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Resumen

Entre los principales problemas de la camaronicultura esta la mortandad ocasionada
por estrés al manipular camarones que frecuentemente ocurre durante la siembra,
desdoblamiento y cosecha. En varios modelos animales se ha reportado que el estrés esta
regulado por la sintesis de prostaglandinas (PG) producidas enziméaticamente a partir del
acido araquidonico (ARA) por la cicloxigenasa (COX), pero el estrés también puede afectar
la produccion no enzimética de lipidos con actividad bioldgica, como isoprostanos y
productos oxidados de colesterol (COP, por sus siglas en ingles). En el presente trabajo se
realizaron tres bioensayos con el fin de evaluar la produccién de lipidos bioactivos en
juveniles de camaron Litopenaeus vannamei. En el primero bioensayo, se evaluaron tres
alimentos: un Control con harina de pescado y dos alimentos experimentales, uno con
harina de visceras de almeja Catarina y otro con harina de visceras de calamar, sustituyendo
al 10% la harina de pescado en un bioensayo de crecimiento con duracion de 60 dias, Al
final del bioensayo, se aplicd a los camarones un estrés por manipulacion, exposicién aérea
de 15 minutos y después un periodo de recuperacién de 30 minutos en agua. La sustitucién
parcial con calamar tuvo efectos positivos en el crecimiento y consumo del alimento de los
camarones, mientras que los camarones alimentados con almeja presentaron mejor
respuesta (supervivencia, crecimiento, ganancia de peso, supervivencia post-estrés) al
estrés; también se observd mayor expresion reativa de genes de enzimas antioxidantes en
este tratamiento (catalasa y glutation peroxidasa). Ambos alimentos con 10% de
subproductos redujeron las PG y los hidroperdxidos en los camarones después del estrés
por manipulacién. Los subproductos de Catarina y calamar probablemente contienen
antioxidantes (pigmentos, polifenoles, flavonoides), HUFA, zinc y otros componentes
nutrimentales que pueden ayudar a contrarrestar los efectos pro-oxidantes de un estrés. En
el segundo bioensayo se determind el efecto de distintas dosis de ASA (50, 100, 200 y 400
mg de ASA por kg de biomasa de camardn) en el alimento a lo largo de 24 horas (0, 1, 3, 6
y 24 horas) sobre la produccion de PG en camarones. Se observo usando analisis hitolégico
que la dosis mas alta, de 400 mg/kg, posiblemente produce dafio en las branquias. Las dosis
de 100 y 200 mg/kg fueron efectivas en reducir las PG por 3 horas post-ingesta, con un
efecto significativo inmediato sobre la sintesis de COX en camarones. En el 3er bioensayo
se usO una dosis de ASA de 100 mg/kg y se evalu6 su efecto post-estrés por manipulacion
en camarones. El estrés aumentd significativamente los niveles de PG en branquias, y en
camarones alimentados con ASA los niveles fueron significativamente menores, mientras
que los hidroperdxidos no fueron afectados por ASA. El uso de ASA en los alimentos para
camarén previo a un estrés por manipulacion podria ser una forma facil y préactica de
mejorar la supervivencia. Sin embargo, se requieren mas pruebas para evaluar la condicion
fisioldgica del camaron expuesto a este farmaco.

Palabras Claves: Acido acetilsalicilico; acido araquidénico; alimentos alternativos;
crustaceos; estrés por manejo; bproductos marinos.
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Summary

Shrimp mortality after stress from handling that frequently occurs during stocking,
unfolding, and harvesting is one of the biggest problems in aquaculture. Stress has been
reported to be regulated by prostaglandin (PG) synthesis by cyclooxygenase (COX) from
arachidonic acid (ARA) in several animal models, but stress can also increase the non-
enzymatic synthesis of bioactive lipids, like isoprostanes and cholesterol oxidation products
(COP). In the present work, three bioassays were conducted to evaluate the production of
bioactive lipids mediated by COX in juvenile Litopenaeus vannamei. In the first bioassay,
three feeds were evaluated: a Control (containing fishmeal) and two experimental diets, one
with Catarina scallop viscera meal and another with squid viscera meal at 10% dietary level
partially replacing the fish meal, in 60-day growth bioassay. At the end of the trial,
handling stress, 15 minutes of aerial exposure and a recovery period of 30 minutes in water
were applied. The partial substitution with squid had a positive effect on shrimp growth rate
and feed ingestion, while shrimp fed scallop had a better recovery (survival, growth, weight
gain, post-stress survival) after stress; they also had a higher rate of relative expression of
antioxidant enzyme genes in this treatment (catalase and glutathione peroxidase). Both
feeds with 10% by-products reduced PG and hydroperoxide levels in shrimp after the
handling stress. Squid and scallop byproducts probably contain antioxidant (pigments,
polyphenols, flavonoids), HUFA, zinc and other nutrients that can neutralize the effects
pro-oxidants of stress. In the second bioassay, the effect of different doses of ASA (50, 100,
200 and 400 mg/ kg of ASA per shrimp biomass) in the feed over 24 hours (0, 1, 3, 6, 12
and 24 hours) on PG production in shrimp was analyzed. The higher ASA dose (400
mg/kg) produced a negative effect on gills analyzed by histology. The 100 to 200 mg/kg
ASA doses were effective in reducing PG after 3 h post-ingestion and had a significant and
immediate effect on COX synthesis. In the third bioassay, we used ASA 100 mg/kg to
evaluate PG production after handling stress. PG in gills were increased by stress, but not in
shrimp fed ASA, while hydroperoxides were not affected by stress. The use of ASA in
shrimp feed can be an easy and quick method to increase survival after stress. However,
more studies are required to evaluate the physiological status of the shrimp exposed at this
drug.

Keywords: Acetylsalicylic acid; alternative feeds; arachidonic acid; crustaceans; handling
stress; marine by-products, prostaglandins.
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1. INTRODUCCION

El camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei es una de las especies de mas
cultivadas en la industria camaronera. La produccion global de esta especie es de
aproximadamente 4,158 millones de toneladas (FAO, 2018). En México, la produccién
media nacional de camarén en el 2018 fue de 228 mil toneladas y el consumo reportado per
capita fue de 1.8 kg al afio, en promedio (FAO, 2018). EIl camaron se considera un producto
de lujo por su precio (200-240 pesos/kg). Este se debe a los altos costos de produccion: el
gasto asociado a la alimentacion durante la engorda puede ascender a mas de la mitad del
gasto de produccion de camarones. El precio del aceite y harina de pescado, en enero del
2020 fueron de 1,400 dolares por tonelada y 2,100 ddlares la tonelada, respectivamente
(FAO, 2020). La inclusion de harina de pescado en el alimento para camarén ha venido
disminuyendo considerablemente los ultimos 13 afios, de 28% a 20% del 2002 al 2008 y se
espera que se estabilice en 6% para el 2025, mientras que la inclusion de aceite de pescado
ha disminuido de 10% a 0-2% del 2008 al 2018 (Tantikitti, 2014; Malcorps et al., 2019). Se
espera que se reduzca la disponibilidad de ambos en el mercado por la disminucion en la
pesca, por lo que se buscan fuentes alternativas de proteinas y lipidos (Tacon y Metian,
2008).

La harina y aceite de pescado se han reemplazado parcialmente por ingredientes
obtenidos de plantas terrestres, principalmente aceite de canola y harina de soya (Bowyer et
al., 2013). Esta sustitucion no se ha hecho de forma completa dado que las plantas no
poseen suficientes niveles de aminoacidos esenciales (tales como lisina, metionina y
triptéfano), no contienen colesterol (esencial para camarones), ni acidos grasos altamente
insaturados (HUFA), los cuales tampoco son sintetizados por el camarén. Otra desventaja
del uso de plantas terrestres es que son de baja digestibilidad, tienen factores anti-
nutricionales y una pobre palatabilidad para el camaron. Todo lo anterior hace necesario
complementar las harinas vegetales con harinas y aceites de pescado; para el 2030 se prevé
que la harina elaborada a partir de desechos de pescado aumente del 40 al 45%, y la de
aceite de pescado aumente del 22 a 28% (Samocha et al., 2004; Norambuena et al., 2013;
FAO, 2020).



Una alternativa al uso de harina y aceite de pescado es el uso de subproductos
marinos, como son las visceras (glandula digestiva, branquias, gonadas, huesos, piel, aletas)
provenientes de las pesquerias y que no son usadas para consumo humano; estos
subproductos son comunmente arrojados al mar, aunque son ricos en aminoacidos, acidos
grasos, colesterol y antioxidantes (Toyes-Vargas et al., 2016). Ademas de su posible uso
para sustituir aceite y harina de pescado, se ha observado que algunos subproductos pueden
ser benéficos para los camarones: Se ha reportado mayor ganancia de peso, mayor
contenido de HUFA y menor mortalidad en juveniles de L. vannamei alimentados con
harina de visceras de calamar, almeja Catarina o callo de hacha (Toyes-Vargas et al., 2017).
En un trabajo previo, observamos incremento en la supervivencia de camarones durante un
estrés agudo por manejo usando harina de visceras de callo de hacha en vez de harina de
pescado en el alimento (Navarro et al., 2013). La causa por la cual los camarones
alimentados con subproductos son mas tolerantes al estrés se desconoce. Los subproductos
pueden tener nutrientes que favorecen una mejor condicion del camaron, y que no estan
presentes en los aceites o harina de pescados, aun si son procesados bajo las mismas
condiciones y con cuidados a disminuir la oxidacién durante el proceso (Toyes-Vargas et
al., 2016). En otros trabajos donde se determina la supervivencia al estrés de camarones en
relacion con la alimentacion, se observd que en camarones sometidos a estrés por
confinamiento a densidades altas y alimentados con acido araquidénico (ARA) como
suplemento, se disminuye la respuesta de estrés; en estos camarones también se observaron
diferencias en los niveles de prostaglandinas (PG) (Aguilar et al., 2010). Las PG son
producidas por las enzimas ciclooxigenasas (COX) a partir de ARA ante diferentes tipos de
estresores (Van Anholt et al., 2004; Stanley y Miller, 2006). Las PG modulan una serie de
respuestas fisioldgicas, entre ellas la respuesta inmune, la reproduccién, la
osmorregulacion, etc., pero en altas concentraciones pueden ocasionar necrosis, apoptosis y
la muerte del organismo; esto ocurre cuando las PG se sintetizan de forma no enzimatica,
sino por oxidacion de HUFA, en particular cuando no hay suficientes antioxidantes.

En la presente tesis se propone evaluar si el incremento a la resistencia de estrés en
camarones alimentados con subproductos se debe a la produccion de PG, y qué tanto la

produccién no enzimética de PG puede ser la responsable de la baja tolerancia a un estrés



por manipulacién y exposicion aérea. Lo anterior se pretende evaluar con una alimentacion
rica en antioxidantes para prevenir la produccion no enzimatica de PG, por un lado, y por

otro inhibiendo la produccion enzimatica de PG usando inhibidores de COX.



2. ANTECEDENTES

2.1 Alternativas al uso de harina de pescado en cultivo de camaron

En la acuicultura, el gasto asociado a la alimentacion durante la engorda puede
ascender a mas de la mitad del gasto de produccion de camarones (Tan y Domini, 1997). La
inclusion de harina de pescado en el alimento para camaron ha venido disminuyendo
considerablemente los ultimos 13 afios, (28% a 20 %) y se espera que se estabilice en 6%
para el 2025, mientras que la inclusién de aceite de pescado ha disminuido de 10% a 0-2%
del 2008 al 2018 (Tantikitti, 2014; Malcorps et al., 2019), siendo éstos costosos (FAO,
2020). La harina y el aceite de pescado son altamente digestibles y tienen un valor
nutricional alto debido a que contienen altos niveles de aminoacidos esenciales, minerales,
colesterol y acidos grasos altamente insaturados (HUFA, por sus siglas en inglés) del tipo
omega 3 o n-3 (Davis et al., 1993; Gong et al., 2000; Gonzéalez-Félix et al., 2003; Lupatsch
et al., 2008). La disponibilidad en el mercado de estos dos ingredientes podria verse
comprometida debido a que las capturas y el nimero de pesquerias se han reducido a través
de los afios, incrementando sus precios (Tacon y Metian, 2008; Béné et al., 2015). Se ha
buscado reemplazar la harina y el aceite de pescado, ya sea de forma parcial o0 completa,
usando como ingredientes plantas (por ejemplo: soya, arroz, canola, cacahuates, chicharos,
espirulina, gluten de maiz), para reducir los costos de la fabricacion de los alimentos, pero
las plantas terrestres carecen de algunos amino acidos y acidos grasos esenciales y también
de colesterol, los cuales son esenciales para el camaron, ademés de tener componentes anti
nutricionales como por ejemplo: fitatos, saponinas, taninos, lecitinas, etc. (Francis et al.,
2001; Browdy et al., 2006; Olsen y Hasan, 2012). También se han usado proteinas de
animales terrestres para sustituir la harina de pescado, principalmente proveniente de
productos de desecho de carne, plumas y huesos (Tabla 1). Sin embargo, estas fuentes no
suelen ser ricas en HUFA n-3, aunque si contienen colesterol, ademas de que su proceso
debe ser tratado cuidadosamente por razones de seguridad microbiologica. En camarones se
ha observado una reduccién de crecimiento, dada por la deficiencia de HUFA n-3, cuando

se les ofreci6 un alimento a base de harina de carne y huesos (Ye et al., 2011).



Tabla I. Estudios en camarones donde se sustituye harina de pescado por fuentes animales

terrestres.
Referencia Sustitucion Harina Resultado

David y Arnold Parcial Harina de soya mezclada  No hubo efectos negativos entre los

(2000) 20,40,60y 80%  con harina de tratamientos.

L. vannamei subproductos de aves.

Cheng etal. (2002)  Parcial Harina de plumas El alimento con 33% fue el Unico con el

L. vannamei 33.7 y 100%. que se observd crecimiento

Tan et al. (2005) Parcial Harina de huesos y carne  Alimentos con 20 al 60% sin efectos

L. vannamei 20, 30, 40, 50, negativos.
60 y 80%.

Browdy et al. Parcial Alimento base plantas Los alimentos a base de plantas fueron

(2006) 0.5%y organicas. tan eficientes como las hechas a base de

L. vannamei 0.1%+10% pescado, pero en cantidad de EPA, DHA
harina de kelp y AA fueron bajas.

Alvarez et al. De 50-100% Harina de soya en Los mejores resultados se obtuvieron

(2007) diferentes niveles. con sustitucién al 75%.

L. vannamei

Cruz-Suarez et al. Parcial Harina de subproductos Efectos negativos en el consumo y

(2007) 35,50,65y avicolas crecimiento.

L. vannamei 80%.

Hernéndez et al. Parcial Harina de carne de cerdo  La sustitucién es aceptable solamente

(2008) 25,35,45y hasta 35%.

L. vannamei 65%.

Ye etal. (2011) Parcial Mezcla de harina de Se incrementd el contenido de ceniza,

L. vannamei 24.3%, 51.3% Yy huesos, harina de sangre, disminucién de los niveles de &cidos
78.3% harina de aves y harina grasos esenciales, son mejor los

de gluten de maiz. alimentos con menor inclusion de
harinas
Bauer et al. (2012)  Parcial y total Harina de tapetes No hay efectos negativos en

L. vannamei

Glencross et al.
(2014)
P. monodon

microbianos y
concentrado de soya.
Subproductos de ave de
corral y bioactivo

microbiana.

25,50,75y
100%
Total de harina

crecimiento, ganancia de peso, alimento
consumido con ningdn alimento.
Inclusiones de mas de 45% reducen el
desempefio del camaron, el compuesto
microbiano compensa la reduccion del
desempefio.

Se prevé que en 2030 la cantidad total de harina y aceite de pescado producida sera

superior a la de 2018, en un 1% y un 7%, respectivamente, debido a que el aumento de la

produccion se obtiene de los desechos y subproductos del pescado de la industria de

elaboracion (FAQ, 2020). Por otro lado, se han hecho varios intentos por sustituir la harina

de pescado con diferentes subproductos marinos en los alimentos para camaron (Sudaryono
et al., 1995; Cheng et al., 2002; Tan et al., 2005; Cruz-Suarez et al., 2007; Hernandez et



al., 2008; Ye et al., 2011; Glencross et al., 2014). En la Tabla Il se muestra un resumen de

trabajos donde se ha sustituido la harina de pescado en alimentos para camaron.

Mientras que el crecimiento y la supervivencia son los principales factores que se

toman en cuenta al evaluar la calidad de los alimentos cuando se esta incluyendo un

ingrediente nuevo, la tolerancia al estrés puede usarse para evidenciar el estado general

fisiologico del camardn (Aparicio-Simon et al., 2010; Fotedar y Evans, 2011) y ha sido

usado con éxito como predictor de una mayor supervivencia (Palacios et al., 1999) o un

mayor rendimiento durante el crecimiento (Alvarez et al., 2004).

Tabla Il. Estudios en camarones donde se sustituye la harina de pescado por subproductos

marinos.
Referencia Sustitucion Harina Resultado
Sudaryono et al. Parcial Subbroductos de sardina Crecimiento y supervivencia similares con dieta
(1995). lan Fc)Jsta y comercial. Mayor contenido de proteina con
P. monodon gosta. . cabezas de camardn y ostion.

Cabezas de camaron.
Hernandez et al. Parcial (S)ljélt(i)tﬂesé?g;errlgﬁi.na de pescado al La sustitucion de harina de pescado puede
2004 30% c% harina de viscFeJ)ras de hacerse hasta el 40% sin tener efectos negativos

att]r? en los organismos, aun cuando no hubo

: diferencias significativas con el alimento Control

Amaya et al. Parcial y total Mezcla de harina de sova. harina en cuanto a crecimiento.
(2007) de aluten de maiz har)i/né de Menor crecimiento con 0% de harina de
L. vannamei g y pescado. La sustitucion puede ser hecha al

Civeraetal. (2011) Parcial
L. vannamei

Navarro et al. Total
(2013)

L. vannamei
Toyes-Vargas et al. Total
(2017) L. vannamei
Sabry-Neto etal.  Parcial

(2017) L. vannamei

Nunes et al.(2019) Parcial
L. vannamei

calamar.
Harina de subproductos de almeja
Catarina.

Subproductos de hacha.

Harina de visceras de calamar,
harina de visceras de callo de
hacha, harina de macarela.
Harina de krill (0, 10,20 y 30%)
en alimentos hechos con plantas.

Harina de cabezas de camardn,
harina de krill, harina de higado
de calamar agregadas al 3% en

- alimentos con harina de pescado.

16% con los alimentos a base de plantas 'y 1%
de harina de calamar.

Mayor digestibilidad comparado con alimento
hecho con harina de sardina, eficiente como
fuente de proteina.

Mayor crecimiento y supervivencia.

Supervivencia alta en camarones alimentados
con los con subproductos, en camarones con
alimento comercial mejor supervivencia.

El alimento al 10% de harina de krill
incrementd el alimento consumido, mientras
que el de 20% y 30% aumentaron la

‘ganancia de peso y redujo el factor de conversion

alimenticia. Mayor ganancia de peso con
alimentos con harina de krill y cabezas de
camaron.



2.2 Estrés en crustaceos

Todos los organismos vivos mantienen un equilibrio dindmico u homeostasis, que
es constantemente desafiado por efectos adversos internos y externos denominados
estresores. El estrés se define como el estado en el cual la homedstasis se ve amenazada
(Chrousos, 2009). La respuesta de estrés es iniciada por el organismo casi inmediatamente
después de la percepcion del estresor (Schreck y Tort, 2016) y pasa a través de tres fases: la
primera fase es una reaccion de alarma, usualmente caracterizada por una respuesta
fisioldgica rapida y una reaccion de huida; en la segunda fase se da un estado de resistencia;
durante la tercera fase de larga duracion, el organismo se adapta o compensa las
condiciones alteradas causadas por el estrés con el propdsito de recuperar su homeostasis:
en caso de que esta compensacion no pueda ser posible, el organismo entra en agotamiento
y/o muerte (Barton e Iwama 1991). Por otro lado, los estimulos estresores se pueden
clasificar de acuerdo con su duracion, si este dura un corto tiempo o puntual (minutos,
horas) se considera un estrés del tipo agudo y si este es de forma prolongada (dias o
semanas) se considera estrés del tipo crénico (Eissa y Wang, 2016). El estrés agudo por
manejo es uno de los estresores mas comunes en los sistemas de cultivo de camaron,
cuando los camarones vivos son removidos del agua usando atarrayas, lo cual implica que
traten de escapar de la red y se active el metabolismo anaerobio, disminuyendo el adenosin
trifosfato (ATP por sus siglas en inglés) (Robles-Romo et al., 2016; Zamora-Méndez et al.,
2017). Posteriormente, durante el transporte entre estanques los camarones usualmente
sufren exposicion al aire, disturbios mecanicos y cambios en los factores ambientales (Liu
etal., 2014).

La exposicion al aire es uno de los estresores mas severos para los crustaceos, este
tipo de estrés deja en desbalance la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Sang y Fotedar, 2005; Zenteno-Savin et al., 2006; Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin, 2011;
Duan et al., 2016a; Xu et al., 2018). Los ROS incluyen radicales superoxido, peréxido de
hidrogeno, hidroxil, alcolxil y radicales peroxil que pueden reaccionar y dafiar los
componentes celulares como proteinas, carbohidratos y lipidos, llevando a alteraciones en

la homeostasis (Bowler et al., 1994). En la Tabla Il se enlistan algunos estudios donde se



somete a estrés por manejo, incluyendo exposicion al aire, donde se hace referencia a los

efectos adversos.

Tabla I11. Estudios en camarones sometidos a estrés por manipulacion o exposicion aérea.

Referencia Organismo Tipo de estrés Resultado
Sangy Penaeus Exposicion aéreade 14a  Se observo menor capacidad
Fodetar sculentus y P. 20 minutos. osmorregulatoria que camarones expuestos
(2005) latisulcatus 7 minutos al aire.
Mercier et L. vannamei Manejo repetido Una respuesta metabdlica disminuida en
al. (2006) inducido, 4 semanas. camarones estresados.
Aparicio- L. vannamei Persecucién, Niveles de lactato y glucosa elevados a los
Simon et al. confinamiento y 30 minutos.
(2010) transferencia.
Liu etal. L. vannamei Exposicion aéreade 10a  Cambios en los niveles de superdxido
(2014) 20 minutos. dismutasa, malondialdéhido (en musculo y
hepatopancreas.
Duan et al. Marsupenaeus Exposicion aérea de 3 a 3 horas es suficiente para afectar
(2016a) japonicus 10 horas. significativamente la supervivencia y
modifica la respuesta oxidativa del
hepatopancreas, produccion de ROS sobre-
reguladas, GPx y MDA actividad reducida.
Duan et al. Penaeus 0.5 a 3 horas de estrés Modificacion de las actividades de las
(2016b) monodon por desecacion enzimas antioxidantes, la produccién de
ROS y MDA en el hepatopancreas,
concluyen que la exposicién al aire debe
hacerse no mas de 30 min.
Xu et al. L. vannamei Exposicion aérea en Hepatopancreas es mas susceptible al
(2018) transportacion sin agua. estrés segun los resultados que obtuvieron
en SOD, GPx, MDA.
Xu et al. L. vannamei Temperatura baja y Actividad enzimatica de fenol oxidasa,
(2019) exposicidn aérea durante lisozimas y gama-glutamil transferasa,
transportacion (13°C por  expresion de genes profenoloxidasa, ferrin
3 minutos y 15°C por 12 y proteina reguladora de glucosa
h) y re- sumergidos al incrementaron a un maximo nivel a las 3-9
agua. h de exposicidn al aire.
Wang et al. M. japonicus Exposicion aérea por 2.5.  Expresion de genes de apoptosis y genes de
(2020) 5,75, 10y 125h. hipoxia ~de forma dramdtica en

hepatopancreas y branquias, el estrés
indujo a la apoptosis en hepatopancreas y
branquias comparados con el grupo control
a las 12.5 h. Metilacion de ADN reducida
en grupos estresados.




Tabla IV. Estudios en camarones sometidos a estrés por manipulacion y por exposicion
aérea y su efecto sobre expresion de enzimas antioxidantes y actividad de enzimas

Referencia Organismo Tipo de estrés agudo Resultado
Wang et al. L.vannamei  Disminucion y aumento Incremento de ROS en hemocitos, la
(2009) de pH. expresion de genes CAT, GPx y TRx, dafio
en ADN, iones calcio como mediadores de
respuesta ante el estrés por pH de 9.3y 5.6 a
las 12 horas.
Zhou et al. L.vannamei  Estrés térmico de 15,22y  El estrés térmico indujo a la expresion de
(2010) 28 °C. genes SOD, CAT, GST, ferritinay HSP60 en
branquias y hemocitos, GST se sobre expresé
en hemocitos a 22°C y 28°C.
Qian et al. L.vannamei  Estrés térmico y de pH. Estrés térmico: expresién diferencial de
(2012) pHde6.1,7.1,8.1,9.1, genes de proteina de choque térmico, la
10.1. expresion de los genes dependi6 del pH y del
Cambio de temperatura tiempo de este estrés donde la proteina
de 36 a 27°C. HPS60 es la mas afectada.
Trasvifia- L. vannamei Hipoxia: 1.5 mg/L y 6 Expresion de CAT en branquias incrementd
Arenas et al. mg/L de O,por24hyre- 32 y 3 en respuesta a hipoxia y re-
(2013) oxigenacion por 1 h. oxigenacion (6 y 24 h) comparados con
normoxia, no se encontraron diferencias de
expresion en hepatopancreas.
Liu et al. L. vannamei  Exposicion aérea de 10 a Cambios en los niveles de SOD, MDA en
(2014) 20 minutos. musculo y hepatopancreas.
Lietal. L.vannamei  Hipoxia aguda, 6.5, 3.0y Se observaron cambios en la actividad de
(2016) 15 ppm por 24 horas. SOD, GPx y MDA, dafio en ADN en
branquias, hepatopancreas y hemolinfa.
Duan et al. Penaeus Exposicion aéreade 0.5a  Modificacion de las actividades de las
(2016b) monodon 3 horas. enzimas antioxidantes, la produccién de ROS
y MDA en el hepatopancreas, concluyen que
la exposicion aérea debe hacerse no més de
30 min.
Shi et al. Penaeus pH 7.0y 9.0, estrés Se detectd expresion de las enzimas HSP10 y
(2016) monodon osmotico 2.3 y 4.3%o y HSP60 en hepatopancreas y branquias en
exposicion a metales todos los tipos de estrés aplicados
pesados Cu, Zny Cd.
Xu et al. L.vannamei  Expuestos al aire en Hepatopancreas es mas susceptible al estrés
(2018) transportacion sin agua. segln los resultados que obtuvieron en SOD,

GPx, MDA.




10

La produccion de ROS puede ser neutralizada, prevenida o retrasada a través de
defensas antioxidantes que incluyen enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa
(SOD), catalasa, glutation peroxidasa y glutation-S-transferasa, pero también por otras
proteinas secuestradoras de metales, glutation, cisteina, asi como por vitaminas y
pigmentos que actian como antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos. Se ha reportado en
varios estudios con camarones que las enzimas antioxidantes tienen un efecto importante
ante un estrés (Tabla IV) (Bowler et al., 1994; Benzie, 2000; Halliwell, 2011).

Reparacion
—
~ .
Reparacion del ADN
Mercapiunc GSH-Px GR
acids (So] (nboﬂavm)

Lj Disfuncién mitocondrial

Dafio a proteinas y
ADN

Alcoholes

Danes,
Femtin (Fe)  Epoxides
Carbonyls

NADPH
Hexose
manophospnate I ROMPIMIENTO DE
CADENA
NADP (Mg}

Haptoglobin
Haemopexn F
r Transferrin cﬁ Ubiqui
Caerméolasmln Peroxidacién Vitamina E Vltomlnc C f o
o \Go) de PUFA y a-Gcido lipoico
MGWI(OZ":‘;OMM Qxigeno radicales Oestrogenos
MECANISMO SO0 OdIVOdO
PREVENTIVO 4 (Cu, Mn) PUFA Alcoholes Vitamina E VIIOmInCI s GSSG
Y DE , i
INTERVENCION GSH-Px NO—PONOO \
L (Se) Vitamina A
Catalasa - Vitamina E
’
(Fe) . y Se
Licopeno N In
Carotenoides 4__. Biéarotend seeeemee Dieta G
activados Luteina e 3 Svad Mn
Astaxantina ¥ - Fe
Acido fitico ¥ Mg
Flavonoides S-AA Rivoflavinas
Fenoles
Energi Compuestos Folalo
nergla SulRiros Vitamina Bi2
Figura 1. Sistemas de defensas antioxidantes (adaptado de Benzie, 2000).
2.3 Antioxidantes y HUFA

La generacion continua de ROS, a los cuales se les conoce cominmente como pro-
oxidantes, es un fenomeno caracteristico en la vida normal aerobia. Bajo condiciones

normales los ROS son neutralizados por las defensas antioxidantes de los organismos,



11

mientras que cuando hay una alteracion en el equilibrio entre los pro-oxidantes y
antioxidantes resulta en un estrés oxidativo (Dandapat et al., 2000). Las evidencias indican
que la salud de los organismos acuaticos se encuentra comprometida con la sobre
produccion de ROS en sus tejidos, y el efecto protector contra estos radicales concierne
tanto a los atioxidantes enddgenos como exdgenos. La inclusion de antioxidantes naturales
como carotenoides, péptidos, compuestos fenolicos, vitaminas E y C, o ingredientes ricos
en compuestos bioactivos o pigmentos (algas marinas, subproductos de pesquerias) en los
alimentos experimentales, ademas de &cidos grasos HUFA n-3, tienen efectos positivos
sobre el desempefio de los camarones (Palacios et al., 2005; Ngo et al., 2011; Jomova et
al., 2013; Mutti et al., 2017). En bioensayos nutricionales con camarén, se ha observado
mayor ganancia de peso y supervivencia en camarones P. monodon con un alimento con
0.1% de astaxantina y 1% de colesterol, a diferencia de alimento con 0.25% de B-caroteno
o control (Niu et al., 2014).

