995).

En el trabajo de Adamczewska y Morris (1994) se encontré6 que el cangrejo
Gecarcoidea natalis incrementa el consumo de oxigeno, el ritmo cardiaco y los niveles de
lactato y glucosa cuando es sometido a un proceso de ejercicio. De la misma manera en las
especies Cherax destructor 'y Homarus gamarus se ha visto un incremento en la
concentracion de lactato en hemolinfa después de ser sometidas a 20 y 50 min. de ejercicio

(Phillips et al., 1977). En la especie Crangon crangon, Onnen y Zebe (1983) encontraron



79

que posterior a un evento de ejercicio, esta especie acumula grandes cantidades de lactato y
glucosa, debido a que durante el proceso de ejercicio, los musculos utilizan una gran
cantidad de fosfagenos, aunque €stos se pueden agotar rapidamente. Si éstos son agotados,
entonces el organismo entra a una fase de produccion de energia via metabolismo
anaerobico (sistema glicolitico o lactico) caracterizado por la degradacion de glicégeno,

generando la acumulacion de productos como el lactato.

Los ejemplos anteriores pueden permitir entender porque en L. vannamei se encontro
que el acido lactico y la glucosa no fueron modificados en el grupo de ejercicio y post-
ejercicio bajo condiciones normoéxicas (> 5 mg/L). A pesar de ser sometido a una presion
de ejercicio L. vannamei en condiciones de normoxia tiene la capacidad de mantener el
metabolismo aerdbico y/o recurrir al sistema ATP-Fosfageno (alactico) para cubrir la
demanda energética del musculo durante el ejercicio. Sin embargo, cuando las condiciones
de oxigeno se ven reducidas (4 mg/L) y las reservas de fosfagenos son utilizadas durante el
proceso de ejercicio entonces el metabolismo aerobico se ve afectado por una doble
presion, la recuperacion post-ejercicio y la reduccién en la concentracion de oxigeno.
Presionando a los organismos energéticamente a recurrir al sistema lactico lo que provoco
una acumulacién en el acido lactico en los organismos, como se observa en las J1 del

tratamiento de hipoxia (>3 mg Oy/L).

Presentandose de esta manera un comportamiento diferencial en los niveles de 4cido
lactico en hipoxia y en normoxia; aunque los organismos de ambas jaulas fueron sometidos
a un tratamiento de ejercicio previo a la exposicion, solo la J1 del tratamiento de hipoxia
incremento sus niveles de &cido lactico. Esto demuestra que L. vannamei tiene una gran
capacidad para mantener su metabolismo aerobico a pesar de estar sometido a condiciones
de ejercicio en condiciones normoxicas, y que solo cuando el nivel de oxigeno se ve
reducido entonces existe un incremento en los productos del metabolismo anaerébico como
el L-lactato. No obstante, el incremento en los niveles de glucosa se observo tanto en

hipoxia como en normoxia post-gjercicio, este incremento en los niveles de glucosa
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posiblemente se deben a una movilizacion del glucégeno, para responder a la demanda

energética generada durante el periodo de ejercicio.

Cuando los organismos son colocados en reposo en el tratamiento de hipoxia, los
niveles de acido lactico y glucosa se reducen siendo muy similares a los presentados por los
organismos en condiciones normoxicas, esto posiblemente se deba a que en condiciones de
reposo existe suficiente oxigeno para pagar la deuda de oxigeno generada durante el
ejercicio en hipoxia y de esta manera remetabolizar el lactato y almacenar la glucosa. Esto
se ha demostrado en las especies Callinectes sapidus y Homarus americanus, las cuales
estas son capaces de mantener un metabolismo aerdbico, incrementando su consumo de
oxigeno post-ejercicio (Houlihan ef al., 1985). Finalmente a pesar de presentarse un efecto
post-ejercicio en L. vannamei, la hipoxia funcional solo se presenté cuando los niveles de
oxigeno se mantuvieron por debajo de 0.5 mgO,/L, donde se obtuvieron los niveles de
acido lactico y glucosa mas altos, haciéndose mas evidente esta respuesta en los

organismos libres, los cuales al estar en movimiento incrementaron su demanda energética.

Estos resultados sugieren que los organismos confinados en la J6 del tratamiento de
hipoxia (tanque R y RH), asi como los libres sometidos a un nivel de oxigeno menor a 0.5
mg/L, presentaron los indicadores fisiologicos que implican una hipoxia celular, lo cual fue
un elemento importante para confirmar que los resultados obtenidos en las variables

inmunolégicas se encuentran asociados a un evento de hipoxia aguda.

8.5 Variables inmunolégicas.

L. vannamei present6 una reduccion significativa en la actividad de la FO total (Fig.17),
la FO (Fig.19) y la actividad de la proFO (Fig.21) comparado con el grupo control, el de
ejercicio y con la ultima jaula del tratamiento de normoxia, cuando el oxigeno se encontr6
por debajo de 0.5 mg/L y el acido lactico en sus niveles mas altos. Aunque hacen falta méas

estudios para entender porque se presenta dicha reduccidon en el sistema proFO en
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condiciones de hipoxia, se puede inferir que bajo condiciones de hipoxia funcional (celular)
los organismos modifican su metabolismo y se encuentran en estrés energético, por lo que

esta condicion pudiera ser la causa de la disminucion en el sistema proFO.

A pesar de que la actividad de la FO no presentd una reduccion significativa hasta
que el oxigeno se encontr6 por debajo de 0.5 mg/L, ésta mantuvo una tendencia de
decremento cuando el nivel de oxigeno es reducido de 4 mg/L a 0.3mg/L. La actividad de
FO total y la proFO present6 una caida evidente cuando el oxigeno disminuyo6 por debajo
de 0.5 mg/L. La actividad de la proFO relevante ya que la contribucion total de la FO a la
FO total fue muy pequefia a comparacion de la proFO, esto implica que cuando se presenta
un reduccion en la proFO, no solo se esta reduciendo la FO activa, si no también las
reservas de enzima inactiva, con las que en dado momento el organismo puede defenderse
ante la presencia de un patdgeno 0 cualquier proceso donde la actividad de la FO sea

requerida.

