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RESUMEN

El Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV), es considerado
como una de las amenazas mas serias para la industria camaronicola, debido a que afecta de
manera considerable la produccion acuicola sustentada en el cultivo del camaron blanco
Penaeus vannamei; provocando en este crustaceo una enfermedad cronica caracterizada por
multiples deformidades cuticulares y una importante disminucion en la tasa de crecimiento de
los organismos infectados; estado clinico conocido como el sindrome del enanismo y
deformacion. En el presente estudio se evalud el efecto metabolico de la infeccion con
IHHNV en P. vannamei, mediante la evaluacion de reservas energéticas plasmaticas y
hepatopancreaticas a los 0, 7, 14 y 21 dias post-inoculacién (dpi). EI efecto mas destacado de
la infeccion ocurrid en la concentracion de glucosa y lactato plasmatica, donde se observo un
incremento significativo a los 7 dpi, seguido de una disminucion a los 14 dpi. Asi mismo, se
observo un incremento significativo en la concentracion de esteroles y acilglicéridos en
muestras de plasma de organismos infectados a los 14 dpi. La cuantificacion de glucosa y
glucégeno de origen hepatopancreaticos no mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos control e infectado durante el desarrollo de la infeccion viral. Por el contrario, el
comportamiento de esteroles y acilglicéridos hepatopancredticos se incrementd
significativamente a los 14 dpi. La combinacion de un estado hiperglucémico e
hiperlactatémico, seguido de un incremento en los niveles de esteroles y acilglicéridos, sugiere
que el virus secuestra, al menos, temporalmente, el metabolismo energético celular para
modificar la composicion lipidica de la membrana. De esta forma, el virus aprovecha los

cambios estructurales y de composicion para incrementar su replicacion y propagacion.



I. INTRODUCCION

En México, la industria camaronicola ha tenido un crecimiento significativo en las Gltimas dos
décadas. Debido a sus condiciones geograficas y climatoldgicas, los estados de Sinaloa y
Sonora son lideres nacionales tanto en area de cultivo como en toneladas de produccion
(superficie sembrada: 67,000 hectareas, y produccion total: 118,519 toneladas) (COSAES,
2009; CESASIN, 2009). Sin embargo, el creciente desarrollo de la industria del cultivo de
camarones peneidos, se ha visto frenado, entre otras razones, por la presencia de enfermedades
causadas por diversos patdgenos, tales como protozoarios, hongos, bacterias y virus. De entre
los patdgenos que habitan el ambiente acuético, se considera que los mas abundantes son los
virus. Estudios recientes sugieren que en los océanos existen ~4 x 10 particulas virales
(Suttle, 2005), y que cada segundo ocurren aproximadamente 10% infecciones, mismas que
son una fuente importante de mortalidad. Ademas de los efectos adversos que provocan, hoy
se reconoce que los virus marinos ejercen una influencia significativa en la composicion de las
comunidades marinas y desempefian un papel importante dentro de los ciclos biogeoquimicos
marinos. Asi mismo, y como resultado de su forma de replicacion, los virus poseen el
potencial de introducir informacion genética novedosa en el organismo infectado, o en la
propia progenie viral, con lo cual pueden impulsar el proceso evolutivo de las interacciones
huésped-hospedero (Suttle, 2007).

La rentabilidad de la industria camaronicola se ve seriamente amenazada cuando se
presentan epizootias de tipo viral debido a que causan altas mortalidades en periodos muy
cortos de tiempo, no existen tratamientos efectivos disponibles contra dichos virus y a que
nuestro entendimiento de los mecanismos de la patogénesis es ain minimo.

De las enfermedades de camaron causadas por virus, la necrosis infecciosa
hipodérmica y hematopoyética (IHHN), es considerada como una de las amenazas mas serias
para la industria camaronicola. Esta enfermedad se observo por primera ocasion en el camaron
azul Penaeus stylirostris en Hawai (Lightner et al., 1983a) y su agente etioldgico, el virus de
la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyetica (IHHNV), se reconocio un par de afios
mas tarde (Bell y Lightner, 1984). Recientemente, y considerando que la organizacién de su

genoma es similar a la de los brevidensovirus del mosquito, se ha sugerido que el termino



IHHNV es inapropiado y se ha sugerido que el virus sea renombrado como P. stylirostris
densovirus (PstDNV) (Shike et al., 2000).

Una caracteristica notable del IHHNV es que en el camaron blanco Penaeus vannamei,
no causa mortalidades importantes; sin embargo, impacta de manera negativa en la produccion
al provocar el Sindrome del Enanismo y Deformacion (Runt-Deformity Syndrome o RDS, por
sus siglas en inglés), caracterizado por una variedad de deformidades cuticulares y una
reduccidn significativa en la tasa de crecimiento (Kalagayan, 1991).

Existen algunos estudios referentes al efecto causado por infecciones virales en el
metabolismo del camar6n blanco; sin embargo, actualmente no existen reportes relacionados
con el efecto que pudiera ocasionar la infeccion con IHHNV sobre el metabolismo energético
del camaron blanco, por lo que el presente trabajo pretende evaluar los efectos de la infeccién
experimental con IHHNV sobre las reservas energéticas plasmaticas y hepatopancreaticas del

camaron blanco (P. vannamei).



I1. ANTECEDENTES

Pese a haber pasado desapercibidos para la comunidad cientifica hasta hace sélo tres décadas,
hoy en dia se reconoce que los virus marinos, son los entes bioldgicos patogénicos mas
abundantes en el medio marino, y estudios recientes indican que albergan una enorme
diversidad genética (Suttle, 2005). La observacion de millones de particulas de tipo viral
presentes en cada mililitro de agua oceénica excede casi en 15 veces la abundancia de
bacterias y archaeas marinas (Bergh et al., 1989). Ademas, se ha sugerido que los virus son
capaces de infectar todos los organismos vivos que habitan el ambiente oceanico, desde
bacterias hasta ballenas (Suttle, 2005). De esta forma se ha estimado que en el ambiente
oceanico ocurren ~10%® infecciones virales cada segundo, y si bien es dificil calcular con
precision la mortalidad que ellos provocan, se ha estimado que los virus causan mortalidades
de ~20-40% de la biomasa procarionta que habita los mares por dia, siendo asimismo una
fuente importante de enfermedades y mortalidad de diversos organismos marinos (Suttle,
2005).

A pesar del importante efecto que causan los virus sobre la comunidad marina, s6lo
recientemente se les ha brindado la atencion que requieren como factores relevantes en este
ambiente. Desafortunadamente, mucho del conocimiento adquirido a la fecha proviene
exclusivamente de aquellos virus que afectan especies econdmicamente importantes en la

industria acuicola.

I11.1. Enfermedades Virales del Camarén

Desde la primera descripcion del Baculovirus penaei en 1974 (Couch, 1974a, b), se han
reportado unos 20 tipos diferentes de virus de camardn, la mayoria de los cuales fue
descubierta como consecuencia del impacto negativo que han causado en la acuacultura
(Lightner, 1996). Hasta el dia de hoy se han reportado cinco virus que infectan camardn en el
continente Americano, los cuales son: Virus del Sindrome de Taura (TSV, por sus siglas en
ingles), Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), Virus de la Cabeza Amarilla



(YHV), Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV) (Lightner y
Pantoja, 1996) y Virus de la Mionecrosis Infecciosa (IMNV) (Lightner et al., 2004).
Actualmente, tanto el WSSV como el IHHNV representan las amenazas mas serias para las

poblaciones naturales y de cultivo de camaron (Vega-Heredia et al., 2011).

11.1.1. Enfermedad de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHN)

A principios de los 80s la poblacion de camarén azul (P. stylirostris) mantenida en las
instalaciones de la Universidad de Arizona en Hawai se afectd severamente por una
enfermedad letal de etiologia viral. Un analisis microbiolégico e histolégico minucioso revelo
que los organismos infectados presentaban numerosas inclusiones intranucleares eosinéfilas
en tejidos de origen ecto- y mesodérmico Asi, para describir las principales lesiones causadas
por esta enfermedad se le denomindé como la enfermedad de la necrosis infecciosa
hipodérmica y hematopoyética (IHHN) (Lightner et al., 1983a).

En P. stylirostris, los primeros signos reconocibles de la enfermedad causada por el
virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV) son nado aletargado
en la superficie, hundimiento y postura invertida en el fondo, disminucién en la movilidad y
finalmente la muerte del organismo, presentandose mayor mortalidad en animales de talla
pequefia (0.5-3.7 g) que en los ubicados en el rango de talla 14.5-36.9 g (Vega-Heredia et al.,
2011), mientras que, en P. vannamei es una enfermedad de tipo cronico, la cual no presenta
signos aparentes en fase inicial, pero, provoca el Sindrome de la Deformidad y Enanismo
(Runt Deformity Syndrome, o RDS por sus siglas en inglés), en donde los organismos
afectados exhiben rostros deformes, antenas arrugadas, exoesqueleto aspero o rugoso, y otras
deformidades. Ademas, las poblaciones de juveniles con RDS presentan una distribucion de
tallas relativamente amplia con una proporcion de tallas pequefias mucho mayor de lo normal
(Pantoja y Lightner, 2008).

