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RESUMEN

La mitocondria provee la energia quimica que requiere la célula para su
mantenimiento a través de un mecanismo acoplado entre la cadena de transporte de
electrones y la fosforilacion oxidativa. Este organelo cuenta con mecanismos de
desacoplamiento mitocondrial (MDM) que le permiten protegerse del dafio causado por
las especies reactivas de oxigeno, disipando el gradiente de protones, acelerando el
transporte de electrones y manteniendo el potencial transmembranal (AWm). Dentro de
los MDM descritos, la transicion de la permeabilidad mitocondrial (TP) es uno de los
maés estudiados. Este fendmeno ocurre después de la sobrecarga de calcio provocada por
algin desajuste celular, incrementando la permeabilidad de la membrana interna
mitocondrial, promoviendo el hinchamiento mitocondrial y afectando el AW¥m. Otro
MDM son las enzimas oxidorreductasas alternas, que realizan una funcion alterna a
alguno de los complejos respiratorios, manteniendo el flujo de electrones sin sintetizar
ATP.

Las especies de crustaceos Artemia franciscana y Litopenaeus vannamei son capaces de
sobrevivir a cambios en la concentracion de oxigeno disuelto en el agua, presentando un
ajuste metabdlico regulando su funcién mitocondrial. El objetivo de este estudio fue
determinar en las mitocondrias de ambas especies, la presencia de MDM como la TP y/o
las enzimas alternas en dos estadios del ciclo de vida y en condiciones de estrés
oxidativo. La TP se evalué en mitocondrias aisladas de cada especie utilizando
diferentes iones como inductores sobre el consumo de oxigeno mitocondrial, se
determind la captacion de calcio exdgeno, hinchamiento mitocondrial y el A¥Ym.

Para detectar la presencia de enzimas alternas en la cadena respiratoria de ambas
especies se evaluo la actividad en gel de los complejos respiratorios, el consumo de
oxigeno mitocondrial, un andlisis western blot y se analizaron mediante LC-MS/MS
para confirmar su identidad.

Los resultados confirman que las mitocondrias de ambas especies no manifiestan un
estado de TP, pues tienen la habilidad de captar gran cantidad de calcio y otros iones, no

se observé hinchamiento mitocondrial y el A¥m no colapsé; lo anterior sugiere una
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caracteristica adaptativa de sobrevivencia a condiciones ambientales cambiantes.
Ademaés, se detectaron una glicerol fosfato deshidrogenasa en las mitocondrias de
nauplios y adultos de artemia, y una oxidasa alterna en la etapa de nauplio. En el
camardn no se detectaron enzimas alternas en ningun estadio evaluado, ni por efecto de
la hipoxia-reoxigenacién. Esto sugiere que la artemia presenta diferentes mecanismos
adaptativos para sobrellevar los cambios en la concentracion de oxigeno ambiental

durante su ciclo de vida.

Palabras clave: cadena respiratoria mitocondrial, crustaceos, enzimas oxidorreductasas
alternas, hipoxia, mecanismo de desacoplamiento mitocondrial, mitocondria

reoxigenacion, transicion de la permeabilidad mitocondrial.
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ABSTRACT

Mitochondria provide the chemical energy required by the cell to cover its
functions through a mechanism coupled between the electron transport chain and
oxidative phosphorylation. This organelle also has mitochondrial decoupling
mechanisms (MDM) that allow it to protect itself from the damage caused by the
formation of reactive oxygen species, dissipating the gradient of protons, accelerating
the electrons transport and maintaining transmembrane potential (AWm). Inside the
MDM described, the mitochondrial permeability transition (PT) is one of the most
studied. This phenomenon occurs after the calcium overload caused by some cellular
imbalance, increasing the permeability of the internal mitochondrial membrane,
promoting the mitochondrial swelling, and affecting the A¥Ym. Another MDM is the
presence of mitochondrial alternative enzymes, which perform an alternating function to
one of the respiratory complexes, maintaining the flow of electrons without synthesizing
ATP.

The species of crustaceans Artemia franciscana and Litopenaeus vannamei are able to
survive important changes in the concentration of dissolved oxygen in the water,
presenting a metabolic adjustment and mechanisms that regulate their mitochondrial
function. The objective of this study was to identify and characterize in the mitochondria
of both species, the presence of MDM as the PT and/or the alternative enzymes in two
stages of the life cycle and in conditions of oxidative stress. The PT was evaluated in
mitochondria isolated from each species using different ions as inducers on the
mitochondrial consumption oxygen, was determined the capture of exogenous calcium,
mitochondrial swelling, and A¥Ym.

To detect the presence of alternative enzymes in the respiratory chain of both species,
the in-gel activity of the respiratory complexes, the consumption of mitochondrial
oxygen, and western blot analysis were evaluated and analyzed by mass spectrometry
proteins to confirm their identity.

The results confirm that the mitochondria of both species do not enter a state of PT

because they have the ability to capture large amounts of calcium and other ions, no
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mitochondrial swelling was observed, and the A¥m not collapsed; the previous thing
suggests an adaptive survival characteristic to environmental conditions changes. In
addition, a glycerol phosphate dehydrogenase was detected in nauplii and adults of
artemia mitochondria, and an alternating oxidase in the nauplii stage. In the shrimp, no
alternate enzymes were detected at any stage evaluated, nor by an effect of hypoxia-
reoxygenation. This suggests that artemia presents different adaptive mechanisms to

cope with changes in the concentration of ambient oxygen during its life cycle.

Key words: alternative enzymes, crustaceans, hypoxia, mitochondria, mitochondrial
permeability transition, mitochondrial respiratory chain, mitochondrial uncoupling

mechanisms, reoxygenation.
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1. INTRODUCCION

La mitocondria es un organelo de la célula eucariota que esta formado por una
membrana externa y otra interna separadas por un espacio intermembranal y en su
interior una matriz mitocondrial (Nicholls y Ferguson, 2003). La mitocondria realiza
multiples funciones metabdlicas, entre ellas la mas importante es una reaccion acoplada
de la cadena de transporte de electrones (CTE) y la fosforilacién oxidativa (FO) para la
sintesis de ATP. La cadena de transporte de electrones (cadena respiratoria clasica), esta
constituida por cuatro complejos respiratorios que se encuentran integrados a la
membrana interna mitocondrial y se encargan de mantener el flujo de electrones para
finalmente reducir el oxigeno a agua. Los complejos I, 111 y IV bombean protones desde
la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembranal, generando un gradiente de
protones que serad utilizado por el complejo V o ATP-sintasa para la sintesis de ATP
(Nicholls y Ferguson, 2003).

Bajo ciertas circunstancias, la cadena de transporte de electrones se desacopla de la
fosforilacién oxidativa a través de mecanismos de desacoplamiento, impidiendo que los
protones bombeados al espacio intermembranal sean utilizados para la sintesis de ATP.
Dos de los mecanismos de desacoplamiento mitocondrial ya estudiados en varias
especies, son los canales inespecificos mitocondriales y las enzimas oxidorreductasas
alternas (Guerrero-Castillo et al., 2011). Los canales inespecificos mitocondriales se han
reportado en vertebrados, en donde estan representados por el poro de la transicién de la
permeabilidad mitocondrial (PTPM). El término transicion de la permeabilidad (TP) fue
acufiado por Haworth y Hunter (1979), refiriéndose al incremento de la permeabilidad
de la membrana interna mitocondrial (MIM) que permite el paso de iones y solutos con
masas moleculares de hasta 1.5 kDa. Algunos autores reportan que la funcién del PTPM
estd relacionada con la regulacion del potencial electroquimico y este juega un papel
importante en la apoptosis (Tornero, 2002).

EI PTPM es un canal no selectivo formado por varias proteinas que forman un complejo

que atraviesa la MIM, y la membrana mitocondrial externa (MEM) y esta en contacto
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con la matriz mitocondrial (Crompton y Costi, 1990). Se ha propuesto que en
condiciones fisiologicas normales el PTPM se abre y se cierra de manera intermitente
para mantener un estado estable del gradiente de protones y el potencial de membrana.
Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo, cuando se elevan los niveles de calcio,
ADP vy Pi, como cuando se presenta un evento de isquemia-reperfusion y/o hipoxia-
reoxigenacion, se produce un desbalance en los niveles de Ca* citosélico promoviendo
que la TP se presente de manera continua, estado que se mantiene hasta culminar en la
muerte celular o apoptosis (Crompton y Costi, 1990).

A pesar de que la existencia, estructura y funcion del PTPM ha sido tema de debate en
los ultimos afios, existen estudios en vertebrados que han aportado informacion
relevante sobre la estructura y funcién del mismo (Crompton, 2000; Bernardi, 2013;
Giorgio et al., 2013; Halestrap et al., 2014; von Stockum et al., 2015). A su vez, algunos
autores han reportado que la transicion de la permeabilidad no se presenta en las
mitocondrias de crustaceos como el branquiopodo Artemia franciscana, el camaron
fantasma Lepidophthalmus louisianensis, el camaron del norte Crangon crangon y el
langostino Palaemon serratus por efecto de una sobrecarga de calcio, sugiriendo que la
activacion del PTPM no esta regulada por este cation (Menze et al., 2005; Holman y
Hand, 2009; Konrad et al., 2012).

Por otro lado, las enzimas oxidorreductasas alternas representan otro mecanismo de
desacoplamiento reportado en las mitocondrias de ciertas especies y son proteinas que se
encuentran en la MIM formando parte de una cadena respiratoria ramificada (Nicholls y
Ferguson, 2003). Estas enzimas cumplen la funcién alterna de alguno de los complejos
respiratorios de la cadena tradicional, permiten recibir y ceder los electrones a través de
ellas, por lo que participan en el control de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROS). Estas enzimas forman parte de los mecanismos de desacoplamiento
mitocondrial ya que no participan en la formacion de potencial transmembranal (A¥Ym),
puesto que no bombean protones disminuyendo asi la sintesis de ATP.