Estos resultados concuerdan el trabajo realizado por Cheng et al., (2002)" donde se
evalud el efecto de la hipoxia en la funcién inmune de Macrobranchium rosenbergii
cuando éste es infectado por Enterococcus, encontrando una reduccion en la supervivencia
de los organismos, cuando estos fueron expuestos a un nivel de oxigeno de 1.75mg/L.
Estos autores demostraron que la actividad de la fenoloxidasa solo disminuye cuando el
oxigeno se encuentra por debajo de 4 mg/L y 1.75 mg/L con una exposicion de 24 y 12 h
respectivamente. A diferencia de lo reportado por estos autores en el caso de L. vannamei
la reduccion en la actividad de la FO total, FO y proFO solo se present6 cuando el oxigeno
se mantuvo por debajo de 0.5 mg/L, observando un efecto directo en la actividad del
sistema proFO cuando el organismo presenta una reduccion en el metabolismo aerdbico por
hipoxia. Por otro lado, el tiempo de exposicion a la hipoxia utilizado por Cheng et al.,
(2002)" fue mayor al utilizado en este trabajo, ademas que estos autores no consideraron la

actividad de la proFO, lo cudl es u parametro importante ya que la cantidad de FO inactiva
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en los organismos es un reflejo de la capacidad inmune (del sistema proFO) que estos

presentan.

A pesar de que en este trabajo con L. vannamei y el de Cheng et al., (2002)* con
Macrobranchium rosenbergii se demuestra que bajo condiciones de hipoxia se presenta
una reduccion en la actividad de la FO, en el trabajo de Le Moullac ef al., (1998) con L.
stylirostris, se encontré un incremento en la actividad de la FO cuando los organismos
fueron expuestos a 1 mg/L de oxigeno durante 24 h. A pesar del incremento en la FO por
estos autores, estos demostraron que bajo estas condiciones se aumenta la susceptibilidad
de P. stylirostris a Vibrio alginolyticus. Cheng et al., (2004) demostraron que la funcion
inmune de Haliotis diversicolor supertexta es modificada cuando esta es infectada por
Vibrio parahaemolyticus bajo condiciones de hipoxia. La cual presenta un incremento en la
actividad de la FO y una reduccion en la actividad fagocitica cuando organismos son
sometidos a 2.05 mg/L. de oxigeno después de 24 h. Bajo condiciones hipoxicas la
susceptibilidad de H. diversicolor a Vibrio parahaemolyticus se incrementa causando una
reduccion en la respuesta inmune en el abulon. Estos resultados muestran que todavia hace
falta esclarecer si la reduccion 6 el incremento en la FO puede ser directamente asociada o
no a la susceptibilidad de los organismos a un patéogeno determinado, aunque algunos
estudios han mostrado que el sistema proFO puede ser utilizado como un marcador

ambiental (Le Moullac y Haffner, 2000).

No obstante, otros autores corroboran el efecto que tienen las variables ambientales
en la disminucién de la actividad de la FO, Sanchez et al., (2001) y Pascual et al. (2003)
reportan la temperatura y la aclimatacion (cambio de condiciones ambientales del medio
natural al laboratorio) tiene un impacto en la funcion inmune de L. setiferus, afectando el
sistema de la proFO. En Macrobrachium rosembergii un incremento en el pH, la
temperatura y una reduccion en la salinidad afecta la funciéon inmune de esta especie
disminuyendo la actividad de la FO (Cheng y Chen, 2000%). También se conoce que el

estrés por amonio en esta especie disminuye la actividad de la FO y el estallido respiratorio,
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reduciendo la resistencia inmune e incrementando la susceptibilidad de esta especie a
Enterococcus (Cheng y Chen, 2002). En Farfantepenaeus paulensis se ha demostrado que
el estrés por captura disminuye la actividad de la FO total y especifica (Perazzolo et al.,
2002). En L. vannamei se ha demostrado que el cambio de ciertas variables ambientales
modifica la funcién inmune. Liu y Chen (2004) reportan que L. vannamei incrementa su
susceptibilidad a V. alginolyticus cuando es expuesto a un incremento en la concentracion
de amonio en el agua, afectandose la respuesta inmune a causa de una reduccion en la
actividad fagocitica, y una disminucion en la actividad de la FO. Tseng y Chen, (2004) han
demostrado que una alta concentracion de nitritos disminuye la resistencia de L. vannamei
y la actividad de la FO. Este trabajo con L. vannamei coincide con lo reportado Liu y Chen
(2004) y Tseng y Chen (2004) para esta especie, comprobando que existe una relacion
entre los cambios ambientales y el sistema proFO. Esto resalta la importancia que tiene el
manejo de los organismos en los sistemas de cultivo para reducir el estrés ambiental por

hipoxia ya que el sistema proFO se ve reducido.

Por otro lado en este trabajo se observé que la actividad total de la fenoloxidasa (FO
+ proFO) y la profenoloxidasa (Fig. 16 y 20) no solo se ven modificadas por la hipoxia, si
no también por efecto post-ejercicio. Aunque no existen reportes del efecto de ejercicio
sobre el sistema de la proFO en crustaceos, en este trabajo se pudo observar que existe una
respuesta post-ejercicio. Sin embargo, esta respuesta es diferente entre los organismos en
condiciones hipdxicas y normoxicas. Bajo condiciones normoxicas el efecto post-ejercicio
es mas evidente en la actividad de la proFO y FO total ya que ambas variables se ven
incrementadas, no obstante, una vez que los organismos entran en reposo la actividad de la
proFO y FO total se estabiliza alcanzando los mismos niveles que el grupo control. Sin
embargo, esto no ocurre con el tratamiento de hipoxia, en este caso la actividad de la proFO
y FO total aunque no presentd un efecto significativo post-ejercicio en normoxia, si se
observa una tendencia de incremento por el ejercicio. Este efecto en por el ejercicio sobre

el sistema proFO posiblemente este relacionado con el metabolismo de los organismos, ya
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que durante el ejercicio algunas variables metabolicas como glucosa y lactato fueron

modificadas durante este proceso.

La actividad inhibitoria de la a2-macroglobulina (a2M), fue modificada por efecto
de la hipoxia y el ejercicio en estas condiciones experimentales. En general las a2-
macroglobulinas son inhibidores de proteasas (aspdrticas, serin, cistein y metal proteasas)
endogenas y exdgenas (Magor y Magor, 2001) de amplio espectro (Revisado en: Kanost,
1999). Este inhibidor de proteasas ha sido caracterizado para L. vannamei (Gollas-Galvan
et al. 2003) pero no existen reportes del efecto del efecto de la hipoxia en la actividad de la

a2M para esta especie.

