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GLOSARIO

a tocoferol: Es la forma mas comun de vitamina E, es un antioxidante liposoluble y uno de los
principales protectores de las membranas celulares y lipoproteinas contra la accion de los radicales

libres.

Antioxidante: Cualquier sustancia que estando en concentracion mucho mas baja que la de
cualquier sustrato oxidable por un radical libre, previene o demora la oxidacion de dicho sustrato.
El antioxidante posee una estructura quimica apropiada para reaccionar facilmente con un radical

libre con un costo minimo para el organismo

Anoxia: Falta de oxigeno.

B caroteno: Es una de las sustancias mas activas de la familia de los carotenoides. Participa como
precursor en la sintesis de vitamina A o retinol y posee funcion antioxidante por su capacidad de

atrapar al oxigeno singulete.

Catalasa: Enzima hemoproteica que cataliza la conversion de peréxido de hidrogeno en agua y

oxigeno.

Citocromo c: Proteina de la membrana interna mitocondrial que participa en la cadena de
transporte de electrones, aceptando electrones del ubiquinol-citocromo ¢ reductasa y los transfiere a

la citocromo ¢ oxidasa.

Dismutacion: Las reacciones de dismutacion son aquellas en las cuales los productos son obtenidos por
reduccion y oxidacion del mismo atomo o molécula.

Estado fundamental:.- El estado con el menor contenido de energia de un atomo o molécula.

Estrés: Conjunto de respuestas fisiologicas que ocurren como reaccion a un disturbio ambiental o

metabdlico que desvien al organismo de su homeostasis.

Estrés oxidativo: Es un desbalance en la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y las
defensas antioxidantes, que lleva a una variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos los cuales

provocan el deterioro y la muerte celular.

Hepatopancreas: Glandula anexa al tubo digestivo, que desempefia una funcion analoga a la del
higado y el pancreas de los vertebrados. Se encarga de la produccion de las enzimas y absorcion de

alimentos. Algunos autores proponen que se llame glandula del intestino medio o digestivo.



Hipoxia: Niveles ambientales de oxigeno reducido.

Glucolisis: Ruta metabolica por la que hexosas como la glucosa, son degradadas en sustancias mas

simples como piruvato y lactato.

Metabolismo anaerobio: Metabolismo sin utilizacion de oxigeno molecular

Oxidacion: La combinacion de una sustancia con el oxigeno, o en general cualquier reaccion en la

que un atomo pierde electrones.

Oxigeno singulete: Configuracion electronica del oxigeno que no presenta electrones no apareado.

Esta forma contiene un exceso de energia con respecto al estado fundamental.

Oxigeno triplete: Configuracion electronica del oxigeno en su estado fundamental. Posee dos

electrones no apareados con espines paralelos.

Peroxidacion de lipidos: Es la incorporacion de oxigeno en aquellos lipidos que contienen uno o
mas dobles enlaces entre sus atomos de carbono. Este proceso conduce a la rancidez de aceites,

grasas y margarinas y en sistemas biologicos determina el dafio en membranas.

Radicales libres: Es una especie quimica que contiene uno o mas electrones desapareados en sus

orbitales externos.

Reduccion: Cualquier reaccion en la que un atomo o molécula gana electrones. Los electrones

tomados por la sustancia que se reduce son suministrados por otras sustancias que son oxidadas.

Solucion isotonica: Solucion que tiene la misma concentracion del soluto y solvente que la

solucién con la cual se compara.

vi
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RESUMEN

La exposicion de camarones a hipoxia ambiental seguido de una reoxigenacion es frecuente en
los estanques de cultivo debido a la alta densidad de organismos en cultivo, niveles elevados o bajos de
productividad primaria, la falta de recambio de agua, etc. Estos factores afectan la conducta y los
procesos fisiologicos de los organismos, ocasionando lento crecimiento y frecuentemente la muerte. En
este trabajo, se estudiaron los indicadores de estrés oxidativo en respuesta a hipoxia y reoxigenacion en
camaroén blanco (Litopenaeus vannamei). En una primera fase experimental se evalu6 la respuesta de
los camarones a hipoxia ambiental (1 mg O,/L) durante 6, 12 y 24 horas mas 1 hora de reoxigenacion.
En la segunda fase experimental se evaluo el efecto de la reoxigenacion (1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas) después
de un periodo de 24 horas de hipoxia. Adicionalmente, se expusieron camarones en condiciones
basales de oxigeno (5 — 6 mg O,/L) en cada fase experimental. Se utilizaron métodos colorimétricos
para evaluar la participacion del metabolismo anaerobio (lactato total), produccion de radical
superdxido (Oy"), peroxidacion de lipidos (TBARS) y la capacidad antioxidante total. En la primera
fase no se encontr6 efecto por el tiempo de exposicion a hipoxia. Esto confirma que el camarén blanco
soporta concentraciones de 1 mg de O,/L, ya que estda muy por encima del punto critico que se ha
reportado para esta especie. En la segunda etapa, se determind que el tiempo de reoxigenacion afecta el
metabolismo oxidativo del camaron blanco. El musculo de los organismos expuestos a 2 horas de
reoxigenacion presentd mayor produccion de O,” y altos niveles de capacidad antioxidante total. La
capacidad antioxidante total disminuy6 a las 5 horas de reoxigenacidn; esta disminucion de la
capacidad antioxidante se reflejo en el incremento de la TBARS. Por lo tanto, quiza el dafio producido
por los radicales libres presentes a las 2 horas de reoxigenacion se evidencié en los camarones
expuestos a 5 horas de reoxigenacion. Esto podria traer como consecuencia que el producto de cultivo
expuesto a hipoxia moderada y reoxigenacion abrupta sea de baja calidad. En los camarones
mantenidos bajo condiciones basales, en las dos fases experimentales, se observaron diferencias
significativas entre musculo, branquias y hepatopancreas, lo que refleja que los tejidos de los
camarones blancos presentan diferencias en el metabolismo oxidativo. A partir de los resultados de este
estudio se destaca que la hipoxia moderada no tiene efecto sobre el metabolismo oxidativo del camaron
blanco; sin embargo, el tiempo de reoxigenacion transcurrido después de un periodo de hipoxia

moderada tiene efecto directo en el metabolismo oxidativo del camardn blanco.



ABSTRACT

Exposure of shrimp to environmental hypoxia and reoxygenation is a common occurrence in
aquaculture due to high density of organisms in the ponds, extreme levels of primary productivity, lack
of water exchange, etc. These factors affect the behavior and physiological processes of the organisms,
producing slow growth and often death. In this study the markers of oxidative stress in response to
hypoxia and reoxygenation were assessed in white shrimp (Litopenaeus vannamei). In a first
experimental phase the response to environmental hypoxia (1 mg O,/L) for 6, 12 and 24 hours plus 1
hour of reoxygenation was evaluated. In the second experimental phase the effect of reoxygenation (1,
2, 3,4, 5 and 6 hours) following a 24 hour period of hypoxia was evaluated. In addition, shrimp were
exposed to basal oxygen conditions (6 mg O,/L) during both experimental phases. Colorimetric
methods were used to analyze the participation of anaerobic metabolism (total lactate), production of
superoxide radical (O;"), lipid peroxidation (TBARS) and total antioxidant capacity. In the first phase
no effect of the duration of exposure to hypoxia was found. This confirms that the white shrimp
tolerates levels of 1 mg O,/L, which is far above the reported critical point for this species. In the
second experimental phase the reoxygenation time was found to affect the oxidative metabolism of
shrimp. The muscle of those organisms exposed to 2 hours of reoxygenation showed higher O,”
production and elevated levels of total antioxidant capacity. The total antioxidant capacity decreased at
5 h of reoxygenation; this decrease was reflected in the increase of TBARS. Therefore, perhaps the
damage produced by free radicals present at 2 hours of reoxygenation was evidenced in shrimp
exposed to 5 hours of reoxygenation. This could bring as a consequence that the aquaculture product
exposed to moderate hypoxia and sudden reoxygenation be of low quality. In those shrimp maintained
under basal conditions, in both experimental phases, significative differences between muscle, gill and
hepatopancreas were found, which reflects that the tissues of white shrimp show differences in the
oxidative metabolism. These results suggest that moderate hypoxia does not have effect on the
oxidative metabolism of white shrimp; however, the reoxygenation time elapsed after a period of

moderate hypoxia has a direct effect on the oxidative metabolism of white shrimp.



INTRODUCCION

Los camarones son organismos que presentan su cuerpo protegido por una cubierta gruesa de
quitina, la cual necesitan mudar para crecer; viven en agua marina, salobre o dulce, sobre fondos
fangosos y arenosos. Los adultos se pueden encontrar en aguas costeras hasta los 70 metros de
profundidad y, las etapas de postlarva a juvenil se encuentran en aguas estuarinas (Martinez-Cordova,

1993; Hendrickx, 1996).

En el Pacifico oriental hay mas de 20 especies, siendo principalmente Litopenaeus vannamei
(camaron blanco), L. stylirostris (camarén azul) y Farfantepenaeus californiensis (camarén café) las
que se explotan comercialmente y forman parte de la alimentaciéon humana (Martinez-Cordova, 1993).
El camaroén blanco se distribuye desde Sonora, en el Golfo de California, México, hasta las costas de

Pert (Hendrickx, 1995).

El hombre ha explotado el recurso camarén desde hace mucho tiempo, con el propdsito de
satisfacer sus necesidades alimenticias. La pesca de este recurso es a través del uso de redes de arrastre
en las regiones costeras de fondo compuesto principalmente por arena; los volumenes de capturas de
aflo a afio son muy variables, razén por la cual, se desarrolld la acuacultura del camaron, como una

alternativa para incrementar la produccion de dicho recurso (Moran-Morales, 2003).

En México se cultiva principalmente el camarén blanco (L. vannamei), en los estados de
Sinaloa, Nayarit y Baja California Sur (Rosenberry, 2001). Entre las principales caracteristicas que
propiciaron su cultivo se encuentran: a) un rapido crecimiento, ya que puede alcanzar la talla comercial
de 20 g en un lapso de 4 a 6 meses, b) se puede cultivar en altas densidades, que van de 50,000 a
75,000 camarones por hectarea, con buenos resultados de supervivencia, que llegan a oscilar entre 60 y
80% (Martinez-Cordova, 1993), y c) toleran amplios intervalos de temperatura y salinidad. Por lo
anterior, L. vannamei es una de las especies mas apreciadas por los acuacultores, no sélo por su
excelente rendimiento en términos de crecimiento y sobrevivencia, sino por su alto valor en el mercado

(Martinez-Cérdova, 1993).

La produccion de camardon en México en el periodo de 1990-2000, aumento de 60,300
toneladas en 1990 a 95,100 toneladas en el 2000. Aunque la mayor parte de esta captura total de
camaro6n se realizo en altamar y esteros. El cultivo de camarén adquirié en el mismo periodo una gran
importancia. alcanzando un crecimiento promedio anual de 5.2% en la actividad de acuacultura generd

una produccion de 4,225 toneladas en 1990 y 33,480 toneladas en el afio 2000, lo que reflejo gran



dinamismo en el desarrollo de la actividad acuicola (BANCOMEXT, 1999). La camaronicultura se ha
constituido en la actualidad como una industria floreciente, llamando la atencion de grandes empresas,
y por lo tanto, se ha dado mucha importancia al estudio de nuevas tecnologias que impulsen el
desarrollo de esta actividad (Carrefio-Leon, 2000). Es evidente la necesidad de conocer mas sobre la
biologia de la especie, principalmente los aspectos fisioloégicos y metabolicos, que ayudarian a entender
su comportamiento bajo condiciones especificas de crecimiento, y asi lograr un 6ptimo desarrollo

(Bray y Lawrence, 1992).

En la camaronicultura, como en la acuacultura en general, se han presentado una serie de
problemas a resolver con respecto a la supervivencia, crecimiento, reproduccion, productividad,
enfermedades, entre otros. Por lo anterior, a la fecha se han realizado estudios sobre estrategias de
adaptacion, entre los que se pueden mencionar, las conductas o estrategias para soportar bajas
concentraciones de oxigeno (O,) (Seidman y Lawrence, 1985; Bridges y Brand, 1980; Silva y
Regnault, 1980; Herreid II, 1980), tasa de consumo de O, (Villareal et al., 1994), y respuesta a

exposicion a amonio, bacterias y contaminacion con metales (Cheng et al., 2003).

Las constantes exposiciones a hipoxia (bajas concentraciones de O, disuelto) en los estanques
de cultivo, provocadas por factores como la productividad primaria alta y baja, alta densidad del
camar6n, mal manejo de alimento, exceso de materia organica en descomposicion y la falta de cambios
de agua (BANCOMEXT, 1999) afectan la conducta y la fisiologia normal de los crustaceos (Herreid II,
1980; Fandrey, 1995; Wu, 2002). Como resultado de lo anterior se altera el dptimo desarrollo de los
camarones, reflejandose en la reduccion de la frecuencia de muda, retardando el crecimiento y
causando la muerte (Seidman y Lawrence, 1985; Silva y Regnault, 1980; Penkoff y Thurberg, 1982;
Wu, 2002; Cheng et al., 2003).

El O, desempefia una funcion importante como aceptor terminal de electrones durante la
respiracion celular, por lo que constituye el soporte de la vida aerdbica. Sin embargo, el desbalance
entre la produccion de especies reactivas de O, (EROs) y las defensas antioxidantes llevan a una
variedad de cambios fisiologicos y bioquimicos, los que provocan el deterioro y muerte celular
(Halliwell y Gutteridge, 2000). Los seres vivos utilizan el O, durante la respiracion celular para obtener
energia, sin embargo, éste puede ser toxico tanto para los organismos aerdbicos como para los
anaerobicos debido a los metabolitos que se forman durante la reduccion de O,. Entre las EROs, se
encuentran superoxido (O,7), peroxido de hidrogeno (H,O,) e hidroxilo (OHY), los cuales pueden

reaccionar con moléculas como carbohidratos, lipidos, proteinas y acido desoxirribonucléico (ADN),



causando dafio estructural y funcional en la célula (Halliwell y Gutteridge, 1992). La célula también
tiene un sistema antioxidante que la protege de los efectos de EROs; este sistema esta conformado por
enzimas y otras moléculas que reaccionan formando barreras de defensa. En este trabajo, se evaluo la
respuesta metabolica del estado de estrés oxidativo en camarén blanco (Litopenaeus vannamei)

expuesto a hipoxia ambiental e hipoxia ambiental con reoxigenacion subsiguiente.



