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RESUMEN

En México, el camardn blanco del Pacifico, Lifopenaeus vannamei, esta dentro de las
especies con rendimientos economicos mas elevados. Los dos principales factores que afectan
seriamente el cultivo de esta especie son: los ciclos diarios de hipoxia-reoxigenacion a los que esta
expuesto, y la infeccion con agentes patdgenos como el virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV). Estudios previos han sugerido que los camarones infectados con WSSV o expuestos a
hipoxia-reoxigenacion muestran respuestas especificas que pudieran estar asociadas con el “Efecto
Warburg” de los vertebrados. Para elucidar dicho efecto en el camardn, en este estudio se evaluaron
los cambios de las concentraciones plasmaticas de glucosa y L-lactato; se determinaron los niveles
de glucégeno, glucosa, ATP, y la expresion absoluta del /vglutl en la glandula digestiva de
camarones infectados con el WSSV o expuestos a condiciones de hipoxia-reoxigenacion. Los
resultados mostraron que a partir de las 12 h post-infeccion (hpi), el WSSV provoco un incremento
significativo en la concentracion plasmatica de L-lactato, asi como una disminucion significativa
en la concentracion del glucogeno en los camarones infectados (p<0.05). Los niveles de glucosa
en plasma, asi como los de los metabolitos cuantificados en la glandula digestiva mostraron
cambios significativos durante la infeccion con el WSSV (p<0.05). Por otra parte, se observo un
aumento significativo del L-lactato en plasma, un incremento de 6 veces en el /vglutl y 1.4 veces
en ATP durante la reoxigenacion (p<0.05). Los valores de glucosa plasmatica y del glucogeno
disminuyeron significativamente desde las 6 h de hipoxia (p<0.05), manteniéndose constantes
hasta las 12 h de reoxigenacion; mientras que la glucosa en la glandula digestiva aument6 a las 6 h
de hipoxia y posteriormente disminuy6 a las 12 h (p<0.05), manteniéndose constante durante la
reoxigenacion. Los resultados obtenidos en los camarones expuestos al WSSV y bajo condiciones
de hipoxia-reoxigenacion, coinciden con las caracteristicas de una respuesta tipo efecto Warburg
en los vertebrados. Dicha respuesta podria representar una ventaja adaptativa que le permite al
camar6n enfrentar diferentes condiciones de estrés. El presente trabajo, es el primer estudio que
describe la respuesta tipo efecto Warburg en condiciones hipoxia-reoxigenacion en L. vannamei.
Futuros estudios ayudaran a determinar caracteristicas especificas adicionales de esta respuesta

fisiologica del camarén blanco.

Palabras claves: ATP, glucosa, glucogeno, L-lactato, transportador de glucosa
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ABSTRACT

In Mexico, the white shrimp Litopenaeus vannamei is among the cultivated species that
produce a high economic yield. Two factors seriously affect this species culture: the daily cycles
of hypoxia-reoxygenation and diseases provoked by pathogens such as the white spot syndrome
virus (WSSV). Early studies have reported that shrimp infected with WSSV or exposed to hypoxia-
reoxygenation show specific responses associated with the "Warburg Effect" previously described
in vertebrate cells. This study aimed to elucidate the existence of this effect in shrimp cells. The
concentrations of plasma glucose and L-lactate were measured; also the glycogen, glucose, and
ATP contents in the digestive gland and the absolute expression of the lvglutl gene were
determined in shrimp infected with the WSSV or exposed to hypoxia-reoxygenation conditions.
Results showed that after 12 hours post-infection (hpi), the WSSV causes a significant increase in
plasma concentration of L-lactate (p<0.05) and a significant decrease (p<0.05) in the concentration
of glycogen in infected shrimp. Plasma glucose levels and quantified metabolites in the digestive
gland showed significant changes (p<0.05) during infection with the WSSV. On the other hand,
there was a significant increase in plasma L-lactate, a 6-fold increase in /vglutl and 1.4 times the
ATP in the digestive gland during reoxygenation (p<0.05). The plasma glucose and glycogen levels
decreased significantly from 6 hours of hypoxia (p<0.05), remaining constant until 12 hours of
reoxygenation. Glucose levels in the digestive gland increased after 6 hours at hypoxia, and
subsequently decreased at 12 hours, being constant during reoxygenation. Results indicate that
shrimp responses after exposure to the WSSV or at hypoxia-reoxygenation conditions correspond
to those that characterize a Warburg-like effect in vertebrate cells. This response could represent
an adaptive advantage that allows the shrimp to face different stress conditions. To our knowledge,
this is the first study describing this metabolic response at oxidative stress conditions. Further
studies will determine some other specific characteristics of this shrimp specific physiological

response.

Keywords: ATP, glucose, glycogen, L-lactate, glucose carrier
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1. INTRODUCCION

Los camarones se encuentran entre los crusticeos de mayor importancia econémica a nivel
mundial por sus altos indices de consumo. En el afio 2017, México se ubicé en el séptimo lugar
entre los principales paises productores de camarén, con una produccion de mas de 228 mil
toneladas (Pérez, 2012; SAGARPA, 2018). Entre las especies de camarén mas cultivadas en
Meéxico se encuentran el camarén café¢ Farfantepenaeus aztecus, el camardn azul Litopenaeus
stylirostris y el camarén blanco Litopenaeus vannamei (SAGARPA, 2018). En el 2009, el estado
de Sonora produjo la mayor cantidad de camaron en el pais, reportandose alrededor de 81,423 t de
camarones obtenidas en las granjas de cultivo de Sonora. Sin embargo, entre el 2010 y 2011 se
produjo una reduccion de casi el 50% de la produccion (40,000 t) debido a la presencia del virus
del sindrome de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés) (Industria Acuicola, 2012). A
la fecha se reconoce que el WSSV causa el 100% de mortalidad entre los 2-10 dias posteriores a la
infeccion, por lo que se encuentra entre los factores que causan las mayores pérdidas econémicas
a este sector (Hernandez-Palomares et al., 2018).

La susceptibilidad de los camarones al WSSV y a otros patdgenos se agrava con la constante
exposicion a variaciones ciclicas en la concentracion de oxigeno disuelto en el agua (hipoxia y
reoxigenacion) en los estuarios y estanques de cultivo (Puente-Carredn, 2009). Se ha observado
que en los estanques de cultivo del camardn blanco L. vannamei ocurren ciclos diarios de hipoxia-
reoxigenacion, alcanzdndose las concentraciones mas bajas cerca del amanecer (Ulaje-Fernandez,
2015). Entre los factores que generan estas variaciones y que dificultan el desarrollo 6ptimo de los
camarones se encuentran: 1) la alta densidad de organismos, y 2) la modificacién de factores
quimicos del agua marina como el pH, concentracion de nitratos, generacion de oxigeno a través
de la fotosintesis realizada por las micro-algas durante el dia, y la disminucion de estos niveles
durante la ausencia de luz, debido principalmente a la respiracién de los organismos (Chimeo-
Nunez et al., 2015; Moreno-Figueroa, 2017). Asi el resultado de las amplias variaciones en el
oxigeno ambiental (0.77 — 16.7 mg/L) impacta en la reduccion de la frecuencia de muda y el
crecimiento retardado de los camarones (Ahuejote-Sandoval, 2004; Flores, 2018).

En 2011, Chen y colaboradores (2011) sugirieron que en presencia de la infeccion con el WSSV,

el camardn blanco presenta una respuesta metabodlica semejante a la del efecto Warburg descrita
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en los vertebrados. Posteriormente, Chimeo-Nufiez (2017) observod respuestas similares en los
organismos expuestos a un evento de hipoxia-reoxigenacion, sugiriendo a su vez la existencia de
una respuesta tipo efecto Warburg en camarones sanos expuestos a condiciones de estrés oxidativo
(Chen et al., 2011; Chimeo-Nuiez, 2017).

El efecto Warburg ha sido caracterizado y reportado principalmente en humanos con patologias
como tumores cancerigenos y durante la proliferacion celular (Warburg, 1956; Colombo et al.,
2010). La respuesta metabolica del tipo Warburg se caracteriza por niveles estables de glucosa a
expensas de las reservas de glucdgeno, altas concentraciones de lactato atin en presencia de oxigeno
ambiental y la sobreexpresion de los transportadores de glucosa de alta afinidad (GLUTI1 y
GLUT3) (Warburg, 1956; De Alteriis et al., 2018).

Estudios previos realizados en camarones sometidos a condiciones de hipoxia y reoxigenacion, han
evidenciado la sobreexpresion de los transcritos correspondientes a los transportadores de glucosa
Ivglutl y lvglut2, asi como el aumento de L-lactato, (Sofidnez-Organis et al., 2010; Martinez-
Quintana et al., 2014; Martinez-Quintana et al., 2015). Sin embargo, los estudios realizados en el
camardn blanco que sugieren la presencia de una respuesta metabolica del tipo Warburg han sido
realizados en organismos infectados con el WSSV (Chen et al., 2008; 2009; 2011; Hernandez-
Palomares et al., 2018). A la fecha, la presencia de una respuesta de este tipo no ha sido confirmada
o caracterizada bajo otras condiciones de estrés como son los ciclos de hipoxia-reoxigenacion. Lo
anterior evidencia la falta de conocimiento basico sobre el estudio del metabolismo del camarodn,
pues aun se desconoce si la respuesta metabolica tipo efecto Warburg que muestran los organismos
es una respuesta fisiologica especifica a la infeccion viral o es una respuesta general ante
condiciones de estrés.

En base a lo anterior, este estudio tiene como objetivo demostrar que las respuestas metabolicas
del camardn blanco sometido a estrés oxidativo (hipoxia-reoxigenacion) o a la infeccion con el

WSSV, coinciden con las del efecto Warburg en vertebrados.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El Camaron Blanco, los Ciclos de Hipoxia-Reoxigenacion y las Infecciones Virales

La acuicultura es una de las actividades productivas que a nivel mundial ha tenido una mayor
expansion en las ultimas cuatro décadas. En el afio 2017, la produccion mundial de la acuicultura
ascendio a 80 millones de toneladas aproximadamente, representando un valor estimado de mas de
237 mil millones de USD (FAO, 2017). Dentro de la acuicultura, el cultivo de camarén aporta
anualmente alrededor de 5.5 millones de toneladas, y en el 2017 represent6 el 14% del valor de
todos los productos acuicolas comercializados en el mercado internacional (FAO, 2017). En el
2017, México aport6 228 mil toneladas de camardn, ubicandose en el séptimo lugar en produccion
a nivel mundial (SAGARPA, 2018). En México, el cultivo del camar6n inici6 a principios de la
década de los 70’s y en los ultimos 10 afios presentd una tasa media de crecimiento anual de la
produccion del 6.24% (INAPESCA, 2018). Entre las especies mas cultivadas en México se
encuentran el camaron café (Farfantepenaeus aztecus), el azul (Litopenaeus stylirostris) y el
blanco (Litopenaeus vannamei) (FAO, 2017; SAGARPA, 2018).

El camaroén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei es una especie de camardn peneido que se
encuentra distribuido en las zonas costeras comprendidas entre México y Peru (Ahuejote-Sandoval,
2004). Los adultos viven y se reproducen en el mar abierto, mientras que las postlarvas migran
cerca de las costas a zonas de refugio hasta alcanzar su etapa juvenil y pre-adulta en estuarios,
lagunas costeras y manglares, por lo que durante su ciclo de vida los camarones se encuentran en
fondos fangosos con profundidades que varian entre los 0 y 50 m (Wyban y Sweeney, 1993). Lo
anterior conlleva a que esta especie durante su desarrollo esté expuesta a condiciones fluctuantes
en la concentracion de oxigeno disuelto en el agua, mayoritariamente en las zonas someras (Figura
1).

Durante su estadio como post-larvas, los camarones migran a los estuarios, los cuales funcionan
como zonas de crianza que confieren proteccion contra los depredadores. En estos sitios, que son
cuerpos de agua someros al igual que los estanques de cultivo, se pueden presentar ciclos diurnos

de normoxia-hipoxia. Se ha registrado que durante el dia las concentraciones de oxigeno disuelto

16



en el agua aumentan, debido principalmente a la fotosintesis realizada por las micro-algas. Sin
embargo, durante la noche la concentracion del oxigeno disuelto disminuye hasta llegar a niveles
menores de 5 mg/L (normoxia), a partir del cual se considera como hipoxia ambiental (Flores et
al., 2018; Amado-Alvarez et al., 2019). Se sabe que para L. vannamei el rango de tolerancia
reportado respecto al oxigeno disuelto en el agua marina, se encuentra entre los 2 y 5 mg/L (Puente-
Carredn, 2009). La disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto en el agua es resultado de
la respiracion de los organismos que consumen el oxigeno que se produjo por la fotosintesis durante
el dia y del exceso de materia organica en descomposicion que se encuentra en los estuarios
(Puente-Carreon, 2009).

Actualmente, se cuenta con evidencia que confirma que los ciclos de hipoxia-reoxigenacion pueden
afectar la capacidad de respuesta inmune de los camarones, incrementando su susceptibilidad a
distintas enfermedades virales como el Sindrome de Deformidad Runt (RDS), el Sindrome del

Taura (TS) y el Sindrome de la Mancha Blanca (Perazzolo et al., 2002).
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Figura 1. Ciclo de vida y variaciones diarias en la concentracion de oxigeno disuelto que enfrenta
el camar6n blanco L. vannamei. Tomado y modificado de King (2013) y Puente-Carredn (2009).
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Dentro de los agentes virales que afectan al camardn, el virus del sindrome de la mancha blanca
tiene un alto indice de patogenicidad y provoca una enfermedad asociada con mortalidades masivas
en América Central, generando mortalidades acumuladas del 100% entre los 2-10 dias posteriores
a la infeccion (Puente-Carredn, 2009; Rodriguez-Villa, 2015; Hernandez-Palomares et al., 2018).
Desde la aparicion del virus en el afio 1992 en Taiwan (Sénchez-Paz, 2010), se estiman pérdidas
por un valor de 8-15 mil millones de dolares americanos, aumentando progresivamente en
aproximadamente 1,000 millones anualmente (Flegel et al., 2008; Stentiford et al., 2012). Por lo
anterior esta enfermedad representa hoy en dia, uno de los principales problemas que enfrenta la

camaronicultura a nivel mundial.

2.2. El Metabolismo de los Vertebrados y el Efecto Warburg

2.2.1. Antecedentes Historicos del Efecto Warburg

En 1924, Otto Warburg y colaboradores descubrieron que las células cancerigenas, a diferencia de
las células sanas de tejidos adyacentes, consumen enormes cantidades de glucosa que es degradada
a lactato por la via anaerobia, pero en presencia de oxigeno. El Dr. Warburg propuso que existen
disfunciones en las mitocondrias de estas células que pudieran ser el origen de la “glucélisis
aerdbica” y que este fenémeno es la principal causa del cancer (Warburg, 1956).

Posteriormente en 1929, el bioquimico inglés Herbert Crabtree estudid la heterogeneidad de la
glucdlisis en los diferentes tipos de tumores y confirmé los hallazgos de Warburg. Sin embargo,
descubridé también que la magnitud de la respiracion en los tumores es variable y que la glucolisis
aerdbica en células cancerigenas podia observarse aun cuando las mitocondrias estén activamente
funcionando (Diaz-Ruiz et al., 2011). Asi se defini6 un efecto a corto plazo o efecto Crabtree,
caracterizado por el cambio reversible de la respiracion a la fermentacion y considerado como un

evento previo a la reprogramacion metabolica a largo plazo que implica el efecto Warburg.
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2.2.2. Efecto Warburg y el Metabolismo de las Células Tumorales

Como se menciond anteriormente, las células cancerigenas consumen gran cantidad de glucosa y
presentan altos flujos glucoliticos, los cuales pueden ser explicados por el aumento de la actividad
de las enzimas que participan en la ruta de la glucolisis (Pelicano ef al., 2006). Por otra parte, en
estas células se observa también un aumento en la produccion de lactato, mismo que puede deberse
a una restriccion del uso del piruvato por las mitocondrias (Lu et al., 2015). Este aumento en las
concentraciones de lactato puede ser el resultado de tres eventos: la restriccion del transporte del
piruvato a la matriz mitocondrial, la inhibicion de la actividad del complejo piruvato
deshidrogenasa (PDH) y la sobreexpresion de la lactato deshidrogenasa (Diaz-Ruiz et al., 2011).
Todo lo anterior sugiere que el efecto Warburg resulta de cambios en la expresion de los genes que
codifican para al menos catorce enzimas, las cuales se describirdn posteriormente, que estan
involucrados en la “glucolisis aerdbica” (Diaz-Ruiz ef al., 2011; Lu et al., 2015).