Si bien, actualmente no existe un tratamiento efectivo contra el virus, existen reportes
gue mencionan que se han desarrollado lineas de P. stilyrostris resistentes a IHHNV. Asi,

técnicas de reproduccion efectivas que permitan lineas de P. vannamei libres de este patogeno,



se consideran como estrategias efectivas a seguir para mitigar los efectos de esta enfermedad
(Tang y Lightner, 2002).

11.1.1.1. Taxonomiay distribucion geogréafica del IHHNV

Debido a su morfologia (particulas virales de 22 nm de didmetro de forma icosaédrica),
caracteristicas fisicoquimicas (densidad de flotacion de 1.40 g/mL en CsCl y alta estabilidad a
pH, temperatura y agentes desnaturalizantes) y organizacion genémica (una molécula de ADN
de cadena simple con tamafio estimado de 3.9 kbp, compuesta de tres grandes marcos de
lectura abiertos) el IHHNV ha sido ubicado taxondmicamente dentro de la familia
Parvoviridae, subfamilia Densovirinae. Generalmente, los miembros de esta subfamilia son
capaces de infectar organismos invertebrados, principalmente insectos, asi el IHHNV es el
primer integrante identificado del género Brevidensovirus capaz de infectar artrépodos fuera
de la clase Insecta (Lightner et al., 1987; Shike et al., 2000).

Algunos estudios indican que la introduccién hacia Hawai de este patdgeno se debio a
la importacion de lotes de organismos peneidos originados en Sur y Centro América, area
geogréfica de la cual se sugiere es endémico este virus en camarones cultivados en esa zona
(Lightner et al., 1983b). Este patdgeno viral se encuentra ampliamente distribuido en zonas de
cultivo en América y en poblaciones silvestres a lo largo de la costa del pacifico y el Caribe
(Vega-Heredia et al., 2011). Asi, se ha reportado que en granjas camaronicolas instaladas en la
zona del Golfo de California se encontraron organismos de P. stylirostris infectados con el
virus (Lightner et al., 1992); mientras que en el Golfo de México, se ha reportado su presencia
en muestras de camaron blanco P. setiferus y de camardn café P. aztecus de La Laguna Madre,
Tamaulipas (Guzman et al., 2009).

Recientemente, se ha reportado que el IHHNV se encuentra ampliamente distribuido
en camarones silvestres y cultivados en el Este y Sureste de Asia (Tang et al., 2003; Primavera
y Quinitio, 2000), detectandose su presencia en costas de la India, causando una disminucion
en la tasa de crecimiento en el camaron tigre (P. monodon) (Rai et al., 2009). En Australia la

presencia de este virus se reportd por vez primera en 1992 y recientemente un estudio



confirmo que continua presente en poblaciones de camaron (Saksmerprome et al., 2010; Vega-
Heredia et al., 2011). En la tabla | se presenta una relacion actualizada de la distribucion
geografica del IHHNV (Vega-Heredia et al., 2011).

I1.2. Infecciones Virales: Cambios en el Metabolismo Energético del Hospedero

Durante una infeccion viral, cuando el genoma viral es replicado, los productos virales
modulan la homeostasis celular del hospedero para que se favorezcan los procesos
bioguimicos y moleculares para la biosintesis del patégeno, y para satisfacer la demanda
energética necesaria durante dicha biosintesis (Chen et al., 2011). Algunos estudios han
reportado el efecto que causan los virus en el metabolismo energético de sus hospederos.
Shastri-Bhalla y Consigli (1994) reportaron que larvas de palomillas bandeadas (Plodia
interpuctella) infectadas con el Virus de la Granulosis (VG), presentaron cambios
significativos en cuanto a la composicion de lipidos y acidos grasos en comparacion con
organismos sanos. La proporcion entre acidos grasos saturados e insaturados de la
composicion fosfolipidica en larvas infectadas disminuyé 3.5 veces en comparacién con los
niveles observados en organismos no-infectados, de modo que la infeccion podria afectar la
fluidez de la membrana celular del hospedero. Al mismo tiempo, en organismos no infectados
la concentracion de triacilgliceroles (TAGs) fue mayor, lo que podria implicar un posible

aumento en la actividad de las lipasas en larvas infectadas.

11.2.1. Metabolitos plasméticos en camarones peneidos

La hemolinfa en los invertebrados es analoga en funcion a la sangre de los vertebrados,
aunque a diferencia del sistema circulatorio de estos ultimos, la circulacion en los
invertebrados es de tipo abierta; es decir, la hemolinfa, que no circula por capilares, se vacia
en una cavidad abierta (el hemocele) y bafia directamente los tejidos del organismo (Rendon y

Balcazar, 2003). A pesar de esta diferencia, la hemolinfa cumple varias funciones similares a



Tabla I. Paises en los cuales se reporta la presencia de diferentes aislados de IHHNV

Continente  Pais Referencia
América Argentina Martorelli et al., et al 2010
Per( Alfaro et al., 2010
Brasil Dos Santos et al., 2009; Coehlo et al., 2009
Venezuela Boada et al., 2008
Colombia Tang et al., 2003
México Unzueta et al., 1998; Nunan et al., 2000; Tang y Lightner,
2001; Guzman et al., 2009
Ecuador Jiménez et al., 1999; Nunan et al., 2000
USA Kalagayan et al., 1991;0wens et al., 1992; Nunan et al., 2000;
Shike et al., 2000; Tang et al., 2007
Panama Nunan et al., 2000; Tang y Lightner, 2001
Belice Tang et al., 2007
Asia China Yang et al., 2007; Zhang et al., 2007.
India Rai et al., 2009
Filipinas Belak et al., 1998; Nunan et al., 2000; Tang et al., 2003, 2007
Tailandia Chayaburakul et al., 2004; Tang et al., 2003, 2007
Taiwan Tang et al., 2003
Brunei-Darussalam Claydon et al., 2007
Oceania Australia Krabsetsve, et al., 2004; Saksmerprome et al., 2010
Africa Madagascar Tang et al., 2003; Tang y Lightner, 2006
Mozambique Tang y Lightner, 2006
Tanzania Tang et al., 2003; Tang y Lightner, 2006
Mauritius Tang et al., 2003




las de los vertebrados, sirviendo como medio de transporte de diferentes metabolitos
plasmaéticos, como los son glucosa, proteinas totales, esteroles, lactato, acilglicéridos y lipidos
totales (Lorenzon et al., 1999). Por esta razén, la composicion bioquimica del plasma es un
indicador del estado de salud, nutricional o metabdlico de los organismos.

En los crustaceos, como en el caso de los vertebrados, existen evidencias de que ciertas
enfermedades y toxinas pueden provocar cambios en las concentraciones de los metabolitos de
este tejido (Noga, 2000). Algunos autores coinciden en la utilidad de la determinacion de
algunos iones, metabolitos y proteinas plasmaticas especificas para evaluar el estado de salud
o detectar cambios fisioldgicos, a través de las modificaciones que puedan observarse en los
componentes de la hemolinfa del camardn (Vargas-Albores et al., 1991; Hernandez-L6pez et
al., 2001; Sanchez et al., 2001). La evaluacién de metabolitos plasmaticos, como glucosa,
colesterol, acilglicéridos, nitritos, nitratos y proteina total, se considera como un indicador
adecuado del estado nutricional en camarones peneidos (Cuzon et al., 1980; Stuck et al., 1996;
Hall y Van Ham, 1998; Sanchez-Paz et al., 2007) y las variaciones de algunos de estos
parametros plasmaticos de P. vannamei, son utilizados como referencia en situaciones de

estrés en los organismos (Rosas et al., 2002).

