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INTRODUCCIÓN 

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

abarca gran parte de la economía del estado. Sin embargo, las infecciones virales son unos 

de los factores de riesgo que pueden afectar a la camaronicultura. El virus del síndrome de la 

mancha blanca 0/1/SSV, por sus siglas en inglés White Spot Síndrome Virus) es uno de los 

principales patógenos en camarón que causa un 100% de mortalidad en granjas camaroneras 

(Chen y col., 2011 ). El WSSV, entre otras alteraciones, induce la producción de especies 

reactivas del oxígeno (ROS, Reactive Species Oxygen), como un mecanismo de defensa del 

camarón en contra del virus (Schwarz, 1996). 

La sobreproducción de ROS constituye un peligro para las células, las cuales 

contrarrestan estos compuestos por medio de sus mecanismos de defensa antioxidante (Hülya 

Bayrr, 2005). Las defensas antioxidantes de las células incluyen diferentes enzimas que 

eliminan a las ROS, como la superóxido dismutasa (SOD), catalasa, glutatión peroxidasa 

(GPx) y glutatión S- transferasa (GST) (Blokhina y col., 2003; J. Nordberg y E. S. J. Arner, 

2001; Valko y col., 2007). En camarones infectados con el WSSV, se ha demostrado que la 

actividad de la SOD, catalasa, GPx y GST depende del tiempo infección y del tejido evaluado 

(Parrilla-Taylor y col., 2013). En hemocitos de camarón blanco, las ROS producidas durante 

la infección con el WSSV son contrarrestadas mediante la regulación del efecto Warburg vía 

Pl3K-Akt-mTOR (Chen et al 2016). El efecto Warburg es una respuesta anormal de la glucólisis 

en donde aumenta el consumo de glucosa y acumulación de lactato, y la cual es regulada a 

nivel transcripcional por el factor inducido por hipoxia -1 (HIF-1) (Semenza, 2000). 

El factor inducido por hipoxia 1 (HIF-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 p (HIF-1 P) (Semenza, 2001 ). En infecciones 

virales de mamíferos, HIF-1a se induce en respuesta a una infección viral, sugiriendo que 

favorece al patógeno haciendo que la célula infectada sobreviva más tiempo (Palazon y col., 

2014). En camarón blanco, HIF-1 regula la glucólisis anaerobia inducida por hipoxia mediante 

la activación de genes glucolíticos (Soñanez-Organis y col., 201 1 ;  Soñanez-Organis y col., 
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201 O; Soñanez-Organis y col., 2012), y estudios recientes sugieren que también regula la 

glucólisis inducida por el WSSV (Hernández-Palomares y col., 2018). 

Durante la infección por el WSSV, se producen ROS como un mecanismo de defensa 

del camarón en contra del virus y se activa el efecto Warburg para satisfacer las necesidades 

energéticas tanto del camarón como del virus, el cual en última instancia genera ROS por un 

desbalance en el metabolismo oxidativo (Chen y col., 2011 ). Las ROS son contrarrestadas por 

las enzimas antioxidantes, así como también por el efecto Warburg a través de la vía Pl3K 

Akt-mTOR (Chen y col., 2016), dicho efecto se caracteriza por un aumento en la glucólisis, la 

cual es regulada por HIF-1. Se ha demostrado que el silenciamiento de HIF-1a disminuye la 

carga viral y mortalidad de camarones infectados con el WSSV, así como el daño oxidativo 

(Miranda-Cruz y Col. En revisión). Sin embargo, se desconoce si el silenciamiento de HIF-1 a 

activa la respuesta antioxidante enzimática para combatir las ROS generadas durante la 

infección con el WSSV. Por lo tanto, en éste trabajo se evaluó la actividad de las enzimas 

antioxidantes en camarones infectados con WSSVy con HIF-1 silenciado. 
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ANTECEDENTES 

Camarón blanco Litopenaus vennemei 

El camarón es el producto marino más comercializado en el mundo, y el camarón blanco L. 

vannamei es el más cultivado no solo en América sino también en Asia (Liao y Chien, 2011 ). 

En el Noroeste de México, la camaronicultura se concreta principalmente en los estados de 

Sonora, Sinaloa y Nayarit, con una producción anual de hasta 100,000 toneladas 

(CONAPESCA, 2016). 

El camarón tolera cambios de concentración de salinidad y oxígeno disuelto en agua 

durante su cultivo (Rosas y col., 1999), así como cambios de temperatura y pH (Allan y col., 

1990). 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 virus del 

síndrome de la mancha blanca (;NSSV), siendo este último el que provoca una alta tasa de 

mortalidad (Pascual y col., 2004). 

