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INTRODUCCIÓN 

El camarón blanco Litopenaeus vannamei es el principal crustáceo cultivado en Sonora, 

y representa gran parte de su economía. Sin embargo, las infecciones virales son unos 

de los factores que afectan la camaronicultura, y en donde el virus del síndrome de la 

mancha blanca 0fvSSV, por sus siglas en inglés White Spot Síndrome Virus) es uno de 

los principales patógenos, capaz de causar un 100% de mortalidad en granjas 

camaroneras. La carga viral en camarones infectados puede variar debido a factores de 

estrés como el cambio drástico de oxigenación, salinidad y temperatura (Vidal y col., 

2001; Granja y col., 2003; Guan y col., 2003). Los virus utilizan la maquinaria del 

huésped para su desarrollo vía glucolisis, ruta pentosas fosfato y oxidación de lípidos 

(Munger y col., 2006; Munger y col., 2008; Diamond y col., 2010). Estudios recientes 

han demostrado que el efecto Warburg es inducido por la replicación del WSSV en 

hemocitos de camarones infectados (Chen y col., 2011  ). 

El efecto Warburg se ha descrito en células tumorales y cancerígenas, como un una 

reprogramación anormal de la glucólisis, para apoyar su alto requerimiento energético, 

aumentando así el consumo de glucosa y producción de lactato aún en condiciones 

normales de oxígeno. A su vez, el efecto Warburg en mamíferos también se ve inducido 

por infecciones virales incluyendo el virus del papiloma humano (VPH), virus de hepatitis 

C (VHC), citomegalovirus humano (CVH) (Su y col., 2014). 

El factor inducido por hipoxia 1 (HI F-1) es un factor de transcripción que participa en la 

regulación de genes involucrados en el metabolismo energético anaerobio (Semenza, 

2000) y la respuesta inmune (Zinkernagel y col., 2007). HIF-1 consiste de una subunidad 

a (HIF-1a) regulada por oxígeno y una constitutiva subunidad 13 (HIF-113) (Semenza, 

2001). En camarones sometidos a bajas concentraciones de oxígeno, HIF-1 regula la 

glucolisis anaerobia mediante la expresión de genes glucolíticos claves (Soñanez­ 

Organis y col., 2011 ) .  Recientemente, se demostró que la vía Pl3K-Akt-mTOR que 

activa a HIF-1 en mamíferos, regula el metabolismo energético en hemocitos de 

camarones infectados con el WSSV (Su y col., 2014). Sin embargo, la función de HIF-1 

en camarones expuestos a patógenos no ha sido establecida. 

El mecanismo de RNA de interferencia (RNAi) es una estrategia biológica que permite 

el silenciamiento de genes (Aigner, 2006). Se ha demostrado que el silenciamiento 

mediante la inducción del mecanismo de RNAi es una herramienta para estudiar la 

función de genes en camarón, así como el efecto de proteínas estructurales del WSSV 
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(Attasart y col., 2009; Li y col., 2007; Robalino y col., 2005; Sarathi y col., 2008; Soñanez­ 

Organis y col., 201 O) . Por lo anterior, en este trabajo se silenció la subunidad de HIF- 

1 a por inducción del mecanismo de RNAi en camarones infectados con el WSSV para 

evaluar su efecto en la carga viral en músculo. 
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ANTECEDENTES 

l. Cultivo de camarón blanco Litopenaeus vannamei 

El camarón es el producto marino más comercializado en el mundo (Cao, 2012), y el 

camarón blanco L vannamei es el más cultivado en América y Asia. El camarón blanco 

es nativo del este del Océano Pacifico, desde el estado de Sonora en México hasta el 

norte de Perú (FAO, 1980). En el Noroeste de México, la camaronicultura se concreta 

principalmente en los estados de Sonora y Sinaloa, con una producción anual de hasta 

60,617 toneladas (Conapesca, 2016). 

Se ha demostrado que el camarón L. vannamei tolera cambios de concentración 

de salinidad y oxigeno disuelto en agua durante su cultivo (Rosas y col., 1999). Sin 

embargo, la producción de camarón se ve afectada por enfermedades causadas por el 

virus de la cabeza amarilla (YHV), el virus del síndrome de taura (TSV) y el WSSV 

(Maldonado y col., 2004). 

El síndrome de la mancha blanca 

El síndrome de la mancha es una de las principales enfermedades del camarón en el 

mundo, y es causada por el WSSV. El virus puede causar el 100% de mortalidad de 

camarones infectados entre los 2-1 O días en granjas de camarón, y hay una creciente 

preocupación por su introducción en la población de camarones silvestres. Los 

diferentes tejidos de camarón conservan similitud en cuanto a la carga viral en 

camarones infectados (Oidtmann y Stentiford, 2011 ). Los factores de estrés como el 

cambio drástico de oxigenación, salinidad y temperatura, pueden afectar la carga viral 

(Vida! y col., 2001; Granja y col., 2003; Guan y col., 2003). Los virus utilizan la maquinaria 

del huésped para su desarrollo vía glucolisis, ruta pentosas fosfato y oxidación de lipidos 

(Munger y col., 2006; Munger y col., 2008; Diamond y col., 2010). 

