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RESUMEN

Se evalué el efecto del lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli (2mg LPS/Kg de peso huiimedo) y del amonio
disuelto (5 mg/L), en las concentraciones de acido ascérbico (AA) en el musculo y el hepatopancreas de Litopenaeus
schmitti. A las 24 horas de la inyeccién de LPS, las concentraciones de AA en el hepatopancreas y el musculo
fueron significativamente mas bajas que en el control. Las altas concentraciones de amonio provocaron a las 169
horas un decrecimiento en los valores de AA, tanto en el musculo como en el hepatopancreas. Los resultados
obtenidos evidencian que el estrés causado por LPS y por el amonio, incrementé la demanda de AA en los tejidos
analizados. Esto podria resultar en un mayor requerimiento de AA para responder a estas necesidades.
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ABSTRACT

The effect of Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS) )(2 mg LPS/Kg wet weight) and dissolved ammonia
concentration (5 mg/L) in muscle and hepatopancreas ascorbic acid (AA) concentrations, was evaluated in
Litopenaeus schmitti. After 24 hours LPS injection, hepatopancreas and muscle AA concentration were significantly
lower than control. A reduction in hepatopancreas and muscle AA content with high dissolved ammonia
concentration was recorded at 169 hours. The results showed that LPS and ammonia stress increased the AA

request in the analized tissues. This suggests a higher AA requirement to respond to these necessities.

Key words: lipopolysaccharide; ammonia; ascorbic acid; vitamin C; shrimp culture; Litopenaeus schmitti.

Los camarones sometidos a cultivo se encuentran
expuestos a fluctuaciones de diversos factores
tales como la temperatura, pH, oxigeno y amonio,
entre otros, asi como a agentes patogenos que
pueden llevar a situaciones de estrés y causar
variadas respuestas en el organismo. El amonio
resultante de la excrecion de los camarones
cultivados asi como de la mineralizacion de
detritus organico como las heces y de los residuos
del alimento, puede llegar a ser muy toxico y se ha
reportado que altas concentraciones en el medio
afectan el crecimiento, la muda y la respuesta
inmune (Chen y Kou, 1992, Le Moullac y Haffner,
2000) . La entrada de una sustancia extrana al
organismo, tal como una bacteria o un virus,
puede ocasionar una disminucién en el
crecimiento, bajas supervivencias y en general un
deterioro de la salud de los animales (Wedemeyer y
Wood, 1974, Iwama y Nakanishu, 1996).
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Numerosos estudios han senalado el papel del
acido ascorbico (AA) o vitamina C en la respuesta
de los camarones ante diferentes patdégenos asi
como ante el estrés ambiental. (Masumoto et al.,
1991, Merchie et al., 1998, Wang et al., 2006). El
acido ascorbico es requerido por todas las especies
animales, en las que juega un importante papel en
la nutricibn. Actia como un poderoso agente
reductor en las células y tejidos del cuerpo, como
cofactor en las reacciones de hidroxilacion de
prolina a hidroxiprolina y es un regulador en la
sintesis de esteroides (Hunter et al., 1979, Conklin,
1997, Groff y Cropper, 1999). En la mayoria de los
animales acuaticos, incluyendo los crustaceos, el
AA debe ser suministrado a través de la dieta al no
poseer la enzima L-gulonolactona oxidasa, la cual
se requiere para la biosintesis del ascorbato a
partir de la glucosa como precursor (Sato y
Udenfriend, 1978).
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En los camarones peneidos el acido ascérbico es
esencial, aunque aun existen discrepancias sobre
los requerimientos para alcanzar crecimientos
optimos y mantener una salud adecuada.
Independientemente de la forma quimica en que se
suministre, las fluctuaciones en el estatus del AA,
relacionadas con su metabolismo, consumo,
interacciones dietéticas, asi como factores fisicos y
ambientales, podrian resultar en variaciones en la
resistencia a infecciones y en la respuesta al
estrés (Waabo et al. 2001). En condiciones
estresantes, se podrian requerir mayores
concentraciones de AA que las necesarias para un
adecuado crecimiento (Chen y Chang, 1994).