Una de estas enzimas es la NADH deshidrogenasa I, que utiliza NADH como sustrato
respiratorio y es alterna al complejo 1 o NADH deshidrogenasa | (Duarte et al., 2003).
También se ha reportado la enzima oxidasa alterna (AOX), que cumple la funcion

alterna al complejo 1V o citocromo oxidasa, reduciendo ¥2 O, a agua. Otra enzima
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reportada como parte de una cadena respiratoria ramificada es la glicerol fosfato
deshidrogenasa mitocondrial (GPDHmit) que tiene como sustrato respiratorio el
glicerol-3-fosfato (G3P), y permite el paso de los electrones a la ubiquinona para
reducirlo a ubiquinol (Nicholls y Ferguson, 2003). Si bien, a la fecha se ha reportado la
presencia de enzimas oxidorreductasas alternas en algunas especies de invertebrados
marinos como los moluscos, la informacion sobre la existencia de estas enzimas en los
crustaceos es aun nula (McDonald y Vanlerberghe, 2004).

Se sabe que en los procesos metab6licos asociados con la obtencién de energia y el
crecimiento, el oxigeno es una molécula importante ya que es el Gltimo aceptor de
electrones en la cadena respiratoria y del cual depende la sintesis de energia para realizar
un trabajo (Mathews, 2003). Por lo anterior, la disminucion en la concentracion de
oxigeno ambiental genera un bajo aporte de oxigeno a la celula y a la mitocondria
(Scheffler, 1999; Gnaiger et al., 2000).

Es bien sabido que la mitocondria es un mediador importante de la muerte celular
cuando los tejidos son sometidos a condiciones de hipoxia (Lemasters et al., 1998). El
ambiente marino contiene treinta veces menos oxigeno por litro de agua y la difusion de
este es ocho mil veces méas lenta que en el aire (Schmidt-Nielsen, 1975). Ademas, se
sabe que tanto en los cuerpos de agua someros en donde se da la crianza de las larvas de
camaron, como en los estanques de cultivo, los niveles de oxigeno disuelto en el agua
varian drasticamente en un rango de 24 h, presentando niveles de aproximadamente 1
mg O,/L durante la noche, aumentando a 8 mg O,/L durante el dia, derivado de la
reoxigenacion del agua (Puente-Carredn, 2009). Se ha reportado que el camarén blanco
Litopenaeus vannamei es capaz de sobrevivir a estas variaciones en la concentracion de
oxigeno disuelto, presentando un ajuste metabolico que esta relacionado directamente
con la funcion mitocondrial (Pérez-Rostro et al., 2004; Martinez-Cruz et al., 2012,
Jiménez-Gutiérrez et al., 2014).

Por otro lado, Artemia franciscana es un crustaceo capaz de sobrevivir en condiciones
ambientales extremas, desde agua dulce hasta la hipersalinidad, haciendo uso de
moléculas como la trehalosa y el glicerol que le permiten mantener la osmorregulacion
en condiciones de anoxia durante afos, pues su supervivencia se atribuye a que los

embriones enquistados presentan un estado de represibn metabdlica llamada
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quiescencia. Sin embargo, cuando se presentan las condiciones ambientales optimas, la
artemia eclosiona del quiste enfrentandose a un aumento drastico en la concentracién de
oxigeno del agua (Clegg et al., 1997; Abatzopoulos et al., 2002).

El efecto de la reoxigenacion ha sido estudiado en organismos vertebrados, observando
que la mitocondria es el principal organelo que actla para prevenir y contrarrestar los
dafios generados por el aumento del oxigeno, activando el sistema antioxidante
mitocondrial, promoviendo la homeostasis de iones y protones a través de mecanismos
de desacoplamiento mitocondrial (Ernster, 1988; Nicholls y Ferguson, 2003; Mailloux y
Harper, 2012).

Si bien se han realizado estudios en especies marinas que analizan los efectos de la
hipoxia-reoxigenacion, a la fecha son pocos los estudios de los mecanismos de
desacoplamiento mitocondrial en los crustaceos cuando estan expuestos a cambios en la
concentracion de oxigeno disuelto. A la fecha existen varios estudios que han sugerido
que las mitocondrias de los crustdceos no entran en un estado de transicion de la
permeabilidad (Menze et al., 2005; Holman y Hand, 2009; Konrad et al., 2012), sin
embargo surgen varias preguntas como: ¢las mitocondrias de los crustaceos cuentan con
algin mecanismo de desacoplamiento mitocondrial?, y de ser asi, ¢cual es el mecanismo
de desacoplamiento de los crustaceos?, ¢en las mitocondrias de los crustaceos la
transicion de la permeabilidad podria estar regulada por otros iones o compuestos
diferentes al calcio? ¢se podrd evidenciar el fendmeno de transicion en diferentes
estadios del ciclo de vida 6 como consecuencia de la hipoxia y reoxigenacion en las
mitocondrias de artemia y del camarén?

Por todo lo anterior, el presente trabajo abordd el estudio de los mecanismos de
desacoplamiento de la mitocondria del camarén L. vannamei y de Artemia franciscana,
a través de la evaluacion de la transicion de la permeabilidad, y de las enzimas
oxidorreductasas alternas, en condiciones de estrés oxidativo y en diferentes estadios del
ciclo de vida. Los resultados permiten explicar como enfrentan los organismos las
variaciones de oxigeno ambientales y de una manera muy bésica, la adaptacion

mitocondrial de estos organismos a condiciones adversas.
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2. ANTECEDENTES
2.1. La Mitocondria.

La mitocondria es un organelo que se encuentra dentro de las células eucariotas
llevando a cabo funciones metabolicas como la B-oxidacion lipidica, la cadena de
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa (Mathews, 2003). La mitocondria
estd formada por un sistema de doble membrana, una externa y otra interna separadas
por un espacio intermembranal. La estructura mitocondrial permite y facilita la seleccion
entre las moléculas que van hacia la matriz mitocondrial o las que se dirigen al espacio
intermembranal mediante complejos proteinicos transmembranales, como las traslocasas
de la membrana interna y traslocasas de la membrana externa (TIM y TOM por sus

siglas en inglés) (Neupert, 1997).
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Figura 1. Estructura de la mitocondria. a) Microfotografia electrénica de una mitocondria tomada de K.R.
Porter/foto Resaerchers, INC. b) Diagrama del corte de una mitocondria (Voet, 2006).

La MEM es permeable al paso de moléculas con pesos menores a 6 kDa como los iones

y algunos metabolitos, ademas contiene proteinas integrales de membrana que sirven de
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porinas permitiendo la difusion libre de moléculas con un peso de hasta 10 kDa. La
MIM se pliega formando crestas y los espacios intercrestales convergen con los espacios
intermembrana de la mitocondria (Figura 1). La MIM es permeable a O, CO; y H,0; y
cuenta ademas con proteinas que controlan el flujo de metabolitos como el translocador
de nucleétidos de adenina (ANT) (DePierre, 1977). Dentro de la MIM se encuentra la
matriz mitocondrial que se caracteriza por ser un semifluido que contiene enzimas
solubles involucradas en el metabolismo oxidativo. Ademds, contiene el ADN
mitocondrial, que es circular y contiene sélo genes cuyos transcritos son traducidos a
proteinas por los ribosomas mitocondriales y son utilizadas por la propia mitocondria
(Lodish, 2005).

En la MIM también se encuentran las proteinas que conforman la CTE y la FO, como
parte de una cadena respiratoria “clasica” (Figura 2). La cadena de transporte de
electrones esta formada por los complejos respiratorios I, 11, 111 y IV, estos permiten el
paso de los electrones de un complejo a otro para generar la fuerza proton motriz
necesaria para la sintesis del ATP, mediante la fosforilacion oxidativa (Nicholls y
Ferguson, 2003).

El complejo I o NADH deshidrogenasa I, es un complejo multimérico que recibe los
electrones de la oxidacién del NADH que proviene de la matriz mitocondrial, mientras
que el complejo 11 o succinato deshidrogenasa es un complejo que recibe los electrones
del succinato proveniente del ciclo de Krebs. Ambos, ceden los electrones a la
ubiquinona para reducirla a ubiquinol, y posteriormente el ubiquinol reduce al complejo
I11 también conocido como citocromo b reductasa. Al oxidarse el complejo 111, dona los
electrones al citocromo C y este a su vez los cede al complejo IV o citocromo ¢ oxidasa
reduciéndolo.

El complejo IV es el dltimo aceptor de electrones de la CTE, y al mismo tiempo utiliza
Y% O, para reducirlo a agua. Junto con el paso de electrones a través de la CTE, los
complejos respiratorios transmembranales I, 111 y IV bombean protones desde la matriz
mitocondrial hacia el espacio intermembranal, esto para generar un gradiente
electroquimico de protones también conocido como potencial transmembranal
mitocondrial (A¥m) (Mitchell, 1961). EI A¥m generado es la fuerza protdn motriz que

requiere la ATP sintasa para sintetizar ATP, ya que los protones seran utilizados para
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darle fuerza a los rotores Fo y F1 de la enzima, son translocados de regreso a la matriz
mitocondrial y con ellos se promueve la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi (Hatefi et
al., 1962; Mitchell, 1966; Mathews, 2003; Nicholls y Ferguson, 2003).

Espacio intermembrana

Hb

FAD FADH,

NAD* >_< ﬂ
HQ

Succinato Fumarato

NADH+H*

Matriz mitocondrial ADP+PI ATP
H* v H*
H'

Figura 2. Cadena de transporte de electrones clasica y fosforilacion oxidativa. I: NADH deshidrogenasa |.
Il: Succinato deshidrogenasa. I1l: Citocromo b reductasa. 1V: Citocromo ¢ oxidasa. V: ATP sintasa. CoA:

Ubiquinona. Cyt C: Citocromo C. A¥Ym: Potencial transmembranal mitocondrial. MIM: Membrana
interna mitocondrial.

Cuando la CTE funciona de manera simultanea con la fosforilacion oxidativa y el A¥m
generado es utilizado por la FO para la sintesis de ATP, se dice que estos dos
mecanismos se encuentran acoplados. Sin embargo, se ha observado que bajo ciertas
circunstancias ocurre una disminucion en la sintesis del ATP, lo que genera una
disminucion de la actividad de la CTE y los protones acumulados en el espacio
intermembranal no son utilizados por la ATP sintasa para la sintesis de ATP y la
mitocondria entra en un estado de desacoplamiento mitocondrial (Nicholls y Ferguson,
2003). Lo anterior ocasiona que se acumulen los protones en el espacio intermembranal
y debido a que los complejos I, 111 y IV funcionan mas lento se promueve la generacion
de EROS (Rottenberg et al., 2009). Si bien las EROS participan en la sefializacion
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celular, una sobreproduccion de estas puede generar dafio a nivel de membranas y ADN,
afectando a la célula y desencadenando un desequilibrio en el sistema (Nicholls y
Ferguson, 2003).