Dentro de las respuestas celulares que caracterizan al efecto Warburg en las células cancerigenas
de los vertebrados se encuentran la sobreexpresion de los transcritos de diversas proteinas como
son los transportadores de glucosa de alta afinidad (GLUT1 y GLUT?3), la hexocinasa IT (HK 1I),
las isoformas L y P de la fosfofructocinasa-1 (PFK-1), la isoforma B3 de fosfofructocinasa-2 (PFK-
2), la isoforma M2 de la piruvato cinasa (PK), la lactato deshidrogenasa (LDH) y la piruvato
deshidrogenasa cinasa (PDHK) (Gogvadze ef al., 2010). También se han reportado alteraciones en
la actividad del canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) en la membrana externa
mitocondrial, asi como el incremento en la produccién de acetoina, un subproducto de la
descarboxilacion no oxidativa del piruvato, que inhibe a la enzima piruvato deshidrogenasa. Otras
modificaciones abarcan la presencia de mutaciones en la succinato deshidrogenasa (SDH), una
disminucién de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales I, Il y IV; y ademés un
decremento en la actividad de la ATPasa debido a la sobreexpresion del inhibidor IF; (Diaz-Ruiz
etal.,2011).

De todas las respuestas anteriores registradas en las células de los vertebrados, se ha propuesto que
la sobreexpresion de los transportadores de glucosa es uno de los principales determinantes para el
efecto Warburg (Diaz-Ruiz et al., 2011). En el 2005, Macheda y colaboradores encontraron que
los transportadores de glucosa de alta afinidad (GLUT1 y GLUT3) estan sobreexpresados en varias
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lineas celulares cancerigenas. Se han realizado estudios que demuestran que el silenciamiento del
gen que codifica para el transportador GLUTI1 se relaciona con una proliferacion
significativamente reducida, debido a una menor resistencia a la apoptosis, en al menos 78
melanomas primarios humanos, hepatocarcinomas y lineas celulares HeLa, (Gruenewald et al.,
2015; Koch et al., 2015). La disminucion en la proliferacion tumoral se debe a que un mayor
numero de células entran en un estado de muerte celular programada, y en las células tumorales en
donde el transcrito del GLUT1 ha sido silenciado, hay una menor proliferacion que en aquellas que
presentan el GLUT1 expresado. Lo anterior demuestra el papel crucial de este transportador
promoviendo la absorcion de glucosa y el crecimiento celular, lo cual en células cancerigenas se
relaciona con una mayor agresividad tumoral y el desarrollo del efecto Warburg. Ademas de los
vertebrados, hasta la fecha solo se ha caracterizado el efecto Warburg en células tumorales o
altamente proliferativas de Plasmodium y levaduras (Diaz-Ruiz et al., 2011; Jacot et al., 2016).

Las células tumorales son por definicion células altamente proliferativas que presentan un
incremento en la absorcion y el metabolismo de los nutrientes para promover la supervivencia y el
crecimiento celular (Courtnay et al., 2015). La constante replicacion de las células tumorales
provoca que durante el desarrollo de los tumores s6lidos se genere un microambiente donde el
centro de la aglomeracion celular se encuentra en condiciones de hipoxia, mientras las células
periféricas tienen un suministro constante de oxigeno. Los diferentes microambientes en los
tumores solidos y la alta demanda de nutrientes que presentan las células cancerigenas determinan
el desarrollo de respuestas metabdlicas como el efecto Warburg que permite que las células
tumorales se adapten y desarrollen con cierta independencia del suministro de oxigeno y de la
produccion de ATP mediante la fosforilacion oxidativa en la mitocondria (Gogvadze et al., 2010;

Courtnay et al., 2015).

2.3. Respuestas Metabolicas del Camardon a Condiciones de Hipoxia-Reoxigenacion y su

Potencial Relacion con el Efecto Warburg

Como se menciond previamente, tanto en el ambiente natural como en las granjas de cultivo, los

camarones estan expuestos constantemente al estrés oxidativo que provocan bajas concentraciones
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de oxigeno disuelto en el agua (Re et al., 2004). Este fenomeno es conocido como hipoxia y se
define como una concentracion de oxigeno disuelto en el agua marina menor a 5 mg/L (Cisterna et
al., 2008; Flores et al., 2018; Amado-Alvarez et al., 2019). Por el contrario, la reoxigenacion se
refiere al restablecimiento de los niveles de oxigeno ambiental después de un evento hipoxico. Se
sabe que la tolerancia a la hipoxia varia segiin la especie, en el caso del camar6on blanco L.
vannamei, se ha reportado como una especie tolerante a la hipoxia que puede sobrevivir dentro de
un rango de 2 a 5 mg/L; mientras que los niveles minimos letales oscilan entre 0.2 a 1.27 mg/L
(Zhang et al., 2006). Sin embargo, en esta especie, al igual que en otros crustaceos, los ciclos de
hipoxia y reoxigenacion afectan al crecimiento, sobrevivencia, conducta, muda, alimentacion y
sistema inmune de los organismos, quienes modifican su metabolismo energético para adaptarse a

estas condiciones de estrés (Ahuejote-Sandoval, 2004; Belley et al., 2010).
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Figura 2. Metabolismo energético de las células eucariotas en presencia o ausencia de oxigeno.
Tomado y modificado de http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbasees/Biology/celres.html.

Cuando las células eucariotas estan expuestas a condiciones de hipoxia disminuye la produccion

de ATP, ya que la fosforilacién oxidativa se ve afectada, puesto que depende de la formacion de
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un gradiente de protones en el espacio intermembrana de la mitocondria. Este gradiente es
producido por la cadena de transporte de electrones localizada en la membrana interna
mitocondrial, la cual estd compuesta por cuatro complejos proteicos multiméricos y dos
transportadores independientes (ubiquinona y citocromo c). Estos transportadores transfieren los
electrones provenientes del NADH y el FADH; hasta el oxigeno que funciona como aceptor final
de electrones. Es asi como la disminucion en la concentracion de oxigeno ambiental afecta la
disipacion del gradiente electroquimico y por tanto, el cese de la produccion de ATP (Alberts et
al., 2010), en estas condiciones y para restablecer los niveles basales de ATP, la glucdlisis se
estimula y una mayor cantidad de glucosa es metabolizada hacia lactato por la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH). La acumulacion del lactato en el citosol provoca la disminucion del pH y
este es exportado fuera de la célula elevando su concentracion en la hemolinfa (Gogvadze ef al.,
2010), razén por la cual, este incremento es utilizado como indicador de que se esta llevando a
cabo un metabolismo anaerobio a nivel celular (Figura 2). Por otra parte, la produccién de ATP
por la via anaerdbica es muy poco eficiente ya que, por cada molécula de glucosa degradada, sélo
se obtienen 2 ATPs, que comparados con la produccion de 36 ATPs por la via aerdbica, resulta ser
muy ineficiente provocando un rapido agotamiento de las reservas celulares de glucosa (Véazquez
et al., 2010).

A pesar de todo el conocimiento relacionado con el efecto Warburg, los mecanismos y las
moléculas que participan en esta respuesta metabdlica en los crustdceos es alin muy escaso.
Estudios previos han reportado que la glucosa es almacenada en forma de glucdgeno en la glandula
digestiva, musculo y branquias para ser utilizada ante un aumento de la demanda energética (Ulaje-
Fernandez, 2015). Se sabe que debido a que la glucosa no puede difundir a través de la membrana
plasmatica, su entrada a la célula se lleva a cabo a través de los transportadores de glucosa (GLUT),
cuya expresion génica aumenta bajo condiciones de alta demanda energética (Hernandez-Diaz y
Herrera-Burgos, 2002).

Los transportadores GLUT estan encargados del ingreso de los monosacéridos a todas las células
del organismo y en los mamiferos se han identificado al menos trece de ellos (Hernandez-Diaz y
Herrera-Burgos, 2002). En el camardn blanco, sin embargo, solo se ha reportado la presencia de
dos transportadores, GLUT1 y GLUT2, mismos que se sobreexpresan en la glandula digestiva y
las branquias cuando el organismo ha sido sometido a condiciones de hipoxia (Martinez-Quintana

et al., 2014; Martinez-Quintana et al., 2015; Martinez-Quintana et al., 2016). En el caso del
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GLUT1, Martinez-Quintana et al. (2014, 2016) sugirieron que la actividad de dicho transportador
es tejido-especifica, debido a que en la glandula digestiva promueve el movimiento de la glucosa
desde la célula hacia el medio extracelular durante la hipoxia, mientras que en las branquias
participa en el transporte de la glucosa desde el plasma hacia el interior celular.

Ademas de la hipoxia y sus efectos, el fenomeno de reoxigenacion, también conocido como
reperfusion, ha sido ampliamente descrito en los vertebrados. Dentro de las multiples respuestas
metabolicas reportadas ante este fendmeno se encuentran la sobrecarga de calcio citosolico, la
disfuncion endotelial y la apertura del poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial
(PTPM). Se sabe que como resultado de la transicion de la permeabilidad y la ruptura de las
membranas mitocondriales hay liberacion del citocromo ¢ y esto activa a las caspasas iniciando la
apoptosis celular, provocando la hipercontraccion miofibrilar, fragilidad del citoesqueleto y ruptura
de la membrana plasmatica (Loor ef al., 2011).

Se sabe que después de un evento hipoxico tanto en los vertebrados como en los camarones, durante
la primera hora de reoxigenacion, ocurre un aumento en los niveles de L-lactato con valores
similares a los de la hipoxia (Ulaje-Fernandez, 2015; Chimeo-Nuiez, 2017). Este fenémeno se
debe a que la reoxigenacion afecta la actividad de la piruvato deshidrogenasa mitocondrial (PDH),
cuya funcién es regular la conversion de piruvato a acetil-CoA (Rao et al., 2001) y la acidosis
lactica provocada por la hipoxia, ocasiona un retraso en la recuperacion del metabolismo aerobio.
En los vertebrados se ha reportado que en la cadena respiratoria mitocondrial, la reoxigenacion
provoca una disfuncion de los complejos mitocondriales como la NADH deshidrogenasa (complejo
I) y la citocromo ¢ oxidorreductasa (complejo III) de la cadena de transporte de electrones; el
exceso repentino de oxigeno molecular provoca un incremento en la produccion de anion
superoxido y especies reactivas de oxigeno (EROs) disminuyendo la reduccion de este por el
complejo citocromo ¢ oxidasa (Martinez-Cruz et al., 2017). En carcinomas humanos se ha
reportado que el incremento en las EROs provoca un aumento en la expresion del factor 1 inhibidor
de la ATPasa (IF1), sugiriéndose que en las células cancerigenas una sobreexpresion del IF; mejora
la proliferacion y supervivencia celular, mediante el desarrollo del efecto Warburg (Sdnchez-Aragd
et al., 2013; Tran et al., 2016).

En los crustaceos, el inhibidor IF; ha sido descrito inicamente en el camaron blanco L. vannamei,
y se reporto una disminucion en los niveles del transcrito de IF; durante la exposicion a condiciones

de hipoxia y reoxigenacion, encontrandose una tendencia a incrementar durante la reoxigenacion
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como se observa en la Figura 3 (Chimeo-Nufiez et al., 2015). Los camarones estdn expuestos a
ciclos diarios de hipoxia-reoxigenacion a en los estuarios y granjas de cultivo camaronicolas
(Chimeo-Nufiez et al., 2015; Moreno-Figueroa, 2017), como se menciond previamente durante las
reoxigenacion ocurre un aumento en la produccion de EROs, lo cual pudiera provocar alteraciones
en la expresion del IF; que propiciaran el desarrollo de una respuesta tipo efecto Warburg en los
camarones expuestos a hipoxia y posterior reoxigenacion.

Los ciclos diarios de hipoxia-reoxigenacion en los estuarios y granjas de cultivo camaronicolas,
constituyen factores de estrés que provocan afectaciones en el crecimiento, sobrevivencia,
alimentacion, muda, comportamiento y en la capacidad respiratoria de los camarones peneidos
(Chimeo-Nunez et al., 2015). Todo lo anterior aumenta la vulnerabilidad de los camarones a los

agentes infecciosos presentes en el agua de mar como es el caso del WSSV.
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Figura 3. Efecto de la hipoxia-reoxigenacion en la expresion génica del factor 1 inhibidor de la
ATPasa mitocondrial IF; en el camaron blanco L. vannamei. Tomado de Chimeo-Nuiez et al.
(2015).
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2.4. Respuesta Metabdlica de los Crustaceos al Virus del Sindrome de la Mancha Blanca y su

Potencial Relacion con el Efecto Warburg

En la actualidad se han reportado més de 20 virus que afectan a los crustaceos, uno de éstos es el
virus del sindrome de la mancha blanca, agente causante del sindrome del mismo nombre
(Rodriguez-Villa, 2015). La presencia del WSSV se detectd por primera vez en Taiwan en 1992 y
el primer caso diagnosticado en América ocurrié en 1995, en una granja camaronera del Sur de
Texas, originandose la infeccion probablemente a través de un producto de camarén congelado que
fue importado de Asia. El WSSV se ha encontrado en organismos vivos, en productos congelados
de camar6n y en los suelos de granjas que presentaron la infeccion (Sanchez-Paz, 2010). En febrero
de 1999, el virus caus6 mortalidades masivas en las granjas camaronicolas en Ecuador, mientras
que el brote mas reciente, en un area con estatus libre de WSSV seglin los criterios de la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), ocurri6 en Brasil en 2005 (Sanchez-Paz, 2010;
Maldonado et al., 2016).

El proceso de infeccion con el WSSV inicia con un periodo de latencia asintomatico durante el
cual se replica el virus en los tejidos blanco como la hemolinfa y las branquias, posteriormente se
desarrolla una infeccion sintomatica aguda (Mejias y Navarro, 2013). El tiempo de duracion de
cada etapa de la infeccion depende de la patogenicidad de la cepa del WSSV, de la carga viral
inicial y del estado fisioldgico de los organismos (Mejias y Navarro, 2013; Maldonado ef al., 2016).
Entre los sintomas que presentan los camarones infectados se encuentran la letargia, el nado
erratico y la reduccion repentina en el consumo de alimentos, provocando una reduccion del valor
econdémico de los organismos (Li et al., 2016).

La replicacion viral a nivel de hemolinfa ocurre en los hemocitos, lo cuales son las células efectoras
del sistema inmune en los crustaceos y por tanto la replicacion del WSSV en estas células afecta la
capacidad de los camarones de contrarrestar la infeccion (Herndndez-Pérez, 2012). Por otra parte,
la replicacion del virus en las branquias provoca alteraciones en el proceso de osmorregulacion y
afecta el adecuado suministro de oxigeno hacia la hemolinfa (Ramos-Carrefio, 2010); lo anterior,
favorece el deterioro de los organismos tanto por la disminucion de la presion parcial del oxigeno
en el plasma de los camarones infectados, como por la escasez de nutrientes debido a la reduccion

en el consumo de alimentos. Otra caracteristica importante del WSSV es su elevada capacidad para
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infectar a mas de 93 especies de artropodos, los cuales actiian como vectores y/o reservorios que
contribuyen a la propagacion del virus en las instalaciones camaronicolas y en el medio silvestre
(Li et al., 2016).