ANTECEDENTES

Uno de los problemas que se han presentado desde los inicios del desarrollo de la acuacultura
es el manejo al que son sometidas muchas especies comercialmente importantes durante su captura,
transporte, manipulacion y mantenimiento en estanques de cultivo; este manejo induce una respuesta a
estrés (Carrefo-Leon, 2000). En este contexto, el estrés es definido como “un conjunto de respuestas
fisiologicas que ocurren como reaccion a un disturbio ambiental o metabolico que desvien al

organismo de su homeostasis” (Selye, 1956).

El estrés se puede clasificar dependiendo de las condiciones en las que se presenten: a) estrés
agudo, producido en un evento puntual, como la captura y manipulacion de los organismos y, b) estrés
cronico, producido por eventos de mayor duracion, como son las condiciones ambientales a las que son

sometidos en cultivo (Thomas, 1990).

Las respuestas de estrés se pueden clasificar de acuerdo a las alteraciones fisiologicas,
conductuales y genéticas que ocurren en los organismos. En los peces en cultivo, se han descrito tres
niveles de respuesta: a) respuestas neuronales y neuroendocrinas, como son la activacion del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal y del sistema simpato-adrenal, b) respuestas en la quimica sanguinea
incluyendo, cambios tisulares, cambios bioenergéticos y cambios en el balance de electrolitos, y c)
alteraciones de las principales funciones bioquimicas y desbalance en los procesos de crecimiento y
reproduccion, asi como incremento en la susceptibilidad a enfermedades por el debilitamiento del

organismo (Wedemeyer y McLean, 1981; Thomas, 1990).

Existen muchos factores que pueden ocasionar una respuesta de estrés en los organismos como
son, excesiva actividad o trabajo muscular, contaminantes, cambios drasticos de pH, temperatura, O,, y
salinidad, que propician cambios fisiologicos y metabdlicos en el animal y, en muchos casos pueden
producir afecciones serias (Carrefio-Leon, 2000). Los organismos responden a estos factores de
diferentes formas, algunas son conductuales y otras metabodlicas; sin embargo, ambas respuestas
dependen del estado fisiologico del organismo y de sus interacciones entre dichos factores (Bridges y
Brand, 1980; Herreid II, 1980; Fandrey, 1995; Villareal et al., 1994; Wu, 2002; Chen et al., 2002,
2003). En varias especies de camaron se ha demostrado que variaciones en la temperatura ambiental
afectan de manera directa la tasa metabolica (Newell, 1969; Nelson et al., 1977; Armitage y Wall,
1982; Dalla-Via, 1987; Kurmaly et al., 1989; Villarreal y Ocampo, 1993; Villarreal y Rivera, 1993).

Ademads, se ha reportado en camarones que el consumo de O, es directamente proporcional a la



temperatura (Chen y Kuo, 1996; Villarreal et al., 1994; Jiann-Chu y Sen-Huan, 1993); y que un
incremento de 10°C en el agua de cultivo incrementa las tasas metabolicas al doble o triple, a menos
que el organismo tenga una estrategia adaptativa que contrarreste el efecto de la temperatura (Armitage
y Wall, 1982). Otro factor que afecta el comportamiento y metabolismo de los camarones es la
salinidad. Diversos autores encontraron que el consumo de O, en juveniles de P. chinensis disminuye
con el incremento en los niveles de salinidad (Rosas et al., 1999; McNamara, 1982; Diaz-Herrera y
Bucle-Ramirez, 1993; Chen y Lin, 1995). En el camarén, la tasa respiratoria también esta afectada por
los niveles ambientales de O, e intensidad de luz (Bridges y Brand, 1980), y por variables enddgenas
como edad, estado nutricional, sexo, actividad motora, estadio de muda y ritmo biolégico (Wolvekamp

y Waterman, 1960).

Uno de los factores de estrés que mas se ha estudiado es la baja concentracion de O, en el
medio (hipoxia) o bien ausencia total de éste (anoxia), lo cual provoca varias respuestas fisiologicas y
conductuales en los organismos (Carrefio-Ledn, 2000). Los organismos presentan diversos cambios de
comportamiento para contrarrestar los efectos de hipoxia, lo que depende basicamente de sus habitos;
si son organismos moviles pueden responder desplazandose a sitios con mayor cantidad de O,, otros
tienden a aumentar el area de superficie para el intercambio de gases, reducen su actividad
conservando energia y O,, como respuesta compensatoria, por lo que la mayoria disminuye su

movilidad (Wu, 2002; Cheng et al., 2003).

El nivel de oxigeno disuelto es la variable mas limitante en el agua de estanqueria de cultivo
intensivo (Boyd y Watten, 1989). Bajos niveles de oxigeno disuelto pueden reducir el crecimiento y la
alimentacion y, frecuentemente causan mortalidades (Cheng et al, 2002). La presencia de blooms
algales causa estrés y mortalidad en cangrejos en cultivos; una aereacion de emergencia puede prevenir
mortalidad de dichos organismos (Allan y Maguire, 1991). Ademas, una alta o baja productividad
primaria; alta densidad del camaron en el estanque; manejo inadecuado del alimento; alta
concentracion de materia organica y cambios de agua en los estanques de cultivo, pueden tener
influencia en el comportamiento de la concentracion de O, (BANCOMEXT, 1999). El control de O, es
de gran importancia particularmente durante las horas de la madrugada, cuando la actividad de
respiracion de la biomasa de microalgas presente en el estanque, pueden abatir drasticamente el nivel
de O, y provocar mortalidades importantes. Boyd (1989) destaca que un decremento en el nivel de O,
influye con mayor frecuencia en el crecimiento del camardn, haciéndolo mas lento y, mas susceptibles

a enfermarse.



Los camarones son reguladores de O,, consumen éste a una tasa independiente de los niveles
decrecientes de oxigeno disuelto en el ambiente, hasta un punto de saturacion critico (llamado punto
critico) en el cual el consumo se vuelve dependiente de la concentracion de O, (McMahon et al., 1974;
Seidman y Lawrence, 1985; Villarreal, 1990). Las bajas concentraciones de oxigeno disuelto (hipoxia,
definida como oxigeno disuelto por abajo de 2.8 mg O, /L) afectan la conducta y la fisiologia normal de
los crustaceos (Herreid II, 1980; Fandrey, 1995; Wu, 2002) impidiendo su optimo desarrollo,
reflejandose en la reduccion de la frecuencia de muda, retardando el crecimiento y causando
mortalidades (Silva y Regnault, 1980; Penkoff y Thurberg, 1982; Wu, 2002; Seidman y Lawrence,
1985; Chen et al., 2003). Asi, los niveles de oxigeno disuelto en el agua de un estanque estan
directamente relacionados con el bienestar o salud del camaron, los cuales pueden ser criticos (Allan y
Maguire, 1991). Al respecto, se ha demostrado en numerosas especies de peneidos, incluidos Penaeus
japonicus, P. kerathurus, P. schmitti y P. monodon, que niveles bajos de O, entre 0 y 1 mg 0,/L son
letales, niveles entre 1 y 1.5 mg 0,/L son letales en exposicioén prolongada y, que a niveles entre 1.7 y
3.0 mg 0,/L provocan retardo en el crecimiento de los organismos por la pobre conversion alimenticia,

haciéndolos mas susceptibles a enfermedades (Nicovita, 2001).

Existe considerable ntimero de estudios sobre las vias metabdlicas alternas empleadas por los
crustaceos para resistir y sobrevivir en condiciones de hipoxia ambiental y, en particular, sobre el
metabolismo anaerobio de los crustaceos (Pritchard y Eddy, 1979; Bridges y Brand, 1980; Albert y
Ellington, 1985; Taylor y Spicer, 1987; Chew y Llow, 1991; Hill et al., 1991; Zeis et al., 1992).
También las adaptaciones respiratorias y circulatorias ante condiciones de hipoxia ambiental han sido
documentadas en extenso (Cameron y Magnum, 1993; Morris et al., 1996). Pero es poco el
conocimiento sobre la participacion del metabolismo anaerobio en tejidos del camarén blanco, en
respuesta a una hipoxia prolongada seguida de un proceso de reoxigenacion. El entendimiento de las
funciones metabdlicas anaerobias en los tejidos del camardn son de gran importancia para conocer cual
es la capacidad de adaptacion y de soporte de dichos tejidos en condiciones de hipoxia prolongada con
reoxigenacion subsiguiente (Albert y Ellington, 1985). En experimentos bajo condiciones de hipoxia y
anoxia se han encontrado altas concentraciones de lactato en el musculo, asi como disminucion
evidente de glucdgeno, lo cual sugiere que este ultimo es utilizado como sustrato durante el
metabolismo anaerobio con produccion de lactato (Zebe, 1982; Van Aardt y Wolmarans, 1987; Van

Aardt, 1988).



El O, es un componente vital para el mantenimiento de la vida, pero también es inherentemente
toxico debido a los productos secundarios de su metabolismo. Aproximadamente el 5% del O,
consumido es convertido a especies reactivas de O, (EROs) en su reduccion durante la respiracion
celular normal (Fridovich, 1998). Una produccion excesiva de EROs genera la condicion de “estrés
oxidativo”, definido como una pérdida del balance entre la produccion de moléculas oxidantes y las

defensas antioxidantes del organismo, lo cual puede generar dafio a células y tejidos (Sies, 1993).

Las EROs engloban a los radicales libres, que son especies quimicas que contienen uno o mas
electrones desapareados en sus orbitales externos (Martinez-Cayuela, 1998). Como consecuencia de
poseer electrones desapareados, estas especies quimicas son extremadamente reactivas, tienen, una
vida media corta, y su concentracion en estado estacionario es baja (Martinez-Cayuela, 1998; Halliwell
y Gutteridge, 1999). Las EROs se forman como parte normal del metabolismo celular o por la
exposicion a factores ambientales como hipoxia/reoxigenacion, contaminantes y luz ultravioleta

(Halliwell y Gutteridge, 1999).

Las EROs dafian macromoléculas tales como los acidos nucleicos, proteinas y lipidos de la membrana
(Halliwell et al., 1992). Como resultado de ello, la integridad de la estructura y de la funcion de las
células, asi como el material genético de la célula, se ven afectados. Las EROs por si solas pueden
inducir muerte celular mediante dafios a proteinas y lipidos, mientras que las reacciones entre las EROs
y elementos subcelulares, particularmente neurotransmisores, pueden llevar a la formacion de toxinas
endogenas (Volicer y Crino, 1990). El dafio por EROs en organismos esta relacionado a muchas
enfermedades, tales como arteriosclerosis, isquemia-reperfusion y embolia, se acumula con la edad, y
puede estar relacionado con la produccion de neurotoxinas en crustaceos de valor comercial (Poeggeler

et al., 1993; Reiter, 1995).

Existen en las células, mecanismos de defensa que neutralizan las EROs y evitan sus efectos
dafiinos. A estas defensas se les denominan antioxidantes y se considera como tal a cualquier sustancia
que, en concentraciones normales, posea una alta afinidad para interactuar con un radical libre. Los
antioxidantes reaccionan directamente con las EROs para transformarlas en moléculas menos reactivas
(por ejemplo, vitamina E), catalizar reacciones quimicas acelerando el metabolismo de las EROs (por
ejemplo, superdxido dismutasa (SOD), catalasa y los glutationes), o reparan el dafio ocasionado por
EROs (por ejemplo, endo- y exo-nucleasas) (Gil-del Valle et al., 1999; Pérez y Pérez, 2000). Asi
mismo, existe una variedad de quelantes de metales pesados, que también evitan la formacion de EROs

(Blake y Winyard, 1995; Toyokuni, 1996).



Varios autores han utilizado el metabolismo oxidativo para evaluar los dafios producidos a
organismos por agentes altamente oxidantes. Estos estudios se han llevado acabo en organismo
acuaticos con la finalidad de desarrollar biomarcadores que permitan detectar condiciones de estrés
oxidativo. Por ejemplo, Nusetti et al. (2001), encontraron que los niveles de peroxidacion de lipidos
(MDA), se incrementan en el poliqueto, Eurithoa complata cuando son expuestos a bajas
concentraciones de cobre durante 7 dias, mientras que los niveles de glutation reductasa (GR)
disminuyen. Asi otros autores han buscado biomarcadores que se presentan cuando los organismos se
encuentren bajo condiciones ambientales extremosas. Al respecto, Pannunzio y Storey (1998),
encontraron en Littorina littorea, menor actividad de las enzimas SOD catalasa, glutation-s-transferasa
(GST) y GR cuando fueron mantenidos en anoxia durante 6 dias. Pascual et al. (2003), determinaron
que en el pez Sparus aurata mantenidos sin alimentacion, que los niveles de MDA y de glutation
oxidado se incrementaron durante las tres primeras semanas a la que fueron expuestos. Ansaldo et al.
(2000) experimentaron con peces del artico Notothenia rossi y Dissostichus elegioniodee (peces de
sangre roja) presentaron mayor actividad de la enzima SOD en comparacion con los peces
Chaenocephalus aceratus, Champsocephalus gunnari y Pseudochaenichthys georgianus de sangre

blanca.

