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Cambios de la actividad de acetilcolinesterasa

en camaron (Litopenaeus vannamei) expuestos

a baja concentracién de malation y sulfato de
cobre

Changes in acetylcholinesterase activity in
shrimp (Litopenaeus vannamei) exposed to low
concentration of malathion and copper sulfate

RESUMEN

En la cercania de los sistemas de produccién de
camarén de Nayarit, México, existe variedad de
cultivos agricolas en los que se utiliza diferentes
sustancias quimicas, las cuales podrian
incorporarse via agua a los estanques de
camar6n. El objetivo del presente trabajo, fue
evaluar en condiciones de laboratorio el cambio
de actividad de AChE y proteina total en el
miusculo (MS) y hepatopancreas (HPT) de
camarén blanco, expuestos por 96 horas a baja
concentracion del malatién y de sulfato de cobre.
La actividad de AChE en el MS presenté una
tendencia a disminuir, mientras que en HPT la
respuesta fue a incrementar la actividad
enzimatica, de igual manera la actividad de
AChE en tejidos de camarones expuestos a
sulfato de cobre fue la de incrementar. La
concentracion de proteina total increment6 en
MS y en HPT por exposicién a la mayor
concentraciéon de malatién, mientras que con
sulfato de cobre, solo la proteina total en el MS
presenté tendencia significativa a incrementar
por el estrés ocasionado por las sustancias
quimicas ensayadas.

metal,
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ABSTRACT

Near the shrimp production systems of Nayarit,
Mexico, there is a variety of agricultural crops in
which different chemical substances are used,
which could be incorporated via water into the
shrimp ponds. The aim of this study was to
evaluate under laboratory conditions the change
of AChE activity and total protein in the muscle
(MS) and hepatopancreas (HPT) of white
shrimp, exposed for 96 hours to Ilow
concentrations of malathion and copper sulfate.
The AChE activity in MS showed a tendency to
decrease, while in HPT there was a response to
increase the enzymatic activity, likewise the

AChE activity in tissues of shrimp exposed to
copper sulfate increased. Total protein
concentration increased in MS and HPT due to
exposure to the highest concentration of
malathion, while with copper sulfate, only total
protein in MS showed a significant tendency to
increase due to the stress caused by the
chemicals substances tested.

Keywords: Shrimp, enzyme, metal, pesticide,
protein.

INTRODUCCION

La produccién agricola de Nayarit, se posiciona
en el lugar 17 en la aportacién nacional, los
municipios de la zona norte de Nayarit son los
mas productivos respecto a la actividad
agricola, el municipio de Santiago Ixcuintla
cuenta con una superficie sembrada de 58,196
hectareas, le sigue

Tecuala con 39,116 hectareas, Rosamorada con
34,765 hectareas y San Blas con 31,989 hectareas
sembradas (SIAP, 2019). Para lograr las cosechas
de la superficie sembrada, es necesario el uso de
sustancias quimicas organicas (insecticidas)
entre otras sustancias inorgdnicas a base de
metales para proteger los cultivos de las plagas.
Gonzalez-Arias et al. (2010) sefiala que en
Nayarit, los mdas comercializados son los
insecticidas (45.9 %), los herbicidas (30.5 %) y los
fungicidas mayormente componentes metalicos
(201 %). El malatiéon (C10H1906PS2) es un
insecticida organofosforado, que se deriva del
acido fosférico y presenta dtomos de fosforo y
azufre (EPA, 2006), ocasionan efectos sobre el
sistema nervioso y especificamente la inhibicién
de la actividad de acetilcolinesterasa (AChE) se
ve disminuida en invertebrados y vertebrados
acuaticos (Tongbai et al., 2012; Russom et al.,
2014). El sulfato de cobre (CuSOy) es un producto
comercial frecuentemente aplicado al agua de los
estanques de camardn, para evitar la presencia
de macro y micro algas, cianobacterias y de
moluscos (Mytilidae) que provocan reduccién de
la concentracion de oxigeno del agua (Bautista et
al., 2015: Gallardo-Rodriguez et al., 2018).

En el estado de Nayarit se tiene registro de 309
unidades de produccién camaronicola (SIAP,
2019), que se localizan cerca de zonas con
elevada actividad agricola (FIRA, 2009; Frias-
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Espericueta et al., 2011). Debido al constante uso
de insecticidas organofosforados y fungicidas a
base de cobre en los cultivos agricolas del
noroeste de Nayarit y en el agua de estanques de
camarén, se realizaron experimentos para
evaluar el posible efecto sobre la actividad de
acetilcolinesterasa y la proteina total en musculo
y en hepatopéncreas de juveniles de L. vannamei
expuestos a cuatro concentraciones de malation
y a cuatro concentraciones de sulfato de cobre
por 96 horas de exposicién.