El WSSV esté clasificado dentro del género Whispovirus de la familia Nimaviridae (Manimaran et
al., 2018). Los viriones del WSSV son de un tamafio aproximado de 210 - 420 nm de longitud y
70-167 nm de didmetro, con forma baciliforme y un apéndice en uno de sus extremos (Figura 4).
La envoltura viral estd compuesta aparentemente por una membrana lipidica de 6-7 nm de espesor
y la superficie de la nucleocépside estd compuesta por 15 hélices verticales y estriaciones de 19 x
80 y 8 x 80 nm, respectivamente (Kim ez al., 2014). Su genoma consiste en 305 kb de ADN circular
bicatenario y cuenta con aproximadamente 180 marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en
inglés open reading frame) (Sédnchez-Paz, 2010). El genoma del WSSV (nimero de acceso del
GenBank: AF440570) cuenta con so6lo el 5% de las secuencias estudiadas, siendo la mayoria
proteinas de reconocimiento e interaccion entre el hospedero y el virus (Yi et al., 2004; Sanchez-

Paz, 2010).
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Figura 4. Estructura del WSSV obtenida por microscopia inmunoelectronica. Viriones intactos

utilizando la metodologia IEM (immunoelectron microscopy, por sus siglas en inglés). Tomado de
Sanchez-Paz (2010).
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En un proceso infeccioso viral, el paso crucial en la transmision de la enfermedad es la entrada del
patogeno a la célula hospedera, ya que de ésta dependen los posteriores pasos de replicacion y
propagacion del patdégeno. En este proceso las proteinas de la envoltura viral y las proteinas de la
superficie del huésped juegan un papel crucial en la infeccion. El WSSV posee 58 proteinas
estructurales y la mayoria de ellas intervienen en el proceso de reconocimiento (Sanchez-Paz, 2010;
Huang et al., 2015). A la fecha se ha reportado que siete proteinas de la envoltura, entre ellas
VP53A y PmCBP, interactiian con el transportador GLUT1 durante el proceso infeccioso (Chen et
al.,2009). E1 GLUTI tiene 12 dominios transmembrana (TM) con un gran bucle extracelular entre
TM1 y TM2 (Chen et al., 2008), por el cual pueden ocurrir interacciones proteina-proteina (Huang
et al., 2015). Por lo tanto, se sugiere que GLUT1 puede estar involucrado con el infectoma de
WSSV.

En un estudio realizado por Chen y colaboradores (2011) se encontr6 que tanto el VDAC como el
transportador GLUT1, estdn estrechamente vinculados con el metabolismo energético de las
células del camardn y por lo tanto, las alteraciones en su actividad pueden provocar el desarrollo
de un fenotipo anormal. En camarones infectados con WSSV se ha encontrado una mayor
expresion del /vglutl en la epidermis, musculo y pledpodos de los organismos (Huang et al., 2015;
Godoy-Lugo et al., 2019). Estudios en el camardn blanco, asi como en células tumorales, han
reportado que tanto el GLUTI como el VDCA estan involucrados en el desarrollo del efecto
Warburg (Mathupala et al., 2009; Hernandez-Palomares et al., 2018; Godoy-Lugo et al., 2019).
En una investigacion reciente llevada a cabo por Hernandez-Palomares y colaboradores (2018), se
reportaron cambios por efecto de la infeccion con el WSSV que incluyen el aumento en la
expresion y actividad de la lactato deshidrogenasa y un incremento en la concentracion de glucosa
y lactato en los camarones infectados. Dichos autores demostraron que el factor inducible por la
hipoxia HIF-1 regula la actividad de LDH, sugiriendo que la infeccién por WSSV puede provocar
la induccion de cierto grado de hipoxia en las células infectadas; estos resultados apoyan las
investigaciones realizadas por Chen y colaboradores (2011) y Chimeo-Nufiez (2017), que
sugirieron que L. vannamei podria presentar un efecto tipo Warburg durante la infeccién con
WSSV o bajo estrés oxidativo debido a los ciclos de hipoxia-reoxigenacion.

En el estudio realizado por Chen y colaboradores (2011), se sugiri6é que la infecciéon con el WSSV
causa una respuesta metabolica tipo efecto Warburg a las 12 h post-infeccion (hpi), debido a la

sobreexpresion que observaron de la hexocinasa. Un aumento en la actividad de la hexocinasa y
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alteraciones en el VDAC, promueven el desarrollo del efecto Warburg; ademads, los mismos autores
plantearon que a partir de las 24 hpi, la infeccion con el WSSV induce la transicion de la
permeabilidad de la membrana interna mitocondrial en los hemocitos de los camarones infectados
con el WSSV. Sin embargo, estudios recientes contradicen la hipdtesis planteada por Chen y
colaboradores (2011), ya que se demostré que las mitocondrias aisladas del camarén blanco L.
vannamei, no entraron en un proceso de transicion de la permeabilidad de la membrana interna
mitocondrial, ni por efecto de la hipoxia-reoxigenacion (Rodriguez-Armenta, 2018), ni por efecto
de la infeccidon con el virus del sindrome de la mancha blanca (Reyes-Zamora, 2018). De tal
manera, que resulta imperante realizar un analisis detallado de las respuestas metabolicas de esta
especie, con miras a establecer si existe 0 no una respuesta tipo efecto Warburg tanto en células

expuestas a hipoxia-reoxigenacion, como en aquellas infectadas por el WSSV.
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3. HIPOTESIS

El camaron blanco L. vannamei cuando es sometido a condiciones de hipoxia-
reoxigenacion o a la infeccion con el WSSV presenta una respuesta metabolica tipo efecto
Warburg; esto conlleva una disminucioén de glucosa y un aumento del lactato en el plasma, asi
como un aumento en la expresion génica del transportador /vg/utl y una disminucion del glucogeno

y ATP en la glandula digestiva.

29



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Demostrar que las respuestas metabolicas del camardn blanco sometido a condiciones de hipoxia-

reoxigenacion o a la infeccion con el WSSV, coinciden con las del efecto Warburg en vertebrados.

4.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar los cambios en las concentraciones plasmaticas de glucosa y lactato en camarones L.
vannamei sometidos a hipoxia-reoxigenacion o a la infeccion con WSSV.

2. Cuantificar las concentraciones de glucogeno, glucosa y ATP en la glandula digestiva de L.
vannamei sometido a condiciones de hipoxia-reoxigenacion o a la infeccion con el WSSV.

3. Evaluar cambios en la expresion del gen /vglutl en organismos sometidos a hipoxia-

reoxigenacion o a la infeccion con el WSSV en la glandula digestiva del camaroén blanco.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Efecto de la Infeccion con el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca en la Respuesta

Metabolica de Litopenaeus vannamei

El bioensayo de infeccion fue llevado a cabo en este estudio tuvo lugar en el Laboratorio de
Referencia, Andlisis y Diagnostico en Sanidad Acuicola del Centro de Investigaciones Bioldgicas
del Noroeste (CIBNOR), campus Hermosillo, de acuerdo a la metodologia que se describe a

continuacion.

5.1.1. Preparacion del Inoculo del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca

El in6culo de WSSV fue preparado siguiendo el protocolo descrito por Escobedo-Bonilla y
colaboradores (2005), a partir de tejido infectado de camardn de la especie Litopenaeus vannamei,
previamente diagnosticado como positivo a la infeccion de acuerdo al método descrito por
Mendoza-Cano y Sanchez-Paz (2013). Se pesaron 6 g de musculo abdominal de un camarén
infectado naturalmente con WSSV. El tejido se homogenizé en 6 volimenes de buffer PBS estéril
(pH 7.4), utilizando una licuadora con diez pulsos de 20 s por 20 s de reposo en hielo.
Posteriormente se centrifugo a 3,000 x g durante 20 min a 4 °C, el sobrenadante obtenido fue
centrifugado por segunda vez a 3,000 x g durante 20 min. El precipitado se descarté y el
sobrenadante fue filtrado usando una membrana de 0.22 pm (Millipore, Thermo Fisher Scientific,
USA). La solucién resultante del filtrado fue cuantificada en 10° copias virales/uL y se utilizo

como inoculo en el ensayo de infeccion.
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5.1.2. Bioensayo de Infeccion con el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca

Los organismos utilizados en el ensayo de infeccion fueron donados por la cooperativa pesquera
de Cruz de Piedra, Sonora. La ausencia de copias del WSSV en los organismos se confirmé
mediante PCR en tiempo real como se describe en la seccion 5.1.3. Un total de 170 camarones
adultos (L. vannamei) con un peso de 20 + 1.2 g fueron distribuidos equitativamente en 12 tanques
con 110 L de agua de mar cada uno. Los organismos se aclimataron durante 8 dias a condiciones
de salinidad, temperatura y aireacion constantes (35 ppm y 28 °C, respectivamente), y fueron
alimentados con alimento comercial Camaronina 35M® (Purina, México) con raciones diarias de
3% de la biomasa total del tanque. Al concluir la aclimatacion se suspendio la alimentacion de los
camarones y estos fueron divididos en cuatro grupos: un grupo testigo (n=50) y tres grupos
infectados (cada uno con n=40). Los camarones en los grupos infectados fueron inyectados
intramuscularmente en el tercer segmento dorsal con 100 pL del in6culo de WSSV; mientras que
el grupo testigo fue inyectado con 100 pL de una mezcla homogénea de tejido libre de virus
(previamente confirmado por PCR) en solucidn salina. A las 0 hpi fue muestreada inicamente la
tina del grupo testigo y una vez realizada la infeccion se muestrearon 10 organismos de cada una
de las tinas, tanto de la tina del grupo testigo como de las tinas con camarones infectados a las 6,
12, 24 y 48 hpi.

Para evaluar la carga viral de los organismos infectados y la concentracion de los metabolitos
secundarios (glucosa y lactato) en el plasma, durante la toma de muestras se extrajo la hemolinfa
de cada organismo a partir del seno ventral utilizando una jeringa de 1 mL con 200 pL de
anticoagulante frio (450 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM EDTA-Na2, 10 mM HEPES, pH 7.3, 850
mOsm/Kg; Vargas-Albores et al., 1993). Posteriormente se procedio a la diseccion de la glandula
digestiva para la cuantificacion de glucosa, glucogeno y ATP, y la evaluacion de la expresion

génica del /vglutl. Todas las muestras colectadas fueron almacenadas a —80 °C hasta su uso.
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5.1.3. Confirmacion de la Infeccion y Evaluacion de la Carga Viral

Para confirmar la infeccion de los camarones y evaluar la carga viral del WSSV se realizo6 la
separacion de los hemocitos y el plasma, para lo cual la hemolinfa muestreada fue centrifugada a
600 x g durante 10 min a 4 °C. El ADN genomico de cada muestra fue aislado a partir de los
hemocitos de los camarones infectados usando el kit GeneClean spin (MP biomedicals, Valiant
Co., CHN), segtn lo descrito por el fabricante. La deteccion del ADN viral insertado en el ADN
gendmico de los camarones fue realizada segin el método reportado por Mendoza-Cano y
Sanchez-Paz (2013) cémo se describié previamente en la seccién 5.1.1. La cuantificacion de la
carga viral se realizo por PCR en tiempo real mediante la amplificacion del gen que codifica a la
proteina VP28 de la capside viral.

Para la cuantificacion absoluta del gen vp28 se construyd una curva estdndar y se evaluaron seis
diluciones seriadas (1:10, v/v) de un purificado de ADN positivo del virus con una concentracion
inicial de 6 ng/pL y una relacion 260/280 nm de 2.38, teniendo 3.94 x 10'° copias del WSSV.

La eficiencia de la amplificacion (E) se calculo segun la formula:

1

E = 10[_Pendienfe] — 1 (Bustin et al., 2009) (1)

La evaluacion de la carga viral en el ADN aislado de los camarones testigo e infectados de cada
tiempo muestreado fue realizada siguiendo la metodologia descrita por Mendoza-Cano y Sanchez-
Paz (2013), utilizando los oligonucleotidos especificos VP28-140Fw (5'-AGG-TGT-GGA-ACA-
ACA-CAT-CAA-G-3') y VP28-140Rv (5-TGC-CAA-CTT-CAT-CCT-CAT-CA-3"). Cada
reaccion se llevo a cabo por triplicado adicionandose en cada una: 50 ng de ADN en 1 pL de
templado en una mezcla PowerUp SYBRGreen Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, USA),
10 uM de cada oligonucledtido VP28-140Fw y VP28-140Rv y 3.4 pL de agua para un volumen
final de 10 pL. Las condiciones de amplificacion fueron: 5 min a 95 °C, y 33 ciclos de 30 s a 95

°C,30sa61°Cy30sa72°Cyuna extension de 5 min a 72 °C.
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5.2. Efecto de la Hipoxia-Reoxigenacion en la Respuesta Metabolica de Litopenaeus vannamei

5.2.1. Bioensayo de Hipoxia-Reoxigenacion en Litopenaeus vannamei

Los organismos utilizados en el ensayo de hipoxia-reoxigenacion fueron donados por la
cooperativa pesquera Cruz de Piedra, Sonora. Un total de 153 camarones juveniles (L. vannamei)
con un peso de 13.18 £ 1.50 g fueron distribuidos equitativamente en 4 tanques de plastico con 60
L de agua de mar cada uno. Los camarones fueron aclimatados por un periodo de 7 dias en
condiciones de salinidad, temperatura y aireacioén constantes (35 ppm y 28 °C, respectivamente).
Una vez aclimatados, se suspendio la alimentacion y fueron divididos en cuatro grupos: un grupo
testigo (n=45) y tres grupos tratados (n=36 cada uno). Las condiciones de normoxia y
reoxigenacion estuvieron definidas por una concentracion de oxigeno disuelto en el agua marina
de 5.0 mg/L y 4.0 mg/L, respectivamente, mientras que durante la hipoxia los niveles de oxigeno
se establecieron en 1.5 mg/L. (NOM-001-SEMARNAT-1996).

Al inicio del experimento (tiempo cero) y en condiciones de normoxia se muestrearon 9 camarones
de la tina del grupo testigo. Subsecuentemente, los grupos tratados fueron expuestos a hipoxia-
reoxigenacion. Las condiciones hipoxicas se establecieron en los tres tanques experimentales
usando una cubierta plastica y burbujeo gradual de gas nitrogeno (99% de pureza) para desplazar
al oxigeno hasta alcanzar una concentracion de oxigeno constante de 1.5 mg/L. Las
concentraciones de oxigeno disuelto en el agua fueron monitoreadas constantemente a lo largo del
ensayo usando un oximetro sumergible marca YSI 550A (Spena Group, Peru). Se tomaron
muestras a las 6 y 12 h de hipoxia de 9 organismos de cada tina. Durante la fase de reoxigenacion
se retird la cubierta plastica que cubria las tinas y se colocaron 6 piedras aireadoras en cada tanque
para restablecer los niveles de oxigeno en el agua. Se tomaron muestras a las 6 y 12 h de
reoxigenacion de 9 organismos de cada tina. Durante la toma de muestras para la evaluacion de los
metabolitos secundarios (glucosa y lactato) en el plasma, se extrajo la hemolinfa usando el mismo
procedimiento descrito en el ensayo de infeccion. Posteriormente se procedio a la diseccion de la
glandula digestiva para la cuantificacion de glucosa, glucogeno y ATP y para la evaluacion de la
expresion génica del /vglutl. Todas las muestras colectadas fueron almacenadas a —80 °C hasta su

uso.
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5.3. Cuantificacion de L-lactato y Glucosa en el Plasma del Camaron

Una vez obtenidas las muestras de plasma de los organismos de ambos bioensayos, se procedi6 a
la evaluacion del efecto de la infeccion con el WSSV o la exposicion a hipoxia-reoxigenacion
mediante el analisis de las concentraciones de glucosa y L-lactato. La hemolinfa se centrifugd a
700 x g durante 10 min a 4 °C. El plasma se separé de los hemocitos y se utilizd para la
cuantificacion de lactato con el kit L-lactato PAP y de glucosa con el kit Gluc-PAP, ambos de la
casa comercial Randox (Reino Unido).