Varios autores han realizado estudios para detectar la presencia de las defensas antioxidantes
que ayudan a los animales para soportar la falta de oxigeno ambiental. Al respecto, Hermes-Lima et al.
(2000), determinaron que en la serpiente liga, Thamnophus sirtalis se observan incrementos de catalasa
y SOD cuando son expuestos a anoxia, pero estos niveles disminuyen cuando los organismos se
congelan durante el invierno. Adicionalmente, sefialan que en el pez, Carassius auretus incrementan
los niveles de catalasa y GST en los tejidos higado y cerebro cuando son expuestos a anoxia y

reoxigenacion.
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JUSTIFICACION

El cultivo de camarén en México, como en todo el mundo, enfrenta una serie de problemas
debido al manejo inadecuado de los sistemas y la falta de conocimiento sobre la biologia y la fisiologia
en general de la especie a cultivar. Estos problemas pueden conducir a bajas tasas de crecimiento y

sobrevivencia, ocasionando problemas de produccion y, consecuentemente menores ingresos.

Un problema recurrente en acuacultura es la exposicidon a hipoxia y reoxigenacion, situacion
que puede resultar de altas densidades de organismos en cultivo, sobrealimentacion, circulacion
inadecuada de agua, fallas de equipo o errores humanos. El estrés oxidativo es inducido por una subita
reintroduccion de O, (reoxigenacion) a tejidos hipoxicos, cuando los radicales libres producidos

sobrepasan las defensas antioxidantes.

La producciéon excesiva de los radicales libres puede llevar a la peroxidacion de lipidos de
membrana, despolimerizacion de polisacéaridos, inhibicion de enzimas, estimulacion del metabolismo
de lipooxigenasas y rompimiento de la hebra del ADN, y conducir asi a dafios celulares y tisulares
(interferencia con la funcidon de organelos, propiciando la muerte celular y necrosis de tejidos). El dafio
celular y tisular generado por los radicales libres hace que los animales sean mas susceptibles a
infecciones microbianas y compromete la calidad del producto. Sin embargo, poco esfuerzo de
investigacion se ha dedicado al estudio del metabolismo de los radicales libres, los mecanismos
especificos que protegen a los tejidos de la produccion de radicales libres y las vias que permiten
reparar los efectos dafiinos de los radicales libres en animales marinos silvestres y en acuacultura. Por
lo que, en este trabajo se evaluo la respuesta del camarén blanco (Litopenaeus vannamei) a condiciones

experimentales de hipoxia y reoxigenacion en términos del metabolismo oxidativo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta, en términos de estrés oxidativo, del camarén blanco (Litopenaeus

vannamei) expuesto a hipoxia ambiental e hipoxia ambiental seguido de una reoxigenacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar la participacion del metabolismo anaerobio en condiciones de hipoxia ambiental e

hipoxia ambiental seguida de una reoxigenacion.

2.- Evaluar la produccion de las EROs en respuesta a hipoxia ambiental e hipoxia ambiental

mas reoxigenacion.

3.- Evaluar los dafios celulares producidos por las EROs en respuesta a hipoxia ambiental e

hipoxia ambiental mas reoxigenacion.

4.- Determinar los mecanismos protectores contra las EROs en respuesta a hipoxia

ambiental e hipoxia ambiental mas reoxigenacion.
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo los camarones fueron obtenidos de los estanques
supralitorales del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR) y de la granja
camaronera APSA. Se utilizaron camarones, de entre 10 y 15 gramos de peso, los cuales fueron
mantenidos en una tina con 1,200 litros de agua de mar (capacidad maxima 1,500 litros), a una
densidad de 50 organismos/m’. Se mantuvieron condiciones controladas de O, (5.95 + 0.06 mg O,/L),
salinidad (37.78 + 0.10 ups) y temperatura (24.90 = 0.10 °C). Los camarones se aclimataron durante
una semana; en este tiempo los organismos fueron alimentados con peletizado comercial PIASA,
suministrando una racién diaria de 5 % de la biomasa total de camarones; se realizé recambio diario de
agua del 80 % de la capacidad, con la finalidad de eliminar las heces fecales, mudas y el alimento no

consumido.

Previo a la fase experimental, los camarones se transportaron a recipientes de plastico con 40
litros de agua de mar (capacidad maxima de 60 litros), en cada recipiente se mantuvieron condiciones
controladas de O,, temperatura y salinidad (5.95 + 0.06 mg O,/L, 24.90 + 0.10 °C y 37.78 + 0.10 ups,
respectivamente). Se colocaron 16 camarones por recipiente, los cuales fueron marcados con un corte
en el uropodo (figura 1) para dar seguimiento diario de muda; y asi, seleccionar los camarones en fase
de intermuda (3 a 7 dias después de haber mudado) para efectuar la experimentacion. Los camarones
en periodo de intermuda fueron colocados individualmente en cubetas con 3.5 litros de agua de mar (4
litros méaxima capacidad) y con una concentracion de oxigeno de 5.95 + 0.06 mg O,/L, 24.90 + 0.10
°C y 37.78 + 0.10 ups, Ahi se mantuvieron en ayuno durante 24 horas; al cabo de ese tiempo, los
organismos fueron expuestos a condiciones de hipoxia y reoxigenacion, de acuerdo al esquema

descrito a continuacion.
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Figura 1.- Distintas marcas de uropodos de camarén para identificar organismos
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DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se desarrollo en dos fases experimentales.

PRIMERA FASE EXPERIMENTAL: Exposicion a hipoxia (figura 2).

Se utilizaron 3 grupos experimentales

GRUPO CONTROL. Se mantuvieron 6 camarones en condiciones basales de estanquerias de cultivo:
5.95 + 0.06 mg Oy/L, 24.90 £ 0.10 °C y 37.78 £ 0.10 ups, durante 6, 12 y 24 horas,

correspondiendo al tiempo que duré la hipoxia en los tratamientos.

GRUPO HIPOXIA. Se redujo la concentracion de oxigeno disuelto, mediante burbujeo con nitrogeno
gaseoso, hasta 1 mg de O,/L, las condiciones de temperatura y salinidad se
mantuvieron constantes (24.90 = 0.10 °C, 37.78 £+ 0.10 ups, respectivamente). Se

usaron 6 camarones en cada tratamiento (6, 12 y 24 horas).

GRUPO REOXIGENACION. Se redujo la concentracion de oxigeno disuelto, mediante burbujeo con
nitrégeno gaseoso, hasta 1 mg de O,/L; las condiciones de temperatura y salinidad se
mantuvieron constantes (24.90 + 0.10 °C, 37.78 + 0.10 ups, respectivamente). Las
condiciones de hipoxia se mantuvieron en los tratamientos 6, 12 y 24 horas; al final de
cada tratamiento se burbujed con aire, para reestablecer las condiciones iniciales de
experimentacion (5.95 + 0.06 mg O,/L), manteniendo el burbujeo durante 1 hora mas.

Se usaron 6 camarones en cada tratamiento (6, 12 y 24 horas).
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Grupo 1: Control

5.95+0.06 mg O,/L

24 horas de aclimatacion

Grupo 2: Hipoxia

1.0 £ 0.05 mg O,/L

Grupo 3: Reoxigenacion

1.0+ 0.05 mg O,/L

6 horas
n==6

12 horas

24 horas
n==6

1.0 £ 0.05 mg Oy/L

A 4

6 horas 12 horas 24 horas
n=6 n=6 n==6
5.95+0.06 mg O,/L
1 hora
5.95+0.06 mg O,/L

6 horas 12 horas 24 horas
n= n==6 n==6
5.95+0.06 mg O,/L
>

Sexo, Peso y Congelados a — 180°C

P

Figura 2. Diagrama de flujo del disefio experimental correspondiente a la primera fase.
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SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL: Exposicion a reoxigenacion (figura 3)

Se utilizaron 3 grupos experimentales para su desarrollo:

GRUPO CONTROL. Se mantuvieron camarones en condiciones basales de estanquerias de cultivo: 5.95
+ 0.06 mg O,/L, 24.90 = 0.10 °C y 37.78 £+ 0.10 ups, durante 24 horas. En cada

tratamiento de 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas se utilizaron 6 camarones.

GRUPO HIPOXIA. Se redujo la concentracion de oxigeno disuelto, mediante burbujeo con nitrogeno
gaseoso, hasta 1 mg de O,/L, durante 24 horas. Las condiciones de temperatura y
salinidad se mantuvieron constantes (24.90 + 0.10 °C, 37.78 + 0.10 ups,
respectivamente). En cada tratamiento de 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas se utilizaron 6

camarones.

GRUPO REOXIGENACION. Se redujo la concentracion de oxigeno disuelto, mediante burbujeo con
nitrégeno gaseoso, hasta 1 mg de O,/L, durante 24 horas. Las condiciones de
temperatura y salinidad se mantuvieron constantes (24.90 + 0.10 °C, 37.78 + 0.10 ups
respectivamente). Al final de este periodo se burbujed con aire para reestablecer las
condiciones iniciales (5.95 + 0.06 mg O,/L), y manteniendo el burbujeo en tratamientos

de 1,2, 3,4, 5y 6 horas. En cada tratamiento se usaron 6 camarones.
Al término de cada tratamiento experimental los organismos fueron sexados, pesados y

sacrificados; se congelaron al instante por inmersién en nitrogeno liquido (-180 °C). Las muestras se

guardaron en congelacion a — 80 °C hasta su procesamiento.
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24 horas de aclimatacion

Grupo 1: Control

5.95+0.06mg OyL.

Gruno 2: Hinoxia

1 mg O/L.

Grupo 3: Reoxigenacion
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PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Del cefalotorax congelado de cada camardn se obtuvieron por diseccion, el musculo, las
branquias y el hepatopancreas para determinar el efecto del estrés oxidativo. En cada muestra se
evaluaron la concentracion de lactato total, produccion de radical superdxido (O,7), peroxidacion de

lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total.

Métodos

1) Lactato total

La concentracion de L-lactato fue determinada por triplicado en cada tejido como indicador de
la participacion del metabolismo anaerobio en camarén blanco, mediante el uso de un kit Sigma©
(método No. 735). El principio del método es la reaccion de la enzima lactato oxidasa que convierte el
acido lactico presente en la muestra a piruvato con formacion de peréxido de hidrogeno; éste es
oxidado por una peroxidasa formando un compuesto colorido, el cual es directamente proporcional a la

concentracion de lactato en la muestra.

Previo al analisis, las muestras de tejido (100 mg) fueron homogenizadas en acido
tricloroacetico (TCA) al 10% en frio y centrifugadas a 3800 rpm por 10 minutos a 4°C; del
sobrenadante de cada muestra se tomaron 20 pl y se hizo reaccionar con 200 ul de la solucion reactiva
por un periodo de 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se midid su absorbancia a 560
nm. Se elabor6 una curva patron con la solucion estandar, cuya concentracion es de 40 mg/dL o mg/g,
con las siguientes concentraciones 20, 10, 5, 2.5 y 0 mg/dL; como blanco se utilizé6 TCA al 10%. Los

resultados fueron expresados en base al peso de la muestra (mg lactato/g peso himedo).

2) Radical superoxido (O,7)

La produccion enddgena de radical superoxido (O;”) se midio por triplicado en los extractos de
los tejidos, usando espectrofotometria durante la reduccion de ferricitocromo ¢ (Drossos et al., 1995).
Cada muestra (100 mg) fue colectada en tubos de ensaye con 1 ml de solucion amortiguadora Krebs
bicarbonato. Después se agregd 1 ml citocromo ¢ (Sigma) y se incubd durante 15 min a 37°C. Al final

de este periodo, se agregd 1 ml de n-etilmaleimida (Sigma) para detener la reaccion, se centrifugo a
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3500 rpm durante 10 min; al término se tomod el sobrenadante y se leyo la absorbancia a 550 nm;
obteniendo la lectura de muestra. Después de leida la absorbancia, se elimino totalmente la solucion
quedando el tejido; a éste se le agregd 1 ml de la solucion amortiguadora, 1 ml de n-etilmaleimida, y 1
ml de citocromo c; todo se puso a incubar durante 15 min a 37°C; al término de este periodo se
centrifugd a 3500 rpm durante 10 min, se leyo la absorbancia del sobrenadante a 550 nm como el
blanco de cada muestra. La tasa de reduccion de O, fue calculada restandole a la absorbancia de la
muestra el blanco, el resultado se dividié por el coeficiente de extincion del ferricitocromo ¢ a
ferrocitocromo ¢, E550= 21 nm/cm. Los resultados se expresaron en nanomoles de O, por minuto por

gramo de tejido (peso himedo).

3) Peroxidacion de lipidos (TBARS)

La cantidad de peroxidacion de lipidos (un indicador del dafo generado por EROs) fue
determinada como el contenido tisular de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS, Persky,
2000). Los tejidos (100mg) fueron homogenizados (Polytron, Brinkmann Instruments, Westbary, NY)
en una solucion isotonica para crustaceos (SIC: NaCl 450 mM, KCI 10 mM), y se incubaron por
triplicado durante 15 minutos a 37 °C. Al término de la incubacion se agregaron 250 ul de la solucion
inhibidora, para prevenir mayor peroxidacion de lipidos, se agregaron 500 pl de acido tiobarbitarico
(TBA), y el homogenizado fue calentado por 15 min en un bafio de agua hirviendo. Después de
enfriarse a temperatura ambiente, el precipitado fue removido por centrifugacion a 3800 rpm durante
10 min a 4 °C. La absorbancia del sobrenadante fue leida a 532 nm contra un blanco que contenia todos
los reactivos excepto el tejido. La concentracion de las TBARS fue calculada usando el coeficiente de
extincion de 1.56 x 10° M/cm y los resultados fueron expresados en nanomoles de TBARS por minuto

por gramo de tejido (peso htimedo).

4) Capacidad Antioxidante Total (% inhibicion)

Se midi¢ la capacidad antioxidante total en los tejidos mediante una modificacion al método de
Ohkawa et al. (1979). Este método estd basado en la inhibicion de la lipoperoxidacion espontanea de
cerebro de rata Wistar. Se obtuvieron ratas macho de 250 a 300 g de peso corporal. Se extrajo el
cerebro y se homogenizo en solucion amortiguadora salina al 0.9% en una relacion 1:10, se centrifugd
a 2100 rpm durante 15 minutos a 4 °C, el sobrenadante se colecto en alicuotas de 1 ml. El sobrenadante
se mantuvo en congelacion a una temperatura de -80 °C previo al procesamiento. Se obtuvieron dos

controles, uno para la maxima lipoperoxidacion a 40 minutos (Cyg) y otro a tiempo cero (Cy). El Cy se
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compuso de 350 ul de acido acético (utilizado para detener la reaccion de lipoperoxidacion
espontanea), 25 pl de solucion amortiguadora de fosfato y 25 ul de homogenizado de cerebro. El Cy se

compuso de 25 pl de solucion amortiguadora de fosfato y 25 pl de homogenizado de cerebro.