Se ha reportado que una de las formas en que la mitocondria evita la sobreproduccion de
EROS, es activando los mecanismos de desacoplamiento mitocondrial (MDM). A la
fecha se sabe que los MDM se clasifican de acuerdo a la funcion que estos realizan en la
mitocondria (Guerrero-Castillo et al., 2011). La presencia de estos mecanismos se ha
reportado en mamiferos, peces, hongos, moluscos, parasitos, y levaduras; sin embargo,
la informacion disponible sobre la existencia de los mecanismos de desacoplamiento en
crustaceos aun es muy escasa (Haworth y Hunter, 1979; Elthon et al., 1989; McDonald
et al. 2009; Guerrero-Castillo et al., 2011; Shiba et al., 2013; Cabrera-Orefice et al.,
2014a).

2.2. Mecanismos de Desacoplamiento Fisioldégico Mitocondrial.

Los mecanismos de MDM se han clasificado en extrinsecos (disipadores de protones) e
intrinsecos (proteinas que no bombean protones). Un MDM extrinseco son las proteinas
desacoplantes (UCPSs), que son proteinas localizadas en la MIM y permiten la fuga de
los protones desde el espacio intermembranal a la matriz mitocondrial para mantener el
equilibrio electroquimico dentro de la mitocondria (Kowaltowski et al., 1998; Ricquier,
2005). Otro MDM se conoce como slipping, este es un mecanismo intrinseco que
permite la disminucion de la eficiencia de las bombas de protones, como la citocromo ¢
oxidasa y la ATP sintasa generando variaciones estequiométricas entre protones y
electrones, lo cual resulta en cambios en la sintesis de ATP (Pietrobon et al., 1981,
Azzone et al., 1985; Frank y Kadenbach 1996; Kadenbach, 2003; Feniouk et al., 2005).
Dentro de la clasificacion de los MDM también se encuentran los canales inespecificos
mitocondriales, asi como las enzimas alternas oxidorreductasas, de los cuales se

profundizara a continuacion.
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2.2.1. Canales Inespecificos Mitocondriales.

Los canales inespecificos mitocondriales se clasifican dentro de los MDM extrinsecos, y
han sido reportados en levaduras como canales inespecificos mitocondriales (MUCs),
mientras que en los vertebrados se les conoce como el PTPM. EI MUC y/o PTPM es un
canal no especifico que sirve de transportador a través de las dos membranas
mitocondriales. Esta estructura permite que bajo ciertas circunstancias se presente el
fendmeno de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (Haworth y Hunter, 1979).
El término de transicion de la permeabilidad fue introducido por Haworth y Hunter
(1979), refiriendose de manera especifica al incremento de la permeabilidad de la MIM
a iones y solutos con masas moleculares de hasta 1500 Da. Ambos autores observaron y
caracterizaron este fenomeno en las mitocondrias del corazon de humano, en donde
observaron la apertura reversible de un poro proteinico en la MIM (Haworth y Hunter,
1979). De manera especifica en los vertebrados, a lo largo del tiempo se han propuesto
varios modelos del PTPM vy se han sugerido varias hipétesis sobre la estructura del poro
y las proteinas que lo conforman y regulan su apertura.

Uno de estos modelos sugiere que en los vertebrados, al menos tres proteinas conforman
parte del poro incluyendo ANT, la ciclofilina D (CyP-D) y el canal anionico dependiente
de voltaje (VDAC). Este modelo sugiere que las proteinas se encuentran desagregadas
en condiciones fisioldgicas estables, ya que la CyP-D se encuentra unida a la
ciclosporina A que funciona como inhibidor de esta proteina y se sabe que existen varios
factores que permiten que CyP-D se separe de su inhibidor permitiendo que CyP-D se
una a ANT y a su vez ambas se alineen con VDAC para inducir la apertura del PTPM
(Figura 3a; Crompton et al., 1998; Crompton, 2000).

En otros estudios se ha reportado que la transicidbn de la permeabilidad en las
mitocondrias puede suceder sin la presencia de ANT y VDAC, es por esto que se sugirid
un segundo modelo, en donde la CyP-D es capaz de unirse a la proteina que confiere
sensibilidad a oligomicina (OSCP), proteina que se encuentra en el tallo lateral de la
ATP sintasa, inhibiendo parcialmente la activacion de esta Gltima. La unién de estas dos

proteinas, junto con la presencia de calcio, inducen un cambio conformacional en la
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fraccion FO de la ATP sintasa, la cual se une a otra fraccion FO de un complejo
adyacente para formar dimeros de ATPasa, formando asi un poro que permite la
transicion de la permeabilidad inducida por el aumento en las concentraciones de calcio
citosolico (Bernardi, 2013; Giorgio et al., 2013; von Stockum et al., 2015).

a) b)
Matriz .Matriz )
- 2 6 mitocondrial
mitocondrial | ‘
/ [
MimM \ANT
El
MEM VDAC
Citosol

Figura 3. Modelos del poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTPM). VDAC: Canal
anionico dependiente de voltaje. ANT: translocador de nucleétidos de adenina. CyP-D: Ciclofilina-D.
OSCP: Proteina que confiere sensibilidad a oligomicina. PiC: Acarreador de fosfatos. Fy ATPasa:
Fraccion F, de la ATP sintasa. F; ATPasa: Fraccién F; de la ATP sintasa. MIM: Membrana interna
mitocondrial. MEM: Membrana externa mitocondrial. El: Espacio intermembranal. (Iméagenes
modificadas de Bernardi, 2013; Halestrap et al., 2014).

Otro grupo de trabajo reportdé que la transicién de la permeabilidad ocurre con la
participacion del acarreador de fosfatos (PiC), por lo que sugirié un tercer modelo en el
cual se sugiere que esta proteina forma parte de los componentes del PTPM en ratas,
mostrando evidencia de que ANT y PiC interaccionan entre ellas cuando se asocian con
la ATP sintasa, formando el super complejo “ATP-sintasoma” y que estos componentes
junto con el anillo ¢ de la subunidad FO de la ATP sintasa forman parte importante en la
estructura del PTPM (Figura 3c; Chen et al., 2004; Leung et al., 2008; Halestrap et al.,
2014).

Si bien son varios los modelos sugeridos sobre la estructura del PTPM, a la fecha no se

ha confirmado de manera definitiva la identidad de todas las proteinas que conforman el
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poro y su estructura. Sin embargo, si se han estudiado algunos factores que permiten que
se presente la TP, asi como sus consecuencias bioquimicas y fisiolégicas.

Se ha reportado que la TP se puede presentar en condiciones de estrés causadas por
patologias, accidentes cerebrovasculares y también por eventos de isquemia-reperfusion
(Tornero et al., 2002). Se sabe que cuando hay altas concentraciones de calcio
citoplasmatico (como resultado de la falta oxigeno o hipoxia), la actividad de la CTE y
la porcién FO de la ATP sintasa disminuyen por ausencia del oxigeno, la célula activa su
metabolismo anaerobio que como consecuencia provoca una disminucién en la sintesis
de ATP, disminuye el pH citoplasmatico por efecto de la disociacion del &cido lactico y
el reticulo endoplasmico (RE) libera grandes cantidades de calcio al citosol (Gnaiger et
al., 2000; Hand y Menze, 2008). Una vez que se restablecen los niveles de oxigeno
(como resultado de la reperfusiobn 0 reoxigenacion), la actividad de los sustratos
respiratorios reinicia, activando la CTE y re-energizando a la mitocondria; se restablece
el pH celular y en este punto la mitocondria capta grandes cantidades del calcio
citosdlico que se acumularon durante la hipoxia. Asi mismo la mitocondria entra en un
estado de estrés oxidativo debido a un incremento en la produccion de EROS causada
por la presencia de un exceso oxigeno. Asi, tanto la combinacion de las EROS con altas
concentraciones de calcio dentro de la mitocondria, como la disminucion de la sintesis
de ATP, generan las condiciones Optimas para que se presente la transicion de la
permeabilidad (Turrens, 2003; Hand y Menze, 2008).

Cuando se presenta la TP, la permeabilidad de la MIM aumenta dejando pasar moléculas
de bajo masa molecular, estas se acumulan en la matriz y como consecuencia la
mitocondria se hincha sin que haya ruptura de la MIM debido a que las crestas
mitocondriales permiten su expansion. Cuando la entrada de calcio a la mitocondria
continGia y se rompe la membrana externa mitocondrial y/o el PTPM permanece abierto,
hay una salida de moléculas del espacio intermembranal hacia el citoplasma como el
citocromo C, que juega un papel importante en la pre-apoptosis; en estas condiciones la
MIM se vuelve altamente permeable a H* provocando que el gradiente de protones se
pierda y generando un desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Lo anterior tiene
como consecuencia que se inhiba la sintesis de ATP y que en ciertas condiciones, la

ATP sintasa se convierta en una ATPasa hidrolizando el ATP existente. Asi, a medida
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que la TP persiste, estos eventos seguiran ocurriendo generando un dafio irreversible en
la célula provocando muerte por necrosis y/o apoptosis (Halestrap et al., 1998;
Crompton, 1999).

Estudios previos han demostrado que el PTPM se puede abrir y cerrar de manera
intermitente en condiciones normales, sin que en la célula se induzca la apoptosis y
Unicamente con el objetivo de mantener en estado estable el gradiente de protones y el
potencial de membrana. Lo anterior se corrobord cuando el PTPM abierto fue tratado
con EGTA (&cido tetra acético etilenglicol) para quelar el calcio, observandose que el
poro inmediatamente se cierra atrapando el EGTA en la matriz mitocondrial. Sin
embargo, en condiciones de estres oxidativo y mas puntualmente durante la
reoxigenacion o reperfusion, se produce un desbalance en los niveles de Ca®* citosélico
promoviendo la apertura del PTPM, estado que se mantiene hasta culminar en la muerte
celular o apoptosis (Crompton y Costi, 1990). Lo anterior confirma que la frecuencia de
la apertura transitoria del PTPM estd determinada por las concentraciones de calcio
citosolico y que la captacion mitocondrial de este cation, es un mecanismo de proteccion

para amortiguar la sobrecarga celular (Al-Nasser y Crompton, 1986).