El WSSV contiene un DNA circular de doble cadena con un peso aproximado 

de 290 kilo pares de bases (Chen y col., 2002; van Hulten y col., 2001; Yang y col., 

2001 ). El genoma del WSSV ha sido codificado y descrito de tres aislados de camarón 

de distintas fuentes geográficas (Tailandia, Taiwan y China), los cuales solo difieren en 

dos regiones polimórficas no relacionadas con virulencia (Mendoza-Cano y Sanchez­ 

Paz, 2013). Los síntomas que causa el WSSV sobre las diferentes especies de camarón 

son: pequeñas manchas blancas (0.5 - 3 mm) en el exoesqueleto y dentro de la 
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epidermis, letargia, pérdida de apetito, decoloración rojiza y perdida de la cutícula 

(Sanchez-Paz, 2010). 

Existen estudios relacionados con los genes y proteínas involucradas en la 

estructura, proliferación, ciclo de vida y latencia del virus (Wang y Zhang, 2008). Las 

partículas virales constan mayormente de cinco proteínas, tres de ellas (VP-26, VP-24 

y VP-15) que se encuentran en la nucleocápside y dos (VP-28 y VP-19) que se 

encuentran en la cápside (van Hulten y col., 2011) .  VP-28 es la proteína más abundante 

en la cápside y cumple un papel muy importante en la replicación, ya que, induce la 

adhesión del virus en la pared celular del camarón (Escobedo-Bonilla y col., 2008). A 

partir de la adhesión, el virus penetra la célula, pierde su envoltura, la nucleocápside se 

trasporta al núcleo, liberando el material genético, en donde comienza la replicación viral 

(Lua y Reid 200; Wang y col., 1999). 

Por otro lado, existen diversos estudios que describen la respuesta molecular, 

celular metabólica y fisiológica de invertebrados marinos a infecciones virales como la 

del WSSV (Aoki y col., 2 0 1 1 ;  Attasart y col., 2009; Chen y col., 201 1 ;  He y col., 2005; 

Kono y col., 2009; Little y col., 2005; Mathew y col., 2007; Salzet, 2001; Wu y col., 2005; 

Zhao y col., 2007). Además, se ha demostrado que el WSSV induce cambios 

metabólicos en donde aumenta el consumo de glucosa y se acumula lactato que 

asemeja al efecto Warburg (Chen y col., 2011 ) .  

Efecto Warburg 

El efecto Warburg es una respuesta anormal de la glucólisis que en humanos está 

asociada con células cancerígenas y tumores. En este efecto se afecta la concentración 

de enzimas y metabolitos glucolíticos, como el aumento en el consumo de glucosa, 

aumento en la actividad de enzimas glucolíticas y aumento en la concentración de 

lactato, aun en condiciones de normoxia (Vander Heiden y col., 2009). El efecto Warburg 

también puede ser inducido por algunos virus, incluyendo el virus del papiloma humano 

(VPH), citomegalovirus humano (CVH), virus del herpes humano (VHH), virus del 

hepatitis B y  C  (VHB y VHC) (Su y col., 2014). 

En Penaeus monodon, las enzimas claves en el metabolismo de glucosa como 

aldolasa, glucosa-6-fosfato, fructosa-1,6-bifosfato y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

son afectadas durante las infecciones con el WSSV (Mathew y col., 2007). En L. 

vannamei, se han descrito cambios semejantes al efecto Warburg relacionados con el 
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metabolismo energético inducidos por el WSSV, demostrando que este virus depende 

de este efecto para su desarrollo (Chen y col., 201 1 ;  Chen y col., 2016; Su y col., 2014 ). 

El consumo de glucosa y la concentración de lactato en plasma aumentan junto con la 

actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa a las 12 horas post-infección 

con el WSSV (Chen y col., 2011) .  Por otro lado, la inhibición química de la vía de 

señalización P13K-Akt-mTOR, usada por células cancerígenas y virus para inducir el 

efecto Warburg, disminuye la expresión génica y replicación del genoma del WSSV en 

hemocitos de camarón blanco. Lo anterior, demostró que el efecto Warburg inducido por 

el WSSV es esencial para satisfacer la replicación del virus (Su y col., 2014). 

Glucólisis 

La glucólisis es una ruta central del catabolismo de carbohidratos, en la cual diez 

enzimas convierten una mol de glucosa a dos moles de piruvato, NADH y A TP (Figura 

1) .  El destino metabólico del piruvato y el NADH depende del estado de oxigenación de 

la célula. Durante una adecuada oxigenación (glucólisis aerobia), el piruvato es 

metabolizado en el ciclo de Krebs generando NADH, que junto con el NADH producido 

en glucólisis, se reoxidan en la cadena de transporte de electrones para producir ATP a 

través de la fosforilación oxidativa. Cuando el oxigeno disminuye (glucólisis anaerobia), 

el NADH no puede ser reoxidado por lo que es usado para reducir el piruvato a lactato, 

convirtiéndose así en la principal ruta de producción de ATP. 

