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RESUMEN

El virus del sindrome de la mancha blanca (VSMB) es considerado un patéogeno
extremadamente virulento que afecta la mayoria de los crusticeos en ambos
hemisferios. VSMB causa estrés oxidativo debido a la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) como parte del sistema inmune que defiende al hospedero en contra
de microorganismos extrafios. Camarones de 10-12 g de peso fueron mantenidos en
acuarios a 27° C, y se tomaron muestras de hemolinfa, hepatopancreas, branquias y
musculo en diferentes intervalos de tiempo (1, 24 y 48 h) de camarones sanos e
infectados por inyeccion intramuscular de un inoculo viral con VSMB. La carga viral
fue confirmada y cuantificada por qPCR. Se cuantifico el dafio oxidativo asociado con
el estrés oxidativo (peroxidacion de lipidos y carbonilos proteicos) y la actividad de
(enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation S-transferasa (GST). Se
encontrd un efecto debido a la infeccion con VSMB en todos los tejidos y pardmetros
analizados. La peroxidacion de lipidos y el contenido de carbonilos proteicos fue mas
alto en los tejidos infectados con VSMB comparado con los controles no infectados. La
actividad de las enzimas antioxidantes fue significativamente mas elevada a 1 h post-
infeccion en hemolinfa, mientras que en los tejidos restantes, la actividad resultd6 mas
elevada a 24 h post-infeccion debido a la alta produccion de ERO causada por la
actividad fagocitica en contra de la infeccion con VSMB mientras que a 48 h post-
infeccion se encontrd6 un descenso de la actividad enzimatica en todos los tejidos
analizados. Los resultados sugieren estrés oxidativo y dafio oxidativo debido a la
inactivacion de enzimas antioxidantes en camarones infectados con VSMB lo que da

lugar al fallo del sistema y la muerte del organismo.

Palabras clave: Camaron blanco, enzimas antioxidantes, estrés oxidativo, virus del
sindrome de la mancha blanca.
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ABSTRACT

White spot sindrome virus (WSSV) is considered an extremely virulent pathogen that
affects most of the crustaceans in both hemispheres. WSSV causes oxidative stress due
to the production of ROS as part of the immune system that defends the host against
foreign micro-organisms. Shrimp of 10-12 g body mass were held in aquaria at 27° C
and samples of haemolymph, hepatopancreas, gills and musle were taken at different
time intervals (1, 24 and 48 h) from healthy and infected shrimps by intramuscular
injection with a viral inoculum of WSSV. The viral load was confirmed and cuantified
by qPCR. The oxidative damage associated with oxidative stress was cuantified with
the levels of oxidative damage (lipid peroxidation and carbonyl protein) and the activity
of antioxidant enzymes (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GPx) glutathione reductase (GR) and glutathione S-transferase (GST). An
effect due to the infection with WSSV was foud in all tissues and parameters analyzed.
Lipid peroxidation and protein carbonyl levels were higher in WSSV-infected tissues
compared to uninfected controls. The activity of antioxidant enzymes was significantly
higher at 1 h post-infection in the haemolymph, while in the rest of the tissues, the
activity was more elevated at 24 h post-infection due to high production of ROS caused
by the phagocytic activity against infection with WSSV, while a significant reduction in
antioxidant enzymes activities was found at 48 h post-infection in all the tissues
analyzed. These results could indicate oxidative stress and tissue damage via
inactivation of antioxidant enzymes in WSSV-infected shrimps resulting in system

failure and sudden death.

Key words: White shrimp, antioxidant enzymes, oxidative stress, White spot sindrome

virus.
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1. INTRODUCCION

La produccion de crustaceos es una actividad de alto valor comercial a nivel mundial.
Esta representa el mayor valor monetario de la industria acuicola, en donde
aproximadamente la mitad corresponde a los camarones peneidos (Smith et al., 2003).
La acuicultura de camardn se expandi6 significativamente a lo largo de América
Latina y Asia durante la década de 1980 y desde entonces se ha multiplicado y
extendido a través del mundo con una aportacion del 40% de la produccion total de
camarén (Moss, 2002; FAO, 2009). De acuerdo a los reportes del Fisheries and
Aquaculture Department of Food and Agriculture Organization (FAO, 2008) se obtuvo
un excedente de 2.4 millones de toneladas por afio en la produccion de camardn por
acuicultura. El camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei, también
denominada como Penaeus vannamei) es la especie de peneido mas cultivada a nivel
mundial y contribuye aproximadamente al 75% de la produccion global con un valor

aproximado de $8.9 billones de dolares reportados en 2008 (FAO, 2009).

La rapida expansion de la industria de acuacultura de camardén ha sido
acompanada de enfermedades que afectan la supervivencia y el desarrollo de los
organismos lo que da lugar a mermas en los pardmetros productivos o la disminucién
de la calidad del producto. Preservar la salud de los camarones es uno de los factores
limitantes de mayor importancia para la produccion ya que las mortalidades
representan una pérdida directa de la inversion en alimento, trabajo, organismos, y

otros componentes del costo total de la misma (Plumb, 2001; Harper, 2002).

Los virus de origen marino no se habian considerado ecoldogicamente importantes
hasta la década de 1980, pues su concentracion era desestimada. Estudios subsecuentes
revelaron que existen millones de particulas virales en cada milimetro de agua de mar
por lo que estas entidades biologicas se consideran las mas abundantes en los océanos
(Suttle, 2007; Sanchez-Paz, 2010). Las contribuciones mas importantes al
conocimiento de las enfermedades virales en los organismos marinos radican en sus

efectos adversos en la acuicultura.



1. 1 Virus del sindrome de la mancha blanca

Entre los virus considerados mas virulentos debido a su poder de infeccion y alta
capacidad de propagacion, se encuentra el virus del sindrome de la mancha blanca
(VSMB 6 WSSV por sus siglas en ingles). Este virus ha sido, hasta el momento, el
problema de sanidad acuicola de mayor impacto para el cultivo de los camarones
peneidos (Aguirre y Ascencio, 2000; Maldonado et al., 2004). El VSMB es un
patogeno importante que infecta especies de crustaceos decdpodos en ambos
hemisferios. El VSMB cuenta con un amplio rango de organismos que actian como
hospederos o simplemente como acarreadores mecanicos, entre los cuales se incluyen
rotiferos, bivalvos, anélidos, crustdceos no decapodos (como Artemia salina),
copépodos, isopodos, larvas de insectos, y otros artropodos acuaticos no crusticeos.
Todas estas especies pueden acumular elevadas concentraciones de virus viable,
aunque no existen pruebas de su replicacion (Chang et al., 2002; Yan et al., 2004;

Vijayan et al., 2005).

El VSMB es un virus de doble cadena de ADN que pertenece a la familia
Nimaviridae del género Whispovirus. El VSMB posee forma eliptica y un apéndice en
forma de flagelo en el extremo del virion, de 70-150 nm de didmetro y 275-380 nm de
longitud. El genoma del VSMB puede variar de 290 a 305 kp (van Hulten et al., 2001;
Huang et al., 2002; Jiravanichpaisal, 2005).

El VSMB puede infectar mas de 90 especies de crusticeos acuaticos (Sanchez-
Martinez et al. 2007; Escobedo-Bonilla, 2008), y casi todas las especies de peneidos de
importancia econdmica son susceptibles de infeccion: Penaeus monodon,
Fenneropenaeus chinensis, P. indicus, P. penicillatus, P. japonicus, Metapenaeus
ensis, P. aztecus, P. duorarum, P. merguiensis, P. semisulcatus, L. stylirostris, L.
vannamei, y Trachypenaeus curvirostris (Chang et al., 1998; Lo et al., 1999; Sanchez-
Martinez, 2007). Se ha reportado que, en muchos casos, los organismos infectados no
mueren y funcionan como reservorios del patogeno en los ecosistemas (Wang et al.,

2000; Zuidema et al., 2004; Sanchez-Martinez et al., 2007).



Los camarones infectados con VSMB pueden presentar manchas blancas en el
rango de 0.5 a 3.0 mm de diametro en el exoesqueleto, apéndices y epidermis, ademas
de aletargamiento, reduccion en el consumo de alimento y coloracion rojiza en el
cuerpo, apéndices, y pérdida de cuticula (Lo et al., 1996; Redman y Lightner 1999). La
transmisiéon del VSMB se da de manera vertical por los progenitores (trans-ovum),
horizontal por consumo de tejido infectado de organismos muertos y moribundos, y por
agua contaminada con particulas virales. Lo anterior convierte al VSMB en uno de los
virus mas prevalentes y extendidos a nivel mundial lo que ha puesto en riesgo a la
industria de la acuicultura casi en niveles de colapso en varios paises (Lo et al., 1996;

Rajan et al., 2000; Escobedo-Bonilla et al., 2008).

El manejo de la salud de los camarones peneidos y la prevenciéon de la
diseminacion de enfermedades virales a nivel mundial depende del conocimiento que
se tenga sobre la fisiologia de estas especies, y en especial de sus sistemas de defensa.
Varios marcadores ya han sido desarrollados y probados en especies como L.
vannamei, P. monodon, L. stylirrostris, L. setiferus y L. schmitti, entre otras. Estos
marcadores, que forman parte de los mecanismos de defensa de los crustaceos, son de
diferente naturaleza; entre ellos podemos encontrar enzimas de defensa, y
constituyentes quimicos y de metabolismo. La investigacion en los mecanismos de
defensa de los artropodos se ha reforzado debido al incremento de la importancia

economica de la acuicultura de crustaceos.

1. 2 Presencia del virus del sindrome de 1a mancha blanca

Desde hace 16 afios, el VSMB ha sido un patdégeno devastador en las granjas de
acuicultura alrededor del mundo, lo que ha causado pérdidas econdmicas importantes de
entre $20 y 30 billones de dolares (Mc Clennen, 2004). El virus del sindrome de la
mancha blanca se detectd por primera vez en Taiwan en 1992 y consecutivamente en la
mayoria de los paises asiaticos. En América, el primer caso de VSMB se presento al sur
de Texas y, posteriormente, en Ecuador caus6 mortalidades masivas. En México, se

reporto la presencia del VSMB en Julio de 1999 en granjas de cultivo de peneidos en las



costas de Sonora y Sinaloa (Unzueta-Bustamante et al., 2002). El brote més reciente en
un area considerada hasta el momento libre de VSMB se desato en Brasil en 2005, de

acuerdo a la Organizacion Mundial para la Salud Animal (OMS) (Hasson et al., 2006).

1. 3 Produccion de camaron

En el afio 2008-2009 se produjeron poco mdas de 130,000 ton de camardén por
acuicultura en México y aproximadamente el 95 % del total se produjo en los estados de

Sonora y Sinaloa. Solo en el estado de Sonora se producen anualmente 81,000 ton de

camaron.
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Figura 1. Serie historica de la produccion de camaron (toneladas) en peso vivo (FAO;
2009).

Para el afio 2010 se tuvieron pérdidas en la produccion de camardn blanco del
50-60% en los estados de Sonora y Sinaloa debido a la infeccion con VSMB. Se ha
sugerido que probablemente la epidemia se present6 debido a la presencia del VSMB
en hospederos silvestres de los ecosistemas adyacentes a las granjas durante el periodo

de invierno-primavera, lo cual coincidi6 con el fenomeno de El Nifio (Informe AERI).



1. 4 Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

El oxigeno es esencial para la vida de los organismos aerobios y en muchas vias
metabolicas celulares en que interviene se producen especies reactivas de oxigeno
(ERO). La concentraciéon de ERO que se genera es proporcional al consumo de oxigeno
y al nimero de mitocondrias en el tejido, la reduccion del oxigeno a H,O por la enzima
citocromo oxidasa es un paso clave en la formacion de ATP en la cadena de transporte
de electrones; esta reduccion es parcial y aproximadamente 0.1-0.2 % del O,
consumido por la célula es reducido a O, (Fridovich, 2004). Otras fuentes relevantes
de ERO incluyen la actividad de enzimas oxidasas solubles (xantina oxidasa y aldehido
oxidasa), 0xido nitrico sintetasa, NADPH oxidasa en la membrana de fagocitos, y la
autooxidacion de compuestos biologicos de bajo peso molecular (Boveris y Cadenas,

1982; Willmore and Storey, 1996; Hermes-Lima et al., 2002).

Las ERO incluyen al radical superdxido (O,"), el cual da lugar al peroxido de
hidrégeno (H,0,) y al radical hidroxilo (HO¢); este ultimo es altamente reactivo. O, y
H,0; son relativamente poco reactivos y tienen una vida media larga en los sistemas
biologicos, pero su peligrosidad radica en ser precursores de HOe« (Storey, 1996). Se
consideran otras especies reactivas como el oxigeno singulete, ozono, peroxidos
lipidicos, 0xido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOO-, también clasificada como una
especie reactiva de nitrogeno, ERN, formado por la reaccion de NO y O,7). El oxigeno
singulete, HO* y ONOO- son los agentes quimicos mas relevantes en la induccién
directa de dafio oxidativo en los sistemas bioldgicos ya que estan involucrados en
muchas formas de dafio oxidativo a macromoléculas (Halliwell y Gutteridge, 1999;

Fridovich, 1998).

Todos los componentes celulares son susceptibles de ataque por ERO. El ataque a
proteinas puede dar lugar a modificacion de aminoacidos, oxidacién de grupos
sulthidrilo, lo que da lugar a cambios conformacionales que alteran la actividad de

enzimas (Lesser, 2006). Las ERO también son responsables de modificaciones en los



carbohidratos de glicoproteinas, pérdida de metales en metaloproteinas e incremento de
susceptibilidad proteolitica; pueden causar rupturas de las cadenas de ADN vy
modificaciones de las bases (Hermes-Lima, 2004). Los acidos grasos poliinsaturados,
como el &cido araquiddnico, parecen ser particularmente susceptibles al ataque de las
ERO ya que contribuyen a la formacion de radicales peroxilo y dan lugar a una cadena
autocatalitica de reacciones que convierte a los lipidos en hidroperdxidos lipidicos, lo

que puede alterar la fluidez y causar, eventualmente, la ruptura de la membrana

(Storey, 1996; Hermes-Lima, 2004).

En algunos casos, la accion destructiva de las ERO se considera benéfica para el
organismo ya que su formacion en los sitios de inflamacion e infeccion puede destruir
los patdgenos invasores mediante fagocitosis. La fagocitosis es la reaccion mas comun
de defensa celular y es una respuesta inmune innata dada por macréfagos en el caso de
vertebrados y por hemocitos en invertebrados, los cuales internalizan a la célula,
patdogenos y cuerpos extrafios, a través de la formacion de un fagosoma, el cual
mediante fusion con un lisosoma forma una vacuola digestiva llamada lisofagosoma,
que a su vez, en conjunto con las ERO, contribuye a la eliminacion directa de particulas
extrafias o células envejecidas del propio organismo (Anderson, 1996; Rodriguez y Le

Moullac, 2000).

Durante el contacto o reconocimiento del patdogeno-hospedero por los macréfagos,
se activan enzimas degradativas como la NADPH-oxidasa hacia el fagosoma, lo que
incrementa el consumo de oxigeno, y resulta en una explosion en la produccion de
ERO, como el O, y H,O,, entre otros; esta cascada de eventos recibe el nombre de
explosion respiratoria (6 estallido respiratorio) y tiene un valor como bioindicador de

disturbios (Muioz et al., 2000; Rodriguez y Le Moullac, 2000).

Las ERO son altamente microbicidas y proveen cierta proteccion al organismo ya

que ayudan a eliminar los microorganismos invasores una vez fagocitados, en



combinacion con compuestos nitrogenados (NO), o mediante un efecto sinérgico con
lisoenzimas (Roch, 1999; Mufioz et al., 2000). El exceso de ERO debe ser eliminado
para minimizar la naturaleza destructiva de estas moléculas, ya que el exceso de éste

genera estrés oxidativo (Storey, 1996; Roch, 1999; Halliwell, 2007).