2.2.2. Enzimas Oxidorreductasas Alternas.

Las enzimas oxidorreductasas alternas se clasifican dentro de los MDM intrinsecos, y
son proteinas monomeéricas que se encuentran en la MIM formando parte de una cadena
respiratoria ramificada (Figura 4). Cada una de estas proteinas son componentes alternos
a alguno de los complejos respiratorios de la cadena respiratoria clasica, favorecen el
desacoplamiento mitocondrial debido a que permiten mantener el flujo de los electrones,
sin que haya bombeo de protones hacia el espacio intermembranal, por lo que no
contribuyen a la formacién de A¥Ym, disminuyendo la sintesis de ATP y evitando la
sobreproduccién de EROS (Nicholls y Ferguson, 2003).

La enzima alterna NADH deshidrogenasa tipo 1l (NADH2) se puede encontrar ubicada

tanto en la cara externa como interna de la MIM. La NADH2 es una enzima
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complementaria al complejo I, utiliza como sustrato el NADH proveniente del citosol
(NADH2 externa), o de la matriz mitocondrial (NADH2 interna), oxidandolo para ceder
los electrones a la ubiquinona para reducirla a ubiquinol. La actividad de esta enzima es
dependiente de calcio, ya que en su estructura contiene los dominios EF-hand que son de
unién a calcio y su actividad no es inhibida por la flavona, que es el inhibidor de la
NADH deshidrogenasa | (Bonner y Vos, 1961; Rasmusson et al., 1999; Juérez et al.,
2004; Kerscher et al., 2008).

Se ha observado que la NADH2 se puede encontrar activa al mismo tiempo que el
complejo |1 o en ausencia de este, también puede expresarse en conjunto con otras
proteinas desacoplantes como la AOX o las UCPs como se ha reportado en Arabidopsis
thaliana, (Clifton et al., 2005). La NADH2 también se ha reportado en otros organismos
como los hongos Yarrowia lipolytica y Ustilago maydis, asi como en Neurospora
crassa, cuya proteina tiene una masa molecular de 64 kDa, asi como los dominios EF-
hand (Melo et al., 1999; Veiga et al., 2003; Juarez et al., 2004). Por su parte, en las
mitocondrias de la levadura Saccharomyces cerevisiae se encontraron tres NADH2 que
funcionan en ausencia del complejo I; mientras que por el contrario en la levadura
Debaryomyces hansenii se reporto la presencia de la NADH2 al mismo tiempo que la
NADH deshidrogenasa | (de Vries y Grivell, 1988; Kerscher et al., 2008; Cabrera-
Orefice et al., 2014a).

La enzima glicerol fosfato deshidrogenasa mitocondrial (GPDHmit) es una proteina que
también puede formar parte de las cadenas respiratorias ramificadas adn sin ser alterna a
uno de los compuestos respiratorios. Esta enzima se encuentra en la MIM y usa como
sustrato al glicerol-3-fosfato (G3P) que proviene del citosol, ya que este es impermeable
a la MIM (Klimgenber, 1970; Figura 4). El G3P es deshidrogenado a dihidroxiacetona
fosfato por la GPDHmit, reduciendo el FAD" a FADH, y cediendo los electrones a la
ubiquinona para reducirla a ubiquinol, manteniendo activa la CTE pero sin aportar

protones a la formacion de A¥m (Yeh et al., 2008).
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Espacio intermembrana
H0
H9

A¥Ym

Pm; 4

b (o

FAD FADH,
%0 H,0

NADH + H* NAD*

Succinato Fumarato H*

Matriz mitocondrial ADP+ Pi ATP
H* v H*
HQ

Figura 4. Cadena de transporte de electrones ramificada y fosforilacion oxidativa. I: NADH
deshidrogenasa I. 1l: Succinato deshidrogenasa. Il1: Citocromo b reductasa. 1V: Citrocromo ¢ oxidasa. V:
ATP sintasa. NADH2: NADH deshidrogenasa tipo 1l. GPDH: Glicerol fosfato deshidrogenasa. AOX:
Oxidasa alterna. CoA: Ubiquinona. Cyt C: Citocromo C. A¥Ym: Potencial transmembranal mitocondrial.
MIM: Membrana interna mitocondrial.

La GPDHmit tiene una isoenzima que se localiza en el citosol (GPDHcit) que cataliza la
conversion de G3P a 1,3 bifosfoglicerato en la via de la glucolisis. La GPDHmit se
puede distinguir de la GPDHocit por su masa molecular, ya que se ha reportado en la
levadura S. cerevisiae que la GPDHCcit es de ~ 42 kDa, mientras que la GDPHmit es de ~
69 kDa, y sus secuencias de nucleotidos no presentan similitud entre ellas (Albertyn et
al., 1992; Albertyn et al., 1994); mientras que en la rata Rattus norvegicus se observo
que la GPDHcit (GenBank NP_071551.2) tiene una masa molecular de ~ 42 kDa y la
GPDHmit (GenBank NP_036868.1) de ~ 80.9 kDa y tampoco hay similitud entre ellas.
Se ha reportado que la diferencia en el tamafio entre una enzima y la otra se debe a que
la GPDHmiIt funciona como un dimero, ya que gran parte de los aminoacidos de la
proteina son hidrofobicos y al adoptar la estructura terciaria se forma el sitio de union al
FAD", y al unirse de forma dimérica se forma el sitio de union al G3P y a la ubiquinona.
También se ha demostrado que la GPDHmit contiene los dominios EF-hand de unién al

calcio, por lo que funciona en presencia de este cation (Yeh et al., 2008).
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La GPDHmit se ha reportado en mamiferos como el raton R. norvergicus y el bovino B.
taurus con masas moleculares de =~ 80.9 y 80.7 kDa, respectivamente. Asi mismo esta
proteina sido reportada en la levadura D. hansenii con un tamafio de = 72.5 kDa, misma
que se sabe esté involucrada en la respuesta osmorreguladora de esta levadura (Zimin et
al., 2009; Mracek et al., 2014; Cabrera-Orefice et al., 2014a).

Otra proteina que se considera como parte de una cadena respiratoria ramificada es la
AOX. Esta proteina es alterna al complejo IV o citocromo oxidasa, se localiza en la cara
interna de la MIM, recibe los electrones de la ubiquinona y reduce media molécula de
oxigeno a agua (Moore y Siedow, 1991; Figura 4). Se ha reportado que la AOX es una
enzima insensible al cianuro a diferencia del complejo 1V, pero si es inhibida por el
acido salicilhidroxamico (SHAM), el propil galato (PG) y octil galato (OG) (Siedow y
Umbach, 1995). En 2013 se publicd la estructura cristalografica de la AOX de
Trypanosoma brucei, se sabe que esta proteina es monomerica, cuenta con un sitio
activo formado por centros dihierro, cuatro &cidos glutamicos y dos histidinas que
coordinan el centro dihierro. El sitio de unién a la ubiquinona no esta bien establecido,
sin embargo se cree que la Tyr198 es la responsable de su unién. Se observo ademas que
la cavidad que une al inhibidor esta localizada entre las hélices alfa 1 y 4 (Shiba et al.,
2013).

La presencia de las AOX se ha reportado principalmente en los hongos como por
ejemplo, en Neurospora crassa con una masa molecular de 41.37 kDa (GenBank No.
AAC37481.1), mientras que en Aspergillus niger se ha reportado con una masa de 40.18
kDa (GenBank No. BAA32033.2). En los invertebrados se ha reportado la AOX del
parasito T. brucei (GenBank No. AAB46424.2) con una masa de 37.59 kDa, mientras
que la AOX del molusco Crassostrea gigas (GenBank No. ACL31211.1) es de 38.19
kDa (Chaudhuri et al., 1996; Kirimura et al., 1999; Tanton et al., 2003).

Debido a que la AOX no bombea protones no contribuye a la formacién de A¥m, por lo
gue en presencia esta enzima la sintesis de ATP disminuye como se ha reportado en
plantas (Vanlerberghe y Mclntosh, 1997). Sin embargo, al parecer la funcion de AOX
varia por especies pues se ha reportado que en los hongos como Gaeumannomyces
graminis, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea y Sclerotinia homeocarpa, la

inhibicion de la AOX genera un colapso inmediato en el A¥m provocando la
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disminucién de la sintesis de ATP, lo que indica que la AOX funciona de forma
contraria a lo reportado en plantas (Mizutani et al., 1996; Joseph-Horne et al., 1998). La
expresion de la AOX también depende de la etapa de desarrollo del organismo como se
ha reportado en el caso de Trypanosoma brucei, cuando el pardsito se encuentra en
forma prociclica en el intestino de la mosca tse-tse, las mitocondrias de éste cuentan con
una respiracion dependiente de la citocromo c oxidasa, pero cuando el organismo es
depositado en la sangre de los humanos, el complejo IV se pierde y en su lugar se
expresa la AOX (Chaudhuri et al., 2006).

2.4. Hipoxia-Reoxigenacion.

El oxigeno es esencial para los procesos metabdlicos asociados con la obtencion de
energia y el crecimiento, ya que es el ultimo aceptor de electrones en la cadena
respiratoria mitocondrial, de él depende la sintesis de ATP y por ende, la cantidad de
energia disponible para realizar un trabajo bioldgico (Mathews, 2003). Ademas se sabe
que la mitocondria es un mediador importante de la muerte celular cuando los tejidos
son sometidos a condiciones de hipoxia y mas ain cuando son reoxigenados.

Asi, la reduccion en la concentracion de oxigeno ambiental (hipoxia) produce un efecto
paralelo en el animal, disminuyendo la cantidad de moléculas de oxigeno que entran a la
célula y que quedan disponibles para ser utilizados por la mitocondria (Scheffler, 1999;
Gnaiger et al., 2000). Un evento similar a la hipoxia-reoxigenacion es la isquemia-
reperfusion, fendmeno que ocurre durante un paro cardiaco en los vertebrados. La
isquemia consiste en la baja de la presidn sanguinea y como consecuencia una baja
disponibilidad de oxigeno en los tejidos (hipoxia). Durante la isquemia se activa la
glucdlisis anaerobia, lo que conlleva al aumento en la concentracion acido lactico y
promueve la disminucion del pH intracelular (Halestrap et al., 1998). En estas
condiciones, la célula no es capaz de activar los canales de Na*/H" para restaurar el pH
debido a que la Na'/K* ATP-sintasa se encuentra inhibida por la falta de ATP, sin

embargo, para contrarrestar este efecto se activan los canales de Na*/Ca®* por lo que los
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iones de calcio entran a la célula pudiendo mantener por un corto periodo la homeostasis
celular. Aunado a esto se degradan nucleétidos de adenina provocando un aumento en la
cantidad de fosfato libre lo que sensibilizara al PTPM. La persistencia de todos estos
eventos durante un periodo prolongado puede causar dafio celular irreversible
(Silverman y Stern, 1994).