11.2.2. Metabolitos hepatopancreaticos en camarones peneidos

El 6rgano hepatopancreatico de los crustdceos se encuentra estrechamente relacionado en la
secrecion de enzimas digestivas, entre las que se incluyen proteasas, lipasas y carbohidrasas
(Dall et al., 1990). Diferentes estudios realizados en animales vertebrados ubican a estas
enzimas involucradas en actividades hepaticas, asi mismo, existen reportes que evidencian la
similitud de funciones metabdlicas de dichas enzimas en organismos invertebrados. Por lo
tanto, alteraciones en la cantidad de glucosa, triglicéridos y lipidos hepatopancreaticos,
reflejan una degradacion 0 dafio en este tejido; lo cual puede ser ocasionado por un patdégeno
viral (Li et al., 2008). Se ha reportado que Baculovirus penaei causa una disminucion
inmediata en el numero y tamafio de gotas de lipidos en el hepatopancreas de larvas y post-

larvas del camaron blanco (P. vannamei) infectadas (Stuck y Overstreet, 1994); sin embargo,



se desconoce si esto puede tener algun efecto sobre el metabolismo de lipidos. Resultados
similares fueron expuestos por Vogt (1992), en post-larvas del camarén tigre (P. monodon)
infectado por el Monodon baculovirus (MBYV), sugiriendo que estas reservas podrian ser

utilizadas para proporcionar la energia necesaria para la replicacion viral.



111. JUSTIFICACION

El camardn blanco del Pacifico (P. vannamei) ha sido ampliamente cultivado en México,
especialmente en la region noroeste del pais, generando con ello una importante derrama
econdmica. Sin embargo, la industria camaronicola se ha visto afectada debido a la presencia
de algunos patdgenos causantes de enfermedades en los organismos cultivados, sobre todo de
tipo viral. A pesar de esto, son pocos los estudios que se han desarrollado sobre los efectos
fisiopatoldgicos del virus en su hospedero, por lo tanto, es evidente la necesidad de generar
conocimiento cientifico acerca de este tipo de patdgenos, con la finalidad de mantener la
rentabilidad de esta industria.

Asi, con base en lo anteriormente expuesto, es importante determinar el efecto de la
infeccion con el Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV) en
diferentes metabolitos plasmaticos y hepatopancreéaticos del camarén blanco (P. vannamei), lo
que permitiria evaluar el impacto fisiolégico y metabdlico de este patdgeno sobre su

hospedero.
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IV. HIPOTESIS
El Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética produce cambios en la

concentracion de metabolitos plasmaticos y hepatopancreaticos del camarén blanco P.

vannamei, durante el desarrollo de la infeccion.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Evaluar los cambios en la concentracién de metabolitos plasméticos y hepatopancreéaticos del
camaron blanco P. vannamei, infectado con el Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y

Hematopoyética.

V.1.1 Objetivos especificos

Determinar los niveles de glucosa, lactato, proteinas solubles totales, lipidos totales,
acilglicéridos y esteroles en plasma del camarén blanco P. vannamei durante el desarrollo
de la infeccion ocasionada por el Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y
Hematopoyética.

Determinar los niveles de glucosa, glucdgeno, lactato, proteinas solubles totales, lipidos
totales, acilglicéridos y esteroles en hepatopancreas del camarén blanco P. vannamei
durante el desarrollo de la infeccién ocasionada por el Virus de la Necrosis Infecciosa
Hipodérmica y Hematopoyética.

Evaluar el efecto de la infeccion con el Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y

Hematopoyética sobre el indice hepatosomatico del camarén blanco P. vannamei.
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VI. METODOLOGIA

VI1.1. Seleccion de Organismos Libres de IHHNV

Los organismos de camaron blanco del Pacifico (P. vannamei) empleados en este trabajo, ,
fueron donados por una Unidad de Produccion Acuicola (UPA) del Estado de Sonora, los
cuales contaban con un peso promedio de 26 ¢g. Los organismos se transportaron al
Laboratorio de Analisis Integral Acuicola (LAIA), del CIBNOR Unidad Sonora, Campus
Hermosillo, donde se aclimataron y mantuvieron en condiciones controladas, durante una
semana en agua marina a 35 ppm de salinidad, temperatura 28 °C, aireacion a saturacion de
oxigeno en contenedores plasticos con capacidad de 3,000 L. Los organismos se alimentaron
ad libitum dos veces al dfa con alimento artificial (Camaronina 35°, Purina).

Una vez aclimatados, se procedié a diagnosticar individualmente, a los organismos
para detectar y diagnosticar la presencia de IHHNV. Asi, a un lote de 150 organismos de
forma individual se extrajeron 400 puL de hemolinfa de la base del quinto par de pereiépodos
con una jeringa desechable de 1 mL con aguja de 27g x 13 mm (BD PLASTIPAC®)
conteniendo 400 pL de solucion anticoagulante (450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10mM Na,-
EDTA, 10 mM HEPES, pH 7.3) (Vargas-Albores et al., 1993). Las muestras de hemolinfa se
centrifugaron a 400 x g durante 15 min, y posteriormente se retiré cuidadosamente el plasma.
Al paquete de hemocitos obtenidos se le afiadieron 150 pL de solucién de lisis (NaCl 100 mM,
Tris 50 mM, EDTA 100 mM y SDS 1%) y se homogeneizaron utilizando pistilos de teflén
(Kontes). A continuacion, se extrajo ADN total, mediante el uso de una matriz de silica (Glass
milk, MP biomedicals), para lo cual se transfirieron 50 pL del lisado de hemocitos a tubos
Eppendorf de 1.7 mL nuevos y estériles conteniendo 150 pL de la matriz. Posteriormente las
muestras se incubaron por 5 min a temperatura ambiente y a continuacion se centrifugaron a
800 x g durante 5 min EIl sobrenadante obtenido se retird por decantacién y se agregaron 500
uL de solucién de lavado (50% TBE buffer: 130 mM Tris, 45 mM écido bérico, y 2.5 mM
EDTA, pH 8.0, 50% etanol). El precipitado se resuspendié por agitacion suave Yy

posteriormente las muestras se centrifugaron a 800 x g por 3 min, repitiendo una vez mas este
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proceso de lavado. Finalmente, la solucion de lavado se retird por decantacion y cada muestra
se secO durante 5 min por inversion de los tubos sobre papel secante. Una vez que las muestras
se secaron, se les adicionaron 50 pL de agua libre de nucleasas y se centrifugaron a 800 x g 5
min, después de lo cual se recuperaron 30 pL de sobrenadante.

Para el diagnostico de la presencia de IHHNV se amplifico individualmente, por PCR,
un fragmento de 309 pb de acuerdo a la metodologia descrita por Tang et al., (2007)
empleando los primers 309F (5’-TCC-AAC-ACT-TAG-TCA-AAA-CCA-A-3") y 309R (5°-
TGT-CTG-CTA-CGA-TGA-TTA-TCC-A-3). Las condiciones de amplificacion utilizadas
fueron las siguientes: ciclo inicial de desnaturalizacion de 95 °C por 5 min, seguido de 35
ciclosa95°C 305s,55°C30sy72°C60syun paso de extension final de 72 °C por 7 min El
volumen final de las reacciones de amplificacion fue de 12.5 pL, conteniendo 10.5 pL
Platinum PCR SuperMix (Invitrogen, EUA), 0.5 uL de primer 309F, 0.5 pL de primer 309R y
1 puL de DNA. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador
TECHNE TC-412. Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de
agarosa 2% (Invitrogen) y para su visualizacion y analisis se utilizaron un transiluminador de
luz ultravioleta (UVP®) y un sistema de documentacion de imagenes digital (Kodak Imaging
System).

Los organismos que resultaron negativos al primer diagnostico de IHHNV, se
sometieron a un segundo diagndstico 15 dias después para detectar el virus. Esto se debe a que
el tiempo de replicacion viral caracteristico en los miembros de la familia Parvoviridae es de
aproximadamente 6-14 dias (Anderson et al., 1985; Schwarz et al., 1989; Zakrzewska et al.,
2005; Montgomery et al., 2007); y asi, los organismos que resultaron negativos en el primer
diagnostico pudieran haberse encontrado en una fase temprana de infeccion con un bajo
nimero de copias virales de modo que la carga viral seria dificilmente detectable.
Considerando esto, se realizd un segundo diagndstico en el lote de organismos negativos 15
dias después del primer anélisis. Como resultado, se encontraron 72 organismos libres de
IHHNV, mismos que se distribuyeron aleatoriamente en dos tratamientos: 36 camarones que
no fueron inyectados con indculo viral, sirviendo como referencia de organismos sanos (grupo
control), y 36 camarones experimentalmente inoculados con IHHNV. Los organismos se

dividieron en grupos de 6 y se transfirieron a acuarios plasticos con volumen de agua marina
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de 40 L equipados con un sistema de filtrado a base de carbon activado de capacidad filtradora
240 L/h. Las condiciones durante el desarrollo del ensayo fueron las siguientes: 80% recambio
de agua diario mediante sifoneo por gravedad, salinidad de 35 ppm, temperatura 28 °C,

alimentacion 2 veces al dia.