La cuantificacion de lactato se basa en el acoplamiento de dos reacciones. El L-lactato presente en
la muestra es el sustrato de la enzima lactato-oxidasa que produce piruvato y peroxido de hidrogeno
(H202) a expensas de una molécula de dioxigeno (O2). En una segunda reaccion, la peroxidasa a
partir del H2O2 producido y la 4-aminoantipirina, mas N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropilo) -m-
toluidina (TOOS), producen cuatro moles de agua y un producto colorimétrico de color purpura
que es detectado a 550 nm. Para la cuantificacion de glucosa se mide la actividad de la enzima
glucosa-oxidasa, que en presencia de agua y O» degrada la glucosa contenida en el plasma hasta
acido gluconico y peroxido de hidrogeno. Este tltimo es utilizado por la peroxidasa en presencia
de 4-aminofenazona y fenol, para producir cuatro moles de agua y quinoneimina, complejo de color
purpura que se determina espectrofotométricamente a los 490 nm.

Ambas evaluaciones fueron realizadas por triplicado en un lector de microplacas (Bio-Rad, USA)
siguiendo el protocolo de Sanchez-Paz y colaboradores (2007). Brevemente, en una microplaca de
96 pozos se adicionaron por triplicado 2 pL de la solucion estandar (40 mg/dL de L-lactato y 98
mg/dL de glucosa) y 10 uL de solucion anticoagulante como blanco, se agregaron ademés 10 uL
de cada muestra de plasma y a cada reaccion se le adicionaron 200 pL de los reactivos R2 del kit
L-lactato PAP o R1b del kit Gluc-PAP, respectivamente. La microplaca se incub6 a 37 °C por 5

min y se detecto la absorbancia a las longitudes de ondas correspondientes para cada metabolito.
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La concentracion de L-lactato o glucosa se determind mediante la siguiente ecuacion:

__ Abs muestra—Abs blanco

cf =

* S (2)

Abs estandar

Donde Abs representa la absorbancia de la muestra, el blanco y el estandar, respectivamente; Cf

es la concentracion final de cada metabolito y S es la concentracion de la solucion estandar

5.4. Cuantificacion de Glucosa, Glucdégeno y ATP en la Glandula Digestiva del Camarén

Para cuantificar las concentraciones de la glucosa, el glucégeno y el ATP en la glandula digestiva
de los camarones de ambos bioensayos, se realizaron mezclas de 100 mg de tejido por cada tina en
cada tiempo muestreado con el objetivo de contar con el tejido suficiente para realizar todas las
determinaciones. En el caso de los organismos del bioensayo de infecciéon con el WSSV se
muestrearon 10 organismos de cada tina, por tanto, se tomaron 10 mg de tejido de cada muestra.
En el caso de los camarones del bioensayo de hipoxia-reoxigenacion se muestrearon 9 organismos
de cada tina y se sigui6 la misma metodologia, tomando 11 mg de tejido de cada muestra.
Obteniéndose en total 17 mezclas de 100 mg de tejido por cada bioensayo.

Para obtener el homogeneizado de cada muestra, a cada mezcla de tejido se le adicionaron 200 puL
de agua milliQ estéril, posteriormente las muestras fueron homogeneizadas y luego centrifugadas
a 16,500 x g a 4 °C por 10 min. El sobrenadante obtenido se transfirid a un tubo estéril y fue

utilizado para la evaluacion de metabolitos en la glandula digestiva.

5.4.1. Determinacion de Glucosa y Glucdgeno en la Glandula Digestiva de L. vannamei

La cuantificacion de la concentracion de glucosa en la glandula digestiva se realizé con el kit Gluc-

36



PAP de la casa comercial Randox (Reino Unido), como se describi6 previamente en la seccion 5.3.
Las evaluaciones fueron realizadas por triplicado en un lector de microplacas (Bio-Rad, USA),
siguiendo el protocolo de Sanchez-Paz y colaboradores (2007), utilizando 10 pL de cada muestra
por reaccion y 200 pL del reactivo correspondiente.

La cuantificacion de glucogeno almacenado en la glandula digestiva se llevd a cabo en el
Laboratorio de Referencia, Analisis y Diagnéstico en Sanidad Acuicola del Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR), campus Hermosillo. La concentracion de
glucogeno se determind cuantificando glucosa hidrolizada usando el método reportado por Van
Handel (1985), en el cual los polisacaridos presentes en la muestra se degradan a dimeros o
monoémeros por accion del calor y el 4cido sulfurico. Estos compuestos se condensan con la
antrona, generando un cromogeno cuya absorbancia se detectd a los 620 nm. Para la evaluacion se
construyd una curva estandar partiendo de una concentracion inicial de glucosa de 5 mg/mL, a
partir de la cual se realizaron seis diluciones seriadas (1:2 v/v) con acido tricloroacético al 20 %
(TCA, por sus siglas en inglés), quedando las siguientes concentraciones finales: 5, 2.5, 1.25, 0.625,
0.3125, 0.1563 y 0.0781 mg/mL (Ver Anexos). De cada solucion se tomo 0.1 mL y se le adicion6
1 mL de antrona al 0.1%, la mezcla se incubd a 90 °C por 5 min y posteriormente se colocd por 1
min en agua con hielo. Posteriormente se procedio a registrar la absorbancia a 620 nm.

Para cuantificar el glucogeno presente en las muestras, 100 mg de tejido fueron homogeneizados
en 200 uL de agua miliQ estéril y posteriormente fueron adicionados 300 uL de TCA al 20 %.
Luego las muestras fueron homogenizadas por inversion manual de los tubos y se centrifugaron a
1,400 x g a 4 °C por 10 min. Se descarto el precipitado y el sobrenadante fue transferido a un tubo
estéril. Posteriormente para precipitar el glucdgeno, del sobrenadante se tom6 una alicuota de 100
uL y se le adicionaron 2 mL de etanol absoluto. Las muestras con etanol fueron centrifugadas a
1,400 x g a 4 °C por 10 min, se descart6 el sobrenadante y el exceso de etanol del precipitado fue
eliminado por calentamiento (70 °C). Después el glucogeno obtenido se resuspendié en 100 puL de
agua milliQ estéril y se le anadi6 1 mL de antrona al 0.1% (Sigma-Aldrich, USA). Las muestras
con antrona fueron incubadas a 90 °C por 5 min y al terminar la incubacién se colocaron por 1 min
en agua con hielo. Las evaluaciones de cada muestra y de la curva estandar se llevaron a cabo por
triplicado en un lector de microplacas Varioskan Lux (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific,

USA), midiéndose la absorbancia a 620 nm.
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La concentracion de glucogeno se determind mediante la siguiente ecuacion:

Glucégeno __ [(Abs muestra—Abs blanco)—n] « FD (3)

m

Donde Abs representa la absorbancia de la muestra y el blanco, respectivamente; n y m son el
intercepto y la pendiente de la recta obtenida mediante el ajuste lineal de los datos en la curva

estandar y FD es el factor de dilucion (Ver Anexos).

5.4.2. Cuantificacion del ATP en la Glandula Digestiva de Camaron

Para la determinacion de los niveles del ATP en la glandula digestiva de los camarones de cada
tratamiento (infeccion e hipoxia-reoxigenacion) fue necesario primero cuantificar el contenido de
proteinas solubles en cada muestra. La proteina soluble de cada sobrenadante previamente obtenido
se cuantifico por el método de Bradford (1976), para lo cual se construy6 una curva estdndar con
albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés). La concentracion inicial fue de 2 mg/mL
de BSA y se realizaron cuatro diluciones seriadas (1:2, v/v). Las determinaciones tanto de la curva
estandar, como de las muestras se realizaron por triplicado en un lector de microplacas (Bio-Rad,
USA) a una absorbancia de 595 nm (Ver Anexos). En cada reaccion se agregaron 5 pL. de muestra,
45 pL de agua milliQ estéril y 250 pL del reactivo Bradford. Se realizaron diluciones con agua
estéril para lograr en cada muestra una concentracion final de 0.5 pg/uL que se utilizd como
referencia para la posterior cuantificacion del ATP en la glandula digestiva de los camarones.

La cuantificacion de ATP se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Ecologia Molecular del
Departamento de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de la Universidad de Sonora
(DICTUS). Se utilizo6 el kit comercial ATP Assay kit (Calbiochem, EMD Biosciences Inc., USA),
cuyo método de cuantificacion se basa en la reaccion de conversion de la luciferina en oxiluciferina
por la enzima luciferasa en presencia de oxigeno, Mg®" y del ATP presente en las muestras.

Siguiendo las instrucciones del fabricante se construyd una curva estandar partiendo de una
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concentracion inicial de 1 pg/mL de ATP y se realizaron cuatro diluciones seriadas (1:10 v/v)
obteniendo las siguientes concentraciones finales: 1, 0.1, 0.01, 001 y 0.0001 pg/mL (Ver Anexos).
En una microplaca blanca para luminiscencia se adicion6 1 pL de cada muestra 'y 49 pL del buffer
liberador de nucleotidos, posteriormente se incubo por 5 min con agitacion a temperatura ambiente.
Posteriormente se adiciond 1 pL de la enzima, la mezcla de reaccion se incubd por 10 min con
agitacion a temperatura ambiente y se registrd la luminiscencia por 2.78 min. Las evaluaciones de
cada muestra y de la curva estandar se llevaron a cabo por triplicado en un lector de microplacas
Varioskan Lux (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, USA). Las concentraciones de las
proteinas solubles y el ATP se determinaron mediante la ecuacion 3 descrita previamente en la

seccion 5.4.1.

5.5. Evaluacion de la Expresion Absoluta del ARNm del Trasportador GLUT1 (/vglutl) en la

Glandula Digestiva de Camarén

Para evaluar los cambios en la expresion génica del transportador de glucosa LvGLUT1 se
disefiaron oligonucledtidos especificos a partir de la secuencia reportada para el /vglutl en L.
vannamei (nimero de acceso del GenBank KJ701599). Para el disefio fueron utilizados los

programas  Primer3Plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi;

Untergasser et al., 2007), OligoEvaluator (http://www.oligoevaluator.com; Sigma-Aldrich, USA)
y FastPCR Professional version 2008 (Primer Digital Ltd, FI).

5.5.1. Aislamiento, Cuantificacion y Evaluacion de la Integridad del ARN total

Se aislo el ARN total de la glandula digestiva de 35 organismos de cada bioensayo (n=70). La
extraccion del ARN total se realizd mediante el método del fenol-cloroformo descrito por
Chomczynski y Sacchi (1987). Se pesaron 100 mg de glandula digestiva, los cuales fueron

homogenizados en 1 mL del reactivo NZYol (NZYTeach, USA), se incubo por 5 min a temperatura
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ambiente, se adicionaron 0.2 mL de cloroformo y la mezcla se homogeneiz6. A continuacion, las
muestras fueron centrifugadas a 15,300 x g durante 15 min a 4 °C y se recuper6 la fase acuosa de
la muestra. Se realiz6 una segunda extraccion para obtener el ARN total con un mayor grado de
pureza, adicionando 0.5 mL de NZYol y repitiendo el paso de centrifugacion. Se tomo la fase
acuosa y se adicion6 1 mL de alcohol isopropilico frio para la precipitacion el ARN total; la mezcla
se incubo durante toda la noche a -20 °C y posteriormente fue centrifugada a 15,300 x g durante
10 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y se adicioné 1 mL de etanol al 75% al precipitado
y se centrifugd a 6,000 x g 5 min a 4 °C, para eliminar los residuos de alcohol isopropilico. Se
descarto el sobrenadante y el precipitado se incub6 a temperatura ambiente para eliminar el exceso
de etanol.

El precipitado de ARN total se re-suspendié en 20 pL de agua DEPC (dietilpirocarbonato) al 0.1%
y se cuantificd por triplicado en un espectrofotdometro NanoDrop ® ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, USA). La pureza de cada muestra se evalué mediante el cociente de las absorbancias a
260/280 nm. Para la evaluacion de la integridad del ARN total, se incubaron 2000 ng de cada
muestra a 65 °C por 10 min con 4 pL de buffer carga 6X y se corrid en un gel de agarosa al 2%
tefiido con SYBR Safe ® DNA gel stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) a 60 volts
con buffer TAE 1Xy se visualiz6 en un fotodocumentador de luz UV Gel Doc EZ (Bio-Rad, USA),
empleando el software Image Lab ™ (Bio-Rad, USA).

5.5.2. Eliminacion del ADN Genomico, Sintesis del ADNc y Amplificacion del Ivglutl

Una vez evaluada la calidad del ARN se procedio a eliminar las posibles contaminaciones por ADN
genoémico (ADNg) de las muestras de ARN total, se incubaron 3000 ng de ARN total a 37 °C por
20 min con la enzima recombinante DNAsa I (Roche, USA; 1.5 U/ug de ARN) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para verificar la eliminaciéon de ADNg se realiz6 un PCR con
oligonucledtidos especificos para tripsina como testigo positivo, usando el kit comercial 7ag PCR
Master Mix Kit (QIAGEN N.V., NLD); cada reaccién incluyd: 2.5 pL de colorante coral, 1 uL. de
cada uno de los oligonucledtidos especificos (20 uM), 12.5 pL de solucion Tag PCR Master Mix
2x, 200 ng del ARN total tratado y agua estéril para alcanzar un volumen final de 25 pL. Las
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condiciones de amplificacion utilizadas fueron: 3 min a 95 °C (1 ciclo); 45 s a 94 °C, 1 min a 50
°Cy I mina 72 °C (33 ciclos) y una extension de 10 min a 72 °C en un termociclador DNA Engine
® Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, USA).

La sintesis de ADN complementario (ADNCc) se realizo utilizando el kit comercial NZY First-
Strand cDNA Synthesis Kit (NZYTech, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 ADNc
se us6 como templado en reacciones de PCR usando el kit comercial 7ag PCR Master Mix Kit
(QIAGEN, USA) y oligonucleotidos especificos para amplificar el /vg/utl (Tabla 1). Cada reaccion
incluy6: 2.5 pL de colorante coral, 1 uL. de cada uno de los oligonucleotidos especificos 20 uM,
12.5 pL de solucion Tag PCR Master Mix 2x, 350 ng del ARN total tratado y agua estéril hasta un
volumen final de 25 pL. Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron: 2 min a 94 °C (1
ciclo); 1 min a 55 °C (1 ciclo); 3 min a 72 °C (1 ciclo); 1 min a 94 °C (1 ciclo); 1 min a 42 °C (1
ciclo); 3 min a 72 °C (1 ciclo); 1 min a 94 °C; 30 s a 55 °C, y 1 min a 72 °C (33 ciclos) y una
extension de 10 min a 72 °C en termociclador DNA Engine ® Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad,
USA). Ambos productos de PCR, tripsina y lvglutl, fueron analizados en geles de agarosa al 2%
tefiidos con SYBR Safe ® DNA gel stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) como se
describio previamente. EI ADNc obtenido fue utilizado como templado para la cuantificacion

absoluta del /vglutl mediante PCR en tiempo real (QRT-PCR).