Por su parte, durante la reperfusion se restablece el flujo sanguineo y por lo tanto la
irrigacion de oxigeno a los tejidos, sin embargo esta puede exacerbar los dafios
producidos por la isquemia, observandose cambios en la morfologia celular y necrosis.
Con el aumento en concentracion de oxigeno, la mitocondria es capaz de regenerar la
respiracion y el potencial de membrana para sintetizar ATP, sin embargo esto provoca a
su vez una rapida sobrecarga de calcio hacia la mitocondria. De manera adicional,
durante la reperfusion los niveles de oxigeno suben abruptamente por lo que la eficiencia
de la cadena de transporte de electrones se observa disminuida ya que no es capaz de
reducir todo el O, a agua, esto provoca que la mitocondria genere EROS rapidamente
(Silverman y Stern, 1994). Lo anterior junto con la sobrecarga de calcio inducira la
formacion del PTPM y su apertura, aumentando la permeabilidad de la MIM y

provocando que la célula entre en estado apoptotico como se describié anteriormente.

2.5. El Camaron Blanco Litopenaeus vannamei y Artemia franciscana.

A lo largo de su historia evolutiva, los crustaceos han logrado invadir una amplia
diversidad de hébitats, para lo cual han tenido que desarrollar estrategias de adaptacion
fisiologica y/o de comportamiento con el objetivo de sobrevivir a condiciones
ambientales cambiantes (Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio, 2003). La temperatura,
salinidad, contaminacion del ambiente, el contenido de nutrientes en el medio y las
fluctuaciones en la concentracién de oxigeno disuelto en el agua marina, son factores
determinantes de la sobrevivencia y adaptacion de estas especies al medio, teniendo

como resultado en algunos casos, efectos negativos en la salud de los organismos y
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llegando a ser la causa de altas tasas de mortalidad (Lightner et al., 1998; Kautsky et al.,
2000).

El ambiente marino presenta gran variabilidad en las concentraciones de oxigeno
disuelto, ya que el agua contiene treinta veces menos O, por litro y la difusion de este es
ocho mil veces mas lenta que en el aire (Schmidt-Nielsen, 1975). Se sabe que en
estanques de cultivo camaronicola los niveles de oxigeno presentan una variacion diurna
generando condiciones de normoxia e hipoxia en un rango de 24 h. Estudios previos han
reportado que durante el dia, la concentracién de oxigeno disuelto puede llegar hasta 8
mg/L, atribuyéndole principalmente este aumento a la produccion de O, por la actividad
fotosintética de las microalgas. En la noche, los niveles de oxigeno pueden descender
hasta 1 mg/L debido a que no se produce O, por fotosintesis, al consumo de oxigeno del
camaron, fitoplancton y otros organismos y a las reacciones de oxidacion de la materia
organica (Le Moullac et al., 1998; Grecay et al., 2002; Puente-Carredn, 2009).

Se ha reportado que el camardn blanco Litopenaeus vannamei es capaz de sobrevivir a
concentraciones de oxigeno disuelto tan bajas como 0.2 mg/L, mientras que el camaron
tigre asiatico Penaeus monodon a 0.9 mg/L (Pérez-Rostro et al., 2004). Investigaciones
previas han demostrado que los camarones presentan un ajuste metabdlico frente a una
baja de oxigeno disponible, el cual esta relacionado directamente con la funcién
mitocondrial (Martinez-Cruz et al., 2012; Jiménez-Gutiérrez et al., 2014).

Por otro lado Artemia franciscana es un crustaceo capaz de sobrevivir en condiciones
ambientales extremas como hipersalinidad y cambios en la concentracién de oxigeno
disuelto en el agua (Abatzopoulos et al., 2002). Ademas, es capaz de modificar su
reproduccion dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre. Si las
condiciones son dptimas para este organismo, presenta reproduccion ovovivipara y los
embriones saldran en estado de nauplios; sin embargo, si las condiciones no son
favorables el desarrollo serd oviparo y la hembra expulsard al embrion en forma de
gastrula enquistada y entrara en un estado de diapausa 0 dormancia obligada (Jackson y
Clegg et al., 1996).

En la etapa de quiste, el embrion se encuentra en anoxia (ausencia de oxigeno) y puede
sobrevivir durante afios en esa condicion, es por esto que la mayoria de los estudios en

artemia han sido realizados bajo estas condiciones. Se ha reportado que los quistes de
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artemia al encontrarse en anoxia presentan un arresto energético ya que disminuyen
drasticamente su metabolismo, asi como la utilizacién y sintesis de ATP (Hand y
Hardewig, 1996; Clegg et al., 1997). Ademéas se ha observado que se acumulan
carbohidratos dentro del quiste, lo que les permiten modular la osmorregulacion (Clegg
y Conte, 1980), disminuyen la degradacién de proteinas regulando la ubiquitinacién
(Anchordouguy y Hand, 1995), contienen importantes proteinas de estrés como las
chaperonas de HSP70 y HSP90 (Clegg et al., 2000), y cuentan ademas con una proteina
Ilamada “artemin” que previene la agregacion proteinica (Chen et al., 2007).

Cuando el ambiente cambia y se presentan las condiciones Optimas de temperatura,
salinidad y concentracion de oxigeno disuelto en agua, los quistes eclosionan
permitiendo liberar al nauplio al ambiente marino, en donde tendrd que enfrentarse a
cambios ambientales extremadamente bruscos, especialmente en la concentracion de
oxigeno disuelto (Clegg y Conte, 1980).

Algunos estudios en otras especies de invertebrados marinos han analizado los efectos
de la reoxigenacion después de un periodo de hipoxia, encontrando mecanismos de
adaptacion mitocondrial para reducir el gasto energético celular y contrarrestar el efecto
de la elevada produccion de EROS (Abele et al., 2007).

Hasta la fecha, se han realizado pocos estudios de los mecanismos de desacoplamiento
mitocondrial en los crustaceos. Se ha reportado que la transicion de la permeabilidad no
es inducida por sobrecargas de calcio en las mitocondrias de los branquiépodos Artemia
fransciscana y los camarones Lepidophthalmus louisianensis, Crangon crangon y
Palaemon serratus, asi los autores relacionan la supervivencia de estas especies en
condiciones de estrés oxidativo con un PTPM no regulado por calcio (Menze et al.,
2005; Holman y Hand, 2009; Konrad et al., 2012).

Respecto a la presencia de enzimas oxidorreductasa alternas en invertebrados marinos se
han reportado en especies como el ostion C. gigas, la babosa de mar Aplysia californica,
y la almeja Mercenaria mercenaria (McDonald y Vanlerberghe, 2004), sin embargo, en
los crustaceos estas enzimas no han sido reportadas.

Con base en lo establecido anteriormente surgen varias interrogantes cuyas respuestas
aportaran informacién para entender como el camar6n blanco L. vannamei es capaz de

sobrevivir a condiciones severas de hipoxia, y cdmo el efecto de la reoxigenacion puede
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afectar la funcién mitocondrial, tanto en el camar6on como en la artemia. Asi, las
preguntas cientificas planteadas en este estudio son:

1) ¢Las mitocondrias de los crustdceos, cuentan con algin mecanismo de
desacoplamiento?

2) ¢Las mitocondrias del camarén L. vannamei cuentan con las proteinas que se cree
participan en la transicion de la permeabilidad?

3) ¢Existe la transicion de la permeabilidad en las mitocondrias de L. vannamei?

4) ¢Las mitocondrias del camarén y de la artemia cuentan con enzimas deshidrogenasas

y oxidasas alternas que les permitan desacoplarse?
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3. HIPOTESIS

Si las mitocondrias de los crustdceos no cuentan con un mecanismo de
desacoplamiento fisiolégico como la transicion de la permeabilidad, entonces existiran
otros mecanismos como las enzimas alternas que desacoplan la fosforilacion oxidativa,
permitiéndoles controlar su gasto energético y sobrevivir en condiciones de estrés

oxidativo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Determinar la existencia del fenémeno de la transicién de la permeabilidad en las
mitocondrias del camarén blanco Litopenaeus vannamei, y evaluar la presencia de
deshidrogenasas y oxidasas alternas en las mitocondrias de A. franciscana y L.

vannamei.

4.2. Objetivos Especificos.

1. ldentificar las posibles proteinas involucradas en el mecanismo de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial de L. vannamei.

2. Determinar la presencia del fendmeno de transicion de la permeabilidad en las
mitocondrias del camaron blanco L. vannamei.

3. Caracterizar la actividad de la cadena respiratoria en las mitocondrias de A.
franciscana y L. vannamei en presencia de diferentes sustratos e inhibidores.

4. Determinar la presencia y actividad de las enzimas alternas mitocondriales y la
transicion de la permeabilidad en diferentes estadios del ciclo de vida y durante la

hipoxia y reoxigenacién de A. franciscana y L. vannamei.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Deteccion de Transcritos y/o Proteinas Mitocondriales Relacionadas con la
Transicion de la Permeabilidad en el Camaron Blanco

Se realizdé una basqueda en el camardn blanco Litopenaeus vannamei, de las
proteinas hasta ahora identificadas con posible participacion en la transicion de la
permeabilidad mitocondrial de acuerdo a los trabajos previos realizados en otras
especies y se realizo el andlisis bioinforméatico correspondiente. Se identificaron
secuencias tanto de transcritos, como de proteinas reportadas en la base de datos del
Genbank (Altschull et al., 1990), asi como en el transcriptoma del camaron blanco L.
vannamei reportado por Gaffhari y colaboradores (2014). La busqueda incluyé a las
siguientes proteinas: ANT, OSCP, PiC, ATPc, CyP-D, VDAC, y la ATPasa
mitocondrial del camaron.

De todas las proteinas anteriores, solo el VDAC no pudo ser detectado en el camardn
por su transcrito, por lo que se procedié a confirmar su existencia por medio de un

Western-blot detectando la proteina como se describe en el apartado 5.10.