Se obtuvo un control de muestra (My) compuesto de 25 ul de solucion amortiguadora de
fosfato, de 350 pl de acido acético y 25 pl de homogenizado de tejido. La muestra (M) se analiz6 por
adicion de 25 pl de homogenizado de tejido (1:10 en SIC) y 25 ul de homogenizado de cerebro. Se
incubaron los controles y muestras a 37 °C durante 40 minutos. Se colocaron los tubos en hielo y se
agregd a los tubos correspondientes a My y Cyo, 350 ul de acido acético. Se afiadieron 600 ul de
solucion de TBA y se incubé en un bafio de agua a 85 °C por 60 minutos. Se colocaron los tubos en
bafio de hielo y se afiadi6 solucion de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%. Se centrifugé durante 10
minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente. Se obtuvo el sobrenadante y se ley6 la absorbancia a 532
nm. La capacidad antioxidante se calculé como el porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion

espontanea como sigue:

% Inhibicion = 100 (1 — ((M40 — Mo)-Co) / (C40 — Co))

donde:

My, es la absorbancia de la muestra a la que se mide la inhibicion

M, es el control de la muestra

Cy, es el control de la lipoperoxidacion (a t = 0 minutos)

Cy, es el control de la maxima lipoperoxidacion (a t = 40 minutos)

Todas las muestras se analizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como porcentaje
de inhibicion. Previo al tratamiento estadistico de datos, se obtuvo el porcentaje relativo de inhibicion
(en base a la mayor inhibicién encontrada en las muestras) y se transformaron los datos a logaritmo

base 10.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO

Se realizaron las pruebas basicas de estadisticas descriptivas, obteniendo la media, desviacion
estandar y el error estandar. A los resultados se les aplicaron las pruebas de normalidad de
Kolmogorov-Smirnoff (K-S), y el analisis de homogeneidad de varianzas de Barlett. Al cumplir con
los supuestos se optd por recurrir a las estadisticas paramétricas para realizar las comparaciones. Los
resultados fueron analizados de manera independiente para determinar: a) las diferencias entre tejidos
(musculo, branquias y hepatopancreas), b) la respuesta de los tejidos a las condiciones experimentales
(control, hipoxia y reoxigenacion), y c) el efecto en los tejidos de la duracion de cada tratamiento

experimental (6, 12 y 24 horas de hipoxia, y 1 hora de reoxigenacion).

Primera fase experimental

A cada variable (lactato total, O,”, TBARS y antioxidantes totales) se les realizé un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, para detectar diferencias entre los tejidos de los camarones expuestos a
las condiciones control; posteriormente se realizd una prueba post hoc de Bonferroni para identificar
diferencias puntuales. Este mismo tratamiento se realizd para determinar diferencias entre los grupos
experimentales (hipoxia y reoxigenacion) y entre los tratamientos (6, 12 y 24 horas de hipoxia, ¢
hipoxia 6, 12 y 24 horas mas 1 hora de reoxigenacion). También se realizd el analisis factorial

(MANOVA) para determinar las diferencias entre los tejidos, grupos experimentales y tratamientos.

Segunda fase experimental

A cada variable (lactato total, O,”, TBARS y antioxidantes totales) se le realizo un analisis de
varianza (ANOVA) de una via, para detectar diferencias entre los tejidos de los camarones expuestos a
las condiciones control; posteriormente se realizd una prueba post hoc de Bonferroni para identificar
diferencias puntuales. Este mismo tratamiento se realizé para determinar diferencias entre grupos
experimentales (control, hipoxia y reoxigenacion) y entre los tratamientos (24 horas de hipoxia mas 1,
2, 3,4, 5y 6 horas de reoxigenacion). También se realizo el analisis factorial (MANOVA) para

determinar las diferencias entre los tejidos, grupos experimentales y tratamientos.

El grado de significancia estadistica que se considerd en este estudio fue p < 0.05. Se considero
tendencia no significativa p < 0.1. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando los programas

estadisticos para computacion EXCEL©, SYSTATO Ver. 9y STATISTICA© Ver 6.0.
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RESULTADOS

PRIMERA FASE EXPERIMENTAL: Exposicion a hipoxia.

COMPARACION ENTRE TEJIDOS

Se compararon los niveles de lactato total, O,” TBARS y capacidad antioxidante total en los
tejidos (musculo, branquias y hepatopancreas) de los camarones mantenidos bajo condiciones control
(5.95 £ 0.06 mg O,/L, 2490 + 0.10 °C y 37.78 + 0.10 ups). No se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de lactato total entre el musculo, branquias y hepatopancreas (figura
4A, tabla 1). El hepatopancreas presentd mayor produccién de O,” y altos niveles de TBARS, en
comparacion con las branquias y el musculo (p = 0.008, p = 0.002, respectivamente; figura 4B y C,
tabla 1). Las branquias presentaron mayor capacidad antioxidante en comparacion con el muasculo y el

hepatopancreas (p = 0.054, figura 4D y tabla. 1).
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Figura 4. Metabolismo oxidativo en los tejidos de camarén blanco bajo condiciones control. B=
Branquias, H= Hepatopancreas, M= Musculo, O2- = produccién de radical superoxido, TBARS
=Peroxidacion de lipidos. P < 0.05 * Diferencias significativas

CONTROL
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No se encontraron diferencias en las concentraciones de lactato total, produccion de O,”,
TBARS y actividad antioxidante total, en los tejidos musculo, branquias y hepatopancreas de los
camarones mantenidos en condiciones control (5.95 + 0.06 mg O,/L, 24.90 + 0.10 °C y 37.78 + 0.10
ups) 6, 12 y 24 horas (figuras 5, 6, 7 y tablas 2, 3, 4), lo cual se corroboré estadisticamente a través del
ANOVA de 1 via. La resultados obtenidos ene cada tejido se integraron, para ser comparada con los

grupos experimentales de hipoxia y reoxigenacion.

HIPOXIA

No se encontraron diferencias significativas entre las diferentes condiciones de hipoxia 6, 12 y
24 horas para ninguno de los tejidos analizados: musculo (figura 5, tabla 2), branquias (figura 6, tabla

3) vy hepatopancreas (figura 7, tabla 4).

REOXIGENACION

No se encontraron efectos significativos en las concentraciones de lactato total, produccion de
0,7, TBARS y actividad antioxidante total, en los tejidos musculo, branquias y hepatopancreas de los
camarones expuestos a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. No se encontraron
diferencias significativas entre los tejidos para ninguno de los tratamientos 6, 12 y 24 horas (figura 5,

6,7 y tablas 2, 3, 4).
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Figura 5. Niveles de A) lactato total, B) radical superéxido (O2.-), C) peroxidacion de lipidos

(TBARS) y D) capacidad antioxidante total en musculo de camarén blanco expuesto a condiciones
control (C), hipoxia 6 (H6), 12 (H12) y 24 (H24) horas, e hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion (H6+1,
H12+1 y H24+1 respectivamente). Los datos se presentan como media =+ error estandar.
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Figura 6. Niveles de A) lactato total, B) radical superdxido (O2.-), C) peroxidacion de lipidos

(TBARS) y D) capacidad antioxidante total en branquias de camaron blanco expuesto a condiciones
control (C), hipoxia 6 (H6), 12 (H12) y 24 (H24) horas, ¢ hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion (H6+1,
H12+1 y H24+1 respectivamente). Los datos se presentan como media + error estandar.
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Figura 7. Niveles de A) lactato total, B) radical superéxido (O2.-), C) peroxidacion de lipidos
(TBARS) y D) capacidad antioxidante total en hepatopancreas de camardn blanco expuesto a
condiciones control (C), hipoxia 6 (H6), 12 (H12) y 24 (H24) horas, e hipoxia mas 1 hora de
reoxigenacion (H6+1, H12+1 y H24+1 respectivamente). Los datos se presentan como media + error
estandar.
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SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL: Exposicion a reoxigenacion.

COMPARACION ENTRE TEJIDOS

En los tejidos de los camarones mantenidos bajo condiciones control (5.95 £ 0.06 mg O,/L,
2490 £ 0.10 °C y 37.78 + 0.10 ups) en esta etapa experimental, el musculo presentd una
concentracion significativamente mas alta (p < 0.05) de lactato total, en comparacion con las branquias
y el hepatopancreas (figura 8A y tabla 5). En el hepatopancreas se encontraron diferencias
significativamente mas altas (p < 0.05) en la produccion de O,” y TBARS, al compararlos con los
obtenidos en branquias y musculo (figura 8B y C). Por otra parte, las branquias presentaron diferencias
significativamente mas altas (p < 0.05) de capacidad antioxidante total en comparacioén con el musculo

y el hepatopancreas (figura 8D).
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Figura 8. Metabolismo oxidativo en los tejidos de camaron blanco bajo condiciones control. B =
Branquias, H = Hepatopancreas, M = Musculo, O2- = produccion de radical superoxido, TBARS
Peroxidacion de lipidos. Letras diferentes presentan diferencias significativas P < 0.05
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CONTROL

No se encontraron diferencias en las determinaciones de lactato total, produccion de O,
TBARS y capacidad antioxidante total, en los tejidos musculo, branquias y hepatopancreas de los
camarones bajo condiciones controladas (5.95 + 0.06 mg O,/L, 24.90 + 0.10 °C y 37.78 + 0.10 ups)
(figura 9, 10, 11 y tablas 6, 7, 8). Se integr6 la informacioén de los tratamientos bajo condiciones

controladas, con la finalidad de compararlos con el grupo experimental de reoxigenacion.

HIPOXIA

En la sugunda fase experimental. No se encontraron diferencias debido al tiempo de exposicion a
hipoxia en las determinaciones de lactato total, produccion de O,”, TBARS y capacidad antioxidante
total, en los tejidos musculo, branquias y hepatopancreas (figura 9, 10, 11 y tablas 6, 7, 8). Se integro la
informacién de los tratamientos bajo condiciones de hipoxia, con la finalidad de compararlos con el

grupo experimental de reoxigenacion.

REOXIGENACION

MUSCULO

Lactato total. Los resultados obtenidos en musculo de camaron en la segunda fase experimental
(exposicion a reoxigenacion) se presentan en la figura 9A y en la tabla 6. No se encontraron diferencias

significativas entre los diferentes grupos experimentales (control, hipoxia, y reoxigenacion).

Produccion de radical superdxido (O,7). Se encontraron diferencias significativas en el
musculo de los organismos expuestos a 24 horas de hipoxia mas 2 horas de reoxigenacion; los cuales
presentaron una mayor produccion de O,” (p= 0.0005), en comparacion con los demas grupos (control,

hipoxia, y reoxigenacion 1, 3, 4, 5 y 6 horas) (figura 9B y tabla 6).

Peroxidacion de lipidos (TBARS). Se encontré que los organismos mantenidos durante 24
horas de hipoxia mas 2 horas de reoxigenacion presentaron menores niveles de TBARS; y que estos
presentaron una tendencia no significativa a incrementarse en los organismos expuestos a 5 horas de

reoxigenacion (p = 0.105) (figura 9C y tabla 6).
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Capacidad antioxidante total. En la actividad antioxidante se encontrd que los organismos
expuestos a 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion presentaron menor capacidad
antioxidante que los organismos mantenidos bajo condiciones control e hipoxia (p = 0.018, 0.003,
respectivamente), también presentaron diferencias significativas con los mantenidos a 2 y 3 horas de
reoxigenacion (p = 0.001, 0.038, respectivamente). También se encontré que los organismos expuestos
a 2 horas de reoxigenacion presentaron la mayor actividad antioxidante, y que ésta comienza a
disminuir a partir de las 3 horas de reoxigenacion; asi la capacidad antioxidante a las 5 horas de
reoxigenacion fue significativamente menor que aquella registrada a las 2 horas de reoxigenacion (p =

0.037) (figura 9D y tabla 6).
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Figura 9. Niveles de A) lactato total, B) radical superoxido (0O2.-), C) peroxidacion de lipidos
(TBARS) y D) capacidad antioxidante total en musculo de camar6n blanco, expuestos a 24 horas de
hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas. C = control 24 horas, H = 24 horas de hipoxia, 1 — 6
= Horas de oxigenacion. Los datos se presentan como media + error estandar. Letras diferentes
representan diferencias significativas entre grupos, P < 0.05.
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BRANQUIAS

Lactato total. No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales
(control, hipoxia e hipoxia 24 horas més 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas de reoxigenacion) (figura 10A y tabla 7)

(anexo).

Produccion de radical superdoxido (O,7). No se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes grupos experimentales (control, hipoxia e hipoxia 24 horas mas 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas de
reoxigenacion). Sin embargo, se encontrd una tendencia (p = 0.1) en los organismos expuestos a 1 hora
de reoxigenacion a presentar mayor produccion de O, en comparacion con los organismos mantenidos
bajo condiciones control. También se observé una tendencia (p = 0.079) en los organismos expuestos a
3 horas de reoxigenacion a presentar menor produccion de O, que los organismos expuestos a 1 hora

de reoxigenacion (figura 10B y tabla 7).

Peroxidacion de lipidos (TBARS). No se encontraron diferencias significativas en la TBARS en en

los diferentes grupos experimentales (figura 10 C y tabla 7).