La acumulación de lactato en crustáceos sometidos a hipoxia (Gáde, 1984; 

Racotta y col., 2002; Soñanez-Organis y col., 2009) e identificación de enzimas 

glucoliticas (Mulkiewicz y col., 1987; Stetten y Goldsmith, 1981 ;  Thébault y Le Gal, 1978) 

han revelado la importancia de la glucólisis anaerobia en estos organismos. En camarón 

blanco sometido a bajas concentraciones de oxigeno, se ha demostrado que la glucólisis 

anaerobia es regulada a nivel transcripcional por el factor inducido por hipoxia 1 

(Soñanez-Organis y col., 2 0 1 1 ;  Soñanez-Organis y col., 201 O; Soñanez-Organis y col., 

2012). 
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Figura 1 .  Esquema general de la glucólisis aerobia y anaerobia. Abreviaciones: 

Hexocinasa (HK), fosfoglucosa isomerasa (PGI), fosfofructocinasa (PFK), aldolasa 

{ALDO), trifosfato isomerasa (TPI), gliceraldehido-3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 

fosfoglicerato cinasa (PGK). fosfoglicerato mutasa (PGM), enolasa (ENO), piruvato 

cinasa (PK), lactato deshidrogenasa (LDH), ciclo de Krebs (TCA) y transporte de 

electrones (TE). 
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11. Factor inducido por hipoxia 1 

Estructura y función 

El factor inducido por hipoxia 1 es un heterodímero compuesto de una subunidad a (HIF- 

1 a) regulada por oxígeno y una subunidad 13 (HIF-113) que se expresa constitutivamente 

(Semenza, 2001), Ambas subunidades de HIF-1 (a y 13) son miembros de la familia de 

proteínas de bucle hélice vuelta hélice I Per-ARNT-Sim (bHLH I PAS) (Semenza, 1998), 

caracterizado por contener dominios conservados de bHLH y PAS. Los dominios bHLH 

son responsables de oligomerización y unión al DNA, mientras que los dominios PAS 

son también implicados en la dimerización y transactivación (Semenza, 2001 ). Los 

dominios PAS son sensores a cambios en la tensión de oxígeno, potencial redox o 

intensidad de luz, y también median la interacción proteína-proteína o unión a ligandos 

(Taylor y Zhulin, 1999). 

HIF-1a tiene un dominio de degradación altamente sensible al oxígeno (ODD: 

Oxygen-Oependent Oegradation Oomain) que regula su estabilidad. Bajo condiciones 

normales de oxígeno (normoxia), el dominio ODD es hidroxilado por prolil-hidroxilasas, 

permitiendo su interacción con la proteína van Hippel-Lindau (pVHL). La pVHL es un 

componente del complejo E3 ubiquitin ligasa que es encargada de ubiquitinar a HIF-1a, 

conduciéndolo a ser degradado por los proteosomas (Fedele y col., 2002; Pouyssegur 

y col., 2006). En contraste, en condiciones de bajo oxígeno (hipoxia) la hidroxilación de 

HIF-1a disminuye provocando su estabilización y translocación al núcleo donde lleva a 

cabo su función (Semenza, 2001 ). 

HIF-1 regula la respuesta a hipoxia mediante la coordinación de un mecanismo 

transcripcional que asegura un óptimo funcionamiento metabólico, y de adaptación 

vascular a bajas concentraciones de oxígeno (Semenza, 1998). HIF-1 regula una gran 

variedad de genes que participan en la respuesta celular incluyendo la glucolisis, 

eritropoyesis y angiogénesis (Semenza, 2001). HIF-1 reconoce específicamente cajas 

de regulación cis llamados elementos de respuesta a hipoxia (HREs, por Hypoxia 

Response Elements) presentes en las regiones promotoras y potenciadoras de los 

genes. Entre los genes que regula HIF-1 se encuentran los relacionados al metabolismo 

energético como lo son transportadores de glucosa (GLUT-1 y GLUT-4) y enzimas 

glucolíticas (aldosa A, enolasa 1 ,  lactato deshidrogenasa A, fosfofructoquinasa L y 

fosfoglicerato quinasa 1 )  (Semenza, 1998). 
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HIF-1 en camarón 

Los estudios respecto a la función, caracterización molecular y expresión del mRNA de 

ambas subunidades de HIF-1 en crustáceos son limitadas (Cai y col., 2014; Hardy y col., 

2012; Piontkivska y col., 201 1 ;  Soñanez-Organis y col., 2009). En camarón blanco, se 

conoce que ambas subunidades de HIF-1 contienen dominios importantes para su 

función y regulación, y que ambas subunidades son expresadas de manera tejido­ 

especifico durante hipoxia (Soñanez-Organis y col., 2009). 