Virus del síndrome de la mancha blanca 

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

causada por el WSSV. El virus puede causar el 100% de mortalidad acumulada entre los 2-1 O 

días en granjas camaronícolas, y hay una creciente preocupación por su introducción en la 

población de camarones silvestres. El WSSV contiene un DNA circular de doble cadena con 

un peso aproximado de 290 kpb {Chen y col., 2002; van Hulten y col., 2001; Yang y col., 2001 ). 

El comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) asignó al WSSV a la familia Nimaviridae 

como miembro único. Los viriones del WSSV son entre ovoides o elipsoides y baciliformes, 

miden 80 a 120 nm de diámetro y 250 a 380 nm de longitud (Lo y col., 2011 ). 

Los síntomas que el WSSV causa sobre las diferentes especies de camarón son: 

pequeñas manchas blancas, que se deben a depósitos de sales de calcio, (0.5 - 3 mm) en el 

exoesqueleto y dentro de la epidermis, letargia, pérdida de apetito, decoloración rojiza y 
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perdida de la cutícula (Chou y col., 1995). Existen estudios relacionados con los genes y 

proteínas involucradas en la estructura, proliferación, ciclo de vida y latencia del WSSV 

(Durand y col., 1997; Wang y Zhang, 2008). Durante infecciones virales, como es la del WSSV 

en camarón, se producen especies reactivas de oxígeno (ROS), que son moléculas altamente 

reactivas e inestables, que forman parte importante de la defensa inmune del huésped contra 

el invasor (Schwarz, 1996; Valyi-Nagy y Dermody, 2005). 

Especíes reactívas de oxígeno 

Las ROS son moléculas pequeñas que tienen sitios con electrones desapareados, incluye al 

radical superóxido (Oa), hidroxilo (OH-), peroxilo (R02) e hidroperóxido (H02) y agentes 

oxídantes como el peróxido de hidrógeno (H202), acidb hipocloroso (HOCI) y ozono (O,). 

Dichas moléculas se producen en el metabolismo oxidativo normal y son involucradas en 

reacciones enzimáticas, mitocondriales, transporte de electrones, expresión génica, entre 

otros (Bayr, 2005). 

La sobreproducción de ROS puede llevar a un daño oxidativo a la células, el daño 

puede ser a los lípidos (peroxidación lipídica), proteínas (oxidación de aminoácidos) y el ADN 

(mutaciones) (Fraga y col., 1990;Romero, 1994; Salvemini y Cuzzocrea, 2002). Por lo anterior, 

las células cuentan con mecanismo de defensa antioxidante que se encargan de eliminar o 

convertir a las ROS en compuestos no tóxicos (Nordberg y Arner, 2001 ). 

Mecanísmos de respuesta antíoxidante 

Los mecanismos de defensa antioxidante consisten en una serie de enzimas y compuestos 

que mantienen el estado redox celular que es crítico para diversos procesos biológicos (Reddy, 

2008). Las defensas antioxidantes incluyen diferentes moléculas orgánicas como glutatión, 

ácido ascórbico, vitamina A y E; y enzimas como la superóxido dismutasa (SOD), catalasa, 

glutatión peroxidasa (GPx), glutatión S- transferasa (GST), glutatión reductasa (GR) y 

tioredoxina (TRx) (Blokhina y col., 2003; Nordberg y Arner, 2001; Valko y col., 2007). 

12 



SOD (EC 1 .15.1 .1  ): Cataliza la dismutación de los radicales superóxidos. Es una de 

las principales enzimas de defensa antioxidante al estrés oxidativo, y existe una SOD con cu•2 

y zn•2 (CuZnSOD) en el sitio activo y otra con Mn•3 o Fe•3 en el centro catalitico (Fridovich, 

1995) que pueden estar presentes en el citoplasma, mitocondria y extra celular (Marklund y 

col., 1982). El mecanismo de acción de la enzima es el siguiente: 

202· + 2H+ --• H202 + 02 

Catalasa (E.C.1.11.1.6): Cataliza la disociación de 2H202 en 02 y 2H20. Aunque el 

H202 es el más estable de las especies de ROS, puede reaccionar con metales y producir el 

radical hidroxilo (OH), que es un ROS más perjudicial (Gutteridge, 1986; Thomas y col., 2009). 

Se han identificado tres grupos de catalasas: las monofuncionales, presentes en procariotas y 

eucariotas, las Mn-catalasas (manganeso en el sitio activo) solo presentes en procariotas y las 

catalasas peroxidasas, presentes en bacterias y hongos (Murshudov y col., 2002). El 

mecanismo de acción de la enzima es el siguiente: 

2H202 2H20 + 02 

GST (EC 2.5.1.18): Cataliza la transformación del ácido mercaptúrico, usando el 

glutatión (GSH) como sustrato, en un compuesto más soluble en agua y ácido clorhídrico (HCI). 