Tabla 1. Oligonucleétidos especificos para el gen del acarreador de glucosa /vglut. 1

Oligonucleotido Secuencia nucleotidica (5°-3") Amplicon
LvGLUTIF1 CATGTTGAAGAAGATATTGAAG
LvGLUTIR1 GTTGAATAATACAGCACCG 179 pb
LvGLUTIF2 CCAGTTAGAGGATGAAGC
LvGLUTIR2 GAGGCCATACAGGTGAAG 376p
LvGLUTI1F3 GATATTGAAGAGATGCGAGCAG
GLUTIR7 CATGCGCAGTGCTGATGA P pb
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5.5.3. Cuantificacion Absoluta del ARNm del /vglutl por qRT-PCR

La cuantificacion absoluta del ARNm del acarreador de glucosa /vglutl en la glandula digestiva de
camar6n se realizd por qRT-PCR, usando un sistema de deteccion de PCR en tiempo real
StepOneTM (Applied Biosystems, USA). Para determinar los cambios que inducen la exposicion
a hipoxia-reoxigenacion o la infeccion con el WSSV en la expresion absoluta del gen /vglutl se
construyo6 una curva estandar y se evaluaron cinco diluciones seriadas (1:2 v/v), partiendo de 250
ng/uL de ADNc. Las diluciones se prepararon con agua estéril, obteniéndose las siguientes
concentraciones finales: 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 y 7.8125 ng/uL. de ADNCc, respectivamente
(Ver Anexos).

Para la amplificacion de lvglutl se utilizaron los oligonucleétidos especificos LvGLUTI1F3 y
GLUTI1R7 que corresponden a un amplicon de 93 pb (Tabla 1). Para la curva estandar, cada
reaccion de PCR consistio en 10 pL de mezcla iQ SYBR® Green Supermix 2X (Bio-Rad, USA),
1 uL de cada uno de los oligonucleo6tidos especificos (5 uM), 1.48 puL. de cada dilucion y agua
estéril hasta un volumen final de 20 pL. Cada dilucién de evalud por triplicado para construir la
curva estandar. La eficiencia de la amplificacion se calcul6 segun la formula descrita en la seccion
5.1.3.

Posteriormente se evaluaron las 31 muestras de cada bioensayo, la cuantificacion se realizd por
triplicado y cada reaccion consistid en 5 pL. de mezcla iQ SYBR® Green Supermix 2X (Bio-Rad,
USA), 1 pL de cada uno de los oligonucledtidos especificos antes mencionados (5 pM), 250 ng de
ADNCc (equivalentes a 250 ng de ARN total) y agua estéril hasta un volumen final de 10 pL. En
cada corrida de qRT-PCR se incluyeron testigos negativos sin templado. Las condiciones de
amplificacion para las diluciones y las muestras fueron las siguientes: 5 min a 95 °C, seguido por
40 ciclos de 15 s a 95 °C, 1 min a 56 °C, posteriormente 35 s a 72 °C y un programa final de
evaluacion de la curva de disociacion de 15 s a 95 °C y 1 min a 56 °C, aumentando la temperatura
en 0.3 °C hasta 95 °C, para finalizar el programa con 15 s a 95 °C. La deteccion de la fluorescencia
a los 522 nm se tomo en la temperatura de alineamiento de cada ciclo. La concentracion inicial de

transcritos del /vglutl se determind mediante la ecuacion 3 descrita previamente en la seccion 5.4.1.
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5.6. Analisis Estadistico

La normalidad de los datos obtenidos fue analizada por la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la
homogeneidad de varianzas se determind con la prueba de Levene. Posteriormente, se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de una via para identificar por separado las diferencias entre los
tratamientos de cada bioensayo. Para determinar las diferencias estadisticas entre las medias se
realizo la prueba de comparacion de rangos multiples de Fisher (LSD) con el programa estadistico

NCSS 2007 (NCSS LLC., USA), considerando un intervalo de confianza del 95% (p<0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cuantificacion de la Carga Viral en Hemocitos de los Camarones Infectados con el WSSV

La cuantificacion absoluta del nimero de copias del gen vp28 que codifica para la capside viral del
WSSV, confirmo la presencia del virus en todos los organismos de los grupos infectados, asi como
la ausencia de las particulas virales en los organismos del grupo testigo. El analisis de la cinética
de la infeccion mostrd que a las 12 hpi se presentd el menor niimero de copias del virus, pasado
este tiempo la carga viral aument6 exponencialmente (Figura 5). Este resultado coincide con lo
reportado con anterioridad en la misma especie expuesta al WSSV, donde a las 12 hpi se presentan
bajos valores de carga viral, ocurriendo a continuacion un aumento progresivo de las copias del
virus (Chen ef al., 2011; Su et al., 2014). Este comportamiento de la carga viral en hemocitos
corresponde también con los resultados de De la Re Vega (2011) sobre la expresion del gen de la
ADN polimerasa del WSSV durante la infeccion en L. vannamei, quién reportod que la replicacion

del ADN viral inicia a las 12 hpi.
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Figura 5. Cuantificacion de la carga viral en hemocitos de camarones adultos L. vannamei durante
el transcurso de la infeccion con el WSSV.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que durante las primeras 6 h de infeccion
se lleva a cabo el ingreso del virus en las células del tejido blanco (Hernandez-Pérez, 2012).
Posteriormente entre las 6 y 12 hpi se expresan los genes tempranos del virus incluyendo al gen de
la ADN polimerasa viral (Lan et al., 2006). A las 12 hpi se lleva a cabo la replicacion del material
genético viral, una vez que los transcritos de los genes tempranos se han traducido, inicia la
expresion de genes tardios como vp28. Los genes tardios codifican para las proteinas de la capside
y permiten el ensamblaje de los nuevos viriones del WSSV (De-la-Re-Vega, 2011). A medida que
aumenta la carga viral en los organismos, incrementa el nimero de células infectadas, permitiendo
que se repliquen nuevas copias del virus y lo anterior resulta en el aumento exponencial de la carga

viral que en el presente estudio se observo a partir de las 12 hpi (Figura 5).

6.2. Cuantificacion de L-lactato y Glucosa en el Plasma de Camarones Infectados con el WSSV

La cuantificacion de L-lactato y glucosa en el plasma de los camarones infectados con el WSSV
mostrd cambios significativos (p<0.05) para ambos metabolitos (Figuras 6 y 7, respectivamente).
En la evaluacion de los niveles de L-lactato, se observo que en los organismos infectados las
concentraciones aumentaron a las 12 y 24 hpi con respecto a los del grupo testigo (p<0.05); siendo
estos niveles los mas altos, duplicando su valor promedio con respecto al control (Figura 6). En los
organismos sanos se encontro una concentracion media de L-lactato de 0.13 mg/mL, valor que se
encuentra dentro del rango reportado para L. vannamei (Rosas et al., 2002).

Los resultados del presente estudio coinciden con los reportados por Chen y colaboradores (2011),
dichos autores encontraron que, en los camarones infectados con el WSSV, los valores mas altos
de L-lactato se presentaron a las 12 hpi y los mas bajos a las 48 hpi. El aumento del lactato a las
12 y 24 hpi observado en este trabajo (Figura 5), puede deberse al efecto del estrés que provoca la
replicacion viral en la célula; mientras que la disminucion de los niveles de lactato a las 48 hpi

podria ser el resultado del deterioro celular en este tiempo de infeccién avanzada.
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Figura 6. Concentracion de L-lactato en el plasma de camarones adultos L. vannamei infectados
con el WSSV. ANOVA de una via y prueba de comparacion de rangos multiples de Fisher (LSD).
Las barras representan las medias = EE. La barra Control agrupa los valores obtenidos para el grupo
testigo a las 0, 6, 12, 24 y 48 hpi. Las barras 6, 12, 24 y 48 agrupan los valores observados para las
tres tinas de organismos infectados con el WSSV en cada tiempo muestreado. Literales diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05).

En otro estudio previo de L. vannamei infectado con la bacteria Vibrio alginolyticus, se observo a
las 48 hpi que los niveles de L-lactato presentaron un comportamiento similar, en donde las
concentraciones de los organismos infectados fueron superiores a las encontradas en los
organismos sanos, observandose los valores maximos a las 24 hpi (Hsieh et al, 2008). Los
resultados sugieren que el incremento del L-lactato ante la presencia de un patdégeno no es
patdgeno-especifico, sino que se presenta tanto en camarones infectados, como bajo condiciones
de estrés y cuando el sistema inmune se activa, independientemente del patdgeno que lo infecta.

Se sabe que, en los crustaceos el aumento en plasma del L-lactato es una sefial que promueve la
liberacion de la hormona hiperglucémica de los crustaceos (CHH, por sus siglas en inglés). Bajo
condiciones de estrés, el incremento de los niveles plasmaticos de la CHH induce un aumento de
la produccion de L-lactato en la glandula digestiva y el musculo (Stentiford et al., 2001). La

liberacion de dicha hormona ocurre en respuesta al estrés inducido por factores como la emersion,
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la inanicion, la exposicion a endotoxinas, el parasitismo por dinoflagelados, la contaminacion con
metales pesados o las altas temperaturas, y por tanto no es una respuesta patégeno-especifica sino
una adaptacion que modula el comportamiento fisiologico de los camarones ante condiciones de
estrés en general (Stentiford et al., 2001; Webster et al., 2012). En el presente estudio se observaron
incrementos en los niveles plasmaticos de L-lactato, aun en presencia de concentraciones normales
de oxigeno en el ambiente, esto concuerda con lo reportado en la literatura como una de las
respuestas celulares que forman parte del efecto Warburg y ante una condicion de estrés (Rosas et

al., 2002; Medina-Félix et al., 2014).
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Figura 7. Concentracion de glucosa en el plasma de camarones adultos L. vannamei infectados
con el WSSV. ANOVA de una via y prueba comparacion de rangos multiples de Fisher (LSD).
Las barras representan las medias = EE. La barra Control agrupa los valores obtenidos para el grupo
testigo a las 0, 6, 12, 24 y 48 hpi. Las barras 6, 12, 24 y 48 agrupan los valores observados para las
tres tinas de organismos infectados con el WSSV en cada tiempo muestreado. Diferentes literales
indican diferencias significativas (p<0.05).

Respecto a la cuantificacion de glucosa plasmatica, los resultados mostraron que en los organismos
sanos la concentracion media de glucosa en plasma fue de 0.18 mg/mL. Este resultado coincide

con lo reportado por Rosas y colaboradores (2002) para L. vannamei, cuyo valor de referencia para
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glucosa en plasma es de 0.33 + 0.2 mg/mL (Figura 7). Durante el transcurso de la infeccion con el
WSSV, la concentracion de glucosa plasmatica se mantuvo constante en los tiempos muestreados
respecto a los organismos sanos, excepto a las 48 hpi donde disminuy6 significativamente
(»<0.05). La glucosa plasmatica de los organismos infectados después de 48 hpi disminuy6 2.8
veces con respecto a los organismos sanos, presumiblemente debido a que los camarones se
encontraban en una etapa muy avanzada de la infeccion (Figura 7).

Los resultados de glucosa plasmatica obtenidos en el presente trabajo coinciden con los reportados
previamente por Chen y colaboradores (2011) en L. vannamei infectado con el WSSV. En el citado
estudio, se reporta una disminucion drastica a las 36 hpi, mientras que en el presente estudio la
caida significativa se registro a las 48 hpi. Los resultados del presente trabajo también coinciden
con los hallazgos de Wang y colaboradores (2017) en camarones infectados con el WSSV, quienes
observaron una disminucion significativa en los valores de glucosa con respecto a los del grupo
testigo a las 48 hpi, reportando un aumento significativo de este metabolito a las 12 y 24 hpi. Es
importante destacar que las diferencias en los tiempos de respuesta pueden ser producto de la carga
viral con la que se inocula al organismo. En el estudio de Wang y colaboradores (2017) se inoculo
con una menor carga viral que la utilizada en el presente trabajo, por tanto los camarones infectados
muestran diferentes tiempos de respuesta y un efecto menor en las variables observadas. La
inoculacién con una carga viral menor propiciara una menor demanda energética y una mayor
disponibilidad de glucosa en el plasma durante la infeccion, lo cual podria explicar el aumento de
la glucosa en plasma que observan dichos autores a las 12 y 24 hpi (Wang et al., 2017).

El comportamiento observado en las concentraciones de glucosa plasmatica corresponde con lo
esperado para una respuesta tipo Warburg en los camarones infectados, debido a que esta respuesta
metabolica se caracteriza por un aumento del L-lactato y un mayor consumo de glucosa. Los
hidratos de carbono, en especial la glucosa, son la primera fuente de energia que los organismos
utilizan ante el aumento de la demanda energética provocada por cambios ambientales como
hipoxia, inanicién o una infeccion por patdogenos (Ulaje-Fernandez, 2015). Por tanto, la magnitud
de la disminucion o el aumento de este metabolito a nivel plasmatico, est4 directamente relacionada
con la demanda energética a nivel celular. Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren
que la demanda de energia en los tejidos infectados puede ser sustituida con las reservas energéticas
presentes en los camarones. Sin embargo, para que los organismos puedan suplir la demanda de

glucosa que generan los tejidos infectados, es necesario que ocurra la degradacion de las reservas
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de glucosa en forma de glucogeno, almacenado principalmente en la glandula digestiva (Stentiford
et al., 2001; Ulaje-Fernandez, 2015). Asimismo, es de esperar que ocurran cambios en los niveles
de glucosa y glucdgeno a nivel de la glandula digestiva y un aumento en la expresion del lvglutl
que permita transportar la glucosa del o6rgano hacia la hemolinfa para ser utilizada por los otros

tejidos (Martinez-Quintana et al., 2015).
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Figura 8. Concentracion de glucosa en la glandula digestiva de camarones adultos L. vannamei
infectados con el WSSV. ANOVA de una via y prueba de comparacion de rangos multiples de
Fisher (LSD). Las barras representan las medias = EE. La barra Control agrupa los valores
obtenidos para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 24 y 48 hpi. Las barras 6, 12, 24 y 48 agrupan los
valores observados para las tres tinas de organismos infectados con el WSSV en cada tiempo
muestreado. Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).

6.3. Cuantificacion de Glucosa, Glucdégeno y ATP en la Glandula Digestiva de Camarones

Infectados con el WSSV

A diferencia del contenido de glucosa plasmatica, la concentracion de este metabolito en la

glandula digestiva de los organismos sanos presentd valores mas altos, con una media de 6.75
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mg/g, misma que se encuentra dentro del rango reportado por Puente-Carredn (2009) para L.
vannamei (4.9 — 14.7 mg/g).

En el presente estudio, durante las primeras 12 hpi las concentraciones de este metabolito se
mantuvieron constantes, mientras que a las 24 y 48 hpi ocurrié una disminucion significativa
(»<0.05) de 1.3 y 2.9 veces, con respecto a los organismos del grupo testigo (Figura 8). En 2018,
Hernandez-Palomares y colaboradores reportaron que en etapas avanzadas de la infeccion con el
WSSV la glucosa en la glandula digestiva aumenta significativamente con respecto a los
organismos sanos, comportamiento que no coincide con los resultados encontrados en el presente
estudio, donde se observo una disminucion en la concentracion de glucosa en la glandula digestiva
a las 24 y 48 hpi. La disminucion de la glucosa en la glandula digestiva observada en el presente
trabajo a las 24 y 48 hpi puede deberse al aumento de la demanda energética causada por el avance
de la infeccion. En las Figuras 5y 7 se puede observar que a partir de las 12 hpi ocurre un aumento
exponencial de la carga viral y una disminucion de la glucosa en plasma a las 48 hpi. Los resultados
antes mencionados sugieren que la demanda energética de otros tejidos u o6rganos del camaron
durante las 24 y 48 hpi supera la capacidad del organismo para suplir glucosa, como consecuencia
se observa una disminucion de la glucosa en el plasma y la glandula digestiva de los camarones

infectados.
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Figura 9. Concentracion del glucogeno en la glandula digestiva de camarones adultos L. vannamei
infectados con el WSSV. ANOVA de una via y prueba comparacion de rangos multiples de Fisher
(LSD). Las barras representan las medias + EE. La barra Control agrupa los valores obtenidos para
el grupo testigo a las 0, 6, 12, 24 y 48 hpi. Las barras 6, 12, 24 y 48 agrupan los valores observados
para las tres tinas de organismos infectados con el WSSV en cada tiempo muestreado. Diferentes
literales indican diferencias significativas (p<0.05).