Además, el silenciamiento de los genes que codifican para las subunidades de 

HIF-1 en camarones sometidos a hipoxia demostró que su función es esencial para la 

promover la glucólisis anaerobia en este organismo (Soñanez-Organis y col., 2 0 1 1 ;  

Soñanez-Organis y col., 2012). Con los resultados anteriores se demuestra que HIF-1 

juega un papel clave en el metabolismo energético anaerobio de camarones sometidos 

a hipoxia. Sin embargo, se desconoce si la glucólisis promovida por la infección del 

WSSV (efecto Warburg) es inducida por HIF-1,  y menos aún si es esencial para la 

replicación del virus. Para lo anterior, una de las herramientas que se ha utilizado para 

evaluar la función de proteínas en camarón es el silenciamiento de genes (Soñanez y 

co l . , 201 O, 2 0 1 1 ,  2012; García y col., 2010 ;  Lugo y col., 2006; Maningas y col., 2008; 

Tiu y Chan, 2007; Treerattrakook y col., 2008). 

111. Silenciamiento de genes 

RNA de interferencia 

El silenciamiento de genes es una forma de regulación genética y es un término utilizado 

para describir la inactivación de un gen, ya sea a nivel de DNA o de RNA. La eliminación 

de genes permite investigar los efectos de su ausencia en diferentes condiciones y su 

importancia para la sobrevivencia de los organismos. El silenciamiento del RNA es un 

mecanismo novedoso que limita los niveles de transcritos, ya sea por la supresión de la 

traducción o por la activación de secuencias especificas que degradan el RNA (Leung 

y Whittaker, 2005). 

Un mecanismo eficiente y conservado de silenciamiento de genes es el 

mecanismo de RNA de interferencia (RNAi}, el cual es dirigido por la presencia de RNA 

de doble cadena (dsRNA). Dentro de la célula, el dsRNA es cortado en pequeños RNAs 

de interferencia (siRNA, por sma// interfering RNA) de 20-23 pb por una RNasa tipo 1 1 1  
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llamada D I C E R  (Hamilton y Baulcombe, 1 9 9 9 ) .  Estos siRNA inducen la formación de un 

complejo de proteínas denominado RISC (por RNA-lnduced Silencing Complex), el cual 

contiene una helicasa que se encarga de separar las dos cadenas del siRNA. Una vez 

que R I S C  se queda con una cadena, una proteína homóloga a DICER con actividad de 

nucleasa se encarga de degradar el mRNA complementario a la secuencia del siRNA 

(Elbashir y col., 2 0 0 1 ;  Tabara y col., 1 9 9 8 ) .  

En mamíferos, insectos, plantas y otros organismos, la aplicación del RNAi ha 

permitido el análisis sistemático de la expresión y función de genes. Además, durante el 

mecanismo del RNAi la presencia de dsRNA específicos lleva a la eliminación de su 

mRNA homólogo (Hannon, 2002), dando como resultado una herramienta para 

investigar la función de la proteína correspondiente. 

Silenciamiento de genes en camarón 

En las últimas décadas el RNAi ha sido utilizado en camarón como una poderosa 

herramienta para estudiar la función de genes (Soñanez y col., 201 O, 2 0 1 1 ,  2 0 1 2 ;  García 

y col., 2 0 1 0 ;  Lugo y col., 2006; Man ingas y c o l . ,  2008; Tiu y Chan, 2007; Treerattrakook 

y c o l . ,  2008) y activación de la respuesta antiviral innata en invertebrados marinos 

(Charoensapsri y col., 2009; Kim y col., 2007; Rijiravanich y col., 2008; Robalino y c o l . ,  

2004; Tirasophon y col., 2005; Tirasophon y col., 2006; Westernberg y col., 2005) (Tabla 

1 ). 

En estudios recientes, se ha demostrado exitosamente que el silenciamiento de 

las subunidades de H I F - 1 ,  inducido por dsRNA, disminuye la concentración de glucosa 

y lactato en tejidos de camarones sometidos a hipoxia, sin afectar estos parámetros 

(Soñanez y c o l . ,  2 0 1 0 ) .  Por lo tanto, en este trabajo utilizaremos el mecanismo del RNAi 

para eliminar los mRNAs para la subunidad de H I F - 1 cx  de L. vannamei y así investigar 

su importancia en la replicación del WSSV en estos organismos. 
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Tabla 1 .  Silenciamiento de genes en camarones infectados con el WSSV. 

Especie de camarón Gen silenciado Efecto Referencia 

Genes del WSSV 

L. vannamei VP-24, VP-28, Disminución de (Wu y col., 2007) 

DNA poi. carga viral 

P. monodon VP-28 Disminución de (Xu y col., 2007) 

carga viral 

P. monodon VP-15, VP-28 Disminución de (Westenberg y col., 

carga viral 2005) 

Penaeus japonicus VP-28 Disminución de (Sarathi y col., 2008) 

carga viral 

L. vannamei VP-19 Disminución de (Robalino y col., 

carga viral 2005) 

P. monodon rr2 Disminución de (Attasart y col., 2009) 

carga viral 

Genes endógenos del camarón 

L. vannamei HIF-1 a y 13 Disminución de (Soñanez-Organis y 

glucosa y lactato, col., 2010) 

en hipoxia 

P. monodon Rab7 Disminución de (Ongvarrasopone y 

carga viral col., 2008) 