Es una familia de enzimas que utilizan glutatión (GSH) como un sustrato en las reacciones que 

permiten la biotransformación y eliminación de una amplia gama de compuestos exógenos y 

endógenos. Debido a sus similitudes en las secuencias de aminoácidos se han identificado 

diferentes isoformas en mamíferos (a, TT, O) (Hayes y Pulford, 1995; Sheehan y col., 2001 ), y 

en no mamíferos (J3, >.) (Ding y col., 2003; Edwards y Dixon, 2004; Sheehan y col., 2001 ). El 

mecanismo de acción de la enzima es el siguiente: 

GSH + CDNB 

CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 

GSDNB : 2,4-dinitrofenil- glutation 
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GPx (EC l. 1 1 .  1.9): Cataliza la reducción de hidroperóxidos con GSH como reductor 

(Tappel, 1978). GPx es una selenoproteína que participa en la desintoxicación de lípidos y 

H202, que se forman durante la fagocitosis o en los procesos físico-químicos de las células, 

con la oxidación del GSH (Brigelius-Flohe, 1999). En presencia de GPx, el glutatión, un 

donante de electrones, capta diversos radicales peróxidos (Arthur, 2000). Existen 4 isoformas 

de GPx las cuales son selenoproteínas y están presentes en la mayoría de las células (Ursini 

y col., 1995). El mecanismo de acción de la enzima es el siguiente: 

H202+2GSH 

GSSG: Glutatión disulfuro 

Enzimas antioxidantes en camarón 

GSSG + 2H20 

Estudios realizados en Fenneropenaeus indicus infectado con el WSSV, la infección del virus 

disminuye la actividad de SOD, catalasa y GPx en músculo y hepatopáncreas (Mohankumar 

y Ramasamy, 2006), mientras que en Penaeus monodon disminuye la actividad de SOD, 

catalasa y GST en hepatopáncreas (Mathew, yKumar, yAnandan, yViswanathan Nair, y y 

col., 2007). En L. vannamei, la actividad de SOD y GPx disminuye en hepatopáncreas, 

branquias y músculo de camarones infectados con el WSSV, mientras que en hemolinfa 

aumenta. También, catalasa aumenta en músculo, branquias y hepatopáncreas después de 

24 y 48 horas de la infección con el WSSV, mientras que en hemolinfa disminuye (Parrilla 

Taylor y col., 2013). Los estudios anteriores demuestran que la actividad de enzimas 

antioxidantes es tejido-especifica y dependiente del tiempo de infección. 

Por otro lado, estudios recientes demuestran que·el WSSV induce el efecto Warburg, 

una respuesta anormal de la glucólisis, en hemocitos de camarones infectados a través de la 

via la vía Pl3K-Akt-mTOR (fosfatidilinositol 3 kinasa) para restaurar el equilibrio redox del 

huésped y asi poder establecer la infección (Chen y col., 2016) . En mamíferos, la vía Pl3K- 
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Akt-mTOR induce la estabilidad y activación del principal regulador transcripcional de la 

glucólisis, el factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1) (Jiang y col., 2001 ). 

HIF 1 :  Estructura y función. 

HIF-1  está compuesto por la subunidad HIF-1a regulada por las concentraciones de oxígeno 

de la célula y la subunidad HIF-1 � que se expresa constitutivamente (Semenza, 2001 ). HIFa 

tiene un dominio dependiente de oxígeno (ODD) que regula su estabilidad bajo condiciones 

normales de oxigeno (normoxia), en donde es hidroxilado por prolil-hidroxilasas (PDH) 

provocando unión a la proteína von Hippel Lindau (pVHL) y posterior degradación vía el 

sistema ubiquitina-proteosoma (Fedele y col., 2002). En contraste, en condiciones de bajo 

oxígeno (hipoxia), la hidroxilación de HIF-1a disminuye provocando su estabilización y 

translocación al núcleo donde se dimeriza con HIF-1� para realizar su función (Semenza, 

2001). Una vez en el núcleo, HIF-1 se une a la secuencia consenso 5'-ACGTG-3' llamada 

elemento de respuesta a hipoxia (HRE), presente en cada uno de sus genes diana (Wenger y 

Gassmann, 1997). 

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 

hipoxia (Semenza, 1998). HIF-1 induce la expresión de una gran variedad de genes que 

participan en la respuesta celular incluyendo la glucólisis, eritropoyesis y angiogénesis 

(Semenza, 2001 ). 

