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INTRODUCCION

El camaron blanco Litopenaeus vannamei es el principal crustaceo cultivado en Sonora, y
abarca gran parte de la economia del estado. Sin embargo, las infecciones virales son unos
de los factores de riesgo gue pueden afectar a la camaronicultura, El virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés White Spot Sindrome Virus) es uno de los
principales patégenos en camaron que causa Un 100% de mortalidad en granjas camaroneras
(Chen y col, 2011). El WSSV, enfre ofras alteraciones, induce la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS, Reactive Species Oxygen), como un mecanismo de defensa del
camarén en contra del virus (Schwarz, 1996).

La sobreproduccion de ROS constituye un peligro para las células, las cuales
contrarrestan estos compuestos por medio de sus mecanismos de defensa antioxidante (Hilya
Bayrr, 2005). Las defensas antioxidantes de las células incluyen diferentes enzimas que
eliminan a las ROS, como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa
(GPx} y glutation 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 infeccion y del tejido evaluado
(Parrilla-Taylor y col, 2013). En hemocitos de camarén blanco, las ROS producidas durante
la infeccion con el WSSV son contrarrestadas mediante la regulacion del efecto Warburg via
PI3K-Akt-mTOR (Chen et al 2018). El efecto Warburg es una respuesta anormal de la glucolisis
en donde aumenta el consumo de glucosa y acumulacion 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 transcripcion que participa en la
regulacion 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 oxigeno y una constitutiva subunidad  (HIF-18) (Semenza, 2001). En infecciones
virales de mamiferos, HIF-1a se induce en respuesta a una infeccion viral, sugiriendo que
favorece al patogeno haciendo que la célula infectada sobreviva mas tiempo (Palazon y col,
2014). En camaroén blanco, HIF-1 regula la glucdlisis anaerobia inducida por hipoxia mediante

la activacion de genes glucoliticos {Sofianez-Organis y col,, 2011; Sofianez-Organis y col.,



2010; Sofanez-Organis y col, 2012), y estudios recientes sugieren que también regula la
ghlucdlisis inducida por el WSSV (Hernandez-Palomares y col, 2018).

Durante la infeccién por el WSSV, se producen ROS como un mecanismo de defensa
del camarén en contra del virus y se activa el efecto Warburg para satisfacer las necesidades
energéticas tanto del camaron como del virus, el cual en dltima instancia genera ROS por un
desbalance en el metabolismo oxidativo (Chen y col,, 2011). Las ROS son contrarrestadas por
las enzimas antioxidantes, asi como también por el efecto Warburg a través de 1a via PI13K-
Akt-mTOR (Chen vy col., 2016), dicho efecto se caracteriza por un aumento en la glucdlisis, 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, asi como el dafio oxidativo
(Miranda-Cruz y Col. En revision). Sin embargo, se desconoce si el silenciamiento de HIF-1a
activa la respuesta antioxidante enzimatica para combatir las ROS generadas durante la
infeccion con e WSSY. Por b tanto, en éste trabajo se evalué la actividad de las enzimas
antioxidantes en camarones infectados con WSSVy con HIF-1 silenciado.
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ANTECEDENTES

Camaron blanco Litopenaus vannamei

El camardn es el producto marino mas comercializado en el mundo, y el camarén blanco L
vannamei es el mas 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 produccion anual de hasta 100,000 toneladas
(CONAPESCA, 2016).

El camardn tolera cambios de concentracion de salinidad y oxigeno disuelto en agua
durante su cultivo (Rosas y col, 1998}, asi como cambios de temperatura y pH (Allan y col.,
1990). Sin embargo, la produccion de camaron se ve afectada por enfermedades causadas
por el virus de la cabeza amarilla (YHV), el virus del sindrome de taura (TSV) y el virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV), siendo este ltimo el que provoca una alta tasa de
mortalidad (Pascual y col,, 2004).