MATERIALES Y METODOS

Los 200 camarones juveniles fueron donados por
la granja camaronera “Los Sauces” ubicada en el
municipio de San Blas, Nayarit. Los cuales
fueron transportados al laboratorio con aireacién
constante y a 25 unidades practicas de salinidad
(ups), posteriormente, fueron colocados en un
recipiente de 400 litros de capacidad, los cuales
se aclimataron gradualmente en tiempo hasta
que se obtuvo agua a 10 ups. Después, 160
camarones (16/acuario) fueron colocados al azar
en 10 acuarios de cristal con capacidad de 60
litros por acuario (60x40x33 cm) y fueron
aclimatados por tres dias mas (pH 7.8, oxigeno
fue 6.5 mg L1 y temperatura ambiente de 25 °C).
Del malatién y del sulfato de cobre fueron
aplicadas cuatro concentraciones que fueron las
correspondientes al 1 %, 10 %, 20 % y 50 % de las
CL50-96 h (0.078 mg L1y 3512 mg L7) en
porcentaje reportadas por Bautista 1995 y Frias-
Espericueta et al., 2003, ademas fue utilizado un
grupo de organismos control en cada sustancia
quimica. El disefio experimental fue por
duplicado y fue considerada una fuente de
variacién, no se realiz6 recambio de agua
durante un tiempo de 96 horas de exposicion.

Analisis de la actividad de AChE

Para medir la actividad de la acetilcolinesterasa
se utilizé la metodologia descrita por Ellman et
al. (1961), adaptada a microplaca (Herbert et al.,
1995), la cual se basa en un método colorimétrico.

Preparacion de las muestras

Los tejidos fueron diseccionados sobre cama de
hielo y a temperatura ambiental de 19 °C,
posteriormente  fueron suspendidos  por
separado en una solucién tampoén de fosfatos 0.1
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Molar a pH 7.2, en una proporciéon 1:5
(peso/volumen), fueron  homogeneizados
durante un minuto a 7000 rpm en
homogeneizador Politrén (PT-1300D Kinematica
Inc. USA). Las muestras de musculo fueron
tomadas de la parte dorsal del primer segmento
abdominal del camarén y el hepatopédncreas fue
extraido completo. Las suspensiones se
mantuvieron a 4 °C durante todo el proceso para
evitar la desactivaciéon de la enzima. Las
suspensiones resultantes del homogeneizado se
centrifugaron a 8500 rpm durante 30 minutos en
una centrifuga refrigerada (HERMLE, Z383K
MK2 GERMANY), a 4 °C. Una vez centrifugado
fue separado el sobrenadante y fue realizado el
analisis.

Preparacion de la solucién de reaccién
Solucién 1. En la preparaciéon de acetiltiocolina
como substrato a 0.075 Molar, se pesaron 10.8 mg
y se disolvieron en 0.5 mL de agua bidestilada.
Solucién 2. Para la preparacion del DTNB (acido
5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico) a 10 milimolar,
fueron pesados 9.9 mg, ademas 3.75 mg de
hidrégeno carbonato de sodio (NaHCOs
SIGMA). Ambos fueron diluidos en 2.5 mL de
tampén fosfato. Para la preparacion de la
solucién de reaccion, fueron utilizados 30 mL de
tampon fosfato, y ademas fue afiadido 0.2 mL de
la solucién (1) y 1 mL de la solucién (2).

La placa utilizada para el analisis fue de 96
pozos, 50 pL del sobrenadante fueron colocados
y después fueron afiadidos 250 pL de la solucién
de reaccién. Una vez aplicada la solucién de
reaccion, se realizé a los 10 minutos la primera
lectura de las muestras, posteriormente, a los 5
minutos fue realizada una segunda lectura. Las
lecturas de absorbancia fueron hechas a 405
nanémetros en lector de microplacas Awareness
(Stat Fax® 2100). La actividad de AChE, se
expresa en nmol min! mg! de proteina.