HIF-1 y respuesta antioxidante 

Las ROS participan en la regulación de una variedad de procesos fisiológicos que permiten la 

supervivencia de la célula durante normoxia e hipoxia (Desireddi y col., 201 O). Estudios 

sugieren que las ROS inducidas durante hipoxia regulan la actividad directa o indirectamente 
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de las PHO (prolil-hidroxilasas), que a su vez éstas regulan a HIF-1(Guzy y col., 2007). 

Además, varios estudios relacionan la producción de ROS en la mitocondria con la activación 

de HIF-1 durante condiciones de hipoxia (Chandel y col., "2000; Guzy y col., 2007; Mansfield y 

col., 2005; Mansfield y col., 2004 ). 

HIF-1 es regulado por las ROS durante inflamaciones ocurridas por infecciones virales 

o bacterianas a través de Juno, un regulador transcripcional de antioxidantes en mamíferos. 

Juno aumenta los niveles de genes antioxidantes y se ha visto, en células tumorales, que 

cuando la actividad del factor disminuye se da una mayor formación de ROS y esto refleja una 

estabilización de HIF-1a (Gerald y col., 2004) Otro tipo de regulación sucede ya que las ROS 

oxidan Fe (11) en el sitio catalítico de las PHO, bloqueando su actividad y generando una 

acumulación de HIF-1 (Gérald y col., 2004). La siguiente regulación sucede cuando el ácido 

ascórbico reduce el Fe (11) en las PHO provocando la acumulación de HIF-1 a (Kaelin y Ratcliffe, 

2008). 

HIF en camarón 

En camarón blanco, se conoce que ambas subunidades de HIF-1 contienen los dominios 

importantes para la función y regulación de HIF-1 ,  y que ambas subunidades son expresadas 

de manera tejido-específico durante normoxia e hipoxia (Soñanez-Organis y col., 2009). 

También se ha demostrado que HIF-1 regula la glucólisis anaerobia en camarones sometidos 

a hipoxia mediante la inducción de hexocinasa y lactato deshidrogenasa (LOH) (Soñanez 

Organis y col., 2011 ;  Soñanez-Organis y col., 2012). 

Resultados obtenidos en nuestro grupo de trabajo sugieren que HIF-1 regula la 

glucólisis inducida por el WSSV a través de la regulación de LOH en tejidos de camarones 

infectados (Hemández-Palomares y col., 2018). En camarones infectados la glucólisis es 

aumentada por el efecto Warburg, el cual ayuda a contrarrestar a las ROS que se producen 

durante la infección (Chen y col., 2016) .  Existe evidencia que el silenciamiento de HIF-1a 

disminuye la carga viral y mortalidad de camarones infectados con el WSSV, así como el daño 

oxidativo (proteínas carboniladas y peroxidación de lípidos) junto con un aumento tejido 

específico de la expresión de genes que codifican para enzimas antioxidantes (Miranda-Cruz 
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y Col. En revisión). Sin embargo, la. participación de HIF-1 sobre la respuesta antioxidante 

enzimática se desconoce en camarones infectados con el WSSV. 
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JUSTIFICACIÓN 

La camaronicultura es una de las principales fuentes económicas de nuestra región. Sin 

embargo, su producción se ve afectada por la infección por el WSSV, el cual estimula la 

producción de ROS como un mecanismo de defensa del camarón en contra del virus. En 

camarones infectados con el WSSV se ha demostrado que la actividad de enzimas 

antioxidantes es teijdo-específica y dependiente del tiempo de infección. El WSSV contrarresta 

la producción de ROS y satisface su replicación a través de la regulación del efecto Warburg, 

una respuesta anormal de la glucólisis. En camarón blanco, HIF-1 regula la glucólisis inducida 

por el WSSV y su silenciamiento disminuyo la carga viral y mortalidad de los camarones junto 

con el daño oxidativo en tejidos de camarón infectado. Sin embargo, no se ha demostrado la 

si el silenciamiento de HIF- 1 activa las enzimas antioxidantes de camarones infectados con 

el WSSV. Por lo tanto, este trabajo plantea determinar la actividad de las enzimas 

antioxidantes SOD, catalasa, GPx y GST en tejidos de camarón L. vannamei infectados con 

el WSSV y con HIF-1a silenciado. 
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HIPÓTESIS 

El silenciamiento de HIF-1a aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, catalasa, 

GST y GPx en tejidos de camarón blanco infectado con WSSV. 
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OBJETIVOS 

Objetivo General 

Determinar el efecto del silenciamiento de HIF-1a sobre la actividad de las enzimas 

antioxidantes SOD, catalasa, GST y GPx en tejidos de camarón blanco infectado con el WSSV. 