1. 5 Defensas antioxidantes

La formacion de ERO se asocia con el desarrollo de muchas condiciones patoldgicas,
asi como el envejecimiento, debido a la generacion de la condicion de estrés oxidativo,
la cual se define como una disrupcion del control y sefialamiento redox dado por el

desbalance entre la formacion de ERO y las defensas antioxidantes (Sies, 1991).

Para controlar los niveles de ERO y proteger a la célula de las condiciones que
pueden generar dafio oxidativo, los organismos han desarrollado una serie de
respuestas, que incluyen: 1) mecanismos preventivos; 2) mecanismos reparadores; 3)
defensas fisicas, y 4) defensas antioxidantes (Valko et al., 2007). Los organismos
tienen muchos sitios para la formacion de ERO y las defensas antioxidantes resultan de
suma importancia para evitar el dafo oxidativo, el cual puede romper biomoléculas,
tales como proteinas, ARN, ADN vy lipidos poliinsaturados de membrana (Stadtman y

Levine, 2000; Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2002).

Dentro de las defensas antioxidantes se incluye una variedad de antioxidantes
no enzimaticos (glutation, acido ascorbico, a-tocoferol y acido urico, entre otros)
ademas de las enzimas antioxidantes (Fig. 1). Existen enzimas que neutralizan las ERO
(superoxido dismutasa, SOD, y sus isoenzimas), enzimas encargadas de inactivar
peroxidos (catalasa, CAT; glutation peroxidasa, GPx; y peroxiredoxinas) y enzimas
detoxificantes (glutation S-transferasa, GST) (Nordberg y Arner, 2001; Blokhina et al.,
2003; Valko et al., 2007).



Fe(lll) + OH + OH ————— Dafio Oxidativo
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Figura 2. Las defensas enzimaticas antioxidantes funcionan en un constante sistema de
retroalimentacion y protegen a la célula de concentraciones elevadas de especies
reactivas de oxigeno. Las principales enzimas antioxidantes son superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutation S-transferasa (GST), glutation reductasa (GR),
glutation peroxidasa (GPx) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). O, = radical
superoxido, H,O, = peroxido de hidrégeno, H,O = agua, O, = oxigeno, GSH = glutation
reducido, GSSG = glutation oxidado, NADPH = nicotinamida adenina dinucléotido
fosfatado reducido, NADP' = nicotinamida adenina dinucléotido fosfatado oxidado
(Modificado de Hermes-Lima, 2004).

La presencia de enzimas como la NADP(H) oxidasa y SOD se relaciona con los
procesos de generacion y eliminacion de ERO durante la respuesta de fagocitosis de
materiales extrafios que invaden el organismo (Saran et al., 1999). Esta constituye una
de las principales respuestas inmunes innatas, tanto en los organismos vertebrados
como invertebrados, por lo que se considera que tiene un papel inmunomodulatorio

(Campa-Cordova et al., 2005).

La fagocitosis es reconocida como el fendmeno mas importante de defensa

celular, los invertebrados responden a los cuerpos extrafios con una explosion de



actividad respiratoria. El mecanismo incluye la muerte celular del material fagocitado a
través de la generacion de ERO a partir de NADPH oxidasa. Este complejo esta
localizado en la membrana celular y es responsable de la transferencia de un electrén
del NADPH hacia el oxigeno lo que resulta en la formacion de O, (Fig. 2) y, por
consecuencia, H,O, y HOe. A través de una enzima llamada mieloperoxidasa, el H,O,
puede ser peroxidado para formar hipoclorito y otros iones derivados que resultan

poderosos bactericidas (Virella, 2001).

Cytb (p91)

Cytb (p922)

¥ Activacion y

ensamble

Figura 3. Representacion de los eventos involucrados en la explosion respiratoria de las
células fagociticas. Los receptores desencadenan la secuencia de activacion, lo que
implica la activacion de la protein-quinasa, la activacion enzimatica, y la fosforilacion
de al menos una proteina citosolica (p47). Como resultado, un complejo molecular,
constituido por el citocromo B (Cytb), p47, y p67, es ensamblado en la membrana
celular, que es plegado para constituir un fagosoma. Este complejo cuenta con actividad
NADPH oxidasa, y transferencia de los electrones resultantes a una molécula de
oxigeno, lo que da lugar a la formacion de superoxido (O,7). (Modificado de Virella
(2001).

La enzima SOD es considerada la primera linea de defensa en contra de ERO,
es una metaloenzima antioxidante con varias isoformas que se distribuyen de maneras
diferentes en la célula. Esta enzima es un eficiente catalizador que se encarga de

dismutar O, a HyO, y O, lo cual protege del dafio celular generado por O,". SOD
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acorta de manera importante el tiempo de vida media del O,”, ya que mantiene los
niveles controlados y en concentraciones menores a 10™'° mol por litro (Hombland y

Soderhdll, 1999; Halliwell, 1999).

Las enzimas hidroperoxidasas (CAT, GPx) son oxireductasas depuradoras
responsables de la ruptura de H,O,. CAT tiene la habilidad de tomar O, por oxidacion
del H,O, para formar agua, por lo que se encarga de degradar el H,O, por dismutacién
(Zamocky et al., 2008). GPx es una enzima tetramérica con un peso molecular de 84
kd, es una selenoenzima abundante en el citosol y en las mitocondrias de tejidos
animales; esta enzima se encarga de catalizar la oxidacion de glutation (GSH), un
tripéptido de bajo peso molecular, con H,O,, y comparte el sustrato con CAT (Halliwell
y Gutteridge, 1999). La enzima glutatiéon reductasa (GR) se encarga de regenerar el
GSH y mantener abundantes niveles de este tripéptido en los tejidos animales. GSH a

su vez es un potente antioxidante (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lesser, 2006).

Los organismos marinos estan expuestos a una gran variedad de factores
ambientales que varian en la escala temporal y espacial, éstos afectan y modifican la
generacion de ERO y las defensas antioxidantes (Lesser, 2006). Las adaptaciones a la
temperatura involucran ajustes de densidad y propiedades funcionales de Ila
mitocondria. Los niveles de SOD pueden servir como amortiguador en contra de los
cambios de temperatura a los cuales las especies poiquilotermas estdn sometidas
naturalmente. Algunos aspectos a considerar en una infeccion con VSMB son el amplio
numero de hospederos, las multiples vias de infeccion, la gran velocidad de replicacion
del virus, su poder de propagacion y el estado fisiologico del huésped, el mismo que

estaria estrechamente asociado a la temperatura.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Prevencion y control

Bajo condiciones de acuicultura es importante mantener controlados los pardmetros que
puedan afectar la estabilidad del organismo. En este sentido, el control de
enfermedades es algo que se ha investigado desde hace varios afos. La mayoria de los
conceptos detrds del control de enfermedades en las especies animales han sido
desarrollados para especies terrestres de sangre caliente; este ambiente es muy diferente
del marino, lo cual sugiere que la transferencia de tecnologia hacia las condiciones de
acuicultura debe hacerse con cuidado ya que algunos organismos en acuicultivo, como
los camarones, son organismos poiquilotermos y la temperatura de su cuerpo fluctua
con la de su ambiente acuatico lo cual representa un factor condicionante en el estado

de salud.

Los brotes de enfermedades que se han presentado son el resultado de complejas
interacciones entre el camaron, el patogeno y el ambiente (Lighter y Redman, 1998).
Los cambios en las condiciones ambientales pueden incrementar la vulnerabilidad de
los organismos hacia bacterias y virus presentes en el ambiente (Lee y Wickins, 1992),
lo que reduce la capacidad de la respuesta inmune de los individuos. Por consiguiente,

se favorece la susceptibilidad y el desarrollo de enfermedades (le Moullac y Haftner,

2000).

La resistencia de los camarones contra organismos invasores es fuertemente
influenciada por su estado inmunologico, el mantenimiento de la integridad inmune de
los organismos es una necesidad, y los principios selectos de inmunidad innata parecen
estar conservados a nivel molecular. Las funciones del sistema de inmunidad innata
incluyen una barrera epitelial en el hospedero que da lugar a interferencia microbiana,
el reconocimiento de sefiales invasoras, fagocitosis de organismos invasores, el
reclutamiento de células inmunes y la secrecion de moléculas efectoras, como péptidos

antimicrobiales (Rosenstiel et al., 2008).
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2. 2 Sistema de defensa

Dado que los invertebrados no poseen un sistema de defensa con inmunidad adquirida,
¢éste es no-especifico y virtualmente nada es conocido para él. El sistema inmune de los
camarones se divide en componentes celulares y humorales que actiian conjuntamente
para detectar y eliminar todo microorganismo extrafio que represente un peligro para el
hospedero (Jiravanichpaisal et al., 2006). Los componentes celulares de defensa
incluyen todas aquellas reacciones que son llevadas a cabo directamente por los
hemocitos (fagocitosis, encapsulacion, formacion de nddulos). Los componentes
humorales involucran la activacion y liberacion de moléculas almacenadas dentro de
los hemocitos, como son proteinas anticoagulantes, aglutininas, enzima fenoloxidasa,
péptidos antimicrobianos, inhibidores de proteasas, entre otros (Jiravanichpaisal et al.,

2006; Holmblad y Soderhéll, 1999).

Ha habido un esfuerzo por estudiar los efectos de los factores ambientales en las
funciones inmunes del camaron. Le Moullac y Haffner (2000) reportaron que los
cambios en los factores ambientales reducen la actividad inmune de los crustaceos. Por
ejemplo, cambios en el pH resultan en un conteo bajo de hemocitos en la langosta de
agua dulce Macrobachium rosenbergii (Cheng y Chen, 2000), y una alta concentracién
de amonio disminuye la actividad de fenoloxidasa y de los fagocitos en el camaron L.
vannamei (Liu y Chen, 2004). Se ha observado que después de una baja concentracién
de oxigeno hay un decremento en el conteo de hemocitos de L. vannamei y una mayor
susceptibilidad a infeccion por Vibrio alginolyticus (Le Moullac et al., 1998). La
exposiciéon a cambios en la salinidad produce efectos similares a los anteriormente

descritos (Wang y Chen, 2005).

Las ERO deben ser eliminadas por moléculas antioxidantes, por lo que son
potentes indicadores del estado de salud en organismos marinos (Roch, 1999; Neves et
al., 2000; Downs et al., 2000; Rodriguez y Le Moullac, 2000). Se ha mostrado que las
infecciones virales estan asociadas con un incremento en el nivel de ERO que pueden

dar lugar al dano oxidativo de lipidos y proteinas en membranas celulares y
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subcelulares (Skulachev, 1998). Mufioz et al., (2002) demostraron que en L. vannamei
la fagocitosis es realizada principalmente por los hemocitos hialinos. Por otra parte,
varios autores han presentado evidencia de la produccion intracelular de ERO en
ensayos in vitro de fagocitosis realizados con hemocitos de camaron (Song y Hsieh,

1994; Muiioz et al., 2000).

Las ERO no distinguen entre células propias y microbios, lo que implica que son
capaces de causar dafio en caso de actuar en espacios extracelulares. Todos los
organismos producen ERO continuamente, en particular, O,", el cual es considerado la

ERO producida en mayor medida por las células vivas (Halliwell y Gutteridge, 1999).

2. 3 Estrés oxidativo en crustaceos

La mayoria de los estudios de estrés oxidativo en crustdceos se restringen a su
presencia, asi como a su accion durante exposicion a xenobioticos (Le Moullac y
Haffner, 2000), aunque se reconoce que el sistema antioxidante es un componente
importante para el mantenimiento del organismo. Las células eliminan a las ERO
mediante la accion de los antioxidantes enddgenos que actiian in vivo para proveer
proteccion al organismo frente al dafio oxidativo (Wayner et al., 1987). Se ha
encontrado que la generacion de metabolitos toxicos se incrementa de manera
significativa en condiciones patologicas cuando el flujo de ERO excede la capacidad de
los mecanismos antioxidantes (McCord, 1988). Aun asi, la informacion sobre la

actividad de las enzimas antioxidantes en los organismos marinos es escasa.

En las células existe un delicado balance entre los prooxidantes y las defensas
antioxidantes. Cuando las defensas antioxidantes son sobrepasadas por los
prooxidantes, lo cual da origen a dafio oxidativo, se presenta un estado de estrés
oxidativo (Sies, 1986). El incremento en la actividad de enzimas detoxificantes en
respuesta a un aumento en la produccion de ERO parece ser un fenomeno natural;
mientras que los cambios de la actividad enziméatica han sido bien documentados en

invertebrados y vertebrados, se han hecho pocos estudios en crustaceos.
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Se han encontrado variaciones en los patrones de expresion de proteinas al
comparar camarones P. monodon sanos e infectados con VSMB en ciertos tejidos. Se
encontraron 11 bandas de nuevas proteinas y algunas otras sobreexpresadas en
hospederos infectados, tanto de manera natural como experimental, relacionadas al
grado de la dosis viral, infectividad y patogenicidad de VSMB en comparacién con

organismos sanos (Ramesthangam y Ramasamy, 2005).

La peroxidacion de lipidos y, consecuentemente, el dafio tisular es el mayor
problema asociado con la pérdida del balance entre prooxidantes y las defensas
antioxidantes. En algunas especies de crustaceos se ha encontrado evidencia de dafio
oxidativo a tejidos, reportado como incremento de los niveles de lipidos peroxidados,
esto es significativo ya que los peroxidos lipidicos pueden ser, por si solos, radicales
libres con constantes de larga reaccion (Ramesthangam y Ramasamy, 2006). Los
peroxidos e hidroxiradicales, entre otros, pueden atacar moléculas como el ADN, ARN,
enzimas, proteinas, fosfolipidos, y por ende, dafiar la integridad de las membranas, lo

que da lugar a muerte celular (Kidd, 1991).

Todos los organismos marinos contienen altos niveles de dacidos grasos
poliinsaturados que son sustratos para la peroxidacion de lipidos (Liu et al., 1997). El
incremento en la peroxidacion de lipidos puede dar lugar a la produccion de
malondialdehido (MDA) que aumenta la formacion de radicales libres de &4cidos
poliinsaturados en las membranas de las células. Un reto patogénico, como el
producido por bacterias, hongos e infecciones virales, también puede inducir

peroxidacion de membranas lipidicas (Chih et al., 2003).

El trabajo de Ramesthangam y Ramasamy (2006) sefiala que en P. monodon
infectado con VSMB hay un incremento en la peroxidacion de lipidos en todos los
tejidos y un sustancial decremento de la actividad de las enzimas antioxidantes y
ATPasas de membrana al comparar con el control. Estos datos en tejidos infectados
sugieren que los camarones sufrieron estrés oxidativo debido al incremento en la
produccion 'y acumulacion de ERO generados en crusticeos en respuesta a

microorganismos invasores, como virus, bacterias y hongos (Rameshthangam y
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Ramasamy, 2006).

Es claro el decremento en la actividad de las enzimas antioxidantes en los tejidos
(hepatopancreas, branquias, musculo, corazon, ojo y hemolinfa) infectados con VSMB
en P. monodon al comparar con los camarones no infectados (Rameshtahangam y
Ramasamy, 2006; Mathew, et al., 2007). Un decremento en el contenido de GSH puede
disminuir la actividad de las enzimas antioxidantes y agravar el efecto del estrés
oxidativo (Garg et al., 1996). Las ERO atacan aminoacidos altamente reactivos como
arginina e histidina, lo que resulta en modificaciones quimicas de la estructura de las

proteinas y pérdida de actividad enziméatica (Mallinowsky y Fridovich, 1979).