Virus del sindrome de la mancha blanca

El sindrome de la mancha es una de las principales enfermedades del camarén en el mundo,
causada por el WSSV. El virus puede causar el 100% de mortalidad 2acumulada entre los 2-10
dias en granjas camaronicolas, y hay una creciente preocupacion por su introduccién en la
poblacién 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 Taxonomia de Virus (ICTV) asigno al WSSV a la familia Nimaviridae
como miembro Unico. Los viriones del WSSV son entre ovoides o elipsoides y baciliformes,
miden 80 a 120 nm de diametro y 250 a 380 nm de longitud (Lo y col,, 2011).

Los sintomas que el WSSV causa sobre las diferentes especies de camarén son:
pequefias manchas blancas, que se deben a depésitos de sales de calcio, (0.5 — 3 mm) en el
exoesqueleto y dentro de la epidermis, letargia, pérdida de apetito, decoloracion rojiza y
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perdida de la cuticula (Chou y col, 1995). Existen estudios relacionados con los genes y
proteinas involucradas en la estructura, proliferacion, ciclo de vida y latencia del WSSV
{Durand y col.,, 1997; Wang y Zhang, 2008). Durante infecciones virales, como es la del WSSV
en camardén, se producen especies reactivas de oxigeno (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).

Especies reactivas de oxigeno

Las ROS son moléculas pequefias que tienen sitios con electrones desapareados, incluye al
radical superoxido (Oz), hidroxilo (OH), peroxilo (RO;) e hidroperoxido (HO;) y agentes
oxidantes como el peréxido de hidrégeno {H:02), acido hipocloroso (HOCI) y ozono (Oa).
Dichas moleculas se producen en el metabolismo oxidativo normal y son involucradas en
reacciones enzimaticas, mitocondriales, transporte de electrones, expresion génica, entre
otros (Bayr, 2005).

La sobreproduccion de ROS puede llevar a un dafo oxidativo a la células, el dafio
puede ser a los lipidos (peroxidacién lipidica), proteinas (oxidacién de aminoacidos) y el ADN
(mutaciones) (Fraga y col,, 1990,Romero, 1994; Salvemini y Cuzzocrea, 2002). Por b anterior,
las celulas cuentan con mecanismo de defensa antioxidante que se encargan de eliminar o

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

Mecanismos de respuesta antioxidante

Los mecanismos de defensa antioxidante consisten en una serie de enzimas y compuestos
gue mantienen el estado redox celular que es critico para diversos procesos bioldgicos (Reddy,
2008). Las defensas antioxidantes incluyen diferentes moléculas organicas como glutatién,
acido ascoérbico, vitamina A y E; y enzimas como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa,
glutatién peroxidasa (GPx), glutation S- transferasa (GST), glutatién reductasa (GR) y
tioredoxina (TRx) (Blokhina y col, 2003; Nordberg y Arner, 2001; Valko y col., 2007).
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SOD (EC 1.15.1.1): Cataliza la dismutacion de los radicales superdxidos. 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*® o Fe*® en el centro catalitico (Fridovich,
1895) que pueden estar presentes en el citoplasma, mitocondria y extra celular (Marklund y

col, 1882). El mecanismo de accién de la enzima es el siguiente:

20,7+ 2HY —— Hx0: + O

Catalasa (E.C.1.11.1.6): Cataliza la disociacion de 2H.O, en Q. y 2H,0. Aunque el
H202 es el mds estable de las especies de ROS, puede reaccionar con metales y producir el
radical hidroxilo (OH), que es un ROS mas 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 accion de la enzima es el siguiente:

2H 07— 2H0 + Og

GST (EC 2.5.1.18):. Cataliza la transformacion del acide mercaptirico, usando el
glutation {GSH) como sustrato, en un compuesto mas soluble en agua y acido clorhidrico (HCI).
Es una familia de enzimas que utilizan glutation {(GSH) como un sustrato en las reacciones que
permiten la biotransformacion y eliminacion de una amplia gama de compuestos exdgenos y
endogenos. Debido a sus similitudes en las secuencias de aminodcidos se han identificado
diferentes isoformas en mamiferos (a, m, Q) (Hayes y Pulford, 1895; Sheehan y col,, 2001), y
en no mamiferos (B, A} (Ding v col., 2003; Edwards y Dixon, 2004; Sheehan y col., 2001). El

mecanismo de accion de la enzima es el siguiente:

GSH + CDNB ——» GSDNB + HCI

CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno

GSDNB: 2 4-dinitrofenil- glutation
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GPx (EC L 11. 1.9): Cataliza la reduccion de hidroperoxidos con GSH como reductor
{Tappel, 1978). GPx es una selenoproteina que participa en la desintoxicacion de lipidos y
Hz02, que se forman durante la fagocitosis o en los procesos fisico-guimicos de las células,
con la oxidacion del GSH (Brigelius-Flohe, 1999). En presencia de GPx, el glutation, un
donante de electrones, capta diversos radicales peroxidos (Arthur, 2000). Existen 4 isoformas
de GPx las cuales son selenoproteinas y estan presentes en la mayoria de las células (Ursini

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

H2Q2+2GSH — GSSG + 2H-0

GSSG: Glutation disulfuro

Enzimas antioxidantes en camardn

Estudios realizados en Fenneropenaeus indicus infectado con el WSSV, la infeccion del virus
disminuye la actividad de SOD, catalasa y GPx en muisculo y hepatopancreas (Mohankumar
y Ramasamy, 2006), mientras que en Penaeus monodon disminuye la actividad de SOD,
catalasa y GST en hepatopancreas (Mathew, yKumar, yAnandan, yViswanathan Nair, y vy
col, 2007). En L vannamei, la actividad de SOD y GPx disminuye en hepatopancreas,
branguias y musculo de camarones infectados con el WSSV, mientras que en hemolinfa
aumenta. También, catalasa aumenta en midsculo, branquias y hepatopancreas después de
24 y 48 horas de la infeccion con el WSSV, mientras gue en hemolinfa disminuye (Parrilla-
Taylor v col, 2013). Los estudios anteriores demuestran que la actividad de enzimas
antioxidantes es tejido-especifica y dependiente del tiempo de infeccion.

Por otro lado, estudios recientes demuestran que-el WSSV induce el efecto Warburg,
una respuesta anormal de la glucolisis, en hemocitos de camarones infectados a través de la
via la via PI3K-Akt-mTOR (fosfatidilinositol 3 kinasa) para restaurar el equilibrio redox del

huésped y asi poder establecer la infeccion (Chen y col., 2018). En mamiferos, la via PI3K-
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Akt-mTOR induce la estabilidad y activacion del principal regulador transcripcional de k
glucdlisis, el factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1) (Jiang y col., 2001).

HIF 1: Estructura y funcion.

HIF-1 esta compuesto por la subunidad HIF-1a regulada por las concentraciones de oxigeno
de la célula y ka subunidad HIF-1 que se expresa constitutivamente {Semenza, 2001). HIFa
tiene un dominic dependiente de oxigeno (ODD) que regula su estabilidad bajo condiciones
normales de oxigeno (normoxia), en donde es hidroxilado por prolil-hidroxilasas (PDH)
provocando union & la proteina von Hippel Lindau {pVHL) y posterior degradacion via el
sistema ubiguitina-proteosoma (Fedele y col, 2002). En contraste, en condiciones de bajo
oxigeno (hipoxia), la hidroxilacién de HMIF-1a disminuye provocando su estabilizacién y
translocacién al nicleo donde se dimeriza con HIF-1B para realizar su funcién {(Semenza,
2001). Una vez en el nucleo, 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, 1897).

MIF-1 regula la respuesta a hipoxia mediante la coordinacién de un mecanismo
transcripcional que asegura un éptimo funcionamiento metabdlico, y de adaptacién vascular a
hipoxia (Semenza, 1998). HIF-1 induce la expresién de una gran variedad de genes que
participan en la respuesta celular incluyendo la glucdlisis, eritropoyesis y angiogénesis
{Semenza, 2001).