Objetivos Específicos 

• Extracción de proteínas citoplasmáticas de músculo y hepatopáncreas de camarón 

infectado con WSSV y con HIF-1a silenciado. 

• Determinar la actividad de las enzimas SOD, catalasa, GST y GPx en extractos de 

músculo y he pato páncreas de camarón infectado con el WSSV y con HIF-1 a silenciado 

por medio de espectrofotometria. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Manejo de animales 

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

(SPF, Specific Pathogen Free) proporcionados por una granja camaronera del estado de 

Sonora, México. Los camarones fueron trasladados 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 aclimatarán 4 semanas en tanques de 500 L con una temperatura de 28 ºC, 35 

ppm de salinidad, luz controlada, aeración constante y alimentados con camaronina 35 

(Purina). 

Inyección del dsRNA e infección con el WSSV 

La síntesis del RNA de doble cadena (dsRNA) de HIF-1 a se realizó siguiendo la metodología 

descrita por (Soñanez-Organis y col., 201 O), y se utilizó para inducir el mecanismo de RNA de 

interferencia para silenciar a HIF-1a. Por otro lado la preparación del inóculo del WSSV se 

realizó en base a lo descrito por (Hernández-Palomares y col., 2018). Los camarones fueron 

divididos en los siguientes grupos: 1 )  controles, sin ningún reto experimental n=1;  2) inyectados 

con el inoculo del WSSV (WSSV), n=30; y 3) inyectados con el dsRNA HIF-1o e inoculo del 

WSSV (WSSV/dsRNA),n=30. 

Los camarones fueron inyectados intramuscularmente con 100 µL de inoculo del WSSV 

para el grupo WSSV, mientras que para el grupo WSSV/dsRNA se inyectaron 

simultáneamente con 15  µg de dsRNA HIF-1 o y 100 µL de inoculo del WSSV. Después de 24, 

48 y 72 horas post-inyección (grupo WSSV y WSSV/dsRNA) se tomó la mortalidad acumulativa 

y se colectaron diferentes tejidos '( he p a t opáncreas y músculo), en los camarones que 
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sobrevivieron. Los tejidos fueron colectados en microtubos para inmediatamente ser 

congelados por inmersión en nitrógeno líquido y finalmente ser almacenados a -80 ºC para su 

posterior uso. 

Extracción y cuantificación de proteínas cítoplasmátícas 

Para evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, catalasa, GPx y GST se realizó 

la extracción de proteínas citoplasmáticas de músculo y hepatopáncreas utilizando el kit NE 

PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Pierce). Para evitar la degradación de 

las proteínas, se adicionó 1 µL de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma) y 1 µL de 

coctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) por cada 100 µL de reactivo de extracción 

citoplasmática 1 (CER 1). Así mismo al reactivo de extracción nuclear (NER) se le agregaron 1 

µL del PMSF y 1 µL del coctel inhibidor de proteasas, mencionados anteriormente. Se 

homogenizaron -20 mg de tejido en 100 µL de CER I en un POL YTRON PT 10-35 GT 

(Kinematica), posteriormente se incubó en hielo durante 10 min y se agregaron 5.5 µL de CER 

11 para finalmente centrifugarlo por 5 mina 13,500 RPM y a 4 ºC. El sobrenadante se transfirió 

a un tubo nuevo y se almacenó a -80 ºC. 

La cuantificación de las proteínas se realizó usando el reactivo Quick Start Bradford 

(Bio-Rad) a partir de una dilución única (1 :1 O, extracto: H20) que fue dividida en dos alícuotas 

para su evaluación. Se hizo una mezcla del extracto citoplasmático con el reactivo Quick Start 

Bradford, se incubó 5 mina 25 ºC y se midió la absorbancia a 595nm en el equipo Varioskan ™ 

LUX multimode microplate reader (ThermoFisher). 
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Determinación de la actividad de enzimas antioxidantes 