Capacidad antioxidante total. No se encontraron diferencias significativas en la capacidad
antioxidante entre los organismos mantenidos en los diferentes grupos experimentales (figura 10 D y,

tabla 7).
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Figura 10. Niveles de A) lactato total, B) radical superoxido (02.-), C) peroxidacion de lipidos
(TBARS) y D) antioxidantes totales en branquias de camaroén blanco, expuestos a 24 horas de hipoxia
mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5y 6 horas. C = control 24 horas, H = 24 horas de hipoxia, 1 — 6 = Horas
de oxigenacion. Los datos se presentan como media + error estandar. Letras diferentes representan

diferencias significativas entre grupos, P < 0.05.
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HEPATOPANCREAS

Lactato total. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Solo se
identificé que los camarones expuestos a 1 hora de reoxigenacion presentaron mayor concentracion de

lactato total, que los expuestos a 4 horas de reoxigenacion (figura 11A y tabla 8).

Produccion de radical superéxido (O,7). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales. Solo se encontré mayor produccion de O,” en los organismos expuestos a 1 hora de
reoxigenacion en compararcion con los organismos expuestos a 2 horas de reoxigenacion (p=0.020;
figura 11B y tabla 8) (anexo). Se encontr6 que los organismos mantenidos en condiciones control
presentaron una tendencia (p = 0.067) a menor produccion de O,” al compararlos con el grupo

expuesto a 1 hora de reoxigenacion.

Peroxidacion de lipidos (TBARS). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

experimentales (figura 11C y tabla 8).

Capacidad antioxidante total. No se observaron diferencias significativas entre los grupos

experimentales (control, hipoxia y reoxigenacion, figura 9D y tabla 8).
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Figura 11. Niveles de A) lactato total, B) radical superdxido (02.-), C) peroxidacion de lipidos
(TBARS) y D) antioxidantes totales en hepatopancreas de camarén blanco, expuestos a 24 horas de
hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3,4, 5 y 6 horas. C = control 24 horas, H = 24 horas de hipoxia, 1 — 6
= Horas de oxigenacion. Los datos se presentan como media + error estandar. Letras diferentes
representan diferencias significativas entre grupos, P < 0.05.
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DISCUSION

Los organismos vivos en su medio natural, estan constantemente expuestos a dafio oxidativo. Este
dafio es generado por parametros ambientales, como la contaminacion, exposicion a luz ultravioleta
(UV) y humo del cigarrillo. Sin embargo, también es el resultado natural del metabolismo aerdbico, a
partir del cual se generan, como productos secundarios, varias moléculas altamente reactivas que
actiian como oxidantes. Algunas de estas moléculas reactivas son fisiologicamente relevantes, ¢ incluso
necesarias para la vida, pero también pueden ser dafiinas si se presentan en exceso (Fridovich, 1998;
Halliwell y Gutteridge, 2000). El estrés oxidativo resulta de un desbalance entre la produccion EROs y
las defensas antioxidantes, lo que lleva a una variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos que

pueden provocar un deterioro o muerte celular (Sies, 1991).

Las exposiciones a hipoxia ambiental y reoxigenacion subsiguiente son factores importantes que
se presentan en las estanquerias de cultivo de camarén, a menudo propiciadas por el manejo
inadecuado del alimento, sistemas de aeracion, alta densidad, y comunmente por el alto consumo de
oxigeno provocado por la produccion primaria presente en el estanque (BANCOMEXT, 1999). Se ha
reportado mucha informacion sobre la respuesta que presentan los crusticeos cuando se presentan
fenémenos de hipoxia (Carrefio-Leon, 2000; Cheng et al., 2003); pero se tiene poca informacion sobre
el metabolismo y los efectos de las EROs que se pudieran producir en los cultivos de camaron en

respuesta a hipoxia y reoxigenacion.

El entendimiento de la respuesta que presenta el camaron blanco a condiciones que inducen
estrés oxidativo es de gran importancia en los sistemas de cultivo; particularmente, conocer los niveles
de EROs y del dafio oxidativo que se producen durante una exposiciéon a hipoxia y reoxigenacion
subsiguiente permitiria sugerir a los acuacultores estrategias para proteger a los camarones de cultivo.
Se ha documentado que una exposicion a hipoxia y anoxia esta ligada a mortalidades masivas de
organismos en cultivo y que una prevencion de estos problemas pueden llevar a una buena calidad del

producto de cultivo (Wu, 2002).
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PRIMERA FASE EXPERIMENTAL: EXPOSICION A HIPOXIA

Lactato total

Los invertebrados marinos responden a condiciones de hipoxia mediante el uso de vias
metabdlicas alternas, donde el lactato es el producto final del metabolismo anaerobio (Hochachka et
al.,, 1992). En este estudio no se encontraron diferencias en la concentracién de lactato total en
musculo, branquias y hepatopancreas entre los grupos experimentales control, hipoxia y reoxigenacion
(figura 5). No se encontro efecto en el tiempo de exposicion a hipoxia (6, 12 y 24 horas) en musculo,

branquias y hepatopancreas.

En los experimentos efectuados en este estudio bajo condiciones controladas (5.95 &+ 0.06 mg
0,/L) se encontraron concentraciones promedio de lactato de 0.76 = 0.086 mg / g en musculo, 0.684 +
0.282 mg / g en branquias, y 0.406 £ 114 mg / g en hepatopancreas. Los resultados reportados en este
estudio para musculo concuerdan con los reportados por Carrefio-Leon (2000) en musculo de camaron
blanco (L. vannnamei) bajo condiciones de normoxia, quien encontrd 0.85 mg de lactato / g de tejido.
Moran-Morales (2003) report6é una concentracion de 0.85 mg de lactato / g de tejido en musculo de
camaron café (L. californiensis) bajo condiciones normoxicas. Los niveles de lactato total en miisculo
reportados por Carrefio-Ledn (2000), Moran-Morales (2003), y los de este trabajo fueron menores que
los reportados en musculo de camardn blanco (L. vannnamei) en condiciones de normoxia por Racotta
y Palacios (1998), y Racotta y Hernandez-Herrera (2000), quienes encontraron 1.4 mg de lactato / g de
tejido y 1.28 mg de lactato / g de tejido, respectivamente. Las condiciones ambientales bajo las cuales
fueron mantenidos los organismos en los trabajos de Carrefo-Leon (2000) y Moran-Morales (2003)
fueron similares a los de este trabajo (camarones de 12 + 4 g de peso, salinidad de 37 £ 2 ups, y
temperatura de 25 + 1 °C), mientras que los camarones utilizados por Racotta y Palacios (1998) y
Racotta y Hernandez-Herrera (2000) tenian un peso de 12 + 2 g y fueron mantenidos a una salinidad de
39 ups y temperatura de 28 + 1 °C. Estos resultados confirman que los organismos responden a
cambios en salinidad y temperatura, y que éstos propician modificaciones en su actividad metabolica

en musculo (Bridges y Brand, 1980; Herreid 11, 1980; Fandrey, 1995; Wu, 2002).
Racotta y Hernandez-Herrera (2000) reportaron la concentracion de 0.26 mg de lactato / g de

tejido en hepatopancreas de camaron blanco (L. vannnamei) en condiciones de normoxia, y Moran-

Morales (2003) reporté en camaron café (L. californiensis) bajo condiciones basales la concentracion
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de 0.39 mg de lactato / g de tejido. Estos datos concuerdan con los registrados en este trabajo; lo cual
pone de manifiesto que las condiciones experimentales (salinidad y temperatura) en que se
mantuvieron los organismos en los estudios comparados no afectan las determinaciones de lactato en

hepatopancreas.

Los niveles de lactato en musculo (1.013 = 0.415 mg / g) en los camarones mantenidos bajo
condiciones de hipoxia (1.00 = 0.05 mg O,/L) reportados en este estudio concuerdan con los obtenidos
por Racotta y Palacios (1998) en musculo de camardn blanco expuesto a hipoxia (1.5 — 2.5 mg O,/L)
durante 3 dias (1.7 mg de lactato / g de tejido), este valor no cambid cuando el periodo de exposicion
se incremento a 15 dias. Moran-Morales (2003) determiné una concentracion de 0.72 mg de lactato / g
de tejido en hepatopancreas de camardn café mantenido bajo condiciones de hipoxia (1 mg de O,/L), la
cual coincidid con el valor registrado en este trabajo (0.359 + 0.289 mg / g). Se ha demostrado que el
valor critico de O, para los camarones peneidos es de 0.2 mg O, / L (Allan y Maguire, 1991). Nicovita
(2001) sugiere que el nivel de hipoxia (1 mg de O,/L), es letal en exposicion prolongada, sin embargo,
no reporta el tiempo de exposicion requerido para inducir la mortalidad. Bridges y Brand (1980)
sefialan que los invertebrados marinos enfrentan condiciones frecuentes de hipoxia en su ambiente
natural, y que estan fisiolégicamente adaptados para remover el lactato acumulado cuando las
condiciones regresan a niveles normales de concentracion de O,. Los resultados de este trabajo, en
combinacion con lo reportado en la literatura sugiere que el camar6on blanco, L. vannamei, esta
capacitado para soportar niveles de hipoxia de 1 mg O,/L durante el tiempo de exposicion (6, 12 y 24
horas) en que fueron mantenidos sin que se modifique los niveles de lactato en musculo, branquias y

hepatopancreas.

Radical superéxido (O;")

No se encontraron diferencias significativas en la produccion de O,” en musculo, branquias y
hepatopancreas en camardon blanco entre los diferentes grupos experimentales (control, hipoxia y

reoxigenacion), ni entre los tratamientos de hipoxia a 6, 12 y 24 horas.

Los tejidos (musculo, branquias y hepatopancreas) del camarén blanco (L. vannamei) en
condiciones control, presentaron una produccion de O,” de 0.025 + 0.005 nmol / min* g en musculo,
0.033 £+ 0.005 nmol / min* g en branquias y 0.518 = 0.046 nmol / min* g en hepatopancreas. Estos

niveles no concuerdan con los reportados por Zenteno-Savin et al. (2004) para el langostino de agua
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dulce, C. quadricarinatus, que presentd niveles mas altos en todos los tejidos (0.163 + 0.026 nmol /
min* g en musculo, 0.147 £ 0.137 nmol / min* g en branquias y 2.784 £ 0.238 nmol / min* g en
hepatopancreas). Es posible que las diferencias en la produccion basal de O, entre estas especies
podrian deberse a que viven en diferentes habitats; los camarones son marinos, mientras que el

langostino viven en agua dulce.

No se encontro efecto en los niveles de O, en los camarones expuestos a hipoxia en musculo
(0.011 £ 0.005 nmol / min* g), branquias (0.051 = 0.016 nmol / min* g), y hepatopancreas (0.355 +
0.123 nmol / min* g). Tampoco se encontraron efectos en los organismos expuestos a 1 hora de
reoxigenacion, en donde se presentaron niveles de O, en musculo de 0.011 £+ 0.003 nmol / min* g, en
branquias de 0.048 = 0.018 nmol / min* g, y en hepatopancreas de 0.393 + 0.106 nmol / min* g. La
producciéon de O, puede tomarse como un indice de cuantos radicales libres se generan cuando se
presentan estimulos que modifiquen la actividad metabolica de las mitocondrias; entre estos se pueden
mencionar, incorporacion abrupta de O,, aumento en la presencia de microorganismos o contaminantes
(Martinez -Cayuela, M. 1998; Zenteno- Savin T..2002). En este sentido, una reoxigenacion después de
un periodo de hipoxia o anoxia resulta en alta produccion de O,” y la presencia de este radical
promueve la formacion de otros radicales (Pannuncio y Storey, 1998; Hermes-Lima et al., 1998; Gil

del Valle et al., 1999; Zenteno-Savin, 2002).

Los resultados de este estudio sugieren que el tiempo de exposicion a hipoxia moderada (6, 12
y 24 horas) no afecta la produccion de O,”, quizas porque bajo estas condiciones no se modifica la

actividad metabolica de las mitocondrias del camaron blanco.

Peroxidacion de lipidos (TBARS)

La peroxidacion de lipidos se considera un proceso muy importante en la pérdida de la funcion
celular durante situaciones de estrés oxidativo. La peroxidacion de lipidos ocurre como resultado de la
actividad de los radicales libres sobre grasas, muy especificamente sobre acidos grasos poliinsaturados
(PUFA); los radicales provocan la abstraccion de un hidrégeno, formando hidroperoxidos que pueden

ser medidos (Pérez y Pérez, 2000).

En la exposicion de camarén blanco a condiciones de hipoxia no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos experimentales (control, hipoxia y reoxigenacién). Tampoco se

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (6, 12 y 24 horas). Los niveles de TBARS
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en musculo (control 25.04 £+ 6.22 nmol / g), branquias (control 56.48 + 6.68 nmol / g) concuerdan con
los reportados por Zenteno-Savin et al. (2004) en musculo y branquias del langostino, Cherax
quadricarinatus bajo condiciones control (musculo 25.10 = 5.0 nmol / g y branquias 31.30 £+ 4.70 nmol
/ g,). En hepatopancreas (control 198.24 + 25.19 nmol / g) se encontraron menores niveles de TBARS
que los reportados por Zenteno-Savin et al. (2004) en hepatopancreas (518.80 = 46.50 nmol / g) bajo
condiciones control. El hepatopancreas de los crusticeos presenta cierta particularidad para la
detoxificacion, catabolismo de productos digeridos y una alta secrecion de enzimas que participan en la
digestion y absorcion (Gibson y Barker, 1979). Quiza las diferencias en habitat y dieta entre el
camaroén blanco y el langostino ocasione las diferencias en las concentraciones de TBARS entre estas

especies.

Los resultados de este estudio sugieren que la exposicion a hipoxia (1 £ 0.05 mg O,/L) por 6,
12 y 24 horas, no afecta la peroxidacion de lipidos del camaroén blanco. La presencia de O,. promueve
la formacion de otros radicales (Gil del Valle et al., 1999), y éstos causan dafio a los lipidos, proteinas
y ADN (Halliwell y Gutteridge, 2000). El que no se haya encontrado un efecto de la exposicion a
hipoxia sobre la produccion de O,.” en tejidos de camardn blanco, concuerda con lo observado en

TBARS.

Capacidad antioxidante total.