Le Moullac et al., (1998) reporta que bajo condiciones hipoxicas hay una reduccion
en la actividad inhibitoria de proteasas en el plasma de Penaeus stylirostris. Por lo que al
haber una reduccion en la actividad antiproteasa que regule la PPAE se presenta un
incremento en la actividad de la FO, como un mecanismo compensatorio para reducir el
impacto por el estrés de la hipoxia. No obstante estos autores observan un aumento en la
actividad de la a2M bajo condiciones de hipoxia, por lo que no queda claro el tipo de
inhibidor que pudiera estar participando en la regulacion del sistema de la proFO. No
obstante, a pesar de que estos autores encontraron un incremento en la actividad de la a2M
bajo condiciones de hipoxia (Img/L de oxigeno), en este trabajo para L. vannamei los
resultados muestran una disminucion en la actividad de la a2M en el tratamiento de hipoxia
cuando el nivel de oxigeno es menor a 0.5mg/L, asi como en el tratamiento de normoxia. A
pesar de esta disminucion en la actividad de la a2M cuando el oxigeno es menor a 0.5
mg/L se observa también una disminucién en la actividad de la FO, FO tot y proFO en
hipoxia. Una posible explicacion a esto es que debido a que la a2M es una enzima
inhibidora de amplio espectro y tiene la capacidad de inhibir proteasas no necesariamente
regule la PPAE del sistema proFO. Cabe la posibilidad que la a2M este actuando en la
regulacion de otro tipo de proteasas, incluso en proteasas relacionadas al metabolismo. Si

se hace un analisis del comportamiento de este inhibidor durante el experimento se puede
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observar que la a2M present6 una reduccién por efecto del ejercicio y este efecto se

mantuvo en los todos los organismos sometidos al tratamiento de normoxia.

Esta tendencia de reduccion pudiera estar asociada con la actividad metabolica de
los organismos, ya que durante el ejercicio la excrecion nitrogenada (amonio, urea, nitratos
y nitritos) producto del catabolismo nitrogenado, se vio modificada, por lo que
posiblemente la actividad proteolitica sea incrementada bajo estas condiciones,
reduciéndose la actividad inhibitoria de la a2M. No obstante, en el tratamiento de hipoxia
no se mantiene esta tendencia, por el contrario, la actividad inhibitoria se ve incrementada
en las primeras etapas del dicho tratamiento (3-1 mg/L), este incremento coincide con la
fase de disminucidn de la tasa metabdlica en hipoxia (reduccién en el consumo de oxigeno
y movimiento). Lo que podria indicar que la actividad de esta molécula no necesariamente
esta asociada de manera exclusiva con el sistema proFO si no también con la regulacion

metabolica.

En L. vannamei no se encontr6 una reduccion significativa en los CTH cuando estos
son sometidos a hipoxia severa (0.32 mg/L) comparado con el grupo control. Sin embargo,
cuando el nivel de oxigeno disminuye a 0.32 mg/L se observa una reduccion en el CTH
(5.522 x 10° cels/mL) de forma significativa con respecto a la mayoria de los organismos
(J3, J4, J5 y J6) sometidos a condiciones de normoxia (> 5 mg O,/L). Lo que implica un
efecto de reduccion en el CTH cuando el nivel de oxigeno alcanza los 0.32 mg/L, lo cual
coincide con el paro metabolico aerdbico. Por lo que bajo estas condiciones de déficit
energético la capacidad inmune podria verse afectada al presentarse un proceso de
enfermedad. Actualmente solo existe un reporte del efecto de la hipoxia en los CTH de L.
vannamei donde Mikulski et al., (2000) reportan que el CTH se ve reducido por efecto de
hipoxia hipercépnica, presentando el CTH mas bajo cuando el oxigeno disuelto disminuye
y el CO; se incrementa, registrando un efecto negativo en la supervivencia de L. vannamei
cuando este es expuesto a Vibrio parahaemolyticus bajo estas condiciones. A diferencia del

trabajo de Mikulski et al., (2000) en este trabajo la reduccion del CTH se registro en
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condiciones de hipoxia normocépnicas, ademas de que estos autores s6lo midieron el CTH
sin considerar ninguna variable fisioldgica ¢ inmune. No obstante, tanto el trabajo de
Mikulski et al., (2000) como este demuestran que bajo condiciones de hipoxia existe un
efecto de reduccion en la cantidad de hemocitos presentes, por que puede presentar un

efecto negativo en la respuesta inmune ante la presion de un patdégeno.

La reduccion en los CTH por efecto de un cambio ambiental ha sido registrada en
otras especies. En L. setiferus se ha observado una disminucién en el CTH ante un
incremento en la temperatura (Pascual et al., 2003), para la misma especie Sanchez et al.,
(2001) reportan un decremento en los CTH por efecto de la aclimatacion. En el caso de
Farfantepenaeus paulensis se ha reportado que una reduccion en la salinidad presenta una
disminucion en el CTH (Perazzolo et al., 2002) y Haliotis tuberculata se ha demostrado

que el estrés (por manejo) provoca una reduccion en los hemocitos (Malham ef al., 2003).

En Haliotis diversicolor supertexta los CTH se reducen cuando es infectada por
Vibrio parahaemolyticus y sometida a un evento de hipoxia (Cheng, et al., 2004), en el
caso de Macrobrachium rosenbergii también se ha observado esta respuesta, cuando el
oxigeno disminuye 2 y 1.25 mg/L se presenta una reduccion en los CTH (Cheng, et al.,
2002%. En esta especie también se ha reportado que los CTH se reducen cuando hay un
incremento en el pH (9.0) o decremento (4.6-5.0), cuando la temperatura se incrementa, y
cuando la salinidad se reduce (Cheng y Chen, 2000°). En Penaeus stylirostris se ha
demostrado que cuando esta especie es expuesta a condiciones hipoxicas, los CTH se ven

reducidos en un 7.6% (Le Moullac, et al., 1998).