HIF-1 y respuesta antioxidante

Las ROS participan en la regulacién de una variedad de procesos fisiologicos que permiten la
supervivencia de la célula durante normoxia e hipoxia (Desireddi y col, 2010). Estudios

sugieren que las ROS inducidas durante hipoxia regulan la actividad directa o indirectamente
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de las PHD (prolil-hidroxilasas), que a su vez éstas regulan a HIF-1(Guzy y col, 2007).
Ademas, varios estudios relacionan la produccion de ROS en la mitocondria con la activacion
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 JunD, un regulador transcripcional de antioxidantes en mamiferos.
JunD aumenta los niveles de genes antioxidantes y se ha visto, en células tumorales, gue
cuando la actividad del factor disminuye se da una mayor formacién de ROS y esto refleja una
estabilizacion de HIF-1a (Gerald y col, 2004) Otro tipo de regulacion sucede ya gue las ROS
oxidan Fe () en el sitio catalitico de las PHD, blogueando su actividad y generando una
acumuiacion de HIF-1 (Gerald y col, 2004). La siguiente regulacion sucede cuando el acido
ascorbico reduce el Fe (ll) en las PHD provocando la acumulacion de HIF-1a (Kaelin y Ratcliffe,
2008).

HIF en camaroén

En camarén blanco, se conoce que ambas subunidades de HIF-1 contienen los dominios
importantes para la funcion y regulacion de HIF-1, y que ambas subunidades son expresadas
de manera tejido-especifico durante normoxia e hipoxia (Sofianez-Organis y col, 2009).
También se ha demostrado que HIF-1 reguta la glucdlisis anaerobia en camarones sometidos
a hipoxia mediante la induccion de hexocinasa y lactato deshidrogenasa (LDH) (Sofianez-
Organis y col, 2011; Sofianez-Crganis y col,, 2012).

Resultados obtenidos en nuestro grupo de trabajo sugieren que HIF-1 regula la
glucdlisis inducida por el WSSV a través de k regulacion de LDCH en tejidos de camarones
infectados (Hemandez-Palomares y col, 2018). En camarones infectados & glucélisis es
aumentada por €l efecto Warburg, el cual ayuda a contrarrestar a las ROS que se producen
durante la infeccion {Chen y col, 2016). Existe evidencia que € silenciamiento de HIF-1a
disminuye la carga viral y mortalidad de camarones infectados con el WSSV, asi como et dario
oxidativo (proteinas carboniladas y peroxidacion de lipidos) junto con un aumento tejido

especifico de la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes (Miranda-Cruz
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y Col. En revision). Sin embargo, la participacion de HIF-1 sgbre & respuesta antioxidante

enzimatica se desconoce en camarones infectados con el WSSV,
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JUSTIFICACION

La camaronicultura es una de las principales fuentes econdmicas de nuestra regién. Sin
embargo, su produccién se ve afectada por la infeccidon por el WSSV, el cual estimula la
produccion de ROS como un mecanismo de defensa del camarén en contra del virus, En
camarones infectados con el WSSV se ha demostrado que la actividad de enzimas
antioxidantes es teijdo-especifica y dependiente del tiempo de infeccion. El WSSV contrarresta
la produccion de ROS vy satisface su replicacion a través de la regulacion del efecto Warburg,
una respuesta anormal de la glucélisis. En camardn blanco, HIF-1 regula la glucélisis inducida
por el WSSV y su silenciamiento disminuyo la carga viral y mortalidad de los camarones junto
con el dafio oxidativo en tejidos de camarén 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 camarén L. vannamei infectados con
el WSSV y con HIF-1a silenciado.
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HIPOTESIS

El silenciamiento de HIF-1a aumenta la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, catalasa,
GST y GPx en tejidos de camardn blanco infectado con WSSY.
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OBJETIVOS

Objetivo General

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

antioxidantes SOD, catalasa, GST y GPx en tejidos de camarén blanco infectade con el WSSV,

Objetivos Especificos

e Extraccion de proteinas citoplasmaticas de musculo y hepatopancreas de camardn
infectado con WSSV y con HIF-1u silenciado.