A partir de los resultados obtenidos en la exposicion del camarén blanco a hipoxia no se
encontraron diferencias significativas en la capacidad antioxidante entre los grupos experimentales
(control, hipoxia y reoxigenacion). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (6, 12 y 24 horas de hipoxia) en musculo, branquias y hepatopancreas del camardn blanco.
El estado antioxidante total refleja la condicion del sistema de defensa celular contra los prooxidantes
(EROs), y es utilizado como indicador de la proteccion contra el dafio oxidativo. Pannunzio y Storey
(1998) expusieron al caracol intermareal, Littorina littorea, a condiciones de anoxia y reoxigenacion, y
encontraron que el sistema de defensa antioxidante disminuye cuando se presentan condiciones de
hipoxia y anoxia (diminuyen la SOD, catalasa y glutation reductasa (GR)), pero también en la anoxia
se activan antioxidantes de bajo peso molecular como glutation reducido (GRH) y glutation oxidado
(GSSG); aparentemente estos efectos suceden de forma similar en varias especies de organismos
marinos. Hermes- Lima et al. (1993 y 2001) en sus estudios sobre especies tolerantes a hipoxia

(serpientes, peces dorados y sapo), encontraron incrementos en la actividad de enzimas antioxidantes y
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en la concentracion de pequefias moléculas antioxidantes que funcionan como defensas ante la

produccion excesiva de EROs.

En este estudio, la produccion de O,”, TBARS y capacidad antioxidante total no fueron afectados por
el tiempo de exposicion a hipoxia. Esto sugiere que el nivel de hipoxia (1£ 0.05 mg O,/L) al que fueron
mantenidos los camarones no afectd su metabolismo oxidativo. Se ha reportado que esta especie
presenta niveles criticos de 0.2 mg O,/L (Allan y Maguire, 1991), por lo tanto la concentracion de O, a
la que fueron mantenidos los camarones en este estudio, estuvo dentro de los niveles tolerados por la

especie.

Diferencias entre tejidos

El metabolismo de un organismo depende de manera directa de la funcionalidad de los tejidos
que lo componen. El patron de respuesta encontrado en los tejidos de los camarones expuestos a
experimentaciéon en este estudio (control, hipoxia y reoxigenacion) reflejé el comportamiento

metabolico de cada tejido.

No se presentaron diferencias significativas en la determinacion de lactato total (metabolismo
anaerobio) entre los tejidos (musculo, branquias y hepatopancreas) del camardn blanco (L. vannamei).
El hepatopancreas present6 altos niveles de O,” y de TBARS en todos los tratamientos experimentos
(6, 12 y 24 horas), en comparacion con los valores obtenidos para musculo y branquias. Los niveles de
O," y TBARS podrian estar relacionados con las funciones que realiza el hepatopancreas, entre las que
se encuentran: secrecion de enzimas digestivas, metabolismo de carbohidratos y lipidos, digestion,
absorcion, y almacenamiento de reservas minerales (Barnes y Ruppert, 1996). En el caracol
gasteropodo intermareal, (L. littorea) se encontré mayor peroxidacion de lipidos, asi como mayor
concentracion de antioxidantes de bajo peso molecular, en el hepatopancreas en comparacion con el
musculo (Pannunzio y Storey, 1998). Las branquias presentaron mayor capacidad antioxidante total en
comparacion a lo determinado para musculo y hepatopancreasl.os antioxidantes de bajo peso
molecular se activan cuando se perciben niveles de estrés oxidativo (hipoxia y anoxia) (Pannunzio y
Storey, 1998). Ansaldo et al. (2000), en trabajos realizados con peces del artico, encontraron mayor
actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) en las branquias que en los tejidos musculo,

higado y rifién.
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En resimen, no se encontr6 efecto por el tiempo de exposicion a hipoxia al que fueron
expuestos los camarones blancos (L. vannamei). No se encontraron diferencias entre los grupos
experimentales (control, hipoxia y reoxigenacion), ni entre los tratamientos (6, 12 y 24 horas), en la
utilizacion del metabolismo anaerobio (lactato total), produccion de EROs (O,7), dano oxidativo
(peroxidacion de lipidos, TBARS), y capacidad antioxidante total (% de inhibicion). Esto confirma que
el camardén blanco soporta concentraciones de 1 mg de O,/L, ya que esta muy por encima del punto

critico que se ha reportado para esta especie.
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SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL: REOXIGENACION

Lactato total

No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de lactato total en musculo y
branquias de los camarones mantenidos bajo condiciones control, de hipoxia y de reoxigenacion
(figuras 9A y 10A). Sin embargo, en el hepatopancreas se encontré un efecto por el tiempo de
exposicion a reoxigenacion; especificamente, los niveles de lactato en los camarones que fueron
mantenidos a 1 hora de reoxigenacion (0.907 = 0.221 mg de lactato / g de tejido) fueron
significativamente mayores que los de 4 horas de reoxigenacion (0.152 £+ 0.029 mg de lactato / g de
tejido) (figura 11A). Henry et al. (1994) reportaron en la jaiba, Callinectes sapidus expuesta a ejercicio
exhaustivo (hipoxia metabdlica) durante 20 min, un incremento en la concentracioén de lactato en el
hepatopancreas; ésta concentracion se siguié incrementando hasta 1 hora de reoxigenacion; después de
este tiempo el lactato comenzo6 a disminuir hasta las 4 horas de reoxigenacion. Asi, el patron que
presento este tejido en las 2 especies de crustaceos (camaron y jaiba) podria estar relacionado con los
procesos de digestion, asi como la utilizacion de los productos de reserva (Gibson y Barker, 1979).
Respecto a lo registrado en el mutsculo y las branquias, se podria sugerir que los camarones mantenidos
bajo las condiciones experimentales en este trabajo no requieren hacer uso del metabolismo anaerobio
dado que no presentaron diferencias en la concentracion de lactato, y que el periodo de reoxigenacion
(1 — 6 horas) después de una hipoxia moderada (1+ 0.05 mg O,/L por 24 horas) no afectd las

concentraciones de lactato en estos tejidos.

Muchos crustdceos decapodos estan adaptados para tolerar eventos severos de hipoxia y
anoxia, con altos niveles de sobrevivencia, aun cuando las condiciones duren muchas horas o hasta
dias (Hochachka et al., 1992). Lushchak et al. (2001) mencionan que especies de peces como el
doradito, Carassius auratus, pueden sobrevivir a periodos de anoxia durante horas y hasta dias; estos
peces han desarrollado un mecanismo que regula y previene la demanda de energia reduciéndola bajo
condiciones de anoxia por medio de procesos de depresion metabdlica. Esta adaptacion metabolica
incluye la presencia de altas reservas de glucogeno en cerebro e higado, y un sistema de metabolismo
de lactato en musculo via reduccion a etanol y bioxido de carbono (CO,) (Lushchak et al., 2001). Zou
et al. (1996) reportaron que en el cultivo del cangrejo, Eriocheir sinens, es frecuente la falta de O,
(hipoxia) y que el aumento en el consumo de O, observado durante el periodo de reoxigenacion es
interpretado generalmente como una necesidad para mantener las demandas energéticas que se

incrementan para descomponer y eliminar los productos oxidados.
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Radical superoxido (O,")

No se observod efecto de reoxigenacion en la produccion de O, en las branquias del camaron
blanco. Se presentaron efectos marcados en la produccion de O, en el musculo y hepatopancreas
expuestos a 1 y 2 horas de reoxigenacion. Estos resultados son clara evidencia de que los camarones se
vieron afectados durante las 2 primeras horas de reoxigenacion. Lo anterior concuerda con lo reportado
por Campa et al. (2002) en hemocitos del camarén blanco (L. vannamei), donde la generacion de O,”
se increment6 a 1.5 veces a las 24 horas y 2.0 veces a las 48 horas después de una inmersion en la
solucion B—glucano polisacarido sulfatado y con la bacteria, Vibrio parahaemolyticus, con respecto al
grupo control. En el musculo, la alta produccion de O, puede deberse al alto contenido de
mitocondrias, donde los procesos de reoxigenacion podrian estar promoviendo una alta produccion de

0, (Gil del Valle et al., 1999).

Peroxidacion de lipidos (TBARS)

En los tejidos (musculo, branquias y hepatopancreas) del camarén blanco no se encontraron
efectos en los niveles de TBARS por el tiempo de reoxigenacion. Sin embargo, en el musculo se
encontraron niveles bajos de TBARS en los organismos expuestos a 2 horas de reoxigenacion, en
comparacion con los niveles obtenidos en los camarones expuestos a 5 horas de reoxigenacion.
Informacion que concuerdan con los reportados por Lushchak et al. (2001), quienes reportaron en el
musculo del pez, C.s auratus, bajos niveles de peroxidacion de lipidos (dienos conjugados) cuando
fueron expuestos a 1 hora de reoxigenaciéon en comparacion a los encontrados a las 14 horas de

reoxigenacion.

Los camarones expuestos a 2 horas de reoxigenacion presentaron niveles bajos de TBARS y
niveles altos del radical O, en musculo y, en los camarones expuestos a 5 horas de reoxigenacion se
encontraron mayores niveles de TBARS (no significativos, p=0.105). Dado que la alta produccion de
0, a las 2 horas de reoxigenacion aparentemente es un indicador de dafio al musculo, lo cual no se
reflejo en los niveles de TBARS, ya queen este tiempo fueron bajos. Sin embargo, el dafio del musculo
se reflejo hasta las 5 horas de reoxigenacion, ya que se alcanzaron valores importantes de TBARS. Se
ha documentado que a mayor produccion de O,", mayor deberia de ser el dafio que se produce en las
membranas celulares (TBARS), (Gil del Valle et al., 1999). El dafio producido por O,” y por otras
EROs en los organismos estd relacionado con muchas enfermedades, tales como arteriosclerosis,

embolia y cancer; se acumula con la edad, y puede estar relacionado con la produccion de neurotoxinas
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en crustaceos de valor comercial (Poeggeler et al., 1993; Reiter et al., 1995; Hermes- Lima et al.,

1998).

Capacidad antioxidante total

En las branquias y el hepatopancreas del camaron blanco no se encontr6 efecto del tiempo de
exposicion a reoxigenacion en la capacidad antioxidante total. En el musculo de los organismos
expuesto a 1 hora de reoxigenacion se determind menor capacidad antioxidante en comparacion a los
grupos experimentales, control, hipoxia y 2 horas de reoxigenacion. También se observd que los
organismos mantenidos a 2 horas de reoxigenacidén presentaron mayor capacidad antioxidante en
comparacion a los mantenidos a 5 horas de reoxigenacion. Se ha reportado que cuando se someten a
reoxigenacion organismos que han estado en condiciones de anoxia disminuyen los niveles de
antioxidantes de bajo peso molecular (GRH y GSSG) y se activan enzimas antioxidantes, como SOD,
catalasa, glutation-S-transferasa (GST) y GR (Wilmore y Storey, 1997; Pannunzio y Storey, 1998;
Hermes-Lima et al., 1998, 2001; Lushchak et al. 2001).

Quiza la alta capacidad antioxidante observada en el musculo a 2 horas de reoxigenacion
contribuy6 a neutralizar el dafio que pudieran haber producido los radicales O,” que se presentaron en
este tiempo, lo cual se confirma con los bajos niveles de TBARS registrados. También se encontrd una
disminucion en la capacidad antioxidante total después de las 2 horas de reoxigenacion siendo
significativa en los organismos expuestos a 5 horas de reoxigenacion (p=0.037). Al mismo tiempos que
los niveles de TBARS se incrementaron (no significativos, p=0.105) en los organismos expuestos a 5
horas de reoxigenacion. Lo anterior podria sugerir que el dafio oxidativo producido por los radicales

libres (O,") afectan el metabolismo del musculo de los camarones expuestos a reoxigenacion.

El hepatopancreas presentd mayores niveles de lactato total y radical superoxido (O,7) en los
camarones expuestos a 1 hora de reoxigenacion. Sin embargo, no se encontro efecto en la peroxidacion
de lipidos (TBARS) ni en la capacidad antioxidante total. Estos resultados podrian estar sugiriendo que
en el hepatopancreas, los altos niveles de lactato pudieran estar actuando como un antioxidante y que
los radicales O, podrian estar relacionados con los procesos de defensa celular como lo han sefialado

Groussard et al. (2000) y Halliwel y Gutteridge (2000).
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Comparacion entre tejidos

En el musculo de camar6on blanco mantenido bajo condiciones control, se encontré6 mayor
concentracion de lactato total en comparacion con lo encontrado en branquias y hepatopancreas. Los
organismos tienden a utilizar aun mas el oxigeno durante procesos estresantes, como amenazas
externas (depredacion), cambios ambientales adversos (hipoxia, anoxia, temperatura, salinidad, etc.), o
por captura o manipulaciéon (Gade, 1984). Cuando el suplemento de O, es limitado, los crustaceos
utilizan la ruta metabdlica anaerdbica para obtener energia resultando en produccion de lactato, el cual
es acumulado en el musculo y hemolinfa (Gade, 1984Van; Aard, 1988). En experimentos bajo
condiciones de hipoxia y anoxia se han encontrado altas concentraciones de lactato en el musculo de
crustaceos, asi como disminucion evidente de glucdgeno, lo cual sugiere que éste tltimo es utilizado
como sustrato durante el metabolismo anaerobio con produccién de lactato (Zebe, 1982; Van Aardt y
Wolmarans, 1987; Van Aardt, 1988), y cuando se presenta a una reoxigenacion los niveles de lactato
comienzan a disminuir (Van Aardt y Wolmarans, 1987; Van Aardt, 1988). El lactato en musculo
funciona como un intermediario metabolico que aumenta cuando se presentan fenomenos de anoxia e
hipoxia, también incrementa durante el ejercicio de alta intensidad, como consecuencia de la elevada
actividad glucolitica. Debido a su masa, el musculo tiene un papel fundamental en la regulacion del

lactato, como principal productor y consumidor de éste en el cuerpo.