En L. vannamei se ha demostrado que un incremento en el amonio aumenta la la
susceptibilidad a Vibrio alginolyticus, sin presentarse una disminucién en el nimero de
hemocitos (Liu y Chen, 2004). Por otro lado, niveles elevados de nitritos provocan una
reduccion en la funcién inmune de L. vannamei a Vibrio alginoliticus donde existe una
reduccion en los CTH (Tseng y Chen., 2004). Esto coincide con lo encontrado en el

presente estudio, ya que a pesar de que no se vio una reduccion significativa en el CTH
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bajo condiciones hipdxicas comparado con el control, si se pudo observar una tendencia de

reduccion en los CTH cuando el oxigeno es igual a 0.32 mg/L.

Cabe mencionar, que a pesar de que los conteos totales de hemocitos (CTH) han
sido utilizados como un indicador del estado inmune en crusticeos y otros invertebrados,
donde la respuesta ante una infeccion implica una reduccion en los CTH como se ha
observado en L. vannamei cuando este es infectado por el virus Taura (Song et al., 2003).
La determinacion de este pardmetro requiere de una identificacion compleja y mucha
experiencia que al ser medida arbitrariamente puede presentar una alta variacion entre los

datos (Rodriguez y Le Moullac, 2000).

Dentro de las especies que se han medido los CTH se encuentran, P. japonicus
donde los CTH se encuentran alrededor de 1.7 x 10’cel/mL (Henning et al., 1998 en: Song
et al., 2003), en Carcinus maenas 14-32 x 107, en Palaemon elegans 2.85 x 107 cels/mL, en
Crangon crangon 2.97 x 107 cels/mL, en Squilla mantis 3.32 x 10° cels/mL (Lorenzon et
al., 1999). En P. stylirostris 1.84 x 10’ (Le Moullac, et al., 1998), P. monodon 5.9 x 10 " +
1.7 cel/ mL (Van de Braak, 2002), Liocarcinus depurator 1.8-1.7 x 10’/mL (Hammond y
Smith, 2002), L. setiferus 43.4 x 10° cel/mL (Pascual ef al., 2003) y 72.5 x 10’ cels/mL
(Sanchez et al., 2001), Macrobrachium rosenbergii 141.24 x 10° cels/mL (Cheng, et al.,
2002%), Farfantepenaeus paulensis 45 x 10° cels/mL (Perazzolo et al., 2002) y en L.
vannamei 1.64+0.73 x 10 "cels/mL (Song et al., 2003), 1.17 x 107 cels/mL (Liu y Chen,
2004) y 1.96-2.02 x 10° cels/mL (Tseng y Chen, 2004). Como se puede observar la
cantidad de hemocitos reportada puede variar entre especies de crustaceos y dentro de las
especies siendo este parametro facilmente afectado por sexo, muda, desarrollo, estado
reproductivo, nutricién y condiciones ambientales (Cheng et al., 2003%; Cheng et al., 2002,

Pascual et al., 2003; Pascual et al., 2004; Sanchez et al., 2001).

En este trabajo con L. vannamei se encontrd6 que en el grupo control el CTH
presentd 7.91 x 10 © cels/mL, ¢l cual estuvo relativamente por debajo de lo reportado en

esta especie por Song ef al., (2003), Liu y Chen, (2004) y Tseng y Chen, (2004). No
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obstante, como ya se menciono el CTH puede variar dentro de la misma especie,
dependiendo de las condiciones ambientales y experimentales. Sin embargo, en el grupo de
ejercicio y en el resto de los organismos sometidos al tratamiento de normoxia los CTH se
encontraron entre 10.88 x 10° cels/mL y 10.49 y 15.7 x 10° cels/mL, teniendo que estos

valores son similares a los reportados por Liu y Chen, (2004) para esta L. vannamei.

En los resultados obtenidos para L. vannamei en este trabajo, se observo un
incremento en los CTH en el grupo de ejercicio comparado con el control, asi como un
efecto post-ejercicio en las jaulas 1 de los tratamientos de normoxia e hipoxia, el cual no
esta reportado para esta especie. No obstante existen reportes en vertebrados en donde se ha
observado que el ejercicio dependiendo de su intensidad y duracion tiene un efecto de
induccion en la funcidén de los macrofagos, estimulando la fagocitosis, la actividad de
reconocimiento, el metabolismo del nitrégeno, la cantidad de especies reactivas de oxigeno,
asi como la quimiotaxis de los macréfagos de ratas jovenes (Woods et al., 2000). Por su
parte Jussila ef al. (2001) reportan que en la langosta Panulirus cygnus existe un efecto
post-gjercicio en los CTH, incrementandose de 4.5 x 10° cels/mL a 6.4 x 10° cels/mL en

organismos sometidos a una hora de ejercicio.

Este tipo de respuesta también se ha observado en Carcinus maenas donde la
cantidad de hemocitos esta relacionada con el ciclo de mareas diario, teniendo una mayor
cantidad de hemocitos circulantes durante el periodo de marea alta, que es en el periodo
durante el cual esta especie se alimenta durante la noche y donde se encuentra su pico de
actividad (Truscott y White, 1990). Debido a estos resultados se puede suponer que L.
vannamei también presenta un incremento en el nimero de hemocitos cuando es sometido
a ejercicio, pero la respuesta post-ejercicio depende de la cantidad de oxigeno del agua, por
lo que es necesario realizar mas estudios para entender el mecanismo que opera bajo estas

circunstancias.

Ademas de los CTH, la lisozima es una enzima que juega un papel muy importante
en el sistema inmune tipo innato de los invertebrados, esta es una enzima antibacterial, que

hidroliza el enlace B-1,4 de los peptidoglicanos bacterianos (Olsen ef al. 2003). Esta enzima
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ya ha sido caracterizada para Marsupenaeus japonicus, la cual participa en la actividad
litica de diversas especies de Vibrio, las cuales son agentes infecciosos en los camarones
(Hikima et al., 2003) sin embargo, no existen estudios que reporten el efecto que tiene la

hipoxia sobre esta variable inmune.