L. vannamei 13 -lntegrina Disminución de (Zhang y col., 2014) 

carga viral 

L. vannamei Translocasa Disminución de (Ma y col. , 2014) 

adenina carga viral 

nucleótidica 

P. monodon Receptor de Disminución de (Liu y col., 2016) 

Laminina carga viral 
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JUSTIFICACION 

El camarón blanco L. vannamei es la principal especie de cultivo en granjas 

camaroneras en el estado de Sonora, donde el WSSV es el principal patógeno que 

afecta su cultivo. Estudios recientes, demuestran que el efecto Warburg inducido por el 

WSSV es esencial para su replicación en hemocitos de camarones infectados. El efecto 

Warburg es una respuesta anormal de la glucólisis, en donde aumenta el consumo de 

glucosa y se acumula lactato aún en condiciones normales de oxígeno. Por otro lado, 

HIF-1 regula la glucólisis en camarones sometidos a bajas concentraciones de oxígeno. 

Sin embargo, la participación de HIF-1 en la glucólisis inducida por el WSSV aún se 

desconoce. Por lo tanto, este trabajo plantea evaluar la carga viral del WSSV en 

camarones con HIF-1 a silenciado por medio del mecanismo de RNAi. 

19 



HIPÓTESIS 

El silenciamiento de HIF-1a disminuye la carga viral del WSSV en camarón blanco L. 

vannamei infectado. 

OBJETIVO GENERAL 

Cuantificar la carga viral del WSSV en músculo de camarón L. vannamei silenciados 

con HIF-1a. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

• Silenciar HIF-1a por medio de RNA de doble cadena en camarones infectados 

con el WSSV. 

• Cuantificar la carga viral de WSSV en musculo de L. vannamei por medio de 

PCR cuantitativo. 
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MATERIALES Y METODOS 

Manejo de animales 

Se utilizaron camarones juveniles de L. vannamei (14 ± 2 gr) libres de patógenos 

especificos (SPF, por Specific Pathogen Free) que fueron proporcionados de una granja 

camaronera cerca de Hermosillo, en el estado de Sonora, México. Los camarones se 

trasladaron al Laboratorio de Fisiología de Invertebrados Marinos de la Coordinación de 

Organismos de Origen Animal del Centro de investigación en Alimentación y Desarrollo, 

A.C. en Hermosillo, Sonora. Posteriormente, los camarones se aclimataron 4 semanas 

en tanques de 500 L con a 28ºC, 35 pprn de salinidad, luz controlada, aeración constante 

y alimentados/. libitu con camaronina 35 (Purina). 

Síntesis de dsRNA para la subunidad HIF-1a 

El dsRNA para HIF-1 a fue sintetizado como se reporta previamente (Soñanez-Organis 

y col., 2010). Brevemente, la cadena sencilla de RNA (ssRNA) para HIF-1a fue 

generada por transcripción in vitro de un fragmento de PCR clonado en el pGEM-T Easy 

(Promega), utilizando las RNA polimerasas SP6 y T7 del kit RiboMaxTm Large Scale 

RNA Production Systems SP6-T7 (Promega). El dsRNA fue obtenido mezclando los dos 

ssRNA, e incubados a g5oc por 1 O minutos y lentamente dejarlas enfriar a temperatura 

ambiente (25°C) durante 20 minutos. 

La cuantificación de los ssRNA y dsRNA se realizó por espectrofotometria a 260 

nm utilizando el NanoDrop 200 (Thermofisher). Por otro lado, la integridad de los ssRNA 

y formación del dsRNA se evaluó por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% teñido 

con SYBR Safe (lnvitrogen). 

Preparación de inoculo del WSSV 

El inoculo del WSSV se preparó a partir de tejido previamente infectado con el virus. 

Primeramente, el tejido se homogenizó en buffer de sales (TRIS-NaCI: Tris 20 mM; NaCI 

400 mM; pH = 7.4), por periodos de 15 segundos hasta observar una masa uniforme y 

pastosa. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 10,000 rpm por 9 minutos a 4°C y el 

sobrenadante se transfirió a un microtubo nuevo. Finalmente, el sobrenadante se filtró 

usando filtros estériles de 0.8 µ y almacenados a -80°C para su posterior uso. 
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Silenciamiento de HIF-1 a. por dsRNA e infección con el WSSV 

Los camarones fueron divididos en los siguientes grupos: 1 )  controles sin ningún reto 

experimental (n=1 O); 2) inoculados con WSSV (n=30); y 3) silenciados con dsRNA HIF- 

1 a. e infectados con WSSV (n=30). Los camarones fueron inoculados 

intramuscularmente con 100 µL de inoculo del WSSV para el grupo 2, mientras que para 

el grupo 3 se inyectaron simultáneamente con 15 µg de dsRNA HIF-1a. y 100 µL de 

inoculo del WSSV. 

Se monitoreo la mortalidad acumulativa a las 24, 48 y 72 horas post-inyección 

(grupo 2 y 3) y se colectaron diferentes tejidos (branquias, hepatopáncreas y músculo) 

en los camarones que sobrevivieron. Los tejidos fueron colectados en microtubos para 

inmediatamente ser congelados por inmersión en nitrógeno líquido y finalmente ser 

almacenados a -80ºC para su posterior uso. 