e Determinar la actividad de las enzimas SOD, catalasa, GST y GPx en extractos de
musculo y he patopéncreas de camarén infectado con el WSSV y con HIF-1a silenciado
por medio de espectrofotometria.
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MATERIALES Y METODOS

Manejo de animales

Se utilizaron camarones juveniles de L vannamei (14 + 2 gr) libres de patdgenos especificos
(SPF, Specific Pathogen Free) proporcionados por una granja camaronera del estado de
Sonora, Mexico. Los camarones fueron trasladados al Laboratorio de Fisiologia de
Invertebrados Marinos de la Coordinacién de Organismos de Origen Animal del Centro de
investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. en Hermosillo, Sonora. Posteriormente, los
camarones se aclimataran 4 semanas en tanques de 500 L con una temperatura de 28 °C, 35
ppm de salinidad, luz conirolada, aeracion constante y alimentados con camaronina 35
(Purina).

Inyeccion del dsRNA e infeccidon con el WSSV

La sintesis del RNA de doble cadena (dsRNA) de HIF-1a se realizé siguiendo la metodologia
descrita por {(Sofianez-Organis y col, 2010), y se utilizé para inducir el mecanismo de RNA de
interferencia para silenciar a HIF-1a. Por otro lado la preparacion del ingculo del WSSV se
realizd en base a lo descrito por (Hernandez-Palomares y col, 2018). Los camarones fueron
divididos en los siguientes grupos: 1) controles, sin ningln reto experimental n=1; 2) inyectados
con el inoculo del WSSV (WSSV), n=30; v 3) inyectados con el dsRNA HIF-1a e inoculo dei
WSSV (WSSV/dsRNA)n=30.

Los camarones fueron inyectados intramuscularmente con 100 pL de inocuio del WSSV
para el grupo WSSV, mientras que para e grupo WSSV/dsRNA se inyectaron
simultidneamente con 15 ug de dsRNA HIF-1ay 100 uL de inoculo del WSSV. Después de 24,
48 y 72 horas post-inyeccion (grupo WSSV y WSSV/dsRNA) se tomé la mortalidad acumulativa

y se colectaron diferentes tejidos (hepatopéincreas y misculo), en los camarones que
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sobrevivieron. Los tejidos fueron colectados en microtubos para inmediatamente ser
congelados por inmersion en nitrégeno liquido y finalmente ser almacenados a -80 °C para su

posterior uso.

Extraccion y cuantificacion de proteinas citoplasmaticas

Para evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, catalasa, GPx y GST se realizé
la extraccion de proteinas citoplasmaticas de musculo y hepatopancreas utilizando el kit NE-
PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Pierce). Para evitar la degradacion de
las proteinas, se adiciond 1 pb de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma) y 1 WL de
coctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) por cada 100 pL de reactivo de extraccion
citoplasmatica | (CER ). Asi mismo al reactivo de extraccién nuclear (NER) se le agregaron 1
ub del PMSF y 1 pL del coctel inhibidor de proteasas, mencionados anteriormente. Se
homogenizaron ~20 mg de tejido en 100 pyl. de CER | en un POLYTRON PT 10-35 GT
{(Kinematica), posteriormente se incubd en hielo durante 10 min y se agregaron 5.5 yL de CER

Il para finalmente centrifugarlo por 5 mina 13,500 RPM y a 4 °C. El sobrenadante se transfirid
a un tubo nuevo y se almacend a -80 °C.

La cuantificacion de las proteinas se realizé usando el reactivo Quick Start Bradford
{Bio-Rad) a partir de una dilucidon dnica (1:10, extracto: H>O) que fue dividida en dos alicuotas
para su evaluacion. Se hizo una mezcla del extracto citoplasmatico con el reactive Quick Start
Bradford, se incubd 5 mina 25 °C y se midi6 la absorbancia a 595nm en el equipo Varioskan™
LUX multimode microplate reader (ThermoFisher).
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Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes

Superoxido dismutasa

La actividad de SOD se determind siguiendo la formacion del radical superéxido (O2) mediante
la reaccion de xantina/xantina oxidasa y la reduccién de nitro azul tetrazolio (NBT) como b
describié (Suzuki, 2000}. Se realizé una solucién de trabajo (50 mM de carbonato sédico,
0.1mM de xantina, 0.025 mM de NBT y 0.1mM de EDTA) vy una solucion de xantina oxidasa
en 0.1uM de sulfato de amonio. En una celda se adiciond 490 L de solucidn de trabajo, 1ul
de xantina oxidase y 10 plL de exfracto citoplasmatico diluido 1:10 para muisculo y 1:50 para
hepatopancreas. La reaccién se siguid cinéticamente durante 5 minutos a 560 nm en el
espectrofotémetro 6705 UV/Vis Spectrophotometer (Jenway). Después del tiempo transcurrido
se anotd la pendiente de la linea recta obtenida al graficar absorbancia/tiempo, el siguiente
paso fue calcular el porcentaje de inhibicién utilizando la siguiente formula:

(g@___qrbancg_ del blanco )(_gl_ago__rl_@@!g_de la muestra)

T T T minuto minuto

feinhibicidn e x 100
S22MDANTE Jel blanco

rmihuto

Teniendo el porcentaje de inhibicion se calculd 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 reaccién de O-- con NBT en un 50%. La actividad especifica de SOD se exprest en
U SOD/ug de proteina.
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Catalasa

lLa actividad de la catalasa se midio ulilizando el kit Catalase Assay Kit (Sigma-Aldrich) que
sigue la reaccion de la enzima con el metanol en presencia de H-O; produciendo formaldehido.
£l formaldehido se combina con el colorante 4-amino- 3-hydrazino-5-mercapto-12 4-triazole
(Purpald), para poder ser cuantificado por espectrofotometria. Para lo anterior, primero se
realizé una curva estandar de formaldehido con las siguientes concentraciones: 0, 5, 15, 30,
45 60, 75 uM. En una placa de 96 pozos se colocaron por separado 20 L de cada estandar
de formaldehido, 20 yL de control positivo (catalasa de higado bovino) y 20 pL de extracto
citoplasmatico (sin diluir para masculo y diluido 1:10 para hepatopancreas) a los gue se les
adiciond 100 uL de buffer de ensayo y 30 uL de metanol. La reaccién se inicié agregando 20
uL de H,O, a cada uno de los pozos y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo por la adicion de 30 pyL de hidroxido de potasio, mientras que el
formaldehido generado en la reaccion se detectd por la adicién de 30 pl del cromégeno
Catalase Purpald y 10 yuL de periodato de catalasa para finaimente medir la ahsorhancia a
540nm en el espectrofotometro Varioskan™ LUX (Thermo Scientific). Para calcular la actividad
de catalasa primeramente, se calculd la concentracion de formaldehido en base a la curva
estandar. Posteriormente, la actividad de catalasa se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

Concentracion de formaidehid M
el e Gl e At 280 ;:nma TIC0 en WY x 1a dilucién de la muestra

La aclividad especifica de catalasa se expreso en U/ug de proteina, en donde una unidad
de catalasa se define como la cantidad de enzima que causa la formacion de 1.0 nmol de
formaldehido a una temperatura de 25°C.

Glutation peroxidasa

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

Chemical) la cual se basa en la oxidacion del glutation, produciendo una reduccion de
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hidroperoéxidos y por medio de NADPH y GR dar lugar a la formacién de NADP*. En una placa
de 96 pozos se colocaron 100 pL de buffer de ensayo, 50 |L de la mezcla de co-sustrato y 20
UL de la muestras de extractos citoplasmaticos de musculo y hepatopancreas diluidos 1:50.
Un control de referencia fue incluido mezclando 120 L de buffer de ensayo, 50 pL del co-
sustrato y 20 L de la enzima GPx. Se inicid la reaccion con 20 pL de hidroperdxide de cumeno,
y se midid & absorbancia a 340 nm durante 10 minutos en el equipo Varioskan™ LUX (Thermo
Scientific). La actividad de GPx se calculd primeramente obteniendo la pendiente de la linea
recta, a las cuales se les resto la pendiente del control de referencia y se calculé la actividad

de GPx con la siguiente formula;