Superóxido dismutasa 

La actividad de SOO se determinó siguiendo la formación del radical superóxido (O,-) mediante 
la reacción de xantina/xantina oxidasa y la reducción de nitro azul tetrazolio (NBT) como lo 
describió (Suzuki, 2000). Se realizó una solución de trabajo (50 mM de carbonato sódico, 
0 .1mM de xantina, 0.025 mM de NBT y 0.1mM de EDTA) y una solución de xantina oxidasa 
en 0.1 µM de sulfato de amonio. En una celda se adicionó 490 µL de solución de trabajo, 1 µL 
de xantina oxidase y 10 µL de extracto citoplasmático diluido 1 : 1 0  para músculo y 1 :50 para 
hepatopáncreas. La reacción se siguió cinéticamente durante 5 minutos a 560 nm en el 
espectrofotómetro 6705 UVNis Spectrophotometer (Jenway). Después del tiempo transcurrido 
se anotó la pendiente de la linea recta obtenida al graficar absorbancia/tiempo, el siguiente 
paso fue calcular el porcentaje de inhibición utilizando la siguiente formula: 

(absmbancia del blanco ) ( absmbancia de la muestra) 
%inhibición minuto . minuto x 100 absorbanc1a d I bl minuto e aneo 

Teniendo el porcentaje de inhibición se calculó las unidades-de la enzima teniendo en 
cuenta que una unidad (U) de SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para 
inhibir la reacción de 02- con NBT en un 50%. La actividad específica de SOD se expresó en 
U SOD/µg de proteína. 
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Cata lasa 

La actividad de la catalasa se midió utilizando el kit Catalase Assay Kit (Sigma-Aldrich) que 

sigue la reacción de la enzima con el metanol en presencia de H,O, produciendo formaldehido. 

El formaldehido se combina con el colorante 4-amino- 3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole 

(Purpald), para poder ser cuantificado por espectrofotometria. Para lo anterior, primero se 

realizó una curva estándar de formaldehido con las siguientes concentraciones: O, 5, 15,  30, 

45, 60, 75 µM. En una placa de 96 pozos se colocaron por separado 20 µL de cada estándar 

de formaldehido, 20 µL de control positivo (catalasa de hígado bovino) y 20 µL de extracto 

citoplasmático (sin diluir para músculo y diluido 1 : 1 0  para hepatopáncreas) a los que se les 

adicionó 100 µL de buffer de ensayo y 30 µL de metanol. La reacción se inició agregando 20 

µL de H202 a cada uno de los pozos y se incubó por 20 minutos a temperatura ambiente. La 

reacción se detuvo por la adición de 30 µL de hidróxido de potasio, mientras que el 

formaldehido generado en la reacción se detectó por la adición de 30 µL del cromógeno 

Catalase Purpald y 1 O µL de periodato de cata lasa para finalmente medir la absorbancia a 

540nm en el espectrofotómetro Varioskan TM LUX (Thermo Scientific). Para calcular la actividad 

de catalasa primeramente, se calculó la concentración de formaldehido en base a la curva 

estándar. Posteriormente, la actividad de catalasa se obtuvo mediante la siguiente ecuación: 

Concentración de formaldehido en µM 
Actividad de Catalasa: 

20 
. x la dilución de la muestra 

mm 

La actividad especifica de catalasa se expresó en U/µg de proteína, en donde una unidad 

de catalasa se define como la cantidad de enzima que causa la formación de 1 .0  nmol de 

formaldehido a una temperatura de 25ºC. 

G lutatíón peroxidasa 

La actividad de GPx se midió utilizando el kit Glutathione Peroxidase Assay Kit (Cayman 

Chemical) la cual se basa en la oxidación del glutatión, produciendo una reducción de 
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hidroperóxidos y por medio de NADPH y GR dar lugar a la formación de NADP•. En una placa de 96 pozos se colocaron 100 µL de buffer de ensayo, 50 µL de la mezcla de ca-sustrato y 20 µL de la muestras de extractos citoplasmáticos de músculo y hepatopáncreas diluidos 1 :50. Un control de referencia fue incluido mezclando 120 µL de buffer de ensayo, 50 µL del co sustrato y 20 µL de la enzima GPx. Se inició la reacción con 20 µL de hidroperóxido de cu meno, y se midió la absorbancia a 340 nm durante 10 minutos en el equipo Varioskan™ LUX (Thermo Scientific). La actividad de GPx se calculó primeramente obteniendo la pendiente de la línea recta, a las cuales se les resto la pendiente del control de referencia y se calculó la actividad de GPx con la siguiente formula: 
(nmol) ( t,340nm ) -.- · O 19  mL F t d Actividad GPx min = rrun · ac or e mL 0.00373µM·1 (o.02 mL) ( Dilución ) 

Teniendo la actividad de GPx en nmol/min/mL, lo siquiente fue dividir entre la concentración en ug/mL de la muestra y así obtener la actividad de GPx en nmol/ug de proteína. La actividad específica de GPx se representó como U/ug de proteína, teniendo en cuenta de una U de GPx es la cantidad de enzima que causa la oxidación de 1 nmol de NADPH a NAO por minuto a 25ºC. 