V1.2. Preparacion del Indculo Viral

Para la preparacion del indculo viral infectivo con carga viral conocida se utilizé la
metodologia descrita por Escobedo-Bonilla (2005). Un camarén cuyo diagnéstico por PCR
resultd positivo a IHHNV se sacrificd por decapitacion. EI muasculo abdominal se peso y se
transfirid a un vaso de licuadora de 250 mL en el que se agregaron 6 volimenes de solucién
salina (SSF) 0.9% PiSA® por volumen de masculo (p/v). Posteriormente el tejido se
homogeneiz6 en una licuadora mediante 10 pulsos de 10 s a maxima velocidad con pausas de
30 s, durante las cuales el recipiente con la suspension celular se transfirio a hielo. A
continuacidn, la muestra se transfirio a tubos Eppendorf de 1.7 mL y se centrifugé a 3,000 x g
durante 20 min a 4 °C. Una vez finalizada la centrifugacion, el sobrenadante se transfirio a
tubos Eppendorf nuevos de 1.7 mL y el clarificado se centrifug6 una vez mas a 13,000 x g por
20 min a 4 °C. El sobrenadante se recuperd con una jeringa de 10 mL (BD PLASTIPAC®) y
se filtr6 a través de una membrana (Acrodisc) de 20 pm. El ino6culo obtenido se recolectd en
tubo FALCON® de 15 mL y se almacend a -80 °C hasta su uso. Finalmente, se tomé una
alicuota del inéculo y se cuantifico la carga viral mediante una curva estandar utilizando 1Q
REAL"™ IHHNV Quantitative System (GeneReach Biotechnology Corp).

V1.3. Inoculacion Experimental

A cada uno de los organismos sometidos al tratamiento infectado, se le inyectdé por via

intramuscular con una jeringa de 1 mL una dosis de 100 pL de indculo con una carga viral de
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1 x 10 copias/uL en el tercer somita abdominal. A los organismos del grupo control se les
inyectaron 100 uL de SSF.

V1.4. Obtencion de Muestras

Los muestreos de los organismos se realizaron a los 0, 7, 14 y 21 dias post-inoculacién (dpi) y
se destind un acuario por tratamiento para cada tiempo. Dos horas antes de cada toma de
muestra, a los organismos de cada acuario se les suministré alimento peletizado (Camaronina
35%, Purina), ad libitum, mismo que fue retirando por sifoneo después de 1 hora de haber sido
proporcionado.

Los camarones se extrajeron individual y cuidadosamente, de cada acuario utilizando
una red y se colocaron en cubetas con agua proveniente del mismo recipiente, con la intencion
de disminuir los factores de estrés que pudieran afectar la concentracion de los diferentes
metabolitos. Se determind el peso de cada organismo y a cada camar6n se le extrajeron 400
pL de hemolinfa con una jeringa de 1 mL conteniendo 400 pL de solucion anticoagulante
(previamente mencionada en la seccion de seleccidn de organismos) y la solucion obtenida se
transfirié a tubos Eppendorf de 1.7 mL, donde las muestras se centrifugaron a 400 x g por 15
min. El plasma asi obtenido se depositd en tubo Eppendorf estéril para el posterior analisis de
metabolitos plasmaticos. Del paquete de hemocitos obtenido, se extrajo ADN de acuerdo con
el protocolo anteriormente descrito para realizar el PCR como prueba diagndstica de infeccién
de IHHNV. Asi mismo, el hepatopancreas se disectd, se pesd y se dividié en dos partes
aproximadamente iguales, a las que se les determind su peso y una porcién se deposit6 en tubo
Eppendorf conteniendo TRIzol LB (Invitrogen) y se almacend a -20 °C y otra porcién se

transfirié a otro tubo Eppendorf y se almacend a -20 °C hasta su analisis.
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V1.5. Analisis Bioquimico de Metabolitos Plasméticos

Para la determinacion de la concentracion de glucosa, lactato, proteinas totales, lipidos totales,
esteroles y acilglicéridos se utilizaron kits comerciales para diagndstico médico (RANDOX),
segun las especificaciones del fabricante. Las reacciones para la cuantificacién de cada uno de
los metabolitos se realizaron por triplicado transfiriendo 10 pL de cada muestra al fondo del
pozo de una microplaca de 96 pozos de 300 pL (Nunc™), y se agregaron 250 pL del reactivo
correspondiente. A continuacion, las muestras se incubaron durante 15 min a temperatura
ambiente y posteriormente se analizaron espectrofotométricamente a la longitud de onda
recomendada para cada metabolito (Tabla Il) en un lector de microplacas Synergy (Bio-Tek
Instruments) de acuerdo a la metodologia propuesta por Sdnchez-Paz et al., (2007).

La determinacion de la concentracion de lipidos totales se realiz6 mediante la siguiente
metodologia: se transfirieron 10 pL de cada muestra (por triplicado) en tubo tipo Eppendorf de
0.2 uL y se agregaron 100 puL de acido sulftrico (H,SO,). Las muestras se incubaron a 95 °C
por 1 h en un termociclador (TECHNE TC-412) y posteriormente se mantuvieron a 5 °C
durante 5 min. Finalmente, 10 pL de cada muestra se transfirieron a una microplaca y se les
adicionaron 150 pL de reactivo (RANDOX), y se incubaron durante 20 min a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido este periodo, se determind la absorbancia de cada muestra

espectrofotométricamente.

Tabla 1. Relacion de longitudes de onda (hnm) y coloracion resultante de la reaccién

colorimétrica para la evaluacion de la concentracion de cada metabolito.

Metabolito Longitud de onda (nm) Coloracion resultante
Glucosa 500 Rojo-Violeta
Lactato 505 Violeta

Acilglicéridos 500 Violeta
Esteroles 500 Rosa

Proteinas Totales 550 Violeta
Lipidos totales 540 Rosa
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Para la evaluacion de la concentracion de los metabolitos hepatopancreaticos se colocd
una porcion de tejido en un volumen de solucién A (100 mM Buffer PBS, pH 7.2, 0.5 mM
EDTA) y dos volumenes (p/v) de cloroformo-metanol (2:2), para finalmente centrifugar a
15,000 x g durante 15 min. La fase acuosa se utilizo para cuantificar los niveles de glucosa,
glucégeno y proteina total. La fase de solventes conteniendo el cloroformo fue recolectada y
secada al aire durante 12 h en obscuridad total a temperatura ambiente (25 °C), posteriormente
homogeneizada en volumen correspondiente de agua destilada para la cuantificacion de
lipidos totales, acilglicéridos y esteroles.

La glucosa, proteinas totales, acilglicéridos y esteroles se determinaron
inmediatamente después de recolectar las respectivas fases donde se contenian; en cambio,
para obtener la concentracion de lipidos totales se implementd la metodologia anteriormente
mencionada para lipidos plasmaticos. El nivel de glucdégeno fue medido al cuantificar las
unidades de glucosa obtenidas después de una hidrolisis &cida, es decir, de cada muestra se
hizo un homogeneizado (1:1) de hepatopancreas y un volumen de agua destilada,
posteriormente se agregé HCI 2M en relacién 2:1 a la mezcla anterior y se mantuvo a 95 °C
durante 2 h, finalmente se neutralizé (pH 7.0) con NaOH 2M vy se hizo la lectura de la

absorbancia correspondiente para glucosa.

V1.6. Analisis Estadistico

Se realizd un andlisis de varianza de una via de los datos de concentracion de cada metabolito
en los diferentes tratamientos de cada tejido, para determinar la existencia de posibles efectos
de los tratamientos. Posteriormente se realiz6 una prueba de contraste a posteriori (post-hoc)
para discriminacion de medias (prueba de honestidad de Tukey, HSD). Los datos con
interacciones estadisticamente significativas fueron considerados para P<0.05. El analisis
estadistico se realizo utilizando el programa computacional SigmaPlot para Windows v.11.0

(Systat Software, Inc.)
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VIl. RESULTADOS

VII.1. Indice Hepatosomatico (IHS)

En la Figura 1 se puede observar el comportamiento del indice hepatosomaético a lo largo del
estudio. En general, los valores obtenidos tanto en los organismos del grupo control como en
los infectados con IHHNYV permanecieron relativamente estables, salvo a los 21 dpi, cuando se

observa una diferencia minima entre ambos grupos, sin llegar a ser estadisticamente diferente.
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Figura 1. indice hepatosomatico (IHS). Se muestran los resultados de los organismos del
tratamiento control y de los organismos infectados experimentalmente a diferentes dias post-
inoculacion (dpi). Durante el estudio no se observaron diferencias estadisticas significativas en

este parametro entre los tratamientos (p>0.294). Los valores representan la media + DS.
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VI11.2. Metabolitos Plasmaticos