La dindmica de ocurrencia de patdogenos en sistemas acuaticos estd probablemente
modulada por parametros ambientales, tales como salinidad y temperatura (Jiménez et
al., 2000). En camaron café (Farfantepenaeus californiensis) se encontrd una reduccion
del sistema profenoloxidasa (proPo) a 32°C, la constancia de los valores de proPo en
animales mantenidos a 18-28°C es compatible con la idea de que el camardn café es
capaz de mantener una adecuada actividad de proPo a estas temperaturas y que la
temperatura Optima para su crecimiento es alrededor de 25°C (Vargas-Albores et al.,
1998, Villarreal y Ocampo, 1993). Esto apoya la importancia de la temperatura en el

mantenimiento de los mecanismos de defensa del camarén.

La susceptibilidad al VSMB es menor en temperaturas calidas, temperaturas
inferiores a 30°C se consideran como un factor de riesgo. En estanques comerciales se
han observado mayores pérdidas en la estacion fria-seca que en la estacion célida-
lluviosa (Jiménez et al., 2000; Rodriguez et al., 2003). En ensayos de exposicion a
diferentes temperaturas se ha detectado resistencia y sobrevivencia del 100 % en
condiciones de hipertermia observandose que el aumento de la temperatura incentiva la
proliferacion de los hemocitos lo que favorece también la infiltracion de éstos a los
tejidos como parte de la respuesta inmune (Vidal et al., 2001; Sonnenholzner et al.,
2002). Asi mismo, resulta interesante el hecho de que los animales infectados con

VSMB mueren en postmuda (Echeverria et al., 2002), lo que sugiere una mayor
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susceptibilidad al virus durante la premuda tardia, tal como ha sido reportado para el
sindrome del virus del taura (SVT) por Hasson et al. (1999). Otros autores también
sugieren que la respuesta del sistema inmune podria ser responsable de las diferencias
en la susceptibilidad a las enfermedades de acuerdo a las estaciones o la temperatura

(Jiménez et al., 2000).

3. JUSTIFICACION

El camaro6n blanco, L. vannamei, es la especie de mayor importancia para el cultivo en
México el cual ha sido afectado de manera importante por el VSMB. Se sabe que la
manifestacion del VSMB es consistente a una temperatura de 27°C. Sin embargo, no se
ha evaluado el efecto de esta temperatura sobre la expresion de la enfermedad de la
mancha blanca y el grado de perturbacion que sufren los organismos en términos de

estrés oxidativo.

El efecto de la temperatura en la infeccion con VSMB en especies de crustaceos
del alto Golfo de California es incierta. Es necesario estudiar las alteraciones en la
produccion de ERO, dafio oxidativo y las defensas antioxidantes en L. vannamei, con 'y
sin infeccion de VSMB expuestos a 27°C, dadas las alteraciones en el sistema de

defensa antioxidante.

4. OBJETIVOS

Evaluar los cambios en el dano oxidativo y la actividad de las principales enzimas
antioxidantes en camardn blanco (L. vannamei) en el transcurso de la infeccion de virus
del sindrome de la mancha blanca, asi como el grado de replicacion viral bajo

diferentes tiempos post-infeccion.
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4. 1 Objetivos particulares

Evaluar los niveles de replicacion viral mediante el anélisis de PCR tiempo real
cuantitativo (qPCR) en hemolinfa de camardn blanco durante la infeccion por

VSMB.

Determinar la concentracion de proteinas y lipidos totales en tejidos de camardon

blanco durante la infeccion por VSMB.

Analizar la actividad de las principales enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx,

GR y GST) en tejidos de camardn blanco durante la infeccion por VSMB.

Cuantificar el dafio oxidativo (peroxidacion de lipidos y proteinas carboniladas)

en tejidos de camardn blanco expuesto a infeccion por VSMB.

5. HIPOTESIS

A mayor grado de infeccion se espera encontrar mayor dafio oxidativo y un decremento
en la actividad de las enzimas antioxidantes en camaron blanco, lo que pudiera indicar
el grado de trastorno que sufre el organismo en términos de estrés oxidativo durante el

transcurso de la infeccion por VSMB.

6. MATERIAL Y METODOS

6. 1 Diseiio experimental

Se utilizaron organismos juveniles de L. vannamei con un peso de entre 9y 12 g
obtenidos de una granja de Guaymas, Son. Los organismos fueron aclimatados al
sistema experimental en el laboratorio para bioensayos de CIBNOR, Unidad
Hermosillo. Los organismos se mantuvieron 20 horas bajo condiciones controladas, 38
ups de salinidad, aireacion constante (i.e., normoxia) y 27°C de temperatura. Los
bioensayos experimentales fueron realizados en CIBNOR-Hermosillo debido a las

medidas sanitarias necesarias para el manejo de organismos con VSMB.
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6. 2 Bioensayo

Después de la aclimatacion, se repartieron 36 organismos previamente pesados en una
serie de 6 acuarios con aproximadamente 20 L de agua de mar sintética. En éstos se
mantuvieron las condiciones de oxigeno, temperatura y salinidad mencionadas

anteriormente (Fig. 4).

Figura 4. Disefio experimental realizado en el laboratorio de bioensayos de CIBNOR,
Unidad Hermosillo.

Los camarones (n=6) en el acuario numero 1 no recibieron tratamiento
experimental alguno; éstos se consideraron como organismos control para ser
muestreados al final del bioensayo. Los camarones (n=6) en el acuario nimero 2 fueron
inyectados via intramuscular con inéculo inerte, el cual contenia glicerol y solucion
salina en proporcion 1:1 para analizar el efecto de la manipulacién y la inyeccion en los
organismos. Los camarones de los acuarios numerados como 3, 4, 5 y 6 fueron

inoculados con 50 uL de indculo viral (Fig. 5)
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Figura 5. Inyeccion intramuscular de los camarones L. vannamei con virus del sindrome
de la mancha blanca.

Los individuos del acuario numero 3 fueron muestreados a una hora post-
infeccion (t1) para conocer el primer efecto del indculo viral. Los camarones del
acuario numero 4 fueron muestreados 24 horas post-infeccion (t24) y, finalmente, los
del acuario nimero 5 se muestrearon 48 horas después de la infeccion (t48), momento
en que se dio por terminado el bioensayo debido a la muerte prematura de los
organismos restantes (acuario numero 6, mortalidad del 80 % a las 50 horas post-

infeccion).

6. 3 Muestreo de los organismos

Para los muestreos, se tomaron 6 organismos de cada acuario a los cuales se les extrajo
hemolinfa inmediatamente. Se tomd al camardn con la mano y se utilizé el dedo indice
para inmovilizar el cefalotérax. Con una jeringa para insulina se extrajeron 300 uL de
hemolinfa de la zona ventral entre el ultimo par de pereidpodos y el primer par de
pledpodos del segmento abdominal. Antes del muestreo, cada jeringa fue enjuagada y
llenada con 300 uL de solucién anticoagulante 20 mM EDTA (Hernandez, 1992) y
enfriada. Se extrajeron 300 ul. de hemolinfa para tener una proporcién 1:1 de

hemolinfa y anticoagulante.
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De la muestra de hemolinfa con anticoagulante se separ6 una muestra de 100 uL
para andlisis de qPCR en el laboratorio de Sanidad Acuicola de CIBNOR Hermosillo.
Estos datos fueron utilizados para corroborar la presencia del VSMB en la muestra de
hemolinfa asi como el grado de replicacion viral bajo los diferentes tratamientos. Estos
procedimientos se realizaron para todos los organismos del experimento. Posterior a la
extraccion de hemolinfa, los organismos fueron pesados y después congelados en un
contenedor de nitrogeno liquido para detener toda reacciéon enzimatica. En el
laboratorio seco, los organismos fueron disectados y se extrajeron aproximadamente
150 mg de branquias, musculo y hepatopancreas de cada organismo. Los tejidos se
depositaron en viales con aproximadamente 1% de solucion fenil-metil-sulfonil
fluoruro (PMSF) (1 mM en etanol) como inhibidor de proteasas, y se almacenaron a -

80 °C hasta realizar los analisis bioquimicos pertinentes.

6. 4 Cuantificacion de VSMB por PCR Tiempo-Real

Extraccion de ADN

La extraccion se realizd por medio del Kit Silica-Extraction componente del sistema
de IQ REAL™ WSSV Quantitative System (GeneReach Biotechnology Corp). Se
tomaron 100 uL. de hemolinfa diluida en anticoagulante (1:1) de cada muestra en tubos
de 0.5 mL y se lavo con 500 uL de GT buffer y 30 uL de silica para obtener un pellet
mediante centrifugacion. Posteriormente el pellet se dejo secar 10 min. Se agregod a
cada tubo 500 uL de GT buffer y 1 mL de etanol al 70% para deshacer y lavar el pellet.
A los tubos anteriores se les adiciondé 1 mL de DEPC dd H,O para resuspender el pellet
de silica y se incubaron a 55 °C por 10 min para finalmente centrifugar. 500 uL de la
solucion obtenida para cada muestra fue transferida a tubos de 1.5 mL para las

reacciones posteriores.

Amplificacion de reaccion
Se cuantifico la concentracion del VSMB por medio de RT-PCR cuantitativo (qPCR),
utilizando un equipo Corbett Research Rotor-Gene 3000 con el sistema de diagndstico

de IQ REAL™ WSSV Quantitative System (GeneReach Biotechnology Corp).
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Para la amplificacién se agreg6 a cada tubo de reaccion 23 uL de la mezcla de
IQzyme DNA polimerasa y Real-Time PreMix (buffer de reaccion, mezcla de dNTPs y
primers especificos para deteccion de particulas de VSMB). Posteriormente se
agregaron 2 uL de la muestra obtenida de la extraccion de ADN o estandar y se realizo

la reaccion de PCR tiempo real.

Preparacion de homogenizados

Previo a los andlisis de lipidos totales, proteinas totales y actividad enzimatica se
prepararon homogenizados de cada uno de los tejidos colectados, musculo, branquias y
hepatopancreas. Se pesaron 100 mg de tejido en un tubo de vidrio y se homogenizaron
con 2 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 7.5, EDTA 60 mM). Las
muestras ya homogenizadas fueron centrifugadas por 15 minutos a 3000 rpm y se
recuperaron los sobrenadantes que fueron utilizados inmediatamente para el andlisis de
actividad enzimatica y posteriormente utilizados para determinar la concentracion de
lipidos y proteinas (Hermes-Lima y Storey, 1995). Todas las muestras se analizaron por

triplicado.

6. 5 Variables Bioquimicas

6. 5. 1 Lipidos Totales

Se utilizo el kit de Randox (Randox Laboratories LTD (Antrim, UK). El principio de
este ensayo se basa en que los lipidos reaccionan con acido sulfurico, acido fosfoérico y
vanilina para formar un complejo de color rosado. Para iniciar la reaccion
colorimétrica, se prepard una serie de 2 crioviales limpios para cada muestra, 2 blancos
y una curva patron de 6 puntos. Se pipete6 0.25, 0.20, 0.15, 0.10, 0.05 y 0.02 mL de la
solucion patron para formar la curva estdndar, 0.025 mL de la muestra de cada
homogenizado de las muestras y después tanto a los tubos con la muestra, como a
aquellos con la curva estandar, se adicion6 cuidadosamente 1 mL de acido sulftrico
concentrado en el fondo del tubo. Posteriormente, se taparon los tubos, se agitaron

suavemente invirtiéndolos 3 veces y se dejaron reposar en un bafio de agua caliente a
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90°C durante 10 minutos. Al terminar este lapso de tiempo se retiraron los tubos y

fueron colocados en un bafio de agua fria (0-5°C) para detener la reaccion.

Después del bafo, se tomaron 10 uL. de cada muestra por duplicado, al igual que
de la curva, se colocaron en una microplaca a la cual se adicioné 200 uL de la solucién
colorante para cada pozo. Para el blanco se pipetearon 10 uL. de acido sulfurico al cual
se le adicion6 200 uL de la solucidn colorante para obtener un volumen final de 210 uLL
para todos los pozos. La microplaca se incub6 durante 25 minutos para posteriormente

leer la absorbancia de la muestra y la curva estandar frente al blanco a 546 nm.

6. 5. 2 Proteinas totales

La cantidad de proteinas solubles en los extractos tisulares se midi6 para estandarizar
los valores de actividad enzimatica, mediante un kit comercial (Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA) basado en el método descrito por Bradford (1976) adaptado a
microplaca. Este ensayo se basa en la reaccion de los grupos amino libres presentes en
la muestra con azul de Coomassie en presencia de acido fosforico y metanol. El
complejo que se forma con la proteina y el colorante es determinado a 565 nm con una

absorbancia proporcional a la concentracion de proteina.

La concentracion presente en la muestra se estim6 al comparar con una curva
estandar de 7 puntos de albimina sérica bovina (ABS, 2 mg mL™) en el rango de
concentraciones de 0.005 a 0.2 mg mL" de ABS el cual se realizo por triplicado al
igual que las muestras (dilucion 1:100). La cantidad de proteinas solubles se calculd a
partir de la ecuacion de la recta ajustada a la curva estdndar y se expres6 en mg de

proteina mL™".
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6. 6 Analisis de Actividad Enzimatica

6. 6. 1 Superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)

Para la determinaciéon de la actividad de la enzima SOD se utilizdé el sistema
xantina/xantina oxidasa como generador constante de O,". El nitroazul de tetrazolio
(NBT) reduce al O,” y forma un producto de color rosa llamado formazan que es

detectado a 560 nm cuando la SOD inhibe la reduccion del NTB (Suzuki, 2000).

En una celda de pléstico se mezcld solucion de trabajo (solucion amortiguadora
sodio-carbonato 50 mM, xantina 0.1 mM, NBT 0.025 mM, EDTA 0.1 mM), XO (1 U
mL™ en sulfato de amonio 2 M) y 25 pL de solucién para homogenizar (como blanco)
o muestra. Se registro el cambio en la absorbancia cada 30 segundos durante 5 minutos
en espectrofotometro (Jenway 6505 uv/vis, Jenway Ltd., Londres, R. U.; Beckman-
Coulter Du 800, Fullerton, CA) y se obtuvo el cambio en la absorbancia por minuto a
560 nm (AAseo) para el calculo de la actividad enzimatica de SOD. Los resultados se
expresaron en U SOD mg proteina™ y cada unidad de actividad de SOD se define como

la cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50 % de la reaccion del O, con el NBT.

6. 6. 2 Catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6)

Para determinar la actividad de CAT se utiliz6 H,O, como sustrato y se dio
seguimiento al decremento continuo de la concentracion de H,O, a 240 nm (Aebi,

1984).

En una celda de cuarzo se leyo la absorbancia de la solucion de trabajo (buffer de
fosfatos 0.1 mM vy solucion stock de H;O, 20 mM) para calcular la concentracion de
H,0,, manteniéndola en el rango de 0.45 a 0.5 mmol L™'; posteriormente, se agregé 10
puL de la muestra. Se registrd la absorbancia cada 15 segundos durante 3 minutos a 240
nm y se calculd el AAag. Los resultados se expresaron en U CAT mg proteina™; donde

una unidad de catalasa se define como la cantidad de enzima necesaria para reducir un
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umol de H,O, minuto™.

6. 6. 3 Glutation peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9)

Esta enzima es encargada de catalizar la reaccion de H,O, con GSH. La actividad de la
GPx selenio-dependiente se calculdo mediante el seguimiento del decremento continuo
en la concentracion de NADPH al mantener constantes los niveles de GSH y al usar

H,0; como sustrato (Floh¢ y Glinzler, 1984).

Se analizo la absorbancia a 340 nm cada 3 s durante 40 s y se calculd el AAszq. Se
corrieron simultaneamente dos blancos, uno sin H,O, y otro sin muestra. El consumo
basal de NADPH (0.25 mM) se determind en un buffer de fosfatos (50 mM) que
contenia azida de sodio (2 mM), glutatién (5 mM), GR (1.5 U mL™") y la muestra. La
actividad enzimatica se calculdé mediante el coeficiente de extincion del NADPH (6.22
mL™") y se expres6 en miliunidaes de GPx mg proteina™'. Una unidad de GPx se define

como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 umol de NADPH por minuto.