Glutatión S transferasa 

La actividad de GST se cuantificó con el método de (Habig y Jakoby, 1981 ), el cual sigue la formación de tioéter - glutatión - dinitrobenceno a partir de la reacción entre glutatión y 1 - cloro 2,4 - dinitrobenceno (CDNB). Se utilizó una solución de trabajo (100 mM de buffer de fosfatos pH 7, 60 mM de EDTA pH 1 O, 1 OmM de CDNB), glutatión 1 OmM y muestra o blanco. Se colocó en la celda 459 uL de solución de trabajo, 25 uL de glutatión y 16 uL de muestra de extracto citoplasmático sin diluir de músculo y hepatopáncreas, el blanco fue la solución de trabajo. La reacción se siguió cinéticamente por 6 minutos a 340 nm en el espectrofotómetro 6705 UVNis 25 



Spectrophotometer (Jenway). Después del tiempo transcurrido se anotó la pendiente de la 

línea recta en absorbancia/minuto y se utilizó- la siguiente fórmula para calcular las U/mi de 

enzima: 

(11Abs 340nm/min muestra- AAbs 340nm/min blanco) (0.5)(factor de dilución) 

9.6(0.016) 

En donde: 

0.5= indica el volumen total en ml. 

9.6= indica el coeficiente de extinción molar del CDNB a 340nm. 

0.016= indica el volumen de muestra utilizado en ml. 

La actividad específica de GST se representó como U/µg de proteína en donde una U 

se define como la cantidad de enzima que sintetiza 1 µmol de CDNB con glutatión reducido 

por rnin" a 25ºC. 

Análisis Estadístico 

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

a un análisis de varianza (ANOVA). Para verificar la normalidad, los datos se sometieron a la 

prueba de Kolmogorov-Smirnov y para evaluar diferencias entre el control y cada uno de los 

tratamientos se usó la prueba de comparación múltiple de Duncan a un nivel de probabilidad 

del 95% mediante el programa Origin Pro 8. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Actividad específica de SOD 

La actividad de SOD aumentó 1 .  79 y 1.89 veces en músculo del grupo WSSV a las 24 y 48 h 

pos-infección, respectivamente, respecto al control. En el caso del grupo WSSV/dsRNA no 

hubo cambios significativos de la actividad de SOD a las 24 y 48 h. pos-infección respecto al 

control, mientras que a las 72 h aumentó 2 veces. En hepatopáncreas, la actividad de SOD 

aumento 2.51 y 2 veces en el grupo WSSV a las 24 y 48 h pos-infección, respectivamente, 

comparado al control. En el grupo del WSSV/dSRNA, la actividad de SOD aumentó 2.51 veces 

a las 24 h pos-infección, mientras que a las 48 y 72 h aumentó 1 . 1 5  veces (Figura 1 ). 
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Figura 1 :  Actividad especifica de SOD en músculo y hepatopáncreas de camarones infectados 

con el WSSV y HIF-1a silenciado. Los asteriscos denotan cambios significativos (P<0.05) 

respecto al control. Grupo control, WSSV: grupo infectado, WSSV/dsRNA: grupo infectados y 

con HIF-1n silenciado. 

Actividad específica de catalasa 

En músculo, la actividad de catalasa aumento 1.54 y 1 .63 veces en el grupo WSSV a las 24 y 

48 h pos-infección, respectivamente, con respecto al control, mientras que en el grupo 

WSSV/dsRNA aumentó 1 .8 ,  1 . 5  y  2.5 veces a las 24, 48 y 72 h, respectivamente, en 

comparación al control La actividad de catalasa en hepatopáncreas no mostró diferencia 

significativa entre el grupo WSSV a las 24 y 48 h pos-infección con respecto control. En el 

grupo WSSV/dsRNA, la actividad de catalasa disminuyó 2, 2.42 y 2.73 veces a las 24, 48 y 72 

h, respectivamente, en comparación al control: (Figura 2). 
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Figura 2: Actividad específica de catalasa en músculo y hepatopáncreas de camarones 

infectados con el WSSV y HIF-1a silenciado. Los asteriscos denotan cambios sígnificativos 

(P<0.05) respecto al control. Grupo control, WSSV: grupo infectado, WSSV/dsRNA: grupo 

infectados y con HIF-1a silenciado. 