En este trabajo con L. vannamei se observd que la actividad de la lisozima
disminuyo un 63.27% en los organismos de la ultima jaula del tratamiento de hipoxia (0.32
mg/L. de oxigeno) comparado con el grupo control (<5.0 mg/L de oxigeno). Como ya se
menciono, esta es una enzima importante en el sistema inmune de los invertebrados ya que
debido a su actividad litica protege a los organismos de las bacterias patdogenas. Al
reducirse la actividad de la lizosima por efecto de la hipoxia (0.32 mg/L de oxigeno) esto
pudiera afectar la capacidad del organismo para defenderse inmunoldgicamente y esto
podria incrementar la susceptibilidad del organismo a un agente infeccioso, como se ha
observado en los trabajos de Le Moullac et al., (1998), Cheng et al., (2002)* y Mikulski et
al. (2000) en Penaeus stylirostris 'y Macrobrachium rosenbergii y L. vannamei

respectivamente.

La (NOS) es una enzima ampliamente estudiada en los vertebrados, y se encuentra
distribuida en todo el reino animal (Sengupta et al., 2003). La NOS es considerada como
una de las enzimas mas complejas, que tiene funciones tanto fisioldgicas como patolédgicas.
Existen tres isoformas, la nNOS (NOS I) o neuronal, la eNOS (NOS III) o endotelial y la
iNOS (NOS 1I) o inducible, las primeras dos se consideran constitutivas y son Ca'-
dependientes (Andrew y Mayer, 1999) y la tercera (iNOS) es Ca-independiente (Bogdan,
2001) y se encuentra asociada al sistema inmune (Akaike y Maeda, 2000, Bogdan, 2001,
Chakravortty y Hensel, 2003, Coleman, 2001, Holan et al., 2001). A pesar de estas
diferencias, las tres NOS producen 6xido nitrico (NO) el cual es rapidamente oxidado a
nitritos y nitratos, de manera que la cantidad de nitritos y nitratos producidos por un

organismo es un reflejo de la actividad de esta enzima (Sun et al., 2003).
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Existen reportes donde se ha demostrado que la hipoxia incrementa la produccion
de NO en especies de vertebrados marinos, tales como Carassius auratus (Cameron et al.,
2003) y Hemiscyllium ocellatum (Nilsson y Renshaw, 2004), donde la produccién de NO
es incrementada en el sistema vascular y en las neuronas como respuesta a la hipoxia. En
mamiferos se ha reportado que existe una relacion entre la produccién de NO vy la hipoxia,
donde la isoforma involucrada es la eNOS, sugiriendo que el NO formado por las células
endoteliales induce un efecto vascular para incrementar el flujo sanguineo ante un evento

de hipoxia (Sanson y Mark, 2003, Yamamoto ef al., 2003).

No obstante, no hay reportes que mencionen el efecto de la hipoxia en la
produccion de nitritos y nitratos en hemolinfa en L. vannamei. En este trabajo sin embargo,
se pudo observar que los nitratos y nitritos en hemolinfa no son afectados por el nivel de
oxigeno del agua. Debido a que se presentd el misma tendencia en los niveles de nitritos y
nitratos en hemolinfa en los tratamientos de normoxia e hipoxia, definiendo que bajo las
condiciones de este experimento la produccion de los nitritos y nitratos como reflejo de la

actividad de la oxido nitrico sintetasa al parecer es oxigeno independiente.

A pesar de esto, los nitritos si son afectados por la actividad muscular que presentan
los organismos, observando que existe un efecto a causa del ejercicio y del post-ejercicio
en los niveles de nitritos en hemolinfa. Teniendo que la cantidad de nitritos en la hemolinfa
bajo estas condiciones experimentales es afectada por el movimiento de los organismos. Un
ejemplo de esto es que aunque en los organismos de la J6 y libres las condiciones de
oxigeno fueron las mismas (0.3-0.32 mg/L), los organismos libres presentaron niveles de
nitritos mayores que en los organismos enjaulados en el caso del tratamiento de hipoxia.
Por otro lado, en tratamiento de normoxia aunque los organismos de la J6 y libres se
mantuvieron en condiciones de oxigeno arriba de 5 mg/L, los organismos libres
presentaron una mayor concentracion de nitritos en la hemolinfa. Otro ejemplo, fue la
diferencia en los niveles de nitritos entre los organismos control (en reposo) y los

organismos sometidos a ejercicio, observdndose un incremento significativo en los
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organismos que se sometieron a un periodo de ejercicio. En el caso de la jaula 4 en ambos
tratamientos se observd un ligero incremento en los nitritos, pero este pudo haber sido
causado por el movimiento en las jaulas y en los organismos generado al sacar la segunda

jaula de cada tanque.

En ciertos grupos como en mamiferos, se ha demostrado que el ejercicio es un
estimulador importante de los niveles de nitritos en plasma sanguineo, por actividad de la
oxido nitrico sintetasa endotelial (eNOS). La cual actia como un regulador del flujo
sanguineo ya que funciona como vasodilatador ante un evento de ejercicio, donde los
niveles de nitratos y nitritos, asi como del NO se ven incrementados ante un evento de
ejercicio (Maeda et al., 2001, Schofield et al., 2003 y Ueda et al., 2003). Higashi y
Yoshizumi (2004) mencionan que en los mamiferos el ejercicio promueve la funcion
endotelial, donde el ejercicio regula y modifica la presion arterial, el metabolismo de los
lipidos, la glucosa y los factores neurohormonales. Estos autores mencionan que no es claro
el mecanismo mediante el cual se incrementa la funcion endotelial durante el ejercicio, pero
es evidente que el ejercicio aerdbico incrementa la produccion de oxido nitrico por la
eNOS. Aunque esta enzima ha sido considerada netamente constitutiva, diferentes factores
pueden estimular su actividad como la hipoxia, las hormonas, el ejercicio y una elevacion
en el Ca™ (Andrew y Mayer, 1999). A pesar de que en este trabajo no se pudo definir cual
de las tres isoformas de la NOS es la que incremento la produccion del NO durante el
experimento existen ciertas evidencias que pudieran sefialar que la iNOS no parece jugar

un papel evidente bajo estas condiciones experimentales.