Los carotenoides son derivados de compuestos isoprenoides liposolubles, que solo
pueden ser sintetizados por microorganismos, hongos, algas y plantas superiores; se
caracterizan por un sistema m-electrdbn muy importante debido a que estabiliza los
electrones impares de los radicales libres, son moléculas fuertes atrapadoras de oxigeno
singlete y peroxiradicales, son protectores importantes de la membrana celular al
encontrarse en la interfase lipido-agua y cominmente se encuentran asociados a proteinas o

lipoproteinas (Figura 2) (Kaulmann et al., 2014).

(I’H;OH /

OHCH o.
p —al Hydrophylic
) HO OM

Vitamin C

—

Astaxanthin {

Figura 2. Localizacion de los carotenoides en las membranas biologicas (Jomova et al.,
2013).
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Los carotenoides tienen un papel muy importante como antioxidantes al inactivar
radicales libres producidos a partir de la actividad celular normal y distintos factores de
estrés (Chien et al., 2003). La astaxantina es el antioxidante mas poderoso que se conoce en
la naturaleza, es 100 veces mejor que el tocoferol, también tiene una actividad fuerte como
inhibidor de peroxidacion de lipidos mediada (Chien et al., 2003). En crustaceos los
carotenoides pueden estar en forma libre o esterificados a algunas moléculas como las
proteinas formado carotenoproteinas. Las carotenoroteinas son de color azul-grisdceo en
camarones vivos, pero al liberarse el carotenoide cuando los camarones son cocidos,
producen un color naranja-rosado tipico (Hernandez-Becerra et al., 2014). Se ha propuesto
que las propiedades antioxidantes estan relacionadas con la resistencia al estrés
(Regunathan y Wesley, 2006), evidenciado por correlaciones entre la concentracion de
pigmentos en el tejido y la supervivencia de Marsupenaeus japonicus (Thongrod et al.,
1995). También se ha encontrado que en postlarvas de camarén tigre (P. monodon) se
incrementa la supervivencia durante cultivo (Darachai et al., 1998) o ante un estrés
(Merchie et al., 1998) cuando la dieta es suplementada con astaxantina. Niu et al., 2014
observaron que el alimento suplementado con astaxantina y colesterol ayudo a que se
absorbiera mejor la astaxantina y después de aplicar un reto de estrés de 36 h donde se
simul6é la transportacion, los tratamientos suplementados con astaxantina presentaron
mayor supervivencia. Huang et al. (2008) dieron cinco alimentos con calamar a P.
monodon, y aquellos camarones donde el alimento ademas fue complementado con
diferentes cantidades de HUFA y astaxantina tuvieron mejor rendimiento reproductivo,
mayor porcentaje de desoves, menor latencia y mayor produccion de huevos, donde la
composicion de &cidos grasos afectd los tejidos y la fecundidad de los reproductores, que

en si mismo es otro tipo de estrés.

2.4 Acidos grasos y su oxidacion

La estructura general de un &cido graso es una cadena hidrocarbonada con un grupo

carboxilo en un extremo. Los acidos grasos mas abundantes tienen cadenas rectas de un
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numero par de atomos de carbono y las longitudes de cadena varian de 2 a 30 0 més, con
cero, uno o0 mas de dos dobles enlaces (Calder, 2005). Los acidos grasos insaturados se
describen por la longitud de su cadena, el numero y la localizacion de sus enlaces dobles.
Los acidos grasos polinsaturados (PUFA) son definidos como &cidos grasos que contienen
dos 0 mas dobles enlaces. Los PUFA pueden ser subdivididos en dos importantes grupos,
acidos grasos omega 6 y omega 3, estos tienen distintas rutas de biosintesis y funciones
(Tocher, 2003).

18:0
AQ
Y Ab elong AS
18:In-9 —® [§;2n-9 —@ 20:2n-O —= 200350 22:5n-6
Al2 short
Y AB elong A5 elong elong AG*
18:2n-66 —#= 18:3p-6 — 20:3n-6 —P 20:4n-6—W 22:40-6—W 24:40-6 — 24:51-6
Als

Y AB elong A5 clong elong AlR*
18:30-3 = [2:dpn-3 —f 20:dn.3 — 30503 — 272:50-3 —8= 24:50-3 —9 2d:60-3

ishurt

22:60-3

Figura 3. Ruta de biosintesis de HUFA Cy y Cy, a partir de los precursores n-3, n-6 y n-9
Cis. AS, A6, A6 *, A9, A12, A15, desaturasas; elongasas. A9 desaturasa se encuentra en
todos los animales y plantas, mientras que A12 y Al5 desaturasas generalmente solo se
encuentran en plantas. La enzima A6 * que acttia sobre los acidos grasos Cy4 puede 0 no ser
la misma enzima (A6) que actuia sobre 10s &cidos grasos Cig (Tocher, 2003).

La mayoria de los vertebrados e invertebrados, carecen de las enzimas desaturasas
A12 y Al1S5 por lo que no pueden formar 18:2n-6 y 18:3n-3 a partir de 18:1n-9, siendo estos
acidos grasos esenciales para los animales, mientras que las plantas si los sintetizan (Bell y
Tocher, 2009). A partir de 18:2n-6 y 18:3n-3 puede haber desaturaciéon y elongacion para

formar acidos grasos de 20 y 22 carbonos o HUFA, como el acido araquidonico (20:4n-6,
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ARA), eicosapentaenioco (20:5n-3, EPA) y docosahexaenoico (22:6n-3, DHA) (Figura 3).
El grado a través del cual puede llevarse a cabo la conversion en cada especie depende de la
actividad de las elongasas y desaturasas, como A6 y A5 (Tocher, 2003). Algunos animales
pueden sintetizar HUFA a partir de los PUFA 18:3n-3 y 18:2n-6., pero otros, como los
peces marinos y los crustaceos, no pueden sintetizar HUFA a partir de estos PUFA (Figura
4), por lo cual los HUFA tales como ARA, EPA y DHA se consideran esenciales para el
camardn (Gonzélez-Félix y Pérez-Velazquez, 2002).

Los HUFA son precursores de PG y otros compuestos biolipidicos y forman parte
de lipidos estructurales, como los fosfolipidos, que tienen funciones importantes en la
integridad de la membrana celular y algunos también pueden tener una funcién biolipidica.
Por tener varios dobles enlaces, los HUFA son muy propensos a la oxidacion. La oxidacion
lipidica (peroxidacion) ocurre a través de una reaccion directa de los lipidos con el oxigeno
catalizado por radicales libres: los ROS reaccionan con los dobles enlaces de los HUFA,
generando radicales de lipidos inestables que pueden resultar en un dafio en las membranas
y organelos celulares (Halliwell y Gutteridge, 1996). Entonces, cuando cualquier especie
con reactividad suficiente para atacar una cadena de algun PUFA, extrae un atomo de
hidrogeno de un grupo metileno (-CH2-) resulta una cadena de peroxidaciones, la
peroxidacion da lugar a la formacion de una gran cantidad de productos (Gutterridge,
1995). La peroxidacion particular de ARA produce como resultado la formacion de
isoprostanos (IsoP), los cuales son compuestos similares a las PG. En contraste de los PG
derivados a partir de la COX, que son generados a partir de ARA libre, los I1soP se forman
por la peroxidacion del ARA in situ esterificado a fosfolipidos por medio de la via no
enzimatica, el cual es liberado posteriormente por la fosfolipasa (Milne et al., 2015). La
formacion de IsoP-F;, por el ARA se produce después de la substraccion de un atomo de
hidrogeno bisalélico, y la adicion de oxigeno molecular (O,) al ARA para formar un radical
peroxilo; el radical peroxilo sufre una ciclacion 5-exo y una segunda molécula de O, se
agrega a la estructura principal del compuesto, para formar compuestos similares a PGGy,
siendo estos los intermediarios que se reducen a IsoP-F,, siguiendo este mecanismo se
forman cuatro isémeros, cada uno de los cuales produce ocho diasteroisémeros, para ser un
total de 64 compuestos generados (Figura 5) (Milne et al., 2015). Los PUFA como ALA
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(&cido linolénico), EPA, AdA (acido adrenico) y DHA tienen al menos dos unidades de
dieno omitido: es decir, tres unidades consecutivas interrumpidas con metileno, que pueden
formar estructuras similares a isoprostanos (Galano et al., 2015).
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Figura 4. Rutas de sintesis de eicosanoides a partir de ARA (serie 2) y EPA (serie 3)
(Tapiero et al., 2002).
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Figura 5. Mecanismo de produccién de isoprostanos-F, a partir de la peroxidacion de ARA
catalizado por radicales libres (Milne et al., 2015).

Cuando estos compuestos se encuentran en altas concentraciones en su forma libre

afectan la integridad de la membrana celular y, consecuentemente, la de los tejidos

adyacentes, causando un estado de dafio oxidativo in vivo, donde los IsoP, principalmente

el 8-1soP tiene efectos vasoconstrictivos en una gran variedad de 6rganos como rifiones,

cerebro, pulmones y arterias pulmonares (Basu, 2008). En el cerebro un aumento en la

oxidacion de lipidos produce un dafio oxidativo con evidencia de niveles altos de ciertas

proteinas, IsoP y IsoPF, (Butterfield y Halliwel, 2019). En el Gtero, la hipoxia neonatal,

preclamsia, hiperglicemia o infecciones pueden provocar estrés oxidativo perinatal y con
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ello la secrecion de IsoP siendo estos marcadores de estrés (Torres-Cuevas et al., 2017). El
nivel de IsoPF, también ha sido relacionado con enfermedades como diabetes (Mori et al.,
1999).

2.5 Ciclooxigenasas y prostaglandinas

La ciclooxigenasa (COX) es una enzima presente en casi todas las células animales
y vegetales. Tiene varias isoformas, entre las mas importantes las llamadas 1y 2 (COX-1y
COX-2), que son similares en estructura y actividad catalitica, pero tienen una importante
diferencia en la secuencia de aminoéacidos de la regién promotora. La region promotora de
del gen de COX-1 carece de caja TATA, en contraste con el gen de COX-2 que tiene
maultiples secuencias regulatorias transcripcionales incluyendo la caja TATA, y se activan
bajo condiciones fisioldgicas distintas (Park et al., 2006). Las COX catalizan los pasos de
la sintesis de PG, prostaciclinas (PGl,) y tromboxanos (TAX); estas funciones ocurren en
dos sitios distintos interrelacionados, el paso de oxigenacion ocurre en el canal de la
molécula de COX, mientras que el paso de reduccion ocurre en el grupo hemo de la
superficie de la molécula. El sitio activo de la COX-2 es mas largo, donde se reemplaza la
isoleusina-434 de la COX-1 por valina-434 (Figura 6), estas diferencias en el sitio activo
permiten el desarrollo de inhibidores especificos de COX-2 (Park et al., 2006; Orlando et
al., 2015). Las COX identificadas en invertebrados marinos comparten al menos el 50% de

aminodcidos con las COX-1y COX-2 de los vertebrados (Varvas et al., 2009).

La funcion de la COX-1 es la de mantener la tasa basal de sintesis de prostanoides.
Dos ejemplos de COX-1, dependientes del metabolismo de ARA a niveles altos (>10 uM),
son la sintesis constitutiva de PGE, (prostaglandinas de la serie E;) por el sistema
gastrointestinal para mantener la homeostasis (secrecion de acido gastrico), y la generacion
de TXA; por la activacion de plaquetas. En contraste la COX-2 tiene una funcion inductiva
que genera la produccion de prostanoides en niveles bajos (<2.5 uM) a partir de ARA, en

respuesta a estimulos inflamatorios. La COX-2 se expresa constitutivamente y contribuye a
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la continua generacion vasoprotectiva en las células (Tapiero et al., 2002; Park et al., 2006;

Patrignani y Patrono, 2015).

Diferencias entre COX-1 y COX-2

Mas
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del| canal

[nhultd clan competithea Irhidwoacn irreversib e, flam po-depend enla

Figura 6. Diferencias estructurales de COX-1y COX-2 en humanos (Hawkey, 1999).

El ARA y el EPA son sustratos tanto para COX como para enzimas lipoxigenasas
(5, 12-, 15-) y dan lugar a la formacion de sus respectivos productos. Por lo tanto, ARA es
el precursor para la formacion de PG de la serie 2 (como PGA;, PGE,;, PGF,a, PGI)),
tromboxanos (como TXA;) y leucotrienos de la serie 4 (como LTAy, LTB4, LTCy4, LTDy,
LTE,). Por otro lado, el EPA es el precursor de PG de la serie 3y de Tx de las series 3y 5;
estos productos son menos proinflamatorios en comparacion con los productos generados a
partir de ARA (Stanley y Miller, 2006; Poorani et al., 2016). EI ARA en la membrana
celular de los fosfolipidos puede ser movilizado por la fosfolipasa A, y después el ARA
actiia como un sustrato de COX donde se sintetizan PG y otros eicosanoides, por medio de
otra enzima, la lipooxigensa (LOX) (Figura 7). Los principales eicosanoides producidos por

LOX son los acidos epoxieicosatrienoicos y leucotrienos, entre otros.
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Figura 7. Sintesis de diferentes prostaglandinas en distintos tejidos (Funk, 2001).

El acido acetilsalicilico (ASA) bloguea el sitio activo de la conversion de &cido
araquiddnico a PG, por lo que se ha postulado que el ASA inhibe la enzima ciclooxigenasa
por competencia con el sustrato por el sitio activo, cuya reaccion es irreversible (Roth et al.,
1975). La accion de ASA sobre la COX se basa en la transferencia del grupo acetilo de
ASA a un grupo hidroxilo de un aminoacido (serina 529 en COX-1y serina 516 en COX-2)
en el sitio activo de la enzima (Figura 8). Este es una reaccion de esterificacion, por lo que
el enlace formado es covalente. Esto significa que la inhibicién es irreversible (Vane y
Botting, 2003; Fitzgerald y FitzGerald, 2013). EI ASA también induce a la sintesis de una

clase de mediadores lipidicos anti-inflamatorios conocidos como resolvinas y protectinas.
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Estos derivados de EPA y DHA inmunomoduladores se denominan mediadores pro-
resolventes especializados (SPM por sus siglas en inglés). EI EPA se convierte en resolvina
E; y E, por la 5-lipoxgenasa (LOX) y resolvina E3 por 15-LOX. EI DHA se convierte en
resolvina D; por la COX-2 / aspirina / 15-LOX y 5-LOX promueve, protectina D; por
COX-2 [ aspirina / 15-LOX y maresina 1 (Figura 9) (Serhan y Chiang, 2004). Los
patologos dividen la respuesta inflamatoria aguda en iniciacion y resolucion. La resolucion
se considerd un proceso pasivo. Con la identificacion de mediadores con capacidad de
resolucion que podrian ser biosintetizados a partir de acidos grasos esenciales (EFA)
omega-3, surgio evidencia de que la resolucién de la inflamacion aguda autolimitada podria
ser una respuesta activa y programada que es “activada” en modelos animales (Poorani et

al, 2015).

COX-1 o
__0—CCH,
Enzima
ASA inactivada
~.__COOH
) o Acetilacion
NETN O—CCH, COX-2 0
__ O—CCH,
Actividad catalitica
cambiada

Figura 8. Mecanismo de accion de ASA, acetilacion de COX, el ASA acetila el residuo de
serina (Ser) de la COX, e inactiva de forma irreversible la COX-1, en el caso de la COX-2,
el ASA “inactiva” la habilidad de generar PG, pero “activa” la capacidad de producir SPM
(figura tomada y adaptada de Chiang y Serhan, 2004).
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Figura 9. Acidos grasos poliinsaturados omega-3 y mediadores lipidicos especificos de
resolucion previa. (figura tomada y adaptada de Ueno et al., 2019).

Se han reportado PG y otros eicosanoides en varios invertebrados marinos como
corales, crustaceos, moluscos, cnidarios, esponjas, anélidos y cordados (Varvas et al., 1994;
Varvas et al., 2009), pero se desconoce su modo de accién y enzimas involucradas (Varvas
et al., 2009). La ruta de biosintesis de PG fue reportada por primera vez en invertebrados en
el coral blando Gersemia fruticosa (Rowley, 2005). En invertebrados acuéticos (Tabla V),
las PG han sido implicadas en varias funciones como regulacion de iones,
espermatogénesis, ovogenesis y defensa inmune (Rowley, 2005; Eades y Waring, 2010).
Tadasi y Hiroshi (1976) determinaron la cantidad de PGE, en varios tejidos de
invertebrados marinos, encontrando sefial en calamar, moluscos, ostiones, langostinos,
cangrejo azul y anemonas. Tahara y Yano (2004) determinaron una relacion entre la
concentracion de PGE, y el estado de vitelogénesis en Marsopenaeus japonicus,
encontrando la concentracion mas alta (15 pg/mg de PGE_) en el estadio | de vitelogénesis

en hembras.
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Tabla V. Estudios en invertebrados marinos donde se analizan diversas prostaglandinas.

Referencia Organismo Especie Tejido Cantidad PG PG
de muestra analizado
Tadasi y Calamar Halocynthia Ovarios N/D PGE, 2 pg/mg
Hiroshi, 1976 roretzi Ww
Musculo N/D PGE, 1 pg/mg
ww
Molusco Mytitus edufis Gonadas N/D PGE, 6 pg/mg
wWw
Branquias N/D PGE, 8 pg/mg
ww
Manto N/D PGE, 12 pg/mg
ww
Ostién Patinopecten Branquias N/D PGE, 4 pg/mg
yessoensis ww
Musculo N/D PGE, 2 pg/mg
ww
Langostino Cambarus clarki  Hepatopancreas ~ N/D PGE, 4 pg/mg
ww
Branquias N/D PGE, 45 pg/mg
wWw
Cangrejo azul  Portunus Branquias N/D PGE, 15 pg/mg
trituberculatus ww
Osada 'y Ostion Patinopecten Ovarios 1g PGE, 15 pg/mg
Nomura 1990 yessoensis ww
Larvas 1000 PGE;, 57.2
organismos PGEF pg/mg ww
TBX
Taharay Camardn M. japonicus Ovarios completo PGE, 15 pg/mg
Yano, 2004 tigre ww
Reddy et al, Cangrejo Oziotelphusa Inyeccionde PG N/D Actividad de
2004 senex (F,yEyen PGH sintasa,
ovarios PGF,, PGD,
y PGE,
Aguilaretal. Camardn L. vannamei Hemolinfa 0.25 (ml) PGEM 600 pg/ml
2012 blanco
Wimuttisuk Camarén café  Penaeus Ovarios N/D PGF,y N/D
et al. 2013 monodon identificaci PGF,a
on de genes
y en HPLC
Sumpownon Macrobrachium  Ovarios N/D PGE,, COX1 N/D
etal. 2015 rosenbergii
Corrales- Camaron L. vannamei Espermatoforos 20 mg PGEM 1.2-14
Rosales et blanco ng/mg ww
al., 2020

N/D: No descrito.
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2.6 Esteroles y su oxidacién

La peroxidacion se centra en la oxidacion de los PUFA, debido a la facilidad con la
que se da la formacidn de radicales libres y por estar altamente expuestos al ser parte de la
membrana celular y mitocondrial. Sin embargo, también el colesterol que se encuentra en la
membrana celular puede oxidarse en la presencia de oxigeno produciendo oxicolesterol o
comunmente llamados COP (por sus siglas en inglés), y al igual que los &cidos grasos
oxidados, pueden generarse por autooxidacion y oxidacion enzimatica (Kulig et al., 2016).
Los tipos y concentraciones de COP producidos dependera del origen del mecanismo de
oxidacion, como condiciones ambientales (temperatura, luz) y presencia de elementos traza
y biomoléculas con actividades prooxidantes y antioxidantes (Cardenia et al., 2013). La
oxidacion tiene un mecanismo similar al de los acidos grasos insaturados, con un doble
enlace entre el carbono 5 y 6, el enlace simple del carbono 4 y 5, y 6 y 7 son mas
susceptibles al ataque de radicales libres de oxidacion de lipidos y de especies reactivas de

oxigeno (Dinh y Thompson, 2016).

Los COP tienen la misma estructura que el colesterol, pero poseen mas grupos
funcionales que contienen oxigeno, localizados en los carbonos 5, 6 6 7. La oxidacion
inicia con la substraccion del oxigeno del carbono 7 por el radical libre, creando un radical
libre en los anillos estructurales del colesterol, la migracion de este radical libre y la
subsecuente formacién de hidroperdxido, hidroxil o cetona ocurren en el carbono 7.
Especies reactivas de oxigeno como oxigeno triplete pueden atacar en el doble enlace 5-6,
para formar 5,6 epoxicolesterol que puede ser hidratado para formar triol. La degradacion
de hidroperoxido C7, formas de radical hidroxilo y 7-alcoxi radical se vuelven 7-
hidroxycolesterol a través de la abstraccion del hidrogeno, o la formacion de 7-
guetocolesterol. Ademas, futuras deshidrataciones del colesterol pueden promover a la
formacion de colesta-3,5 dien conjugado, 7-quetocolesterol, colesta-3,5 dien-7-uno y
colesta-3, 5, 7-trien. Colesterol 7-hidroxiperoxido y radicales libres intermedios propagan
nuevos radicales libres de otro colesterol o acidos grasos insaturados (Figura 10) (Dinh y
Thompson, 2016).
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Los COP se encuentran involucrados en varias enfermedades degenerativas y
crénicas, funcionalidad de la célula, metabolismo de lipidos, y muestran efectos citotoxicos
(en macrdéfagos, fibroblastos, células vasculares, y células cancerigenas), apoptoticos y
efectos pro-inflamatorios (Schroepfer, 2000; Garcia-Cruset et al., 2002; Guardiola, 2002;
Otaegui-Arrezola et al., 2010). Los COP provocan un desbalance en la relacién entre
reacciones oxidativas y reductivas (estrés oxidativo), que actian en todos los niveles, desde
la sefializacion celular hasta expresion en enfermedades. El 25a-hidrocolesterol (250HC)
es uno de los oxicolesteroles mas dafiinos en la arterosclerosis, dado que promueve la
produccion de PG desde el ARA. El 250HC ha sido encontrado en placas de ateromas y en
el tejido aortico, interrumpe la funcién de barrera de las células endoteliales y modula una
serie de pasos implicados en el metabolismo de colesterol. Wohlfeil y Campbell (1997)
probaron la hipotesis de que los COP alteran la produccion de eicosanoides en células
vasculares del endotelio de bovinos; sus datos mostraron que la estimulacién ocurre via
induccidon de PG del tipo GrH sintasa-2 (PGHS-2). La PGHS-ciclooxigenasa es una enzima
que cataliza el primer paso en la sintesis de PG, es decir, la conversion de &cido

araquidoénico en PGH.
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Figura 10. Rutas de oxidacién del colesterol (Cardenia et al., 2013).

La PGHS 1 y 2 son expresadas por una activacion celular, frecuentemente en
respuesta de mediadores inflamatorios, estas formas pueden ser totalmente inhibidas con
indometacina, y la aspirina inhibe completamente a la PGHS 1 (Wohlfeil y Campbell,
1997). Varias investigaciones soportan la conclusion de que los oxiesteroles,
principalmente aquellos se encuentran oxidados en las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), tienen efectos patologicos como la induccion de las células (sanas) a la muerte
celular apoptdtica. La apoptosis inducida por los oxiesteroles esta fuertemente implicada en

la patogénesis de arterosclerosis y otras enfermedades (Lordan et al., 2009).
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2.7. Inhibidores de COX en invertebrados marinos

La sintesis de PG puede ser inhibida usando anti-inflamatorios no esteroideos
(AINES). En crustaceos se ha reportado disminucién en la concentracion de PG usando
indometacina en larvas de cipridos (B. amphitrite) mientras que esculetina y
nordihidrometacina (inhibidor de LOX) inhibieron la generacion de acido
hidroxieicosapentaenoico (HEPE) (Knight et al.,, 2000). Freas y Grollman (1980)
encontraron que las branquias de bivalvos Modiolus demissus incrementan la produccion de
PG con estrés hipoosmatico, pero este incremento fue inhibido con AINES. Alfaro-
Montoya (2015) encontré efectos positivos en el desarrollo ovarico de hembras de L.
vannamei y L. stylirostris a las que se les inyectd acido 2-(4-isobutilfenil) propionico y

concluyé que este efecto se debia a la inhibicion de PG.

Se ha mostrado que la exposicion a diclofenaco causa alteraciones estructurales y
necrosis en células de las branquias de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Triebskorn
et al., 2004); en crustaceos las células pilares y ionocitos tienen la misma funcion y son
importantes para el mantenimiento de la integridad estructural de las lamelas branquiales
(Freire et al., 2008), estas similitudes pueden suponer que los crustaceos pueden tener
respuestas similares a la exposicion de inhibidores de COX (Eades y Waring, 2010).
Prameswari et al. (2017) encontraron que al suministrar indometacina y acido
acetilsalicilico (ASA) a hembras de cangrejo de agua dulce Oziothelphusa senex se reducen
significativamente la talla de los ovarios y se retarda el desarrollo ovarico. Lo anterior
indica que los inhibidores de COX son activos en invertebrados marinos y, por lo tanto,
pueden verse modificadas sus concentraciones de PG al suministrar un inhibidor. En la
Tabla VI se enlistan diversos trabajos donde se han suministrado inhibidores de COX en

organismos marinos.
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Tabla VI. Estudios en invertebrados marinos donde se han usado inhibidores de COX

Referencia  Organismo Inhibidor de Tipo de Duracién Efecto
COX usado suministro
Freasy Bivalvo Acido Solucién 5 N/D Inhibicién de PGE2
Grollman, Modiolus acetilsalicilico e milimolar de en branquias con
1980 demissus indometacina aspirinay 1 aspirina
milimolar otra de
indometacina
Knigh et Balano Indometacina 1-100 mM. En 24 horas  Inhibicion de PG
al., 2000 Balanus solucion salina
amphitrite
Heckmann  Daphnia Ibuprofeno 10-100 mg 1B 14 dias No hay efecto en
etal., 2007 magna supervivencia, si en
la reproduccion
Alfaro- Camardn L. Ibuprofeno 0.01y0.1mg/kg Semana Ibuprofeno a 0.1 pg
Montoya, vannamei, L. 0,4,5y indujo
2015 stylirostris 6,8,9y  mayor tasa de
10. desarrollo de ovarios
Prameswari  Cangrejo Indometacina lugenlOmlde 1,7,14y Reducciénde la
etal., 2017  Oziothelphusa Y acido etanol 21 dias talla de ovarios
senex senex acetilsalicilico
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3. JUSTIFICACION

El camardn blanco del Pacifico es una de las especies mas importantes cultivadas en
todo el mundo; sin embargo, para el cultivo de este organismo se necesitan grandes
cantidades de alimento. El alimento de camardn es muy costoso, principalmente porque
para su fabricacion se utilizan harina y aceite pescado; la disponibilidad de estos
ingredientes cada vez es méas escaza, por tal motivo se han buscado nuevas alternativas al

uso de estos ingredientes.

Previamente, observamos que algunos subproductos de pesquerias no solo fueron un
adecuado sustituto de la harina de pescado a nivel de crecimiento, sino que, ademas,
incrementaron la supervivencia de los camarones sometidos a estrés por manejo. Entre los
objetivos de la presente tesis, esta establecer la razon por la cual aumenta la supervivencia
al estrés de los camarones alimentados con subproductos; una alternativa podria ser el
contenido de micronutrientes, tales como pigmentos, vitaminas, etc. presentes en grandes
cantidades en subproductos, a diferencia de la harina de pescado. Algunos pigmentos
pueden inhibir la peroxidacion de lipidos y con ello, la produccion de compuestos lipidicos
bioactivos, como son los COP y los isoprostanoides, incrementando asi la supervivencia

durante el cultivo y particularmente en condiciones de estrés.

Por otro lado, se pretende evaluar en un bioensayo el efecto de un inhibidor de COX
sobre la supervivencia después de someter a los camarones a estrés, condiciones similares a
las que ocurren en la produccion comercial al trasladar a los organismos entre estanques
para corregir densidad o cuando se hacen biometrias rutinarias. Se pretende evaluar si el
inhibidor de COX administrado en el alimento disminuye la produccion de PG y con ello,

aumenta la tolerancia al estrés.

Al utilizar subproductos de otras pesquerias que sustituyan la harina y aceite de
pescado, se pretende proponer nuevos alimentos para camar6n de menor precio, que
ademas incrementen la tolerancia al estrés por manejo de los camarones, convirtiéndose asi

en un potencial alimento funcional.
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4. HIPOTESIS

Si en los sistemas de cultivo de camardn existen diversas fuentes de estrés que
aumentan el metabolismo y el uso de reservas energéticas, incrementando la produccion de
ROS, PG y diversos biolipidos derivados de la oxidacion, que comprometen el desempefio
fisiolégico de los organismos, entonces el uso de subproductos marinos en los alimentos
para camaron puede mejorar el crecimiento, contrarrestando los efectos pro-oxidantes y

mejorar su respuesta ante un efecto de estres.

1. Si se alimenta a los camarones con alimentos ricos en pigmentos, fitoesteroles y
HUFA n-3 (como los que contienen subproductos marinos), entonces se incrementara la
produccién de PGEj3, contrarrestando los efectos negativos de los biolipidos derivados de la

oxidacion e incrementando el rendimiento del cultivo (objetivo 1).

2. Los inhibidores de COX reduciran la produccién de PG, e incrementaran la
produccion de PGEs, reduciendo la inflamacion e incrementando la supervivencia del
camaron (objetivos 2 y 3).

‘ Alimento comercial | Obi. 1 Alimento subproductos |
Pigmentos
l — HUFA n-3
" Metabelismo | Metabolismo |
Froteccién por
l G antioxidantes
| Produccion de ROS | | Produccién de ROS |
=] |
' COP, Isof, PG2 POF, COP
Peroxidacién PG2, PG3
t Apoptesis, atrofia,

Figura 11. Diagrama de las hipétesis planteadas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar la produccion de lipidos bioactivos mediada por ciclooxigenasas en

camarones juveniles alimentados con alimentos que contienen subproductos marinos, y

sometidos a estrés por manipulacion y exposicion aérea.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de alimentos que contienen subproductos marinos sobre la
produccidn de lipidos bioactivos en camarones sometidos a estrés por manipulacion

y exposicidn aérea.