5.2. Obtencion de Oganismos Experimentales de Artemia franciscana y Litopenaeus

vannamei y Aislamiento de sus Mitocondrias

Para cubrir los objetivos 2, 3 y 4 de este trabajo fue necesario aislar las mitocondrias
tanto de A. franciscana, como del camar6n L. vannamei. Para esto, se adquirieron
quistes deshidratados de Artemia franciscana de la compafiia Brine Shrimp Direct, Inc.
(Utah, USA) y se colocaron en condiciones 6ptimas para la eclosion de los nauplios de
acuerdo a las recomendaciones del proveedor. Se colocd 1 g de quistes dentro de un

recipiente de plastico de forma conica, el cual contenia 1 L agua a marina (25 ppm) con
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aireacion, temperatura (25 °C), y luz constante durante 24 h. Posteriormente los nauplios
de A. franciscana fueron separados del corion desprendido y de los quistes no
eclosionados mediante sifoneo vy filtracién. Los nauplios de artemia se mantuvieron
durante 30 dias en las mismas condiciones hasta su estado adulto. Los organismos
fueron alimentados dos veces al dia con una solucién de alga Spirulina plantensis en
polvo disuelta en agua marina (dilucion 1:50 [p/v]). Ambos estadios de la artemia,
nauplio y adulto, fueron utilizados para aislar las mitocondrias y hacer los experimentos
descritos mas adelante en este trabajo.

Las postlarvas y adultos del camarén blanco del Pacifico, L. vannamei se obtuvieron de
granjas acuicolas y libres de patdgenos. El peso promedio de las postlarvas fue de 0.6 g,
mientras que en los camarones adultos fue de 12 g. Los organismos fueron aclimatados
durante siete dias en condiciones de laboratorio antes ser sometidos a los ensayos en
diferentes condiciones. EI mantenimiento se realizo en tinas con agua marina (35 ppm),
temperatura de 25 °C y 5 mg/L de oxigeno disuelto. Los organismos fueron alimentados
a saciedad dos veces al dia con alimento pelletizado comercial.

Las tinas de mantenimiento tanto de artemia, como de camaron, se sifonearon
diariamente para eliminar los residuos de alimento y desechos fecales y se hizo un
recambio del 70% del agua cada dos dias. Se utiliz6 un corazén de bovino donado por el
rastro municipal de Hermosillo, y se proces6 de forma inmediata para obtener
mitocondrias aisladas como sistema control en los experimentos subsecuentes.

El aislamiento de las mitocondrias de artemia y camaron, en los dos estadios de
crecimiento se realizé mediante centrifugacion diferencial segun la metodologia descrita
por Rodriguez-Armenta et al. (2018). Se utilizé toda la masa corporal para aislar las
mitocondrias de los nauplios de artemia, artemia adulta y las postlarvas de camardén,
mientras que se disectaron los pleépodos del camaron adulto para la preparacion del
extracto mitocondrial. Los animales o el tejido fresco se colocaron en 5 volimenes de
buffer de extraccion 1 frio, el cual contenia sacarosa 0.125 M, sorbitol 0.375 M, EGTA
1 mM, KCI 150 mM, albdmina sérica de bovino (BSA) 0.5% [p/v] y K-HEPES 20 mM,
a pH 7.5. Las muestras se homogenizaron utilizando un homogenizador Dounce, y el
homogenizado se centrifugd a 5000 rpm durante 10 seg a 4 °C. Se recuperd el

sobrenadante y se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue
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descartado y el pellet se resuspendié en dos volimenes de buffer de extraccion 2 frio
(sacarosa 0.125 M, sorbitol 0.375 M, EGTA 0.025 mM, KCI 150 mM, BSA 0.5% [p/v]
y K-HEPES 20 mM, a pH 7.5). Se realiz6 un tercer paso de centrifugacion a 3000 rpm
durante 5 min a 4 °C, se recuper6 el sobrenadante y este finalmente se centrifugé a
12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. El pellet se recuperd y se disolvié en 1 volumen de
buffer de extraccion 2 frio.

Las mitocondrias de corazén de bovino se aislaron por el método de centrifugacion
diferencial reportado por Pallotti (2007) con algunas modificaciones. El corazén de
bovino (250 g) fue cortado en cubos pequefios y homogenizado en una licuadora con 5
volimenes de buffer de extraccion 3 frio (sacarosa 250 mM, KCI 150 mM, EGTA 1
mM, trizma-base 10 mM, BSA 0.1% [p/v], PMSF 1 mM, a pH 7.4). Posteriormente el
homogenizado fue filtrado a traves de tres capas de tela de gasa de algodon y la mezcla
recuperada se centrifugd como se describié para las mitocondrias de artemia y camaron,
utilizando unicamente el buffer de extraccion 3 para la resuspencién de las mitocondrias
de bovino. La cuantificacion de la proteina mitocondrial soluble para artemia, camaron y
bovino se realizd6 mediante el método de Bradford (1976), y la absorbancia se determino
una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro (iMark Microplate Reader Bio-
Rad).

5.3. Evaluacién del Acoplamiento Mitocondrial Mediante la Determinacion de la Tasa

de Consumo de Oxigeno.

Inmediatamente después de aislar las mitocondrias de ambas especies, se evaluo el
consumo de oxigeno mitocondrial en un oximetro acoplado a un electrodo tipo Clark
(Strathkelvin instruments model 782, Scotland), en el cual se colocé el buffer de
respiracion que contenia, sacarosa 0.125 M, sorbitol 0.375 M, KCI 150 mM y K-HEPES
20 mM, a pH 7.5. Ademas se agregd MgCl,, buffer de tris-fosfato (Pi) a una
concentracion final de 1 mM y 10 mM, respectivamente y 200 ug de proteina

mitocondrial. Se determind el estado acoplado de las mitocondrias aisladas utilizando
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succinato 10 mM como sustrato respiratorio en un estado no fosforilante (IV) en
ausencia de ADP vy posteriormente se agregdé ADP 0.1 mM para evaluar el estado
fosforilante (111). Finalmente se utilizé el agente desacoplante CCCP (carbonil cianida
m-clorofenil hidrazona) 0.6 uM para inducir el estado desacoplado de las mitocondrias.
Se calculé el control respiratorio (CR) como el radio de consumo de oxigeno en
nanoatomogramo de oxigeno por mg de proteina mitocondrial por minuto (natgO / mg
de proteinaminuto) en el estado Ill/estado IV (Cabrera-Orefice et al., 2014b). Esta
metodologia permitié evaluar si las mitocondrias se encontraban intactas, respirando y

en su estado acoplado.

5.4. Evaluacién de la Captacion de Calcio Extra Mitocondrial.

Para determinar la presencia del fendmeno de transicién de la permeabilidad en las
mitocondrias de la artemia y el camardn, la primera prueba experimental realizada fue la
captacion de calcio extra mitocondrial, mismo que se evalu6 utilizando la sonda
fluorescente Fluo-5N como lo reportaron Menze et al. (2005), con el fin de identificar si
la sobrecarga de calcio induce este fendmeno en las dos especies y sus etapas larvales 6
adultas; como control de utilizaron las mitocondrias de corazon de bovino.

Se utilizaron mitocondrias energizada y no energizadas, asi como un control sin
mitocondrias. Las reacciones se realizaron en microplacas oscuras para fluorescencia y
las mezclas de reaccion incluian el buffer de respiracion, sacarosa 0.125 M, sorbitol
0.375 M, KCI 150 mM y K-HEPES 20 mM, a pH 7.5, ademas de tris-fosfato (Pi) 10
mM, rotenona 5 uM, oligomicina 5 uM, la sonda Fluo-5N 5 uM y 200 ug de proteina
mitocondrial en un volumen final de 200 pL.

Las mitocondrias energizadas se evaluaron en presencia de succinato 10 mM como
sustrato respiratorio. Una vez realizada la mezcla de reaccién se tomo la lectura de
fluorescencia desde 0 uM con adiciones de 5, 50 y de 100 hasta 1000 uM de calcio,
registrando los cambios en la fluorescencia entre cada adicion a una longitud de onda de

485 nm (excitacion) y 535 nm (emision) usando un lector de microplaca Varioskan™
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LUX multimode. Los resultados se reportaron como porcentaje de fluorescencia maxima
(%Fmax) utilizando la formula F=(K*X*Fmax)/(1+K*X), reportada por Menze et al.
(2005), donde se despejé la Fmax que corresponde a la fluorescencia méaxima, F es la
fluorescencia detectada, K es la constante de unién estequiométrica del calcio a la sonda.
K= 1/kd, donde kd es la constante de disociacion estimada en aproximadamente 100
pM.

De manera adicional, también se evallo el efecto del ATP sobre la captacion de calcio
extramitocondrial, para determinar si la presencia de éste promueve la transicion de la
permeabilidad. Se utilizaron mitocondrias no energizadas y energizadas con succinato
10 mM y la mezcla de reaccion se realizd como se mencioné anteriormente; la captacion
de calcio se evalué desde 0 uM vy se agregaron 100 uM de calcio, seguidos de esto una
adicién de ATP 2 mM y nuevamente 100 uM de calcio. Se agreg6 un control con sélo
dos adiciones de 100 uM de calcio sin ATP. Entre cada adicion se registré el cambio de
la fluorescencia emitida y los resultados se reportaron en unidades de fluorescencia
relativa (UFR).

5.5. Hinchamiento Mitocondrial.

El hinchamiento mitocondrial se evalud para determinar si en presencia de calcio y ATP
las mitocondrias de los crustaceos entrarian en un estado de transicion de la
permeabilidad. Este fendmeno se determind espectrofotométricamente midiendo la
dispersion de la luz después de la adicion de calcio y ATP en las mitocondrias de
artemia, camardén y bovino. La reaccion se realizd en una microplaca transparente y la
mezcla de reaccién incluyd sacarosa 0.125 M, sorbitol 0.375 M, KCI 150 mM y K-
HEPES 20 mM, a pH 7.5, tris-fosfato (Pi) 10 mM, succinato 10 mM, rotenona 5 uM, y
200 ng de proteina mitocondrial en un volumen de 200 uL.

Para inducir el hinchamiento se agreg6é CaCl, 250 uM o ATP 2 mM, transcurridos 4 min
de lectura se adiciond el ionéforo de calcio A23187 (4-Bromo-calcimicina) 0.8 uM, para

iniducir el hinchamiento de las mitocondrias. Los cambios en la densidad 6ptica (ADO)
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fueron detectados a una longitud de onda de 540 nm en un lector de microplaca
Varioskan™ LUX multimode (Menze et al., 2005).