Los niveles encontrados en este estudio de O,” y TBARS en hepatopancreas, mayores que en
branquias y musculo, ponen de manifiesto la alta funcionalidad que presenta este tejido en procesos de
detoxificacion, catabolismo de productos digeridos, secrecion de enzimas que participan en la
digestion, absorcion y almacenamiento de reservas minerales (Gibson y Barker, 1979; Barnes y
Ruppert, 1996). También se ha demostrado que en el hepatopancreas de camarones producidos en
laboratorio se presenta una mayor actividad de enzimas antioxidantes que en los camarones silvestres

(Linan-Cabello et al. 2003).

Las branquias presentaron mayor capacidad antioxidante total en comparacion a lo
determinado para musculo y hepatopancreas. Las diferencias encontradas en la capacidad antioxidante
entre los tejidos de camarén blanco, refleja una adaptacion importante para evitar dafio a las
membranas celulares involucradas en la respiracion por EROs mediante la capacidad de depurar las

EROs, despues de procesos de hipoxia y reoxigenacion.

45



Durante el desarrollo de este trabajo, no se encontrd diferencia entre tejidos en cuanto a la
exposicion a 6, 12 o 24 horas de hipoxia en los niveles de produccion de O,”, TBARS y capacidad
antioxidante total. La concentracion de oxigeno utilizada durante este estudio en las exposiciones a
hipoxia (1£ 0.05 mg O,/L) esta dentro del rango de tolerancia de esta especie. Dado que la
concentracion de oxigeno considerada como critica para esta especie es de 0.2 mg Oy/L (Allan y

Maguire, 1991).

Durante el desarrollo de la segunda fase experimental, se encontré que la reoxigenacion afecta
el metabolismo oxidativo del camarén blanco (L. vannamei), principalmente durante las 2 primeras
horas de reoxigenacion. Se encontré un mayor efecto de exposicion a reoxigenacion en los tejidos
musculo y hepatopancreas. Con lo anterior, se destaca que la reoxigenacion después de una hipoxia
moderada puede tener consecuencias directas en el metabolismo de los camarones, L. vannamei en

cultivo.
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CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias entre los tejidos (musculo, branquias y hepatopancreas) de los
camarones mantenidos bajo condiciones control en los niveles de lactato total, produccion de
radical superoxido (O,"), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total.
Esto indica que los tejidos de camardén blanco presentan diferencias en el metabolismo

oxidativo en condiciones basales.

En este estudio no se encontro efecto en los tejidos (musculo, branquias y hepatopancreas) de
camar6n blanco por exposicion a hipoxia (1.0 = 0.05 mg O,/L) en los niveles de lactato total,
produccion de radical superoxido (O,7), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad
antioxidante total. Esto confirma que el camardn blanco soporta concentraciones de 1 mg de

0,/L, ya que esta muy por encima del punto critico que se ha reportado para esta especie.

Se encontré mayor produccion de radical superdxido (O,7) y capacidad antioxidante total en el
musculo de los camarones expuestos a 2 horas de reoxigenacion. Esta mayor capacidad
antioxidante puede llegar a explicar los bajos niveles de peroxidacion de lipidos (TBARS)
observados a 2 horas de reoxigenacion. Sin embargo, se observo que el nivel de peroxidacion
de lipidos (TBARS) se incremento, mientras que disminuy6 la capacidad antioxidante total en
los camarones expuestos a 3, 4 y 5 horas de reoxigenacion. Estos resultados sugieren que el
dafio producido por los radicales libres presentes a las 2 horas de reoxigenacion es evidente en

los camarones expuestos a 3, 4 y 5 horas de reoxigenacion.

El hepatopancreas presentd mayores niveles de lactato total y radical superoxido (O,”) en los
camarones expuestos a 1 hora de reoxigenacion. Sin embargo, no se encontrd efecto en la
peroxidacion de lipidos (TBARS) ni en la capacidad antioxidante total. Estos resultados
sugieren que en el hepatopancreas, el lactato podria estar actuando como un antioxidante y que

los radicales O, podrian estar relacionados con los procesos de defensa celular.

A partir de los resultados de este trabajo se puede concluir que la hipoxia moderada no tiene
efecto sobre el metabolismo oxidativo del camarén blanco; sin embargo, el tiempo de
reoxigenacion transcurrido después de un periodo de hipoxia moderada afecta el metabolismo

oxidativo de estos camarones.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados de este trabajo se sugieren los siguientes puntos:

Exponer a camarones a periodos mas largos de hipoxia para corroborar si realmente la
exposicion a hipoxia no afecta el metabolismo oxidativo del camaro6n blanco.

Exponer a los camarones a ciclos repetidos de hipoxia y reoxigenacion para inferir si presentan
periodos de adaptacion y de recuperacion.

Realizar un seguimiento de la actividad de enzimas antioxidantes en los tres tejidos; para
corroborar si existen enzimas que se activan durante procesos de hipoxia y reoxigenacion; dado
que las respuestas encontradas en la capacidad antioxidante total de estos tejidos siguen un
patréon diferente después de un periodo de reoxigenacion.

Realizar experimentos con exposicion a hipoxia severa (menor de 1 mg O,/L) para corroborar
si existe un punto critico en la respuesta del metabolismo oxidativo.

Realizar experimentos de exposicion a hipoxia y reoxigenacion en otras especies de crustaceos
para corroborar si los resultados de este estudio son especificos para Litopenaeus vannamei o son
generales para crustaceos.

Para la acuacultura se recomienda que se agregué reoxigenacion progresiva, dado que en este
trabajo el efecto por reoxigenacion abrupta se presentd en las 2 primeras horas de reoxigenacion.

En los estanques de cultivo de camarén blanco que presenten procesos de hipoxia y

reoxigenacion se les alimente con dieta rica en antioxidantes, que puedan ayudar a la
recuperacion de los organismos.
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Tabla 1. Niveles de lactato total, radical superoxido (O,"), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en tejidos de camarones
blancos mantenidos bajo condiciones control. Los datos se presentan como media £ error estandar (n). Letras diferentes representan diferencias

significativas p < 0.05

lactato total 0,” TBARS Capacidad antioxidante total
(mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% inhibicion)
Musculo 0.760 £ 0.086 (6) a 0.010£0.002 (19) a 25.04£6.22 (16 a) 68.23 £14.27(15) a
Branquias 0.684 £0.282 (7) a 0.033+0.005 (18) a 56.48 £ 6.683 (16) a 146.22 +12.77 (15) b
Hepatopancreas 0.406 +£0.114 (17) a 0.241 +£0.037 (21) b 198.24 £25.19 (18) b 102.33 £13.54 (6) a
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Tabla 2. Niveles de lactato total, radical superoxido (O,”), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en miisculo de
camarones blancos en la primera etapa experimental: Exposicion a hipoxia. Los datos se presentan como media + error estandar (n).

lactato total 0, TBARS Capacidad antioxidante total
Musculo (mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% inhibicion)
Control 0.760 + 0.086 (6) 0.010 + 0.002 (19) 25.04 £6.22 (16) 68.23 £ 14.27 (15)
Hipoxia 6 horas 0.763 £ 0.209 (4) 0.010 +0.002 (6) 57.30 £17.78 (5) 39.01 £7.35 (5)
Hipoxia 12 horas 0.759 £ 0.212 (4) 0.011 +0.005 (6) 15.33 £4.20(5) 67.57 £25.11 (5)

Hipoxia 24 horas

1.013 +0.415 (4)

0.007 + 0.002 (6)

33.64 + 12.01 (5)

146.91 +24.80 (3)

Hipoxia 6 horas mas
1 hora de reoxigenacion

0.729 £ 0.154 (4)

0.011 + 0.003 (7)

20.25 + 4.20 (6)

70.55 + 33.43 (4)

Hipoxia 12 horas mas
1 hora de reoxigenacion

0.523 + 0.108 (4)

0.008 + 0.002 (6)

17.55 + 8.25 (5)

70.32 + 17.18 (4)

Hipoxia 24 horas mas
1 hora de reoxigenacion

0.805 + 0.230 (4)

0.011 + 0.002 (6)

25.96 + 8.15 (4)

55.17 + 34.85 (5)

N

30
NS

56
NS

46
NS

41
NS

N S = No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales.
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Tabla 3. Niveles de lactato total, radical superoxido (O,"), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en branquias de
camarones blancos en la primera etapa experimental: Exposicion a hipoxia. Los datos se presentan como media + error estandar (n).

lactato total 0,” TBARS Capacidad antioxidante total
Branquias (mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% inhibicion)
Control 0.684 +£0.282 (7) 0.033 £ 0.005 (18) 56.48 £ 6.683 (16) 146.22 + 12.77 (15)

Hipoxia 6 horas

0.721 +0.237 (4)

0.025 + 0.008 (6)

41.979 +2.25 (5)

147.63 + 23.4 (5)

Hipoxia 12 horas

0.513+0.217 (4)

0.051 +0.016 (7)

59.79 + 13.16 (5)

139.68 + 24.38 (5)

Hipoxia 24 horas

0.894 + 0.399 (4)

0.043 + 0.01 (6)

41.15 £ 8.75 (5)

140.56 + 26.06 (5)

Hipoxia 6 horas mas
1 hora de reoxigenacion

0.488 + 0.126 (4)

0.028 £ 0.01 (5)

55.95 +22.17 (6)

145.93 £ 24.21 (5)

Hipoxia 12 horas mas
1 hora de reoxigenacion

0.405 + 0.233(4)

0.031 +0.012 (7)

65.28 + 18.73 (5)

12421 £26.51 (5)

Hipoxia 24 horas mas
1 hora de reoxigenacion

1.046 + 0.206 (4)

0.048 + 0.018 (6)

5521+ 8.76 (4)

147.20 + 32.71 (4)

N

31
NS

55
NS

46
NS

44
NS

N S = No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales.
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Tabla 4. Niveles de lactato total, radical superoxido (O,”), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en hepatopancreas de
camarones blancos en la primera etapa experimental: Exposicion a hipoxia. Los datos se presentan como media + error estandar (n).

lactato total O,” TBARS Capacidad antioxidante total
Hapatopancreas (mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% inhibicion)
Control 0.406 £ 0.114 (17) 0.241 £0.037 (21) 198.24 +25.19 (18) 102.33 + 13.54 (6)
Hipoxia 6 horas 0.436 +0.116 (6) 0.355+0.123 (6) 249.59 £ 62.54 (6) npt
Hipoxia 12 horas 0.395£0.153 (6) 0.326 £0.136 (7) 156.26 + 35.02 (6) 50.58 +34.29 (4)
Hipoxia 24 horas 0.3590 £ 0.289 (5) 0.224 + 0.063 (7) 192.88 £41.89 (6) npt
Hipoxia 6 horas mas
1 hora de reoxigenacion 0.214 + 0.057 (5) 0.316 + 0.080 (7) 281.20 + 63.91 (6) npt
Hipoxia 12 horas mas
1 hora de reoxigenacion 0.507 = 0.304 (6) 0.393 £ 0.106 (7) 138.38 £ 15.78 (6) 45.42 +15.42 (4)

Hipoxia 24 horas mas

1 hora de reoxigenacion 0.701 + 0.303 (3) 0.225 + 0.047 (5) 135.16 = 25.16 (5) 58.61 + 29.96 (3)
N 438 60 53 21
NS NS NS NS

N S = No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales.
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lactato total 0, TBARS Capacidad antioxidante total
Tejido (mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% inhibicion)
Musculo 0.973+£0.097 (32) b 0.016 = 0.004 (31) a 33.02+4.533(33)a 74.774 £ 6.065 (31) a
Branquias 0.531+£0.103 (29) a 0.020 £ 0.003 (30) a 53.332£7.154 (34) a 168.579 + 30.541 (32) b
Hepatopancreas 0.376 = 0.057 (36) a 0.155+0.024 (32) b 128.05+18.223 (34) b 129.923 £27.698 (22) a

Tabla 5. Niveles de lactato total, radical superéxido (O,7), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en tejidos de camarones
blancos mantenidos bajo condiciones control. Los datos se presentan como media + error estandar (n). Letras diferentes representan diferencias

significativas p < 0.05
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Tabla 6. Niveles de lactato total, radical superoxido (O,”), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en musculo de camaron
blanco en la segunda etapa experimental: Exposicion a reoxigenacion. Los datos se presentan como media + error estandar (n). Letras diferentes

representan diferencias significativas p < 0.05

lactato total 0O, TBARS Capacidad antioxidante total
Musculo (mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% inhibicion)
Control 0.973 £0.097 (32) 0.016 = 0.004 (31) 33.02 +£4.533 (33) 74.774 + 6.065 (31)
Hipoxia 24 horas 0.810+0.117 (33) 0.013 +0.003 (31) 34.651 +4.601 (33) 83.976 + 5.456 (26)

Reoxigenacion 1 hora

1.196 + 0.251 (3)

0.011 + 0.002 (6)

25.58 + 8.49 (4)

21.23 £ 10.21 (4)

Reoxigenacion 2 horas

1.167 £ 0.259 (6)

0.071 £ 0.019 (3)

10.683 + 1.615 (6)

100.947 + 8.672 (6)

Reoxigenacion 3 horas

0.881 + 0.210 (6)

0.005 + 0.001 (5)

28.78 + 6.397 (6)

82.148 + 10.288 (6)

Reoxigenacion 4 horas

0.653 + 0.164 (6)

0.014 £ 0.003 (6)

52.419 + 14.805 (6)

68.237 + 9.449 (6)

Reoxigenacion 5 horas

0.927 + 0.287 (6)

0.009 + 0.001 (6)

53.049 + 9.095 (6)

46.318 + 4.761 (6)

Reoxigenacion 6 horas 1.106 + 0.361 (5) 0.019 £ 0.010 (6) 37.763 £6.219 (6) 63.566 + 10.898 (6)
N 97 94 100 91
P 0.716 0.000 0.083 0.000

P < 0.05 diferencias significativas
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Tabla 7. Niveles de lactato total, radical superdxido (O,”), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en branquias de
camardn blanco en la segunda etapa experimental: Exposicion a reoxigenacion. Los datos se presentan como media + error (n). Letras diferentes
representan diferencias significativas p < 0.05

lactato total 0, TBARS Capacidad antioxidante total
Branquias (mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% Cnhibicidn)
Control 0.531 £0.103 (29) 0.020 £ 0.003 (30) 53.332 £7.154 (34) 168.579 + 30.541 (32)
Hipoxia 24 horas 0.507 £ 0.086 (32) 0.028 + 0.004 (30) 65.194 + 7.537 (28) 156.902 + 24.344 (22)