2. Determinar la dosis, el tiempo y la administracion mas adecuada de un inhibidor de
ciclooxigenasas suministrado en el alimento y evaluar su efecto sobre la produccién

de prostaglandinas en camarones.

3. Evaluar el efecto de un inhibidor de ciclooxigenasas sobre la producciéon de
prostaglandinas y la supervivencia en camarones sometidos a estrés por

manipulacion y exposicion aérea.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Evaluacion del efecto de alimentos que contienen subproductos marinos sobre la
produccion de lipidos bioactivos en camarones sometidos a estrés.

6.1.1 Obtencion de los ingredientes y elaboracién de harinas experimentales

Se recolectaron visceras de almeja Catarina (Argopecten ventricosus) de Puerto San
Carlos, B.C.S., México y se transportaron en hielo al laboratorio de Nutricion Acuicola. El
calamar congelado entero (Dosidiscus gigas) se obtuvo de un distribuidor local de mariscos
(Comercializadora de Mariscos de BCS); los calamares fueron eviscerados y solo se us6 la
parte no consumible. Los alimentos experimentales fueron preparados en el Laboratorio de
Nutricion Acuicola en del CIBNOR, como se describe en Toyes-Vargas et al. (2017). La
materia prima se sumergié dentro de una olla de acero inoxidable (80 L) con agua
hirviendo durante 10 minutos, luego se escurrid y sec6 por 24 horas a 60 °C en un horno
con flujo de aire horizontal (VWR International, Modelo 1680, Cornelius, OR, EUA). Las
materias primas ya secas se pulverizaron en un pulverizador (PULVEX ®, modelo 200) y
se almacenaron en bolsas de pléstico bajo refrigeracion (4 °C) hasta su uso. Se tomaron
muestras de las harinas experimentales para realizar analisis proximales y de energia como

se muestra en el inciso 6.1.1.1 a continuacion.

6.1.1.1 Analisis quimico proximal de las harinas

De las harinas experimentales se destind una muestra de cada lote para hacer
andlisis quimico proximal, por triplicado, siguiendo los metodos oficiales de la AOAC
(2005). La humedad se determin6 en estufa (Terlab®) a 105 °C durante 4 horas. La
cuantificacion de cenizas, por incineracion de las muestras en una mufla (Thermolyne
6000®) a 550 °C durante 6 horas. El analisis de proteina cruda, se realizé por el método de
DUMAS, con un equipo analizador de Nitrogeno/Proteina (Leco FP-528). La
cuantificacion de extracto etéreo se hizo usando un sistema de auto extraccion (Soxtec
AVANTI 2050®), usando éter de petréleo como solvente extractor. Para determinar la fibra

cruda, se hizo una hidrolisis acido-basica con acido sulfurico e hidréxido de sodio en un
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digestor (Fiber Tec M6 Tecator®) equipado con una unidad de extraccion caliente y una
unidad de extraccion fria. Se calculo el extracto libre de nitrégeno (ELN) a partir de la
diferencia entre 100% y la suma de los valores de las determinaciones de cenizas, proteina
cruda, extracto etéreo y fibra cruda. Para la determinacion de energia bruta se usé un
calorimetro adiabéatico (PARR1261®).

Tabla VII. Composicién proximal (g/100 g de materia seca, excepto humedad) y de

energia de las harinas usadas en la fabricacion de los alimentos experimentales

Harina de pescado Harina_de viscefas de Harina de visceras de
almeja Catarina calamar
Humedad 6.12 + 0.10 5.28 + 0.00 9.72 + 0.20
Proteina 69.68 + 0.13 61.00 + 0.20 63.40 + 0.04
Extracto Etéreo 10.75 £ 0.15 15.26 + 0.20 10.43 £+ 0.03
Fibra Cruda 0.33 = 0.06 0.23 + 0.10 0.77 + 0.12
Cenizas 1579 = 0.10 9.09 + 0.00 7.13 = 0.05
ELN 3.45 14.41 18.27
Energia (cal/g) 4,915.68 + 4.89 5,435.54 + 4.00 5,262.02 + 1.74

Medias + desviacion estandar.

6.1.2 Fabricacién de los alimentos experimentales

Se disefiaron tres alimentos experimentales: un alimento Control, que contenia
harina de pescado, y dos alimentos que contenian 10% de harina de visceras de calamar o
harina de visceras de almeja Catarina, reemplazando parcialmente la harina de pescado. En
la Tabla VI1II se muestra la composicion en ingredientes de los alimentos.

Para fabricar los alimentos, todos los macroingredientes se pulverizaron en
pulverizador y se pasaron a través de un tamiz con luz de malla de 0.25 mm. Los
microingredientes [acido alginico, premezclas de vitaminas y minerales, fosfato de sodio
dibasico, cloruro de colina, vitamina C y butilhidroxitouelo (BHT)] se mezclaron primero
manualmente en un recipiente de plastico y luego se agregaron a los macroingredientes.
Los ingredientes secos de cada alimento se mezclaron durante 5 minutos en una batidora
vertical con capacidad de 1.5 L (Kitchen Aid™?, profesional 600), y después se agregé una
emulsion hecha con aceite de higado de bacalao y lecitina de soya. Una vez que la mezcla
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era homogénea, se agrego agua (aproximadamente al 40% del peso total de la masa) y
finalmente se mezcld por otros 10 min. La masa resultante se extruyo en un molino de
carne de % HP (TOR-REY, Monterrey, NL, México) a través de una criba con orificios de
2 mm de didmetro, segun lo descrito por Civera y Guillaume (1989). Los pellets se secaron
en un horno de flujo horizontal a 45°C durante aproximadamente 12 h, hasta que

alcanzaron una humedad de 10%, y se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Tabla VIII. Composicidon en ingredientes (g/100 g, base humeda) de los alimentos
experimentales utilizados en el bioensayo de crecimiento.

Ingrediente Control Catarina Calamar
Harina de pescado (sardina)* 29.50 19.50 19.50
Harina de subproductos de calamar? 10.00
Harina de subproductos de Catarina® 10.00
Harina Integral Trigo® 36.15 36.15 36.15
Pasta de soya’ 23.0 23.0 23.0
Aceite de higado de bacalao® 2.80 2.80 2.80
Lecitina de soya ° 2.50 2.50 2.50
Colesterol 0.25 0.25 0.25
Acido alginico ® 2.00 2.00 2.00
Premezcla vitaminas crustéaceos’ 1.80 1.80 1.80
Fosfato dibésico de sodio™® 12 1.20 1.20
Premezcla minerales crustaceos™ 0.50 0.50 0.50
Cloruro de colina® 0.20 0.20 0.20
Vitamina C*3 0.08 0.08 0.08
Antioxidante BHT™ 0.02 0.02 0.02

! Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V. Guadalajara, Jal., México.

2 Harinas preparadas en el laboratorio de Nutricién Acuicola del CIBNOR, a partir de Argopecten ventricosus
y de calamar gigante Dosidiscus gigas

® Alimentos Balanceados de La Paz. La Paz, B.C.S.

* ADM Bioproductos S.A. de C.V. Durango, México.

® Drogeria Cosmopolita. Distrito Federal, México

® El Sol Naciente. La Paz, B.C.S., México.

’ Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.

® Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.

% Premezcla de vitaminas (Ul o mg kg-' de premezcla): A acetato, 15,000 Ul; D3, 7,500 Ul; E, 400; K3, 20;
tiamina HCI, 150; riboflavina, 10; piridoxina HCI, 50; &cido pantoténico, 100; niacina, 300; biotina, 1;
inositol, 500; &cido félico, 20; cianocobalamina, 0.1

19 Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.

1 Premezcla de minerales (mg 100 g™ de premezcla): MgS04.7H20, 500; ZnSO4.7H20, 90; KCI, 500;
MnCI2.4H20, 23.4; CuCI2-2H20, 5; K1, 5; CoCI2:6H20, 2.5

12 Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.

¥ ROCHE. Ciudad de México, México.

% ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio, USA.
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Se tom6 muestra de cada alimento para hacer andlisis de composicion quimica
proximal y de energia en el laboratorio de Analisis Quimicos Proximales del CIBNOR y se

realizaron los analisis como se describe en el inciso 6.1.1.1.

6.1.3 Hidroestabilidad de los alimentos experimentales

La estabilidad de los alimentos se determind mediante la pérdida de peso de materia
seca de los pellets en agua de mar (37 UPS) a 27°C de acuerdo con el método de Obaldo et
al. (2002). Se utilizaron tres réplicas por muestra de 2 g cada una, de los alimentos se
agitaron en agua de mar durante 1 hora a 100 rpm en un agitador orbital (Modelo OR200,
Daigger & Co., Vernon Hills, IL, EUA).

6.1.4 Analisis de lipidos en los alimentos experimentales

Para la extraccion de los lipidos en los alimentos se pesé 100 mg por triplicado de
los alimentos (Control, Catarina y calamar) y molieron con una varilla de vidrio, luego se
humedecieron con agua destilada, también se les afiadié cloroformo / metanol (2:1, v/v)
para extraer los lipidos durante 24 horas, después de que las muestras fueron sonicadas 15
minutos en agua helada (4°C). A todas las muestras se afiadieron 10 pl de BHT
(butilhidroxitolueno) como antioxidante, 10 uL. de 23:0 (acido tricosanoico) como patrén

interno y 10 pL de 5-a-coléstano y se almacenaron a -20 °C.

6.1.4.1 Analisis de clases de lipidos

Para la evaluacion de las clases de lipidos en los alimentos, los lipidos se extrajeron
como se describe en Palacios et al. (2005), se tom0 una alicuota del extracto lipidico y se
filtré en una microcolumna de silice y se evaporé a 0.25 mL, luego se separé usando
chromarods S5, que previamente se llevaron a una humedad constante en una camara de
hidratacion al 6% como lo describen Palacios et al. (2007), y analizado con un latroscan
TLC / FID MK-5. Las barras se escanearon a una velocidad de flujo de hidrogeno de 160
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ml/min, flujo de aire de 2000 mi/min y una velocidad de escaneo de 30 mm/min. Las clases
de lipidos se identificaron mediante la comparacion de los tiempos de retencién con los
estandares apropiados (Sigma, St. Louis, EUA), y su concentracion se calcul6 a partir del

area de pico de cada estandar.

6.1.4.2 Analisis de acidos grasos totales

Se usO otra alicuota del extracto de lipidos para separar los metil-esteres de acidos
grasos (FAME). Los FAME se analizaron por cromatografia de gases (GC-6890N, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EUA) con una columna capilar DB-23 (50% de
cianopropil-metilpolisiloxano) usando helio como gas acarreador, una rampa de
temperatura de 110 a 220 °C a una velocidad de 3.5 °C/min, un inyector a 260 °C y un
detector de ionizacién de Ilama (FID) establecido a 280 °C, e identificado comparando sus
tiempos de retencion con los de los estandares cromatograficos (componente Supelco 37
FAME Mix), como se describe en Palacios et al. (2005).

6.1.4.3 Andlisis de esteroles totales

Para la determinacion de esteroles, se tomo una alicuota del extracto lipidico, se
evaporé a sequedad en un evaporador centrifugo al vacio (JOUAN RCT90, Saint-Herblain,
Francia), a una temperatura no mayor a 30 °C. Se esterificaron las muestras agregando a
cada muestra 2 mL de metoxido de Sodio 0.5 M en metanol, con agitacion constante por 90
minutos a temperatura ambiente. Se agregé 1.2 mL de hexano mas 2 mL de agua
previamente extraida con hexano y se agitd por 10 minutos. Se centrifugé a 2000 rpm
(rotor JA-14, Beackman Coulter) por 5 minutos a 5 °C. La muestra se separ6 en dos fases y
se desecho la parte inferior (metanol + sodio + impurezas); dejando Unicamente el hexano
que contiene los esteroles. Despueés se procedié a realizar lavados agregando 2 mL de agua
previamente extraida con hexano, se agitd en vortex y se centrifugé a 2000 rpm (rotor JA-
14, Beackman Coulter) por 5 minutos a 5 °C; siempre descartando la fase inferior (agua +
residuos). La muestra se almacend a -20 °C hasta que se congelo el agua. Se recupero los
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esteroles mas hexano y se transfirio a un vial &mbar de 2 mL y se almaceno a -20 °C hasta
proceder inyectarlos al CG-FID.

Los esteroles se analizaron en un cromatografo de gases marca Agilent
Technologies 6890N con detector de ionizacién de flama (FID), utilizando una columna
capilar Rtx®-65 de Silica fundida (Crossbond 65%-difenil-35% dimetil polisiloxano) de 15
m de longitud x 0.25 um de espesor de pelicula x 0.25 mm de didmetro interno, marca
Restek; utilizando hidrogeno como gas acarreador a presion constante de 50 psi y una
rampa de temperatura de 50-260 °C. La identificacion de los esteroles se realizd
comparando el tiempo de retencion del cromatograma de la muestra con los estandares y la

cuantificacion en base al estandar interno de la muestra.

6.1.5 Bioensayo de crecimiento

Se realizd un bioensayo de crecimiento, con una duracion de 60 dias, en el
Laboratorio Humedo de Nutricion Acuicola del CIBNOR. Para ello, se obtuvieron
juveniles de la especie Litopenaeus vannamei provenientes de una granja comercial
(Acuacultura MAHR, S.A de C.V, La Paz, B.C.S.) y tras haber sido aclimatados a las
condiciones de cultivo en el laboratorio, fueron seleccionados 180 organismos con un peso
de 1.5 £ 0.02 g, mismos que se distribuyeron de forma aleatoria en 9 tanques circulares de
fibra de vidrio con capacidad de 600 L a una densidad de 15 camarones por tanque. Los
alimentos fueron asignados de forma aleatoria en los tanques a manera de contar con 3
réplicas por tratamiento.

Cada tanque fue equipado con dos calentadores sumergibles de 250 W, dos piedras
de aireciéon y suministro de agua de mar filtrada a través de un filtro de arena, filtros de
cartucho (10 y 5 um) y luz ultravioleta. La temperatura, la salinidad y el oxigeno disuelto
se registraron una vez al dia (27.0 £ 0.7 °C, 36.0 £ 0.6 UPS y 5.0 = 0.3 mg/L,
respectivamente). Se realiz6 una vez al dia el intercambio de agua de ~ 50% durante la
mafiana. Al inicio del bioensayo, la alimentacion fue del 10% de la biomasa en cada tanque,
distribuidas en dos raciones. Las raciones se ajustaron diariamente segun el consumo

aparente. El alimento no consumido, estimado visualmente, las mudas y los muertos fueron
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retirados de los tanques diariamente, asi como. Al final del bioensayo, se calculo la
supervivencia, tasa de crecimiento, el consumo aparente de alimento incremento de peso
corregido, (Kitabayashi et al., 1971) y el factor de conversion alimenticia (FCA) para cada

tratamiento por medio de las siguientes formulas:

Numero final de organismos

)x 100 (1)

Supervivencia= ( - — -
Numero inicial de organismos

Peso promedio final — peso promedio inicial

Tasa de crecimiento (%) = [ ] x100 (2)

peso promedio inicial

. alimento consumido,
Consumo de alimento = £ (3)

No.camarones/dia

Incremento en biomasa corregida =
[biomasa final + (((Peso final + Peso inicial)/2) X Niumero de muertos)]
— Biomasa inicial (4)

Alimento consumido )

FCA=

Incremento en biomasa corregida

6.1.6 Reto de estrés

Al final del bioensayo de crecimiento, se realiz6 un reto de estrés por exposicion
aérea. Para ello, se capturaron organismos con una red, y se seleccionaron cuatro
camarones, en estadio de intermuda C, de cada tanque, se eutanasiaron en nitrogeno liquido

y posteriormente, se conservaron a —80 °C en bolsas etiquetadas; estos camarones
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correspondieron al grupo Sin Estrés (SE). El resto de los camarones (diez camarones en
estadio de intermuda C por tanque, 3 tanques por tratamiento) correspondieron al grupo con
Estrés (E). Estos camarones se colocaron individualmente en cubetas de 20 L sin agua, se
dejaron expuestos al aire por 15 minutos, y después se regresaron a los tanques con agua de
mar y aireacion durante 30 minutos (tiempo de recuperacién). Al cabo de este tiempo, se
registré la presencia de coloracion blanca en el musculo de los camarones, asi como los
camarones muertos. Posteriormente, se eutanasiaron en nitrégeno liquido y se almacenaron

a —80 °C hasta sus analisis.

6.1.7 Preparacion de muestras para analisis de lipidos en camarén.

Se disectaron tres camarones de cada tratamiento con bisturi sobre una placa de
hielo, se pesaron muestras de 100 mg de mdusculo, se afiadi6 una mezcla solvente de
cloroformo / metanol (2:1, v/v) para extraer los lipidos por 24 horas; después de que las
muestras se molieron con un Potter y se sonicaron (Modelo 2510: Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, CT, EUA) durante 15 minutos. A todas las muestras se afiadieron 10
uL de BHT como antioxidante, 10 pL de 23:0 como patron interno y 10 uL de 5-a-
colestano y se almacenaron a -20 °C.

6.1.7.1 Determinacion de acidos grasos en acilglicéridos y en fosfolipidos del musculo de
camaron.

Del extracto lipidico, se tomaron dos alicuotas para realizar la separacion de
acilglicéridos y fosfolipidos por elucion diferencial en micro columnas empaquetadas con
silice hidratado al 6%, utilizando 10 ml de cloroformo: metanol (98:2 v/v) para
acilglicéridos y 15 ml de metanol para la fraccion polar de cada muestra (Palacios et al.,
2001). Todas las muestras se evaporaron a sequedad por medio de centrifugacion al vacio y
burbujeo de nitrégeno para ser trans-esterificadas con trifluoruro de boro al 14% en
metanol (BFs, Supelco®) a una temperatura de 85+1 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, todas las muestras se llevaron a temperatura ambiente para la eliminacion
de impurezas utilizando hexano (J.T. Baker®) y agua destilada. Las muestras se

centrifugaron a 720 x g a 5 °C por 5 minutos (Allegra™ 21R, Beckman Coulter, Fullerton,
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CA, EUA) en cada lavado. Posteriormente, se espero a que se congelara el agua a -20 °C
por 24 hora y se recupero la fase de hexano que contiene los FAME vy se transfirieron a un
vial ambar de 2 mL y se almacen6 a —20 °C hasta su inyeccion en el cromatdgrafo de gases
con deteccién por ionizacién de flama (CG-FID) segun lo descrito por Palacios et al.
(2001).

Los FAME de lipidos acilclicéridos y fosfolipidos se analizaron en un CG (Agilent
Technologies 6890N) con detector FID; utilizando condiciones cromatogarficas como se

describe en el inciso 6.1.4.2.

6.1.7.2 Andlisis de lipidos totales

Del extracto lipidico se tom6 una alicuota para la determinacion de lipidos totales.
Primero se evaporaron a 0.25 mL con nitrégeno gaseoso y se pasaron a una microcolumna
de silice y tubo de 15 mL, se hizo eluir 10 mL de solucion Folch y se llevaron a evaporar
hasta su volumen inicial. Se colocaron tubos de borosilicato de 10 mL en un horno de
temperatura controlada a 80 °C por 24 horas (como minimo), hasta peso constante. Se
colocaron los tubos en un desecador y se dejaron enfriar minimo 1 hora y se registrd el peso
de cada uno de los tubos. Se agreg6é 1 mL del extracto lipidico (obtenido por el método de
Folch) y se evapordé a sequedad con nitrégeno gaseoso. Se colocaron los tubos nuevamente
en el horno de temperatura controlada a 30 °C por 24 horas y se pesaron los tubos con el
extracto lipidico, y se hicieron los calculos correspondientes para sacar el porcentaje de

lipidos totales.

6.1.7.3 Andlisis de pigmentos por HPLC

El andlisis de pigmentos se llevo a cabo segun lo descrito por Zapata et al. (2000)
con unas modificaciones descritas en Quintana-Lopez et al. (2019). Una alicuota de
extracto lipidico del musculo y hepatopancreas fueron evaporadas a sequedad con
nitrdgeno gaseoso y se resuspendieron en acetona grado HPLC. Los pigmentos fueron

analizados por HPLC (Agilent technologies 1200, serie Infinity) equipado con una columna
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ZORBAX C8 (4.6 x 100 mm, tamafio de particula 3.5 um) y un detector de arreglo de
diodos (DAD) con una luz de onda de 440 nm, con una temperatura de 25 °C. La fase
movil consistio en un eluyente A (mezcla de metanol/acetonitrilo/solucion acuosa de
piridina 0.25 M (50:25:25, v/v/v), y un eluyente B (acetonitrilo/acetona, 80:20, v/v), el flujo
fue de 1 mL/min. Los pigmentos se expresaron como proporcion relativa y se identificaron

comparando el tiempo de retencion con sus estandares (DHI, Hoersholm, Denmark).

6.1.7.4 Analisis de esteroles
Los esteroles se analizaron como se describe en la seccidén 6.1.6

6.1.7.5 Determinacién de PGEM

Se determind la cantidad de PGEM en branquias de camaron mediante el kit ELISA
(Cayman chemical Company, item N° 514531). Para la purificacién de la muestra, se tomé
cada camarén entero y se corto el cefalotdrax junto con el primer segmento del muasculo
abdominal sobre una lamina previamente congelada a —80 °C; se quito el exoesqueleto
sobre una placa de hielo, se cortd un trozo de 0.1g de branquias y se puso un tubo
Eppendorf con 4x (4 veces su peso) de solucién Hank. Cada muestra se homogenizo6 en un
politron por 60 segundos, después se agregd 4x (4 veces peso inicial de la muestra) de
acetona helada y se incubaron a —20 °C por 30 minutos. Pasado el tiempo de incubacion, se
centrifugaron a 400 g por 5 minutos y se transfirié el sobrenadante a tubos Eppendorf
limpios de 1 mL y secaron bajo una corriente de nitrégeno gaseoso. Las muestras fueron
resuspendidas con 500 pL de buffer ELISA, y se procedio a realizar la derivatizacion de la
muestra.

Para la derivatizacion se tomo una alicuota de 500 pL de cada muestra en tubos de
ensayo de 5 mL, se agregaron 10 pL de buffer de carbonato y se incubaron toda la noche a
37°C. Al dia siguiente se agregaron 200 L de buffer de fosfato y 150 uL de buffer ELISA.

Para acidificar las muestras, los extractos se pasaron a tubos de 10 mL y se acidificaron a
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pH 4, adicionando buffer de acetato 1M. (1.23 g de acetato de sodio tri-hidratado, 2.35 mL
de acido acético, aforado a 1 L con agua ultrapura) adicionando el buffer hasta tener pH 4
en cada una de las muestras. Se agregaron dos volimenes de etil acetato a cada muestra, se
agitaron en un Vortex (VWR™), y después se centrifugaron a 200 g por 5 minutos en una
centrifuga refrigerada Beckman (Allegra™ 21R, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA).
Se transfirio, con una pipeta de succion, el etil acetato (fase superior) a un vaso de vidrio
limpio y se repitid esta extraccion tres veces mas, combinando toda la fase de etil acetato de
cada muestra en el vaso de vidrio. Una vez limpias las muestras, se secaron con nitrogeno
gaseoso Y se resuspendieron en buffer de ensayo PGEM.

Para derivatizar el estandar, se transfirieron 100 pL de estandar PGEM ELISA en
un tubo de ensaye limpio, y después diluyé con 900 pL de agua ultrapura. La concentracion
en esta solucion (solucion madre) fue de 40 ng/mL. Se tomé una alicuota de 50 pL en un
tubo Eppendorf y se diluy6 a 1 mL con buffer de ELISA (950 uL). Se agregaron 300 pL de
buffer de carbonato y se incub6 a 37 °C. Después se agregaron 400 pL de buffer de fosfato
y 300 pL de buffer ELISA (esta solucién es 1,000 pg/mL). Una vez derivatizadas las
muestras y el estandar, se prepar6 la curva estandar, los reactivos, marcadores y se
desarroll6 la placa segun lo descrito en el protocolo de ensayo de PGEM ELISA (Figura
12) y se leyé en un lector de microplacas (Multiscan GO, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) a 415 nm. Cada muestra se analizé por duplicado.
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Figura 12. Técnica de determinacion de PGEM por medio del kit ELISA (Cayman).

6.1.7.6 Analisis de hidroperdxidos (LOOH)

El contenido de LOOH en musculo se estimo a partir del extracto de cloroformo-
metanol (2:1 v/v) por el método de tiocianato ferrico como se describe en Zamora et al.
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(2017), se leyo a una absorbancia de 505 nm en un lector de microplacas (Multiscan GO,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), utilizando hidroperdxido de cimeno para

la construccion de la curva estandar (Sigma-Aldrich).

6.1.7.7 Determinacion de oxidos de colesterol (COP)

La determinacién de 6xidos de colesterol en el misculo de camarén se realizé segun
lo descrito por Soto-Rodriguez et al. (2008). Para la extraccion de los lipidos de las
muestras se tomo un pool de camaron entero liofilizado, se homogenizé en un mortero de
porcelana y se volvid a pesar en una balanza, se tomé 30 g de este y se colocd dentro en un
frasco de vidrio de 500 mL de capacidad y se agregé 100 mL de cloroformo y 100 mL de
metanol (1:1, v/v), se llevo a un sonicar a 60 °C por 20 min para homogenizar un poco mas
la muestra, pasado este tiempo se agregé 100 mL mas de cloroformo para cumplir con la
metodologia de Folch et al. (1956). Se llevé a una campana de extraccion y todo el
contenido se filtr6 con un papel filtro whatman n°l para eluir la muestra y quitar las
impurezas y restos de tejido. El extracto se transfirié a un embudo de separacion de 500 mL
y se agregé 100 mL de una solucion de cloruro de potasio (KCL, 1M) agitando
vigorosamente y se dejo reposar por 12 h a 4 °C para generar una separacion. La fase
inferior se colectd en un matraz bola de 250 mL previamente pesado y se secO en un
rotaevaporador. El contenido de lipidos totales se determinG por gravimetria, después se
resuspendio en 10 ml de hexano:isopropanol (3:2,v/v) y se almacen6 a —20 °C hasta su
anélisis.

Una parte de la fraccion lipidica extraida previamente se sometio a saponificacion
en frio. Se tomo una alicuota correspondiente a 100 mg de muestra y se puso en tubos de 10
ml (previamente pesados) y se evaporo a sequedad con nitrégeno gaseoso, una vez seca, se
llevd a determinar el peso por gravimetria, y se adicionaron los estandares internos; 25 pL
de 19-hidroxicolesterol como estandar interno para la cuantificacion de los COP (12 pg en
hexano:isopropanol (4:1 v/v) y 70 pL de dihidroxicolesterol (140 pg en hexano:isopropanol
(4:1 v/v)) como estandar interno de colesterol. La mezcla se llevo a sequedad bajo corriente
de nitrogeno y se adicionaron 3 mL de una solucién metanélica de KOH 4N con BHT (5

mg/mL), se llevé a vortex por 30 segundos y se envolvid en papel aluminio y para sellar
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herméticamente se coloco teflon en la parte superior del tubo y se tapd con taparrosca y se
sometio a agitacion orbital (120 rpm) por 18 h a temperatura ambiente. La muestra se saco
del agitador y se agregé 10 mL de diclorometano y 5 mL de &cido citrico al 0.1%, se
agitaron con vortex y se llevaron a centrifugar a 2000 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente, con una pipeta pasteur se quit6 la fase superior y se hicieron 2 lavados mas con
acido citrico, entre los lavados se agitdé manualmente y se desechd la fase superior. La parte
inferior se pas6 a matraz bola de 50 mL y se sec0 en rotaevaporador a 50 °C para eliminar
el diclorometano, una vez seca la muestra, se resuspedié en 3 mL de diclorometano y se
transfirio 0.3 mL y 2.7 mL a dos tubos conicos para la cuantificacion del colesterol y COP
respectivamente (Figura 13).

El tubo con el extracto para colesterol se guardé a -20°C y se esper6 hasta su
silanizacion. La muestra destinada para COP se llevé a secar con nitrégeno gaseoso y se
resuspendié en 300 pL de hexano:etilacetato (95:5, v/v) y se agitdé en vortex por 10
segundos. Se procedi6é a hacer la purificacion de COP por SPE-NH, (Rose-Sallin et al.,
1995).