6. 6. 4 Glutation-S-transferasa (EC 2.5.1.18)

La actividad de GST se calculé mediante el seguimiento de la formacion del complejo
tioéter-glutation-dinitrobenceno, como producto de la reaccion de GSH con 1-cloro-
2,4- dinitrobenceno (CDNB) (Habig y Jakoby, 1981). Se analiz6 la aparicion del
complejo tioéter glutation dinitrobenceno a 340 nm, cuando se conjugaron GSH y
CNDB; la conjugacion del sustrato CNDB se determind mediante una solucion de
corrida (buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.0, GSH 10 mM, EDTA 60 mM y agua
desionizada) como blanco y posteriormente se agregd la muestra, se registrd la
absorbancia cada 30 segundos durante 6 minutos, y se tomd en cuenta 9.6 como el

coeficiente de extincion del CNDB.

Se calculo la actividad con base en el AAs4 y se expresé en miliunidades de GST
por mg de proteina. Una unidad de GST se define como la cantidad de enzima que

sintetiza 1 umol de producto por minuto.
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6. 6. 5 Glutation disulfuro reductasa (EC 1.6.4.2)

La actividad de GR se calculé mediante el seguimiento de la oxidacion de NADPH por
GSSG (Goldberg y Spooner, 1983, Hermes-Lima y Storey, 1995). La actividad
catalitica de GR se midi6 mediante el decremento continuo de NADPH por oxidacion a

340 nm basado en el método de Goldberg y Spooner (1987).

El consumo basal de NADPH (0.25 mM) se determind en un buffer de fosfatos
(50 mM) que contenia EDTA 50 mM, NADPH 2 mM, agua desionizada, muestra y
glutation reducido (GSSG) (1 uM). Se registré la absorbancia cada segundo durante 40
segundos a 340 nm (AA34), se corrieron dos blancos, uno sin muestra y otro sin GSSG
y se mantuvo un volumen final de 1 mL. La actividad de la enzima se determino
mediante el coeficiente de extincién del NADPH 6. 22 m L' y se expres6 en mU de
GR por mg de proteina. Para ello se defini6 una unidad de GR como la cantidad de

enzima necesaria para reducir 1 pmol de GSSG por minuto.

6. 7 Dano oxidativo

6. 7. 1 Proteinas carboniladas

El dafio oxidativo a proteinas se midi6 mediante la cantidad de derivados carbonilos de
las proteinas que se forman a partir de reacciones en las que interactian aldehidos
procedentes de la peroxidacion de lipidos o de la oxidacion de carbohidratos con
proteinas, de acuerdo con la técnica de Levine et al. (1990, 1994). En esta metodologia,
se mide la formacidon de un complejo entre los derivados carbonilados de las proteinas

y la 2,4-dinitrofenil hidrazina (DNPH).

50 mg de cada muestra de tejido y 50 puL de la muestra de hemolinfa, fueron
homogenizadas agregando 1 mL de acido sulfosalicilico frio al 5 % y posteriormente
centrifugadas a 15000 rpm a 4°C durante 5 min. Se elimin6 el sobrenadante y se agregd
DNPH (10 mM en HCI 2 M) a los precipitados; a continuacidn, se incubaron por 1 h a

temperatura ambiente mientras se agitaban por lapsos de 40 s en intervalos de 15



26

minutos. Inmediatamente, se adiciond 0.5 mL de TCA al 20 % a los tubos, los cuales
fueron nuevamente centrifugados a 15000 rpm a temperatura ambiente durante 5 min.
Se desecharon los sobrenadantes, se lavo 3 veces con una mezcla de etanol y acetato de
etilo (1:1) y después de cada lavado se centrifugaron las muestras a 15000 rpm por 5
min a temperatura ambiente. Transcurrido el centrifugado, los precipitados fueron
disueltos en clorato de guanidina (6 M), el cual, en molaridades altas, se encarga de
desnaturalizar las proteinas. Se incubaron los tubos por 15 min a 37°C y posteriormente

fueron centrifugados a 15000 rpm por 5 min.

Se recuperaron los sobrenadantes en celdas de plastico las cuales se leyeron en un
espectrofotometro con barrido en el rango de 360-410 nm, se registrd la absorbancia
maxima para obtener la concentracion final de proteinas carboniladas mediante el
coeficiente de extincion de 22 mmol L™, En paralelo con las muestras se prepararon
blancos en los cuales se reemplazé la DNPH con HCl (2 M) siguiendo la misma
metodologia. Los resultados se expresaron en nanomoles de carbonilos proteicos por g

de tejido huimedo.

6. 7.2 Peroxidacion de lipidos (TBARS)

El contenido de sustancias reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBA) se utiliz6 para
determinar la cantidad de peroxidacion de lipidos en las muestras. Los niveles de
TBARS fueron evaluados mediante la medicion de la concentracion de MDA. El MDA
es un pigmento rosa cristalino que se forma cuando los hidroperdxidos y aldehidos
lipidicos producto de peroxidacion de lipidos reaccionan con el TBA y cuya absorcion

se registra a 532-535 nm (Okhawa et al. 1979; Persky et al. 2000).

Se utilizaron 50 pL de hemolinfa y 50 mg de tejido para cuantificar los niveles de
TBARS. Los tejidos se homogenizaron en 1 mL de solucion salina para crustaceos
(SIC) fria; los tejidos homogenizados y la hemolinfa se centrifugaron a 3000 rpm a 4°C
durante 10 min. Posteriormente, se tomo6 250 pL del sobrenadante, se colocd en tubos,
los cuales fueron incubados en un bafio de agua con agitacién continua a 37°C.

Transcurridos 15 minutos, los tubos se colocaron en un bafio de agua con hielo y se les
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adiciono6 250 uL de acido tricloroacético (TCA) al 12.5 % (en HCI 1.0 M) para detener
la reaccion, seguido de 500 pL de TBA al 1 % en agitacion. Los tubos fueron
incubados nuevamente en un bafio de agua a 90° C por 10 minutos, se enfriaron y
fueron centrifugados otros 10 minutos a 3000 rpm a 4° C. Se recuper6 el sobrenadante
de los tubos y se leyo la absorbancia a 532 nm. Los resultados fueron calculados a
partir de una curva estandar preparada con una solucion de 1,1,3,3-tetractoxipropano
(TEP, 10 pmoles mL™), corrida en paralelo con las muestras, para ser expresados en

nanomoles de TBARS g™ de tejido.

Todos los reactivos utilizados en los analisis bioquimicos de actividad enzimatica

y dafio oxidativo se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (San Luis, MO, USA)

6. 8 Analisis Estadisticos

Con los datos obtenidos se realizaron las pruebas basicas de estadisticas descriptivas,
pruebas de normalidad (Shapiro-Wilkins) y de homocedasticidad (Levene). Los
resultados fueron en su mayoria no normales y se utilizd estadistica no paramétrica
para su analisis debido a que las transformaciones utilizadas no lograron normalizar los
datos. Para detectar diferencias significativas entre tejidos y entre tratamientos se
utilizé el analisis de variancia por rangos de Kruskall- Wallis (K-W) seguido de una
prueba a posteriori de Kolmogorov-Smirnov (K-S) (Zar, 1999). Para todos los casos se
considerd 95 % como nivel de confianza. Se utilizd el analisis multivariado de
componentes principales (ACP) para construir variables tedricas mediante la reduccion
del numero de dimensiones que representan las relaciones entre las muestras con las
variables analizadas a partir de la matriz de los datos. Todos los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo mediante el uso los paquetes SYSTATO 12.0 (SPSS, Richmond, CA) y
STATISTICA 8. Los datos se reportaron como la media + error estandar. Los valores
probabilisticos (p) inferiores e iguales a 0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

7. RESULTADOS
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7.1 Analisis de qPCR

Se cuantificé el numero de copias virales por qPCR en las muestras de hemolinfa de
todos los organismos obtenidos en el bioensayo. Se encontraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos analizados, el tratamiento donde se encontro

el mayor nimero de fragmentos virales fue a las 48 H Pi.

3.0E+03
2.5e+03
2.0E+03
1.5E+03 C
1.0E+03

5.0E+02

Copias VSMB/10 000 células

a a b

0.0E+00 .
Control 0 Control | 1HrPi 24 Hr Pi 48 Hr Pi

Figura 6. Conteos de fragmentos virales de virus del sindrome de la mancha blanca
(VSMB) en hemolinfa. Control 0= No sufrieron tratamiento alguno, Control I =
Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-
infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los datos se expresan como promedio +

error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (p=
0.05). N=6.
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7. 2 Variables bioquimicas

7. 2.1 Proteinas totales

Los resultados del contenido de proteinas totales en tejidos de camaron blanco
sometido a infeccion por VSMB se resumen en la figura 7 y tabla I. No se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos en la concentracion de proteinas en

musculo, branquias y hepatopéancreas.

Se encontraron diferencias entre tratamientos en la concentracion de proteinas
totales en hemolinfa, el mayor valor se encontr6 en el Control 0, el cual fue
estadisticamente diferente del Control I (p<0.05), 1 H Pi (p<0.05) y 48 H Pi (p<0.005).
La concentracion de proteinas totales en hemolinfa fue significativamente menor a 1 H

Pi en comparacion con Control 0 y Control I (p<0.05) (Tabla 1y Fig.7).
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Figura 7. Concentracion de proteinas totales (mg mL™) en tejidos de camarén blanco
expuesto a virus del sindrome de la mancha blanca. Control 0= No sufrieron
tratamiento, Control I= Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-infeccion, 24
H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (p< 0.05). N=6.
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7. 2.2 Lipidos totales

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en la concentracion de
lipidos totales en musculo y en hepatopancreas de camardn blanco expuesto a VSMB,
aunque los menores valores se encontraron en Control I sin resultar significativo en

tejidos (Tabla I1 y Fig. 8).

Se encontraron diferencias entre tratamientos en el contenido de lipidos totales en
branquias y hemolinfa. La concentracion de lipidos totales de branquias fue
significativamente menor en el Control 0 que en todos los tratamientos. La
concentracion de lipidos totales de branquias en el Control I fue significativamente
mayor que aquella del Control 0 (p<0.05), 24 y 48 H P1 (p<0.005 en ambos casos)
(Tabla I y Fig. 8). La concentracion de lipidos totales en hemolinfa en el tratamiento

de 48 H Pi fue estadisticamente mayor que en los tratamientos post-infeccion a 1 y 24
H (p<0.005) (Tabla I y Fig. 8).
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Figura 8. Concentracion de lipidos totales (mg mL™) en tejidos de camarén blanco
expuesto a virus del sindrome de la mancha blanca. Control 0= No sufrieron
tratamiento, Control I= Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-infeccion, 24
H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Letras diferentes

indican diferencias significativas entre tratamientos (p< 0.05). N=6



33

7.3 Actividad enzimatica

7. 3. 1 Superoxido dismutasa (SOD)

En musculo de camarén blanco L. vannamei expuesto a VSMB la actividad de SOD
fue significativamente mas elevada a las 24 H Pi en comparacion con el resto de los
tratamientos (p<0.05). La actividad de SOD en musculo disminuy6 considerablemente

a las 48 H Pi (Tabla III y Fig. 9) (p<0.05).

En branquias la actividad enziméatica de SOD fue mas elevada a las 24 H P1i, con un
nivel diferente de todos los tratamientos excepto con 48 H Pi (p<0.01) donde se
encontr6é un decremento de la actividad. La menor actividad de SOD en branquias se
encontrd6 en el Control I, el cual fue significativamente diferente de todos los

tratamientos (p<0.005) (Tabla III y Fig. 9).

La actividad de la enzima SOD en hepatopancreas fue en aumento conforme
avanzo la infeccion por VSMB y se encontr6 estadisticamente mas elevada a 48 H Pi

en comparacion con el Control I y el tratamiento 1 H Pi (p<<0.005) (Tabla III y Fig. 9).

En hemolinfa la actividad de la enzima SOD fue mayor a 48 H Pi y
estadisticamente diferente del Control 0 (p<0.05) (Tabla III y Fig. 9).
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Figura 9. Actividad enzimatica de superéxido dismutasa (SOD, U mg de proteina™) en
tejidos de camar6on blanco expuesto a virus de la mancha blanca. Control 0= No
sufrieron tratamiento, Control I Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-
infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los
datos se expresan como promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p=< 0.05). N=6
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7. 3. 2 Catalasa (CAT)

En musculo de camardon blanco expuesto a VSMB la actividad de CAT disminuyd
significativamente a 1 H Pi en comparacion con el Control 0 (p< 0.05) y los
tratamientos 24 H Pi y 48 H Pi (p<0.005). La actividad se incrementd
significativamente a las 24 H Piy se encontr6 una disminucioén a las 48 H Pi que no fue

considerada significativa en el misculo (Tabla IV y Fig. 10).

En branquias la mayor actividad de la enzima CAT se encontr6 a las 24 H Pi y fue
estadisticamente diferente de Control I (p< 0.005) y 1 H Pi (p< 0.05); a las 48 H Pi la
actividad descendi6 aunque no se encontrd una tendencia significativa (Tabla IV y Fig.

10).

En hepatopéancreas la actividad de la enzima CAT fue significativamente mayor a
las 24 y 48 H Pi en comparacion con los tratamientos Control I y 1 H Pi (p<0.005 en

todos los casos) (Tabla IV y Fig. 10).

La actividad de CAT en hemolinfa fue mas elevada a 1 H Pi y fue diferente
estadisticamente del tratamiento 48 H Pi (p<0.05). La actividad bajé a partir de 24 H
Pi, y a 48 H Pi se encontr6 la menor actividad enzimatica de CAT (Tabla IV y Fig. 10).
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Figura 10. Actividad enzimatica de catalasa (CAT, U mg de proteina™) en tejidos de
camarén blanco expuesto a virus de la mancha blanca. Control 0= No sufrieron
tratamiento, Control I Inyectados con inéculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-infeccion, 24
H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los datos se expresan
como promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p=< 0.05). N=6
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7. 3. 3 Glutation peroxidasa (GPx)

En musculo de camardn blanco expuesto a VSMB la actividad enzimatica de GPx
disminuyo significativamente a 1 H Pi comparada con el Control 0 y Control I,
mientras que la mayor actividad se encontr6 a las 24 H Pi, y fue diferente del resto de
los tratamientos (p<0.05). La actividad de la enzima GPx en musculo a las 48 H Pi fue

estadisticamente menor que la del tratamiento 24 H Pi (p<0.05) (Tabla V y Fig. 11).

La actividad de GPx en branquias disminuy6 significativamente a 1 H Pi y en
Control I al comparar con el Control 0. A su vez, la actividad de GPx en este tejido fue
significativamente mayor en los tratamientos a 24 H Pi y 48 H Pi que en el Control I y

1 H Pi (p<0.005 y p<0.05, respectivamente) (Tabla V y Fig. 11).

La actividad de la enzima GPx en hepatopancreas fue mayor a las 24 H Pi en
comparacion con los tratamientos Control I, 1 H Piy 48 H Pi (p<0.005). La actividad
de esta enzima mostr6 un descenso significativo a las 48 H Pi comparado con el

tratamiento 24 H P1 (p<0.05) (Tabla V y Fig. 11).