Reoxigenacion 1 hora

1.098 + 0.283 (3)

0.048 + 0.018 (6)

54.779 £ 9.162 (4)

147.205 £32.715 (4)

Reoxigenacion 2 horas

0.361 + 0.105 (6)

0.028 + 0.005 (2)

40.72 + 9.095 (6)

184.722 + 49.147 (6)

Reoxigenacion 3 horas

0.462 + 0.080 (6)

0.009 + 0.003 (5)

52.882 + 4.654 (6)

289.887 + 83.647 (6)

Reoxigenacion 4 horas 0.411 +£0.100 (6) 0.022 + 0.009 (6) 71.746 £ 14.85 (5) 85.274 + 9.546 (6)
Reoxigenacion 5 horas 0.529 £ 0.267 (5) 0.032 + 0.006 (6) 44.92 + 7.466 (6) 27.778 (1)
Reoxigenacion 6 horas 0.145 £0.019 (5) 0.016 = 0.003 (6) 76.709 + 27.529 (6) 143.246 £ 10.295 (6)
N 92 91 95 83
P 0.301 0.057 0.615 0.351

P < 0.05 diferencias significativas
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camaro6n blanco en la segunda etapa experimental: Exposicion a reoxigenacion. Los datos se presentan como media + error (n). Letras diferentes
representan diferencias significativas p < 0.05

lactato total 0, TBARS antioxidante total
Hepatopéncreas (mg/g) (nmol/min*g) (nmol/g) (% Cnhibicién)
Control 0.376 + 0.057 (36) 0.155+0.024 (32) 128.05 + 18.223 (34) 129.923 £ 27.698 (22)
Hipoxia 24 horas 0.478 £ 0.082 (34) 0.157 £0.020 (31) 140.46 £ 17.914 (34) 100.472 £ 9.574 (24)
Reoxigenacion 1 hora 0.907 +£ 0.221 (6) 0.227 + 0.060 (4) 128.333 £31.208 (4) 36.952 £ 12.883 (3)
Reoxigenacion 2 horas 0.480 + 0.200 (6) 0.046 +0.036 (4) 84.213 +13.819 (6) 192.799 £ 80.757 (4)

Reoxigenacion 3 horas

0.281 + 0.033 (6)

0.154 + 0.047 (5)

145.793 + 44.421 (6)

86.908 + 12.345 (6)

Reoxigenacion 4 horas

0.152 + 0.029 (6)

0.194 = 0.020(5)

150.342 £ 18.176 (6)

99.389 £ 11.195 (6)

Reoxigenacion 5 horas

0.439 + 0.156 (6)

0.208 + 0.042 (6)

118.047 + 30.896 (6)

106.061 = 3.706 (3)

Reoxigenacion 6 horas

0.279 + 0.075 (6)

0.165 + 0.038 (6)

87.595 + 24.511 (6)

69.689 + 34.792 (5)

N
P

106
0.051

93
0.052

102
0.836

73
0.321

P < (.05 diferencias significativas




nexo 1

PRIMERA PARTE EXPERIMENTAL: Exposicion a hipoxia.

Musculo

Analisis de varianza realizado a la concentracion de lactato total, determinada a camarones expuestos

a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Lactato N = 18, R: 0.611, R*: 0.373

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl | Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 1.306 0.218 1.091 0.425
Error 2.194 11 0.199

Analisis de varianza realizado a la produccion de radical superoéxido (O,”), determinada a camarones
expuestos a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Radical superoxido N = 56 R:
0.165 R*: 0.027.

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 0.000 6 0.000 0.227| 0.966
Error 0.003 49 0.000

Analisis de varianza realizado a la peroxidacién de lipidos (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. TBARS N = 46 R: 0.476 R*

0.226.

Analisis de varianza

Fuentes de Suma de gl | Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 6280.591 6 1046.765 1.899 0.105
Error 21496.283 39 551.187

Analisis de varianza realizado a la capacidad antioxidante total, determinada a camarones expuestos
a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Capacidad antioxidante total N = 41 R:
0.198 R*: 0.039.

Analisis de varianza

Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 4153.347 6 692.225 0.232 0.963
Error 101419.806 | 34 2982.935
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Branquias

Analisis de varianza realizado a la concentracion de lactato total, determinada a camarones expuestos
a 6, 12 'y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Lactato total N = 31 R: 0.744 R%: 0.553

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 4.506 6 0.751 4,952 0.002
Error 3.640 24 0.152

Analisis de varianza realizado a la produccion de radical superoéxido (O,”), determinada a camarones
expuestos a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Radical superéxido N = 55 R:
0.295 R* 0.087.

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 0.004 6 0.001 0.765 ]0.601
Error 0.041 48 0.001

Analisis de varianza realizado a la peroxidacion de lipidos (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. TBARS N = 46 R: 0.246 R*:
0.060

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl | Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 2472.990 6 412.165 0.417 0.863
Error 38516.094 39 987.592

Analisis de varianza en la capacidad antioxidante total, determinada a camarones expuestos a 6, 12y
24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Capacidad antioxidante total N = 44 R: 0.141 R*:
0.020

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl | Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 2218.801 6 369.800 0.125 | 0.993
Error 109322.369 37 2954.659




Hepatopancreas

Analisis de varianza realizado a la concentracion de lactato total, determinada a camarones expuestos
a 6, 12 y 24 horas de hipoxia méas 1 hora de reoxigenacion. Lactato total N = 48 R: 0.247 R*: 0.061

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl | Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 0.630 6 0.105 0.445 0.844
Error 9.678 41 0.236

Analisis de varianza realizado a la produccion de radical superéxido (O,7), determinada a camarones
expuestos a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Radical superéxido N = 60 R:
0.269 R* 0.073

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 0.214 6 0.036 0.691 | 0.658
Error 2.740 53 0.052

Analisis de varianza realizado a la peroxidacion de lipidos (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 6, 12 y 24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. TBARS N = 53 ¢ R: 0.408 R?
0.167

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 108813.913 6 18135.652 1.534| 0.188
Error 543694.703 | 46 11819.450

Analisis de varianza en la capacidad antioxidante total, determinada a camarones expuestos a 6, 12y
24 horas de hipoxia mas 1 hora de reoxigenacion. Capacidad antioxidante total N = 22 R: 0.504 R*:
0.254

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl | Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 11640.069 6 1940.011 0.849 |0.552
Error 34267.204 | 15 2284.480
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Anexo 2

SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL: Exposicion a reoxigenacion.

Musculo

Analisis de varianza realizado a la concentracion de lactato total, determinada a camarones expuestos
a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Lactato total N = 97 R: 0.220 R%:
0.048.

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 1.696 7 0.242 0.646 |0.716
Error 33.350 89 0.375

Analisis de varianza realizado a la produccion de radical superoxido (O,"), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Radical superoxido N = 94
R: 0.526 R*: 0.276

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 0.010 7 0.001 4.694 0.000
Error 0.027 86 0.000

Prueba post hoc de Bonferroni.
Matriz de comparacion entre los tratamientos experimentales. C = control, H = 24 horas de
hipoxia y niimeros = horas de reoxigenacion.

C H 1 2 3 4 5 6
C 1.000
H 1.000 1.000
1 1.000 1.000 1.000
2 0.000 0.000 0.000 1.000
3 1.000 1.000 1.000 | 0.000 1.000
4 1.000 1.000 1.000 | 0.001 1.000 | 1.000
5 1.000 1.000 1.000 | 0.000 1.000 | 1.000 1.000
6 1.000 1.000 1.000 | 0.002 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000

Analisis de varianza realizado a la peroxidacion de lipidos (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. TBARS N =100 R: 0.35 R?
0.125

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 8042.382 7 1148.912 1.872 0.083
Error 56448.702 92 613.573
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Prueba post hoc de Bonferroni.
Matriz de comparacion entre los tratamientos experimentales. C = control, H = 24 horas de hipoxia y

numeros = horas de reoxigenacion.

C H 1 2 3 4 5 6
1.000
1.000 1.000

1.000 1.000 1.000
1.000 0.890 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 | 1.000
1.000 1.000 1.000 | 0.124 | 1.000 | 1.000
1.000 1.000 1.000 | 0.109 1.000 | 1.000 1.000
1.000 1.000 1.000 1.000 | 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000

NN SN lasl @)

Analisis de varianza realizado a la capacidad antioxidante total (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3,4, 5,y 6 horas. Capacidad antioxidante total
N=91R: 0513 R’

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 23944.154 7 3420.593 4227 0.000
Error 67168.462 83 809.259

Prueba post hoc de Bonferroni.
Matriz de comparacion entre los tratamientos experimentales. C = control, H = 24 horas de hipoxia y

nimeros = horas de reoxigenacion.

C H 1 2 3 4 5 6
1.000
1.000 | 1.000

0.018 | 0.003 1.000
1.000 | 1.000 0.001 1.000
1.000 | 1.000 0.038 1.000 1.000
1.000 | 1.000 0.344 1.000 1.000 | 1.000
0.772 | 0.125 1.000 0.037 0.895 | 1.000 1.000
1.000 | 1.000 0.662 0.712 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000

N IIEN SIS sl @)

Branquias

Analisis de varianza realizado a la concentracion de lactato total, determinada a camarones expuestos
a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Lactato total N = 92 R: 0.304 R%:
0.092

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 1.907 7 0.272 1.220 0.301
Error 18.752 84 0.223
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Analisis de varianza realizado a la produccion de radical superoéxido (O;"), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Radical superoxido N =91
R: 0.385 R*:0.1480.190

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 0.006 7 0.001 2.058 0.057
Error 0.035 83 0.000

Prueba post hoc de Bonferroni.
Matriz de comparacion entre los tratamientos experimentales. C = control, H = 24 horas
de hipoxia y nimeros = horas de reoxigenacion.

C H 1 2 3 4 5 6
C 1.000
H 1.000 | 1.000
1 0.113 | 1.000 1.000
2 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000
3 1.000 | 1.000 0.079 | 1.000 1.000
4 1.000 | 1.000 0.943 | 1.000 1.000 | 1.000
5 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000 1.000
6 1.000 | 1.000 0.242 | 1.000 1.000 1.000 | 1.000 1.000

Analisis de varianza realizado a la peroxidacion de lipidos (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. TBARS N = 95 R: 0.241
R*: 0.058

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 8251.904 7 1178.843 0.769 | 0.615
Error 133328.536 87 1532.512

Analisis de varianza realizado a la capacidad antioxidante total, determinada a camarones expuestos
a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Capacidad antioxidante total N = 83,
R: 0.309 R* 0.096

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 158838.850 7 22691.264 1.134 0.351
Error 1500200.486 75 20002.673
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Hepatopancreas

Analisis de varianza realizado a la concentracion de lactato total, determinada a camarones expuestos
a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Lactato total N = 106 R: 0.361 R%:
0.130

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 2.295 7 0.328 2.091 0.051
Error 15.367 98 0.157

Prueba post hoc de Bonferroni.
Matriz de comparacion entre los tratamientos experimentales. C = control, H = 24 horas
de hipoxia y nimeros = horas de reoxigenacion.

C H 1 2 3 4 5 6
C 1.000
H 1.000 | 1.000
1 0.085 | 0.458 1.000
2 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000
3 1.000 | 1.000 0.207 | 1.000 1.000
4 1.000 | 1.000 0.037 | 1.000 1.000 1.000
5 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000 1.000 1.000 1.000
6 1.000 | 1.000 0.202 | 1.000 1.000 | 1.000 1.000 | 1.000

Analisis de varianza realizado a la produccion de radical superoéxido (O;"), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Radical superdéxido N = 93
R: 0378 R%0.143.

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 0.296 7 0.042 2.095 0.052
Error 1.773 85 0.020

Prueba post hoc de Bonferroni.
Matriz de comparacion entre los tratamientos experimentales. C = control, H = 24 horas
de hipoxia y nimeros = horas de reoxigenacion.

C H 1 2 3 4 5 6
C 1.000
H 1.000 | 1.000
1 0.458 | 1.000 | 1.000
2 1.000 | 1.000 | 0.020 | 1.000
3 1.000 | 0.458 1.000 | 0.458 | 1.000
4 1.000 | 1.000| 1.000 | 1.000 | 1.000]| 1.000
5 1.000 | 1.000 | 1.000 | 0.458 | 1.000| 1.000 | 1.000
6 1.000 | 1.000| 1.000 | 1.000 | 1.000| 1.000 | 1.000 | 1.000
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Analisis de varianza realizado a la peroxidacion de lipidos (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. TBARS N =102 R: 0.189

R%: 0.036.
Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 31963.582 7 4566.226 0.496 0.836
Error 865841.406 94 9211.079

Analisis de varianza realizado a la capacidad antioxidante total (TBARS), determinada a camarones
expuestos a 24 horas de hipoxia mas reoxigenacion 1, 2, 3, 4, 5, y 6 horas. Capacidad antioxidante total

N= 73 R:0337 R%:0.114

Analisis de varianza
Fuentes de Suma de gl Cuadrados F P
variacion cuadrados medios
Tratamientos 66267.585 7 9466.798 1.190 0.321
Error 516906.573 65 7952.409
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M usculo Branquias Hepatopancreas
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Anexo IIL.- Niveles de lactato total, Produccion de radical superoxido (O,7), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en los
tejidos musculo, branquias y hepatopancreas del camardn blanco Litopenaeus vannamei, expuestos en la primera fase experimenta: Exposicion a
hipoxia.
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Anexo III.- Niveles de lactato total, Produccién de radical superdxido (O,7), peroxidacion de lipidos (TBARS) y capacidad antioxidante total en los
tejidos musculo, branquias y hepatopancreas del camarén blanco Litopenaeus vannamei, expuestos en la segunda fase experimenta: Exposicion a
reoxigenacion.
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