Para la purificacion de COP se montdé una cémara de vacio con columnas
empacadas de SPE-NH,, se les puso sulfato de sodio anhidro y se activaron con 3 mL de n-
hexano grado reactivo, se eluyd el solvente y se puso la muestra, el tubo donde estaba se
lavé con 300 L mas de n-hexano:etilacetato (95:5, v/v) y se agregd a la columna. Se dej6
eluir la muestra y posteriormente se agregdé 6 mL de hexano: etilacetato (95:5, v/v); se
desechd el eluato, y se hizo eluir 10 mL de hexano:etilacetato (90:10, v/v); se volvid a
desechar el eluato y se cambid de tubo para eluir con 10 mL de acetona. Los COP eluidos
con la fraccion de acetona se pasaron a un tubo cénico y llevaron a sequedad con nitrégeno
gaseoso, se resuspendio en 1 ml de n-hexano y se vuelve a secar con nitrégeno gaseoso. La
silanizacion se llevd a cabo por adicion de 0.5 mL de una mezcla de piridina:
hexametildisilazano: trimetilclorosilano (5:2:1, v/v). Posteriormente, la mezcla es secada
bajo corriente de nitrégeno a 40 °C y disuelta en 0.5 mL de n-hexano, 1 puL de la solucion
es inyectada en un cromatégrafo de gases. Los COP cuantificados por el método del
estandar interno usando 19-HC. La identificacion de cada uno de los picos en las muestras

se realizo por comparacion del tiempo de retencion de cada COP.
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3 Filtrado de muestra 4 .Separacion de extracto lipidico en embudo de
separacion

5.Evaporacion de solvente de la muestra 6.Purificacion de COP en camara de vacio

Figura 13. Extraccion de COP en laboratorio de postcosecha en Instituto Tecnol6gico de
Veracruz, México.
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6.1.7.8 Determinacion de 8-isoprostanos

Se determind la cantidad de 8-isoprostanos en branquias de camarén mediante el kit
ELISA (Cayman chemicals, No. 516351). A cada muestra se agregé un 1ml de buffer de
homogenizacion (0.1 M buffer de fosfato, pH 7.4 conteniendo 1 mM de EDTA y 0.005%
BHT) por cada 100 ug de tejido en tubos de ensaye y se homogenizaron en un politron
cuidando que la muestra esté fria; después se centrifugd a 4000 x g por 20 minutos y se
transfirio el sobrenadante a un tubo limpio y se procedié con la hidrolisis de las muestras
para ello se agregé 1ml de KOH al 15% (W/V), se incubaron a 40 °C por 60 minutos. Se
neutralizaron agregando 10 veces mas del volumen de la muestra original de 1 M buffer de
fosfato de potasio, pH 7.0-7.4, ajustar siempre el pH para la primera muestra y después las
demas. Las muestras una vez hidrolizadas, se purificaron agregando 2-4 volimenes de
etanol a todos los tubos y se llevaron a vortex para mezclar bien las muestras; se dejaron
reposar a 4 °C por 5 minutos, luego centrifugaron a 1500 x g por 10 minutos para remover
el precipitado de proteinas; el sobrenadante se decant6 a tubos limpios y se llevaron a
liofilizar y se resuspendieron en buffer de acetato 1 M, pH 4.0, se activaron los cartuchos
SPE (C-18) lavando con 5 ml de metanol y 5 ml de agua ultrapura (sin dejar que el
cartucho se seque), se pasO la muestra y se lavo el cartucho con 5 ml de agua ultrapura
seguido de 5 ml de hexano grado HPLC; se dejé secar la columna, se puso un tubo limpio y
se eluyo el 8-isoprostano con 5 ml de etil acetato conteniendo 1% de metanol y se guardo a
-80 °C. Se evaporo el etil acetato con nitrégeno gaseoso a sequedad y se agrego 500 pl de
buffer de ELISA y se llevé a vortex para mezclar. Se procedié a realizar el ensayo ELISA
como indica el manual de 8-isoprostanos, después se leyd la placa en un espectrofotometro
a 415 nm.
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6.1.8 Expresidn relativa de genes de enzimas antioxidantes
6.1.8.1 Extraccion de ARN y analisis de integridad del acido ribonucleico (ARN)

EL ARN fue extraido con TRIzol®Reagent (15596-026, Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para determinar la cantidad y calidad
del ARN extraido, las muestras se midieron en un espectrofotometro (NanoDrop ND-
2000®, Thermo Scientific) utilizando el coeficiente de la relacién de las lecturas de la
absorbancia de 260 y 280 nm. Se consideraron como ARN de buena calidad aquellas
muestras con un coeficiente entre 1.8 a 2.1, lo que significa que el ARN no estd
contaminado; el factor de conversion utilizado fue de 40 pg/mL.

El analisis de integridad y pureza del ARN extraido se llevd a cabo mediante
electroforesis en gel de agarosa/Synergel® al 1% en buffer TBE-DEPC (Tris, Acido bérico,
EDTA). Para corroborar la ausencia de ADN gendmico se llevo a cabo una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), utilizando 1 pL de muestra (50 ng de ARN) como
templado en una reaccion con oligonucleotidos especificos del gen 16s. Como control
positivo se utiliz6 ADN de L. dalli y agua como control negativo. Los productos de la
amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa/Synergel® al 1% en
buffer TBE 1X. Cada electroforesis se desarrollé en camaras horizontales (Biorad) a 80V

por 40 min. Los geles se documentaron con un fotodocumentador (Chemidoc ®, Biorad).

6.1.8.2 Sintesis de ADN de doble cadena complementaria (ADNc)

Se realiz una transcripcion inversa a partir del ARN total para obtener el ADN de
doble cadena complementario (ADNCc). Para ello, en un tubo eppendorf de 0.5 mL, se
colocaron 4 uL de Buffer Improm-1l 5x (A3803, Promega), 5 UL de agua destilada
esterilizada, 2.5 pL de MgCl, (25mM), 1 uL de dNTPs (10mM), 0.5 pL de RNAsina, 1 pL
de oligo-dT18 (10mM), 1 pL de Improm-1l RT (Promega) y finalmente 1 uL de ARN (1
Hg) en un volumen final de 5 pL. La reaccién se colocé en el termociclador (Biorad T100®
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Thermal Cycler) 5 min a 25 °C, 60 min a 42 °C y 15 min a 72 °C. Posteriormente, la

reaccion se almaceno a -20 °C hasta su posterior analisis.

6.1.8.3 Analisis de la expresion cuantitativa de los genes de respuesta mediante PCR en
tiempo real (QPCR)

Los niveles de expresion de los genes de interés se llevd a cabo la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR). La eficiencia de la reaccién de
gPCR es un parametro crucial en la determinacion de la expresion de genes. Para
determinar la eficiencia de la gPCR, se construyeron curvas estandar para cada uno de los
genes de interés y el de referencia, a partir de cinco diluciones seriadas. La amplificacion
de las curvas se realizd por triplicado para cada una de las diluciones utilizando ADNc
como templado.

A partir de las curvas de disociacion se determind si la amplificacion de los genes
mostrd un producto Unico y especifico visualizado como un solo pico. Posteriormente, se
obtuvo la eficiencia de reaccion de amplificacion (E) para cada gen, graficando el 1og10 de
la concentracién de cada dilucion vs. los valores de Ct (ciclo de la PCR a partir del cual se
detecta la fluorescencia). La pendiente de la recta (m) obtenida se utilizé para calcular la

eficiencia mediante la siguiente formula:
-1
E=10m (6)

Para cada reaccion se utilizaron los siguientes componentes: 1.5 uL de Buffer 10x,
0.75 pL de MgCl; (50 mM), 0.25 pL de dNTPS (10 mM), 0.7 pL de oligonucleotidos
(sentido y antisentido), 0.07 pL de Taq polimerasa platinum, 0.75 puL de Eva Green (20x),
5 uL de ADNc y 5.8 uL de agua estéril miliQ en un volumen final de 15 pL. EI control
negativo se realizd por duplicado utilizando agua estéril miliQ. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 10 min a 95 °C; seguidos de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 15 s, de hibridacion a 55 °C por 1 min y de extension a 75 °C
por 20 s. Por ultimo, se realizd una curva de disociacion de 65 °C a 95 °C con un

incremento de temperatura de 0.5 °C cada 10s. El anélisis de las muestras se realizd por
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duplicado y en cada corrida de amplificacion se incluyé un control negativo por duplicado
(sin templado, NTC). Los datos obtenidos fueron analizados por el método de Livak et al.
(2001).

Los oligonucledtidos se disefiaron a partir de secuencias especificas de L. vannamei
obtenidas de NCBI GenBank con el software Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000) y se
investigaron para predecir dimeros de cebadores y estructuras secundarias utilizando
RNATfold WebServer (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi). Secuencias, los
nameros de acceso de GenBank son: ARNm L8 (DQ316258.1) como gen de referencia,
CytMnSOD (DQ029053.1), Catalasa (AY518322.1), GPX (AY973252.2) y COX
(NC_009626.1) (Tabla 1X).

Tabla IX. gPCR oligonucleédtidos utilizados para el analisis de expresién génica de
hepatopancreas de camarones alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a
un estrés por por manipulacion y exposicion aérea.

Tamafio

Gen Forward (5°-3") Reversa (5°-3") (bp)

CytMnSOD  CTGACGAGAGCTTTGGATCATTC TGATTTGCAAGGGATCCTGGTT 155

CATALASA GTGAAGTTTTACACAGAAGAAGG AGGGGTTCCTCTGTCAGAG 219
GPx GCACCAGGAGAACACTAC TTCCAGGCAATGTCAGAG 243
COX AGGTATTGCCCACTGATTCC CTGGTGGAAGGTTATGCTG 292

CytMnSOD: Gen superoxido dismutasa de manganeso citosolico de L. vannamei, CATALASA: Gen de mRNA catalasa
de L. vannamei catalase (Cat), GPX: L. vannamei gen de ARNm de glutation peroxidasa, COX: Gen ciclooxigenasa de L.
vannamei.

6.1.9 Andlisis estadisticos

Se hizo un ANOVA unifactorial para determinar diferencias significativas entre los
alimentos con un nivel de significancia con un valor P<0.05. Cuando se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos, se aplico la prueba de comparaciones

multiples de medias de Tukey.
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Se realizO ANOVA bifactorial entre tratamientos, considerando los alimentos vy el
estrés como variables independientes. Cuando se encontraron diferencias significativas
(P<0.05), se aplico la prueba de comparaciones multiples de medias de Tukey.

Se realizd un analisis de correlacion multivariante (PCA) entre las variables
seleccionadas analizadas en los camarones., considerando factores significativos mayores a
> 0.7 y valores propios > 1.0, como se describe en Vite-Garcia et al. (2014). Todos los
datos se analizaron estadisticamente utilizando el software STATISTICA™ 7.0 (StatSoft,

Inc., Tulsa, OK, EUA).

6.2 Determinacion de la dosis, el tiempo y la administracion mas adecuada de un inhibidor
de ciclooxigenasas suministrado en el alimento y evaluacion de su efecto sobre la
produccion de prostaglandinas en camarones.

6.2.1 Origen de los organismos

Juveniles de camardn L. vannamei con un peso promedio de 2.3 £ 0.14 g, fueron
colectados de un estanque rustico en las instalaciones de la Unidad Pichilingue de la
Uiversidad Auténoma de Baja California Sur. Los camarones se capturaron con una red
atarraya y se fueron colocando en taras para limpiarlos, contabilizarlos y transportarlos a un
tanque Rotoplast“® con capacidad de 700 L y con aireacién. Una vez que se reuni6 la
cantidad deseada de camarones, se llevaron al Laboratorio Himedo de Nutricion Acuicola
del CIBNOR para su aclimatacion y, se mantuvieron en tanques de fibra de vidrio con
capacidad de 1,200 L, alimentandolos a razon de dos raciones diarias con alimento
comercial (Camaronina con 35% de proteina). Se registraron los parametros
fisicoquimicos, alimento consumido, mudas y muertos hasta alcanzar un peso promedio de

3.7 g para iniciar el bioensayo.

6.2.2 Fabricacion de alimentos Control y con ASA

Se formularon alimentos con 35% de proteina y 8% de lipidos, para cubrir los

requerimientos nutricionales de juveniles de la especie L. vannamei. Se elaboraron cinco
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alimentos: un alimento Control y cuatro alimentos experimentales con dosis de 50, 100,
200 y 400 mg de ASA por kg de peso del camaron (alimentos ASA50, ASA100, ASA200 y
ASA400), siguiendo el método descrito en la seccion 6.1.2. EI ASA se agregé a la mezcla
de macro y microingredientes de cada alimento (excepto el Control) una vez que estuvieron
listos para mezclarse en la batidora, y se continudé con el proceso de fabricacion. La

composicion en ingredientes de los alimentos se muestra en la Tabla X.
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Tabla X. Composicion en ingredientes (g/100 g base himeda) de los alimentos utilizados en

el bioensayo dosis-ASA

Control ASA50 ASA100 ASA200 ASA400

Ingredientes

Harina de pescado (sardina) 19.00 19.00 19.00 19.00 19.00
Pasta de soya® 30.00 30.00 30.00 30.00 30.00
Harina Integral Trigo® 25.95 25.95 25.95 25.95 25.95
Harina de manto de calamar* 7.00 7.00 7.00 7.00 7.00
Aceite de higado de bacalao® 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
Lecitina de soya liquida Industrial® 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Colesterol’ 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Acido alginico, sal de sodio® 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Premezcla vitaminas crustaceos’ 1.80 1.80 1.80 1.80 1.80
Fosfato dibasico de sodio® 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20
Premezcla minerales crustaceos™ 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Cloruro de colina® 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Vitamina C Rovimix Stay-C35" 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08
Antioxidante BHT** 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Acido acetilsalicilico™ 0.00 0.20 0.40 0.80 1.60
Alfa-celulosa’® 5.00 4.80 4.60 4.20 3.40

! Proteinas Marinas y Agropecuarias, S.A. de C.V. Guadalajara, Jal., México.

2.6 promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C.V. La Paz, B.C.S., México

3 MUNSA Molinos S.A. de C.V.

* Harina preparada en el laboratorio de Nutricion Acuicola del CIBNOR a partir de calamar gigante

Dosidiscus gigas

> Drogeria Cosmopolita. Distrito Federal, México

" MP Biomedicals

® Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.

® Premezcla de vitaminas (Ul o mg/kg): A acetato, 15,000 Ul; D3, 7,500 Ul; E, 400; K3, 20; tiamina HCI,
150; riboflavina, 10; pyridoxina HCI, 50; &cido pantoténico, 100; niacina, 300; biotina, 1; inositol, 500;
&cido fdlico, 20; cianocobalamina, 0.1

10 Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.

1 premezcla de minerales (mg/100): MgSO4.7H20, 500; ZnSO4.7H20, 90; KCI, 500; MnCI2.4H20, 23.4;
CuCI2-2H20, 5; K1, 5; CoCI2:-6H20, 2.5

12 MP Biomedicals

13 promotora Industrial Acuasistemas, S.A. de C.V. La Paz, B.C.S., México

1 ICN Biomedicals, Inc. Aurora, Ohio, USA. ADM Bioproductos S.A. de C.V. Durango, México.

15 Farmacias Similares

16 Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.
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6.2.3 Bioensayo y muestreos
Se distribuyeron 300 organismos con peso promedio de 3.7 + 0.08 g en 78 acuarios

de 60 litros, se mantuvieron a una temperatura constante de 27 °C, salinidad de 39 UPS y
oxigeno disuelto mayor a 5mg/L. Se aclimataron durante 15 dias y se alimentaron a razén
de dos raciones diarias con el alimento Control (con harina y aceite de pescado). Pasado el
tiempo de aclimatacion, se inicid el bioensayo distribuyendo los organismos aleatoriamente
en seis tratamientos: Control, ASA50, ASA100, ASA200, ASA400 y ayuno (sin
alimentacion).

Cada tratamiento tuvo 5 tiempos de muestreo: a las 0, 3, 6 y 24 horas; para cada
tiempo se tuvieron tres réplicas, con 4 organismos en cada réplica, para un total de 12

camarones por tratamiento en cada tiempo (Figura 14).

TIEMPO
_—

0 horas 1 horas 3 horas 6 horas 24 horas

COntrOl 4 It ™\ 4 4 4 It
X3 [ X3 X3 ] X3 ] X3
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Figura 14. Disefio experimental del bioensayo 2 (Dosis ASA). X3 = tres réplicas por
tratamiento.1 tiempo x 3 réplicas x 4 organismos/ réplica=12 camarones x 5 tiempos= 60
camarones/tratamiento x 6 tratamientos = 360 organismos totales.
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Flgura 15. Bolsﬂas usadas para evitar que fuera ingerido el alimento en el tiempo cero.

Para los muestreos del tiempo cero, se pusieron 0.7g de cada alimento dentro de
bolsitas de tela tipo tul de nylon y cerradas con costura (Figura 15), mismas que se
colocaron dentro de los acuarios durante 5 min para que el ASA se lixiviara en el agua y
ver si habia asimilacion a través de las branquias, pero evitando que el alimento fuera
ingerido por los camarones.

Los muestreos consistieron en tomar dos camarones de cada acuario y eutanasiarlos
en nitrégeno liquido, hasta completar los organismos de los cinco alimentos, y finalmente
preservarlos en bolsas que se guardaron a -80 °C para los analisis de lipidos. A los otros dos
camarones restantes de cada acuario se les extrajo hemolinfa con una jeringa de 3 ml y
aguja 22Gx32mm previamente cargada con 0.2 mL de una solucion de oxalato de sodio
(concentracion 0.05g/ mL) como anticoagulante, y se colocé en tubos Eppendorf de 1 mL.
Las muestras de hemolinfa fueron utilizadas para analisis de salicilatos, mientras que los
camarones fueron usados para un estudio histoldgico (Figura 16). Una vez completadas

todas las muestras de hemolinfa de los cinco tratamientos, se congelaron a -80 °C.

6.2.4 Analisis histologico

Después de haber tomado las muestras de hemolinfa, se realizaron disecciones de
los dos organismos restantes en el acuario, donde, con la ayuda de un bisturi, se separaron
el cefalotorax junto con el primer segmento del masculo abdominal del resto de la cola: el

primer organismo cortado se sumergié en una soluciéon de Davison y el segundo en una
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solucién de paraformaldehido para la técnica de TUNEL la cual se describe en el inciso
6.2.5. Los tejidos cortados y fijados en solucion Davison (12% glicerina, 22% de
formaldehido 37-40%, 33% de etanol 95°C, 33% de agua de mar filtrada, y 1/9 (v/v) de
acido acético afiadido justo antes de su uso) y paraformaldehido al 4% diluido en agua
tratada con DEPC (Dietilpirocarbonato), fueron deshidratados en una serie ascendente de

etanol (70% a 100%), aclarados con xileno, y embebidos en parafina.

1. Congelacion de 2. Toma de hemolinfa
camarones en nitrogeno
liquido

4. Fijacion para
histologia

Figura 16. Toma de muestras de camarén durante el muestreo del bioensayo 2 (Dosis-
ASA).
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Se realizaron cortes de la glandula digestiva, branquias y musculo, se metieron
dentro de los casetes para histologia y se volvieron a embeber en parafina para después ser
hacer los cortes histologicos de 4 pm de espesor en un micrétomo de rotacion (LIECA RM
2025), montados en portaobjetos de vidrio, tefiidos con Hematoxilina de Harris-eosina y
montados en resina con cubreobjetos. Las laminillas fueron examinadas con un
microscopio optico compuesto (OLYMPUS BX 41, Camara NIKON) a 10X, 20X y 40X, y
se midio el area tubular de la glandula digestiva, ancho de branquias y células B y R con el

programa Image Pro Plus 6.0.

6.2.5 Apoptosis celular mediante la deteccion de la fragmentacion del ADN

Despues de haber sumergido en solucion Davison segmento del musculo abdominal
del primer organismo, Se cortd cefalotérax junto con el primer segmento del musculo
abdominal del segundo organismo de cada acuario de todos los tratamientos y se fijaron en
paraformaldehido para después hacer TUNEL para fraccionamiento de DNA (apoptosis).
TUNEL es un método para la deteccion fragmentos de ADN que resulta de la cascada de
sefializacion de muerte celular por apoptosis. El ensayo se basa en la presencia de
fragmentos de 180 a 200 pares de bases (pb), que pueden ser identificados por
desoxinucleotidil transferasa terminal o TdT, una enzima que cataliza la adicién de dUTPs
que se marcan secundariamente con un marcador fluorescente (Schmitz et al., 1991,
Gauvrieli et al., 1992). Se utiliz6 el kit de deteccion In Situ Cell Death Detection Kit (Roche)
para demostrar la cadena fragmentada de ADN en las células apoptoticas, mediante el
etiquetado de las fracciones de ADN con marcador fluorescente de la terminal transferasa
nucleotidos trifosfato desoxiuridina F-dUTP (TUNEL). La semicuantificacion se hizo con
base a la asignacion dada por Lightner (1996) y modificada por Rodriguez-Jaramillo
(2014), que consiste en darle un valor numérico cualitativo al nivel de dafios y/o
alteraciones en branquias, musculo, tejido conjuntivo, glandula digestiva, tejido liposo de
los camarones juveniles, de acuerdo al grado de afectacién; donde 0 = No presenta

alteraciones en los tejidos; 1 = Presencia minima de alteraciones en los tejidos; 2 =
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Presencia media de alteraciones en los tejidos y 3 = Presencia alta de alteraciones en los

tejidos.

6.2.6 Determinacién de PGEM

La determinacion de PGEM se hizo como se describe en el inciso 6.1.7.5

6.2.7 Andlisis estadisticos

Se realiz6 ANOVA bifactoral entre tratamientos, considerando los cinco tiempos de
muestreo y los cinco alimentos como variables independientes. Cuando se encontré una
diferencia significativa (P<0.05), las medias se compararon usando un analisis post-hoc
(Tukey). Todos los datos se analizaron estadisticamente utilizando el software
STATISTICATM 6.3 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).
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6.3. Evaluacion del efecto de un inhibidor de ciclooxigenasas sobre la producciéon de
prostaglandinas y la supervivencia en camarones sometidos a estrés por manipulacién y
exposicion aérea.

6.3.1 Origen de los organismos

Al final del bioensayo de crecimiento del objetivo 1, se tomaron juveniles de
camaron con un peso promedio de 12.0 g que fueron utilizados el reto de estrés que se

describe en el inciso 6.3.3.

6.3.2. Fabricacion de alimentos experimentales

El alimento Control utilizado en el bioensayo de crecimiento del objetivo 1(Tabla
VI1I) se quebr6 en un molino de carne %-HP (TOR-REY, Monterrey, NL, México) con una
criba de ¥ de pulgada y se pulverizo en un molinillo de café (premezcla pulverizada). Esta
premezcla se dividié en dos partes para producir dos alimentos: un alimento Control,
compuesto de premezcla pulverizada al 93%, harina de calamar al 5% (atractante) y
alginato de sodio al 2% (ligante), y un alimento ASA, compuesto de premezcla pulverizada
al 91.8% harina de calamar al 5%, alginato de sodio al 2%, y &cido acetilsalicilico
(farmacias similares S.A de C.V.) como inhibidor de la COX al 1.2% (0.1 mg de ASA/g de
camaron) segun los calculos basados en Van Anholt et al. (2004) para Sparus aurata. Los
alimentos fueron mezclados en una batidora vertical con capacidad de 1.5 L (Kitchen
Aid“R  profesional 600) durante un periodo de 5 minutos, se afiadié ~35% de agua y se
mezclé durante 10 minutos mas para lograr una consistencia adecuada. La masa se extruy6
en un molino de carne de % HP (TOR-REY, Monterrey, NL, México) a través de una criba
de 2 mm, como se describe en Civera y Guillaume (1989). Los pellets se secaron en un
horno de flujo horizontal a 60°C durante 2 horas hasta que el contenido de humedad fue

inferior al 14% y se almacenaron en bolsas de plastico a 4 °C hasta su uso.
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6.3.2.1 Analisis quimico proximal

Se tomo6 muestra de cada alimento para hacer analisis de composicion proximal en
el laboratorio de Analisis Quimicos Proximales del CIBNOR como se describe en el inciso
6.1.1.1. En la Tabla XI se muestra la composicion en ingredientes y proximal de los

alimentos.

Tabla XI. Composicion en ingredientes, proximal y de energia de los alimentos utilizados
en el bioensayo 3, de produccién de prostaglandinas E,, en presencia o0 no de inhibidor de
COX.

Alimento (g/100g) Control ASA
Acido acetilsalicilico* 1.20
Premezcla pulverizada® 9.30 9.18
Harina de calamar® 5.00 5.00
Acido alginico® 2.00 2.00
Composicién proximal (g/100 g de materia seca, excepto humedad)

Humedad 8.15+0.00 8.06+0.01
Proteina cruda 37.80+0.06 37.35+0.06
Extracto etéreo 8.98+0.03 8.87+0.03
Fibra cruda 1.00+0.03 1.00+0.03
Cenizas 9.24+0.05 9.13+0.05
Extracto libre de nitrégeno® 42.99+0.08 43.66+0.09
Energia bruta (cal/g) 4,722.63+2.99 4,665.75+2.95

Medias = error estandar

! Farmacias similares

2 Premezcla pulverizada, misma composicion a la del alimento Control en la Tabla V1II.

® Harina preparada en el laboratorio de Nutricion Acuicola del CIBNOR.

® Sigma Chemical Co. ST. Louis, MO, USA.

®Extracto libre de nitrégeno= 100-(% humedad + % proteina cruda + % fibra+ % ceniza + % extracto etereo).

6.3.3 Reto de estrés

Camarones juveniles (n = 90, peso promedio de 12 g) se distribuyeron en seis
tanques de fibra de vidrio de 600 L a una densidad de 15 camarones por tanque, se dejaron
en ayunas durante la noche, luego se alimentaron con el alimento Control y el alimento
ASA por una hora. Se capturaron con una red 5 organismos de cada tanque, se eutanasiaron
en nitrégeno liquido y posteriormente, se conservaron a -80 °C en bolsas etiquetadas; estos

camarones correspondieron al grupo Sin Estrés (SE). El resto de los camarones (10
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camarones en estadio de intermuda C por tanque, 3 tanques por tratamiento)
correspondieron al grupo con Estrés (E). Estos camarones se colocaron individualmente en
cubetas de 20 L sin agua, se dejaron expuestos al aire por 15 minutos, y después se
regresaron a los tanques con agua de mar y aireacion durante 30 minutos (tiempo de
recuperacion) (Figura 17). Al cabo de este tiempo, se registro la presencia de coloracion
blanca en el musculo de los camarones, asi como los camarones muertos. Posteriormente,

se eutanasiaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a —80 °C hasta sus analisis.



Reto de estrés

61

CONTROL ASA
Y Y ( )
n=15 n=15 n=15 n=15 n=15 n=15
) J \ J
1 | |
Sm estrés Sin estrés Sin estrés Sin estrés Sin estrés _ Sin estrés
n=5 n=5 n=5
Estrés Estrés Estrés Estrés Estrés Estrés
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

Ccﬁturc

Exposicion

aérea
15 min

Recuperacion
30 min

Figura 17. Disefio experimental para el reto de estrés con ASA.
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6.3.4 Analisis bioquimico

Se diseccionaron hepatopancreas de camaron y se tomé 0.1g de muestras de para
medir los niveles de proteina total, lipidos totales, carbohidratos totales, glucosa y lactato.
Estos analisis se realizaron se realizaron en el laboratorio de Bioquimica Fisiologica del
CIBNOR, por espectrofotometria en un lector de microplaca (Multiskan spectrum, Thermo
Fisher Scientific) a 495 nm para carbohidratos totales, a 595 nm para proteinas totales, 540

nm para lactato, glucosa y lipidos totales como se describe en Robles-Romo et al. (2016).

6.3.5 Analisis de lipidos

Se disectaron camarones sobre una placa de hielo para obtener muestras de
branquias. Se pesaron 100 mg de branquias y se realizé la extraccion de lipidos tal como se
describe en Palacios et al. (2005). Se usé una alicuota de extracto de hepatopancreas, 6
alicuotas de extracto de branquias y una alicuota de extracto de alimento para determinar
FAME totales. Los acidos grasos ésteres metilicos se analizaron en cromatografia de gases
(G890N, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) Con columna de silice DB-23 (30
mx 0.25 mm DI x 0.25 mm de espesor de pelicula) con helio como gas portador, una rampa
de temperatura de 110 a 220°C y detector de ionizacion de llama. Los &cidos grasos se

identificaron comparando sus tiempos de retencion con los de los estandares.

6.3.6 Determinacion de PGEM.
La determinacion de PGEM se hizo en branquias como se describe en la seccion

6.1.7.5

6.3.7 Determinacion de hidroperédxidos (LOOH).

El contenido de LOOH en branquias se realizo a partir del extracto de cloroformo-

metanol (2:1 v/v) por el método de tiocianato férrico como se describe en Zamora et al.
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(2017). Se filtraron 10 mL extracto lipidico, se evaporaron con nitrogeno gaseoso hasta 1
mL, y posteriormente las muestras se diluyeron 1:50 con solucion Folch. Se tomaron 500
pL del extracto diluido y se agregaron 500 puL de metanol, 25 pL de tiocianato de amonio
al 30% en metanol y 25 pL de cloruro ferroso en agua desionizada. Todos los solventes y
soluciones se burbujearon con nitrégeno gaseoso para eliminar el oxigeno presente; la
reaccion se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos y se leyd a una absorbancia de
505 nm en un lector de microplacas (Multiscan GO, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, EUA) usando una curva estandar de hidroperoxido de cumeno (Sigma-Aldrich).

6.3.8 Andlisis estadisticos

Se realizaron ANOVA bifactorales considerando el estrés (dos niveles: no estresado
y estresado) y ASA (dos niveles: alimento de Control y alimento ASA) como variables
independientes. Cuando se encontraron diferencias significativas (P<0.05), las medias se
compararon usando analisis post-hoc (Tukey). Se realiz6 un analisis de correlacién
multivariante (PCA) entre las variables seleccionadas analizadas en los camarones. Todos
los datos se analizaron estadisticamente utilizando el software STATISTICATM 6.3
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion del efecto de alimentos que contienen subproductos marinos sobre la
produccidn de lipidos bioactivos en camarones sometidos a estrés por manipulacion y
exposicion aérea.

7.1.1 Pardmetros zootécnicos

En la Tabla XII se muestran los pardmetros zootécnicos obtenidos durante el
bioensayo de crecimiento. Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en
cuanto el peso final, donde los organismos del tratamiento calamar tuvieron el peso mayor
y los organismos del tratamiento del tratamiento Control el menor peso final. Se observaron
diferencias significativas en la tasa de crecimiento, donde los organismos del tratamiento
calamar tuvieron mayor tasa de crecimiento y los organismos del tratamiento Control la

menor tasa.

Tabla XI11. Pardmetros zootécnicos por tratamiento durante el bioensayo de crecimiento.

Control Catarina Calamar P
Peso Inicial (g) 150 £ 0.02 148 + 0.02 149 + 0.01 NS
Peso Final (g) 11.78° + 0.27 12.63" + 0.08 15.67° + 0.49 *
Supervivencia (%) 9556 + 7.70 97.78 + 3.85 100.00 + 0.00 NS
Tasa de crecimiento (%) 686.7° + 19.12 753.0° + 304.9 948.4° + 335.6 *
Mudas totales promedio 31.67 + 4.16 38.33 + 11.06 40.67 = 6.81 NS
Alimento consumido aparente 0.35 + 0.03 0.34 + 0.25° 0.66° + 0.27 *
(g/organismo/dia)
F.C.A. 1.98% + 0.09 1.77% + 0.05 2.81° + 028 *

F.C.A. = Factor de conversién alimenticia. Medias + error estadndar. Superindices diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). NS=No significativa (P>0.05). * Se encontrd diferencia
significativa (P<0.05).

En cuanto al alimento consumido aparente los organismos del tratamiento calamar

comieron significativamente mas alimento que los organismos de los otros tratamientos: de
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igual forma, el factor de conversion alimenticia fue significativamente mayor con este

tratamiento que con los otros dos tratamientos.

No se detectaron diferencias significativas en la superviviencia entre tratamientos;

en todos se observaron tasas de superviviencia por arriba del 95%.