No se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos en la actividad de GPx
en hemolinfa, aunque se observo una tendencia no significativa a aumentar la actividad

al HPi yadisminuir a las 24 y 48 H Pi (Tabla V y Fig. 11).
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Figura 11. Actividad enzimatica de glutation peroxidasa (GPx, mU mg de proteina-') en
tejidos de camar6on blanco expuesto a virus de la mancha blanca. Control 0= No
sufrieron tratamiento, Control I Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-
infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los
datos se expresan como promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos (p=< 0.05). N=6
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7. 3. 4 Glutation reductasa (GR)

En musculo de camaron blanco expuesto a VSMB, la actividad enziméatica de GR
disminuy6 significativamente en Control I y después de 1 H Pi, comparada con el
Control 0 (p<0.05) (Tabla VI y Fig. 12). El aumento de la actividad se observo a las 24
H Pi y fue diferente unicamente del Control I (p<0.005) y 1 H Pi (p<0.05) (Tabla VI y
Fig. 12).

En branquias la actividad de GR fue mas elevada en el tratamiento a 24 y 48 H P1
(p<0.005) en comparacion con los tratamientos restantes (Tabla VI y Fig. 12). La

menor actividad se encontro en el tratamiento Control 0 (p<<0.05) (Tabla VI y Fig. 12).

La actividad de GR en hepatopancreas disminuy¢ significativamente en Control I y
después de 1 H Pi, comparada con el Control 0 (p<0.05) (Tabla VI y Fig. 12). Se
encontr6 mas elevada actividad a las 24 H Pi y fue diferente estadisticamente del
Control I y 1 H Pi (p<0.005), la actividad disminuy6 a las 48 H Pi aunque no se

considerd estadisticamente significativo (Tabla VI y Fig. 12).

En hemolinfa de camar6n blanco expuesto a infeccion por VSMB, la actividad de
GR estuvo por debajo del limite de deteccion de la metodologia utilizada en este

estudio.
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Figura 12. Actividad enzimética de glutation reductasa (GR, mU mg de proteina™) en
tejidos de camar6on blanco expuesto a virus de la mancha blanca. Control 0= No
sufrieron tratamiento, Control I Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-
infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los
datos se expresan como promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos (p=< 0.05). N=6
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7. 3. 5 Glutation S- transferasa (GST)

La enzima GST presentd6 menor actividad en los tratamientos Control Iy 1 H Pi
comparado con el Control 0 (p<0.05 y p<0.005, respectivamente) en el musculo (Tabla
VIl y Fig. 13). La actividad de GST aument¢ a las 24 H Pi comparado con el Control 1
(p<0.005) y disminuy6, aunque no de manera significativa, a las 48 H Pi (Tabla VIl y
Fig. 13).

La actividad de GST fue mas alta a 24 H Pi en branquias y fue diferente
estadisticamente del resto de los tratamientos (p<0.005), excepto del Control 0 (Tabla
VII y Fig. 13). La actividad de GST a las 48 H Pi disminuy6 de manera significativa al
comparar con el tratamiento a 24 H Pi (p<0.05) (Tabla VII y Fig. 13).

En hepatopancreas la actividad enzimatica de GST fue mayor en el tratamiento 24
H Pi. Solo se encontraron diferencias significativas entre 48 H Piy el Control I donde

se encontro la menor actividad de GST (p<0.05) (Tabla VII y Fig. 13).

La actividad de GST en hemolinfa fue mas elevada en el Control 0 y disminuy6
significativamente en el Control I al igual que en el resto de los tratamientos post-

infeccion (p<0.05) (Tabla VII y Fig. 13).
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Figura 13. Actividad enzimatica de glutatién S-transferasa (GST, mU mg de proteina™)
en tejidos de camardn blanco expuesto a virus de la mancha blanca. Control 0= No
sufrieron tratamiento, Control I Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-
infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los
datos se expresan como promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos (p< 0.05). N=6.
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7. 4 Dano oxidativo

7. 4. 1 Carbonilos protéicos

El dafo oxidativo a proteinas fue mas elevado durante los tratamientos post-infeccion
(1, 24 y 48 H) en comparacion con los controles aunque no se detectaron diferencias
significativas entre los mismos. La concentracion de carbonilos protéicos fue menor en
el Control 0 en el Control I y los tratamientos post-infeccion (p<0.05 y p<0.005,
respectivamente) (Tabla VIII y Fig. 14).

El contenido de carbonilos protéicos en branquias aumentd de acuerdo al grado
de infeccion con VSMB y a las 48 H Pi el contenido fue significativamente mayor en
comparacion con todos los demas tratamientos (p<<0.005) (Tabla VIII y Fig. 14). La
menor concentracion se encontrdo a 1 H Pi y fue significativamente diferente de todos

los tratamientos (p<0.005) (Tabla VIII y Fig. 14).

En hepatopancreas el contenido de carbonilos protéicos aumentd conforme
avanzaba la infeccion. En el tratamiento de 48 H Pi la concentracion de carbonilos
protéicos fue estadisticamente mayor que en Control 0 y Control I (p<0.005) (Tabla

VIII y Fig. 14).

El contenido de carbonilos protéicos en hemolinfa aumenté de acuerdo al
tiempo post-infeccion y el mayor valor se encontr6 a las 48 H Pi que fue
estadisticamente diferente de Control I y del tratamiento 1 H Pi (p<0.05) (Tabla VIII y
Fig. 14).
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Figura 14. Concentracion de carbonilos protéicos (nmol mg de tejido™) en tejidos de
camarén blanco expuesto a virus de la mancha blanca. Control 0= No sufrieron
tratamiento, Control I Inyectados con inéculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-infeccion, 24
H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los datos se expresan
como promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p=< 0.05). N=6.
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7. 4. 2 Lipidos peroxidados

Los niveles de TBARS encontrados no fueron diferentes entre los Controles I y 0 en
musculo, branquias y hemolinfa de camaréon blanco (Tabla IX y Fig. 15). La
peroxidacion de lipidos en musculo fue significativamente mas elevada a las 24 y 48 H

Pi en comparacion con el Control 0 y el Control I (p<0.005) (Tabla IX y Fig. 15).

La peroxidacion de lipidos en branquias de camardn blanco expuesto a infeccion
con VSMB aument6 conforme avanzaba la infeccion (Tabla IX y Fig. 15). La
concentracion de TBARS en branquias a 48 H Pi fue estadisticamente mayor que en el

Control 0 (p<0.005) y Control I (p<0.05) (Tabla IX y Fig. 15).

En hepatopancreas los niveles de TBARS fueron significativamente diferentes entre
Control I y los tratamientos 24 y 48 H Pi, ( p<0.005). Los valores de TBARS fueron
mayores a las 48 H Pi en comparacion con Control I 'y 1 H Pi (p<0.005) (Tabla IX y
Fig. 15).

En hemolinfa la peroxidacion de lipidos fue més elevada en los tratamientos post-
infeccion que en los controles (p<0.05) (Tabla IX y Fig. 15). A1 H Piy a 48 H Pi los
niveles de TBARS fueron estadisticamente mayores que en el Control 0 y Control 1

(p<0.005) (Tabla IX y Fig. 15).
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Figura 15. Concentracion de lipidos peroxidados (TBARS, nmol mg de proteina™) en
tejidos de camaron blanco expuesto a virus de la mancha blanca. Control 0= No
sufrieron tratamiento, Control I Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi= 1 hora post-
infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-infeccion. Los
datos se expresan como promedio + error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p=< 0.05). N=6
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7.5 Analisis de componentes principales (ACP)

El analisis multivariado de componentes principales permitid una ordenacion y
simplificacion de las variables originales en otras nuevas llamadas componentes

principales (CP).

Se generaron 3 componentes que explican el 77.6 % del total de varianza en los
datos (40.14 %, 23.19 % y 14.26 %, respectivamente) (Anexos. Tabla X [eigenvalores
y % de varianza por factor|. Las variables originales correlacionadas con los CP se
muestran en el Anexo I. El andlisis de componentes arrojo las cargas factoriales de los
dos componentes principales y fueron considerados significativos aquellos valores
mayores a 0.70 (Anexos. Tabla XI, coeficientes). La actividad de las enzimas, SOD
(0.92), CAT (0.80) y el indicador de dafio oxidativo a lipidos, TBARS (0.84), fueron
las variables correlacionadas significativamente para el CP 1 mientras que la
concentracion de carbonilos protéicos (0.75) fue el indicador significativo para el CP 2,
mientras que para el CP 3, la variable GST (0.77) resulto significativa, estas variables

son las que explican la mayor variacién en los datos (Fig. 16).

Con el ACP fue posible detectar y diferenciar la influencia de dos grupos en las
muestras, distribuidos de manera aleatoria (Fig. 17, englobados en color rojo), las
muestras de hepatopancreas forman un grupo en el fondo del grafico (puntos separados
en color azul corresponden a hepatopancreas) que se separa del resto de los tejidos de
manera significativa (Fig. 17). La separacion del hepatopancreas y los tejidos restantes
parecen estar influenciados, en su mayoria, por la actividad de las enzimas SOD, CAT
y GST y el dafio oxidativo estimado con los marcadores TBARS y carbonilos

protéicos.
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Figura 16. Proyeccion de las variables analizadas con el analisis de componentes
principales (proteinas totales, lipidos totales, superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), glutation S-transferasa
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Figura 17. Proyeccion grafica del resultado del analisis multivariado de componentes
principales para todos los datos obtenidos en tejidos de camar6n blanco expuesto a
virus de la mancha blanca. El andlisis identifico dos componentes principales (CP1,
CP2). (Elipse que encierra la distribucion de los individuos sin significancia
estadistica).
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8. DISCUSION

8.1 Analisis de qPCR

Diversos autores han utilizado la técnica de PCR tiempo real (qPCR) para la
cuantificaciéon de una gran variedad de virus de tipo humano (Rincarz et al., 1999;
Cane et al., 1999; Lewin et al., 1999). Actualmente, la técnica de cuantificacion viral
por medio de qPCR es utilizada para la vigilancia epidemioldgica de la sanidad
acuicola en granjas de camardn, en hospederos silvestres, y para la verificacion de
reproductores en laboratorios de cultivo larvario. La carga viral en tejidos infectados
por VSMB en camaron es considerada como uno de los factores mas importantes que
representa, por un lado la replicacion y proliferacion viral y por otro la progresion y
transmision de la enfermedad. Esta técnica puede medir el nimero de copias de ADN
viral en un maximo de 4 h, lo que implica que es mas rapida que la técnica de PCR

anillado o PCR de un paso.

Durand y Lightner (2002) utilizaron este método con la prueba TagMan para
cuantificar ADN de VSMB en diferentes tejidos y especies de camardén y encontraron
en organismos moribundos de P. vannamei un rango de 7.50 x 10® - 2.50 x 10’ copias
ug”' de VSMB. En dicho estudio, se reporté que la hemolinfa contuvo 2.55 x 10°
copias ug”' de DNA vy fue el tejido con la mayor concentracion de copias virales en

comparacion con varios tejidos analizados.

En el presente estudio, los analisis de cuantificacion de VSMB se realizaron en
hemolinfa debido a que el método de infeccion fue por inyeccion al seno hemolinfatico,
ya que la literatura menciona que es ahi donde se pueden obtener los mayores conteos
virales (Kimura et al., 1999; Durand y Lightner, 2002). Los resultados del presente
estudio se encuentran en el rango de 2.0 x 10°- 5 x 107 copias virales a las 48 H Pi, al
convertir los datos a copias ug' de DNA, obtuvimos resultados menores en

comparacion con el estudio de Durand y Lightner (2002). Esto pudo deberse al tiempo
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del bioensayo y a que en el estudio de Durand y Lightner (2002) las infecciones se
realizaron via inmersion, lo que pudo haber favorecido una infeccion mas lenta y una
mejor asimilacion del organismo al virus (6-7 dias en total). Es posible que el inoculo
en el presente estudio sea mas agresivo para los organismos por lo que no se alcanzé
una mayor proliferacion de copias virales en la hemolinfa de los camarones. Otro factor
a considerar es que el indculo utilizado para el experimento de infeccion viral en este
estudio fue preparado a partir de tejidos de organismos gravemente enfermos por
VSMB lo que garantiz6 un alto nivel de virus en el ino6culo; aunque antes del analisis

cuantitativo de qPCR, el contenido de VSMB era desconocido.

El andlisis de qPCR result6 suficientemente sensitivo para detectar copias
virales a 1 H Pi (Powell et al., 2006). Shritunyalucksana et al. (2006) reportan que el
mismo analisis resulta confiable para cuantificar el VSMB en muestras de hasta 5
copias. En este trabajo se pudo observar el aumento en la concentraciéon de virus
conforme transcurri6 el tiempo post-infeccion y progreso la enfermedad, mediante el
analisis cuantitativo de qPCR a 1 H Pi se obtuvieron 13.68 copias de VSMB, mientras
que a 24 H Pi fueron cuantificadas 1038.33 copias de VSMB, en este caso, la
replicacion del virus aumentd 75 veces, a 48 H Pi, el virus dobld su concentracion,
estos datos confirman la validez e importancia del andlisis cuantitativo por qPCR.
Diversos autores reportan que existe una concentracion critica, la cual detona el brote
de la enfermedad (Durand y Lightner, 2002; Durand et al., 2003), estos estudios

sugieren que las cargas virales cambian conforme al tiempo de infeccion.

El método de analisis por qPCR puede ser aplicado para estudios en donde la
deteccion y cuantificacion de niveles bajos de VSMB es necesaria, como es el caso de
la evaluacion de hospederos silvestres, reproductores y camarones infectados durante la
progresion de la enfermedad, organismos sometidos a altas o bajas temperaturas, pues
ya se ha probado proteccion térmica (Rahman et al., 2007), y en la determinacion del
contenido viral en camarones resistentes a la infeccion con VSMB 6 libres de

patogenos (SPF) (Durand y lightner, 2002; Meng et al., 2010).
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8. 2 Variables bioquimicas

Los estudios realizados en crustaceos decapodos infectados con VSMB reportan que
los virus infectan organos vitales de origen mesodérmico y ectodérmico, evidenciado
por la presencia de cé€lulas degeneradas con ntcleo hipertrofico (Wang et al., 1995;
Chang et al., 1996; Yoganandhan et al., 2003). Por ello, resulta importante determinar
los cambios metabodlicos ocurridos en los tejidos infectados con VSMB en camarén

blanco.

Los resultados encontrados en este estudio demuestran que existen diferencias en
el perfil bioquimico de algunos tejidos entre camarones blancos sanos y aquellos
infectados por VSMB. En este trabajo la concentraciéon de proteinas totales solo
presentd cambios en hemolinfa, anteriormente fue considerada como un parametro
importante para evaluar el estado de salud de peneidos (Rodriguez y Le Moullac,
2000). Se pudo observar que la concentracion de proteinas totales disminuy6 después
de la manipulacion e inyeccidn, atn en los camarones que no fueron inyectados con
virus (Control I). La menor concentracion de proteinas totales se encontré después de 1
H Pi manifestandose el efecto inmediato del estrés causado debido a la introduccion de

particulas virales al organismo.

Ruan et al. (2010) reportan que existe un incremento en la demanda de energia
durante la compensacion fisioldgica debida a estrés bioldgico causado por la infeccion
con VSMB. Esto es evidente en los camarones infectados con VSMB en el presente
estudio, en donde a 1 H Pi se encontraron los niveles mas bajos en la concentracion de

proteinas totales en hemolinfa.

El decremento en la concentracion de proteinas totales en hemolinfa ha sido
reportado previamente en L. vannamei sometido a diferentes condiciones de estrés
ambiental (Racotta y Palacios, 1998; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Mercier et
al., 2006) y estrés por infeccion con el virus del sindrome del Taura (Song et al., 2003).
Esto se explica debido a que las proteinas pueden ser utilizadas como suplemento de
energia en situaciones de estrés abiotico al tratar de satisfacer el incremento de la

demanda metabdlica (Racotta y Palacios, 1998). Se ha documentado que la infeccién
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con VSMB también llega a provocar un bajo consumo de alimento en los organismos
(Mohankumar Ramasamy, 2006), lo cual contribuye a una baja disponibilidad de
energia y la consecuente disminucion en la concentracion de proteinas totales en
hemolinfa. Es posible que, en el presente estudio, la infeccion con virus y la
manipulacion por inyeccion pudieran haber generado un trastorno nutricional o

energético que causaria la disminucion en la concentracion de proteinas totales.