29 



Actividad específica de GST 

En músculo, la actividad de GST disminuyó 1.45 y 1.43 veces en el grupo WSSV a las 24 y 48 
h pos-infección, respectivamente, respecto al c;ontrol, mientras que en el grupo WSSV/dsRNA 
aumentó 2.77 veces a las 72 h pos-tratamiento. La actividad de GST aumentó 1 . 1  veces en 
hepatopáncreas del grupffWSSV a las 24 h pos-infección respecto al control, mientras que a 
las 48 h disminuyó 2.2 veces. En el grupo WSSV/dsRNA, la actividad de GST disminuyó 1 .2 
veces a las 24, 48 y 72 h respecto al control. (Figura 3). 
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Fig 3: Actividad específica de GST en músculo y hepatopáncreas de camarones infectados 

con el WSSV y HIF-1a silenciado. Los asteriscos denotan cambios significativos (P<0.05) 

respecto al control. Grupo control, WSSV: grupo infectado, WSSV/dsRNA: grupo infectados y 

con HIF-1 silenciado. 

Actividad específica de GPx 

La actividad de GPx en hepatopáncreas disminuyó 1 .6 veces en el grupo WSSV a las 48 h 

pos-infección respecto al control, mientras que el grupo WSSV/dsRNA disminuyó 2.5 y 2.2 

veces a las 48 y 72 h pos-tratamiento (Figura 4). En contraste, la actividad de GPx no se 

detectó en ninguno de los grupos experimentales a los diferentes tiempos de la infección. 
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Fig 4: Actividad especifica de GPx eri hepatopáricreas de camarones infectados con el WSSV 

y HIF-1a silenciado. Los asteriscos denotan cambios significativos (P<0.05) respecto al 

control. Grupo control, WSSV: grupo infectado, WSSV/dsRNA: grupo infectados y con HIF-1 

silenciado. 
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Estudios realizados en F. indicus, P. monodon y L. vannamei infectado con el WSSV se 

observó que la actividad de SOD, GST y GPx aumenta en hepatopáncreas a las 24 h de la 

infección mientras que a las 48 h disminuye provocando estrés oxidativo (Mathew, yKumar, 

yAnandan, yNair, y y col., 2007; Parrilla-Taylor y col., 2013; Subramanian, 2013). Estudios en 

F. indicus realizados por Mohankumar y Ramasamy en el 2009 demuestran que el WSSV 

disminuye la actividad de GST y catalasa en músculo y hepatopáncreas, respectivamente, 

conforme al tiempo de infección. Mathew y colaboradores en el 2007 demuestran un aumento 

de la actividad de catalasa en músculo P. monodon en las primeras etapas de la infección con 

el WSSV. En los estudios anteriores la disminución en la actividad de enzimas antioxidantes 

generó estrés oxidatívo, daño tisular, falla sistémica, hasta conducir al camarón a una muerte 

súbita. Además, se sugiere que la actividad diferencial de las enzimas antioxidantes puede 

estar relacionada con la función del tejido evaluado. El hepatopáncreas contiene niveles 

elevados de ácidos grasos, participa en la absorción, digestión y almacenamiento de nutrientes 

en camarones y es considerado importante en la producción de ROS; mientras que el músculo 

participa en la locomoción con capacidad glucolítica y gluconeogénica (Gibson R., 1979). 

En camarón blanco, el WSSV también produce cambios en el metabolismo energético 

a través de la inducción del efecto Warburg, una respuesta anormal de la glucólisis en donde 

aumenta el consumo de glucosa y acumulación de lactato, para satisfacer su replicación. Chen 

y col 2016, demostraron que la vía la vía Pl3K-Akt-mTOR, un activador de HIF-1a en 

mamíferos, induce el efecto Warburg en hemocitos de camarón blanco con el fin de restablecer 

el equilibrio redox del huésped y contrarrestar la sobreproducción de ROS para así establecer 

su infección (Chen y col., 2016). Un estudio reciente por nuestro grupo de trabajo sugiere que 

el efecto Warburg inducido por el WSSV es mediado por HIF-1 en tejidos de camarón blanco 

infectado (Hemández-Palomares y col., 2018). Además, el silencia miento de HIF-1 a disminuyó 

la carga viral y mortalidad de los camarones junto con el daño oxidativo (proteínas carboníladas 

y peroxidación de lípidos) en tejidos de camarón infectado con el WSSV (Miranda-Cruz MM. y 

col.). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el silencia miento de HIF-1 a contrarresta 

el daño oxidativo, debido a que se restauran las defensas antioxidantes, disminuyendo el daño 

oxídatívo y mortalidad del camarón. 
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CONCLUSIÓN 

El silenciamiento de HIF-1a aumenta la actividad de SOD, catalasa y GST de manera tejido 

específica en camarones infectados con el WSSV, sugiriendo que contrarresta el daño 

oxidativo a través de la regulación del efecto Wárburg. 
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