Cuantificacion de la proteina total

La proteina total fue determinada en musculo y
en hepatopancreas por el método de Bradford
(1976), adaptado a microplaca por Herbert et al.
(1995). La soluciéon de reaccién (Bio-Rad) fue
preparada en una proporcién 1:4, con agua
bidestilada, ademéas albimina de suero de
bovino (BSA-SIGMA) fue utilizada como
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estandar para realizar la curva de calibracién de
acuerdo con las instrucciones del kit Bio-Rad. La
concentraciéon de proteina fue determinada en 10
pL de cada tejido por triplicado, a los cuales les
fue agregado 200 pL de solucién de reaccién. Las
lecturas de absorbancia fueron realizadas a 630
nm en lector de microplacas Awareness (Stat
Fax® 2100).

RESULTADOS

De acuerdo con estudios toxicolégicos que
seflalan que el tamafio y el peso de los
organismos puede influir en la respuesta ante
una sustancia toxica, fue realizado un anélisis de
varianza (ANOVA una via) a los valores de talla
(cm) y del peso (g) de los organismos utilizados
en los dos experimentos. Los valores de talla
(12.35 £ 0.40 cm) y peso (10.03 = 1.17 g) de los
organismos  experimentales expuestos a
malatién, no mostraron diferencias significativas
(P>0.120) y (P>0.200). Mientras, que los valores
de talla (12.27 £ 0.76 cm) y peso (9.88 £1.79 g) de
organismos utilizados en el experimento con
sulfato de cobre, de igual manera no fueron
detectadas diferencias significativas (P>0.074) y
(P>0.130), respectivamente. Por lo tanto, se
corrobora que el peso y la talla de los organismos
utilizados, no pude ser indicativo de
variabilidad en la respuesta de los organismos a
la exposicibn a cuatro concentraciones de
malatién y del sulfato de cobre.

Actividad de AChE expuestos a malation

Los valores promedios de actividad de
acetilcolinesterasa fueron mayores en los
organismos no expuestos (Control), mientras
que en los diferentes tratamientos de malatién,
los valores promedios de actividad de AChE
fueron significativamente diferentes (P<0.05) a
los valores promedios de organismos del grupo
control (Figura 1). El mayor porcentaje de
inhibicién de la AChE fue 68.5 % y se presentd
en el analisis de musculo de camarones a 96 h de
exposicion a 0.039 mg L1 del malation.
Contrariamente, en el andlisis de actividad de
AChE en hepatopancreas, la tendencia de AChE
fue la de incrementar con las diferentes
concentraciones del malatién y solo la actividad
promedio de AChE de camarones analizados en
la concentracién de 0.00078 mg L1 presentd
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diferencias significativas (P<0.05) a los valores
promedios de actividad de AChE en
hepatopancreas de organismos del grupo control
y de organismos expuestos a 0.039 mg L1 de
malatién. Mientras que el mayor porcentaje de
inhibicién de AChE en hepatopéncreas fue 58.6
% y sucedi6 en camarones que fueron expuestos
a 0.00078 mg L1 con respecto al valor promedio

de camarones expuestos a la mayor
concentraciéon de malatiéon (0.039 mg L-1).
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Figura 1. Actividad de acetilcolinesterasa en dos
tejidos de camarén expuestos a malation.
ANOVA de una via para cada tejido.
Comparacién de promedios prueba Holm-Sidak
(P<0.05).

Actividad de AChE expuestos a sulfato de
cobre

Respecto a la actividad de AChE determinada en
el musculo de camarones expuestos a sulfato de
cobre, se determiné una tendencia a disminuir a
partir de la actividad presente en el musculo de
camarones del grupo control, pero sin
representar diferencia significativa (P>0.05), solo
diferencias significativas fueron determinadas
entre los valores promedios de AChE de
camarones expuestos a la maxima concentracion
(1756 mg L1), con respecto a los valores
promedios de musculo de camarones expuesto a
7.02 mg L1 de sulfato de cobre (Figura 2). El
porcentaje de inhibicién mayor fue de 52.3 % y
fue calculado considerando la actividad de
camarones del grupo control como el 100 % vy,
mencionado porcentaje de inhibicién fue en el
miusculo de camarones expuestos a 7.02 mg L1
de sulfato de cobre.
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Respecto a la actividad de AChE determinada en
hepatopancreas de camarones expuestos a
sulfato de cobre, la tendencia fue similar a la
presentada en el mismo tejido de camarones que
fueron expuestos a malatién, la cual fue la de
incrementar la actividad de la enzima en
camarones expuestos a 0.35 mg L de sulfato de
cobre, con diferencias significativas (P<0.05) con
respecto a los valores promedios de actividad de
AChE en hepatopancreas de camarones del
grupo control y con camarones expuestos a la
mayor concentracién experimental de sulfato de
cobre (17.56 mg L1). El porcentaje de inhibicién
de la actividad de AChE en hepatopancreas fue
de 57.8 %, entre los camarones expuestos a 0.35
mg L, con respecto a los camarones expuestos a
17.56 mg L1 de sulfato de cobre.
Concentraciéon de proteina de camardn
expuesto a sustancias quimicas

El valor promedio mas bajo de proteina total fue
registrado en el musculo de camarones
expuestos a la menor concentracién de malation
(0.00078 mg L1) y presentd solo diferencias
significativas (P<0.05), con respecto a los valores
promedio de proteina de camarones expuestos a
la mayor concentracién (0.39 mg L) de malation
(Tabla 1).