En contraste con nuestros resultados, Lo et al. (1997) y Yoganandhan et al. (2003)
reportaron que después de una infeccion con VSMB hay un aumento en la
concentracion de proteinas totales en la hemolinfa y lo refieren al aumento en la
cantidad de virus circulante. Aun asi, la concentracion de proteinas totales encontrada
en la hemolinfa de camardn blanco en el presente estudio esta en el orden de 40-70 mg
mL™, valor demasiado elevado como para considerar que las capsides virales pudieran
llegar a representar un aporte importante en la concentracion de las proteinas totales en
este tejido. Otros estudios reportan que el incremento en la concentracién de proteinas
es debido a que los baculovirus presentan una variedad de proteasas y otras enzimas
que disuelven los tejidos y que principalmente las proteinas de musculo y
hepatopancreas pudieran ser incorporadas a la hemolinfa del camaron (Beckage,
1996). Esto no concuerda con nuestros resultados debido a que no se encontraron
cambios en los niveles de concentracion de proteinas en los tejidos restantes bajo los

diferentes tratamientos a los que fueron sometidos los organismos.

La disminucion en la concentracion de proteinas totales en hemolinfa puede estar
relacionada a la disminucion de las proteinas que participan de manera importante en el
sistema inmune de los invertebrados, los crustaceos despliegan una respuesta inmune
en donde existe la participacion de proteinas involucradas en el reconocimiento de
micro-organismos invasores, sistema profenoloxidasa, ademds de péptidos
antimicrobianos como las peneidinas, clustinas y aglutininas (Mufoz et al., 2000;
Vargas-Albores; Yépiz-Plascencia, 2000; Bartlet et al., 2002; Zhao y Wang, 2008). En
los camarones infectados con VSMB, en hemolinfa, la menor concentraciéon de
proteinas se encontrd a 1 H Pi, la disminucion en la concentracion de proteinas totales

observada en este estudio puede traer consecuencias adversas de manera prematura en



53

la capacidad inmune debido a la falta de proteina para el metabolismo de moléculas y

enzimas de defensa.

Se ha sugerido que la respuesta hiperlipidémica es un indicador sensible y
confiable de disturbios ambientales, y ademas existe una respuesta al incremento en la
demanda de energia durante la compensacion fisiologica debido a estrés fisico y
ambiental (Chang y O’Connor, 1983). La concentracion de lipidos totales en este
trabajo Unicamente manifestd cambios significativos en branquias y hemolinfa.
Generalmente, se considera que el aumento en los niveles de lipidos, glucosa y lactato
puede reflejar la respuesta a retos ambientales y a infecciones para mantener la
homeostasis (Ruan et al., 2010). En el presente estudio los ultimos parametros no

fueron evaluados.

Se encontr6 en camaron blanco inyectado con VSMB una tendencia no
significativa a disminuir el contenido de lipidos totales en musculo después de los
tratamientos Control I y post-infeccion. La mayor concentracion de lipidos totales fue
obtenida en el Control 0 en comparacién con los tratamientos restantes. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Yoganandhan et al. (2003), quienes
encontraron un decremento en la concentracion de lipidos totales en P. indicus después

de la infeccidon con VSMB.

En las branquias de camar6n blanco se encontré un aumento en la concentracion
de lipidos totales en el Control I (inyeccion con indculo inerte) en comparacion con el
Control 0 (sin tratamiento); esto es considerado como una respuesta al estrés por la
manipulacion y por la introduccion de material extrafio (glicerol). El incremento en la
concentracion de lipidos en el Control I, como producto de la inyeccion de glicerol mas
que de la infeccion, puede tener una implicacion bioquimica. El glicerol tiene una
relacion directa con los triglicéridos, es un precursor para la sintesis de triglicéridos y
fosfolipidos, después de utilizar los lipidos de reserva, el glicerol es liberado al torrente
sanguineo y puede ser convertido a glucosa como suministro de energia para el
metabolismo celular. En este caso, las branquias pudieran haber sido el 6rgano con la

mayor necesidad de energia, ya que se ha reportado en P. indicus, una reduccién en el
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consumo de oxigeno debido a la infeccion con VSMB (Yoganandham et al., 2003). La
disminucién de energia en el organismo infectado podria causar que el glicerol aumente
la concentracion de glucosa, triglicéridos y fosfolipidos de manera preliminar casi
inmediata en el caso de branquias debido a que el aumento en la concentracion de
lipidos totales fue evidente desde 1 H Pi manteniéndose en este rango durante todo el

experimento.

En hepatopancreas pudo haber ocurrido algo similar ya que la concentracion de
lipidos se incrementd conformé avanzd la infeccion viral aunque no de manera
significativa. Yoganandham et al. (2003) mencionan incremento en la concentracion de
acidos grasos en hepatopancreas de P. indicus infectado con VSMB. En hemolinfa no
se encontraron diferencias entre los tratamientos Control 0 y Control I, ademas,
unicamente a 48 H Pi se encontr6 una mayor concentracion de lipidos totales. Es
posible que a las 48 H Pi la proliferacion viral pudo haber causado una movilizacion de
lipidos totales del musculo, en donde la concentracion de éstos disminuyo, hacia el

sistema circulatorio abierto del camaron blanco.

8.3 Actividad enzimatica

El papel de los antioxidantes en L. vannamei infectado con virus de la mancha blanca
es incierto. La importancia del sistema antioxidante de los organismos aerobios es
debido a que previene los efectos de las ERO, tiene un papel vital en la proteccion de
las células contra el estrés oxidativo, evita o repara el dafio oxidativo, y contribuye a
mantener los niveles de los agentes reductores, como el NAD, NADPH, y GSH, y, por
lo tanto, mantener un ambiente reducido en las células (Mufioz et al., 2000; Downs et

al., 2001).

La enzima SOD es una de las principales enzimas antioxidantes de defensa, ya
que acelera la conversion de O, a HyO, y O; lo cual evita los efectos de las ERO
(Fridovich, 1998). En este estudio, se encontrd una disminucién de la actividad de SOD
en tejidos de camardn blanco 1 H después de la infeccion con VSMB en comparacion

con el Control 0. Resultados similares se encontraron en camardn P. monodon
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inmediatamente después del reto con VSMB, en el cual se encontré una disminucion
significativa de la actividad de SOD (Chang et al., 2003). En el presente estudio se
encontr6 una baja actividad de SOD a 1 H Pi y un aumento significativo de la actividad
a 24 H Pi en musculo, branquias y hepatopancreas de camardén blanco expuesto a
infeccion por VSMB. Se ha reportado un decremento en el THC en camarones
infectados con VSMB (Liu et al., 2010) debido a que los hemocitos migran y se
acumulan en el sitio de inyeccion para efectos de coagulacion ademas de que se activa
la fagocitosis de los cuerpos extraiios y se induce apoptosis por la infeccion viral (Sahul
Hameed et al., 2006) estos resultados pudieran indicarnos el motivo de la disminucion

de la actividad enzimatica a 1 H Pi en todos los tejidos analizados.

La elevada actividad de SOD a 24 H Pi en comparacion con el resto de los
tratamientos podria ser la consecuencia de la estimulacion del sistema inmune dado por
el estallido respiratorio a 1 H Pi debido a la infeccion. Esto es similar a los resultados de
Zhang et al. (2005), después de retar al langostino chino F. chinensis con VSMB, se
encontr6 un incremento en la actividad de SOD asi como un incremento en la actividad
de PO a las 24 hr post-infeccion, lo cual indica que el VSMB en estas especies parece
estimular el sistema inmune mediante un incremento de la actividad de SOD y PO, por

lo menos a 24 H Pi (Zhang et al., 2005).

En el caso de musculo y branquias, la actividad de SOD descendi6 a las 48 H
Pi. En estudios en P. monodon (Rameshthangam y Ramasamy, 2006; Mathew et al.,
2007) y en F. indicus (Mohankumar y Ramasamy, 2006) se reporta un descenso de la
actividad de SOD después de la infeccion con VSMB en todos los tejidos analizados, la
cual disminuye conforme aumenta la infeccion. El material extrafio en el hospedero es
filtrado y acumulado por las branquias, seguido de la fagocitosis dada por los
hemocitos o la liquidacion a través de la muda (Jiang y Mu, 1999). Ello demuestra la
importancia de las branquias en la defensa contra el VSMB. En el presente estudio,

solo se encontrd descenso de la actividad de SOD a 1 H Pi y 48 H Pi en musculo y
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branquias, lo cual puede deberse a que el virus también pudo haber llegado a inhibir la

sintesis de enzimas antioxidantes (Scharz, 1996).

En hepatopancreas y hemolinfa se encontr6 un aumento significativo de la
actividad de SOD a 48 H Pi en comparacion con los tratamientos Control,
probablemente relacionado a la importancia del hepatopancreas ya que las células B del
epitelio comparten la funcion de excretar material foraneo derivado de la hemolinfa
(Alday et al.,, 2002). Los niveles mas altos de actividad de las enzimas en
hepatopancreas y branquias de camardn blanco contribuirian a facilitar la degradacion

de material foraneo filtrado por estos 6rganos (Zhang et al., 2005).

Es importante destacar el efecto de los inmunoestimulantes en contra de la
infeccion con VSMB. En F. chinensis, después de retar con WSSV vy el
inmunoestimulante zimosan A, la actividad de SOD fue mas alta que la del grupo
control en ambos casos, y después de los retos se observd un incremento en los niveles
de actividad de SOD (Zhang et al., 2005). Asi mismo, en L. vannamei aumento la
actividad de los parametros inmunes, tales como la SOD, después de la inmersion en
lipopolisacaridos (LPS) extraidos del alga roja Gracilaria tenuistipitata (Yeh et al.,
2010). Estos resultados apoyan la sugerencia previa de que los polisacaridos pueden
aumentar la actividad de SOD en hemolinfa y musculo de L. vannamei (Campa-
Cordova et al. 2002). Estas referencias relacionan la inyeccion de polisacaridos de
origen bacteriano con la activacion de la fagocitosis, mediante la union vy
reconocimiento de antigenos de la superficie microbiana, la cual a su vez induce el
estallido respiratorio y la formacion del fagosoma mediados por Rab GTPasas, las
cuales estan implicadas en la formacion y maduracion del fagosoma e inducen la

activacion de la fagocito NADPH oxidasa (Wu et al., 2008; Bustillo-Ruiz et al., 2009).

El papel del sistema de defensa antioxidante en invertebrados puede

considerarse de mayor importancia que en vertebrados. La fagocitosis da lugar a la
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formacion de una gran cantidad de ERO y es la principal linea de defensa en contra de
organismos invasores en invertebrados, debido a la falta de anticuerpos y de inmunidad
adquirida (Johanson et al., 1999). Aun asi, la produccion de altos niveles de ERO debe

ser localizada y controlada para evitar el dafio oxidativo a los tejidos.

Catalasa es una enzima que trabaja en contra de altas concentraciones de H,O,
debido a que su Km para H,0O, se encuentra en el rango milimolar (Fridovich, 1998;
Yu, 1994), ademas se localiza s6lo en los peroxisomas por lo que unicamente a altas
concentraciones de H>O; en la célula, la enzima puede ser difundida (Zhang et al.,
2008). En esta investigacion, se encontrd un efecto significativo en la actividad de
catalasa debido a la inyeccion con in6culo inerte (Control I) en camaron blanco, en el
caso de musculo, branquias y hepatopancreas. La actividad de Control I fue menor en
la mayoria de los casos al comparar con el tratamiento Control 0, esto pudo ser debido
a la manipulacion del organismo y a la introduccion de material extrafio como es el
glicerol y la solucion de fosfatos que conforman el vehiculo inerte utilizado para la

conservacion e inyeccion de las particulas virales.

En todos los tratamientos aplicados en este estudio en camaron blanco infectado
con VSMB, la actividad de la enzima catalasa encontrada en hepatopéancreas, fue
mayor que en el resto de los tejidos, en el orden de hasta mas de 10 veces (Fig. 4). Esto
ha sido reportado por Tavares-Sanchez et al. (2004) quienes mencionan que los
transcritos de catalasa son mas abundantes en hepatopancreas, seguido de branquias y,
a veces, pueden ser no detectables en musculo. El hepatopéancreas es considerado una
glandula con alta actividad metabdlica en la cual se espera una gran produccion de
ERO debido a su papel como organo detoxificador (Arun y Subramanian, 1998).
Aparentemente, catalasa juega un papel mas importante en hepatopancreas que en el
resto de los tejidos debido a la alta actividad encontrada en este tejido en el presente

estudio.
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En musculo, branquias y hepatopancreas de camaron blanco en este trabajo, la
actividad mas baja de catalasa fue encontrada a 1 H Pi lo que puede indicar que la
inyeccion y la consecuente estimulacion viral inducen algln tipo de reaccion inmune
que afecta la funcion fisiologica normal del organismo. El posterior aumento
significativo de la actividad de catalasa a 24 H Pi puede deberse a un intento de
contener y neutralizar el dafio generado por los ERO inducidos por la infecciéon con
VSMB. Esto concuerda con los resultados de Zhang et al. (2008) quienes, después de
realizar una cuantificacion de los transcritos de catalasa en F. chinensis por medio de
gPCR, sefialan que los transcritos presentan regulacion positiva en hemocitos a 14 H Pi
en hepatopancreas a 37 H Pi debido al estimulo causado por la infeccion con VSMB.
En el presente estudio, los hemocitos pudieran haber sido irrigados hacia los tejidos lo

cual mantiene la elevada actividad enzimatica de catalasa a 24 H Pi en camaron blanco.

Nuestros datos revelan que la actividad de catalasa descendié a 48 H Pi en todos
los tejidos analizados en este trabajo, aunque no de manera significativa. Lo anterior
puede indicar que a 48 H Pi el organismo aun presentaba regulacion positiva en contra
de la infeccion con VSMB. Ademas, se ha encontrado que catalasa puede tener una
respuesta tardia en el sistema inmune como respuesta al estimulo con VSMB (Zhang et
al., 2008). Se ha encontrado en otros estudios, una disminucion de la actividad
enzimatica en estados mas avanzados de infeccion debido a la excesiva produccion de
H,0, en P. monodon se evalud la actividad de catalasa encontrdndose a 72 h una
disminucién de la actividad al comparar solamente con organismos mantenidos bajo

condiciones control (Ramesthangan y Ramasamy 2006).

En catalasa el ligando hemo-proximal es una tirosina, y su funcion puede estar
relacionada al aumento de la resistencia a H,O, lo que facilita la estabilidad de la
enzima en concentraciones altas del mismo y permite evadir la formacién de
compuestos cataliticamente inactivos (Zamocky et al., 2008). Es posible que la
actividad de catalasa en hemolinfa en este estudio sea mas susceptible a dafio en la

tirosina debido a que se observo una disminucion de la actividad a partir de las 24 H Pi.
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Este resultado no coincide con los de Zhang et al. (2008) quienes encontraron
regulacion positiva en la actividad de catalasa en hemocitos entre 14 y 37 h después de

la infeccidn.

En el caso del experimento realizado en este trabajo, la infeccion avanzé hasta
las 48 H Pi a partir de la cual la mortalidad se extendi6 a los organismos restantes por
lo que el muestreo a las 72 H Pi no pudo efectuarse debido a una alta tasa de
mortalidad. Aun asi, se puede observar una ligera disminucion de la actividad catalasa
a las 48 H Pi al comparar con 24 H Pi en camardn blanco infectado con VSMB. Lo
anterior pudiera indicar una saturacion del sistema antioxidante debida a la infeccion
con VSMB, que en este caso resultd mas agresiva debido probablemente a que 27°C
esta dentro del rango de temperatura considerado Optimo para la replicacion de este
virus. Varios autores han reportado que el VSMB se replica mas eficientemente en el
rango de temperatura de 23 a 28°C (Guan et al., 2003, Du et al. 2006, Granja et al.,
2006, Reyes et al., 2007). Ademas, se ha encontrado que altas temperaturas (33-35°C)
previenen la aparicion de la enfermedad (Rahman et al.,, 2006), aunque no se ha
evaluado el efecto que puede existir en el metabolismo oxidativo debido a la alta

temperatura en camaron blanco.