7.1.2 Alimentos

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en cuanto el

porcentaje y concentracion en la mayoria de las clases de lipidos en los alimentos, excepto

por ésteres de esteroles, donde se observd mayor concentracion y mayor porcentaje en el

alimento Control, mientras que los alimentos Catarina y calamar tuvieron los valores mas

bajos. No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de carotenoides

totales de los alimentos (Tabla XII1).

Tabla XI11. Composicién proximal, de energia bruta, estabilidad en el agua, clases de
lipidos y carotenoides totales de los alimentos para camaron.

Control Catarina Calamar P
Composicién proximal
(9/100 de materia seca,
excepto humedad)
Humedad 8.00 + 0.00° 6.46 + 0.00° 9.40 + 0.05° *
Proteina 3723 + 011° 3566 =+ 0.11° 36.00 + 0.12° *
Extacto etéreo 9.09 + 0.04° 982 + 011° 9.74 = 013 NS
Fibra cruda 1.03 + 0.05 093 + 0.05 093 + 0.05 NS
Cenizas 879 + 0.09° 894 + 0.03° 9.07 + 0.03 *
ELN 4384 + 0.16 4463 + 0.26 4425 + 0.25 NS
Energia (cal/g) 473995 + 5.38° 471838 + 2.92° 473038 + 4.63® *
Estabilidad en agua 904 + 0.3% 915 + 03° 888 + 0.8° *
Concentracion (mg/100g)
Esteres de esteroles 733 + 1.32° 324 + 0.40° 297 + 1.01° *
Triacilglicéridos 1593 + 931 1794 + 5.85 6.50 = 349 NS
Esteroles 830 + 218 1090 + 3.03 499 + 148 NS
Diglicéridos 245 + 124 199 + 0.57 230 + 0.36 NS
Monoglicéridos 159 + 054 139 £+ 0.13 213 + 043 NS
Fosfolipidos 70.67 * 14.42 65.32 + 8.36 7840 =+ 7.76 NS
Carotenoides totales 62.38 =+ 2254 4654 + 27.17 5438 =+ 43.05 NS

(mg/1009)

Medias + error estdndar. Superindices

diferentes indican diferencias significativas entre
(P<0.05). NS=No significativa (P>0.05). * Se encontré diferencia significativa (P<0.05).

tratamientos
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Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de acidos grasos totales
entre los alimentos experimentales (Tabla XIV). Todos los acidos grasos fueron
significativamente diferentes entre los alimentos, con mayor proporcion de 16:0 en el
alimento calamar (18.6%), y menor los otros dos alimentos. El 18:2n-6 present6 valores
altos en los alimentos Control y Catarina con 21%, mientras que el alimento calamar
presentd el valor mas bajo. EI ARA fue mas alto en el alimento Catarina (1.4%); El
alimento Control presento el valor intermedio de 0.9% y el alimento calamar el valor mas
bajo. El 20:5n-3 tuvo el valor més alto en los alimentos Control y Catarina con 8.0% vy
7.5% respectivamente, en contraste con el alimento rico en colesterol el cual tuvo el valor
de 5.0%. EIl 22:6n-3 se encontr6 mas alto en los alimentos Control y Catarina, ambos con

12.3%: el menor valor en el alimento calamar con 7.2%.

Tabla XIV. Acidos grasos totales en los alimentos experimentales usados en el bioensayo
de crecimiento (% del total de &cidos grasos totales).

Control Catarina Calamar P
14:0 22 + 0.0° 20 = 0.0° 35 + 0.2° *
16:0 150 + 0.1° 143 + 0.0° 186 + 0.9° *
18:0 40 + 0.0° 40 + 0.0° 51 + 0.2° *
16:1n-7 33 + 0.0° 44 + 0.1° 36 + 0.0° *
18:1n-9 155 + 0.1 156 + 04 157 + 0.2 NS
18:1n-7 26 + 0.0° 28 + 01° 26 + 0.0° *
20:1n-9 26 + 0.0° 1.8 + 0.1° 15 + 0.1° *
18:2n-6 214 + 0.0° 199 + 0.2° 213 + 0.1° *
18:3n-3 33 + 0.0° 35 + 0.0° 30 + 01° *
20:4n-6 1.0 + 0.0° 1.1 + 0.0° 0.7 + 0.0° *
20:5n-3 80 + 0.0° 76 + 0.1° 50 + 0.5° *
22:6n-3 124 + 0.3° 124 + 0.2° 73 + 0.8° *
T SAT 224 + 0.1° 216 + 0.0° 291 + 1.2° *
¥ MUFA 273 + 04° 281 + 0.3° 311 + 0.8° *
Y PUFA 497 + 05° 497 + 0.3° 391 + 2.0° *
¥ HUFA 242 + 04° 237 + 0.3° 150 + 15° *
n-3/n-6 080 + 0.01° 074 + 0.01° 052 + 0.04° *

Y SAT: suma de 4cidos grasos saturados, ¥ MUFA: suma de acidos grasos monoinsaturados, £ PUFA: suma de acidos
grasos poliinsaturados, £ HUFA: acidos grasos altamente insaturados, n-6/n-3: relacion n-6/n-3. Se aplicd un ANOVA
unifactorial entre alimentos (P<0.05). Cuando hubo una diferencia significativa, se aplicé una prueba de Post-hoc Tukey.
Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). NS=No
significativa (P>0.05). * Se encontrd diferencia significativa (P<0.05).
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En cuanto a los esteroles totales en los alimentos experimentales, solo se
encontraron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de brasicasterol, campesterol
y B-sitoesterol entre los tratamientos, donde los alimentos Control y Catarina tuvieron los
porcentajes mas bajos (0.69% y 0.46%) de brasicasterol, mientras que el alimento con
harina de calamar el porcentaje mas alto (1.4%). El porcentaje de campesterol mostr6 un
comportamiento similar: bajo porcentaje en Catarina y Control, mientras que en calamar el
mas alto (0.51%, 0.61% y 1.41%) y [B-sitoesterol se encontré bajo en el alimento con
Catarina (2.99%), seguido del control (3.46%) y con el valor mas alto en alimento con
calamar (4.11%) (Tabla XV).

Tabla XV. Esteroles totales (% del total de esteroles) en los alimentos experimentales.

Esteroles (%) Control Catarina Calamar P
Dihidrocolesterol 91 + 30 94 + 0.8 77 + 13 NS
Colesterol 858 = 2.6 86.3 = 1.0 850 = 15 NS
Brasicasterol 07 = 0.3 05 = 0.1° 14 + 0.2° *
Campesterol 06 = 01° 05 + 0.1%* 14 + 01° *
Estigmasterol 03 + 0.2 02 £ 0.0 04 £ 0.1 NS
B-sitoesterol 35 + 0.6° 30 + 0.6° 41 + 03° *

Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
(P<0.05). NS=No significativa (P>0.05). * Se encontrd diferencia significativa (P<0.05).

7.1.3 Camarones

El estrés aplicado al final del bioensayo provocO una supervivencia
significativamente menor en los camarones alimentados con el alimento Control (Figura
18). No hubo diferencias significativas en la coloracién blanca (opaca) que algunos
camarones desarrollaron después del estrés (Figura 19). Si hubo diferencias significativas
en la respuesta post-estrés (nado erratico 0 acalambrados), donde los camarones del
tratamiento Control tuvieron la menor respuesta, seguidos de aquellos del tratamiento
Calamar y los que mejor respondieron después del reto fueron los del tratamiento Catarina
(Figura 20).

En la fraccion de acilglicéridos, no se presentaron diferencias significativas en el
porcentaje de 14:0, 16:1n-7, 18:3n-3. Los acidos grasos 22:6n-3 y 20:5n-3 no presentaron

diferencias significativas entre los tratamientos, pero si el ARA en cuanto al tipo de
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tratamiento independientemente del estrés aplicado, donde los camarones del tratamiento
Calamar presentaron los mayores porcentajes, los camarones del tratamiento Control

tuvieron el porcentaje intermedio y los del tratamiento Catarina el menor porcentaje (Figura
21, Tabla XVI).

100,0 A

90,0 A

80,0 -

70,0 A

60,0 A

Supervivencia post-estrés (%)

50,0

Control Catarina Calamar

Figura 18. Supervivencia (%) después del reto de estrés por manipulacion y exposicion
aérea de camarones alimentados con los alimentos experimentales, medias + error estandar,
letra sobre la barra indica diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

100,0 ~
90,0 A
80,0 A
70,0 A
60,0 A
50,0 A
40,0 ~
30,0 A
20,0 A
10,0 A

Coloracion blanca (%)

Control Catarina Calamar

Figura 19. Coloracion blanca (%) después del reto de estrés por manipulacion y exposicion
aérea de camarones alimentados con los alimentos experimentales, medias + error estandar,
letra sobre la barra indica diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 20. Camarones alimentados con los alimentos experimentales, que no presentaron
ninguna respuesta post-estrés (condiciones de nado erratico y acalambrados) después de
estimulacion mecanica con varilla, medias *+ error estandar. Letra sobre la barra indica
diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

En cuanto al porcentaje de acidos grasos en la fraccion de fosfolipidos, solo se
observaron diferencias significativas en 16:0 y sumatoria de n-6. Respecto al 16:0, el
tratamiento Control sin estrés tuvo el porcentaje mas bajo (13.5%), seguido del tratamiento
Catarina con estrés, Control con estrés y Catarina sin estrés (14.3, 14.6 ,14.9 y 15.2%),
mientras que el tratamiento Calamar tuvo el porcentaje mas alto (15.6%); respecto a la
sumatoria de n-6 se encontré que el tratamiento Control con estrés tuvo el porcentaje mas
bajo (15%), seguido de los tratamientos Control sin estrés (15.7%), Calamar sin estrés y
con estrés (16.3 y 16.9%) y Catarina sin estrés el mayor porcentaje (16.9%). No se
detectarondiferencias significativas en el contenido de ARA entre tratamientos (Figura 22)
(Tabla XV11).
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Tabla XVI. Acidos grasos totales (% del total de &cidos grasos) en la fraccion de acilglicéridos del musculo de camarones
alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion aérea.

Control Catarina Calamar P

SE E SE E SE E E AxE

14:0 0.2 + 0.4 0.2 + 0.1° 03 + 0.1® 0.2 + 0.0 0.3 + 0.1% 0.3 + 0.1° * NS NS
16:0 132 + 21 121 + 05 121 + 05 120 + 0.3 119 + 26 118 + 1.7 NS NS NS
18:0 10.6 + 5.0 76 + 0.7 88 + 1.0 8.8 + 0.3 10.7 + 4.6 99 + 3.7 NS NS NS
16:1n-9 1.1 + 0.1° 1.0 + 0.0 0.8 + 0.0® 1.0 + 0.0 0.7 + 0.0° 0.9 + 0.0 * NS NS
16:1n-7 0.8 + 0.0® 0.8 + 0.0%° 1.0 £ 0.0° 1.0 £ 0.0® 0.7 + 0.2° 0.7 + 0.0° * NS NS
18:1n-9 11.7 + 05° 12.2 + 0.3 12.0 + 0.6® 120 + 0.1* 12.8 + 0.6™ 13.1 + 0.8° * NS NS
18:1n-7 38 + 0.6 35 + 0.2 33 + 0.2 33 + 00 35 + 0.2 3.7 + 09 NS NS NS
18:2n-6  10.2 + 0.7° 10.3 + 0.5° 125 + 0.4° 126 + 0.4° 114 + 0.4° 110 + 1.2 * NS NS
18:3n-3 0.9 + 0.1° 0.8 + 0.1% 0.9 + 0.1° 0.9 + 0.0° 07 + 0.2° 0.8 + 0.1° * NS NS
18:4n-3 1.8 + 1.0 03 + 0.0 05 + 0.1 04 + 0.1 07 + 0.2 1.7 + 1.3 NS NS NS
20:4n-6 3.3 + 0.8%° 29 + 0.2° 31 + 0.3%® 3.0 + 0.1% 43 + 0.8° 41 + 1.1 * NS NS
20:5n-3 146 + 45 174 + 1.0 179 + 16 19.0 + 0.6 168 + 4.1 16.3 + 3.7 NS NS NS
22:6n-3 186 + 5.4 226 £ 0.7 222 + 12 21.6 + 0.7 233 + 56 225 + 59 NS NS NS
T SAT 259 + 7.6 212 + 0.9 225 + 05 223 + 0.3 242 + 74 235 + 5.4 NS NS NS
YMUFA 213 + 45 195 + 1.1 18.0 + 2.2 174 + 0.4 184 + 3.6 19.3 + 5.3 NS NS NS
LPUFA 503 + 11.0 56.7 + 1.2 57.0 + 2.1 57.8 + 0.7 55.7 + 10.6 55.3 + 10.4 NS NS NS
Y HUFA  37.8 + 9.2 438 + 15 442 + 2.7 445 + 0.7 452 + 8.9 441 + 88 NS NS NS
T n-6 147 + 2.3 15.1 + 0.7 152 + 0.6 155 + 0.4 141 + 1.1 146 + 1.4 NS NS NS
T n-3 35.6 + 9.4 416 + 15 418 + 25 422 + 0.8 415 + 9.6 40.7 + 9.2 NS NS NS
n-3/n-6 2.41 + 053 2.76 + 0.21 2.76 + 0.25 2.72 + 0.09 291 + 054 2.76 + 051 NS NS NS
22:6/20:55  1.29 + 0.14 1.30 + 0.06 1.24 + 0.06 1.14 + 0.05 1.39 + 0.05 1.36 + 0.11 * NS NS
20:4/20:55  0.29 + 0.27 0.17 + 0.02 0.17 + 0.01 0.16 + 0.01 0.29 + 0.18 0.28 + 0.20 NS NS NS

A=Alimento, E=Estrés, AxE=interaccion, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
NS=No significativa (P>0.05). * Se encontré diferencia significativa (P<0.05).
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Tabla XVII. Acidos grasos totales (% del total de &cidos grasos) en la fraccion de fosfolipidos del musculo de camarones
alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion aérea.

Control Catarina Calamar P

SE E SE E SE E A E AXE

14:0 02 + 0.1 02 + 00 03 + 00 02 + 0.1 03 + 0.1 03 + 0.1 * NS NS

16:0 135 + 0.8 146 + 05° 149 + 06° 147 + 05° 157 + 0.7° 153 + 0.6° * NS *

18:0 95 + 0.5 96 =+ 0.3° 9.7 + 04° 99 + 04° 89 + 0.4° 99 + 1.0° NS * *

16:1n-9 09 + 0.2° 08 + 01° 08 + 0.1%® 08 + 0.1° 05 + 0.1° 06 + 02® * NS NS
16:1n-7 07 + 0.06® 0.8 + 0.06* 09 + 0.0° 09 + 0.0 07 + 01° 0.7 + 0.0° * NS NS
18:1n-9 117 + 05° 122 + 0.2%¢ 120 + 0.6% 120 + 0.1%® 128 + 0.6™ 131 + 0.8° * NS NS
18:1n-7 38 + 0.6 35 + 02 33 + 0.2 33 + 0.0 35 + 0.2 37 + 08 NS NS NS
18:2n-6  10.2 + 0.7 103 + 05° 125 + 05° 12.7 + 05° 113 + 0.4 116 + 1.2° * NS NS
18:3n-3 08 + 0.1° 08 + 01° 1.1 + 0.1° 1.1 + 0.0° 09 + 0.1° 09 + 0.1° * NS NS
20:4n-6 30 + 1.0 24 + 01 21 + 0.3 21 + 0.2 23 + 0.1 30 + 13 NS NS NS
20:5n-3 152 + 1.3 159 + 0.3° 144 + 05 144 + 0.6™ 134 + 0.9% 122 + 2.4° * NS NS
22:6n-3 198 + 1.8 199 + 08 184 + 0.3 180 + 0.7 201 + 1.0 182 + 3.9 NS NS NS
¥ SAT 245 + 1.1° 257 + 0.9® 261 + 0.6® 262 + 0.6% 263 + 1.0° 270 + 1.7° * * NS
YMUFA 206 + 21 200 + 0.3 200 + 06 200 + 06 206 + 09 219 + 34 NS NS NS
YPUFA 526 + 20 523 + 0.7 51.7 + 0.7 51.6 + 0.7 513 + 15 490 + 56 NS NS NS
THUFA 392 + 20° 390 + 0.6° 357 + 1.0%® 354 + 1.0% 36.4 + 1.8® 343 + 4.9° * NS NS
T n-6 158 + 0.7* 149 + 04° 171 + 0.3° 17.2 + 0.4° 16.3 + 0.4 16.7 + 0.8° * NS *

¥ n-3 369 + 25° 373 + 05° 345 + 0.7® 344 + 0.9% 350 + 1.7%® 323 + 6.0° * NS NS

n-3/n-6 235 + 0.25° 250 + 0.08° 202 + 0.06® 1.99 + 0.00%° 215 + 0.15* 194 + 0.42° * NS NS
22:6/20:5 130 + 0.0la 126 + 0.05° 1.28 + 0.05% 125 + 0.05° 150 + 0.07° 1.48 + 0.05° * * NS
20:4/20:5 0.21 + 0.09 0.15 + 0.01 0.15 + 0.02 0.14 + 0.02 0.17 + 0.01 028 + 0.21 NS * NS

A=Alimento, E=Estrés, AXE=interaccidn, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
NS=No significativa (P>0.05). * Se encontré diferencia significativa (P<0.05).
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Figura 21. ARA (%) en fraccion de acilglicéridos del musculo de camarones alimentados
con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion
aérea, medias + error estandar (n = 3). Letra sobre la barra indica diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 22. ARA (%) en la fraccion de fosfolipidos del musculo de camarones alimentados
con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion
aerea, medias + error estandar (n = 3).
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La mayoria de los acidos grasos en hepatopancreas se vieron significativamente
afectados por el alimento, pero no por el estrés. Los camarones alimentados con el alimento
con calamar tuvieron los niveles mas bajos de SAT y MUFA, pero niveles mas altos de
PUFA y HUFA. Los camarones del tratamiento Calamar sin estrés tuvieron el valor méas
bajo de 18:0, (3.5%), seguido de los camarones de los tratamientos Control sin estrés y con
estrés (3.7 y 3.9 %), los camarones del tratamiento Calamar con estrés (4.2%), los
camarones del tratamiento Catarina con estrés (4.2%) y con el valor mas alto En los
camarones del tratamiento Catarina sin estrés (4.3%) (Tabla XVIII).

No se observOo ningun efecto significativo del alimento sobre el estrés o los
carotenoides en el musculo. No se encontraron diferencias significativas para la
composicion de esteroles en el masculo, ya sea por el efecto del alimento o el estrés (Tabla
XIX).

Hubo un efecto significativo por el alimento en varios COP: los niveles de 7a-
hidroxicolesterol fueron mas bajos en los camarones no estresados alimentados con el
alimento control, y los mas altos en los camarones estresados alimentados con el alimento
de Catarina. Los niveles de 5,6B-epoxicocolesterol estuvieron mas bajos en los camarones
estresados alimentados con calamar y no estresados, y mas altos en los alimentados con
Catarina y Control. Se detectd una interaccion significativa para el 5,6a-epoxicocolesterol
por efecto de alimento y estrés; los camarones no estresados alimentados con Catarina
tuvieron los valores més altos, mientras que los camarones no estresados alimentados con
calamar tuvieron los valores méas bajos. El colestanotriol tuvo niveles mas bajos en los
camarones que no estaban estresados y que fueron alimentados con el alimento control, y
los mas altos independientemente del estrés en los camarones alimentados con Catarina.
Los COP totales estuvieron mas bajos en los camarones no estresados y alimentados con el
alimento Control, seguidos por los camarones sin estrés alimentados con calamar, los
camarones estresados alimentados con el alimento Control, luego los camarones estresados
de los alimentos Catarina y calamar, y los mas altos en los camarones sin estrés
alimentados con el alimento Catarina (Figura 23). Se encontré un efecto significativo tanto
del alimento como del estrés para el 7-cetocolesterol, con un nivel mas bajo en los

camarones sin estrés alimentados con el alimento Control, niveles intermedios en los
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camarones sin estrés y estrés alimentados con el alimento con Catarina. Los niveles mas
altos se encontraron en los camarones sin estrés alimentados con el alimento con Catarina y

los camarones estresados alimentados con Control (Tabla XX).
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Figura 23. COP totales (mg/100g) en el musculo de camarones alimentados con los
alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion aérea,
medias + error estandar (n = 3). Letra sobre la barra indica diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05).

Hubo un efecto significativo del alimento sobre las proteinas totales, los lipidos
totales y los niveles de glucosa en hepatopancreas (Tabla XXII). Las proteinas estuvieron
mas altas en los camarones alimentados con el alimento control y méas bajas en los
alimentos con calamar o Catarina. Los lipidos estuvieron mas altos en los camarones
alimentados con el alimento Catarina, con valores intermedios los camarones alimentados
con el alimento Control y mas bajos en los camarones alimentados con el alimento con
calamar.

En cuanto a los esteroles en hepatopancreas, solo se encontraron diferencias
significativas en cuanto el stigmasterol, donde tanto los camarones estresados y sin estrés
alimentados con Catarina y calamar tuvieron los valores mas altos, mientras que los

alimentados con Control, los mas bajos (Tabla XXIII)



75

Tabla XVIII. Acidos grasos totales (% del total de 4cidos grasos) en hepatopancreas de camarones de camarones alimentados
con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicién aérea.

Control Catarina Calamar P

SE E SE E SE E A E AXE

14:0 08 + 01® 09 + 0.1% 1.1 + 02® 1.0 £ 0.1° 07 + 0.2¢ 08 *+ 0.2° * NS NS

16:0 145 + 0.1 149 + 0.6° 147 + 0.6 151 + 0.0° 132 + 0.6° 136 + 1.2® * NS NS

18:0 44 + 03® 41 + 03® 47 + 05® 47 + 01° 38 + 0.1° 42 + 06° * NS NS

16:1n-9 04 + 00® 04 + 0.0® 04 + 0.0® 05 + 0.0° 04 + 0.0° 04 + 0.0° * NS NS
16:1n-7 27 + 0.1%® 27 + 0.2% 29 + 0.2° 29 + 0.2° 22 + 04° 23 + 0.1° * NS NS
18:1n-9 214 + 0.9° 215 + 05° 192 + 1.3 194 + 05° 193 + 0.7° 196 + 0.9° * NS NS
18:1n-7 40 + 1.3° 40 + 0.2° 37 + 0.3% 39 + 0.2% 35 + 0.1° 36 + 0.1%® * NS NS
18:2n-6 200 + 1.0 205 + 0.6 200 + 12 199 + 06 204 + 05 204 + 1.0 NS NS NS
18:3n-3 20 + 0.1 20 + 0.2 24 + 02 22 + 00 22 + 02 20 + 07 NS NS NS
20:4n-6 1.6 + 02*° 13 + 0.2° 15 + 0.2%® 15 + 0.0® 19 + 0.2 20 = 02° * NS NS
20:5n-3 82 + 06 79 + 07 80 *+ 08 77 + 02 86 + 0.9 84 + 1.2 NS NS NS
22:6n-3 47 + 04%® 40 + 05° 59 + 0.7%® 59 + 0.2% 68 + 0.8° 63 + 15° * NS NS
T SAT 208 + 05° 21.0 + 04° 21.8 + 04" 221 + 01° 194 + 06° 194 + 1.7° * NS NS
¥~ MUFA 346 + 0.3% 348 + 09° 324 + 15% 327 + 0.0%® 319 + 0.9° 324 + 1.2° * NS NS
Y PUFA 416 + 05° 411 + 1.1° 429 + 14 423 + 0.2° 459 + 1.1° 453 + 25° * NS NS
¥ HUFA 16.7 + 0.6% 153 + 1.2° 173 + 1.6% 16.8 + 0.4% 195 + 1.3° 191 + 2.7® * NS NS
T n-6 344 + 0.8 349 + 0.3 347 + 15 347 + 12 353 + 009 354 + 12 NS NS NS

¥ n-3 16.2 + 2.7° 158 + 0.9° 181 + 3.0% 172 + 16% 194 + 26° 189 + 2.3° * NS NS

n-3/n-6 047 + 0.08® 045 + 0.02° 052 + 010® 049 + 0.05® 055 + 008 053 + 0.08 * NS NS
22:6/20:5 052 + 0.19%® 047 + 012° 068 + 026® 071 + 022 074 + 028 067 + 0.16® * NS NS
20:4/20:5 017 + 0.01® 014 + 007° 017 + 0.00® 017 + 001® 020 + 000 021 + 0.02° * NS NS

A=Alimento, E=Estrés, AxE=interaccion, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
NS=No significativa (P>0.05). * Se encontré diferencia significativa (P<0.05).
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Tabla XIX. Variables bioguimicas (mg/g) en musculo de camarones alimentados con los alimentos experimentales y sometidos

a un estrés por manipulacién y exposicion aérea.

Control Catarina Calamar P
SE E SE E SE E A E AXE

Carbohidratos totales 456 + 51® 441 + 9.8% 292 + 56° 382 + 1.3% 558 + 1.1° 50.8 + 1.6% * * NS
Proteinas totales 7523 £ 27.6 818.6 = 384 761.0 £ 36.6 707.3 £ 30.2 769.1 £ 235 7675 = 234 NS NS NS
Lipidos totales 90.1 + 1.6° 123.0 + 231* 1878 + 57° 197.9 + 20.7° 195.7 + 18.8° 152.6 + 22.0® * NS NS
Glucosa 138 = 1.3 131 £ 16 112 = 16 115 £ 10 122 £ 19 139 = 0.8 NS NS NS
Astaxantina libre (%) 727 = 144 685 = 194 76.3 17.1 549 = 225 685 = 11.0 75.2 = 135 NS NS NS
Astaxantina 211 + 10.6 188 = 12.1 23.6 17.1 333 + 17.3 194 £+ 338 199 = 10.0 NS NS NS
esterificada(%)
Alfa caroteno (%) 19 £ 19 6.2 £ 3.1 ND 59 £ 37 19 + 19 47 = 4.8 NS NS NS

A=Alimento, E=Estrés, AxE=interaccion, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

NS=No significativa (P>0.05). * Se encontré diferencia significativa (P<0.05).

Tabla XX. Esteroles en masculo (mg/g) de camarones alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por

manipulacion y exposicion aérea.

Control Catarina Calamar P
SE E SE E SE E A E AxXE

Dihidrocolesterol 049 + 0.2 044 + 0.11 034 = 0.01 0.37 + 0.08 0.21 + 0.07 023 + 0.04 NS NS NS
Colesterol 199 + 1.32 195 + 1.29 206 + 1.0 23.0 = 0.72 225 + 053 221 + 215 NS NS NS
Brasicasterol 041 + 0.12 0.47 = 0.09 0.27 = 0.09 0.14 + 0.08 0.50 + 0.06 035 + 0.14 NS NS NS
Campesterol 0.12 + 0.02 0.17 + 0.10 0.18 + 0.03 0.15 + 0.00 0.05 + 0.02 0.08 = 0.04 NS NS NS
Estigmasterol 0.13 = 0.05 042 = 0.34 0.03 £ 0.00 0.06 = 0.01 0.04 = 0.00 0.02 = 0.02 NS NS NS
B-sitosterol 042 = 0.04 0.28 = 0.06 0.32 £ 0.03 037 = 0.14 0.34 = 0.06 0.27 = 0.04 NS NS NS
Esteroles totales 16 = 01%® 1.9 + 04° 1.1 + 0.1° 1.0 + 0.3° 1.1 + 0.2° 09 + 0.1° * NS NS

A=Alimento, E=Estrés, AXE=interaccidn, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).

NS=No significativa (P>0.05). * Se encontré diferencia significativa (P<0.05).
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Tabla XXI. COP en musculo (mg/100g) de camarones alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por
manipulacion y exposicion aérea.

Control Catarina Calamar P

SE E SE E SE E A E AxE
7a-Hidroxicolesterol 1.21 + 0.08° 154 + 0.10® 1.84 + 0.14® 1.89 + 0.21° 150 + 0.04® 167 + 0.16® * NS NS
7b-Hidroxicolesterol 0.30 + 0.02 051 + 0.03 1.64 + 0.13 1.33 + 0.15 1.04 + 0.02 218 + 021 NS NS NS
5,6b-Epoxicolesterol 0.94 + 0.06® 1.23 + 0.08" 1.15 + 0.09° 117 + 0.13° 0.63 + 0.01° 0.69 + 0.07° * NS NS
5,6a-Epoxicolesterol 0.65 + 0.04% 0.75 + 0.05% 1.33 + 0.10° 097 + 0.11% 030 + 0.01° 0.72 + 0.07® * NS *
Colestanotriol 0.77 + 0.05° 091 + 0.06® 1.34 + 0.10° 1.28 + 0.14° 1.12 + 0.03* 1.19 + 0.12% * NS NS
25-Hidroxicolesterol 0.61 + 0.10 0.84 + 0.06 0.90 + 0.07 0.81 + 0.09 070 + 0.12 0.68 + 0.07 NS NS NS
7-cetocolesterol 033 + 0.12 098 + 0.16 0.95 + 0.07 0.86 + 0.10 071 + 012 0.70 + 0.07 NS NS NS
COP Totales 481 + 0.62° 6.75 + 0.95% 9.15 + 0.92° 830 + 0.97® 5.99 + 0.34° 7.84 + 0.96% * NS *

A=Alimento, E=Estrés, AxE=interaccion, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). NS=No
significativa (P>0.05). * Se encontr¢ diferencia significativa (P<0.05).
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Tabla XXII. Variables bioquimicas (mg/g) y carotenoides (mg/100g) en hepatopancreas de camarones alimentados con los

alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacién y exposicién aérea.