[
o

=]
=}

wn

B Musculo

=]
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0.35 3:5 7.02 17.56

Sulfato de cobre en mg L*!

Control

Figura 2. Actividad de acetilcolinesterasa en dos
tejidos de camarén expuestos a sulfato de cobre.
ANOVA de wuna via para cada tejido.
Comparaciéon de promedios prueba Holm-Sidak
(P<0.05).

Mientras que los dos menores valores promedio
de proteinas fueron en el hepatopancreas de
camarones del grupo control (3.18 + 0.71 mg mL-
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1) y en los camarones expuestos a 0.0156 mg L1
(3.36 £ 1.30 mg mL1) de malatién, valores de
proteina que  fueron  significativamente
diferentes (P<0.05) a los valores de proteina de
camarones expuestos a la mayor concentraciéon
del malation.

Respecto a los camarones expuesto al sulfato de
cobre, la tendencia determinada fue la de
incrementar la concentracion de proteina total en
el musculo de camarén con relacién al valor
promedio de proteina de camarones del grupo
control (5.74 %= 3.13 mg mL7). Diferencias
significativas (P<0.05) fueron encontradas entre
los valores promedios de proteina total en el
musculo de camarones del grupo control, con
respecto a los valores promedios de proteina de
camarones expuestos a tres concentraciones del
sulfato de cobre (0.35 mg mL-, 3.5 mg mL-1y con
7.0 mg mL1).

Referente a la concentracién de proteina total
determinada en el hepatopancreas de camarones
no expuestos y expuestos a sulfato de cobre, no
fueron determinadas diferencias significativas
mediante la prueba de ANOVA una via
(P=0.429), por lo que la presencia de las
diferentes concentraciones aplicadas de sulfato
de cobre no fue evidente un efecto sobre la
concentracién de proteina total presente en el
tejido analizado.

Tabla 1. Valores promedio (+D.E.) de proteina
total (en mg mL?) en dos tejidos de camarén
expuestos a dos sustancias quimicas.

Malati
Tejido on
0 0.00078 mg L1 0.0156 0.39
0.0078
Musculo 7.1442. 4.5612. 8.0443.  532+3.  9.49+2.
38ab 43a 32ab 59ab 68b
Hepatopa  3.18%0. 6.3743. 7.83t4.  336t1.  9.614.
ncreas 71a 39ab 72ab 30a 05b
Sulfat
ode
cobre
mg L1
Tejido 0 0.35 3.5 7.02 17.56
Musculo 5.74%3. 9.6612. 9.1542. 9.4941. 7.92+41.
13a 48b 03b 60b 90ab
Hepatopa 6.0613. 7.3443. 8.07+2. 8.59+4. 7.82+41.
ncreas 21a 76a 26a 77a 8la
DISCUSION
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La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima que
hidroliza a la acetilcolina (ACh) en colina y
acetato en la sinapsis nerviosa. La ACh es el
neurotransmisor localizado en el sistema
nervioso central y del sistema nervioso
autéonomo, en las terminales de las fibras
posganglionares de las uniones
neuromusculares (Lépez-Duran et al., 2018). El
principal efecto ocasionado por plaguicidas
organofosforados y carbamatos es la inhibicién
de la enzima acetilcolinesterasa, lo cual, al no
llevar a cabo la hidroélisis del neurotransmisor
ACh, se acumula en las membranas post
sindpticas y afecta el sistema nervioso (Garcia-de
la Parra, et al., 2006). La cuantificaciéon de la
AChE como biomarcador en el monitoreo de
sustancias quimicas, ha sido ampliamente
utilizada como indicador de la presencia de
plaguicidas organofosforados y carbamatos
(Lavarias y Garcia, 2015; Sabu y Gopal, 2016;
Pham et al., 2017; Duarte-Restrepo et al., 2020). En
el presente trabajo, fue observada una inhibicién
mayor al 50 % en los dos tejidos analizados y en
presencia de malatién y sulfato de cobre, la
tendencia de inhibicién dosis-respuesta fue
mayormente identificada en el musculo de
camarones expuestos a malatiéon, ademas fue
registrado el mayor porcentaje de inhibicién
(68.5 %). Eamkamon et al. (2012), en su estudio
de exposicién a concentraciones subletales del
plaguicida  clorpirifos  (organofosforado),
determinaron también la inhibiciéon de Ila
actividad de la AChE de los camarones Penaeus
monodon expuestos con respecto a camarones no
expuestos (grupo control). Mientras el presente
estudio, en el hepatopancreas de camarones
expuestos a malation y a sulfato de cobre fue
determinada una induccién de la actividad
enzimatica. Anteriormente, se describia que sé6lo
los plaguicidas organofosforados y los
carbamatos interferian con la hidroélisis del
neurotransmisor (acetilcolina), lo cual se
acumula en las membranas postsinapticas y
afecta el sistema nervioso debido a la inhibicién
de la actividad de la AChE (Garcia-dela Parra, et
al., 2006).