VI1.2.1. Concentracion de glucosa

Al evaluar la concentracion de glucosa plasmatica en organismos infectados con IHHNV se
observo un incremento significativo (p= 0.002) a los 7 dpi, en comparacion con los valores
observados en organismos no infectados. Es evidente que en este tiempo el grupo de
organismos infectados presentd una concentracion mayor (~2 veces) a la observada en el
grupo control (Figura 2), y posteriormente la concentracion de glucosa disminuy6
drasticamente (aproximadamente 90%), recuperando los niveles iniciales a los 21 dpi. El

tratamiento control se mantuvo relativamente estable durante el transcurso del estudio.
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Figura 2. Concentracion de glucosa (mg/mL) en plasma de camar6n. Se muestran los
resultados de los organismos del tratamiento control y de los organismos infectados
experimentalmente a diferentes dias post-inoculacion (dpi). Los valores representan la media +

DS. *: Valor estadisticamente diferente (p= 0.002).
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VI11.2.2. Concentracion de lactato

La concentracion de este metabolito en plasma mostrd variaciones en los organismos
infectados con IHHNV (Figura 3). La concentracion de lactato se incrementd
significativamente a los 7 dpi, alcanzando los valores més altos (3.3 veces mayor que la
concentracion observada en el grupo control); sin embargo, a los 14 dpi se observo una clara
disminucion de la concentracion de lactato plasmatico en los organismos infectados con el
virus. Finalmente, a los 21 dpi la concentracion de lactato recupera los niveles observados al
inicio del ensayo. Los organismos del grupo control mantuvieron valores promedio

relativamente estables a lo largo del estudio.
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Figura 3. Concentracion de lactato (mg/mL) en plasma de camardn. Se muestran el
tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacién (dpi). Los

valores representan la media + DS. (*): Valor con diferencia significativa (p<0.012).
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VI11.2.3.Concentracion de proteinas totales

Durante este estudio no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de proteinas totales en plasma (p>0.05) entre los organismos infectados y los
organismos del grupo control (Figura 4). Se pueden observar algunas variaciones temporales,
sin embargo el comportamiento observado en los niveles de proteinas totales en plasma entre

ambos grupos fue muy similar.
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Figura 4. Concentracion de proteinas totales (mg/mL) en plasma de camardn. Se muestran el
tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacién (dpi). Los

valores representan la media + DS.
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VI11.2.4. Concentracion de esteroles

La concentracion de esteroles en plasma de los organismos no infectados se mantuvo
relativamente estable. Sin embargo, en los organismos infectados se observan variaciones
estadisticamente significativas, con un incremento muy notable a los 7 y 14 dpi (p=0.001).
Posteriormente, se observd una disminucion en los niveles de colesterol en plasma de
organismos infectados con IHHNV, de modo que en este tiempo se recuperaron los niveles

observados al inicio del estudio (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de esteroles (mg/mL) en plasma camardn. Se muestran el tratamiento
control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacién (dpi). Los valores
representan la media + DS. (*): Valor con diferencia significativa 6 estadisticamente diferente
(p=0.001).
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VI11.2.5. Concentracion de acilglicéridos

Como se puede observar en la figura 6, la concentracion de acilglicéridos plasmaticos siempre
fue mas elevada en los organismos infectados que en los organismos del grupo control. Sin
embargo, se puede observar un incremento notorio a los 14 dpi (P=0.001) cuando la
concentracion de este metabolito fue 2.9 veces mayor que en los organismos no infectados.
Finalmente, a partir del dia 14 post-inoculacion se observo una disminucion en los niveles de
acilglicéridos en plasma, de forma tal que los niveles recuperaron su valor inicial a los 21 dpi.
Por otro lado, si bien se pueden observar ligeras variaciones en cuanto a la concentracion de
acilglicéridos plasmaéticos en los organismos del grupo control, se mantuvo una tendencia

relativamente estable durante el bioensayo.

0.80
0.70
0.60
0.50
0.40

0.30 oControles

0.20 m Infectados

Acilglicéridos (mg/mL)

0.10

0.00
0 T 14 21

Tiempo (dias post-inoculacion)

Figura 6. Concentracion de acilglicéridos (mg/mL) en plasma de camaron. Se muestran el
tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacion (dpi). Los

valores representan la media £ DS. (*): Valor con diferencia significativa (p< 0.005).
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VI11.2.6. Concentracion de lipidos totales

Los resultados obtenidos sobre la concentracion de lipidos totales en plasma mostraron
diferencias significativas entre los organismos infectados y los del grupo control durante los
primeros 7 dias de estudio (p=0.003) (Figura 7). Cabe recalcar que, con excepcion del tiempo
14, donde los organismos infectados y los del grupo control presentaron valores similares en
cuanto a la concentracion de lipidos plasmaticos, en los tiempos restantes, los organismos no
infectados mantuvieron niveles superiores de lipidos en plasma. Asi mismo, la concentracion
de lipidos totales en ambos grupos, organismos infectados y no infectados, mostré6 una

tendencia a incrementarse durante el ensayo.
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Figura 7 Concentracion de lipidos totales (mg/mL) en plasma de camardn. Se muestran el
tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacién (dpi). Los

valores representan la media + DS. (*): Valor con diferencia significativa (p=0.003).
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VI11.3. Metabolitos Hepatopancreaticos

VI11.3.1. Concentracion de glucosa

En el presente estudio no se observaron cambios estadisticamente significativos en la

concentracion de glucosa en hepatopancreas (p>0.05) (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de glucosa (mg/g) en hepatopancreas de camardn. Se muestran el
tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacion (dpi). Los
valores representan la media + DS.
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VI11.3.2. Concentracion de glucogeno

Si bien no se aprecian diferencias estadisticamente significativas en la concentracion
glucdgeno en hepatopancreas entre los dos tratamientos, se observé una tendencia hacia una
acumulacion gradual y constante de glucogeno en el hepatopancreas de los organismos
infectados con el virus (Figura 9), de modo que al final del estudio los organismos infectados
con IHHNV presentaron un nivel de glucégeno casi 1.5 veces mayor que aquellos recién
infectados (O dpi). Asi mismo, se observa una relativa estabilidad en la concentracion de

glucoégeno hepatopancreéatico de los organismos control al mantenerse en un intervalo de 1.3-

1.9 mg/g.
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Figura 9. Concentracion de glucégeno (mg/g) en hepatopancreas de camarén. Se muestran el
tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacién (dpi). Los

valores representan la media + DS.
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VI11.3.3. Concentracion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales en hepatopancreas se mantuvo estable durante la mayor
parte del estudio. Sin embargo, a los 21 dpi, se observo una concentracion 1.5 veces superior a
la obtenida en los muestreos anteriores (p= 0.008) (Figura 10). Cabe mencionar que al
comparar la concentracion entre los organismos infectados y los organismos del grupo control,
solamente al inicio del estudio se observaron valores en la concentracion de proteinas totales
mayores en los organismos no infectados, ya que a partir de los 7 dpi la concentracion de

proteina hepatopancreética fue superior en los organismos infectados.
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Figura 10. Concentracion de proteina total (mg/g) en hepatopancreas de camaron. Se
muestran el tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacion
(dpi). Los valores encontrados (*): Valor con diferencia significativa (p= 0.008). Los valores

representan la media = DS.
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V11.3.4. Concentracion de esteroles

Como se puede observar en la figura 11, a los 14 dpi existen diferencias estadisticamente
significativas (p=0.001) en la concentracion de esteroles en el hepatopancreas entre
organismos infectados experimentalmente con IHHNV y organismos sanos. Cabe sefialar que
la concentracion de este metabolito siempre fue superior en organismos infectados,
especialmente a los 14 dpi, cuando se observé un incremento de 2.5 veces en relacién a la

concentracion observada a los 0 y 7 dpi.
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Figura 11. Concentracion de esteroles (mg/g) en hepatopancreas de camarén. Se muestran los
cambios en la concentracion de esteroles en los organismos del tratamiento control y en los
infectados en diferentes dias post-inoculacion (dpi). Los valores representan la media + DS.
(*): Valor con diferencia significativa (p=0.001)
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VI11.3.5. Concentracion de acilglicéridos