La primera evidencia es que existen reportes donde se demuestra que en crustaceos
decépodos como Procambarus clarkii y Homarus amercanus el flujo de la hemolinfa y el
calibre de las arterias se incrementan por la actividad muscular, aumentando el suplemento
de hemolinfa a los misculos abdominales para incrementar la demanda metabdlica cuando
son sometidos dicha actividad. De esta manera, la cantidad de hemolinfa se dirige hacia las

extremidades como apéndices, estructuras bucales y musculos, ya que durante la actividad
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muscular se requiere un alto grado de reoxigenacion (Reiber et al., 1997, Reiber y
McMahon, 1998). En el caso de Cancer magister se ha demostrado que cuando esta especie
es expuesta a un proceso de ejercicio se incrementa el “output” cardiaco y el flujo de la
hemolinfa, la cual es redirigida principalmente a los musculos y escafognatitos, esta
redireccion de la hemolinfa al parecer es resultado de un control hormonal/neurohormonal
en las valvulas cardioarteriales (Wachter y McMahon, 1996). Este hecho aunado a que los
crustadceos presentan un sistema vascular donde participa el tejido endotelial (Wilkens et
al., 1997) y la distribucién de la hemolinfa se lleva a cabo por canales especificos y no
aleatorios como se pensaba (McLaughlin, 1983, McMahon, 2001°). Se asume que bajo
condiciones de actividad fisica la NOS endotelial que trabaja a nivel cardiovascular,
incrementa la cantidad de NO producido y esto se ve reflejado en la produccion de nitritos

en este experimento con L. vannamei.

Otra evidencia es que en el caso del sistema cardiaco de Homarus americanus se ha
demostrado que una NOS calcio dependiente se expresa de forma importante en el musculo
cardiaco. Donde la presencia en el musculo cardiaco de esta enzima calcio dependiente
provee un mecanismo por el cual la produccion local del NO participa en el desempeio del
corazon, ya que durante la estimulacion (neuronal u hormonal) que incrementa el ritmo
cardiaco (actividad fisica), se incrementa la cantidad de iones Ca™ provocando que la NOS
calcio dependiente incremente la produccion del NO para inhibir al ganglio cardiaco y
contrarrestar el efecto del estimulo excitatorio (Mahadevan et al., 2004). Demostrando que
bajo condiciones que permiten el incremento del ritmo cardiaco, la actividad de la NOS
calcio dependiente juega un papel importante en la regulacion del sistema cardiovascular.
La regulacion del sistema cardiovascular durante el ejercicio es un proceso complejo donde
se hallan implicados mecanismos de control nerviosos y neuronales (Randall et al., 1998),
por lo que hacen falta estudios a cerca de como el ejercicio afecta al sistema cardiovascular
en L.vannamei y cual es el papel de la NOS durante este proceso, aunque los resultados

parecen indicar que una NOS calcio dependiente esta participando durante este proceso.
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A diferencia de la eNOS y la nNOS, la iNOS cuando incrementa su actividad
presenta una fase de retardo de varias horas entre la activacion celular y la produccion del
NO, reflejandose en el tiempo que se toma la sintesis de mRNA y de la proteina, en
contraste con las nNOS y la eNOS. Por otro lado la iNOS genera altas concentraciones de
NO vy este nivel es sostenido por horas o por dias, dependiendo que tanto tiempo la enzima
esta presente en la célula o el tejido (Coleman, 2001), sin embargo los cambios observados
en los niveles de nitritos y nitratos durante el presente estudio mostraron cambios en los
niveles de nitritos y nitratos a corto plazo. Otro aspecto importante es que la concentracion
maxima de nitritos producidos durante todo el experimento no rebasa los 2.63 uM/L y en el
caso de los nitratos 1.93 uM/L. A diferencia de lo reportado en el trabajo de Nappi et al.
(2000) sobre Drosophila melanogaster y D. teissieri donde se encontré que cuando esta era
infectada por el parasito L. boulardi la produccion de nitritos era de 10-11 pM/muestra de
hemolinfa. Por su parte en Exstigmene acraea Weiske y Wiesner (1999) demostraron que
cuando este lepiddptero es estimulado por la presencia de patdégenos y lipopolisacaridos

los nitritos se incrementan en 3.5 nmol/10® celulas de E. acraea.

En el caso de Mytilus galloprovincialis cuando los hemocitos son activados con
lipopolisacaridos y beta glucanos, los niveles de NO,/NOs se incrementan hasta alcanzar
niveles de 8 pM/L (Arumugam et al. 2000). Por su parte Gourdon et al. (2001)
demostraron para la misma especie, que cuando los hemocitos son estimulados por agentes
extrafos estos incrementan la cantidad de nitritos y nitratos de 0.7 uM a 8.0 uM. Tafalla et
al., (2003) reportan que cuando los hemocitos de Ruditapes decussatus son activados por
zymosan, éstos incrementan la cantidad de nitritos de 4 puM a 8-9 uM. Por todo lo anterior,
al parecer estos datos corroboran el hecho de que alguna de las NOS calcio dependiente es
la que participa, ya que los niveles de nitritos y nitratos encontrados en el presente estudio
se encuentran por debajo de lo reportado por estos autores. De asumir que una NOS calcio
dependiente es la que esta siendo activada bajo estas condiciones experimentales, entonces
la actividad inmune realizada por la iNOS no se ve afectada ante un evento de hipoxia y

ejercicio, siempre y cuando €stos no sean sometidos a la presion de un patodgeno.
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Por otro lado, se sabe que el ejercicio incrementa la actividad muscular,
incrementandose el flujo de calcio en las células del musculo. El Ca™ juega un papel muy
importante en la contraccion muscular, donde la troponina y la tropomiosina (asociadas a
los filamentos de actina) juegan un papel importante en el efecto del Ca™ durante la
contraccion. Teniendo que la presencia de calcio y ATP es esencial para el ciclo normal de
contraccion y relajacion muscular (Alberts et al., 2002, Melzer et al., 1995, Randall et al.,
1998). La importancia del calcio en la contraccién muscular en los invertebrados también
ha sido demostrada para Locusta migratoria (Dunbar y Huddart, 1982, Wilcox y Lange,
1995), Lethocerus indicus (Taylor et al., 1999) y Procambarus clarkii (Sakurai et al., 1996)
entre otros. Donde la contraccion del musculo esta controlada por cambios intracelulares
en la concentracién de Ca™. Sin embargo, en los mamiferos se sabe que el ejercicio
produce un incremento en la concentracion de calcio libre, calcio total y lactato en el
plasma (Renoe et al. 1980). Foster et al. (1989) reportan que Leptograpsus variegatus

incrementa los niveles de lactato, glucosa y Ca™ en la hemolinfa por efecto post-ejercicio.