Aislamiento del DNA genómico 

El DNA genómico (DNAg) se extrajo a partir de músculo de camarón utilizando el kit de 

Genomic DNA Minitissue (lnvitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Primeramente, se homogenizaron 30 mg de músculo en un politron PT 10-35 

(Kinematik), se centrifugo y se obtuvo un sobrenadante que fue incubado durante 2 

horas a 55ºC con buffer de digestión conteniendo Proteinasa K. Posteriormente, el 

sobrenadante se colocó en las columnas provistas por el kit para la unión del DNAg a la 

membrana. Finalmente, la membrana fue lavada con etanol al 70% y el DNAg fue eluido 

con agua tridestilada libre de nucleasas. 

La concentración de DNAg se obtuvo por espectrofotometría utilizando el equipo 

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) a una longitud de onda de 260 y 280 nm. Todos los 

DNAg fueron diluidos a 25 ng/µL para su posterior uso en el PCR cuantitativo (qPCR). 

La integridad de cada DNAg fue evaluada por electroforesis en geles de agarosa al 1 % 

teñidos con SYBR Safe (lnvitrogen) y visualizados en el foto documentador ChemiDoc 

Touch lmaging System (BIO-RAD). 

Cuantificación de la carga viral de WSSV en músculo de camarón 

La cuantificación de la carga viral del WSSV en músculo de camarón se realizó por 

medio de qPCR, siguiendo la metodología descrita por (Mendoza-Cano y Sanchez-Paz, 
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2013). Primeramente, se amplificó por medio de PCR punto final un fragmento del gen 

que codifica para la proteína estructural VP-28 del WSSV. Para la reacción de PCR se 

mezclaron 12 µL de SuperMix (lnvitrogen), 75 ng de DNAg, 1 µL (20 mM) del 

oligonucleótido sentido VP-28-140 Fw (5'-AGG TGT GGA ACA ACA CAT CAA G-3') y 1 

µL (20 mM) del oligonucleótido antisentido VP-28-140 Rv (5'-TGC CAA CTI CAT CCT 

CAT CA-3'). La mezcla fue colocada en el termociclador Veriti 100 (BIO-RAD) con las 

siguientes condiciones: 95ºC por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 30 

segundos, 50°C por 30 segundos, 72ºC por 30 segundos y una extensión final de 72ºC 

por 7 minutos. 

Los productos de PCR se evaluaron por electroforesis en geles de agarosa al 

1 .2  % teñidos con SYBR Safe (lnvitrogen) y purificados utilizando el kit Ilustra GFX PCR 

DNA (GE HealthCare). A partir de cada fragmento de PCR purificado se realizaron 

curvas de calibración usando diluciones seriadas 1 :  1  O  de una concentración inicial de 

18.8 ng/µL a 1.88x1Q·8 ng/µL. 

La cuantificación de carga viral se realizó por qPCR en el equipo Step One Real 

Time PCR System (Applied Biosystems). Se realizaron 2 reacciones de PCR por cada 

DNAg extraído a un volumen final de 15 µL con 7.5 µL de Master Mix, 0.1 µL de cada 

oligonucleótido (20 mM}, 50 ng de DNAg y 5.3 µL de agua libre de nucleasas. Las 

condiciones de amplificación fueron las siguientes: 95ºC por 1 O minutos, seguido de 40 

ciclos de 95ºC por 30 segundos, 63°C por 30 segundos. La etapa de disociación se llevó 

a cabo: 95ºC por 15 segundos, 60ºC por 60 segundos y 95ºC por 15 segundos. En cada 

uno de las corridas se incluyó un negativo y la curva estándar del fragmento de PCR de 

VP-28. 

El número de copias del WSSV se calculó utilizando la siguiente fórmula: 

En donde: 

• #e 
. (Masa) x (6.022 x 1023) 

op1as = . 
(Longitud x 1 O')x (650) 

• Masa = cantidad de DNA en nano gramos. 

• Longitud = tamaño en pares de bases del amplicón. 

• 6.022x 1023 = Número de Avogadro 

• Longitud = Tamaño en pares de bases del amplicón 

• 1x109  = Conversión a nano gramos 

• 650= Peso promedio por par de base en Daltons 
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Análisis Estadístico 

Se utilizó un diseño estadístico completamente al azar y los datos obtenidos fueron 

sometidos a un análisis de varianza (ANOVA). Se comprobó la normalidad de los datos 

se sometieron con la prueba de Kolmogorov-Smirnov y para evaluar diferencias entre 

cada tratamiento se usó la prueba de comparación múltiple de Duncan a un nivel de 

probabilidad del 95%, usando el software estadístico NCSS (2007). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

dsRNA para HIF-1 a 

La integridad y la formación de las cadenas sencillas para HIF-1 a, fueron monitoreados 

por electroforesis en gel de agarosa (Figura 2). Las bandas correspondientes a los 

ssRNAs se observan integras y presentan un patrón de migración diferente al del 

dsRNA, demostrando la formación del dsRNA necesario para la inducción del 

mecanismo de RNAi en camarones. 