5.6. Potencial Transmembranal de las Mitocondrias (AWm).

Las mitocondrias al entrar en un estado de transicion de la permeabilidad sufren el
abatimiento del potencial transmembranal (AWm), por lo cual este se determind
utilizando la safranina-O, siguiendo los cambios en la fluorescencia a longitudes de onda
de 495 nm de excitacion y 586 nm de emision usando un lector de microplaca
Varioskan™ LUX multimode (Figueira et al., 2011). EI A¥m se evalud en las
mitocondrias de artemia y camaron en etapas larvales y adultas. Se utilizaron
microplacas oscuras para medir las reacciones que incluian el buffer de respiracion
sacarosa 0.125 M, sorbitol 0.375 M, KCI 150 mM y K-HEPES 20 mM, a pH 7.5, tris-
fosfato (Pi) 10 mM, succinato 10 mM, safranina-O 10 uM y 5 mg/mL de proteina
mitocondrial en un volumen final de 200 uL. EI abatimiento del potencial
transmembranal se indujo agregando CCCP 1.5 uM (control positivo), o adicionando
CaCl, 250 uM o ATP 2 mM. Los resultados se reportaron en unidades de fluorescencia
relativa (UFR).

5.7. Determinacion del Efecto de lones, Fosfato y ATP sobre el Consumo de Oxigeno

Mitocondrial.

Otra prueba experimental realizada para inducir la transicion de la permeabilidad en las
mitocondrias de la artemia y el camardn fue evaluar el efecto de la adicién, no sélo de
calcio (Ca®"), sino de otros iones y compuestos como el cobre (Cu?*), potasio (K*), sodio

(Na"), fosfato (Pi) y ATP sobre el consumo de oxigeno mitocondrial con el fin de
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evidenciar si alguno de estos compuestos, de manera individual induce la apertura del
PTPM.

En cada reaccion se utilizd buffer de respiracion y se agregé succinato 10 mM como
sustrato respiratorio, MgCl, 1 mM y en su caso, el Pi 10 mM s6lo se agreg6 al hacer la
evaluacién de Ca**, Cu®*, K*,Na" y ATP.

El efecto del calcio y el cobre sobre el consumo de oxigeno se evalud haciendo
adiciones de CaCl, 3 uM y CuCl, 3 uM, mientras que la evaluacion del efecto del K™ y
Na* se hizo con adiciones de KCI 10 mM y NaCl 10 mM. Para determinar el efecto del
Pi se agregaron de manera independiente varias concentraciones (0.5, 5 y 10 mM),
mientras para el ATP se hicieron adiciones de ATP (0.5 mM). Al final de todas las
adiciones de los diferentes compuestos se indujo el desacoplamiento mitocondrial con
CCCP (0.6 uM) como un control positivo. Todos los trazos se hicieron agregando 1
mg/mL de proteina mitocondrial en un volumen final de 200 uL y cada ensayo se

realiz6 por triplicado.

5.8. Identificacion de Enzimas Oxidorreductasas Alternas Mitocondriales.

Se determind la posible presencia de diferentes enzimas alternas en las mitocondrias de
la artemia y el camardn por oximetria. Para detectar deshidrogenasa alterna NADH2, se
us6 NADH 1 mM como sustrato respiratorio adicionado junto con el buffer de
respiracion, MgCl, y Pi. Se agregaron 200 pg de proteina mitocondrial y para acelerar el
consumo de oxigeno se utilizé ADP 0.1 mM. Por su parte, la posible presencia de una
GPDH mitocondrial se evalu6 utilizando glicerol-3-fosfato 10 mM como sustrato
respiratorio, se agrego la proteina mitocondrial y posteriormente se agreg6 el CCCP 0.6
uM para acelerar el consumo de oxigeno, de manera adicional se adicionaron los
inhibidores rotenona 50 uM y antimicina A 5 uM para inhibir los complejos | y IlI,
respectivamente y finalmente se agregd el cianuro (KCN) 100 puM para inhibir el

complejo IV (Cabrera-Orefice et al., 2014a).
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Para identificar la presencia de una AOX se agregé succinato 10 mM como sustrato al
buffer de respiracion, se agregd la proteina mitocondrial y después se acelerd el
consumo de oxigeno con CCCP 0.6 uM. Posteriormente se utilizé octil galato 50 uM
como inhibidor especifico de la AOX y KCN 100 uM como inhibidor del complejo IV
(Guerrero-Castillo et al., 2009). Todos los trazos se hicieron por triplicado agregando 1

mg/mL de proteina mitocondrial en un volumen final de 200 pL.

5.9. Separacion de las Proteinas Mitocondriales en Geles hrCN-PAGE y Deteccion de la
Actividad de los Complejos Respiratorios.

La actividad de los complejos respiratorios y las enzimas NADH deshidrogenasa,
succinato deshidrogenasa, citocromo C oxidasa (COX), ATP sintasa y la lanzadera de
electrones glicerol fosfato deshidrogenasa mitocondrial (GPDHmit) se evalu6 en geles
de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion (hrCN-PAGE). Se utilizaron las
mitocondrias aisladas de nauplios de artemia, pledpodos de camardn adulto y corazon de
bovino (control). Se prepararon geles hrCN-PAGE de gradiente del 4-12% como lo
reportaron Wittig et al. (2007). La mezcla para el gel separador al 4% contenia 290 uL
de acrilamida (mezcla de acrilamida 48.5% y bis-acrilamida 1.5%), 1170 uL de buffer
3X nativo (acido aminocaproico 1.5 M, imidazol 75 mM, a pH 7.0 ajustado con HCI),
250 uL de glicerol al 80%, 1770 uL de agua, 6 uL de TEMED y 18 uL de persulfato de
amonio (APS) al 10%. La mezcla para el gel separador al 12% contenia 870 uL de la
mezcla de acrilamida, 1170 uL de buffer 3X nativo, 1 mL de glicerol al 80%, 440 uL de
agua, 6 uL de TEMED, 18 uL de APS al 10%. La mezcla para el concentrador, contenia
250 pL de la mezcla de acrilamida, 1 mL de buffer 3X nativo, 1750 uL de agua, 6 pL de
TEMED y 18 uL de APS al 10%.

Las mitocondrias aisladas de las tres especies se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10
min a 4 °Cy el pellet fue resuspendido en 100 uL de buffer de lavado (sorbitol 250 mM,

imidazol 25 mM, a pH 7.0). Se realizd una segunda centrifugacion a 14,000 rpm por 10
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min a 4 °C y el pellet se resuspendi6 en 50 uL de buffer sin sal (sacarosa 250 mM,
trizma base 10 mM, a pH 7.0). Posteriormente a las mitocondrias lavadas se les agreg6 1
g de dodecil-D-maltésido (LM) o digitonina por gramo de proteina y fueron
solubilizadas en un vortex durante 1 ha 4 °C.

Después de la solubilizacion las mitocondrias se centrifugaron a 14,000 rpm durante 1 h
a 4 °C, recuperando el sobrenadante y se cuantificé la proteina mitocondrial soluble
mediante el método de Bradford (1976).

Un total de 250 pg de proteina mitocondrial se separaron en un gel hrCN-PAGE de
gradiente del 4-12%. Para la electroforesis se utiliz6 un buffer catodo que contenia
tricina 50 mM, imidazol 7.5 mM, dodecil-D-maltosido 0.01% y deoxicolato de sodio
0.05%, mientras que el buffer anddo contenia imidazol 25 mM, a pH 7.0 (Wittig et al.,
2007). Una vez separadas las proteinas mitocondriales se detectdé de manera
independiente la actividad en gel de los complejos respiratorios y enzimas de interes.
Para detectar la actividad de enzimas deshidrogenasas, los geles se incubaron en una
solucion que contenia trizma base 10 mM, a pH 7.0, bromuro de nitro azul tetrazolio
(NBT) a una concentracion de 5 mg/mL, y los sustratos para cada enzima. Para la
actividad de NADH deshidrogenasa (complejo 1) se utilizd como sustrato NADH 1 mM,
mientras que para la actividad de succinato deshidrogenasa (complejo Il) se agregd
succinato 5 mM, a pH 7.4 como sustrato, por ultimo para detectar la actividad de la
glicerol fosfato deshidrogenasa mitocondrial se utilizé glicerol-3-fosfato 5 mM, a pH 7.0
como sustrato (Zerbetto et al., 1997).

La actividad de citocromo C oxidasa se detectd incubando el hrCN-PAGE en una
mezcla de buffer de fosfatos 50 mM, a pH 7.4, 10 mg de citocromo C reducido disuelto
en 1 mL de buffer de fosfatos 50 mM y diaminobencidina a una concentracion de 1
mg/mL (Wittig y Schéagger, 2007).

La actividad en gel de la ATPasa se evalud incubando el gel hrCN-PAGE en el buffer de
incubacion (glicina 270 mM, trizma base 35 mM, a pH 8.4) durante 1 h y posteriormente
se incubo en el buffer de actividad (glicina 270 mM, trizma base 35 mM, a pH 8.4, ATP
6 mM, MgSO, 14 mM, Pb(NO3), 0.2%) durante 24 h (Wittig et al. 2007). Todos los
geles se agitaron constantemente a temperatura ambiente hasta que se desarrolld la

reaccion de color, y para detener la reaccion el gel se colocé en agua.
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5.10. Separacion de las Proteinas Mitocondriales en SDS-PAGE e Inmunodeteccion de
VDAC y AOX.

La presencia de la proteina VDAC en las mitocondrias de camarédn (apartado 5.1) y la
AOX en el extracto mitocondrial de artemia se determind mediante un ensayo western
blot. La proteina mitocondrial de camarédn y artemia fue solubilizada con digitonina al
5% en un buffer de &cido 6-aminocaproico 750 mM, imidazol 25 mM, a pH 7. La
muestra se mezcld vigorosamente en un vortex durante 40 min a 4 °C y el sobrenadante
fue recuperado. Un total de 1 mg de proteina mitocondrial se desnaturalizaron a 96 °C
durante 5 min en un buffer de dodecilsulfato sédico (SDS 5X) que contenia trizma base
60 mM a pH 6.8, SDS 2%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol
0.01%. Como marcador de masa molecular se utilizo el Prestained SDS-PAGE estandar
Broad Range (BioRad).