La enzima GPx y las peroxiredoxinas tienen un papel critico en la defensa
antioxidante de crustdceos, son proteinas multifuncionales con actividad biologica de
peroxidasa, y se encargan de dismutar el H,O, derivado de la respuesta a infecciones
antes de que se produzcan mas radicales, lo cual previene el dafio oxidativo de H,O, e
hidroperéxidos lipidicos (Liu et al., 2007). Se ha probado que estas enzimas tienen un
alto grado de afinidad por el H,O, y lo pueden eliminar efectivamente aun en muy bajas
concentraciones, a diferencia de catalasa, GPx es comin en la mayoria de los
eucariotes y se sugiere que GPx es mas importante que CAT en la remocion de
peroxidos en humanos (Johanson et al., 1995; Aruoma, 1998; Liu et al., 2004; Zhang
et al., 2008).
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En este estudio encontramos que la actividad de GPx tuvo una disminucion
significativa en el Control I y a 1 H Pi en comparacion con Control 0 debido a la
inyeccion y la infeccion con VSMB. Es posible que GPx aumente también como
resultado de una inhibicidén por patdégenos previamente reportada en el decremento de
la expresion de genes de GPx en P. monodon infectado con VSMB y Photobacterium
damselae (Liu et al., 2010). En el presente estudio, la actividad de GPx se incrementd
en musculo, branquias y hepatopancreas a las 24 H Pi, lo que sugiere un aumento de los
mecanismos de proteccion para disminuir el dafio oxidativo debido a una posible
produccion de H>O; después de la infeccion con VSMB. Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Ren et al. (2009), quienes analizaron la actividad y los transcritos
de GPx en F. chinensis y encontraron que la actividad de esta enzima en branquias se
incrementa a partir de 6 h y se mantiene en niveles altos hasta las 24 h después del
reto con V. anguillarum. En dicho estudio, la actividad de GPx en el hepatopancreas
decayo a las 6 h con los menores niveles a 12 h pero se incremento a las 24 h después
del reto con V. anguillarum en donde también se encontraron los mayores niveles de
transcritos de GPx (Ren et al., 2009). El aumento significativo de la actividad de GPx
puede estar asociado con disminuir el dafio por H,O; que es generado por la invasion de

patogenos.

GPx no solo es importante para la eliminacion de H,O,, su especificidad abarca
también alquil hidroperoxidos, reduciéndolos a los alcoholes correspondientes (Meister
y Anderson, 1983 y Fridovich, 1998). Como es el caso con SOD y CAT, existen al
menos 4 isoformas de GPx, una de ellas se encuentra en el espacio extracelular (Perry,
et al., 1992), y otra actia especificamente sobre los hidroperoxidos fosfolipidicos, todas
las cuales son selenoenzimas y estan presentes en la mayoria de las células (Ursini et
al., 1985 y Fridovich, 1998). Otros autores han encontrado una reduccion significativa
de la actividad de CAT, SOD, GPx, GR y GST en camarones infectados con VSMB
(Mohankumar y Ramasamy, 2006; Mathew et al., 2007; Rameshthangam vy
Ramasamy, 2006), a diferencia de nuestro trabajo donde fue evidente el aumento de la
actividad a 24 H Pi. La diferencia en la respuesta pudo haber sido el resultado de

diferentes dosis infecciosas y métodos de infeccion utilizados.
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En camaro6n blanco, posterior al aumento de la actividad de GPx encontrada a
24 H P1i, la actividad disminuyo6 a las 48 H P1i, lo cual sugiere una saturacion del sistema
antioxidante y una inhibicion por patogenos después del efecto compensatorio. Se ha
reportado actividad de GPx en los hemocitos de camaron blanco L. vannmei (Cheng et
al., 2005). En este caso, la actividad de GPx en hemolinfa no manifestd6 cambios
significativos en respuesta a la infeccion con VSMB, pero se encontré una mayor
actividad de esta enzima a 1 H Pi lo que pudo haber sido una respuesta temprana a la
infeccion viral y a la explosion respiratoria que se presenta en camarones estimulados
con bacterias y virus que da lugar a la produccion de grandes cantidades de ERO (Liu

etal., 2007; Ren et al., 2009).

GPx juega un papel en la division y diferenciacion celular, es un factor
importante en la regulacion de la mitosis (Cotgreave y Gerdes, 1998), y cataliza la
reduccion de hidroperoxidos con la oxidacioén de glutation reducido (GSH) a glutation
disulfuro (GSSG) durante su accion (Bandyopadhyay et al., 1999). Glutatioén reductasa
(GR) es una enzima ampliamente distribuida en animales, plantas y microorganismos,
GR convierte el GSSG de nuevo a GSH y utiliza NADPH como el reductor por lo que
funciona como un reciclador de GSH (Halliwell y Gutteridge, 1999; Lesser, 2005).
Niveles elevados de GSH protegen a las proteinas celulares de la oxidacion a través del

ciclo redox del glutation y también detoxifican directamente ERO.

Glutation S-Transferasa (GST) se encarga de catalizar la conjugacion de GSH con
un amplio rango de sustancias electrofilicas que pueden haberse producido de manera
endogena, tales como los aldehidos producidos durante la peroxidacion de lipidos, y
también tiene actividad en contra de hidroperdxidos organicos y xenobidticos (Ren et
al., 2009), aproximadamente 15% del total de GSH est4 contenido en las mitocondrias.
(Hansen et al., 2006). Ren et al. (2009) encontraron que la actividad de GPx y GST en
el hepatopancreas de F. chinensis inyectado con V. anguillarum muestra diferentes
respuestas y especulan que GPx tiene una respuesta mas temprana a los retos

bacterianos que GST. En este trabajo, encontramos que la actividad de la enzima GPx



62

increment6d de manera significativa en el hepatopancreas de camarén blanco, a las 24 H
Pi como respuesta al estimulo por la infeccion de VMSB, mientras que en el mismo
tejido, la actividad de GST aumentod, aunque no de manera significativa, esto pudo ser
debido a que los valores de actividad enzimatica de GST fueron mas elevados en el

musculo que en el resto de los tejidos.

En el presente estudio se encontrdé que la actividad de las enzimas GPx, GR y
GST responde de manera similar a los tratamientos de infeccion con VSMB, quiza
porque estas enzimas se encuentran profundamente ligadas y participan en un ciclo de
continuo recambio. GPx, GR y GST se encargan de remocioén de metabolitos toéxicos
mediante reacciones de conjugacion con GSH, el decremento en la actividad de estas
enzimas observado en camarones infectados con VSMB pudiera estar ligado a una
reducida disponibilidad de GSH a las 48 H Pi en camardn blanco en todos los tejidos
analizados (Garg et al., 1996; Mohankumar y Ramasamy, 2006; Rameshthangam y
Ramasamy, 2006; Mathew et al., 2007). EIl decremento en la actividad enzimatica del
hospedero puede estar relacionado directamente a la patogénesis del VSMB inyectado,
lo que indica una pobre defensa del sistema antioxidante en contra del estrés oxidativo
cuando la proliferacion viral excede la capacidad de clarificacion del hospedero

(Rameshthangam y Ramasamy, 2006; Mathew et al., 2007).

La disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes a 48 H Pi
encontrada en este estudio puede provocar que las membranas celulares y subcelulares
se vuelvan mas sensibles al dafio oxidativo (Yu, 1994; Ren et al., 2009) relacionado al
mecanismo patogénico de los microbios y podria representar la respuesta tardia a la

infeccion por VSMB después de su estimulacion.

Ademas de los efectos en la concentracion de lipidos y proteinas, el estrés
ocasionado debido a la infeccion con VSMB puede afectar la calidad y cantidad de

carbohidratos circulantes en camaron blanco (Telford, 1968; Lynch y Webb, 1972)
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(Mathew et al., 2007b). La actividad de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) aument6 en el hepatopancreas y musculo de P. monodon infectado con
VSMB (Mathew et al., 2007b). G6PDH est4a envuelta en el metabolismo de glucosa,
recicla el NADPH a partir de NADP" en la célula y el NADPH es sustrato para el
metabolismo de GSH (Cuzon et al., 2000 y Wilson, 2003). El incremento encontrado
por Mathew et al. (2007b) en la actividad de G6PDH después de la infeccion con
VSMB podria resultar en mayor produccion de GSH a través de GR. El significado de
esto es que se requiere de NADPH para mantener niveles adecuados de GSH que a su
vez ayudara a controlar el estrés oxidativo a través de la enzima GPx. El incremento en
la actividad de G6PDH podria ser resultado del estimulo causado por la infeccion con
VSMB como parte del complejo mecanismo de defensa en contra del estrés oxidativo
durante la infeccién (Mathew et al., 2007b), aunque en este caso, parece no haber sido
suficiente para mantener elevados los niveles de actividad enzimatica de GPx, GR y

GST.

8.4 Dano oxidativo

Las ERO generadas en las células infectadas son asociadas con el dafio oxidativo
a lipidos y proteinas de las membranas celulares (Azenabor y Mahony, 1999). En los
ultimos afios, la evaluacidon de la modificacion oxidativa de proteinas se ha utilizado
para estimar la intensidad del estrés oxidativo, como ejemplo, permite evaluar el estado
de equilibrio cuando las concentraciones de ERO aumentan (Lushchak, 2007). Ya que
todos los organismos poseen proteinas, la oxidacion de éstas es un marcador confiable
del dafio oxidativo (Parvez y Raisuddin, 2005; Lushchak, 2007; Castex et al., 2009) sin
embargo, no es comunmente utilizado en camarones. En este estudio, se evaluaron los
grupos carbonilos formados, los cuales son parte de los productos mas estables de la
oxidacion de proteinas y son el marcador utilizado mas frecuentemente (Standtman,

1986; Levine et al., 1994; Lushchak, 2007).
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En este estudio se encontré que en camardn blanco infectado con VSMB el
dafio oxidativo, evaluado como el contenido de carbonilos protéicos y los niveles de
TBARS, fue mayor a 48 Hr P1, en la mayoria de los tejidos. En el mismo tratamiento se
encontrd la menor actividad de las enzimas involucradas en el ciclo del glutatién. Es
posible que el dafio oxidativo reflejado como el aumento en los carbonilos protéicos a

48 H Pi afecte también a las enzimas antioxidantes.

Los aminoacidos con residuos aromaticos son particularmente susceptibles a la
oxidacion por ERO. Los residuos de fenilalanina, tirosina y triptéfano se integran a
ciclos redox donde pueden estar involucrados en la consecuente produccion de ERO,
aunque se ha encontrado que estos residuos no se consideran como los principales
blancos para oxidacion en los sistemas bioldgicos. En contraste, los residuos de
histidina, arginina, lisina, cisteina y prolina se consideran puntos altamente sensibles
para la induccidn de oxidacion por radicales libres en sistemas que contienen iones de
metales de transicion, lo que resulta en la formacion de derivados carbonilos
(Stadtman, 1993; Bandyopadhyay, et al., 1999; Lushchak, 2007). La enzima SOD
contiene residuos de arginina e histidina en su sitio activo (Mallinowsky y Fridovich,
1979). Los radicales libres atacan estos aminoacidos, lo que resulta en modificaciones
quimicas de la estructura de las proteinas y pérdida de actividad enzimatica
(Rameshthangam y Ramasamy, 2006) esto puede ser la causa de la baja actividad de

SOD que se observo en este estudio.

En camarodn blanco expuesto al VSMB, el estrés oxidativo es evidenciado como
el aumento en la concentracion de carbonilos protéicos y peroxidacion de lipidos, quiza
después de una produccion excesiva de ERO por el sistema de la NADPH oxidasa y al
consecuente estrés patogénico (Chin et al., 2003; Rameshthangam y Ramasamy, 2006).
Solo en el caso de musculo, la inyeccion con indculo inerte (Control 1) tuvo un efecto
considerable en el aumento de la concentracion de carbonilos protéicos comparado con
Control 0 (p<0.05). El dafio oxidativo a proteinas fue significativo desde 1 H Pi con

VSMB en comparacién con el Control 0 en musculo y hepatopancreas de camaron
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blanco (p<0.005 en ambos casos) lo que sugiere la induccion del estallido respiratorio y
la elevada susceptibilidad de estos tejidos. El mayor nivel de carbonilos protéicos se
encontr6 a 48 H Pi en branquias, hepatopancreas y hemolinfa; en el musculo, la mayor
concentracion de carbonilos protéicos se observd a 24 H Pi. La concentracion de
carbonilos proteicos esta relacionada con las proteinas totales (Fig 7), en branquias,
hepatopancreas y hemolinfa se encontr6 una disminucion de la concentracion de
proteinas totales a 48 H Pi, lo que coincide con el aumento del dafio oxidativo a
proteinas y podria indicar que las proteinas se carboxilan debido al aumento en la

formacion de ERO conforme avanzo la infeccidon con VSMB.

Este marcador es considerado importante debido a que es irreversible, causa
cambios conformacionales y decrece la actividad catalitica en enzimas (Almroth et al.,
2005). Los radicales libres inducen oxidaciéon de ciertas proteinas celulares y, ademas,
pueden inducir apoptosis, la cual cuando se extiende a una parte importante de las
células, puede causar fallas en el funcionamiento de los 6rganos y la eventual muerte
del organismo (Dalle-Donne et al., 2006; Lushchak, 2007). Es importante considerar
varios marcadores de estrés oxidativo ya que se ha demostrado que la adicién de H,O,
al medio induce la acumulacion gradual de carbonilos protéicos en la enterobacteria
Escherichia coli (Semsychyn, 2002), mientras que la concentracion de TBARS,
primero aumentd y posteriormente tuvo un decremento, lo que nos indica la

importancia de su comparacion y manejo conjunto (Lushchak, 2007).

Los lipidos de los crustdceos marinos son ricos en acidos grasos altamente
insaturados (HUFA), principalmente, 4cido eicosapentaenoico (20:5(n-3); EPA) y
acido docosahexaenoico (22:6 (n-3); DHA) (Mourente y Diaz-Salvago, 1999). DHA y
EPA tienen un papel importante en la integridad de membrana y flexibilidad en
invertebrados marinos (Bell y Dick 1990; Dall et al., 1990; Yepiz-Plascencia et al.,
2000).
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Existen varios factores que pueden resultar en dafo oxidativo a lipidos
(peroxidacion de lipidos) en los camarones. Los niveles basales de lipidos peroxidados
en el hepatopancreas de P. monodon resultaron 3 veces mas altos en granjas intensivas
que en el caso de granjas de cultivo extensivas, estos resultados refuerzan la hipotesis
de que el camaron de cultivo intensivo tiene que hacer frente a un mayor estrés
ambiental que el cultivado en sistema extensivo (Tu et al., 2008). Las infecciones
virales estan asociadas con un incremento en los niveles de ERO en los organismos, lo
que da lugar al dafio oxidativo de membranas celulares y subcelulares (Chih-Hong et

al., 2003).

Puede ocurrir que el organismo responda al dafio oxidativo de lipidos en
membranas de las branquias mediante el increment6 en el transporte de lipidos para la
renovacion de acidos grasos, en este caso observamos en musculo de camarédn blanco,
una importante aumento de la concentracion de lipidos totales después de la inyeccion
y la infeccion con VSMB lo que estd relacionado con el aumento de TBARS en el
musculo después de la infeccion. También se encontrdé un aumento en la movilizacion
de los lipidos en el hepatopancreas y hemolinfa (Fig. 8) lo que pudiera estar
relacionado al dafio oxidativo que inicia de manera significativa en hemolinfa y
hepatopancreas una hora después de la infeccidon, con una tendencia similar en

branquias y musculo.