La evaluacion de la concentracion del glucogeno en la glandula digestiva de los organismos
infectados con el WSSV mostré que hay una degradacion (p<0.05) de este metabolito en los
camarones expuestos al virus con respecto a los del grupo testigo (Figura 9). Los organismos sanos
presentaron una concentracion media de glucogeno en la glandula digestiva de 4.33 mg/g, dato que
se encuentra dentro del rango reportado por Rosas y colaboradores (2002) en L. vannamei. Por otra
parte, los organismos expuestos al virus presentaron valores bajos de glucogeno a las 12 y 48 hpi,
con una disminucién de 1.4 y 1.2 veces con respecto a los organismos sanos (Figura 9). Lo anterior,
sugiere que ocurre una degradacion de este metabolito como respuesta a la infeccion por el WSSV.
Este comportamiento del glucogeno ha sido descrito como una respuesta fisiologica de los
organismos ante una condicién de estrés. Previamente en este trabajo, se describié que bajo la
infeccion viral ocurre un aumento del L-lactato en plasma, activandose la sintesis y degradacion
de la hormona CHH, la cual a su vez promueve la degradacion del glucégeno almacenado en la

glandula digestiva para suplir el aumento de la demanda energética causada por la infeccion con el
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WSSV (Stentiford et al., 2001; Webster et al., 2012; Ulaje-Ferndndez, 2015). La disminucion del
glucogeno a las 12 y 48 hpi se puede relacionar con el aumento de la replicacion viral observada
después de las 12 hpi, por lo que se sugiere que en la glandula digestiva, que es un o6rgano de
reserva, el glucogeno se hidroliza a glucosa para suplir las demandas energéticas de la célula
durante el proceso de infeccion (Stentiford et al., 2001).

Por otra parte, en un estudio reciente realizado por Herndndez-Palomares y colaboradores (2018)
se demostr6 que durante las etapas avanzadas de la infeccion con el WSSV, en la glandula digestiva
de L. vannamei se produce una sobreexpresion de los trascritos de la LDHvan-2, una isoforma de
la lactato deshidrogenasa LDHvan que presenta la capacidad de convertir el L-lactato en piruvato,
favoreciendo la produccion de glucosa por gluconeogénesis y la formacion de glucdgeno, en
dependencia de la demanda energética de los tejidos, lo cual explicaria la reduccion de lactato a las
24 y 48 hpi y la movilizacion de reservas en la glandula digestiva (Garcia ef al., 1994; Zamora-
Méndez, 2017). La hidrolisis del glucogeno como respuesta a un proceso infeccioso ha sido
reportado en otros crustaceos como la langosta noruega (Palinurus elephas) infectada con el
parasito Hematodinium sp., y Panulirus argus infectada con el Panulirus-argus-virus-1 (PaV1)
(Stentiford et al., 2001; Herrera-Salvatierra et al., 2019). Este comportamiento coincide con la
respuesta tipo Warburg de los vertebrados, la cual se caracteriza por un aumento en el consumo de
glucosa a expensas de las reservas de glucégeno (Warburg, 1956; Hernandez-Diaz y Herrera-
Burgos, 2002).

Los resultados encontrados en el presente estudio tanto para la glucosa en el plasma, como para el
glucégeno y la glucosa en la glandula digestiva, sugieren que durante la infeccion con el WSSV,
los camarones pueden sintetizar glucosa de novo durante la gluconeogénesis haciendo uso de otras
fuentes de energia como el glicerol, lactato, piruvato, lipidos o aminoacidos como la glutamina,
como se observa en los vertebrados (Garcia ef al., 1994; Astrofsky et al., 2002; Wang et al., 2006;
Su et al., 2014; Reyes-Ramos et al., 2018). En un estudio realizado por Su y colaboradores (2014)
donde se evaluaron los cambios en el metaboloma de L. vannamei ante la infeccién con el WSSV,
se reportd un incremento de la glutaminolisis en los camarones. Se sabe que el uso de la glutamina
como fuente de carbono o ATP ha sido ampliamente reportado en células tumorales y es una de las
caracteristicas del efecto Warburg (Kovacevi¢ y Morris, 1972; Hensley, et al., 2013; Altman et al.,
2016); por lo tanto, el aumento de la glutaminolisis reportado en los camarones infectados,

reforzaria la hipotesis del posible desarrollo de una respuesta tipo Warburg en estos organismos.
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Por otra parte, los resultados de la cuantificacion del ATP en la glandula digestiva de los
organismos infectados no mostraron diferencias significativas (p>0.05) respecto a los animales del
grupo testigo, ni entre los tiempos de infeccion, presentando una concentracion promedio de ATP
de 43.24 pM/mg de proteina (Figura 10). Como se mencion6 anteriormente en este trabajo, los
camarones infectados presentaron niveles altos de L-lactato respecto los controles, lo cual sugiere
que a nivel celular hubo un cambio hacia el metabolismo anaerobio. Bajo estas condiciones la
obtencion de energia es menos eficiente, debido a que s6lo se obtienen 2 moléculas de ATP por
molécula de glucosa degradada, en comparacion con las 36 moléculas de ATP que se obtienen
mediante la fosforilacion oxidativa en el metabolismo aerobio (Alberts et al., 2010). Basado en lo
anterior, se esperaria una disminucion de la concentracion de ATP en la glandula digestiva de los
organismos infectados; sin embargo, hay evidencias que reportan el uso de fuentes de energia
alternas a la glucdlisis bajo condiciones aerobias o anaerobias en los camarones, como la
degradacion de los fosfagenos o una mayor utilizacion de la glutamina como fuente de carbono,
para la obtencion rapida de energia en forma de ATP y hacer frente a la infeccion viral (Su ef al.,

2014; Rao et al,, 2016; Reyes-Ramos et al., 2018; Wang et al., 2019).
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Figura 10. Concentracion de ATP en la glandula digestiva de camarones adultos L. vannamei
infectados con el WSSV. ANOVA de una via y prueba de comparacion de rangos multiples de
Fisher (LSD). Las barras representan las medias = EE. La barra Control agrupa los valores
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obtenidos para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 24 y 48 hpi. Las barras 6, 12, 24 y 48 agrupan los
valores observados para las tres tinas de organismos infectados con el WSSV en cada tiempo
muestreado. Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).

Se sabe que, en los crusticeos la arginina-fosfato es el fosfageno presente y su sintesis y
degradacion estd mediada por la enzima arginina cinasa (Garcia-Orozco et al., 2007). Esta enzima
cataliza la transferencia reversible de un grupo fosforil del Mg**ATP a la arginina, para formar
arginina-fosfato y Mg?*ADP (Pan et al., 2004). Los fosfagenos funcionan como un reservorio de
energia que puede ser rapidamente utilizado, debido a que los fosfatos almacenados en forma de
arginina-fosfato pueden transferirse rdpidamente al ADP cuando existe una demanda repentina de
ATP a nivel celular (Lopez-Zavala et al., 2013).

En los camarones infectados con el WSSV se ha observado que la transcripcion de la arginina
cinasa esta regulada negativamente durante las primeras etapas de la infeccion, mientras que en las
mas avanzadas hay una sobreexpresion de los transcritos de esta enzima en la glandula digestiva
(Astrofsky et al., 2002; Wang et al., 2006). Un aumento en los niveles de expresion de esta enzima
en condiciones de alta demanda energética indica una degradacion de los fosfagenos para suplir
los requerimientos energéticos de la célula. Lo anterior sugiere que, mediante esta ruta las células
de los camarones infectados podrian mantener estables los niveles de ATP como un mecanismo de
rescate energético, explicando las concentraciones estables de ATP que se observaron en este
estudio. Por otra parte, Wang y colaboradores (2019) reportaron el aumento del uso de la glutamina
durante la etapa replicativa de la infeccion con el WSSV (12 hpi) en L. vannamei, sugiriendo el
desarrollo de una respuesta tipo efecto Warburg. Sin embargo, la ausencia de cambios en los
niveles de ATP observados en este estudio no coincide con la tendencia previamente descrita para
el efecto tipo Warburg en vertebrados, en donde se ha detectado una disminucién en los niveles de
ATP o un aumento en el radio ADP/ATP (Schwartz et al., 2017).

Aunque el comportamiento del ATP en la glandula digestiva de L. vannamei no coincide con lo
mayormente descrito en la literatura, no es posible descartar la ocurrencia de una respuesta tipo
Warburg en los camarones expuestos al WSSV, en donde una baja en los niveles de ATP pudiera
activar el uso de la glutamina y de los fosfagenos como fuentes alternas para la obtencion de energia
en los camarones infectados con el WSSV, ambas respuestas le permitirian al camarén hacer frente
a la infeccion sin agotar sus reservas energéticas (Astrofsky et al., 2002; Wang et al., 2006; Rao et
al., 2016; Su et al., 2014).
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6.4. Evaluacion de la Expresion Absoluta del ARNm del Trasportador GLUT1 (/vglutl) en la
Glandula Digestiva de Camarones Infectados con el WSSV

Una de las principales caracteristicas del efecto Warburg reportada en células tumorales, es la
sobreexpresion de los transportadores de glucosa de alta afinidad, GLUT1 y GLUT3 (De Alteriis
et al., 2018). En el presente estudio se cuantificé la expresion absoluta del transcrito /vglutl en la
glandula digestiva de camarones expuestos al WSSV y en camarones sanos. Primero, se confirm6
la integridad del ARN total de la gldndula digestiva de los organismos sanos e infectados
identificaindose las bandas que corresponden a las subunidades 28S y 18S del ARN ribosomal

(Figura 11).
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Figura 11. Integridad del ARN total aislado de la glandula digestiva de camarones adultos L.
vannamei infectados con el WSSV. MPM: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). Carriles 1-5: ARN total aislado de muestras de los
animales del grupo testigo. Carriles 6-7: ARN total aislado de organismos infectados.
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Figura 12. A) Eliminaciéon del ADNg en el ARN total aislado de la glandula digestiva de
camarones adultos L. vannamei infectados con el WSSV. MPM: marcador de peso molecular 100
pb DNA Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). C+: ADNg aislado de la glandula
digestiva de L. vannamei. Carriles 1-2: ARN total aislado de muestras de los animales del grupo
testigo. B) Comprobacion de la sintesis del ADNc. MPM: marcador de peso molecular 1 kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). C+: ADNc obtenido de ARN total de
la glandula digestiva de L. vannamei. Carriles 1-2: ADNc de muestras de los animales del grupo
testigo.

Posteriormente se realizo6 la eliminacion del ADN genomico (ADNg) y la ausencia del mismo se
comprobd mediante la amplificacion del gen que codifica a la tripsina del camar6on como testigo
positivo en las muestras de ARN total. La ausencia de bandas corroboré que el ARN total estaba
libre de contaminacion con ADNg (Figura 12A) y se realiz6 la sintesis del ADNc, mismo que fue
usado como templado para la amplificacion por PCR de un fragmento de 179 pb (Tablal; Figura

12B).
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Figura 13. Expresion del acarreador de glucosa /vglutl en la glandula digestiva de camarones
adultos L. vannamei infectados con el WSSV. ANOVA de una via y prueba de comparacion de
rangos multiples de Fisher (LSD). Las barras representan las medias + EE. La barra Control agrupa
los valores obtenidos con 250 ng de ADNc para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 24 y 48 hpi. Las
barras 6, 12, 24 y 48 agrupan los valores observados 250 ng de ADNc para las tres tinas de
organismos infectados con el WSSV en cada tiempo muestreado. Diferentes literales indican
diferencias significativas (p<0.05).

El andlisis de la expresion absoluta mediante qRT-PCR del /vglutl en la glandula digestiva de
camarones infectados mostré que los organismos expuestos al WSSV no presentaron diferencias
significativas (p>0.05) con respecto al de los animales del grupo testigo. Sin embargo, si se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos de las 6 y 12 hpi y entre las 12 y las 24
hpi (p<0.05; Figura 13). Los organismos infectados después de 6 hpi presentaron mayor
concentracion de transcritos del /vglutl, con un valor aproximado de 25.48 ng/uL equivalentes de
ARNmMm. Se observo que a las 12 hpi ocurri6 una disminucion de los transcritos de aproximadamente
1.9 veces con respecto a 6 hpi, seguido de una recuperacion en los niveles de transcritos de /vglutl.
En 2019, Godoy-Lugo y colaboradores reportaron que cuando L. vannamei es infectado con el
WSSV, la expresion del lvglutl es estimulada de manera tejido-especifica. Dichos autores
encontraron que a las 24 y 48 hpi la infeccion induce una mayor expresion del /vglutl en el muasculo

que en la glandula digestiva. Lo anterior pudiera explicar porque no se encontraron diferencias
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significativas en la expresion del /vglutl entre el grupo control y los grupos infectados en el
presente trabajo. Los cambios observados en la concentracion de los transcritos del transportador
en el presente estudio podrian relacionarse con la magnitud de la demanda energética en cada
tiempo post-infeccion. El aumento de los transcritos a las 6 hpi podria ser causado por el aumento
de la demanda energética en los tejidos infectados para contrarrestar los efectos de la infeccion y
también debido a la expresion de los genes tempranos del WSSV como reporté De-la-Re-Vega,
(2011); posteriormente a las 12 hpi, el nimero de transcritos del /vglutl disminuy6, pues en este
punto se esta llevando a cabo la replicacion del material genético del virus y hay una baja carga
viral, aumentando nuevamente la expresion del /vglutl con el incremento del nimero de copias
virales y con el incremento de la demanda energética causada por el avance de la infeccion
(Astrofsky et al., 2002).

Asimismo, al aumentar la carga viral a las 24 y 48 hpi, también se observé una disminucién de la
glucosa y el glucogeno en la glandula digestiva en ambos tiempos, mientras que s6lo se observo
un decremento de la glucosa plasmatica a las 48 hpi. Estos resultados en conjunto sugieren que, en
la glandula digestiva el transportador GLUT1 promueve la exportacion de la glucosa hacia la
hemolinfa, puesto que en los camarones dicho 6rgano metaboliza y almacena los nutrientes
ingeridos en la dieta y por tanto la glucosa es transportada hacia la hemolinfa donde existe una
menor concentracion de este metabolito (Martinez-Quintana et al., 2016).

Estudios recientes sugieren que, durante las etapas avanzadas de la infeccion el aumento en el
numero de copias virales promueve una sobre-expresion del factor inducible por hipoxia-1 (HIF-
1), mediante la via de la fosfatidilinositol-3 cinasa/proteina cinasa B/blanco de rapamicina en
mamiferos (PI3K/AKT/mTOR) (Hernandez-Palomares et al., 2018; Miranda-Cruz et al., 2018;
Godoy-Lugo ef al., 2019). El HIF-1 es un factor de transcripcion que regula la adaptacion celular
a la falta de oxigeno, a través del control de la expresion de diversos genes, como el lvglutl.
Mientras que la via de la PIGK/AKT/mTOR controla la sintesis proteica y el crecimiento celular,
siendo activada por factores de crecimiento, hormonas y otros componentes extracelulares
(Semenza, 2010). Estudios previos han descrito la activacion del HIF-1 mediante la via de la
PI3K/AKT/mTOR en carcinomas y lineas celulares expuestas a infecciones virales, sugiriendo que
es una de las alteraciones metabdlicas que dan lugar al desarrollo del efecto Warburg (Shafee et
al., 2009; Liu et al., 2015; Godoy-Lugo et al., 2019).