El acido ascorbico es almacenado en diversos
tejidos como el cerebro, bazo, rinén, higado y
musculo, para responder a demandas especificas
del organismo ante diversas situaciones como el

estrés ambiental o el ataque de patégenos
(Thomas, 1990; Sanders, 1991, Gabaudan y
Verlhac, 2001). Aunque todos los tejidos no

responden con la misma variacion ante una
condicion desfavorable, la concentracién de AA ha
sido wutilizada en peces como un indicador
subclinico de su deficiencia, tal como sefalan Lim
y Lovell (1978).

En el presente trabajo se evaltan los efectos de
elevadas concentraciones de amonio disuelto y un
reto a un lipopolisacarido (LPS) de la bacteria
Escherichia coli, en las concentraciones de acido
ascorbico en el musculo y el hepatopancreas de
Litopenaeus schmitti.

MATERIALES Y METODOS
Condiciones experimentales.

Camarones procedentes de la Estacion de
Camaronicultivo de Yaguanabo, Cienfliegos, con
pesos entre 20-40 g, fueron situados en tanques de
100 L de capacidad con un sistema de
recirculacion de agua a través de filtros biolégicos
y mecanicos. Los ejemplares fueron mantenidos
con aireacién constante y durante el experimento
la salinidad se mantuvo en 36.1 + 0.09 ups, la
concentracién de oxigeno en 5.57 + 0.01 mg.L!, el
pH en 7.9 + 0.02 y la concentracion de amonio en
0,07 £ 0.009 mg.L!, excepto cuando se indique en
el texto. El fotoperiodo fue de 12 horas luz-12
horas oscuridad. Los dos experimentos fueron
realizados con camarones en periodo de intermuda
después de 2 semanas de aclimatarse a las
condiciones de laboratorio.
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Los camarones fueron alimentados con una dieta
comercial (Zeigler Brothers Inc.) la cual tenia L-
ascorbil-2-polifosfato (APP) como fuente de acido
ascorbico.

Experimento con LPS

Los camarones se inyectaron en las coxas del
tercer par de pereiopodos con 2 mg LPS.Kg! de
peso humedo (menor que la LD s50) (datos no
publicados). El LPS empleado, es un componente
de la membrana externa de la pared celular de la
bacteria Escherichia coli serotipo 05:B55 (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, E.U.). Se inyect6 un
grupo control con una solucién salina (450 mM
NaCl). A las 24 horas de la inyeccion, 40 animales
fueron sacrificados, se tomaron muestras de
musculo y hepatopancreas y se conservaron en
nitrégeno liquido para su posterior analisis.

Experimento con altas concentraciones de
amonio disuelto.

Se situaron 30 camarones en 3 tanques con agua
de mar conteniendo 5 mg.L'! de NH3+NH4*. Para
mantener los valores deseados de amonio en el
transcurso del experimento, los tanques se
aislaron del sistema general de recirculaciéon de
agua y ésta se reemplazé diariamente en un 30%
eliminandose las heces y los restos de alimento. Al
agua se le adicion6 cloruro de amonio para
alcanzar y mantener la concentracién de amonio
en un rango entre 4-6 mg.L'l. En el grupo control
el amonio se mantuvo en 0.07 £ 0.009 mg.L-1. El
amonio fue determinado con un analizador digital
ORION acoplado a un electrodo. A las 24, 72 y 169
horas de iniciado el experimento se tomaron
muestras de musculo y hepatopancreas y se
conservaron en nitrégeno liquido para posterior
determinacion del acido ascérbico.

Analisis bioquimico

Para la determinacion del acido ascorbico se
emple6 el método espectrofométrico que utiliza
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), modificado por
Dabrowski y Hinterleitner (1989). Se hicieron
analisis duplicados de cada ejemplar y para cada
tejido.

Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas en las concentraciones
de acido ascérbico en el musculo y el
hepatopancreas en el experimento del amonio
fueron determinadas mediante un analisis de
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varianza de una via seguido de una prueba Tukey
para comparacion de medias. Una prueba t-
Student fue empleada en el experimento con LPS.
Previamente se realizaron analisis para verificar la
normalidad y homogeneidad de varianzas (Kolmo-
gorov-Smirnov y Bartlett). Los resultados fueron
considerados significativos a p< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento con LPS

Los camarones sometidos a un reto con LPS
presentaron a las 24 horas de la inyeccién,
concentraciones de AA en el hepatopancreas que
fueron significativamente mas bajas que el grupo
control. En el musculo no se observaron marcadas
variaciones en los valores obtenidos (Tabla 1).
Altas concentraciones de AA se encontraron en el
hepatopancreas, mientras que en el musculo
fueron mucho mas bajas, lo cual estd en
correspondencia con lo reportado por otros autores
(Bai, 2001; Gabaudan y Verlhac, 2001). Diversos
trabajos senalan que la concentracion de AA en
estos dos tejidos puede se usada como un indice
del estatus de AA (Murai et al., 1978, Shelback et
al., 1990, Bai, 2001).

LPS es un componente estructural muy importante
en la pared celular de las bacterias y ésta es
usualmente la primera estructura del patégeno
que se pone en contacto con el sistema inmune del
camaroén, ejerciendo un efecto muy potente en éste
(Newman y Bullis, 2001). La entrada de LPS al
organismo, desencadena una serie de eventos que
conducen a la liberacién de los granulos
contenidos en los hemocitos para dar muerte al
patogeno antes de ser fagocitado y encapsulado.
En la trucha arco iris, la entrada del patégeno
induce la activacion del estallido oxidativo,
produciéndose altas cantidades de especies
reactivas al oxigeno (ROS) en los leucocitos que
atacaran la pared celular de la célula bacteriana.
Estas ROS son liberadas intra y extracelularmente
y son téxicas para la misma célula. El acido
ascorbico presente, tanto intra como extra celular,
protege a la célula de wuna auto oxidacion
(Gabaudan y Verlhac, 2001). En Penaeus
monodon, Song y Hsieh (1994) demostraron in vitro
que se producia un estallido respiratorio seguido a
la estimulacién con PMA, zymosan y beta-glucanos
y las cantidades generadas de intermediarios
reactivos al oxigeno (ROI) por los hemocitos del
camaroén fueron similares a las observadas en los
macroéfagos de los peces. En el presente estudio, el
drastico descenso de la concentracién de AA en el
hepatopancreas de los camarones sometidos al
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reto, podria estar relacionado con su liberacion a
la hemolinfa y actuando como un antioxidante,
protegeria a las células del dafno oxidativo.

Experimento con altas concentraciones de
amonio disuelto

Después de 72 horas de ser expuestos los
camarones a concentraciones de amonio de S
mg/L, decrecieron significativamente los valores de
AA en el hepatopancreas. En el musculo, las
concentraciones fueron declinando hasta alcanzar
los menores valores a las 169 horas (Tabla 2).

El amonio puede llegar a ser muy toxico en los
crustaceos, afectando el crecimiento y la muda
(Chen y Kou, 1992), el consumo de oxigeno
(Racotta y Hernandez-Herrera, 2000) y la
respuesta immune (Le Moullac y Haffner, 2000;
Rodriguez-Ramos, com. per.), por lo que diversos
mecanismos estan implicados en el organismo
para responder al estrés a que esta siendo
sometido.

Ha sido senalado que un incremento en la
concentraciéon de amonio en el agua reduce la
excrecion amoniacal y se elevan los niveles en la
sangre y en los tejidos, lo que produce marcados
efectos en la fisiologia del camarén (Dall et al.,
1990), reduciendo el consumo del alimento para
asi disminuir la produccién de amonio (Colt y
Amstrong, 1981). Aunque en el presente trabajo no
se cuantifico el consumo del alimento, pudo haber
ocurrido una disminucién en la tasa de ingestién,
afectandose las cantidades de AA consumidas. Las
deficiencias dietéticas de AA han sido relacionadas
con un decrecimiento de la actividad de la
fosfatasa alcalina (Lim et al., 2001) la cual es
capaz de hidrolizar el grupo fosfato de las formas
monofosfatadas del AA y liberar la forma nativa del
AA para su posterior absorciéon (Kittakoop et al.,
1996, Maffia et al.,, 2001)). Estudios in vitro han
demostrado que el AA actiia como un estimulador
de la sintesis de la fosfatasa alcalina (Pizauro et
al., 2002). Un menor consumo del AA pudo causar
una disminuciéon de la sintesis de la fosfatasa
alcalina y/o una menor actividad, afectando la
liberacién del AA nativo y su incorporacion a los
tejidos.