Respecto a los nitratos aunque su comportamiento bajo estas condiciones
experimentales se mostré de forma independiente al nivel de oxigeno en el agua, no se
presentd un comportamiento similar al de los nitritos. Esto pudo haber sido causado por el
retardo que existe entre la oxidacion de los nitritos a nitratos, pudiéndose observar que en
los organismos de la J4 el incremento en los nitritos se vio reflejada en el incremento en los
nitratos de los organismos de la J5. Sin embargo, a pesar de esto los niveles de los nitratos
se mantuvieron muy bajos, con valores cercanos a cero en algunos casos y sin presentar una
relacion clara con los nitritos. Sugiriendo que hacen falta mas estudios para poder entender
la dinamica y la relacion que existe entre los factores ambientales y la actividad

cardiovascular y muscular con los niveles de nitritos y nitratos en la hemolinfa.

Dado todo lo anterior, este trabajo demuestra que la hipoxia cuando el nivel de
oxigeno se encuentra por debajo de 0.5 mg/L afecta de forma importante el sistema proFO,

el CTH, la actividad de la lisozima y la actvidad reguladora de la a2M cuando los
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organismos presentan una reduccion en el metabolismo aerobico reflejado en el incremento
de el acido lactico en la hemolinfa en L. vannamei. Esto debe considerarse durante el
manejo de los organismos en cultivo, ya que la reduccion de estos componentes de la
funcidén inmune a causa de la hipoxia, puede reducir la resistencia de esta especie ante la
presion de alglin agente patdgeno u otro estrés ambiental. Por lo que el uso de aereadores y
de sistemas que eviten las caidas de oxigeno por debajo de este nivel es importante para el

buen mantenimiento de los camarones dentro del sistema de cultivo.

Por otro lado, este trabajo demuestra la importancia que tiene la hipoxia aguda en el
sistema inmune del camarén blanco, ya que por lo general todos los estudios realizados
sobre este tema se enfocan principalmente en el estudio del efecto que tiene la hipoxia
cronica, la cual dificilmente se presenta en los sistemas de cultivo como ya se ha
mencionado. También debe considerarse en estudios de este tipo el considerar variables
asociadas al metabolismo para identificar de forma precisa en que momento los organismos
se encuentran en déficit energético por hipoxia, ya que es en este punto donde ocurren los

cambios metabodlicos e inmunes en esta especie.
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9. Conclusiones.

En camaro6n blanco la tasa de consumo de oxigeno durante un evento de hipoxia aguda es
reducida cuando el nivel de oxigeno cae de 4-2.85 mg/L, por debajo de 2.85 mg/L esta es

mantenida en un nivel bajo.

La cantidad de urea, amonio NO;, y NOj; excretada por L. vannamei se incrementa por
efecto del ejercicio, y se modifica por la hipoxia, incrementdndose los niveles de urea y

reduciéndose los niveles de amonio.

Los niveles de lactato son incrementados cuando el nivel de oxigeno del agua se encuentra
por debajo de los 0.5 mg/L, indicando que L. vannamei requiere ser sometido a niveles de

oxigeno menores a 0.5 mg/L para sufrir una reduccion en el metabolismo aerdbico.

Los niveles de lactato en hemolinfa reportados en este trabajo, son los mas altos reportados

para esta especie cuando se presenta un nivel de oxigeno por debajo de 0.5 mg/L.

La glucosa en la hemolinfa se incrementa (hiperglicemia) ante un evento de hipoxia cuando
los niveles de oxigeno estan por debajo de 0.5 mg/L, asi como por efecto del ejercicio en

camaron blanco.

Los niveles de proteina y colesterol en los camarones no se ven modificados ante un evento

de hipoxia aguda, bajo estas condiciones experimentales.

La actividad de la FO total, FO y proFO se ve reducida bajo condiciones de hipoxia,
cuando el nivel de oxigeno es menor a 0.5 mg/L, pudiendo reducir la capacidad de

respuesta inmune de L. vannamei bajo estas condiciones.
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No se observa un efecto evidente por hipoxia en la CTH, sin embargo existe una tendencia

de reduccion de este parametro y un incremento por efecto del ejercicio.

La actividad de la lisozima se ve reducida en un 63.27% bajo condiciones de hipoxia,

cuando el oxigeno se encuentra por debajo de 0.5 mg/L.

Los nitritos en hemolinfa en camaron blanco no se ven afectados por el nivel de oxigeno en
el agua, pero son incrementados con el movimiento de los organismos. Por su parte los
nitratos no presentan una relacion evidente ni con la hipoxia ni con el movimiento de los

organismos.
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ANEXO

Fig. 1. Organismos sometidos a ejercicio por nado contracorriente.

Fig. 2. Enjaulamiento de los organismos.

Fig. 3. Tanques de incubacion a los tratamientos: (a) tanque Normoxia, (b) tanque Hipoxia, (c) tanque
RHipoxia.
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Tabla I. Excrecion nitrogenada en camaron blanco (Litopenaeus vannamei) en condiciones de normoxia e

hipoxia.
Tratamiento Jaula mg de O2/L Amonio (mg/L) Urea (mg/L) Nitritos(pg/L) Nitratos(pg/L)
Normoxia c 5.82 0.078 52.449 0.908 0.000
E 5.72 3.541 62.140 1.933 0.360
1 5.64 0.187 4.276 0.862 0.035
2 5.66 0.171 0.000 0.442 0.093
3 5.56 0.270 0.570 0.687 0.000
4 5.66 0.361 5.701 0.652 0.000
5 5.63 0.410 1.425 0.419 0.000
6 5.68 0.330 3.991 0.466 0.186
Libres 5.73 0.314 2.850 0.675 0.000
Hipoxia 1 3.72 0.111 18.243 0.442 0.000
2 2.97 0.155 20.523 0.466 0.000
3 1.93 0.319 6.556 0.745 0.000
4 0.93 0.263 13.397 0.629 0.209
5 0.45 0.097 15.108 0.512 0.000
6 0.32 0.221 12.257 0.582 0.070
Libres 0.3 0.219 7.411 1.141 0.012
Control Agua 1 5.85 0.017 0.000 0.439 0.013

Tabla II. Niveles de lactato y glucosa en hemolinfa de camaré6n blanco (Litopenaeus vannamei) en
condiciones de normoxia e hipoxia.