Otros estudios realizados con el anfipodo
Echinogammarus meridionalis y con el camarén
Atyaephyra  desmarestii, expuestos a cobre
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(aproximadamente 351 veces menor y a 48 h de
exposicién), no fue detectada inhibicién de la
actividad de AChE (Quintaneiro et al., 2014). Lo
cual coincide con el presente trabajo, ya que con
Litopenaeus vannamei no fue determinada una
tendencia clara de inhibicién de la actividad de
AChE en 96 h de exposicion. Se ha publicado
diversos trabajos de investigaciéon que se ha
utilizado cobre y no ha sido evidente el d efecto
de inhibicién de la actividad de AChE en las
siguientes  especies acudticas; copépodos
(Tigriopus brevicornis), peces (Sparus aurata),
musculo del peces Scomber scombrus (Forget et al.,
1999; Varo et al., 2007; Vieira y Nunes, 2021). Sin
embargo, el trabajo publicado por Frasco et al.
(2005), “inhibicién de AChE in Vitro”, refiere que
es necesario evitar el uso de bufer tampén fosfato
y se debe utilizar buafer trisaminometano (TRIS),
ademés de utilizar el sustrato o-nitrofenil
acetato, para lograr efecto de inhibicién de la
enzima, los autores sefialan en su trabajo, que el
cobre ocasion¢ inhibicién de AChE y present6
una tendencia dosis-respuesta.

Las proteinas son moléculas grandes y complejas
que desempenan muchas funciones criticas en
los organismos, ya que realizan la mayor parte
del trabajo en las células necesarias para
estructuras, funcién y regulacion de tejidos. En
condiciones de estrés extremo, las proteinas
suministran energia en las vias metabdlicas y
reacciones bioquimicas (Verma, 2020). En el
presente trabajo, y en ambos tejidos de
camarones expuestos a malatién fue observado
que la concentracion de proteina total
incremento a las 96 h de exposiciéon. La tendencia
detectada coincide con la reportada para la
especie de Fenneropenaeus indicus cuando fueron
expuestos a 2.5x 10° mg L1y a 5x10° mg L1 de
malatiéon durante 20 dias continuos (Sabu y
Gopal 2016). Sin embargo, se ha determinado en
peces Labeo rohita 'y Orechromis niloticus
expuestos a malatién (3x10-° mg L1y 1.42 mg L-
1, respectivamente) la concentraciéon de proteina
disminuy¢ significativamente (Thenmozhi et al.,
2011; Amin et al., 2022). En hepatopancreas fue
determinado un incremento en la concentracién
de proteina en musculo, mientras que en anélisis
de proteina en hepatopancreas, no fueron
evidentes diferencias significativas.
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CONCLUSION

Debido al constante uso de sustancias quimicas
en los campos agricolas del noroeste de Nayarit
Meéxico, las cuales son utilizadas para la
prevencion de plagas que pudieran afectar los
cultivos, los residuos han sido detectados en
sedimento, agua y organismos de los sistemas de
produccién de camarén. Con los resultados
obtenidos en el presente trabajo se ha
evidenciado el efecto de dos sustancias quimicas
sobre la actividad enzimaética y la concentracién
de proteina tota de camarones juveniles de
Litopenaeus  vannamei  ain  con  bajas
concentraciones utilizadas. Es necesario realizar
mas estudios para conocer efectos sobre sistema
nervioso, inmunolégico y sobre el metabolismo
energético en concentraciones menores de
malatién y sulfato de cobre.
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