El amonio y los nitritos son captados del medio y
acumulados en la hemolinfa a través de un
mecanismo asociado a las células encargadas del
transporte activo de las sales, que se encuentran
en las branquias, pudiendo una parte del amonio
presente en la hemolinfa ser convertido a nitrito
dentro del camarén y posteriormente ser liberado
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Tabla 1. Concentraciones de acido ascorbico (ug AA.g de tejido!) en camarones sometidos a reto con LPS.
Valores con diferentes superindices indican diferencias significativas (p<0.05)

LPS (n=18) Control (n=18)
Tejido Media * ES Media + ES
Musculo 12.192 £ 1.19 18.04 2 +1.33
Hepatopancreas 156.002 + 11.10 332.76» £ 3591

Tabla 2. Concentraciones de acido ascérbico (ug AA.g de tejidol) en camarones sometidos a altas
concentraciones de amonio. Valores con diferentes supraindices indican diferencias significativas (p<0.05)

Control 24 h 72 h 169 h

Tejido (n=14) (n=10) (n=9) (n=11)
Media + ES Media = ES Media = ES Media = ES
Musculo 6.80c+ 0.94 2.842b £ 0.79 5.02bc + 1.28 0.502 = 0.37
Hepatopancreas 92.94b+ 11.49 123.05P+ 10.02 75.482 £ 6.92 43.332 + 4.69

en situaciones de estrés por amonio (Chen y Lin,
1995). Se conoce que la intoxicacién por nitrito
puede causar dahos estructurales y bioquimicos
en los hepatocitos de Oncorhynchus mykiss a las
72 horas de exposicion asi como en el musculo de
Penaeus monodon (Mensi et al., 1982, Muir et al.,
1991). Es probable que las altas concentraciones
de amonio a las que estuvo sometido Litopenaeus
schmitti, provocaran danos en el musculo y
afectaran la absorcion y/o acumulacion del AA en
las células R del hepatopancreas.

Wang et al. (2006) demostraron en Litopenaeus
vannamei, que el amonio influye en la producciéon
de intermediarios reactivos de oxigeno (ROI) y en el
sistema enzimatico antioxidante. Los valores de
ROI fueron mas bajos en los camarones alimen-
tados con Artemia enriquecida con L-ascorbil-2-
polifosfato y la actividad de las enzimas
antioxidantes fue mas elevada. Teniendo en cuenta
que el AA, en su papel como agente reductor y
antioxidante, secuestra radicales libres perjudi-
ciales al organismo, es posible que la exposicion de
Litopenaeus schmitti a altas concentraciones de
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amonio, haya provocado un elevado requerimiento
de AA para dar respuesta a esta alteracion del
metabolismo, conduciendo a un decrecimiento en
las concentraciones en el musculo y el hepato-
pancreas.

Otra causa de la disminucion de las
concentraciones de AA al incrementarse los
niveles de amonio seria por una mayor demanda
de éste para ser utilizado en la biosintesis de la
carnitina, la cual esta involucrada en el
metabolismo lipidico. Se ha reportado un aumento
en la glucosa sanguinea y en la movilizaciéon de los
lipidos en los camarones sometidos a un estrés de
amonio (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000), que
podria  estar mediado por la  hormona
hiperglucemiante de los crustaceos (CHH), la cual
esta involucrada en el metabolismo de la glucosa y
de los lipidos (Santos et al., 1997).

La participacion del AA en diversas funciones
biologicas, hace complejo poder dilucidar las
causas del decrecimiento de su concentracion en el
hepatopancreas y el musculo, no obstante se
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demuestra por primera vez en Litopenaeus schmitti
que las condiciones de estrés a que fueron
expuestos los camarones provocaron incrementos
en la demanda de AA en los dos tejidos analizados,
lo que puede implicar un mayor requerimiento
dietético.
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