Tanque Jaula mg de O2/L | Lactato (mg/dL)* Err.Std Glucosa (mg/dL)* Err.Std
Normoxia c 5.82 2.235 1.67 11.813 1.44
E 5.72 2.551 1.67 17.913 1.52
1 5.64 1.878 2.36 29.883 1.86
2 5.66 3.878 2.36 18.246 1.86
3 5.56 5.141 2.36 15.441 1.86
4 5.66 3.743 2.36 15.585 1.86
5 563 3.464 2.36 14.051 1.86
6 5.68 5.683 2.64 17.060 2.27
Libres 573 5.434 2.64 16.477 2.27
Hipoxia 1 3.72 22.922 2.36 23.608 2.27
2 297 5.029 2.16 20.898 2.03
3 1.93 5.213 2.64 15.291 2.27
4 0.93 5.569 2.16 18.918 1.86
5 0.45 7.344 2.64 33.139 1.86
6 0.32 32.043 2.36 40.976 1.72
Libres 0.3 74.460 3.05 57.689 2.27
RHipoxia 1 3.78 15.681 2.03 25.907 2.04
2 245 5.717 1.86 17.952 2.04
3 1.64 6.871 1.86 15.464 2.04
4 0.82 11.543 2.03 16.911 2.04
5 0.45 11.128 1.86 16.734 2.28
6 0.39 41.207 2.27 38.233 2.04

Diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.05) se indican con un asterisco (*).
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Fig. 6. Regresion cuadratica significativa (p=0.0093, R*=0.64665) entre los niveles de glucosa (mg/dL) y los

niveles de lactato (mg/dL).

Tabla II1. Valores obtenidos de la Actividad de la FO total, FO, proFO y a2-Macroglobulina en camar6n
blanco (Litopenaeus vannamei) en condiciones de normoxia e hipoxia.

Tratamiento Jaula mg de O,/L FO Tot* Err.Std FO Err.Std proFO* Err.Std a2M* Err.Std
Normoxia c 5.82 0.149 0.017 0.036 0.003 0.112 0.019 27.491 1.406
E 5.72 0.168 0.017 0.034 0.003 0.134 0.019 19.002 1.334
1 5.64 0.319 0.024 0.041 0.004 0.275 0.027 20.821 1.887
2 5.66 0.270 0.027 0.038 0.004 0.262 0.027 19.001 1.722
3 5.56 0.184 0.024 0.037 0.004 0.176 0.030 16.947 1.722
4 5.66 0.143 0.022 0.039 0.004 0.105 0.024 17.204 1.722
5 563 0.167 0.024 0.036 0.004 0.133 0.027 14.675 1.887
6 5.68 0.179 0.022 0.049 0.004 0.144 0.027 17.745 1.722
Libres 573 0.181 0.027 0.044 0.005 0.137 0.030 ok .
Hipoxia 1 3.72 0.179 0.022 0.038 0.004 0.132 0.024 17.290 1.722
2 297 0.189 0.024 0.036 0.004 0.193 0.024 24.800 1.722
3 1.93 0.157 0.024 0.036 0.004 0.121 0.027 27.666 1.887
4 0.93 0.098 0.022 0.035 0.004 0.050 0.024 26.924 2.110
5 045 0.134 0.022 0.032 0.004 0.102 0.024 17.740 1.722
6 0.32 0.045 0.022 0.029 0.004 0.017 0.024 18.875 1.722
Libres 0.3 0.064 0.027 0.029 0.005 0.035 0.030 . -

Diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.05) se indican con un asterisco (*).
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Tabla IV. Conteo Total de Hemocitos (CTH) en camardn blanco (Litopenaeus vannamei) en condiciones de
normoxia e hipoxia.

Tratamiento Jaula mg de O2/L CTH (cel x10°)* Err.Std
Normoxia C 5.82 7.913 1.078
5.72 10.889 1.078
1 5.64 10.491 1.244
2 5.66 11.078 1.363
3 5.56 13.000 1.760
4 5.66 14.163 1.363
5 5.63 13.853 1.244
6 5.68 15.703 1244
Hipoxia 1 3.72 18.775 1.244
2 2.97 16.906 1244
3 1.93 9.172 1.524
4 0.93 15.154 1.244
S 0.45 13.022 1244
6 0.32 5.522 1.244

Diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.05) se indican con un asterisco (*).

Tabla V. Concentracion de nitritos en hemolinfa en camaroén blanco (Litopenaeus vannamei) en condiciones
de normoxia e hipoxia.

Tratamiento | Jaula mg de O,/L Nitritos (uM/L)* Err.Std
Normoxia C 5.82 1.902 0.150
572 2.632 0.142

1 5.64 2.443 0.201

2 5.66 2.011 0.201

3 5.56 1.761 0.183

4 5.66 1.932 0.183

5 5.63 1.352 0.201

6 5.68 1.426 0.225

Libres 5.73 2.374 0.225

Hipoxia 1 3.72 2.535 0.183
2 2.97 1.609 0.183

3 1.93 1.445 0.225

4 0.93 2.055 0.201

5 0.45 1.579 0.201

6 0.32 1.427 0.183

Libres 0.3 2422 0.225

Diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.05) se indican con un asterisco (*).
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Tabla VI. Concentracion de nitratos en hemolinfa en camaroén blanco (Litopenaeus vannamei) en condiciones
de normoxia e hipoxia.

Tratamiento Jaula mg de O,/L Nitratos (uM/L)* Err.Std
Normoxia C 5.82 0.277 0.223
5.72 0.287 0.236
1 5.64 0.000 0.273
2 5.66 0.789 0.273
3 5.56 0.427 0.334
4 5.66 0.234 0.299
5 5.63 1.705 0.273
6 5.68 0.000 0.273
Libres 5.73 0.210 0.386
Hipoxia 1 3.72 0.000 0.299
2 297 0.299 0.299
3 1.93 0.946 0.299
4 0.93 0.271 0.273
5 0.45 1.935 0.273
6 0.32 0.176 0.273
Libres 0.3 0.000 0.386

Diferencias estadisticas entre los tratamientos (p<0.05) se indican con un asterisco (*).