Miranda-Cruz y colaboradores (2018) sugieren que el WSSV induce una respuesta tipo efecto
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Warburg en el camardn blanco, a través de la via PIGK/AKT/mTOR y la consiguiente activacion
del HIF-1, con la finalidad de aumentar la expresion y la actividad de las enzimas antioxidantes
(superdxido dismutasa-SOD, glutation S-transferasa-GST y catalasa). Esto se debe a que una
mayor actividad de las enzimas antioxidantes permite reducir las especies reactivas de oxigeno vy,
por lo tanto, el estrés oxidativo a nivel celular, garantizando la correcta replicacion viral (Miranda-
Cruz et al., 2018). Lo anterior sugiere que en el camaron blanco L. vannamei, la alteracion
metabolica tipo efecto Warburg podria ser una adaptacion que ha desarrollado esta especie para
contrarrestar las EROs. Por consiguiente, este tipo de respuesta metabolica también pudiera
presentarse en camarones expuestos a factores que induzcan estrés oxidativo, como son los ciclos
de hipoxia-reoxigenacion y permitiria que estos organismos desarrollen una mayor adaptacion a
las condiciones adversas a las que estan expuestos en los estuarios y granjas de cultivo
camaronicolas. Los resultados de la cuantificacion del /vglutl en la glandula digestiva, el L-lactato
en plasma, asi como la glucosa y el glucdégeno en los tejidos de almacenamiento, sugieren que los

camarones expuestos al WSSV presentan una respuesta licita del tipo efecto Warburg.

6.5. Cuantificacion de L-lactato y Glucosa en el Plasma de Camarones Expuestos a Hipoxia-

Reoxigenacion

Los niveles de L-lactato en el plasma de los camarones expuestos a hipoxia y reoxigenacion
mostraron un aumento significativo durante la fase de reoxigenacion (p<0.05). Se detectaron
valores promedio 1.9 veces mas altos que los mostrados por los organismos en normoxia (Figura
14). A pesar de que se detectaron aumentos no significativos (p>0.05) en los niveles de plasmaticos
de L-lactato durante la hipoxia, el incremento significativo (p<0.05) se detectd durante la
reoxigenacion (p<0.05), este resultado coincide con los hallazgos de Martinez-Cruz vy
colaboradores (2012), donde los niveles de L-lactato aumentaron durante la hipoxia y se
mantuvieron elevados durante la reoxigenacion, aun en presencia de oxigeno. En un estudio similar
realizado por Chimeo-Nuifiez (2017), también se encontré que las concentraciones de L-lactato
aumentaron durante la reoxigenacion y se mantuvieron constantes hasta las 24 h del
restablecimiento de los niveles de oxigeno en camaron blanco expuesto a condiciones de hipoxia

y reoxigenacion por 24 h.
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Figura 14. Concentracion de L-lactato en el plasma de camarones juveniles L. vannamei expuestos
a hipoxia-reoxigenacion. ANOVA de una via y prueba comparacion de rangos multiples de Fisher
(LSD). Las barras representan las medias + EE. La barra correspondiente al tratamiento de
Normoxia agrupa los valores obtenidos para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 18 y 24 horas de
tratamiento. Las barras de Hipoxia o Reoxigenacion agrupan los valores observados para las tres
tinas de los organismos expuestos a hipoxia-reoxigenacion a las 6, 12, 18 y 24 horas de tratamiento.
Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05)

Recientemente, en un trabajo en el que fueron evaluadas las respuestas bioquimicas de L. vannamei
expuesto a 6 y 24 h de hipoxia, se encontrd que después de un evento hipdxico ocurrié un aumento
del L-lactato durante la reoxigenacion (De Oliveira Lobato ef al., 2018). Los resultados de dicho
estudio sugieren que la magnitud de la respuesta incrementa conforme es mas prolongado el tiempo
de exposicion a condiciones de hipoxia. Esta respuesta metabolica coincide con las caracteristicas
descritas como efecto Warburg en los vertebrados ya que a pesar del restablecimiento de los niveles
de oxigeno, el piruvato que se produce en la glucdlisis, es fermentado a L-lactato por la via

anaerdbica.
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Figura 15. Concentracion de glucosa en el plasma de camarones juveniles L. vannamei expuestos
a hipoxia-reoxigenacion. ANOVA de una via y prueba de comparacion de rangos multiples de
Fisher (LSD). Las barras representan las medias = EE. La barra correspondiente al tratamiento de
Normoxia agrupa los valores obtenidos para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 18 y 24 horas de
tratamiento. Las barras de Hipoxia o Reoxigenacion agrupan los valores observados para las tres
tinas de los organismos expuestos a hipoxia-reoxigenacion a las 6, 12, 18 y 24 horas de tratamiento.
Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).

La obtencion de energia a través de la via anaerdbica implica un aumento del flujo de la glucdlisis
para suplir las necesidades energéticas, puesto que por esta via s6lo se producen dos moléculas de
ATP por glucosa degradada (Vazquez et al., 2010). De acuerdo con lo anterior, los resultados de
la concentracion de glucosa en plasma mostraron que los organismos expuestos a condiciones de
estrés (hipoxia-reoxigenacion) presentan un mayor consumo de glucosa con respecto a los
organismos en normoxia. La Figura 15 muestra la disminucion significativa (p<0.05) de los niveles
plasmaticos de glucosa en los organismos tanto en hipoxia, como en reoxigenacion, indicando una
mayor utilizacion de este metabolito. Sin embargo, en ambas condiciones los valores de glucosa
plasmatica fueron constantes durante el experimento, sin un efecto aparente de la presencia o
ausencia de oxigeno.

Este resultado muestra un comportamiento similar al observado en los camarones expuestos al
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WSSV, lo cual sugiere que la glucosa plasmatica es la primera fuente de energia utilizada por los
tejidos, para responder a condiciones de estrés, y por tanto, el mantener una concentracion estable
de este metabolito en la hemolinfa es clave para el correcto funcionamiento celular (Zamora-
Méndez, 2017). Los resultados de la cuantificacion de la glucosa en plasma en el presente trabajo,
coinciden con lo reportado por Aparicio-Simén y colaboradores (2018) para L. vannamei expuesto
a 8 h de hipoxia, quienes observaron que los niveles de glucosa se mantuvieron constantes durante
el tiempo de exposicion al tratamiento, pero mostraron una tendencia a la disminucion desde las 4
h de exposicion a hipoxia. Sin embargo, en un estudio llevado a cabo por De Oliveira Lobato y
colaboradores (2018), los niveles de glucosa de los organismos expuestos a hipoxia mostraron un
aumento en la concentracion de dicho metabolito en plasma durante la primera hora de
reoxigenacion, mientras que a las 6 h los valores de glucosa disminuyeron por debajo de los
encontrados en los organismos del grupo testigo, como se observé en el presente estudio.

La disminucion de la glucosa plasmadtica en los organismos expuestos a hipoxia-reoxigenacion,
respecto a los organismos del grupo testigo, coincide con una respuesta tipo Warburg, debido a que
en los vertebrados, una de las principales caracteristicas descritas para esta respuesta metabolica es

el aumento en el consumo de glucosa (Warburg, 1956; Hernandez-Diaz y Herrera-Burgos, 2002).

6.6. Cuantificacion de Glucosa, Glucdégeno y ATP en la Glandula Digestiva de Camarones

Expuestos a Hipoxia-Reoxigenacion

Los resultados de la cuantificacion de glucosa en la glandula digestiva (Figura 16) mostraron que
los camarones en normoxia presentaron una media de 6.86 mg/g, siendo este valor semejante al
encontrado en los organismos sanos del ensayo de infeccion, y similar a los reportados por Puente-
Carredn (2009) para la misma especie.

En el presente estudio se detectaron diferencias significativas (p<0.05) a las 6 h de hipoxiay 6 h
de reoxigenacion respecto a los organismos del grupo testigo. Se observo un incremento de 1.3
veces la concentracion de la glucosa en la glandula digestiva a las 6 h de hipoxia respecto al grupo
en normoxia; después, a las 12 h de hipoxia los niveles de glucosa disminuyeron significativamente

(»<0.05) 1.6 veces con respecto a las 6 h. Durante la reoxigenacion, después de las primeras 6 h se
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encontrd una disminucion significativa (p<0.05) de la glucosa en la glandula digestiva de los
camarones tratados, manteniéndose constante hasta las 12 de reoxigenacion (Figura 16).

Existen escasos reportes en el camaron blanco sobre el comportamiento de la glucosa en la glandula
digestiva durante la exposicion a hipoxia y reoxigenacion, ya que generalmente se analizan las
reservas de energia en forma de glucdgeno o de carbohidratos totales o de la glucosa en plasma
(Carrefio-Mejia, 2009; Aparicio-Simoén et al., 2018; Miranda-Cruz et al., 2018). En un estudio
realizado por Martinez-Quintana y colaboradores (2016), se encontré un comportamiento distinto
en camarones de la misma especie expuestos a 3, 24 y 48 h de hipoxia. Dichos autores encontraron
que la concentracion de glucosa se mantuvo constante en la glandula digestiva (Martinez-Quintana

et al., 2016).
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Figura 16. Concentracion de glucosa en la glandula digestiva de camarones juveniles L. vannamei
expuestos a hipoxia-reoxigenacion. ANOVA de una via y prueba de comparacion de rangos
multiples de Fisher (LSD). Las barras representan las medias + EE. La barra correspondiente al
tratamiento de Normoxia agrupa los valores obtenidos para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 18 y 24
horas de tratamiento. Las barras de Hipoxia o Reoxigenacion agrupan los valores observados para
las tres tinas de los organismos expuestos a hipoxia-reoxigenacion a las 6, 12, 18 y 24 horas de
tratamiento. Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).
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Los resultados encontrados en el presente trabajo coinciden con lo reportado previamente en la
literatura para otras especies. En el estudio realizado por Qiu y colaboradores (2011) en el cangrejo
chino Eriocheir sinensis expuesto a 24 h de hipoxia, observaron que la glucosa en la glandula
digestiva aumento6 a las 2 h de iniciado el evento hipdxico, posteriormente disminuy6 y se mantuvo
constante durante todo el ensayo. Este comportamiento de la glucosa puede deberse a que la
demanda energética de otros tejidos u organos del camardon durante la hipoxia, no supera la
capacidad del organismo para suplir glucosa, ya que la glandula digestiva es un 6rgano de reserva

y por lo tanto, se observa que la glucosa puede incrementar o mantenerse constante.
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Figura 17. Concentracion de glucogeno en la glandula digestiva de camarones juveniles L.
vannamei expuestos a hipoxia-reoxigenacion. ANOVA de una via y prueba de comparacion de
rangos multiples de Fisher (LSD). Las barras representan las medias + EE. La barra
correspondiente al tratamiento de Normoxia agrupa los valores obtenidos para el grupo testigo a
las 0, 6, 12, 18 y 24 horas de tratamiento. Las barras de Hipoxia o Reoxigenacion agrupan los
valores observados para las tres tinas de los organismos expuestos a hipoxia-reoxigenacion a las 6,
12, 18 y 24 horas de tratamiento. Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).
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Respecto a los valores de glucdgeno encontrados en la glandula digestiva, se observo que los
organismos del grupo testigo mostraron un promedio de glucosa libre hidrolizada a partir del
glucégeno de 2.92 mg/g, dicho valor se encuentra dentro del rango reportado por Rosas y
colaboradores (2002) para L. vannamei, cuyo valor de referencia para el glucégeno en la glandula
digestiva es de 2.69 mg/g. En este estudio, la concentracion de glucdgeno en la glandula digestiva
disminuy6 a las 6 y 12 h de hipoxia. El valor mas bajo de glucdégeno observado durante el ensayo
se encontrd después de 12 h de exposicion a la hipoxia, con una disminucion (p<0.05) de 1.34
veces con respecto a los organismos del grupo testigo y una disminucion (p<0.05) de 1.17 veces
con respecto a la media general de los tratamientos (Figura 17). Estos resultados indican que el
glucogeno se esta degradando a glucosa (Zamora-Méndez, 2017) y lo anterior se confirmé con el
aumento de glucosa en la glandula digestiva en la misma condicion.

Posteriormente durante la reoxigenacion, la concentracion de glucosa vuelve a disminuir y se
mantiene constante, por su parte, el glucogeno incrementa. Estos resultados junto con los
previamente descritos sobre el L-lactato y la glucosa en plasma, sugieren que a las 12 h de
reoxigenacion, los camarones se encontraban en un estado energéticamente favorable en donde la
glucosa del plasma es estable, amortiguada por la glandula digestiva y el glucogeno aumenta,
restableciéndose las reservas energéticas de los organismos.

La evaluacion de la concentracion del glucogeno en la glandula digestiva de los organismos en
condiciones de reoxigenacién mostré que hay una disminucion significativa de este metabolito en
los organismos tratados con respecto a los organismos que se encontraban en normoxia (p<0.05).
Sin embargo, respecto a la hipoxia, a las 6 h de reoxigenacion se observé una tendencia al aumento
en los niveles del glucogeno en la glandula digestiva, mientras que a las 12 h se observd un
incremento significativo (p<0.05) en 1.2 veces de la concentracion del glucdégeno (Figura 17).

En resumen, se observo que, para mantener los niveles estables de glucosa en el plasma, existen
cambios significativos a nivel de glucosa y glucdgeno de la glandula digestiva que le permiten al
organismo enfrentar los retos energéticos en estas condiciones hasta llegar a un estado estable. Lo
anterior es congruente con lo obtenido por Ulaje-Fernandez (2015) sobre la glucosa en plasma,
quienes sugieren que durante la hipoxia-reoxigenacion, hay una mayor utilizacion de las reservas
de glucosa, almacenadas principalmente en forma de glucogeno.

En 2018, De Oliveira Lobato y colaboradores sugirieron que en la magnitud del cambio observado

en las respuestas bioquimicas de los camarones L. vannamei expuestos a diferentes tiempos de
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hipoxia, serd mayor conforme el tiempo de exposicion a la falta de oxigeno es mas prolongado. Lo
anterior sugiere que los organismos bajo esta condicion ambiental presentan una mayor demanda
energética en comparacion con los organismos controles. Sin embargo, como se pudo observar en
la Figura 14, durante la reoxigenacion se observo un aumento sostenido en los niveles de L-lactato
plasmatico y teniendo en cuenta que en los camarones la glandula digestiva es el principal 6rgano
donde se lleva a cabo la degradacion y almacenamiento de los nutrientes consumidos en los
alimentos, el comportamiento del glucdgeno observado durante la reoxigenacion, podria explicarse
mediante el ciclo de Cori. El ciclo de Cori es una ruta para la sintesis de novo de la glucosa y
comprende una serie de reacciones en las cuales el lactato es transformado en piruvato y de este a
glucosa por gluconeogénesis. Posteriormente las moléculas de glucosa-6-fosfato resultantes
pueden ser convertidas a glucogeno a través de la glucogénesis (Garcia et al., 1994), y de esta
manera iniciar la recuperacion de los valores basales de glucdgeno.

El comportamiento del glucdégeno en la glandula digestiva encontrado en el presente trabajo,
coincide con estudios anteriores de L. vannamei expuesto a 3 h de hipoxia y posterior reoxigenacion
(Ulaje-Fernandez, 2015). Asimismo, corresponde con lo descrito en otros crustaceos, como el
camar6n kuruma, igualmente expuesto a 6 h de hipoxia y posterior reoxigenacion (Abe et al.,
2007). La degradacion del glucogeno en la glandula digestiva, asi como la tendencia encontrada en
el L-lactato y la glucosa en plasma, sugieren que el camar6n blanco presenta una respuesta tipo
Warburg posterior a un evento hipoxico.