A340nm 0.19 mL
el Kby - m
Activi min, _ min ( : ) Pactor da
ctividad GPx Mot 0,00373pM'1 002 mL ( Dilucién )

Teniendo la actividad de GPx en nmol/min/mL, lo siguiente fue dividir entre &
concentracién en ug/mL de la muestra y asi obtener la actividad de GPx en nmol/ug de
prOteina. La actividad especifica de GPx se representd como U/ug de proteina, teniendo en
cuenta de una U de GPx es la cantidad de enzima gue causa la oxidacién de 1nmol de NADPH
a NAD por minuto a 25°C.

Glutation S transferasa

La actividad de GST se cuantificé con el método de (Habig y Jakoby, 1981), el cual sigue la
formacién de tioéter - glutatién - dinitrobencen® a partir de Ia reaccidon entre glutatién y 1 - cloro
2,4 - dinitrobencenc (CDNB). Se utilizé una solucién de trabajo (100 mM de buffer de fosfatos
pH 7, 80 mM de EDTA pH 10, 10mM de CDNB), glutation 10mM y muestra 0 blanco. Se cOlocd
en la celda 459 ulL de solucién de trabajo, 25 uL de glutatién y 16 uL de muestra de extracto
citoplasmatico sin diluir de musculo y hepatopancreas, el blanco fue la solucidn de trabajo. La

reaccion se siguid cinéticamente por 6 minutos a 340 nm en el espectrofotdmetro 6705 UV/Vis
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Spectrophotometer (Jenway). Después del tiempo transcurrido se anotéd la pendiente de la
linea recta en absorbancia/minuto y se utilizd la siguiente férmula para calcular las Uiml de

enzima:

(nAbs 340nm/min muestra- AAbs 340nm/min blanco) (0.5)(factor de dilucion)

U ;
—de enzima=

mL 9.6{(0.016)
En donde:;
0.5= indica el volumen total en mL.

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

0.016= indica el volumen de muestra utilizado en mL.

La actividad especifica de GST se representé como U/ug de proteina en donde una U
se define como la cantidad de enzima que sintetiza 1 umol de CDNB con glutation reducido

por min"' a 25°C.

Analisis Estadistico

Se utilizo un disefio estadistico completamente al azar y los dafos obtenidos fueron sometidos
a un andlisis 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 usé la prueba de comparacion multiple de Duncan a un nivel de probabilidad
del 95% mediante el programa Origin Pro 8.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad especifica de SOD

La actividad de SOD aumento 1.79 y 1.89 veces en musculo del grupo WSSV a las 24 y 48 h
pos-infeccion, respectivamente, respecto al control. En &l caso del grupe WSSV/dsRNA no
hubo cambios significativos de la actividad de SOD a las 24 y 48 h pos-infeccién respecto al
control, mientras que a las 72 h aumentd 2 veces. En hepatopancreas, la actividad de SOD
aumento 2,51 y 2 veces en el grupo WSSV a las 24 y 48 h pos-infeccién, respectivamente,
comparado al control. En el grupo del WSSV/dSRNA, la actividad de SOD auments 2.51 veces
a las 24 h pos-infeccion, mientras que a las 48 y 72 h aumento 1.15 veces (Figura 1).
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Figura 1: Actividad especifica de SOD en musculo y hepatopancreas 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-1a silenciado.