Control Catarina Calamar P
SE E SE E SE E A E AXE

Carbohidratos totales 411 + 1.9% 373 + 46 487 + 6.0° 454 + 3.8° 332 + 0.6° 436 + 0.6% * NS *
Proteinas totales 571.0 + 21.3° 4379 + 269 3324 + 18° 3358 + 292° 2783 + 42° 3669 + 9.5° * NS NS
Lipidos totales 4520 + 54.8% 6215 + 47.0° 6942 + 49.8° 6805 + 457° 4183 + 52.9° 4022 + 24.7° * NS NS
Glucosa 120 + 35%® 74 + 1.2° 139 + 1.0® 207 + 15° 165 + 1.1® 135 + 2.0® * * *
Lactato 1.13 + 0.18% 238 + 0.21° 216 + 0.16® 213 + 040 099 + 0.03° 2.09 + 0.32" NS * *
Carotenoides totales 51 + 0.9 41 + 0.8 195 + 13.2 159 + 9.1 10.7 + 5.6 98 + 3.0 NS NS NS
Astaxantina libre (%) 852 + 54 886 + 2.6 86.6 + 0.4 87.2 + 19 882 + 0.0 82.0 + 4.0 NS NS NS
Astaxantina 82 + 21 6.2 + 03 66 + 0.1 6.7 + 0.7 6.6 + 0.2 114 + 33 NS NS NS
esterificada (%)
Alfa caroteno (%) 65 + 3.3 52 + 24 68 + 05 6.1 + 1.3 51 + 0.2 66 + 08 NS NS NS

A=Alimento, E=Estrés, AxE=interaccion, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). NS=No

significativa (P>0.05). * Se encontr¢ diferencia significativa (P<0.05).

Tabla XXI1I. Esteroles (mg/g) en hepatopancreas de camarones alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a un

estrés por manipulacion y exposicion aérea.

Control Catarina Calamar P
SE E SE E SE E A E AXE

Dihidrocolesterol 545 + 0.73 515 + 1.23 6.81 + 1.51 446 + 0.40 520 + 0.51 7.76 + 154 NS NS NS
Colesterol 15.0 * 1.97 17.1 + 258 173 + 461 146 + 0.37 193 + 1.14 296 + 4.43 NS NS NS
Campesterol 1.03 + 0.34 1.80 + 0.75 1.23 + 0.25 1.55 + 0.29 1.38 + 0.32 204 + 0.59 NS NS NS
Stigmasterol 090 + 0.13% 1.28 + 0.18 050 + 0.07° 051 + 0.11° 0.66 + 0.09° 0.73 + 0.30° * NS NS
B-sitosterol 1.32 + 0.30 1.41 + 037 131 + 0.28 1.34 + 0.17 206 + 0.13 262 + 0.88 NS NS NS
Esteroles totales 87 + 14 96 + 0.9 98 = 2.2 78 £ 15 9.2 +* 04 13.1 + 0.9 NS NS NS

A=Alimento, E=Estrés, AXE=interaccidn, Medias + error estandar. Superindices diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
NS=No significativa (P>0.05). * Se encontré diferencia significativa (P<0.05).
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Los niveles de PGEM fueron mas bajos en los camarones sin estrés alimentados con
los alimentos Control y calamar, y los més altos en los camarones estresados de los mismos
alimentos. Los valores de PGEM en los otros tratamientos tuvieron valores similares e

intermedios en comparacion con el Control (Figura 24).
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Figura 24. PGEM (ug/g) en branquias de camarones alimentados con los alimentos
experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion aérea, medias +
error estandar (n = 3). Letra sobre la barra indica diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05).

Los hidroperoxidos fueron méas bajos en los camarones sin estrés del Control y del
de calamar; los valores més altos se observaron en los camarones estresados del alimento
Control, con valores intermedios para el resto de los tratamientos (Figura 25). El 8-
isoprostano, no hubo diferencias significativas, pero si se observd una tendencia a estar mas
altos en los camarones alimentados con el alimento Control, independientemente del estrés,
y mas bajo en los camarones sin estrés alimentados con calamar, con valores intermedios

para los demas tratamientos (Figura 26).
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Figura 25. Hidroperoxidos (pg/g) en branquias de camarones alimentados con los
alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion aerea,
medias * error estandar (n = 3). Letra sobre la barra indica diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05).
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Figura 26. Concentracion de 8-isoprostanos (pg/mg) en muasculo de camarones
alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y
exposicion aérea, medias * error estandar (n = 3).
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La expresion génica relativa de los transcriptos que codifican las enzimas
antioxidantes en hepatopancreas de camarén fue mayor en GPx (cambio 2.4 veces) en los
camarones estresados alimentados con Catarina, que su control y CATALASA en los
camarones estresados del Control (cambio de 1.1 veces) que su control, y en los camarones
estresados alimentados con Catarina (cambio de 2.6 veces), mientras tanto, en los otros
tratamientos estos genes estaban subexpresados (valor menor que 1). La expresion genética

relativa de COX 'y SOD no fue diferente entre los tratamientos (Figura 27).

Se realizé un analisis de PCA considerando las siguientes variables: supervivencia
durante el bioensayo de crecimiento, alimento consumido, ganancia de peso, mudas,
supervivencia durante el estrés, coloracién blanca, variables bioquimicas en musculo y
hepatopancreas, 8-isoprostano, PGEM en branquias, acidos grasos en la fraccion neutra y
polar de musculo, oxiesteroles, LOOH en branquias, variables bioguimicas en musculo y
hepatopancreas, expresion de genes de enzimas GPx, Catalasa, SOD y COX, acidos grasos
en musculo y hepatopancreas, pigmentos en masculo y camarones enteros, esteroles en
musculo y hepatopancreas y oxiesteroles. Cinco factores tuvieron valores > 1.0 y juntos

representaron el 100% de la variacion total.

Las variables que fueron > 0.7 y positivas en el primer factor fueron proteinas en
hepatopancreas, glucosa en hepatopancreas, 7a-hidroxicolesterol, 5,6a-hidroxicocolesterol,
colestanotriol y 25-hidrocolesterol, mientras que aquellas que se asociaron negativamente
fueron la supervivencia durante el bioensayo de crecimiento, el alimento consumido la
ganancia de peso, las mudas, el lactato en el masculo y el lactato en el hepatopancreas, el 8-
isoprostano en el masculo, la expresion del gen SOD, 22:6n-3 en la fraccion neutra,
astaxantina esterificada en camarones enteros, alfa caroteno en camarones enteros,
colesterol en hepatopancreas, b-sitosterol en hepatopancreas, 7b-hidroxicolesterol, y juntos

representaron el 37.4% de la variacion.
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Figura 27. Expresion de ARNm de hepatopancreas de camarones alimentados con los
alimentos experimentales y sometidos a un estrés por manipulacion y exposicion aérea,
medias + error estandar (n = 3). Letra sobre la barra indica diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05). A) Glutatién peroxidasa B) Catalasa C) Superdxido dismutasa D)
Ciclooxigenasa. El eje Y muestra la expresion relativa de ARNm (gen objetivo / LVRPLS);
el eje X muestra grupos estresados de alimentos alternativos y grupos no estresados (valor
=1).
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Tabla XXIV. Factores estimados por PCA de camarones alimentados con los alimentos
experimentales y sometidos a un estrés por por manipulacién y exposicion aérea.

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5
% Supervivencia - crecimiento -0.95 0.02 -0.15 0.28 0.05
Alimento - crecimiento -0.83 -0.47 -0.03 0.28 0.04
Tasa de crecimiento -0.92 -0.25 -0.09 0.29 0.05
Mudas - crecimiento -0.89 0.31 -0.21 0.24 0.04
% Supervivencia durante el estrés -0.54 0.16 -0.76 -0.27 -0.16
Sin respuesta durante el estrés 0.10 -0.03 0.92 0.19 -0.33
% coloracion blanca durante el estrés -0.14 0.17 0.73 0.16 -0.63
CHO-M -0.08 -0.70 -0.13 0.70 -0.01
Proteinas-M -0.39 -0.56 0.70 0.00 0.22
Lipidos-M -0.47 0.19 -0.74 -0.43 0.05
Lactato-M -0.86 -0.18 -0.04 0.35 -0.34
Glucosa-M 0.57 -0.80 -0.06 -0.11 -0.11
CHO-HP -0.45 0.41 -0.20 -0.74 -0.19
Proteinas-HP 0.76 -0.60 0.17 -0.17 -0.05
Lipidos-HP 0.48 0.82 0.25 0,09 0.18
Lactato-HP -0.70 0.42 -0.33 0.47 -0.06
Glucosa-HP 0.70 -0.53 -0.15 -0.44 -0.15
LOOH branquias -0.21 0.52 0.73 -0.31 -0.25
8-isoprostano -0.71 0.02 0.37 -0.60 -0.10
PGEM branquias 0.09 -0.14 0.95 0.27 -0.06
GPx 0.16 0.65 -0.37 0.30 -0.58
SOD -0.78 -0.36 -0.11 -0.49 0.07
CATALASA 0.25 0.64 -0.16 0.37 -0.61
COX 0.41 0.28 -0.82 0.14 0.24
20:4n-6 LN-Mdsculo -0.53 -0.72 -0.44 0.08 0.11
22:6n-3 LN-Mdsculo -0.73 0.02 0.28 0.58 0.22
20:4n-6 LP-Musculo 0.08 -0.74 -0.04 -0.67 -0.02
22:6n-3 LP-Musculo -0.56 -0.54 0.36 -0.39 -0.32
20:4n-6 HP -0.46 -0.86 0.00 0.23 -0.07
20:5n-3 HP 0.46 -0.82 -0.15 0.30 -0.02
22:6n-3 HP -0.32 -0.79 -0.11 0.46 0.23
Astaxantina libre camaroén entero 0.90 0.03 -0.24 0.34 0.07
Astaxantina esterificada camarén -0.81 -0.26 0.35 -0.31 -0.22
Alfa caroteno camarén completo -0.83 0.40 -0.01 -0.31 0.22
Dihidrocolesterol M 0.92 0.02 0.05 -0.35 -0.18
Colesterol M -0.67 0.28 -0.32 0.45 -0.41
Estigmasterol M 0.71 -0.24 0.63 0.20 0.07
R-sitosterol M 0.46 -0.03 -0.83 -0.13 -0.29
Dihidrocolesterol HP -0.67 -0.08 0.28 -0.63 0.27
Colesterol HP -0.84 -0.32 0.40 -0.18 -0.04
Estigmasterol HP 0.55 -0.59 0.59 0.05 0.03
R-sitosterol HP -0.87 -0.44 0.20 0.08 -0.10
Ta—Hidroxicolesterol -0.38 0.88 0.23 0.14 -0.03
7p—Hidroxicolesterol -0.88 0.40 0.18 -0.17 -0.03
5,6a—Epoxicolesterol 0.11 0.83 0.17 -0.50 0.14
5,6B-Epoxicolesterol 0.71 0.63 0.32 -0.10 -0.01
Colestanotriol -0.66 0.71 0.00 0.07 0.22
25-Hidroxicolesterol 0.17 0.80 0.39 0.16 0.39

7—cetocolesterol -0.05 0.65 0.57 0.38 0.31
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En el segundo factor, los lipidos en hepatopancreas, 7a-hidroxicolesterol, 5,6b-
hidroxicolesterol, colestanotriol y 25-hidroxicolesterol se asociaron positivamente, mientras
que los que se asociaron negativamente fueron carbohidratos en el musculo, glucosa en el
masculo, 20:4n-6 en la fraccion neutra y polar, 20:4n-6, 20:5n-3 y 22:6n-3 en

hepatopancreas, y juntos representaron el 26.4% de la variacion.

En el tercer factor, coloracion blanca post-estrés, las proteinas en el musculo, el
LOOH en las branquias y el PGEM en las branquias se asociaron positivamente, mientras
que las que se asociaron negativamente fueron la supervivencia durante el estrés, los lipidos
en el masculo, la expresion del gen COX, el 3-sitosterol en musculo y juntos representaron

el 18.2% de la variacion.

En el cuarto factor, los carbohidratos en el musculo se asociaron positivamente,
mientras que los que se asociaron negativamente fueron los carbohidratos en

hepatopancreas, y juntos representaron el 12.6% de la variacion.

En el quinto factor, ninguna variable de las analizadas se asocid significativamente

y representd el 5.5% de la variacion (Tabla XXIV).

La Figura 28A) representa el PCA para los primeros dos factores que explican el
63.8% de la variacion total. La figura 28B) representa el PCA para el primer y tercer

factores que explican el 55.5% de la variacion total.

Tabla XXV. Eigenvalores estimados por PCA de camarones alimentados con los alimentos
experimentales y sometidos a un estrés por por manipulacion y exposicion aérea

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5
Eigenvalor 18.32 12.95 8.90 6.17 2.67
Varianza total (%) 37.38 26.42 18.16 12.59 5.45
Eigenvalor acumulado 18.32 31.26 40.16 46.33 49.00

Acumulado (%) 37.38 63.80 81.96 94.55 100.00
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B)

Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 3)
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Figura 28. A) Analisis de componentes principales, que muestra los factores 1 y 2. B)
Analisis de componentes principales que muestra los factores 1 y 3 de variables

seleccionadas en camarones alimentados con los alimentos experimentales y sometidos a
estrés por manipulacion y exposicion aerea.
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7.2. Determinacion de la dosis, el tiempo y la administracion mas adecuada de un inhibidor
de ciclooxigenasas suministrado en el alimento y evaluar su efecto sobre la produccion de
prostaglandinas en camarones.

7.2.1 Determinacion de PGEM en un intervalo tiempo/dia

En cuanto la concentracion de prostaglandinas en las branquias de camarén, se
observaron diferencias significativas por efecto de la dosis y el tiempo de suministro de
ASA, donde los organismosde los tratamientos con menor concentracion de PGEM fueron
a las 0 horas, con un fuerte incremento del grupo control y ASA 50 a 1 h, sin variacion

importante para los camarones en ayuno (Figuras 29 y 30).

D P<0.05

T P<0.05

DxT P>0.05

20,0 O Control
OA50
BAL00
. BA200
< 150 % A400
— ab 8 AYUNO
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0 i :
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8 a b ab abab
S 50 ab
(&) ol 16, abab b
0,0
0 1 3 6 24
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Figura 29. Concentracion de PGEM (ug/g en peso hiumedo) en branquias de camaron del
bioensayo dosis y tiempo de suministro de ASA, medias + error estandar. ANOVA
bifactorial, Dosis= D, Tiempo= T, interacciébn= D x T. Los post-hocs se realizaron por
separado para cada tiempo.
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Figura 30. Concentracion de PGEM (ug/g en peso humedo) a lo largo del tiempo en
branquias de camaron del bioensayo dosis y tiempo de suministro de ASA, medias + error
estandar.

7.2.2 Dafio apoptotico en tejidos, area total y atrofia branquial

Los tejidos con mayor apoptosis fueron el musculo, el tejido conjuntivo, asi como la
base branquial, donde no hay una dosis especifica que haya afectado a todos los tejidos
(Figura 31). En la figura 32, se observa la atrofia total branquial y en la figura 34 en dafio
histoldgico en la branquia donde se observaron laminaciones y fusionamientos de branquias
en tratamientos ASA 50, 100, 200 y 400 en en tiempo 0. En la figura 33, se observan
algunos tejidos que fueron sometidos a la técnica de TUNEL, en las branquias tratadas con
ASA se encontraron hemocitos apoptoticos, el musculo con fibroblastos apoptoticos,

nacleos de fibra muscular y en hepatopéncreas, tibulos apoptéticos.
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Figura 31. Nivel de dafio apoptdtico en tejidos de camardn del bioensayo dosis y tiempo de
suministro de ASA, se muestra dafio de tejido por tratamiento, donde nivel de dafio, 0: sin
dafio, 1: bajo, 2: medio y 3: alto.
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Figura 32. Atrofia branquial (medida en &rea total branquial) en camarones del bioensayo
dosis y tiempo de suministro de ASA, medias + error estandar, a los tiempos 0, 1, 3,6 y 24
horas por tratamiento.
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Figura 33. Tejidos de camardn positivos a técnica TUNEL. A) Branquias de camardn de
tratamiento control; B) Branquias tratadas con ASA; C) Tejido conjuntivo control (60%); D)
Tejido conjuntivo tratado con dosis ASA; E) Musculo control; F) Musculo control tratado
con dosis ASA; G) Hepatopancreas control; H) Hepatopancreas tratado con dosis ASA; h,
hemocitos; f, fibroblasto; n, nucleo de fibra muscular; n, nuacleo; t, tubulo de
hepatopancreas. Técnica TUNEL (60%).
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Figura 34. Corte histoldgico de branquias de camardn L. vannamei, donde se observa la
atrofia branquial: A) Morfologia branquial normal (bn) de un camardn de tratamiento
Control al tiempo 0, y B) lamina branquial con lo que posiblemente es una atrofia, que
muestra laminas fusionadas (bf) en camarones sometidos a las dosis de 50, 100, 200 y 400
de ASA.
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7.2.3 Expresion relativa de genes GPx, CAT, SOD, y COX

La expresion relativa de genes de enzimas antioxidantes solo se hizo para el
tratamiento Control y el de ASA100. Se observaron diferencias significativas entre
tratamientos en todos los genes analizados, habiendo efecto significativo del alimento, el
tiempo e interaccion de estas dos variables, sobre los genes GPx, CAT, SOD y COX.
Respecto a GPx, se observd una mayor expresion relativa al tiempo 6 h en ASA100, que
fue significativamente diferente a los demas tratamientos (Figura 35). Sobre CAT se
observo que la mayoria de los tratamientos tuvieron expresion relativa baja, con excepcion
de los tratamientos ASA100 a las 0 h y ASA100 a las 6 h, los cuales tuvieron la mayor
expresion relativa (4.4 y 4.8 respectivamente) (Figura 36). En cuanto a SOD se observo que
Control a las 6 h (5.2), Control a las 3 h (5.8), Control a las 24 h (9.8) y con la mayor
expresion en los organismos del tratamiento Control a las 12 h (12.8), que fueron diferentes
de los demas (Figura 37). Respecto a COX se observo que la mayoria de los tratamientos,
en todos los tiempos, tuvieron expresiones relativas bajas, que fueron significativamente
diferentes de los tratamientos ASA100 al tiempo 0 h (5.5) (Figura 38).
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Figura 35. Expresion de ARNm de Glutation peroxidasa en hepatopancreas de camarones.
Medias * error estandar (n=3). ANOVA bifactorial, Dosis= D, Tiempo= T, interaccion= D
x T. Asterisco sobre la barra indica diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 36. Expresion de ARNm de Catalasa en hepatopancreas de camarones. Medias *
error estandar (n=3). ANOVA bifactorial, Dosis= D, Tiempo= T, interaccion= D x T.
Asterisco sobre la barra indica diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 37. Expresion de ARNmM de Superoxido dismutasa en hepatopancreas de
camarones. Medias + error estandar (n=3). ANOVA bifactorial, Dosis= D, Tiempo= T,
interaccion= D x T. Asterisco sobre la barra indica diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05).
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Figura 38. Expresion de ARNm de Ciclooxigenasa en hepatopancreas de camarones.
Medias + error estandar (n=3). ANOVA bifactorial, Dosis= D, Tiempo= T, interaccién= D
x T. Asterisco sobre la barra indica diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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7.3. Evaluacién del efecto de un inhibidor de ciclooxigenasas sobre la producciéon de
prostaglandinas y la supervivencia en camarones sometidos a estrés por manipulacién y
exposicion aérea.

7.3.1 Respuesta al reto de estrés

Durante el bioensayo de estrés, la supervivencia fue del 100% para los camarones
no estresados con o sin ASA, pero para los controles estresados fue de 89%, mientras que
los camarones alimentados con ASA tuvieron supervivencia de 100% cuando se sometieron
al estrés (Figura 39). En el tratamiento Control no estresado, no hubo camarones con
abdomen blanquecino, pero se encontré 53.3% con esta condicion en el tratamiento Control
estresado y 73.3% de los camarones en el tratamiento ASA estresados, mientras que solo
11.1% de los camarones no mostraron respuesta después del estrés en el tratamiento control
(Tabla XXV1).

Tabla XXVI. Supervivencia y respuesta al estrés de camarones sometidos a estrés por
manipulacion y exposicion aérea en bioensayo produccién de PGEM con ASA

Control ASA
SE E SE E
Supervivencia después del estrés (%) 100 88.8 100 100
Coloracion blanca (%) 0 53.3 0 73.3
Camarones sin respuesta post- 0 11.1 0 0

reinmersion en agua (%)

Valores se muestran en medias, sin error estandar (n=1 por tratamiento)
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Figura 39. Supervivencia (%) de camarones sometidos a estrés por manipulacion y
exposicion aerea en bioensayo produccion de PGEM con ASA. Valores se muestran en
media (n=1 por tratamiento).

7.3.2 Variables bioguimicas en camarén

El estrés afectd los niveles de carbohidratos, glucosa y lactato en hepatopancreas de
camaron (HP), independientemente de ASA. Los carbohidratos (24 + 1.8 vs. 33+ 4.0 mg/g)
y glucosa (7.1 + 2.9 vs. 154 £ 6.5 mg/g) fueron significativamente mas bajos en los
camarones estresados en comparacion con los controles, mientras que el lactato fue mas
alto en los camarones estresados en comparacién con los controles (1.4 + 0.4 vs. 0.65 + 0.2
mg/g). EI ASA solo afectd los niveles de proteina total en HP, con niveles
significativamente mas bajos en camarones alimentados con el alimento suplementado con
ASA en comparacién con el alimento control (261 + 40.7 vs. 500.6 + 89.0 mg/g) (Tabla
XXVII).
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El porcentaje de &cidos grasos en las branquias solo tuvo diferencias significativas

en los acidos grasos 16:0 existiendo efecto por el alimento y por el estrés, donde los valores

mas bajos se encontraron en los organismos de los tratamientos ASA sin estrés y con estrés

(10.8 y 11.0 %), mientras que el valor mas alto se encontré en los organismos del

tratamiento Control sin estrés (11.8%). La sumatoria de acidos grasos saturados fue

significativamente diferente entre los tratamientos, donde los organismos de ASA con

estrés tuvieron el valor mas bajo (21.7%), siendo diferente del tratamiento Control sin
estrés, el cual tuvo el valor mas alto (23.4%) (Tabla XXVIII).

Tabla XXVII. Variables bioquimicas (mg/g de materia seca) en musculo y hepatopancreas
de camarones sometidos a estrés por manipulacion y exposicién aérea en bioensayo
produccién de PGEM con ASA.

Control ASA ANOVA

SE E SE E A E AxE
Hepatopancreas
Carbohidratos 33.0 £ 40° 270 * 39® 296 + 39® 240 + 1.8 * * NS
Proteinas 500.6 + 89.0° 480.9 + 144.2™ 317.0 + 24.8® 2610 + 40.7° * NS NS
Lipidos 319.1 + 518 4272 + 90.1 3887 + 850 4271 + 742 NS NS NS
Lactato 07 £ 02 14 + 04° 06 + 0.2° 10 + 04® NS * NS
Glucosa 125 + 65® 71 + 2.9° 154 + 65" 86 + 26® NS * NS
Musculo
Carbohidratos 362 + 7.8 359 + 13.6 442 + 35 273 + 503 NS NS NS
Proteinas 4858 + 11.8° 5454 + 49.0° 4842 + 21.1° 539.0 + 554° NS * NS
Lipidos 430 + 36° 194 + 2.8 29.2 + 4.4° 414 + 45° NS * *
Lactato 005 + 001 008 + 0.05 01 + 007 006 + 006 NS NS NS
Glucosa 131 + 1.6 128 + 1.3 135 + 15 131 + 1.8 NS NS NS

A = ASA; AXE = Interaccidn, SE, sin estrés; E = Estrés. Medias + desviacion estandar. Superindices diferentes

indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). NS=No significativa (P>0.05). * Se encontrd
diferencia significativa (P<0.05).

7.3.4 Contenido de PGEM y LOOH en camarones

Sobre los niveles de PGEM en las branquias (Figura 40), se encontraron diferencias

significativas entre tratamientos por tratamiento y por la ineraccion tratamiento y estres.
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Los niveles de PGEM fueron mas bajos en los organismos alimentados con ASA sin estrés
(3.83 £ 0.7 pg/mg), sequido de los organismos del tratamiento Control sin estrés (4.5 £
0.08 pg/mg), seguido de los organismos alimentados con ASA estresados (6.60 + 0.9
pg/mg), y los valores més altos en los organismos del tratamiento control estresados (10.3

+ 2.3 ug/mg).

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en el contenido de los
hidroperoxidos (LOOH), por interaccion entre tratamiento y estrés, observandose una
menor concentracion en los organismos del tratamiento Control sin estrés (48.7 ug/mg), un
valor intermedio en los del ASA sin estrés (60.4 pg/mg) y las concentraciones mas altas en
los organismos de los tratamientos ASA con estrés (64.8 pug/mg) y Control con estres (67.1

pug/mg) (Figura 41).
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Tabla XXVII1I. Contenido de &cidos grasos (% del total de &cidos grasos) en branquias de
camarones sometidos a estrés por manipulacion y exposicion aérea en bioensayo
produccion de PGEM con ASA.

Control ASA [

SE E SE E A E AxE
14:0 030 + 0.05 025 = 001 0.24 + 0.05 0.22 + 0.10 NS NS NS
16:0 11.85 + 0.09° 1136 + 0.21° 11.04 + 0.38 10.78 + 0.20° * * NS
18:0 10.03 + 0.50 952 + 0.37 958 + 0.64 959 + 0.68 NS NS NS
16:1n-9 087 + 0.16 1.05 + 0.05 1.05 + 0.17 1.03 + 021 NS NS NS
16:1n-7 096 + 0.03 0.86 + 0.04 0.83 + 0.03 0.81 + 0.06 NS NS NS
18:1n-9 1367 + 0.77 1316 = 026  12.77 + 048 13.04 + 0.74 NS NS NS
18:1n-7 373 = 0.08 341 + 005° 344 + 0.01® 3.36 + 0.09° NS * NS
18:2n-6 10.71 + 0.28 1041 + 0.04 1043 + 051 1056 + 0.52 NS NS NS
18:3n-3 1.02 + 0.19 093 + 0.04 0.88 + 0.14 0.86 + 0.20 NS NS NS
20:4n-6 333 + 061 399 + 043 3.89 + 0.34 3.84 + 0.73 NS NS NS
20:5n-3 1364 + 1.37 1360 + 039  13.75 + 047 13.94 + 0.69 NS NS NS
22:6n-3 1591 + 0.96 1517 = 051 1588 #* 1.62 17.34 + 1.73 NS NS NS
¥ SAT 2341 + 063" 2236 + 062 2206 + 0.43® 21.74 + 0.60° * NS NS
EMUFA 2537 + 1.3 2701 + 088 2661 + 1.49 2498 + 1.29 NS NS NS
¥ PUFA 50.32 + 1.70 4956 + 142 5028 + 1.97 52.20 + 1.60 NS NS NS
¥ HUFA 3514 + 273 3487 + 123 3557 + 152 3755 + 1.16 NS NS NS
T n-6 16.75 + 0.20 1691 + 032 1695 + 0.60 17.19 + 0.17 NS NS NS
n-3 3357 + 157 3264 + 111 3332 + 148 35.01 + 1.49 NS NS NS
n-3/n-6 2.00 + 0.08 1.93 + 0.03 1.97 + 0.06 2.04 + 0.08 NS NS NS
22:6/20:5 117 + 0.05 112 + 0.00 116 + 0.15 1.25 + 0.17 NS NS NS
20:4/20:5 024 + 0.02 029 + 0.02 0.28 + 0.02 0.27 + 0.04 NS NS NS

A = ASA; AXE = Interaccion, SE, sin estrés; E = Estrés. Medias + desviacion estandar. Superindices diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05). NS=No significativa (P>0.05). * Se encontro
diferencia significativa (P<0.05).
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Figura 40. Concentracion de PGEM en branquias de camarones sometidos a estrés por
manipulacion y exposicion aérea en bioensayo produccién de PGEM con ASA. Medias *
error estandar (n=3). ANOVA bifactorial, E = Estrés; A = ASA; AXE = Interaccion,
NS=No significativa (P>0.05). Letras sobre las barras indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 41. Concentracion de LOOH en branquias de camarones sometidos a estrés por
manipulacion y exposicion aérea en bioensayo produccion de PGEM con ASA. Medias +
error estdndar (n=3). ANOVA bifactorial, E = Estrés; A = ASA; AXE = Interaccion,
NS=No significativa (P>0.05). Letras sobre las barras indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05).
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7.3.5 Andlisis de PCA de resultados

Se realizd un analisis de PCA entre supervivencia durante el estrés, coloracion
blanca, contenido de PGEM, LOOH y acidos grasos en branquias, y variables bioquimicas
en hepatopancreas. Tres factores tuvieron valores propios > 1.0 y juntos representaron el
100% de la variacion total. Las variables que fueron > 0.7 y positivas en el primer factor
fueron supervivencia, ARA, EPA y DHA en branquias, y glucosa en hepatopancreas,
mientras que las que fueron negativas fueron coloracion blanca, PGEM en branquias y
lipidos y lactato en hepatopancreas, y juntos representaron el 65% de la variacion. En el
segundo factor, los carbohidratos y las proteinas en hepatopancreas se asociaron
positivamente y representaron el 23.4% de la variacion. En el tercer factor, solo los
hidroperdxidos fueron superiores a 0.7 y representaron el 11.6% de la variacion (Tabla
XXIX).

Tabla XXIX. Factores y eigenvalores estimados por analisis de componentes principales
de la interaccién de lipidos (branquias), parametros zootécnicos y variables bioguimicas
(hepatopancreas) en camarones sometidos a estrés por manipulacion y exposicion aérea en
bioensayo produccion de PGEM con ASA

Factor 1 Factor 2 Factor 3

Supervivencia 0.856 -0.375 0.355
Coloracion blanca -0.798 -0.537 0.272
PGEM branquias -0.807 0.504 -0.306
ARA branquias 0.917 -0.242 0.316
EPA branquias 0.999 0.008 -0.027
DHA branquias 0.985 -0.042 -0.166
Carbohidratos HP -0.399 0.291 -0.011
Proteinas HP 0.629 0.777 0.870
Lipidos HP -0.200 0.977 0.078
Glucosa HP -0.704 -0.632 -0.324
Lactato HP 0.946 0.066 -0.317
LOOH branquias -0.991 0.131 -0.008
Eigenvalor 7.80 281 1.39

Varianza total (%) 65.01 23.41 11.58
Eigenvalor acumulado 7.80 10.61 12.00
Acumulado (%) 65.01 88.42 100.00

Factores >0.7, se consideraron significativos.
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La Figura 42 representa los resultados del PCA para los dos primeros factores que
explican el 88.4% de la variacion total. La supervivencia y el ARA en branquias se
agruparon, con EPA y DHA en branquias y glucosa en HP. La coloracion blanca se asocio
con lipidos en HP. Los PGEM en branquias se asocio inversamente con la supervivencia y
ARA en branquias, y lo mismo se observd entre glucosa y lactato en HP. Los

hidroperoxidos se asociaron estrechamente con PGEM en las branquias.