Respecto a los resultados obtenidos al cuantificar la concentracion de acilglicéridos en
hepatopéancreas, con el transcurso del tiempo se observd un incremento tanto en los
organismos infectados como en los sanos, aunque el incremento fue mayor (casi 3 veces) en
los primeros que en los ultimos (casi 2 veces). En el caso de los organismos infectados
ocurrieron incrementos significativos tanto a los 7 como a los 14 dpi (p< 0.0130) (Figura 12).
Por su parte, en el grupo control los niveles se mantuvieron estables desde el inicio del estudio
hasta los 14 dpi y posteriormente (21 dpi) este valor se incrementd. Vale la pena mencionar el
hecho de que a partir de los 7 dpi la concentracion de acilglicéridos hepatopancreaticos se
incrementa al doble en los camarones infectados en comparacion con los organismos del
grupo control, manteniéndose esta relacion hasta los 14 dpi, y posteriormente (21 dpi) la

diferencia entre ambos grupos se redujo sustancialmente.
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Figura 12. Concentracion de acilglicéridos (mg/g) en hepatopancreas de camaron. Se
muestran el tratamiento control y tratamiento infectado a diferentes dias post-inoculacion
(dpi). Los valores representan la media + DS. (*): Valores con diferencia significativa (p<
0.0130).
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VI11.3.6. Concentracion de lipidos totales

Como se puede observar en la figura 13, la concentracion de los lipidos totales en
hepatopancreas, se incrementd tanto en los organismos infectados como en los sanos, durante
el transcurso del estudio. Unicamente se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos a los 7 dpi (p< 0.008). Un hecho que se debe recalcar, es que desde el
inicio del estudio hasta los 14 dpi la concentracion de lipidos en los organismos infectados fue
mayor en comparacion con los organismos del grupo control, y finalmente, a los 21 dpi la
concentracion de lipidos totales en hepatopancreas rebasdé a la observada en camarones

infectados y duplico los valores iniciales.
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Figura 13. Concentracion de Lipidos totales (mg/g) en hepatopancreas de camarones no
infectados y camarones infectados (IHHNV) muestreados a diferentes dias post-inoculacion
(dpi). Los valores representan la media = DS. (*): Valor con diferencia significativa (p<
0.008).
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VIII. DISCUSION

A lo largo de su historia evolutiva los virus han desarrollado interacciones muy complejas y
dindmicas con sus hospederos (Heaton y Randall, 2011). Estas entidades genéticamente
programadas para sobrevivir y replicarse han implementado diversos mecanismos de
infeccion, proliferacion y persistencia en las células huésped (Hilleman, 2004). Algunos han
optado por estrategias en donde la velocidad de replicacion puede no ser la mejor opcién a
considerarse, ya que esta podria resultar en la eliminacion del hospedero (Danilova, 2006),
pero son capaces de modificar el metabolismo de su hospedero (Chen et al., 2011). Entender
los efectos metabolicos que acontecen en el hospedero durante el proceso infeccioso permitira
entender de manera integral la fisiopatologia de la enfermedad.

Si bien se reconoce que la glucosa es el carbohidrato mas abundante entre los que
constituyen la hemolinfa de los crustaceos (Telford 1968a; Hohnke y Scheer, 1970), su
concentracion varia de manera importante entre especies e individuos (Telford 1968b; Chang
y O’Connor, 1983). Estudios recientes demuestran que la glucosa en hemolinfa de crustaceos
es un indicador del estado fisioldgico, nutricional o de estrés de los organismos (Rosas, et al.,
2002; Lorenzon, 2004). En este estudio se observd un incremento significativo (~2 veces) en
los valores de glucosa plasmatica a los 7 dpi en organismos experimentalmente expuestos al
IHHNV. Sin embargo, a los 14 dpi la concentracion de glucosa plasmatica disminuyé (~90%),
alcanzando valores similares a los observados en organismos no infectados. Algunos reportes
han demostrado que los niveles de glucosa plasmatica se incrementan en organismos
estresados o infectados, como una respuesta a ambas condiciones (Hall y van Ham, 1998,
Racotta y Palacios, 1998). Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los
reportados en el camardn P. indicus infectados con WSSV, en donde se observé un réapido
incremento en los niveles de glucosa plasmatica (Yoganandhan et al., 2003). De igual forma,
se ha reportado que la infeccion experimental de la oruga Pseudoplusia includens con el
bracovirus de Microplitis demolitor (MdBV) causa un estado hiperglucémico persistente, de
modo que ocurren alteraciones metabdlicas y fisiologicas que evitan que el hospedero alcancé
un estado de madurez, y que pueden incluir la supresidn de la respuesta inmune, esencial para

la sobrevivencia del organismo (Pruijssers et al., 2009). Otros reportes mencionan que 24
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horas después de haber infectado al camarén tigre (P. monodon) con WSSV ocurre una
disminucion significativa (33%) en la concentraciéon de glucosa en hemolinfa (Mathew et al.,
2007). Este hecho es trascendente ya que dicho descenso glucosidico concuerda con la fase de
replicacion reportada para WSSV, resultados similares a los obtenidos en el presente estudio,
donde ocurre un decremento en la concentracion de glucosa plasmaética a los 14 dpi cuando el
IHHNV se encuentra en fase de replicacion (Montgomery, 2007).

Diversos autores han sugerido que durante la compensacion fisiologica en respuesta al
estrés se incrementan las demandas energéticas, y por lo tanto ocurren cambios en la
concentracion de diversos sustratos energéticos, reflejados en la forma de una respuesta
hiperglucémica, hiperlactatémica o hiperlipidémica y que dichos sustratos pueden considerarse
como indicadores sensibles y adecuados de estrés (Chang y O’Connor, 1983; Racotta y
Palacios, 1998; Radford et al., 2005). Asi, en el presente estudio se observo que a los 7 dpi la
concentracion de lactato plasmatico se increment6 en los organismos infectados, 1o que se
puede considerar una respuesta asociada a situaciones estresantes (Spotts y Lutz, 1981). Vale
la pena subrayar el hecho de que el comportamiento de la concentracion de lactato plasmatico
durante el desarrollo del proceso infeccioso es muy similar a lo observado en cuanto a la
concentracion de glucosa plasmatica. El andlisis de los datos sugiere que los niveles elevados
de glucosa plasmaética pueden ser producto de un incremento en la actividad gluconeogénica,
es decir, a través de la ruta anabdlica por la cual se sintetiza glucosa a partir de precursores no
glucidicos, como lactato, glicerol o aminoacidos glucogénicos, como serina, valina y
metionina, entre otros. Aparentemente, el lactato no puede ser oxidado por las mitocondrias de
los organismos infectados y es convertido, nuevamente, en piruvato. El incremento constante
de lactato estimula la gluconeogénesis (Figura 14), ya que la disponibilidad de sustrato es un
factor importante que determina la tasa gluconeogénica (Fritsche et al., 2008). Este ciclo en el
gue la glucosa es oxidada, a través de glucoélisis aerobia, a lactato, y éste es convertido
nuevamente en glucosa, se conoce como el ciclo de Cori, y se ha documentado que algunas
condiciones celulares patoldgicas, como el cancer, incrementan la actividad en el ciclo de Cori
(Holroyde et al., 1979). Es importante tener en cuenta que el lactato se ha considerado
tradicionalmente como el precursor mas importante de la gluconeogénesis (Hetenyi et al.,

1983). Resultados similares se han observado en camarones infectados por otros virus.
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Recientemente se observé que al infectar al camardén tigre P. monodon con WSSV, la
actividad de enzimas involucradas en la gluconeogénesis se incremento significativamente
durante el proceso de infeccion (Mathew et al., 2005). Por otro lado, se ha reportado que en el
camarén japonés (Marsupenaeus japonicus) la concentracion de lactato plasmatico se
incrementa abruptamente después de la infeccion experimental con WSSV, lo cual semeja una
respuesta glucolitica anormal, conocida como el efecto Warburg, similar a la que se observa
en células cancerosas y tumores (Chen et al., 2011). De igual forma, es pertinente sugerir, que
de alguna forma, una vez transcurridos los primeros 7 dias post-inoculacion, ocurre un evento,
metabdlico o genético, que permite que tanto la glucogénesis como el ciclo de Krebs procedan
normalmente, de modo que los niveles de glucosa y lactato disminuyan dramaticamente a
partir del dia 14 post-inoculacién. Resultados similares han sido reportados previamente (Chen
etal., 2011).