Actividad especifica de catalasa

En musculo, la actividad de catalasa aumento 1.54 y 1.63 veces en el grupo WSSV alas 24 y
48 h pos-infeccidn, respectivamente, con respecto al control, mientras que en el grupo
WESV/dsRNA aumentd 1.8, 1.5 v 25 veces a las 24, 48 y 72 h, respectivamente, en
comparacion al control La actividad de catalasa en hepatopancreas no mostrd diferencia
significativa entre el grupo WSSV a las 24 y 48 h pos-infeccidn con respecto control. En el
grupo WSSV/dsRNA, la actividad de catalasa disminuyo 2, 242 y 2.73 veces a las 24, 48 y 72

h, respectivamente, en comparacion al control. (Figura 2).
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Figura 2. Actividad especifica de catalasa en musculo y hepatopancreas 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-1e silenciado.
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Actividad especifica de GST

En musculo, la actividad de GST disminuyé 1.45 y 1.43 veces en el grupo WSSV a las 24 y 48
h pos-infeccion, respectivamente, respecto al control, mientras que en el grupo WSSV/dsRNA
aumentd 2.77 veces a las 72 h pos-tratamiento. La actividad de GST aumentd 1.1 veces en
hepatopancreas del grupo WSSV a las 24 h pos-infeccién respecto al control, mientras que a
las 48 h disminuy¢ 2.2 veces. En el grupo WSSV/dsRNA, la actividad de GST disminuyo 1.2
veces a las 24, 48 y 72 h respecto al control. {Figura 3).
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Fig 3: Actividad especifica de GST en musculo y hepatopancreas 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 especifica de GPx

La actividad de GPx en hepatopancreas disminuyd 1.6 veces en el grupo WSSV a las 48 h
pos-infeccién respecto al control, mientras que el grupo WSSV/dsRNA disminuyé 2.5 y 2.2
veces a las 48 y 72 h pos-tratamiento (Figura 4). En contraste, la actividad de GPx no se

detectd en ninguno de los grupos experimentales a los diferentes tiempos de la infeccion.
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Fig 4: Actividad especifica de GPx en hepatopancreas de camarones infectados con &l 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
observd que la actividad de SOD, GST y GPx aumenta en hepatopancreas a las 24 h de la
infeccién 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 musculo y hepatopancreas, respectivamente,
conforme &l tiempo de infeccion. Mathew y colaboradores en el 2007 demuestran un aumento
de ka actividad de catalasa en masculo P monodon en las primeras etapas de la infeccidn con
el WSSV. En los estudios anteriores la disminucién en la actividad de enzimas antioxidantes
generé estrés oxidativo, dafo tisular, falla sistémica, hasta conducir al camarén a una muerte
subita. Ademas, se sugiere que la actividad diferencial de las enzimas antioxidantes puede
estar relacionada con & funcion del tejido evaluado. El hepatopancreas contiene niveles
elevados de acidos grasos, participa en la absorcidn, digestion y almacenamiento de nutrientes
en camarones y es considerado importante en la produccién de ROS; mientras que el musculo

participa en ka locomocién con capacidad giucolitica y gluconeogénica (Gibson R., 1979).

En camardn blanco, el WSSV también produce cambios en el metabolismo energético
a traves de la induccion del efecto Warburg, una respuesta anormal de la glucélisis en donde
aumenta el consumo de glucosa y acumulacion de lactato, para satisfacer su replicacion. Chen
y col 2016, demostraron que la via B via PI3K-Akt-mTOR, un activador de HIF-1a en
mamiferos, induce el efecto Warburg en hemocitos de camaron blanco con el fin de restablecer
el equilibrio redox del huésped y contrarrestar la sobreproduccion de ROS para asi establecer
su infeccion (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 camarén blanco
infectado (Hemandez-Palomares y col,, 2018). Ademas, el silenciamiento de HIF-1a disminuyé
la carga viral y mortalidad de los camarones junto con el dafio oxidativo (proteinas carboniladas
y peroxidacion de lipidos) en tejidos de camarén infectado con el WSSV (Miranda-Cruz MM. y
col.). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el silenciamiento de HIF-1a contrarresta
el dafio oxidativo, debido a que se restauran las defensas antioxidantes, disminuyendo el dafio

oxidativo y mortalidad del camarén.
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CONCLUSION

El sitenciamiento de HIF-1a aumenta la actividad de SOD, catalasa y GST de manera tejido-
especifica en camarones infectados con o WSSV, sugiriendo que contrarresta e dafio

oxidativo a través de la regutacion det efecto Warburg.
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