Projection of the variables on the factor-plane ( 1x 2)
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Figura 42. Andlisis de componentes principales (factor 1 y 2) de la interaccion de lipidos
(branquias), parametros zootécnicos y variables bioquimicas (hepatopancreas) en

camarones sometidos a estrés por manipulacion y exposicion aérea en bioensayo
produccion de PGEM con ASA.
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8. DISCUSION

8.1 Evaluacion del efecto de alimentos que contienen subproductos marinos sobre la
produccidn de lipidos bioactivos en camarones sometidos a estrés por manipulacion y
exposicion aérea.

8.1.1 Bioensayo de crecimiento de camardn con alimentos experimentales

Diferentes estudios han mostrado que los camarones alimentados con subproductos
tienen un mejor desempefio, ya sea a nivel de crecimiento o de supervivencia. Las razones
mas comunes que se proponen para este mejor desempefio son los niveles de proteinas
(Sudaryono et al., 1995; Amaya et al., 2007; Toyes-Vargas et al., 2016), la composicion de
acidos grasos, particularmente el contenido 22:6n-3 (Browdy et al., 2006; Patnaik et al.,
2006), carotenoides (Toyes-Vargas et al., 2016; Toyes-Vargas et al., 2017), colesterol
(Cheng y Hardy, 2004), fitosteroles (Basri et al., 2012) y potenciadores de la palatabilidad
o del crecimiento (Nunes et al., 2006; Tantikitti, 2014). En concordancia, en el bioensayo
1, los camarones que se alimentaron con subproductos de calamar tuvieron mayor
crecimiento que los alimentados con el alimento Control, mientras que los alimentados con
Catarina tuvieron valores intermedios. Los camarones alimentados con calamar presentaron
una mayor ingesta (casi el doble), lo que se tradujo en un FCA de 2.8 en comparacion con
FCA menores de 2 para los tratamientos de Control y Catarina (Tabla XI1). EI aumento del
alimento consumido y del FCA de los organismos alimentados con calamar, también puede
atribuirse a que el alimento con calamar fue menos estable en el agua que los otros dos
alimentos, donde la lixiviacién de los pellets en el agua lleva a la pérdida de nutrientes y
con ello mayor alimento consumido aparente y un ineficiente factor de conversién
alimenticia, aunque puede ser bajo, si el alimento contiene suficientes atractantes que
mejoren el alimento consumido (Obaldo et al., 2002). En otros estudios, la harina de
calamar ha demostrado ser un fuerte atractante para los camarones (Mendoza et al., 1997;
Nunes et al., 2006; Surest y Nates, 2011), estimulando el consumo de alimento y, en
consecuencia, el crecimiento de los camarones (Browdy et al., 2006; Cruz-Suarez et al.,
1992; Terrazas-Fierro et al., 2010; Toyes-Vargas et al., 2017). Los organismos alimentados

con Catarina también presentaron un buen crecimiento y ademas un factor de conversion
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alimenticia muy eficiente comparado con los alimentados con los organismos alimentados
con calamar y Control, respecto a esto Civera-Cerecedo et al. (2011) sustituyeron la harina
de pescado al 25, 50, 75y 100% por harina de subproductos de almeja Catarina en alimento
para camaron L. vannamei, concluyendo que el uso de esta harina hasta un 50% de
inclusion, puede ser una alternativa eficiente sin tener efectos adversos en el crecimiento

del camardn y aumentando la digestibilidad del alimento.

Hubo una acumulacion significativamente mayor de proteinas en hepatopancreas de
camarones alimentados con el alimento Control (Tabla XXI1), sin diferencias significativas
en el musculo (Tabla X1X) o en el alimento (Tabla XIII). El crecimiento reducido de los
camarones alimentados con el alimento Control, junto con niveles més altos de proteina en
hepatopancreas, podria indicar una transferencia menos eficiente de proteina de
hepatopancreas al musculo en este grupo. Esto podria estar asociado al tipo de fosfolipidos
en el alimento Control, ya que algunos fosfolipidos interactian con las proteinas para su
absorcién y movilizacion a través de la hemolinfa en forma de lipoproteinas (Yepiz-
Placencia et al., 2000). Mientras que no se observaron diferencias significativas en los
niveles totales de fosfolipidos del alimento (Tabla XII1), si hubo diferencias importantes de
los acidos grasos (Tabla XIV), los cuales varian en relacion al tipo de fosfolipidos. Los
diferentes tipos de fosfolipidos también pueden afectar la supervivencia (D'Abramo et al.,
1981) y la muda (Coutteau et al., 1996), dada su variabilidad de &cidos grasos y la potencial
produccion de eicosanoides, diacilglicéridos y fosfoinositidos como se ha encontrado en
peces y otros vertebrados (Tocher et al., 2008), o incluso como antioxidantes naturales
(Saito e Ishihara, 1997; Tocher et al., 2008; Choe y Min, 2009). Como consecuencia,
Coutteu et al. (1996) propusieron que la interaccion binaria (o mayor) de los componentes
bioquimicos de los ingredientes deberia considerarse para la produccion de alimentos
funcionales. A futuro, se recomienda analizar también la composicion de fosfolipidos y
aminoacidos esenciales en las harinas y los alimentos ya fabricados, ya que, es muy
probable que los efectos positivos que se observaron en el rendimiento del cultivo pudieran

también estar realacionado con los aminoacidos esenciales.
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Al respecto de los &cidos grasos, anteriormente se habia reportado que la harina de
visceras de calamar tenia niveles muy altos de DHA (22:6n-3) y fosfolipidos (Toyes-
Vargas et al., 2016; Toyes-Vargas et al., 2017). Aqui se encontraron niveles altos de
fosfolipidos en los calamares analizados, pero el contenido de 22:6n-3 fue mucho mas bajo
(7.3%) que lo reportado anteriormente (Tabla XIII). Los niveles més bajos de 22:6n-3
podrian ser una consecuencia de la variacion estacional: los calamares utilizados por Toyes-
Vargas et al. (2016; 2017) fueron capturados en mayo, mientras que los utilizados en este
experimento fueron capturados en noviembre. Al respecto, Morales-Bojorquez et al. (2001)
reportaron que esta especie de calamar era sexualmente activa de enero a mayo en el Golfo
de California, con muy baja actividad en noviembre. Las gdnadas femeninas de los
calamares son ricas en lipidos, fosfolipidos y triacilglicéridos (Phillips et al., 2002) y tienen
mas del 40% de 20:5n-3 y 22:6n-3 (Saito et al., 2014); la raz6n por la que se encontrd poco
DHA (HUFA n-3) en los calamares en el presente trabajo, podria ser la ausencia de gbnada
por ser capturados en noviembre. Otra alternativa es que la alimentacion de los calamares
cambie en el mes de noviembre, y dado que estamos usando subproductos que son
principalmente glandulas digestivas, las diferencias en la alimentacion podrian modificar
los &cidos grasos y la composicion en general de lipidos (Phillips et al., 2003). EI musculo
0 manto de calamar es muy rico en HUFA n-3; se ha reportado que contienen méas del 30%
de DHA (22:6n-3) en diferentes especies, sin embargo, aqui no fue utilizado (Takama et al.,
1999).

Es importante sefialar que las diferencias en contenido de HUFA por presencia de
gonada o tipo de alimentacion es comun en muchas especies, incluyendo a la sardina, la
cual es la fuente mas importante de harina de pescado; sin embargo, su composicion de
acidos grasos no es analizada en cada lote. Esto eventualmente, podria afectar los
resultados de crecimiento y desempefio en general de camarones y otros organismos de

acuicultura.
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8.1.2 Respuestas a reto de estrés en camarones alimentados con alimentos experimentales

Al final del bioensayo de 60 dias donde se evalu6 crecimiento y supervivencia en
camarones alimentados con alimentos que contenian subproductos marinos, se aplic un
estrés agudo por manejo. El estrés usado aqui es comun durante el cultivo de camaron, por
ejemplo, durante la transferencia de camarones entre estanques para modificar densidad o
para hacer biometrias de los camarones. Los camarones son capturados con una red y luego
son concentrados y expuestos al aire mientras son transportados a estanques. Cuando los
camarones van a ser cosechados, se hace un manejo similar. Si los camarones mueren antes
de ser enhielados su coloracion y consistencia cambia, y ya no pasan la prueba de calidad
para el consumidor (Licona, 2015). Algunos camarones presentan después de un estrés de
manejo como el anterior, una coloracion blanquecina del abdomen, que generalmente es
atribuida a una disminucion del pH y a la acumulacion de lactato, y que por lo general
puede ser reversible si el estrés es corto (Thebault y Raffin, 1991; Robles-Romo et al.,
2014). Sin embargo, si el estrés es mas prolongado, se ha observado histolégicamente que
la coloracién blanquecina progresa a muerte celular (Neil, 2012), necrosis y, finalmente, el

camaroén asi estresado muere (Rigdon y Baxter, 1970).

En el presente trabajo, la supervivencia tras el estrés fue ligeramente menor en los
camarones alimentados con el alimento Control (91%) (Figura 18) y no se detectaron
diferencias en supervivencia entre los camarones alimentados con subproductos (100%).
Ademas de la supervivencia, se tomd nota de los camarones gue no respondian al contacto
con una vara despues del estrés, ain si estaban vivos, asi como de aquellos que presentaron
una evidente coloracion blanca del abdomen. No se observaron diferencias significativas en
el nimero de camarones con manchas blancas entre los tres grupos (Figura 19). Sin
embargo, se observé una disminucion significativa de los camarones que no presentaron
respuesta después del estrés (Figura 20) en el grupo alimentado con almeja (36%), seguido
por Calamar (50%), y con el grupo Control con la mayor cantidad de camarones no-
responsivos (79%). La falta de respuesta en los camarones post-estrés se puede deber al
agotamiento de reservas bioquimicas para producir una respuesta, mientras que la

coloracion blanca podria estar mas asociada a los niveles altos de lactato. Mientras que los
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resultados de composicion bioquimica en mdsculo y hepatopancreas no fueron
concluyentes, se observd una asociacion entre la coloracion blanca, la supervivencia y la
cantidad de lactato en hepatopancreas cuando los resultados se analizaron usando un
andlisis PCA (Figura 28A). Asi mismo, se observo que en los camarones alimentados con
calamar y con almeja Catarina, hay un comportamiento distinto al de los camarones del
grupo Control, en los cuales hubo mayores niveles del contenido de lipidos en
hepatopancreas y mausculo, lo cual sugiere que en este grupo hay mayor uso de
carbohidratos sobre lipidos, un proceso esperado durante un evento de hipoxia, mientras
que en los camarones de los tratamiento de calamar y Catarina se usan mas lipidos que
carbohidratos durante el estrés; respecto a esto se ha sugerido que cuando hay un
incremento de demanda de energia, ocurre un incremento de un sustrato metabdlico, y al
parecer los carbohidratos no parecen ser esta fuente cuando camarones de L.vannamei son
sometidos a altas concentraciones de amonio, y un incremento del uso de lipidos para
satisfacer las necesidades metabdlicas, donde pueden tener la ventaja de proveer mas
energia que los carbohidratos o proteinas durante eventos de estrés (Racotta y Hernandez-
Herrera, 2000). Schmitt y Santos (1993) mencionan que la utilizacion de los lipidos por
sobre los carbohidratos en al gladula digestiva de cangrejos Chasmagnathus granulata
Dana expuestos al aire; resulta ser una estrategia ventajosa, debido a que durante una
exposicion aérea muchas especies de crustaceos muestran una acumulacién de CO, que
resulta en una acidosis respiratoria, entonces la produccion de energia a través de los
lipidos produce 30% menos CO, que cuando son usados los carbohidratos; tales cambios de
lipidos reflejan un cambio a la oxidacion de lipidos en lugar de glucosa, para reducir la

acidosis.

En cuanto al contenido de acidos grasos en el camaron, es posible que al no haber
diferencias en el contenido de HUFA tanto en la fraccién de acilglicéridos y fosfolipidos
del muasculo, es un indicador de que los niveles de HUFA en los alimentos son suficientes
para tener efectos positivos en el desempefio del camarén, como lo fue la supervivencia
post estrés. Aunque el contenido de ARA, en los alimentos fue diferente con un mayor

contenido en Control y Catarina, y menor en el alimento con calamar, esto no se reflejo en
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el contenido de este acido graso en la fraccion de acilglicéridos, ya que se observd mayor
contenido en los organismos estresados alimentados con el alimento con calamar, lo que
puede indicar una mejor respuesta inmune (Aguilar et al., 2012), solo mostraron mayor
contenido de EPA y HUFA en la fraccion de fosfolipidos. Los &cidos grasos en la fraccion
de fosfolipidos se encuentran normalmente conservados ya que cumplen funciones
esenciales en la membrana, sin embargo, en peces se ha observado que cuando los HUFA
se encuentran en cantidades altas en el tejido y son suficientes para cumplir las funciones
vitales del organismo, el exceso de estos acidos grasos puede ser usado en la B-oxidacion
para la produccion de energia (Sargent et al., 2002; Stubhaug et al., 2006). La modificacion
del contenido de acidos grasos en la fraccion de fosfolipidos, ya se habia observado en el
caso de camardn, y a diferencia de los peces y ostiones, indica que los camarones estan
acumulando &acidos grasos provenientes del alimento en la membrana (Palacios et al.,
2001).

Durante un evento de estrés ocurre un aumento de la demanda de carbohidratos,
especificamente glucosa durante el estrés, asi como la oxidacion del exceso de lactato
durante la recuperacion exige un aumento en el metabolismo energético y, por lo tanto, una
mayor produccion de ROS. Zenteno-Savin et al. (2006) encontraron que los ROS en
hepatopancreas de camardn estuvieron mas altos después de 1 hora en recuperacion
después de haber aplicado un estrés por hipoxia, pero en el masculo estuvieron més altos 2
horas después de la recuperacion, junto con una mayor capacidad antioxidante de las
enzimas. Un aumento desmedido de los niveles de ROS puede llegar a producir la
oxidacion de los lipidos de membrana (Gutteridge, 1995), proteinas (Cabiscol Catala et al.,
2000) e incluso ADN (Higuchi, 2003). EIl aumento de ROS, si no se controla, puede inducir
apoptosis y necrosis (Chandra et al., 2000; Ameziane-El-Hassani et al., 2019); ambos
procesos regulados por PG. Los factores de necrosis tumoral (TNF) pueden ser regulados a
través del suministro de PGE; ex6neno, habiendo una reduccion de la actividad de TNF y

una disminucion de la acumulacion de transcriptos de TNF in sutu (Kunkel et al., 1988).

En el presente trabajo, se encontr6 que los camarones del grupo de Control, que

tuvieron una recuperacion mas baja después del estrés por manipulacion, tuvieron una
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mayor acumulacion de PG después del estrés, mientras que no se encontraron diferencias
en los camarones alimentados con almeja o calamar en relacion con el estrés (Figura 24).
Los hidroperoxidos presentaron un comportamiento similar: aumentaron en los camarones
estresados de todos los tratamientos, pero el aumento solo fue significativo en el grupo
Control (Figura 25). Los hidroperdxidos incrementan cuando se produce oxidacion de
acidos grasos, en particular de los HUFA que se encuentran unidos a los fosfolipidos de
membrana. La oxidacion de los HUFA de la membrana puede a su vez, afectar a otros
componentes de la célula. Por ejemplo, se observaron niveles mas altos de COP (7-OH, 7-
CETO, epoxicocolesterol y colestanotriol) en camarones alimentados con el alimento
Control y estresados. Los COP que se encontraron aqui en mayores cantidades son los mas
comunes productos de oxidacion del colesterol (Osada et al., 1993; Brzeska et al., 2016).
Estos aumentos no fueron tan evidentes en camarones estresados y alimentados con almeja,
donde de hecho, disminuyeron algunos COP en camarones estresados, aun si la almeja
contenia mas HUFA y era, por tanto, mas susceptible a la oxidacion. La disminucion de
COP en camarones alimentados con almeja podria ser resultado de los niveles de pigmentos
(i.e. astaxantina) u otros antioxidantes (i.e. HUFA, polifenoles y flavonoides) en la almeja,

como se observa por la acumulacion en hepatopancreas (Tabla XX).

En el otro producto de oxidacion, el 8-isoprostano, que es un indicador de
peroxidacion lipidica, no se encontraron diferencias significativas, pero si una tendencia a
una mayor concentracion en los camarones alimentados con el alimento control (Figura
26), mientras los niveles mas bajos se observaron en los camarones alimentados con
calamar. Aln si no fue significativo, si se observo un ligero incremento en el 8-isoprostano

de organismos estresados de los tres tratamientos.

En los camarones estresados, hubo un aumento en la expresion genética relativa de
GPx y CAT en hepatopancreas de camarones alimentados con Catarina (Figura 27 A 'y B).
Garcia-Triana et al. (2010), estudiaron el efecto de la expresion del gel SOD vy la actividad
enzimética de SOD en condiciones de normoxia, hipoxia y reoxigenacion en L. vannamei,
ellos encontraron que la expresion relativa del gen SOD se sobreexpres6 mas en

hepatopancreas que en branquias, y estas expresiones estuvieron menores durante la



110

hipoxia (comparado con normoxia y reoxigenacion) la cual dur6 6 horas; concluyendo que
la expresion de genes esta relacionada al tipo de tejido y depende de la variacion de
radicales de O, producidos. Debe de considerarse que la duracidn del estrés tiene que ver en
si hay una sobreexpresion o subexpresion de genes, ya que en el presente trabajo el efecto
de estrés fue de 15 minutos y el evaluado por Garcia-Triana et al. (2010) fue de 6 horas;
Gao et al. (2012) mencionan que al haber un efecto de estrés cronico la expresion de genes
se encuentra subexpresada, mientras que cuando aplicaron un estrés agudo de salinidad la
expresion de genes estuvo sobreexpresada como un mecanismo de proteccion inmune
inhata en L.vannamei, cuando los camarones son sometidos a estrés agudo la actividad de
algunas enzimas antioxidantes son activadas inicialmente,mientras que hay una

sobreexpresion de genes relacionados (Yeh et al., 2010; Xu et al., 2018).

Xu et al. (2018) obtuvieron un efecto similar en hepatopancreas y hemolinfa de
camarones L. vannamei al aplicar choques frios y 3 horas de exposicion al aire. Liu et al.
(2015) observaron que 40 minutos de exposicién al aire y al menos 3 horas de tiempo de
resubmersion, disminuyen significativamente la competencia antioxidante total, y
concluyeron que los antioxidantes no enzimaticos (i.e. HUFA, pigmentos, polifenoles y
flavonoides) se pueden consumir en el hepatopancreas durante la exposiciéon al aire y que el
tiempo maximo durante el cual los camarones pueden sobrevivir a la exposicion al aire y
aun recuperarse cuando se vuelven a sumergir al agua, puede estar entre los primeros 10
minutos y 30 minutos en camarones L. vannamei de un peso similar al del presente trabajo
(13.5 g y 12 g respectivamente ). Sun et al. (2015) concluyeron que la transcripcion de
estos genes cambia en hepatopancreas en Macrobrachium nipponense como resultado del
estrés oxidativo, incluidos los genes sobrerregulados que estan implicados en la actividad
oxidorreductasa y el proceso de reduccién de la oxidacion, tal y como se observé con una
mayor expresion relativa de GPX y CAT durante el estrés. Estas expresiones de genes se
encuentran sobrerreguladas durante el aumento de la presencia de ROS. Sin embargo, el
alimento con harina de calamar tenia mas pigmentos que el control, y los camarones
alimentados con almeja acumularon mas pigmentos en hepatopancreas que el control, lo

que probablemente contrarrestd la produccion de ROS. Es posible que los pigmentos u
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otros compuestos antioxidantes del alimento protejan en cierto grado las células del
oxigeno, pero que el exceso de ROS provoque una sobre regulacion de la expresion genica
para contrarrestar el efecto oxidante producido por el estrés donde hay produccion de ROS
(Glaeser y Klug, 2005). Al respecto, se sabe que las almejas tienden a acumular metales
como el zinc, el magnesio y el manganeso (Mendez et al., 2006). Estos metales forman
parte de la estructura de algunas enzimas antioxidantes (Marklund et al., 1982).
Curiosamente, se ha observado una mayor absorcion de zinc en el intestino de organismos
expuestos a PG (Song y Adham, 1978), lo cual podria explicar algunos efectos sobre las

enzimas antioxidantes, independientemente de los pigmentos.

En el andlisis de PCA, la mayoria de las variables asociadas al crecimiento se
agruparon en la primera variable, que también contenia 8-isoprostano, SOD y 7B-
hidroxicolesterol, variables asociadas a la oxidacion, mientras que la astaxantina
esterificada y la astaxantina libre se asociaron negativamente, lo que sugiere una liberacion
de astaxantina esterificada para disminuir la oxidacion. El segundo factor fue representado
por los acidos grasos en musculo y hepatopancreas y varios COP, lo que sugiere un efecto
por el alimento. El tercer factor agrupé las variables asociadas con el estrés, pero también
LOOH y PG en las branquias. La Figura del analisis de PCA mostré que los niveles de PG
estuvieron relacionados con una respuesta disminuida al estrés en los camarones, mientras
gue LOOH estan mas relacionados con la coloracién blanquecina después del estrés. Estos
factores son independientes de los parametros de crecimiento, lo que indica que los
camarones que crecieron mas no fueron necesariamente mas tolerantes al estrés de manejo.
Esto es muy interesante, ya que indica que los alimentos que promueven un mejor
crecimiento no estan correlacionados con una mayor supervivencia durante el estrés y
deben tomarse en cuenta en la nutricion y el cultivo de camarén, ya que podrian ser
benéficos particularmente durante el control de la densidad, el registro del crecimiento y la

cosecha.

En relacion con la hipotesis planteada, se esperaba mayor supervivencia después de
un estrés en los camarones alimentados con subproductos de harina de almeja y calamar, ya

que, al tener mayor cantidad de pigmentos antioxidantes, la produccion de ROS podia
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reducirse por lo que también quedarian reducidos los COP, hidroperoxidos e isoprostanos,
sin efecto sobre las PGEM. Observamos en camarones control post-estrés, un incremento
significativo de PG y de hidroperdxidos en branquias, pero no de isoprostanos y COP. No
hubo diferencias significativas de pigmentos, pero en los camarones alimentados con
almeja, incremento la expresion de GPx y Catalasa: este grupo también presentd la mejor
recuperacion post-estrés y menores niveles de FCA. Los camarones alimentados con
calamar presentaron el mejor crecimiento y consumo de alimento; también presentaron
valores mas altos de ARA en los triglicéridos, pero esto no afectd los niveles de PGEM

post-estrés.

8.2 Determinacion de la dosis, el tiempo y la administracion mas adecuada de un inhibidor
de ciclooxigenasas suministrado en el alimento y evaluar su efecto sobre la produccion de
prostaglandinas en camarones.

Los niveles de PGEM tuvieron variaciones dependiendo de la dosis suministrada y
el tiempo que se dej6 actuar el ASA (Figura 29). A las 0 horas no hay variaciones
significativas de PGEM entre las diferentes dosis de ASA suministradas en el alimento a
los camarones. Se observa que los niveles de PG en camarones no estresados o basales, son
similares entre los distintos objetivos, como son los valores de PGEM en branquias de
camarones cuando no son estresados: concentracion de 4.5 pg/mg en peso seco de PG de
control del bioensayo del objetivo 2 (Figura 24). Es necesario recalcar que la PGEM
analizada aqui, es la suma de varias PG, dado que se analizan los metabolitos finales, por lo
que se espera que los valores de PG analizadas individualmente, como, por ejemplo, por
cromatografia de gases, sean mas bajos y posiblemente si se hubieran analizado las PGEM
de la serie 3. Por otro lado, cuando analizamos las PG en otros tejidos, observamos que las
branquias presentaban mucha mayor concentracion en comparacion con musculo o
hepatopancreas (ver Anexo). Esto podria deberse a que las branquias estan particularmente
expuestas, por lo que se espera que reaccionen primero o rapidamente, pero también podria
ser un efecto de ASA disuelta en agua afectando directamente las branquias. El alimento

fue incluido en el experimento, pero dentro de bolsitas de tela a fin de evitar que fuera
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ingerido, pero con la posibilidad de producir un efecto ya sea por estimulacion de manejo,
del alimento, o por lixiviacion de ASA a partir del alimento. Al respecto, también se agrego
ASA en un tratamiento paralelo, pero disuelta en el agua, tampoco se observaron
diferencias significativas entre el ASA disuelta en agua y el Control sin ASA, aun cuando
la dosis empleada fue mayor, de 200 mg/kg (ver Anexo). Por lo tanto, podemos concluir
que el efecto del ASA no se debe a la posible lixiviacion a estas concentraciones a partir del

alimento, sino que surte efecto cuando se consume por el camaron.

Una vez transcurrida una hora de alimentacion con distintos niveles de ASA, se
observaron niveles mas altos de PGEM para el ASA50, seguido del Control (sin ASA),
luego del ASA-100 y con valores similares a los basales, de ASA200 y ASA400, pero
también de los organismos ayunados. Al respecto, es interesante que los organismos del
grupo Control incrementen las PG al recibir alimento, cosa que no sucede durante el ayuno.
En humanos se sabe que los niveles de PG incrementan durante la alimentacién, dado que
se produce acido para la digestion y este acido dafia células del tracto digestivo: Las PG se
secretan para estimular la apoptosis y la generacion de nuevas células después del alimento
y tienen de esta forma, un efecto protectivo que se anula cuando las personas ingieren ASA
(Hunt y Franz, 1981). En concordancia, se observo un fuerte incremento de COX cuando se
administré el alimento con ASA a los camarones (Figura 38), lo cual sugiere que el
organismo esta tratando de sintetizar PG para neutralizar el efecto de ASA presente en la
comida, que tienen un efecto inmediado sobre la sintesis de PG (segundos), una vida
extremadamente corta (aproximadamente 30 segundos) debido a su inestabilidad quimica
inherente, y ya posteriormente empieza la degradacion, con el consecuente analisis de

PGEM, que son derivados de PG mas estables.

Es evidente que a partir del ASA-100, hubo una disminucion de PG, probablemente
por inhibicién de COX, que, en el caso de crustaceos, se han detectado de varios tipos,
como en mamiferos, pero no se sabe si el ASA afecta a todos los subtipos de COX (Eades y
Waring, 2010). Al respecto, Freas y Grollman (1980) lograron inhibir PGE; en branquias
de bivalvo Modiolus demissus con ASA e indometacina suministradas en una solucion

inyectada, al momento de ver la sintesis de PGE; en las branquias concluyen que estas PG
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son producidas de una forma muy similar a la de los mamiferos, y esta puede ser inhibida
por ASA ya que es un inhibidor de PGH sintasa universal; existen otros inhibidores de
COX que han logrado inhibir la produccion de PG, por ejemplo: en larvas de cipridos con
indometacina (Knight et al., 2000), en gbnadas de L. vannamei y L. stylirostris con &cido 2-
(4-isobutilfenil) propidnico, en gbénadas de hembras de cangrejo de agua dulce
Oziothelphusa senex con indometacina y ASA (Prameswari et al., 2017). Aparentemente, la
dosis de ASA50 no solo no fue suficiente para inhibir la COX y la subsecuente produccion
de PG, sino que aumentd las PG, tal vez por el efecto acido del ASA sobre el tracto

digestivo.

En los tiempos 1, 3, 6 y 24 h las dosis de ASA100 presentaron niveles intermedios
de PGEM (Figura 29). En contraste, con la dosis de ASA200 los niveles de PGEM
incrementaron después de 3 h, mientras que con ASA400 siempre permanecieron bajos.
Aparentemente, la duracion de accion de ASA200 es por debajo de 3 h en camarones,
mientras que la dosis de ASA400 sigue activa después de 24 h, lo cual puede ser un
resultado interesante para el manejo practico de organismos durante desdoblamiento y
cosecha. Al respecto, el efecto de ASA no esta determinada por la vida media plasmatica, si
no por la vida media biolégica del objetivo acetilado, unas pocas horas para células
endoteliales, unos dias para plaquetas (Schror y Voelker, 2016). EI pico maximo de accién
de ASA se encontro entre las 4 y 8 h en experimentos in vitro en células plasma sanguineo
(Pedersen y FitzGerald, 1984). El efecto de ASA sobre la osmorregulacion en larvas de
peces alcanza su punto maximo entre los 20 y 60 minutos (Van Anholt et al., 2004), pero el
salicilato alcanza un pico maximo a las 5.5 horas con una dosis de 100 mg/kg de ASA en
tilapias Oreochromis mossambicus (Van Anholt et al., 2003). Lo anterior concuerda con los
resultados de tiempo de accion obtenidos aqui, con algunas variaciones derivadas del
numero reducido de camarones usados para cada tiempo y concentracion, dada la capacidad
de la microplaca. Se recomienda utilizar mas camarones para corregir las variaciones
inherentes. Como aclaracion, se desarroll6 la técnica para medir salicilato en hemolinfa,
pero no fue posible determinarlo debido a la contingencia sanitaria por el COVID-19 (ver

Anexos).
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Con el objetivo de evaluar si el ASA puede producir dafio por si mismo sobre los
tejidos, debido a cambios de pH, por inhibicion de secrecion de PG, por la acidez del ASA,
se analizo la apoptosis en distintos tejidos por medio de histologia (Figura 31). La apoptosis
es un proceso de muerte celular programado en células dafiadas, pero se ha observado que
hay una superposicion entre la apoptosis y necrosis cuando hay una exposicion a farmacos
y que puede inducir a la muerte celular (Raes et al., 2000). El dafio apoptotico en los tejidos
resultd en niveles bajos para la mayoria de los tejidos analizados (Figura 32). En
comparacion, por ejemplo, del dafio apoptotico que se observa después de un estrés de
temperatura en ostiones Crassotrea gigas donde en los machos las células espermaticas son
fagocitadas por los hemocitos que entran en apoptosis cuando la temperatura aumenta a 28
°C y que podria ser una de las principales causas de altas tasas de mortalidad en esta
especie por exposicion a altas temperaturas (Rodriguez-Jaramillo, 2014). Los tejidos
conjuntivo y branquial fueron los mas afectados a una dosis de ASA200. Para el branquial
no hubo suficiente muestra, pero se observo un efecto en la dosis de ASA100, mientras que
hubo mas dafio en musculo con ASA400. Asimismo, se observaron ldminas branquiales
aparentemente fusionadas a las dosis de ASA400, 200, 100 y 50 (Figura 34), aiin si no hubo
diferencia entre las distintas concentraciones de ASA a diferentes tiempos en el area
branquial de camarones (Figura 33). Dafio a nivel de branquias en peces a causa de ASA ya
se habia reportado en distintas especies (Fernandez y Mazon, 2003) y con mas detalle, en
salmén Salmo trutta fario por Nunes et al. (2015), las cuales también presentaron dafios
histolégicos como fusién de lamelas, hipertrofia y levantamiento epitelial; sin embargo,
concluyeron que dichos dafios no son especificos y son reversibles, siendo un mecanismo
de adaptacion de barrera para evitar o disminuir la absorcion de ASA, ya que las lamelas
reducen su area superficial y se incrementa la distancia de difusion. En el caso de las
branquias, estas se consideran cruciales para los organismos acuaticos, ya que son el érgano
mas sensible a un cambio producido en el agua (Poleksic y Mitrovic-Tutundzic, 1994), en
crustaceos son importantes para la respiracion, excrecion, balance acido-base y regulacion
osmodtica, son el primer 6rgano expuesto a contaminantes en el agua como farmacos y

metales pesados (Wu et al., 2009). En el presente trabajo, la administracion de ASA no
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indujo a una apoptosis marcada u otros dafios deletéreos que pudieran llevar a la muerte del

organismo.