Figura 2. Análisis de integridad de los ssRNA, y dsRNA sintetizados. Gel de agarosa al 

1 .2% teñido con SYBR Safe. 
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Aislamiento de DNA genómico 

La integridad de los DNAg extraídos de músculo fueron analizados por electroforesis en 

gel de agarosa. Se evaluaron 3 muestras de DNAg representativas de cada grupo 

experimental, en las cuales se observa una banda bien definida que demuestra que los 

DNAg extraídos están íntegros (Figura 3). Por otro lado, se obtuvo una relación 260/280 

de 1 .90±0.5 en la cuantificación que demuestra la pureza del DNAg. 

10,000 pb 

6,000 pb 

800 pb 

Figura 3. Análisis de integridad del DNAg extraído de músculo de camarón. Gel de 

agarosa al 1.2% teñido con SYBR Safe. Carril 1 marcador de peso molecular 1 Kb plus 

DNA Ladder; carril 2-3: Grupo control; carril 4-6: Grupo WSSV día 1 ;  carril 7-8: Grupo 

WSSV día 2; carril 9-10: Grupo WSSV+dsRNA día 1 ;  carril 1 1 - 12 :  Grupo 

WSSV+dsRNA día 2; carril 13-15:  Grupo WSSV+dsRNA día 3. 
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Amplificación de VP-28, curva estándar y especificidad de oligonucleótidos 

Primeramente, a partir de PCR punto final se obtuvo un amplicón de 140 pb que 

corresponde a un fragmento del gen que codifica para la proteína VP-28 (Figura 4) y 

que corresponde a lo reportado por Mendoza-Cano y Sánchez-Paz, 2013. A partir del 

producto de PCR y mediante qPCR, se obtuvo una curva estándar con una eficiencia 

de amplificación del 99.005% y una R' de 1 (Figura 5) que demuestra la reproducibilidad 

del experimento. 

Por otro lado, la curva de disociación del producto amplificado por qPCR mostró 

un solo pico y una sola temperatura de disociación de - 78ºC (Figura 6) demostrando la 

especificidad de los oligonucleótidos. Todos los resultados obtenidos concuerdan con lo 

reportado por (Mendoza-Cano y Sanchez-Paz, 2013), y demuestran que las condiciones 

del qPCR son las óptimas para la cuantificación del número de copias del WSSV. 

100 p 

Figura 4. Amplificación del fragmento de PCR que codifica para la proteína estructural 

VP-28. Gel de agarosa al 1 .2% teñido con SYBR Safe. 
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Curva estándar VP-28 
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Figura 5. Curva estándar utilizada para la cuantificación de VP-28. Los puntos rojos en 

la tabla muestran el ciclo en el cual es detectada la amplificación de cada punto de la 

curva estándar. 
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Figura 6. Diagrama de temperatura de disociación de VP-28. 
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Cuantificación del número de copias del WSSV 

El número de copias del WSSV en músculo de camarones a las 24 horas fue 52.2 veces 

menor a las 48 horas del grupo WSSV (Figura 7). En contraste, en camarones 

inoculados con el WSSV+dsRNA no se detectaron copias del WSSV a las 24 horas post­ 

inyección y el número de copias del WSSV disminuyó 91 .2 y  4.2 veces a las 48 y 72 

horas post-inyección, respectivamente, comparado a las 48 horas del grupo inyectado 

con el WSSV. A las 72 horas en el grupo WSSV+dsRNA la carga viral aumentó 2879.1 

y 21 .5  veces, respectivamente, en comparación a las 24 y 48 horas, esto se puede deber 

a la eficiencia del RNAi, la relación al tamaño del transcrito, tamaño del dsRNA, su 

concentración y el tiempo transcurrido de la inyección del dsRNA (Fire y col., 1998). 
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Figura 7. Número de copias virales en músculo camarón a las 24, 48 y 72 horas post­ 

tratamiento. El asterisco muestra diferencias significativas entre el grupo WSSV a las 

48 horas y el grupo WSSV+dsRNA a las 24, 48 y 72 horas. El símbolo gato muestra 

diferencias significativas entre el grupo WSSV+dsRNA a las 72 horas, comparado a 

las 24 y 48 horas del mismo grupo. 

El silenciamiento de genes por el RNAi en camarón ha sido de gran ayuda en la 

investigación en infecciones virales, comprendiendo el sistema de defensa de dicho 
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modelo y de las estrategias virales para la replicación (Sagi y col., 2013). En L. 

vannamei, se han silenciado genes que codifican para proteínas del WSSV (rr2, DNA 

polimerasa, VP-26 y VP-28) provocando una disminución de la infección. Además, en 

camarón Penaeus japonicus se silenció la proteína estructural VP-28, provocando una 

disminución de copias virales. (Xu y col., 2007). 