Existe evidencia de que la concentracion de proteinas totales en plasma en decapodos
puede variar ampliamente tanto a nivel inter- como intra-especifico (Depledge y Bjerregaard,
1989). Asimismo, se ha reportado que los valores de proteina total pueden verse afectados por
varios estresores, como el proceso de muda (Chan et al., 1988), el ayuno, o la ausencia de
carbohidratos y lipidos en el alimento (Akiyama et al., 1989). Sin embargo, varios reportes
indican que dada la importancia energética de la proteina, este recurso solamente sufre
alteraciones bajo condiciones de estrés extremas 0 muy prolongadas. Asi, se ha reportado que
en el cangrejo Carcinus maenas expuesto a condiciones de estrés salino, la concentracién de
proteina plasmatica no se modifico (Weeks et al., 1993). De igual forma, se ha reportado que
en el camarén blanco P. vannamei sometido a un periodo de ayuno de hasta 120 h no se
observaron diferencias significativas en la concentracién de proteinas totales plasmaticas
(Sanchez-Paz et al., 2007). Sin embargo, la exposicion experimental a diferentes patdgenos
puede afectar la concentracién de proteinas en plasma del camarén P. vannamei.
Recientemente se demostro una reduccion significativa (56%) en la concentracion de proteinas
totales en el camaron P. vannamei infectado experimentalmente con el virus del Sindrome de
Taura (Song et al., 2003). En el presente estudio no se encontraron cambios estadisticamente

significativos en la concentracion de proteinas plasmaticas durante el proceso de infeccién,
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debidos quizas a las consecuencias metabdlicas que implica la utilizacion de este tipo de

moléculas como aporte energético.
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Figura 14. Representacion esquematica del efecto de la infeccidn experimental por el IHHNV
en el metabolismo de la glucosa. La ruta normalmente (flechas color negro) procede a través
de la oxidacion de la glucosa a piruvato. Sin embargo, durante la infeccion con IHHNV esta
ruta se altera (flechas en gris) de forma que ocurre un proceso similar a la glucolisis aerobia (o
efecto Warburg), y el piruvato es reducido a lactato. Algunos estudios han reportado la
ocurrencia del efecto Warburg, la produccion favorecida de lactato a partir de glucosa, en
condiciones celulares patoldgicas como céncer o infecciones virales (Chen et al., 2011).
Posteriormente, el lactato es oxidado a piruvato, convirtiéndose en el primer sustrato de la ruta
gluconeogénica. Estudios previos han reportado un incremento en la actividad de algunas

enzimas gluconeogénicas en camarones infectados con WSSV (Mathew et al., 2005).
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Un indicador importante para conocer el estado nutricional y fisiolégico en organismos
peneidos es la determinacion de la concentracion de colesterol en la hemolinfa (Rosas et al.,
2002). Estudios recientes han demostrado que el camarédn blanco P. vannamei en condiciones
de niveles elevados de amonio, la concentracion de colesterol plasmatico disminuyé como
consecuencia de su utilizacion para la sintesis de hormonas y como componente de
membranas (Racotta y Hernandez, 2000). La organizacion de las membranas bioldgicas se
basa en la interaccion de proteinas y lipidos de membrana. Datos recientes indican que dentro
de las membranas existen regiones especificas, Ilamadas balsas lipidicas, caracterizadas por
contener una elevada concentracion de colesterol, esfingolipidos y ciertas proteinas de anclaje.
Las propiedades biofisicas y el alto contenido de moléculas de sefializacion convierten a estas
regiones en un objetivo natural, mediante las cuales los patdgenos pueden adherirse a las
células huésped y secuestrar el trafico intermembranal, perturbar las zonas de sefializacion en
los hospederos, alterar el trafico intracelular permitiendo la maduracion de los viriones y son
medios alternativos utilizados para salir de la célula huésped (Ynske et al., 2010). Existen
bacterias que utilizan citolisinas dependientes de colesterol (CDC) para crear poros en
membranas con rangos de diametros entre 1-50 nm (Rosado et al. 2008). Estas interacciones
también han sido documentadas en diversas infecciones de tipo viral, como en el caso del
virus del dengue, donde se ha observado que la presencia de colesterol en la membrana celular
facilita la fusion con la membrana viral, para que el virus pueda entrar en la célula (Noisakran
et al., 2008). Sin embargo, la presencia de colesterol en la membrana celular no es un requisito
indispensable, para que ocurra la fusion (Kielian y Helenius, 1986; Smit et al., 1999). En el
presente estudio se observd un incremento paulatino, pero continuo, en la concentracién de
colesterol en plasma desde el inicio del ensayo hasta los 14 dpi cuando se observan diferencias
significativas al comparar con los organismos no infectados. Cabe mencionar que el efecto de
diversos patdgenos virales sobre la concentracion de esteroles en plasma no sigue un patrén
definido. Asi, la concentracion de colesterol en plasma puede disminuir durante algunas
infecciones agudas, mientras que en otros casos se ha observado un incremento en la
concentracion de colesterol plasméatico (Beisel, 1981). En este caso, el incremento en la
concentracion de colesterol pudiera explicarse como consecuencia de la concentracion elevada

de glucosa y lactato observados a los 7 dpi. Se ha reportado que tanto el piruvato como el
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lactato son precursores colesterogenicos importantes en hepatocitos de rata (Gibbons vy
Pullinger, 1979). De este modo, los resultados del presente estudio sugieren que el lactato
acumulado durante los primeros 7 dpi es utilizado, posteriormente, como sustrato para la
sintesis de colesterol y &cidos grasos (en los que se observa un incremento a los 14 dpi). Esto
puede ocurrir mediante la oxidacion del lactato a piruvato en citoplasma (Figura 15). El
piruvato es posteriormente internalizado a la mitocondria, donde es transformado a acetil-
CoA. Sin embargo, la membrana mitocondrial es impermeable al acetil-CoA, de modo que su
participacion en la sintesis de acidos grasos y colesterol se ve interrumpida. De este modo, una
molécula de acetil-CoA y una de oxalacetato (proveniente del ciclo de Krebs) se condensan
para formar citrato, reaccion catalizada por la enzima citrato sintasa (E.C. 2.3.3.1). El citrato
es transportado posteriormente de la matriz mitocondrial al citosol, en donde es convertido a
acetil-CoA y oxalacetato por la ATP citrato liasa (E.C. 2.3.3.8). De esta forma el acetil-CoA,
es utilizado como sustrato para la sintesis de acidos grasos y colesterol. Asi, es posible que la
sintesis de colesterol por esta via permita modificar las condiciones de permeabilidad de la
membrana plasmatica. Estudios recientes han demostrado que perturbaciones en el
metabolismo de lipidos son un sello caracteristico en células viralmente infectadas (Blanc et
al., 2011). Autores como Mackenzie et al., (2007) mencionan que una redistribucion del
colesterol de la membrana plasmatica es crucial para la replicacion del virus del Nilo Oriental,
en donde una manipulacién directa de este patdgeno a las vias celulares, especificamente
funciones enzimaticas, promueve la sintesis de este metabolito; facilitando el proceso de
replicacion e inhibiendo la capacidad de respuesta antiviral del hospedero, finalmente
restaurdndose los valores de colesterol en la membrana disminuyendo con esta accion la
replicacion del virus. Asi mismo, se ha reportado que el parvovirus canino induce la
desorganizacion de membranas lo que permite que la membrana tenga mayor fluidez y, por lo
tanto, se facilite la entrada del virus a las células de su hospedero (Pakkanen et al., 2009). Asi,
los resultados obtenidos en este estudio sugieren que los cambios en la concentracion de
colesterol pudieran ser consecuencia de la estrategia adoptada por el IHHNV para modificar la
permeabilidad de la membrana celular, incrementando de esta manera su capacidad de

replicacion y propagacion.
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Figura 15. Esquema simplificado de la ruta de sintesis de colesterol y &cidos grasos a partir de
acetil-CoA. El proceso de oxidacién de la glucosa a piruvato ocurre en el citoplasma, y es
transportado al interior de la mitocondria. Una vez internalizado, el complejo multienzimatico
piruvato deshidrogenasa (PDH) cataliza la conversion del piruvato a acetil-CoA. Dado que la
membrana mitocondrial es impermeable al acetil-CoA este se condensa con el oxaloacetato,
producto del ciclo de Krebs, para generar citrato, reaccion catalizada por la citrato sintasa (EC
2.3.3.1), Posteriormente, el citrato se exporta al citosol y a continuacion, el citrato citosélico es
escindido para generar oxaloacetato y acetil-CoA, reaccién catalizada por la enzima ATP-
citrato liasa (EC 2.3.3.8). Asi, el acetil-CoA es un precursor de la sintesis de &cidos grasos y

colesterol.
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En los camarones, los lipidos son una fuente primaria de almacenamiento de energia y
se encuentran involucrados en procesos fisiologicos como el crecimiento, muda y
reproduccion (Sanchez-Paz et al., 2007). Especificamente la importancia de los trigliceridos
radica en su funcion como principal fuente de energia (D'Abramo, 1997). Durante el
transcurso del presente estudio el comportamiento de acilglicéridos en plasma de organismos
infectados fue muy similar al observado en la concentracion de esteroles. De manera similar
Sanchez-Paz et al., (2007) al exponer a organismos de P. vannamei a un periodo de ayuno
durante 120 h encontré similitudes entre la concentracion de estos dos metabolitos
plasmaticos. Los resultados obtenidos en cuanto a la concentracion de acilglicéridos en
plasma, presentan un comportamiento muy similar al observado en esteroles plasmaticos y
probablemente se ajuste a la explicacion anterior (resultado del uso de lactato acumulado para
la sintesis de esteroles y acidos grasos), mas como una estrategia viral para modificar la
permeabilidad de la membrana, de modo que las demandas ordinarias de energia pasan a
segundo termino.