La cuantificacion del ATP en la glandula digestiva de los organismos sometidos a condiciones de
hipoxia-reoxigenacion mostr6 que la concentracion del ATP se mantuvo constante con incrementos
significativos (p<0.05) después de 12 h de hipoxia y 12 h de reoxigenacion. Los organismos del
grupo testigo presentaron una concentracion media de ATP de 42.01 pM/mg de proteina, mientras
que los valores a las 12 h de hipoxia y de reoxigenacion, mostraron ser 1.2 y 1.4 veces mayores,

respectivamente, en relacion al grupo en normoxia (Figura 18).
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Figura 18. Concentracion de ATP en la glandula digestiva de camarones juveniles L. vannamei
expuestos a hipoxia-reoxigenacion. ANOVA de una via y prueba de comparacion de rangos
multiples de Fisher (LSD). Las barras representan las medias + EE. La barra correspondiente al
tratamiento de Normoxia agrupa los valores obtenidos para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 18 y 24
horas de tratamiento. Las barras de Hipoxia o Reoxigenacion agrupan los valores observados para
las tres tinas de los organismos expuestos a hipoxia-reoxigenacion a las 6, 12, 18 y 24 horas de
tratamiento. Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).

Existen pocos reportes sobre las concentraciones de ATP en los tejidos de camaron incluyendo a
la glandula digestiva. Con el aumento del L-lactato y la baja produccién de ATP por la via
anaerdbica, era de esperarse que los niveles de ATP bajaran por efecto de la hipoxia y la
reoxigenacion; sin embargo, en los estudios reportados previamente por Martinez-Cruz (2012) y
Chimeo-Nunez (2017) en musculo y pledpodos, se encontré una tendencia sin cambio en los
niveles de ATP durante la exposicion a estas condiciones. El comportamiento del ATP en la
glandula digestiva encontrado en el presente estudio, tanto para los camarones expuestos al WSSV
como a hipoxia-reoxigenacion, mostrd que este metabolito tiende a mantenerse constante o a
aumentar como se describi6 previamente para los organismos infectados con el WSSV; lo anterior
podria deberse al uso de la glutamina y los fosfagenos como fuentes alternas para la obtencion de

energia (Astrofsky ef al., 2002; Wang et al., 2006; Su et al., 2014).
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En el caso de los camarones expuestos a hipoxia-reoxigenacion, el incremento observado para el
ATP a las 12 h de reoxigenacion, coincidio con el aumento en los niveles del glucégeno y la
estabilizacion de la glucosa tanto en el plasma, como en la glandula digestiva, confirmando que en
este tiempo los camarones se encontraban en un estado metabolico estable. Sin embargo, el
comportamiento del ATP en la glandula digestiva de L. vannamei expuesto hipoxia y reoxigenacion
no coincidié con los incrementos observados en las concentraciones de L-lactato y no cumpli6 con
lo esperado en una respuesta tipo Warburg. Estudios previos que han analizado el control de la
sintesis de ATP en células cancerosas bajo el efecto Warburg, no han logrado aclarar la ruta de
aporte de ATP, ya sea la glucolisis por la via anaerobia 6 la fosforilacion oxidativa por la via
aerobia, pues existen resultados contradictorios al respecto (Xu et al., 2015).

Como ya se menciond previamente en este estudio, en el camaron, ademds de las dos rutas
mencionadas, existen dos fuentes alternas de ATP que podrian dar explicacion a los niveles
sostenidos de esta molécula en ambos experimentos realizados: 1) el uso de la glutamina para la
obtencion de energia como se ha reportado en células tumorales (Yu et al., 2011), y/o 2) el uso de
fosfagenos, en especifico la arginina-fosfato, cuya presencia ha sido confirmada en la gldndula
digestiva de los crustiaceos, misma que podria inducir la sintesis de ATP en respuesta al estrés
oxidativo (Astrofsky et al., 2002; Martinez-Cruz et al., 2012; Fan et al., 2019). Un estudio reciente
de Wang y colaboradores (2019), se reportd que en L. vannamei la infeccion con el WSSV
promueve el uso de la glutamina e induce una respuesta tipo efecto Warburg. Con base en lo
anterior, respecto al ATP no es posible descartar, ni confirmar la ocurrencia de una respuesta tipo

Warburg en los camarones como respuesta a la hipoxia y reoxigenacion.

6.7. Evaluacion de la Expresion Absoluta del ARNm del Trasportador GLUT1 (/vglutl) en la

Glandula Digestiva del Camaréon Expuestos a Hipoxia-Reoxigenacion

Para el analisis de la expresion absoluta del gen /vglutl en la glandula digestiva de camarones
expuestos hipoxia-reoxigenacion, se confirmé la integridad del ARN total de todas las muestras

(Figura 19).
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Figura 19. Integridad del ARN total aislado de la glandula digestiva de camarones juveniles L.
vannamei expuestos a hipoxia-reoxigenacion. MPM: marcador de peso molecular 100 pb DNA
Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). Carriles 1-4: ARN total aislado de muestras
control. Carriles 5-6: ARN total aislado de organismos expuestos a hipoxia.
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Figura 20. A) Eliminaciéon del ADNg en el ARN total aislado de la glandula digestiva de
camarones juveniles L. vannamei expuestos a hipoxia-reoxigenacion. MPM: marcador de peso
molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). C+: ADNg aislado
de la glandula digestiva de L. vannamei. Carriles 1-2: ARN total aislado de organismos expuestos
a hipoxia. B) Comprobacion de la sintesis del ADNc a partir del ARN total. MPM: marcador de
peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). C+: ADNc
obtenido de ARN total de la glandula digestiva de L. vannamei. Carriles 1-2: ADNc de organismos
expuestos a hipoxia.
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Posteriormente se procedi6 a la eliminacién del ADNg y la ausencia de bandas corrobor6 que el
ARN total estaba libre de contaminacion con ADNg (Figura 20A). Una vez que se comprobo que
todas las muestras de ARN total estaban integras y no presentaban ADNg, se realiz6 la sintesis del
ADNCc, mismo que fue usado como templado para la amplificacion por PCR de un fragmento de

376 pb (Figura 20B).
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Figura 21. Expresion del acarreador de glucosa /vglutl en la glandula digestiva de camarones
juveniles L. vannamei expuestos a hipoxia-reoxigenacion. ANOVA de una via y prueba de
comparacion de rangos multiples de Fisher (LSD). Las barras representan las medias = EE. La
barra correspondiente al tratamiento de Normoxia agrupa los valores obtenidos con 250 ng de
ADNCc para el grupo testigo a las 0, 6, 12, 18 y 24 horas de tratamiento. Las barras de Hipoxia o
Reoxigenacion agrupan los valores observados con 250 ng de ADNc para las tres tinas de los
organismos expuestos a hipoxia-reoxigenacion a las 6, 12, 18 y 24 horas de tratamiento. Diferentes
literales indican diferencias significativas (p<0.05).

El analisis de la expresion absoluta por qRT-PCR del /vglutl en la glandula digestiva del camarén
blanco expuesto hipoxia-reoxigenacion, no mostré cambios significativos (p>0.05) en la expresion

del gen por efecto de la hipoxia; sin embargo, durante la reoxigenacion se encontré un aumento
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significativo (p<0.05) en la concentracion del transcrito /vglutl. Los valores mas altos de lvglutl
se detectaron a las 6 h de reoxigenacion, presentando una media de 55.19 ng/uL. ARNm, el cual
representa un incremento aproximado de 6 veces respecto al grupo en normoxia. Después de 12 h
del restablecimiento de los niveles de oxigeno, el nimero de transcritos del gen continu6 siendo
superior a los animales del grupo testigo, pero disminuyd 1.8 veces con respecto a las 6 h de
reoxigenacion, presentando una media de 31.4 ng/uL. ARNm (Figura 21).

Hasta la fecha, no existen estudios previos sobre expresion del /lvglutl durante la reoxigenacion en
el camaron blanco L. vannamei; sin embargo, si se ha reportado su comportamiento bajo
condiciones de hipoxia y su papel en la infeccién con el WSSV (Huang et al., 2015; Martinez-
Quintana et al., 2014; Martinez-Quintana et al., 2016). Los cambios observados después del
restablecimiento de los niveles de oxigeno son importantes, ya que bajo esta condicion se desarrolla
el efecto Warburg en los vertebrados. Los resultados de este trabajo coinciden parcialmente con
los reportados por Martinez-Quintana y colaboradores (2014; 2016) para la glandula digestiva de
L. vannamei expuesto a hipoxia. Dichos autores refieren que la expresion del /vglutl desde las 3 h
de exposicion a hipoxia se mantiene constante hasta finalizado el estudio a las 48 h; mientras que,
en el presente estudio, no hay de la hipoxia en ninguno de los tiempos evaluados sobre la expresion
del gen lvglutl. Por otra parte, el aumento significativo en la expresion del /vglutl durante la
reoxigenacion puede deberse a la activacion del HIF-1 por accion de la hormona hiperglucémica
de los crustaceos, cuya sintesis y liberacion es activada por un aumento del lactato en plasma y en
el presente trabajo el L-lactato plasmatico solo aumenté durante la reoxigenacion (Figura 14).

En conjunto, los resultados obtenidos cuando el camardén blanco L. vannamei es sometido a
condiciones de hipoxia-reoxigenacion, mostraron una disminucion de la glucosa en plasma y del
glucdgeno almacenado en la glandula digestiva; asi como un aumento del L-lactato plasmatico y
de la expresion del transportador /vglutl en la glandula digestiva durante la reoxigenacion y valores
relativamente constantes de la glucosa en dicho tejido. Estos resultados sugieren que las células de
los camarones expuestos a la hipoxia-reoxigenacion, presentan una respuesta tipo Warburg, atin en
ausencia de un proceso patoldgico como en el caso de las células cancerosas de los vertebrados.
En L. vannamei esta respuesta tipo Warburg puede estar asociada a la accion sinérgica entre los
tejidos de alta demanda energética, como es el musculo, las branquias y la gldndula digestiva en
respuesta a las hormonas producidas por el 6rgano X de los camarones, especificamente por la

accion de la hormona hiperglucémica de los crusticeos. La hormona hiperglucémica de los
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crustaceos se libera en respuesta a diversos factores de estrés que van desde la emersion, la
infeccidn por parasitos o virus, hasta la exposicion a hipoxia-reoxigenacion (Stentiford ef al., 2001;
Webster et al., 2012). Ante un aumento del lactato en plasma, se produce una retroalimentacion
positiva que activa la sintesis y la liberacién de la CHH por el érgano X (Stentiford et al., 2001);
lo anterior desencadena una cascada de sefalizacion que incluye la activacion de la via
PI3K/AKT/mTOR, a través de la cual se regulan diversos procesos metabolicos como la sintesis
proteica y la activacion del HIF-1. La estabilizacion de los niveles de este factor activa la
transcripcion de diversos genes como los que codifican para el GLUT], la hexocinasa (HK), la
piruvato deshidrogenasa cinasa y la LDH (Semenza, 2010; Johnson y Perkins, 2012; Miranda-Cruz
et al., 2018). Se ha reportado la estabilizacion de los niveles del HIF-1, ain en microambientes con
oxigeno disponible, debido a la presencia de EROs, factores de crecimiento u hormonas, muchas
de las cuales actiian mediante la via PZK/AKT/mTOR (Richard et al., 2000).
La integracion de los resultados de este estudio y hallazgos previos en el camarén blanco, sugieren
un mecanismo representado en la Figura 22, en donde el aumento de la CHH en respuesta al
incremento del lactato plasmatico, podria activar al HIF-1 mediante la via de la PIZK/AKT/mTOR,
en presencia de oxigeno durante la reoxigenacion. Lo anterior provocaria un aumento de los
transcritos del /vglutl y la sintesis de su proteina en la membrana plasmatica. Un aumento de los
transportadores GLUT1 en las membranas celulares de la glandula digestiva propiciaria un mayor
flujo de la glucosa hacia la hemolinfa, observandose una disminucion del glucdgeno y la glucosa
en la glandula digestiva durante la reoxigenacion con respecto a los organismos en normoxia.

El agotamiento de las reservas energéticas a nivel de tejido, se traducen entonces en una mayor
disponibilidad de la glucosa a nivel de la hemolinfa, debido al aumento de la expresion del /vglutl.
Sin embargo, los niveles de glucosa en el plasma varian constantemente, ya que estan determinados
por el aumento de la glucosa a partir de los 6rganos de reserva como la glandula digestiva y por la
demanda energética de los tejidos como el musculo, las branquias y los pledpodos. Si la demanda
energética es muy alta, como ocurre con durante el desarrollo del efecto Warburg, es posible que
solo se detecte una disminucion de la concentracion de la glucosa plasmatica, ya que solo se estan

produciendo dos moléculas de ATP por cada glucosa degradada.
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Figura 22. Mecanismo molecular propuesto para el efecto Warburg en el camardén blanco L.
vannamei expuesto a hipoxia-reoxigenacion o a la infeccion con el WSSV. El desarrollo de la
respuesta metabolica tipo efecto Warburg podria resultar de la sinergia entre los tejidos de
almacenamiento y los tejidos de alta demanda energética de los camarones, desencadenandose en
respuesta al aumento en plasma de los niveles de lactato y CHH.
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El exceso de lactato generado por los tejidos de alta demanda energética, puede ser utilizado para
la produccion de glucosa a partir del piruvato obtenido mediante el ciclo de Cori o a partir de la
glutamina. En dependencia del estado energético de los organismos, la glucosa sintetizada de novo
puede ser convertida en glucogeno y de esta manera ser almacenada en la glandula digestiva o
puede ser exportada a la hemolinfa para suplir la demanda de energia de otros tejidos u érganos
(Garcia et al., 1994; Zamora-Méndez, 2017; Figura 22).

Asi, el conjunto de respuestas bioquimicas de la célula descritas como efecto Warburg en
vertebrados, se presentan en su mayoria en el camarén blanco, tanto por la presencia de una
infeccion viral, como en los organismos expuestos a un evento de hipoxia-reoxigenacion. En este

caso, dichas respuestas pueden representar un mecanismo que les permite a los organismos seguir
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desarrollandose con cierto nivel de independencia sobre la disponibilidad de altas o bajas
concentraciones de oxigeno ambiental. Lo anterior se ha sugerido como una ventaja del efecto
Warburg en las células cancerigenas (Gogvadze et al., 2010), pues permitiria que los camarones se
adapten a los constantes ciclos de hipoxia-reoxigenacion a los que estan expuestos en los estuarios

y tanques de cultivo camaronicolas y sean capaces de desarrollarse bajo estas condiciones adversas.

74



7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los camarones expuestos a la infeccion con el WSSV o ante
condiciones de hipoxia-reoxigenacion, coinciden con las caracteristicas de una respuesta tipo
efecto Warburg en los vertebrados. Dicha respuesta metabdlica en L. vannamei podria representar
una ventaja adaptativa que le permite al camaron enfrentar diferentes condiciones de estrés que se

presentan diariamente tanto en los estuarios como en las granjas de cultivo.
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8. RECOMENDACIONES

Las respuestas tipo efecto Warburg son alteraciones metabdlicas complejas que involucran
a diversos metabolitos y enzimas; por lo que para una mejor comprension de este fendmeno
fisiologico en el camaron blanco L. vannamei seria recomendable abordar en futuros trabajos el
comportamiento de la arginina cinasa o de los niveles de lipidos y proteinas en la glandula
digestiva, que esclarezcan los resultados de la cuantificacion del ATP mostrados en el presente
trabajo. Asi como también, seria de mucha importancia realizar el andlisis de la actividad del HIF-
1, la LDH y el LvGLUTI, para una mejor integracion de los factores involucrados en la respuesta

tipo Warburg en L. vannamei.
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10. ANEXOS

ANEXO 1: Curva estandar de glucosa para la cuantificacion de glucogeno en la glandula digestiva
de L. vannamei mediante el método de la antrona.

Curva estandar de glucosa
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ANEXO 2: Curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) para la cuantificacion de las proteinas

solubles en la glandula digestiva de L. vannamei mediante el método de Bradford.
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ANEXO 3: Curva estandar de ATP para la determinacién de ATP en la glandula digestiva de L.
vannamei mediante el método de la luciferasa.
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ANEXO 4: Rango dinamico del gen /vglutl en la glandula digestiva de L. vannamei.

Fluorescencia a 522 nm
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