No solo se ha demostrado que el silenciamiento de proteínas estructurales del 

virus disminuye la infección por el WSSV. También se han silenciado genes propios del 

camarón, que se ven involucrados con la replicación de este virus. En camarón P. 

monodon, se ha demostrado que el silenciamiento de PmRab7, un receptor de la 

proteína estructural VP-28 del WSSV, disminuye la infección del WSSV (Attasart y col., 

2009; Sritunyalucksana y col., 2006). Además. el receptor laminina en P. monodon se 

neutralizó, provocando un retraso en la mortalidad del camarón en la infección por el 

WSSV (Liu y col., 2016). También, hay una disminución de la infección del WSSV por el 

silenciamiento del receptor integrina-13, el cual se une a la proteína estructural VP-187 

del WSSV, en camarón Marsupenaeus japonicus (Li y col., 2007). Además, en este 

mismo modelo se silenció el VDAC, disminuyendo la mortalidad de camarones después 

de la infección, y se asocia con el efecto Warburg en camarones después de la infección 

(Chen y col., 2011 ). 

Como se mencionó anteriormente, HIF-1 regula la glucólisis anaerobia en 

camarón blanco sometido a hipoxia mediante la inducción de genes que codifican para 

enzimas claves de la glucolisis como HK y LDH (Soñanez-Organis y col., 2 0 1 1 ;  

Soñanez-Organis y col., 2010; Soñanez-Organis y col., 2012). Estudios recientes, 

demuestran que el WSSV requiere del efecto Warburg para favorecer la replicación en 

hemocitos de camarón blanco. En hemocitos de camarón blanco, la infección con el 

WSSV aumenta la actividad de enzimas (HK, GPI, F16P, ALDO, TPI, G3P2, ENO y PK) 

y metabolitos glucolíticos (GLU, DHAP, GA3P, 3PG, 2PG, PEP y Piruvato) a las 12 

horas post-infección (Su y col., 2014). Además, (Chen y col., 2016) demostraron que en 

las primeras etapas de la infección con el WSSV también hay un aumento en la actividad 

de enzimas (PFK, G6PDH, PK, LDH) y metabolitos glucolíticos (G6P, F6P, F16BP, PEP, 

Piruvato). 

Por otro lado, vía Pl3K-Akt-mTOR, una vía usada por células cancerígenas y 

virus que activa el efecto Warburg en mamíferos, regula la expresión de genes y 

replicación del genoma del WSSV en hemocitos de camarón blanco. En varios tipos de 
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cánceres de humanos, se ha demostrado que la vía Pl3K-Akt-mTOR se encarga de 

mediar la regulación y activación de HIF-1a (Mottet y col., 2003; Shafee y col., 2009; 

Zhong y col., 2000). Resultados obtenidos en nuestro grupo de trabajo demuestran que 

el silenciamiento de HIF-1 a disminuye el consumo de glucosa y producción de lactato 

en tejidos de camarones infectados con el WSSV. Además, la expresión génica y 

actividad enzimática de la LDH, enzima que se encarga de reducir el piruvato a lactato, 

disminuye en tejidos de camarones infectados con el WSSV y con HIF-1 a silenciado 

(Datos no publicados). Por lo tanto, nuestros resultados, en conjunto con los obtenidos 

en el grupo de trabajo, sugieren que el efecto Warburg, inducido por el WSSV, es 

mediado por la activación de la expresión de genes glucolíticos vía HIF-1.  

Mortalidad acumulada de camarones 

La mortalidad de los camarones inyectados con el WSSV aumentó 60 y 100 veces a las 

48 y 72 horas post-inyección, respectivamente, en comparación al grupo control (Figura 

8). En contraste. la mortalidad de los camarones inyectados con el WSSV+dsRNA 

disminuyo 6.6 y 5 veces a las 48 y 72 horas post-inyección, respectivamente en 

comparación al grupo WSSV a las 72 horas. Por otro lado, se observó que los 

camarones inyectados con el WSSV presentaban letargia, anorexia, decoloración rojiza 

y manchas blancas, mientras que los camarones que fueron inyectados con 

WSSV+dsRNA se mostraron con movimientos agiles, apetito normal, sin decoloración 

y con ausencia de manchas blancas. 

Nuestros resultados coinciden con estudios previos en donde el silenciamiento de genes 

propios del camarón disminuyen la carga viral del WSSV (Liu y col., 2016; Ma y col., 

2014; Ongvarrasopone y col., 2008; Soñanez-Organis y col., 2010; Zhang y col., 2014). 

Lo anterior, no solo demuestra la eficiencia del dsRNA para inducir el mecanismo de 

RNAi en camarones, si no la importancia que juegan las proteínas silenciadas en el 

proceso de replicación del virus. 
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Figura 8. Mortalidad acumulada de camarones infectados con el WSSV. 
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CONCLUSIÓN 

El silenciamiento de HIF-1a demostró que la carga viral del WSSV disminuye en 

músculo de camarones infectados, así como su mortalidad. Por lo anterior, nuestros 

resultados demuestran que HIF-1 es esencial para la replicación del WSSV en 

camarones infectados. Además, sugieren que el efecto Warburg inducido por el WSSV 

es regulado por HIF-1.  
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