Hoy se reconoce que los lipidos juegan un papel importante en la interaccién patdégeno-
hospedero, ya que las mdltiples funciones celulares en las que intervienen los lipidos los
convierten en protagonistas principales durante una infeccion viral (Ynske et al., 2010). Al
analizar los datos sobre la concentracion de lipidos totales encontramos un descenso en los
niveles plasmaticos a los 7 dpi lo cual podria explicarse mediante el catabolismo de lipidos
para la sintesis de acetil-CoA y ésta a su vez utilizada para la obtencion de colesterol. Es decir,
una de las rutas catabolicas de lipidos es la -oxidacion de los acidos grasos en donde se
producen fragmentos de dos carbonos, los cuales son aceptados por la coenzima A,
produciendo acetil-CoA, misma que participa en la biosintesis de este metabolito. Sin
embargo, hay que mencionar que si bien se observé un descenso significativo a los 7 dpi hubo
cambios notables en las concentraciones de esteroles y acilglicéridos (componentes
importantes del repertorio lipidico total). Es decir, aunque se detectaron cambios importantes
en la concentracion de esteroles y acilglicéridos, los niveles de los lipidos totales
permanecieron relativamente estables durante el proceso infeccioso, por lo que es claro que

existe un cambio en cuanto a la poblacion de distintas especies de lipidos. Esto debera
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estudiarse cuidadosamente mas adelante, ya que podria elucidar una parte importante del
proceso infeccioso.

El hepatopancreas es un drgano vital en los crustaceos y en él se lleva a cabo la
absorcion de nutrientes, metabolismo de proteinas, lipidos y carbohidratos, sintesis y secrecién
de distintas enzimas digestivas (como la tripisna) y sintesis de proteinas plasméticas (como la
hemocianina y lipoproteinas) (Sanchez-Paz et al., 2007), las cuales en conjunto preservan la
integridad celular regulando la degradacion de las reservas energéticas (Sanchez-Paz et al.,
2006). Ademas, es el sitio de reserva de fuentes de reservas energéticas (como el glucdgeno) y
participa en los procesos de excrecion y muda (Sanchez-Paz et al., 2007). En camarones
expuestos a un periodo de ayuno prolongado se presentd una reduccién en el indice
hepatosomatico de ~35% en comparacion con organismos sin esta condicion estresante
(Sanchez-Paz et al. 2007). Durante el transcurso de la infeccion con IHHNV no se observaron
diferencias estadisticas en cuanto al valor de este indice, probablemente debido a la aparente
relacion con el comportamiento de glucégeno explicado anteriormente.

En el presente estudio no se observaron diferencias significativas en la concentracion
de glucosa hepatopancreatica en los organismos infectados en comparacion con los
observados con los organismos del grupo control. Estos resultados contrastan con los
observados por Yoganandhan et al., (2003), quienes reportaron una reduccion significativa en
la concentracion de glucosa en hepatopancreas de organismos infectados con WSSV. Esta
diferencia se podria deber a que los camarones infectados con WSSV pueden requerir un
aporte energético inmediato para impulsar la demanda de energia necesaria para activar y
mantener la respuesta inmune contra un virus de replicacion muy répida; mientras que en el
caso de los camarones infectados con IHHNV, dada la baja tasa de replicacion de este virus,
los organismos no requieren hacer uso urgente de fuentes de energia.

El glucdgeno, como se menciond anteriormente, es almacenado en el hepatopancreas
(Verri et al., 2001) y este metabolito proporciona un suministro constante de glucosa, ademas
de generar los precursores para la sintesis de quitina (Cuzon et al., 2000). Si bien, no se
observaron diferencias significativas en la concentracion de glucdgeno hepatopancreéatico
entre los organismos infectados y los controles, es evidente la tendencia paulatina, pero

constante, a incrementar los niveles de glucogeno en los organismos infectados. Este
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incremento pudiera ser el resultado de la acumulacion de glucosa plasmatica observada en los
primeros 7 dpi, aunque se requieren estudios posteriores para demostrarlo. Asi mismo, los
datos anteriormente mencionados acerca del comportamiento del IHS durante el experimental,
pudieran estar reflejando una estrecha relacion entre este factor fisioldgico y la condicion
relativamente estable y tendiente al incremento de glucégeno hepatopancreético.

En lo que respecta a la utilizacion de las reservas proteicas, hace algunas décadas se
propuso que estas eran la opcion de utilizacion como fuente de energia preferente para el
camardn (New, 1976); sin embargo, estudios recientes indican que la glucosa es la fuente
principal de obtencidn inmediata de energia (Sanchez-Paz et al., 2007), ya que mientras ésta es
rapidamente consumida, la concentracién de proteina disminuye lentamente. Esta respuesta
puede ser una estrategia metabolica adaptativa para evitar el costo fisioldgico ocasionado por
el consumo de macromoléculas. En el presente estudio la concentracion de proteina total en
los organismos infectados y los organismos del grupo control no mostré diferencias
significativas.

La estructura de la membrana celular depende en gran parte de la combinacion de
lipidos y proteinas. Adicionalmente, en tejidos especificos se acumulan lipidos que sirven
como reservas energéticas (Yepiz-Plascencia et al., 2000). El hepatopancreas funciona como
el 6rgano de almacenamiento lipidico mas importante en crustaceos, de modo que las grasas
presentes en el alimento son digeridas y absorbidas a través del tracto digestivo y
transportados a este 6rgano (Sanchez-Paz et al., 2006). El colesterol es un nutriente esencial
para crustaceos ya que ellos son incapaces de la sintesis de novo de este anillo esteroidal
(Rabid et al., 1999). Algunos estudios precedentes indican que infecciones de tipo viral
pueden interferir en el metabolismo lipidico. Existen reportes que indican que camarones
infectados con WSSV presentan un comportamiento letargico, mismo que se ha asociado a
una interferencia en el catabolismo de lipidos, resultando en elevadas concentraciones
lipidicas en las células afectadas (De Croos et al., 2004). Nuestros resultados coinciden con lo
anteriormente mencionado, ya que se observé un incremento significativo tanto en la
concentracion de lipidos totales, esteroles y acilgliceridos en hepatopancreas en los
organismos infectados. La posible explicacion de estos hechos esta muy relacionado a los

eventos observados en plasma. Durante los primeros dias de infeccidn existe una acumulacion
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de glucosa y lactato. Aparentemente, las vias para sintesis de glucégeno y el ciclo de Krebs
son inhibidas temporalmente. Posteriormente, existe un evento que permite que estas rutas
fluyan nuevamente, y los niveles de glucosa y lactato disminuyen drasticamente, permitiendo
el flujo de precursores de sintesis de esteroles y acidos grasos. Sin embargo, se requieren mas
estudios para corroborar si esto ocurre a nivel de actividad enzimética, regulacion génica o si
dicho incremento es mediado, dirigido o regulado por el huésped o el hospedero.

Como se menciond anteriormente, la importancia de los triglicéridos radica en su
funcién como principal fuente de energia (D'Abramo, 1997), Sin embargo, en condiciones que
alteran el metabolismo de los lipidos, esta energia podria ser desviada de su destino normal,
esto se ve reflejado en los resultados obtenidos en este estudio, que pueden ser un indicativo
de que las células son estimuladas por el virus para la liberacion de lipidos, acilglicéridos y
esteroles, los cuales seran utilizados en el proceso de replicacion del patdgeno y no en el uso
como energia de crecimiento del organismo afectado, ya que durante el desarrollo del
experimental, la concentracion hepatopancreética de acilglicéridos y lipidos totales, mantuvo
una tendencia al incremento, observandose niveles mas elevados en el grupo de los

organismos infectados.
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IX. CONCLUSIONES

Al inicio del proceso infeccioso ocurre un estado hiperglucémico e hiperlactatémico en
plasma, seguido de un decremento significativo en los niveles de ambos metabolitos al
finalizar la fase de replicacion viral.

Existe un incremento significativo en la concentracion de esteroles y acilglicéridos medidos en
plasma y hepatopancreas a partir de los 14 dpi.

La afectacion del metabolismo energético del camar6n por el metabolismo infeccioso del
IHHNV, puede favorecer la replicacion y propagacion del virus en el hospedero.

Un estudio detallado sobre modificaciones en el perfil lipidico provocado por el IHHNV,
pudiera sugerir una estrategia para contrarrestar los efectos adversos de este virus sobre su

hospedero. Ademas, pudiera explicar el crecimiento retardado del hospedero.
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