En este trabajo encontramos los valores mas altos de peroxidacion de lipidos en
hepatopancreas de camaron blanco, con niveles hasta 10 veces mas elevados que en el
resto de los tejidos de camaron blanco expuesto a VSMB. Esto esta relacionado al
elevado metabolismo del hepatopancreas y a un alto contenido de lipidos,
especificamente de lipidos altamente poliinsaturados (PUFA), los cuales son
susceptibles a dafno oxidativo debido al alto nimero de sitios insaturados (Nagaoka et
al., 1990; Zenteno et al., 2006). Por ello, la incidencia de peroxidos lipidicos depende
del nivel de enzimas antioxidantes y la composicion de los acidos grados en el

organismo. Se ha reportado que en P. monodon y F. indicus los niveles de TBARS se
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incrementan en todos los tejidos analizados debido al transcurso de la infeccion VSMB
lo que indica el consecuente fallo del sistema oxidativo y el eventual dafio tisular
(Rameshthangam y Ramasamy, 2006; Mohankumar y Ramasamy, 2006; Mathew et al.,
2007). Esto concuerda con nuestros resultados, en camaron blanco infectado con
VSMB, se encontr6 un aumento en los niveles de TBARS en musculo, branquias,
hepatopancreas y hemolinfa, significativamente diferente de los tratamientos Control 0
y Control I en todos los tratamientos post-infeccion, por lo que, a diferencia del efecto
por inyeccion, la infeccion si determind un aumento del dafio estimado en la

peroxidacion de los lipidos.

El incremento en la peroxidacion de lipidos da lugar a la produccion de
malondialdehido (MDA), el cual es el precursor de radicales libres en los 4acidos grasos
poliinsaturados en la membrana celular (Mohankumar y Ramasamy, 2006). Como
consecuencia, la peroxidacion se vuelve extensiva especialmente en los 4cidos grasos
altamente insaturados, altera la tasa de polinsaturaciones a otros acidos grasos, y el
resultado final es el decremento en la fluidez de la membrana y la desorganizacion de
la misma (Chen y Yu, 1994; Mohakumar y Ramasamy, 2006). Los niveles de TBARS
encontrados en nuestro estudio pueden reflejar un estado de estrés oxidativo y ser
resultado de la deplecidon de antioxidantes removedores de ERO (SOD, CAT, GPx, GR
y GST), que si bien aumentaron su actividad a 24 H Pi en la mayoria de los casos, no

resultd suficiente para evitar el dafio oxidativo.

La explosion respiratoria causada por estrés quimico, fisico y biologico, en este
caso por infeccion por VSMB, da lugar a grandes cantidades de oxigeno singulete que
pueden afectar el balance pro-/anti-oxidante de las células hospederas lo cual
incrementa los pro-oxidantes celulares, como el hierro y el 6xido nitrico entre otras, las
cuales pueden dafiar moléculas importantes (Yu, 1994). El estrés inducido por las
infecciones virales esta relacionado con la activaciéon de fagocitosis, la cual esta
asociada con la liberaciéon de ERO (Bell y Smith, 1993; Schwarz, 1996). Ademas de

que las ERO se consideran componentes importantes del sistema de defensa de
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invertebrados y crustdceos en contra de organismos invasores, también pueden ser
dafiinas ya que inducen dafio oxidativo a moléculas constituyentes de membranas,

enzimas y ADN (Mohankumar y Ramasamy, 2006).

Cuando se estimulan los fagocitos, se incrementa el rango de consumo de O, de
en lo que se llama explosion respiratoria. Esto es debido a la activacion de NADPH
oxidasa en la membrana la cual reduce O, a O,” (Winterbourn, 2008). Esta explosion
respiratoria se considera un componente importante de los fagocitos para eliminar los
microorganismos invasores (Mufioz et al., 2000; Rodriguez y Le Moullac, 2000; Liu et
al., 2007; Wang et al., 2010). El O," generado durante la explosion respiratoria es
convertido a H,O, por una reaccion de dismutacion, y el H,O; es utilizado para oxidar
CI" a hipoclorito bajo la influencia de mieloperoxidasas (Anderson, 1996; Klebanoff,
1996). El hipoclorito es considerado bactericida y es, por otra parte, el precursor de N-
clorotaurina, el cual es un potente compuesto antibacterial (Fridovich, 1998; Levinson,

2006).

Adicionalmente se conocen otros marcadores de estrés oxidativo que pueden ser
utilizados para evaluar la intensidad del estrés oxidativo, ademds de la concentracion de
lipidos peroxidados y carbonilos proteicos, la tasa de glutation oxidado y reducido, la
actividad de las enzimas que estan involucradas directa o indirectamente en la
proteccion o detoxificacion de las ERO o los productos de su interaccion con otros

componentes celulares y reparacion de dafio, entre otros.

9. CONCLUSIONES

* FEl analisis de qPCR para cuantificar la carga viral realizado en la hemolinfa de
camaron blanco durante el experimento resultd ser lo bastante sensible y confiable
para detectar concentraciones pequefas de particulas virales asi como para evaluar la

proliferacion viral en el transcurso de la infeccion por VSMB.
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Hubo una respuesta fisiologica en el descenso del contenido de proteinas y en el
aumento de los lipidos totales debido a la infeccion a 1 H Pi y después de la

manipulacion por la inyeccion con indculo inerte.

La infeccion viral resultd en alteraciones de la actividad de las enzimas
antioxidantes, desde 1 H Piy a 24 H Pi. En hemolinfa, la estimulacion en el sistema
antioxidante a 1 H Pi es debida posiblemente a la induccion de la fagocitosis por el

sistema de la NADPH oxidasa y una alta produccion de ERO.

El sistema circulatorio abierto del camardn tiene un papel en el metabolismo y la
patogénesis ya que en el caso de musculo, branquias y hepatopancreas, se encontrd

una estimulacion del sistema antioxidante a 24 H Pi.

La disminucién de la actividad de las enzimas del sistema glutation sugieren poca

disponibilidad de GSH a 48 H Pi.

La disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes contribuye al aumento
del dano oxidativo causado por la infeccion por VSMB. El dafio oxidativo se
encontrd6 en mayor medida a 24 H Pi en musculo, mientas que en los tejidos

restantes, los valores mas altos de dafo oxidativo se encontraron a 48 H Pi.

Los resultados de este estudio sugieren una pérdida de la estabilidad del sistema
antioxidante y, posiblemente de la defensa inmune, a 48 H Pi con efectos adversos en

la funcion metabdlica.

Este trabajo demuestra el efecto que tiene el VSMB en el sistema antioxidante del
camardn blanco, la estimulacion a 24 H Pi y el consecuente dafio oxidativo a 48 H
P1i, asi como la importancia de la temperatura dado que una temperatura constante de

27° C caus6 la muerte prematura de los organismos.
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11. LISTA DE TABLAS

Tabla I. Contenido de proteinas totales (mg mL™") en tejidos de camarén blanco
expuesto a virus de la mancha blanca (N=6).

Proteinas totales

Tratamiento Musculo Branquias Hepatopancreas ~ Hemolinfa
Control 0 2.075+0.084  2.652 + 0084 2204 +£0.098  71.01 +7.41
Control I 2.095+0.069 2.243+0.204  2.277+£0.089  49.32+421
1 HPi 2.140+0.119  2.142+0.187 2.192+0.106  41.24+5.61
24 H Pi 2.160+0.080  2.323+0.079  2.277+0.086  57.13+4.04
48 H Pi 2.077+0.087 2208 +0.113 1.731 £ 0.246  42.38+2.94

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.
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Tabla II. Contenido de lipidos totales (mg mL™) en tejidos de camarén blanco expuesto
a virus de la mancha blanca (N=6).

Lipidos totales

Tratamiento

Control 0

Control |

1 HPi

24 H Pi

48 H Pi

Musculo
9.149 + 0.815
6.828 + 0.675

7.089 £ 0.586

7.217 £ 0.907

6.821 + 0.893

Branquias

31.042 £0.652
123.317 +3.48

111.593 +4.80

106.776 £ 5.88

106.420 + 3.15

Hepatopancreas
79.420 + 3.867
60.459 +7.776

69.123 £ 9.057

80.129 £ 4.940

64.651 £ 14.141

Hemolinfa
98.06 +17.95
75.5+17.25

100.23 £3.03

100.42 + 3.59

132.02 £4.51

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con in6culo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.

Tabla III. Actividad enzimatica de superoxido dismutasa (SOD), expresados como U
mg de proteina”, en tejidos de camardn blanco expuesto a virus de la mancha blanca

(N=6).

Superoxido dismutasa (SOD)

Tratamiento Musculo Branquias Hepatopancreas Hemolinfa
Control 0 0.031£0.006 0.037 + 0.004 0.075+0.015  0.0005 + 0.00005
ControlI ~ 0.014+£0.001  0.013 +0.001 0.018 £0.001  0.0007 + 0.00006

1 HPi 0.017+0.002  0.018 +0.001 0.018 £0.001  0.0009 + 0.00001
24 H Pi 0.080 +0.002  0.109+0.013 0.125+0.045  0.0006 + 0.00008
48 H Pi 0.045 +0.008  0.081 +0.026 0.175+0.033  0.0008 + 0.00007

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con inoculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-

infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.
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Tabla IV. Actividad enzimatica de catalasa (CAT), expresados como U mg de proteina’
! en tejidos de camarén blanco expuesto a virus de la mancha blanca (N=6).

Catalasa (CAT)

Tratamiento Musculo Branquias Hepatopancreas Hemolinfa

Control 0 12.77+2.16 9.16 £ 0.98 380.2 £90.33 0.47+£0.16

Control I 1.94+0.31 3.11+£0.60 58.66 £12.18 0.60 = 0.08

1 HP1 2.99+0.79 2.57+0.85 76.36 + 16.47 0.76 £0.13
24 H Pi 12.09+2.97 17.89+4.26 439.6 + 81.96 0.37+0.14
48 H Pi 11.74 £ 1.58 22.07+7.31 355.1 £56.38 0.25+0.04

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar

Tabla V. Actividad enzimatica de glutation peroxidasa (GPx), expresados como mU mg
de proteina™, en tejidos de camarén blanco expuesto a virus de la mancha blanca (N=6).

Glutation peroxidasa (GPx)

Tratamiento Musculo Branquias Hepatopancreas Hemolinfa

Control 0 18.24 +£9.66 15.19+£2.23 67.06 + 16.04 0.23+0.01
Control I 13.15+2.02 12.19 £0.95 12.71 £2.72 0.21 +£0.05
1 HPi 4.67 £1.56 14.58 + 1.66 16.13 +1.73 0.33 £ 0.11

24 H Pi 49.11 + 8.88 64.54 £ 10.2 86.88 +27.10 0.34 £ 0.06

48 H Pi 9.49+292 20.63 +3.86 23.05 +£28.79 0.25+0.03

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.
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Tabla VI. Actividad enzimatica de glutation reductasa (GR), expresados como mU mg
de proteina™, en tejidos de camardn blanco expuesto a virus de la mancha blanca (N=6)

Glutation reductasa (GR)

Tratamiento Musculo Branquias Hepatopancreas
Control 0 0.011 +0.007 0.002 +0.001 0.013 £0.005
Control I 0.002 £ 0.001 0.003 £0.001 0.003 +0.001

1 HPi 0.003 £ 0.001 0.003 £0.001 0.003 +0.001
24 H Pi 0.025 +0.007 0.030+0.011 0.041 £0.016
48 H Pi 0.012 £0.005 0.034+£0.016 0.026 £ 0.007

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.

Tabla VII. Actividad enzimatica de glutation S- transferasa (GST), expresados como
mU mg de proteina™, en tejidos de camarén blanco de camardn blanco expuesto a virus
de la mancha blanca (N=6)

Glutation S-transferasa (GST)

Tratamiento Musculo Branquias  Hepatopancreas Hemolinfa
Control 0  161.67£42.07 0.59+0.11  0.063+0.015 0.0032 £+ 0.0003
Control I 29.37+12.02 0.25+0.02  0.033+0.003 0.0017 +0.0001

1 HPi 3426 +3.66  0.13+0.02 0.040+£0.010  0.0015+0.0001
24 H Pi 21586 +53.18 0.11+0.06 0.254+0.076  0.0012 + 0.0001
48 H Pi 167.98+43.26 0.56+0.18  0.162+0.060  0.0032 + 0.0003

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.
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Tabla VIIL. Contenido de carbonilos protéicos (nmol mg de tejido™) en tejidos de
camarén blanco expuesto a virus de la mancha blanca (N=6)

Carbonilos protéicos

Tratamiento Mtsculo Branquias Hepatopancreas Hemolinfa
Control 0 47901 £6.934  102.41 +8.917 28.558 £4.203 33.48+4.53
Control I 101.28+13.43  11441+10.81 67.304+12.738 12.26 +1.92

1 HPi 271.84+26.71 47901 +6.934  87.398+11.457 18.59+1.35
24 H Pi 301.88+18.05  102.39 +2.857 104.73 £23.10  22.95+4.51
48 H Pi 255.12+£23.275 234.653+£9.954  131.36+ 14.21 54.45+30.9

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.

Tabla IX. Contenido de lipidos peroxidados (TBARS) (nmol mg de proteina™) en
tejidos de camaro6n blanco expuesto a virus de la mancha blanca (N=6)

Lipidos peroxidados (TBARS)

Tratamiento Misculo Branquias Hepatopancreas Hemolinfa
Control 0 0.058 +0.005  0.075+0.015  2.174+0.619 0.019 +0.002
Control I 0.061 £0.010 0.071+0.026  0.614+0.118 0.024 +0.009

1 HPi 0.116 £0.021  0.116+£0.027  0.595+0.046  0.032 +0.003
24 H Pi 0.185+0.007 0.144+0.027  3.767+1.219 0.022 +0.001
48 H Pi 0.174+0.010 0.144+0.022  5.276 £0.732 0.028 +0.002

Control 0= No sufrieron tratamiento, Control I = Inyectados con indculo inerte, 1 H Pi=
1 hora post-infeccion, 24 H Pi= 24 horas post-infeccion, 48 H Pi= 48 horas post-
infeccion. Los resultados se presentan como media + error estandar.



Tabla X. Matriz de correlacion con eigenvalores para todos los componentes extraidos

del anélisis de componentes principales.

Componente Total

% de varianza

% de wvarianza Eigenvalores-

por factor acumulada acumulada
1 3.212 40.148 40.148 3.211856
2 1.856 23.194 63.342 5.067396
3 1.141 14.268 77.611 6.208842
4 621 7.768 85.379 6.830304
5 516 6.448 91.827 7.346145
6 428 5.355 97.182 7.774546
7 .149 1.860 99.042 7.923347
8 077 958 100.000 8.000000

Tabla XI. Coeficientes de correlacion extraidos de los componentes principales para

todas las variables analizadas.

Variables

Componente 1

Componente 2

Componente 3

Proteinas totales
CAT
SOD
GST
GPx
TBARS
Carbonilos proteicos
Lipidos Totales
Varianza explicada
Prp.Total

0.549566
-0.800247
-0.924527
-0.394005
-0.649179
-0.845277
-0.321392
0.142226
3.211856
0.401482

-0.590098
-0.409787
0.004037
0.392174
-0.284808
-0.359156
0.759268
-0.631653
1.855540
0.231943

-0.033031
0.183200
-0.228033
-0.777156
0.122303
0.184294
0.086400
-0.628041
1.141446
0.142681

Los valores mayores a .70000 se consideraron significativos.