En cuanto a los genes que expresan las enzimas antioxidantes se observo que el gen
de GPx solamente se sobreexpreso a las 6 horas en el tratamiento con ASA100, valor que
superd 11 veces al del Control, en ese tiempo, una sobreexpresion de genes GPx esta
relacionado con el incremento de la actividad enzimatica de GPx, y que puede estar
asociada a un mecanismo de actividad enzimatica de otras enzimas sensibles a un estrés
oxidativo (Hassan, 2003; Nunes ef al., 2015). Brzozowski et al. (2003) encontraron que el
uso de ASA, asi como otros NSAIDs, induce a isquemia en ratones, que lleva a la
generacion de radicales libres, donde mostraron que el uso de ASA provoco la generacion
de ROS y MDA en la mucosa gastrica de los animales, pero a diferencia de este trabajo
mencionan que la expresion de los genes de GPx y SOD se suprimen, concluyendo que la
enzima GPx reduce los hidroperoxidos a alcoholes menos reactivos y remueve los H,O,
que producen inflamacion, donde las enzimas juegan un papel importante en los dafios
gastricos causados por el ASA. Dimitrovska et al. (2018) aplicaron estrés térmico en ratas
diabéticas y tratamiento con ASA en el higado, donde encontraron que en el higado hubo
una reduccion de la actividad de las proteinas de shock térmico (HSP70), concentracion de
GHS (Glutation) y de la actividad de CAT, mientras que la actividad de la enzima GPx se
incremento, de igual forma pasé con el tratamiento con ASA, concluyendo que tanto el
shock térmico como el ASA en ratones diabéticos son inductores fisiologicos y
farmacologicos de la HPS70, elevando las defensas antioxidantes contra el estrés. Los
genes de CAT se sobreexpresaron al tiempo 0 y al tiempo 6 en el tratamiento ASA100,
mientras que en el Control no hubo sobreexpresion o reduccion de la expresion enzimatica.
En plantas de maiz se observo una acumulacion de transcriptos de CAT2 y CAT1 cuando
estas plantas fueron tratadas con ASA, lo cual no favorecid la germinacion de las mismas,
posiblemente al haber ASA un embrién no puede germinar debido a que no hay produccion
de ATP suficiente, al haber una generacién de ROS en la mitocondria, lo que posiblemente
indica que los transcritos de CAT incrementan para contrarrestar el estrés oxidativo causado

por la actividad metabolica estimulada en la célula (Guan y Scandalios, 1995); la actividad



117

enzimatica de CAT es alta en invertebrados, indicando la importancia de su rol en la
proteccion antioxidante en estos organismos, la catalasa puede estar sobreexpresada y con
un inherente incremento de su actividad, en respuesta al exceso de perdxidos de oxigeno
formados (Piedade et al., 2020). Respecto a la sobreexpresion de los genes de SOD en los
tiempos 2, 6, 24 y 12 horas (menor a mayor expresion de los genes) en el tratamiento
Control, y no asi en ASA100 en todos los tiempos, Polat y Emnre (2006) demostraron que
la administracion de ASA en ligadura del conducto biliar de ratas disminuye la expresion de
SOD, Garcia-Triana et al. (2010) también mencionan una subexpresion de SOD bajo
condiciones de 6 horas hipoxia en hepatopancreas de camaron respecto a una normoxia y
reoxigenacion. La expresion de los genes de COX estuvo sobre expresada solamente al
inicio del experimento en el tratamiento con ASA, lo que puede indicar que el ASA inhibio
la enzima COX en los demas tiempos de administracion de la dosis. Algo parecido
encontraron Tian et al. (2017) en hepatopancreas de una carpa (Ctenopharyngodon idellus)
alimentada con un alimento con ARA + ASA, la COX-1 no tuvo respuesta en la expresion
del gen, pero si observaron la sobre expresion de COX-2 en hepatopancreas y que pudo
deberse a un mecanismo compensatorio con el objetivo de cumplir con los requerimientos
de su PG en respuesta al inhibidor de COX. Todo parece indicar que el ASA en si mismo
puede ser un factor de estrés para los organismos, que si bien, tal vez no se muestre un
efecto a nivel de tejido, a nivel de expresion de genes si hay una respuesta ante el uso del

farmaco.

Este es el primer trabajo donde se busca establecer una dosis de ASA que logre la
inhibicién de las PG en camarones. Se concluye que una dosis de ASA100 6 ASA200 es
suficiente para inhibir la produccion de PG después de una hora de haber alimentado a los
camarones, sin dafio aparente sobre el tejido para los tiempos analizados. Entonces, se

recomienda su uso para disminuir los efectos del estrés por manipulacion.

8.3 Evaluacion del efecto de un inhibidor de ciclooxigenasas sobre la produccion de
prostaglandinas y la supervivencia en camarones sometidos a estrés por manipulacion y
exposicion aérea.
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En el presente bioensayo, se encontrd que el estrés redujo la supervivencia de los
camarones (88%, Tabla XXV), un resultado similar a los obtenidos para P. monodon
después de 1 hora de desecacion (Duan et al., 2016b). Sin embargo, cuando los camarones
estresados recibieron ASA a través del alimento una hora antes del estrés, todos los
camarones sobrevivieron (100%). Este resultado es interesante ya que asocia ASA, un
inhibidor de la COX que reduce la secrecién de PG, a la supervivencia durante el estrés por
exposicion aérea. Esto se corrobora aun mas por los niveles de PG en branquias de
camarones estresados en comparacion con valores de PG significativamente més bajos en
branquias de camarones estresados alimentados con ASA. Mas aln, la mortalidad como
resultado del estrés a corto plazo podria reducirse simplemente agregando ASA al alimento

antes de someter a los organismos a una condicion de estres.

En el presente bioensayo, la exposicidn aerea a corto plazo (agudo) (15 minutos) fue
suficiente para producir un abdomen blanquecino en varios camarones (8 camarones del
tratamiento control y 11 del tratamiento con ASA), y en el grupo de control el 88.8 %
sobrevivieron. Sin embargo, los mismos camarones alimentados con ASA Yy estresados
lograron sobrevivir, a pesar de presentar abdomen blanco. EI PCA muestra que la PG en las
branquias estd mas asociada a una necrosis en camarones estresados. Esto en si, representa
un resultado de interés para la acuicultura, dado que es posible limitar los efectos nocivos
del estrés administrando ASA en el alimento, lo cual podria disminuir la mortalidad por
manipulacion durante las siembras, biometrias, cosechas, en los cultivos de camaron en las

granjas acuicolas.

Uno de los efectos que se queria evaluar con el presente bioensayo, era el efecto de
un estrés agudo por manipulacion en camarones sobre la produccion de PGEM en
branquias. No todos los tipos de estrés producen PG, y las PG no se secretan en todos los
tejidos ante un estrés. El estrés aplicado, que consiste en atrapar el camaroén, exponerlo al
aire 'y re-sumergirlo en agua, puede reducir significativamente la supervivencia,
particularmente en camarones que se consideran de menor calidad (Alvarez et al., 2004).
La exposicion al aire afecta a los camarones al reducir su capacidad osmorregulatoria,

como se observd en camarones expuestos al aire entre 14 y 21 minutos, en comparacion
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con camarones expuestos durante 7 minutos (Sang y Fodetar, 2007). En el presente trabajo
se observo que los camarones sometidos a un estrés por manejo agudo y por exposicion
aérea, y resumergidos en agua tuvieron niveles mayores de PGEM en branquias que los
camarones no estresados, que solo fueron estresados por la captura y manipulacion, sin
exposicion al aire. La PGE; desempefia una funcion fundamental en el equilibrio de sales y
agua y en el mantenimiento del flujo sanguineo medular en mamiferos (Neuhofer et al.,
2007) y son una de las primeras moléculas en secretarse durante la fase inicial de la
inflamacidn, dado que son esenciales para el control del flujo sanguineo y la dilatacion de
los vasos necesarios para que los leucocitos experimenten una adhesion firme y diapédesis
(Serhan y Savill, 2005). La PGE; tiene un mecanismo citoprotector, como se ha observado
que evita la necrosis en la mucosa gastrica de mamiferos producida por un factor estresante
quimico o térmico agudo (Auguste et al., 1988). Sin embargo, cuando el estimulo estresor
se prolonga, la sintesis de PG también continla y a la larga, puede producir tumorigénesis,
carcinomas Yy otras patologias (Surh et al., 2011; Tootle, 2013) y, finalmente, promover la
muerte (Lee y Edwards, 2001; Penzo et al., 2004; Miller, 2006). Este efecto de la PGE; se
produce por silenciamiento de ciertos genes supresores de tumores y reparadores de DNA,
a través de la metilacion del ADN; este efecto puede ser inhibido por el ASA (Xia et al.,
2012). ElI ASA bloquea el sitio activo de la COX, evitando que el ARA se transforme en
PG, como pudo verse por la reduccion de PGEM en camarones estresados alimentados con
ASA. Sin embargo, la COX puede continuar produciendo lipidos bioactivos, entre ellos
resolvinas utilizando 22:6n-3 6 PGE; a través del EPA (20:5n-3) que es usando como
sustrato (Serhan et al., 2002), dado que el sitio activo para 22:6n-3 y 20:5n-3 es externo,
mientras que para ARA es interno (Figura 8); el ASA estimula la sintesis de resolvinas
cuando inhibe la sintesis de PG a partir de ARA. Estas resolvinas actian de forma diferente
a las PG, que se consideran estimuladores de la reproduccion y del sistema inmune y de las
PG; producidas por EPA y que se consideran tienen efectos contrarios a las PG,, dado que
son anti-inflmatorias en su mayoria. Las resolvinas se consideran protectoras, ya que
pueden inhibir la expresion de citoquinas y reducir la inflamacion y la peritonitis en
humanos (Spite et al., 2009). Los peces también pueden sintetizar lipidos bioactivos a partir
de 22:6n-3 y 20:5n-3 (Coffa y Barash, 2004; Hong et al., 2005). Esta puede ser la razén por
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la cual el 22:6n-3 y 20:5n-3 estuvieron inversamente asociados a los niveles de PGE; y
positivamente asociados a la supervivencia en el PCA. Es importante sefialar que en el
analisis de la PGEM se incluyen diversos tipos de PGE;, y si se midieran las resolvinas o
las PGEs, posiblemente se encontrarian en considerables cantidades. Este resultado es
interesante, porque podria explicar los efectos positivos de dietas altas en 22:6n-3 y 20:5n-3
durante el estrés, sin recurrir a la formacion del sistema nervioso, por un lado, o la

competencia por sitios activos de COX.

La autooxidacion de PUFA da como resultado la formacion de lipidos muy
bioactivos que se generan por mecanismos enzimaticos in vivo, aunque sin la preferencia
quimica. Con cada doble enlace adicional en un PUFA, el nimero de isémeros de
hidroperoxidos generados por la autooxidacion incrementa en dos unidades. Sin embargo,
no todos los posibles isémeros de hidroperoxido se producen en la misma cantidad a partir
de un determinado PUFA (Maddipati y Zhou, 2011). Aqui, la administracion de ASA fue
oral pero el efecto sobre la produccion de PGEM fue el esperado en las branquias (las
branquias son el primer érgano mas expuesto y la primera barrera del camarén con el
medio acuético, y el efecto del estrés se esperaba en este tejido). En un experimento en
ratones, se observd que el efecto citoprotector de ASA en el tracto digestivo ocurria en
menos de un minuto si el ASA se administraban oralmente, pero 15-30 min después de una
inyeccion (Robert, 1979). Esto concuerda con los resultados aqui presentados, donde la
administracion fue oral, pero el efecto se observo en branquias 45 min después (15 min de
exposicion al aire y 30 de reinmersion). Durante la reinmersion de los camarones se
restablece la disponibiliad de oxigeno, ocurriendo una mayor y rapida reperfusion del
oxigeno hacia los tejidos, produciendo un mayor incremento de ROS (Garcia-Triana et al.,
2010), ademas de que el camaron incrementa su metabolismo para oxidar el lactato
producido durante la exposicion aérea (Zenteno-Savin et al., 2006), que para el camaron
equivale a una desecacion y falta de O, disponible, por lo que hay una importante
acumulacion de CO,, debido a la limitacion del intercambio gaseoso y poria llevar a una
acidosis. La generacion de ROS es importante porque la produccion de ciertas PG también

es posible por medios no enzimaticos (Montine et al., 2004; Roberts y Fessel, 2004; Davis
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et al., 2006). Los ROS producen peroxidacion lipidica, como se pudo observar para los
camarones estresados, tanto en aquellos que recibieron el alimento control como el
alimento con ASA. Curiosamente, la peroxidacion también incrementé en camarones no

estresados alimentados con ASA.

Otro efecto del ASA fue la disminucion de los niveles de proteina en
hepatopancreas en camarones, aun sin estrés. Este efecto ya se habia observado en
mamiferos, donde el ASA y otros AINE inhiben la sintesis de proteinas, evitando asi la
apoptosis y otros efectos atribuibles a las PG (Grosch et al., 2006). Otro de los efectos
sobre el metabolismo es la regulacion de la expresion del gen GLUT4 por medio de PGE,,
donde se ha reportado hasta 70% de reduccion de los niveles de ARNm para este gen en
humanos con niveles altos de ARA y de PG, disminuyendo de manera efectiva el transporte
de glucosa a la célula (Long y Pekala, 1996). Aqui, se observé una disminucion de glucosa
por estrés con acumulacion de lactato, pero no se observé un efecto significativo sobre la

glucosa por el ASA.

Con el presente bioensayo, se propone que incluir ASA en el alimento a corto plazo
y en concentraciones relativamente bajas puede disminuir la mortalidad post-estrés y
limitar los efectos nocivos del estrés por manejo durante las siembras, biometrias, etc. Esto
en si, representa un resultado de interés para la acuicultura, y seria interesante evaluar las

PG por separado y otros efectos fisioldgicos, como la HSP.
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9. CONCLUSIONES

1. Los camarones que crecieron mas durante el bioensayo de crecimiento, no fueron
necesariamente mas tolerantes al estrés agudo por manipulacién y exposicion aérea. El
alimento con 10% de harina de calamar incrementd el consumo de alimento y el
crecimiento de los camarones durante el bioensayo de crecimiento, pero el alimento con
almeja resultd mejor para disminuir los efectos negativos del estrés agudo. Esto podria
indicar que cada tipo de harina presenta componentes que son utilizables por el camar6n
para diferentes tipos de circunstancias y podria ser la base del uso de alimentos
funcionales cuando se requieren diferentes respuestas por parte del camarén, como son
mayor crecimiento o mejor tolerancia al estrés. Esto es muy interesante, ya que indica
que los alimentos que promueven un mejor crecimiento no estan correlacionados con
una mayor supervivencia durante condiciones de estrés y deben tomarse en cuenta en la
nutricién y el cultivo de camardn, ya que podrian ser benéficos particularmente durante
las biometrias poblacionales, el control de la densidad, registro del crecimiento y
rendimiento del cultivo durante la cosecha.

2. Este es el primer trabajo donde se establece el efecto inhibitorio de ASA sobre la
produccion de PG en camarones, las dosis y tiempos de respuesta. Se concluye que dosis
de 100 0 200 mg/kg en el alimento son suficientes para inhibir la produccion de PG una
hora después de haber alimentado a los camarones, sin que se observe dafio aparente
sobre el tejido, como fue el caso de ASA a 400 mg/kg.

3. El estrés por manipulacion aumentd significativamente los niveles de PG en branquias;
sin embargo, en camarones alimentados con ASA una hora antes, los niveles de PG
disminuyeron respecto al tratamiento control favoreciendo el aumento de la
supervivencia. Aun si estos resultados son muy interesantes y de aplicacion en la
acuicultura, el uso de ASA en los alimentos para camarén requiere de mayor estudio,
debido a que no esté claro su efecto sobre la condicion fisiologica del camardn expuesto

a este farmaco.
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11. ANEXOS

11.1 Preliminares en el anélisis de PGEM

11.1.1 Pruebas de deteccion de PGEM usando distintos métodos de procesamiento en
camaron.

Se realizaron tres formas de procesamiento de tejidos, para evaluar si habia pérdida

de PGEM a causa del manejo de tejidos.

1. Método directo: para la purificacion de la muestra, de cada camaron se tomo una

porcién de masculo, se congeld en nitrogeno liquido, se sacd con unas pinzas, se
separO el exoesqueleto, sobre una placa de hielo, se corté en trocitos, se agrego
inmediatamente un volumen 4x de acetona helada y seincub6 a -20°C por 30
minutos en un congelador (Torrey®).

Meétodo politron: se tomo un segundo trozo de musculo, se coloco en un tubo con
un volumen 4x de solucion Hank, se homogenizé en politrén por 10 segundos, se
agrego6 un volumen 4x de acetona helada y se ncub6 a -20°C por 30 minutos en un
congelador (Torrey®).

Método criogénico: se tomoO un tercer trozo de musculo y se siguié el mismo
proceso de traslado y diseccion de los procesos anteriores. Una vez sin
exoesqueleto, se puso dentro de un cilindro de acero inoxidable (previamente
congelado en nitrogeno liquido) y se homogeniz6 en un homogenizador criogénico
por 1 min. Eel polvo resultante se coloco en otro tubo, se agrego un volumen 4x de

acetona helada y se incub6 a -20 °C por 30 minutos en un congelador (Torrey®).

11.1.2 Pruebas de deteccion de PGEM usando distintas cantidades de tejidos.

Se usaron dos porciones distintas de musculo para cada tratamiento: 0.5 g y 3 g,

usando los métodos descritos arriba.

11.1.3 Pruebas de deteccién de PGEM en distintos tejidos.

Todo el proceso de purificacion (directo en acetona, homogenizado en politron y

homogenizado en criogénico) mencionados en el parrafo anterior se repitio para 0.3 g de

masculo, 0.3 g de hepatopancreas congelados en nitrégeno liquido y para 0.1 g de
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branquias. Una vez listas todas las muestras se centrifugaron a 400g por 5 minutos, el
sobrenadante resultante se paso a tubos de 10 ml de vidrio, se seco en nitrégeno gaseoso y
cada muestra fue re-suspendida en el volumen original de buffer ELISA. Las muestras
listas se derivatizaron o guardaron a -80°C (hasta por un mes). Todo el protocolo de ensayo
se siguiod segun lo descrito por el manual del kit de metabolito PGEM (Cayman Chemical
Company, item N° 514531). Cada tejido se analiz6 por duplicado.

Resultados
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Figura 43. Concentracion de PGEM en musculo de camarén en pruebas preliminares de
deteccion de PGEM. Medias + desviacion estandar, letras sobre las barras indican
diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
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Figura 44. Concentracion de PGEM en branquias de camardn en pruebas preliminares de
deteccion de PGEM. Medias + desviacion estandar, letras sobre las barras indican
diferencias significativas entre tratamientos (P< 0.05).
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Figura 45. Concentracion de PGEM en hepatopancreas de camarén en pruebas
preliminares de deteccion de PGEM. Medias + desviacion estandar (P>0.05).

El método de homogenizacién que dio mejor sefial de PGEM fue el realizado con
politron. Las branquias presentaron una sefial intensa con 0.5 g de tejido. EI musculo con 3
g, se saturd. Por lo tanto, el método de politron puede ser usado para la determinacion de
PGE; por medio del kit ELISA, y por la intensidad de la sefial pueden ser los tejidos de

musculo y branquias.

11.2 Determinacion de PGEM con ASA suministrado en agua
Para evaluar el efecto de ASA disuelto en agua, se realizdO un bioensayo de

aplicacion de ASA en agua. Para esto se tomaron de referencia el alimento Control, y la
dosis de ASA200. Se sembraron 48 juveniles de camar6n blanco L. vannamei con peso
promedio de 7.9£0.05 g en 6 acuarios de 60 litros conteniendo 4 camarones por acuario (3
réplicas), se mantuvieron constantes los parametros fisicoquimicos (temperatura de 27°C,
salinidad 39 UPS y oxigeno disuelto superior a 5 mg/L). Al dia siguiente, a los camarones
del tratamiento Control se les dio la primera racion de alimento, la dosis de ASA200
contenia 200 mg/g (0.00649) que fue diluida en el agua de cada acuario; transcurrida una

hora, se capturaron y eutanasiaron, en nitrégeno liquido, 2 camarones de cada acuario hasta
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completar todos los organismos de los tratamientos, y se guardaron a -80°C hasta sus

analisis.

Resultados

No se detectaron diferencias significativas de PGEM en las branquias de los camarones
Control y ASA200 (Figura 46).
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Figura 46. Concentracion de PGEM (ug/g) en branquias de camaron expuestos a alimentos
control y ASA200 en agua. Medias * error estandar. Letras sobre las barras indican
diferencias significativas. ANOVA unifactorial (P>0.05).

11.3 Determinacion de acido acetilsalicilico (ASA) en hemolinfa de camaron.
Método tomado y adaptado de Ahmed et al. (2001).

En un matraz volumétrico de 250 ml, se mezclaron el reactivo A y B como lo indica
Ahmed et al. (2001), y aforaron a 250 ml con agua destilada. Se paso el contenido a un

frasco de vidrio ambar de 250 ml, homogenizaron y reservaron hasta su uso.
Reactivo férrico-mercurico

1 Se disolvio 10 g de HgCI2 en un volumen pequefio de agua destilada (20 ml

aproximadamente) y se reservo (Reactivo A).
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2 Sedisolvid 10 g de Fe(NO3)3-9H20 en 30 ml de HC1 1N y se reservo (Reactivo B).

Estandar de acido acetilsalicilico

1.
2.

Se disolvio ~ 0.1 g de acido acetilsalicilico en 1 ml de agua destilada.

Se calentd en bafio Maria a ~65°C para su completa disolucién.

De esta solucidn stock se prepararon por diluciones los estandares de 0, 10, 20, 40, 60,
80y 100 pg/mL.

Nota: Opcionalmente puede hacer diluciones seriadas de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125,
1.5625y O pg/mL.

Curva estandar para acido acetilsalicilico

1.
2.

6.

Se preparo6 un bafio Maria a 45 = 2 °C.

Se colocaron en tubos de ensayo 1 ml de cada estandar y a un tubo se colocé de
igual modo agua destilada (blanco).

Se calentaron los tubos durante 3 — 5 min en bafio Maria a 45°C y se enfriaron
en el chorro de agua atemperada.

Se adicionaron 5 ml de la mezcla Fe-Hg y se mezcld por agitacién hasta su
homogenizacion.

Se calentaron durante 2 - 5 minutos en bafio Maria a 45°C y se enfriaron en el
chorro de agua atemperada.

Se tomo 1.5 ml de la solucion y se analizo en espectrofotometro a A540 nm.

Analisis de las muestras

1.
2.

En tubos de ensayo, se coloco 1 ml de la muestra a analizar.

Se adicion6 5 ml de la mezcla Fe-Hg y se mezclo por agitacion hasta su
homogenizacion.

Se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 min.

Se tomo 1.5 ml del sobrenadante teniendo cuidado de no desprender la pastilla y

se analizo en espectrofotometro a A540 nm.
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Resultados

1. Se graficaron los valores de las absorbancias vs la concentracion para obtener
una linea recta, la cual representa los puntos de la curva de calibracion.

2. Con la pendiente de la curva, se sustituyen los valores de absorbancia de las
lecturas problema para encontrar la concentracion de &cido acetilsalicilico en la

muestra de hemolinfa de camaroén.
Absorbancia en las muestras de hemolinfa de camarén.

El andlisis se realiz6 modificando la técnica para adaptarla a micro-placa, para
adaptarlas a 500 pl de hemolinfa.

La técnica, originalmente emplea 1 ml de muestra y 5 ml del reactivo Fe-Hg, por tal
razén se adapto la técnica para emplear un minimo de 40 ul de muestra de hemolinfa de

camarén y 200 pl del reactivo Fe-Hg (relacion 5:1).

Desarrollo

1. Se descongel6 sobre bafio de hielo y homogenizaron las muestras a analizar.

2. Se tomaron 40 pl de la muestra de hemolinfa de camaron y se colocaron en un
tubo Ependorf de 600 pl.

3. Se adicionaron 200 pul del reactivo Fe-Hg y se homogenizaron por agitacion
severa empleando un vortex.

4. Los tubos se centrifugaron a 4500 rmp durante 5 minutos.

5. Se obtienen 200 pl del sobrenadante cuidando de no desprender la pastilla y se
colocaron en una microplaca.

6. Se analizaron en espectrofotometro a A540 nm.
Resultado

Para obtener las concentraciones de ASA en las muestras, se realizd una curva estandar de
ASA.
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1. Se pesaron aproximadamente 0.1 g de ASA y se disuelvieron en 1 ml de agua. Para
su completa disolucion se sometid el tubo a calentamiento apoyandose de un bafio
Maria.

2. De esta soluciéon stock se realizaron diluciones para obtener los estandares de
concentraciones equivalentes a 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL. O bien, diluciones
seriadas de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 y 0 pg/mL.

3. Entubos Ependorf de 600 pl, se colocaron 40 ul de cada uno de los estandares (a un
tubo se agregan 40 ul de agua; blanco de reaccion) y se incubaron a 45° C por 2 — 5
minutos en bafio Maria. Enfriarlos en chorro de agua atemperada.

4. Se adicionar a cada uno de los tubos 200 pl del reactivo Fe-Hg y calentar a 45° C
por 2 — 5 minutos en bafio Maria. Enfriarlos en chorro de agua atemperada.

5. Se tomaron 200 ul de la solucion y se colocaron en los pozos de una microplaca.

6. Se analizaron en espectrofotometro a A540 nm.

7. Se realizo el anélisis de regresion lineal para obtener la pendiente de la curva, el
origen y el coeficiente de regresion R2.

8. Se hicieron los calculos para obtener las concentraciones de ASA en las muestras.
[1g.ml-1] = (absorbancia de la muestra/pendiente de la curva) - (intercepcion de la

curva).

11.4 Concentracion de esteroles y acidos grasos de los alimentos del Objetivo 1

Tabla XXX. Esteroles totales (concentracion del total de esteroles) en los alimentos
experimentales.

Esteroles Control Catarina Calamar P
Concentracion (mg/100g)

Dihidrocolesterol 76 £ 43 82 + 16 47 + 1.0 NS
Colesterol 50.3 + 9.9 56.4 + 12.8 381 + 15 NS
Brasicasterol 07 + 0.2° 05 + 0.2%® 11 + 0.2° *
Campesterol 05 + 0.1° 05 + 0.2° 09 + 00° *
Estigmasterol 02 £+ 0.1 02 £ 00 02 £ 01 NS
B-sitoesterol 26 £+ 0.1 25 + 0.2 25 + 0.3 NS
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Tabla XXXI. Concentracion de acidos grasos totales (mg/100g en peso himedo) en los
alimentos experimentales usados en el bioensayo de crecimiento. Medias * error estandar,
Superindices sobre las medias indican diferencias significativas entre tratamientos (P<

0.05).
Control Catarina Calamar

14:0 739 + 15° 103.0 + 7.0° 738 + 49° *
16:0 5176 + 9.8 5423 + 221 4941 + 319 NS
18:0 1445 + 2.6 1495 + 6.3 1315 + 76 NS
16:1n-7 1211 + 2.2 1294 + 74 1190 + 71 NS
18:1n-9 564.1 + 13.7° 4524 + 19.3° 5180 + 26.7% *
18:1n-7 931 + 16 81.0 + 4.2 841 + 46 NS
20:1n-9 932 + 23 53.1 + 2.4° 490 + 1.4° *
18:2n-6 7780 + 156" 580.9 + 44.0° 703.8 + 495® *
18:3n-3 1263 + 2.4° 9204 + 7.9° 109.7 + 6.9® *
20:4n-6 415 * 04° 205 + 1.9° 320 + 23 *
20:5n-3 2744 + 33° 1481 + 17.3° 2648 + 183" *
22:6n-3 4490 + 9.2° 2142 + 26.4° 4096 + 33.0° *
X SAT 7839 + 145 846.6 * 375 739.0 + 47.1 NS
X MUFA 10211 + 24.1 905.0 + 483 8979 + 507 NS
L PUFA 18036 + 32.4° 11451 + 107.3° 16409 + 117.6° *
¥ HUFA 861.4 + 14.2° 4422 + 52.6° 7983 + 59.6" *
n-3/n-6 1.05 + 0.01° 079 + 0.03° 110 + 0.01° *
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