La separacion de la proteina mitocondrial se llevo a cabo por duplicado en geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12%. EI gel separador contenia 3.3 mL de agua, 4 mL de
acrilamida (mezcla de acrilamida y bis-acrilamida al 30%), 2.5 mL de buffer trizma base
1.5 M, apH 8.8, 100 uL de SDS al 10%, 100 uL de persulfato de amonio (APS) al 10%
y 4 uL de TEMED. EIl gel concentrador se realizo mezclando 1.4 mL de agua, 330 uL de
acrilamida al 30%, 250 pL de buffer trizma base 1.5 M, a pH 6.8, 20 uL de SDS al 10%,
20 uL de APS al 10% y 2 uL de TEMED.

Un total de 250 ug de proteina se cargaron en cada carril y se corrid la electroforesis
durante 2 h a 120 volts. Posteriormente uno de los geles se tifi6 con azul de Commassie
y visualizada la correcta separacion de las proteinas, el segundo gel se transfirié a una
membrana de PVDF utilizando buffer de transferencia (glicina 39 mM, trizma base
48.12 mM, etanol 19.8% y SDS 0.038) en un Trans-Blot Semi-Dry Transfer cell
(BioRad) a 25 volts durante 15 min (Towbin et al., 1979). La membrana se lavé dos
veces durante 5 min con buffer TBS (trizma base 0.05 M, NaCl 0.15 M, Tween 20 2%, a
pH 7.2) y se bloque6 con 5% de leche libre de grasa diluida en buffer TTBS (trizma base
0.05 M, NaCl 0.15 M, Tween 20 0.05%, a pH 7.2), durante toda la noche a 4 °C.

Después la membrana se lavd dos veces durante 5 min con buffer TTBS y
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posteriormente se incubd con un anticuerpo policlonal anti-VDACL de conejo (Santa
Cruz Biotechnology) utilizando una dilucion 1:1000 (v/v) en buffer TBS por 2 h a
temperatura ambiente. Después la membrana se lavé dos veces con buffer TTBS durante
5 min y se incubd con el anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de conejo conjugado
con peroxidasa de rébano en una dilucion 1:2000 (v/v) en buffer TBS por 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se lavo dos veces con buffer TTBS
y se hizo un ultimo lavado con buffer TBS sin Tween 20 (trizma base 0.02 M, NaCl 0.05
M, a pH 7.6). Finalmente la membrana se incub6 con una solucion en fresco de 10 mg
de diaminobencidina disuelta en 15 mL de buffer TBS y 12 uL de per6xido de
hidrogeno para desarrollar el color producto de la reaccion de la peroxidasa.

Para la inmunodeteccion de la AOX se utilizaron mitocondrias aisladas de nauplios de
A. franciscana, y como controles positivos se usaron las mitocondrias del ostion del
Pacifico Crassostrea gigas, mango Mangifera indica y huitlacoche Ustilago maydis. La
proteina mitocondrial se solubilizé en buffer RIPA (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM, a
pH 7.5, EDTA 1mM, NP-40 1%, deoxicolato de sodio 0.5%), suplementado con los
inhibidores de fosfatasas NazgVO, 1 mM, NaF 10 mM, PMSF 1 mM y un coctel de
inhibidores de proteasas de Santa Cruz Biotechnology.

Las muestras fueron lisadas en un multi-Vortex V-32 (Biosan, Riga, Latvia) durante 30
min a 4 °C, y después centrifugadas a 14,000 rpm durante 10 min. Se recupero el
sobrenadante y el contenido de proteina soluble se determind mediante el método de
Bradford (1976). Se diluyeron 100 pg de proteina solubilizados en un buffer 4X (trizma
base 500 mM, a pH 6.8, glicerol 10%, SDS 10%, 2-mercaptoetanol 0.05%, azul de
bromofenol 0.01%), se desnaturalizaron a 96 °C durante 5 min y posteriormente se
colocaron en hielo. En un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% se carg6 el volumen
total de las muestras y una vez separadas las proteinas se transfirieron a una membrana
de PVDF usando un buffer con fosfato de potasio 25 mM, fosfato de sodio 25 mM,
trizma base 12 mM, glicina 192 mM, y metanol 20%, a pH 7.0 (Towbin et al., 1979).

La membrana se bloqued con 5% de BSA en buffer TTBS (trizma base 50 mM, NacCl
150 mM, Tween 20 0.1%, a pH 7.6) durante 1 h a 4 °C y después se incubd con un
anticuerpo monoclonal anti-AOX de Sauromatum guttatum (voodoo lily) a una dilucién

1:100, con agitacion durante toda la noche a 4 °C (Elthon et al., 1989). Posteriormente la
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membrana se lavo con buffer TTBS y se incubd con un anticuerpo secundario acoplado
a peroxidasa de rdbano durante 1 h a 37 °C. Finalmente la membrana se lavo y la
deteccion de las bandas se realiz6 mediante quimioluminiscencia usando el kit ECL kit
(Amersham Biosciences, GE, Healthcare).

5.11. Andlisis e Identificacion de la GPDHmit Mediante Espectrometria de Masas en
Tandem (LC-MS/MS) y Analisis Bioinformatico.

Para confirmar la presencia de la proteina GPDHmit en las mitocondrias aisladas de A.
franciscana, se separd el extracto de proteina soluble en geles hrCN-PAGE como se
describié anteriormente y se tifio con azul de Coomassie al 0.2%. En los geles utilizados
para detectar las proteinas con actividad especifica de deshidrogenasas (apartado 5.9), la
GPDHmit se identifico por su masa molecular, posteriormente se ubico la posicion de la
banda que corresponde a la masa molecular y actividad de la GPDHmit en el gel tefiido
con azul de Commassie y se corto individualmente. La banda cortada del gel tefiido se
digirio en gel, para lo cual se destifio la proteina y se redujo con DTT 10 mM disuelto en
bicarbonato de amonio 25 mM, seguido de la alquilacién de proteinas con
iodoacetamida 55 mM. La proteina se digirié con tripsina grado espectrometria de masas
(Promega, Madison, WI, USA) durante toda la noche a 37 °C.

Los péptidos obtenidos de la digestion en gel se analizaron mediante LC-MS/MS
empleando un cromatdgrafo de liquidos nanoACQUITY UPLC System (Waters,
Milford, MA, USA) acoplado a un espectrometro de masas hibrido SYNAPT HDMS Q-
TOF (Waters) bajo las condiciones reportadas por Joaquin-Ramos et al. (2014) con una
modificacion: los datos de masa se obtuvieron mediante Adquisicién Dependiente de
Datos (DDA), alternando la energia de colision para la fragmentacion de los iones
precursores. En el modo de baja energia se emplearon 3 eV, mientras que en el de alta
energia se empled una rampa de voltaje de 15-45 eV durante 3 s de integracion.

Las proteinas se identificaron por homologia con secuencias previas reportadas en bases

de datos, por lo que los resultados del analisis LC-MS/MS se emplearon para generar
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archivos con extension .PKL utilizando el programa Protein Lynx Global Server v 2.4
(Waters, Milford MA). Las proteinas se identificaron con los datos de los archivos con
extension .PKL vy la ayuda del motor de busqueda PEAKS Studio v8.0 (Bioinformatics
Solutions Inc. Ontario, CAN) utilizando una base de datos generada con las secuencias
de proteinas de branquiépodos obtenida de la base de datos de proteinas no redundantes
de NCBI (600,199 secuencias, Enero 2017), ademas de 1085 secuencias de proteinas
correspondientes GPDHs mitocondriales obtenidas del NCBI y 247 secuencias de
contaminantes obtenidas del Max Plank Institute of Biochemistry. Los parametros de
basqueda fueron los siguientes: tripsina como proteasa especifica, permitiendo la
omisién de un sitio de corte; la tolerancia de masa para los iones precursores y para sus
iones fragmento fue de 20 ppm y 0.1 Da, respectivamente; carbamidometilacion de
cisteina como modificacion fija y oxidacion de metionina como modificacion variable.
Las identificaciones se consideraron satisfactorias al obtener al menos dos péptidos con
scores significativos (>20) y un valor de FDR (False Discovery Rate, por sus siglas en

inglés), menor al 0.1%. Indicando identidad o extensa homologia.

5.12. Bioensayo de Hipoxia-Reoxigenacion.

Con el objetivo de evaluar la presencia del fendmeno de transicion de la permeabilidad
en las mitocondrias de camarones expuestos a condiciones de estrés oxidativo, se realizo
un bioensayo de normoxia, hipoxia y reoxigenacion. Se utilizaron un total de 144
organismos de la especie L. vannamei en estadio de intermuda, con un peso promedio de
12.5 + 5 g. Los camarones se aclimataron durante 7 dias en condiciones de laboratorio,
salinidad de 35 ppm, temperatura de 25 °C, 5 mg O,/L y alimentados dos veces con
alimento pelletizado comercial. Para mantener la calidad del agua, las tinas fueron
sifoneadas diariamente y se hizo un recambio del 70% del agua cada dos dias.

Después de la aclimatacion los organismos fueron distribuidos al azar en 4 tinas de 120
L, colocando 36 camarones en cada una. Una tina se mantuvo en condiciones de

normoxia (5 mg O,/L) durante todo el bioensayo como grupo control. Las 3 tinas
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restantes se utilizaron para evaluar las condiciones de hipoxia (1.5 mg O,/L por 12 h) y
reoxigenacion (4 mg O,/L por 12 h). La concentracion de oxigeno disuelto en el agua se
monitored constantemente con un oximetro digital sumergible. Todos los organismos
fueron ayunados 24 h antes de iniciar el experimento. La toma de muestra inicial se
realizd colectando 12 camarones de cada tina en condiciones de normoxia,
posteriormente las piedras aireadoras se retiraron de las 3 tinas experimentales y se
inyectd nitrogeno gaseoso para para desplazar al oxigeno disuelto en el agua hasta
alcanzar 1.5 mg O./L (hipoxia). Después de 12 h de hipoxia se colectaron 12 camarones
tanto de las tinas experimentales como la del grupo control, e inmediatamente después
se reoxigeno el sistema colocando nuevamente las piedras aireadoras en las tinas para
reoxigenar el agua hasta 4 mg O,/L. Transcurridas 12 h de reoxigenacion, se colectaron
12 camarones de cada tina. Después de cada muestreo los camarones fueron puestos en
hielo para desensibilizarlos y posteriormente disectar los ple6podos para el aislamiento
mitocondrial. La respuesta mitocondrial de cada grupo experimental de camarones se

evaluo con los métodos descritos en los apartados 5.3, 5.4, 5.5, 5.6 y 5.8.

5.13. Andlisis Estadistico.

El disefio experimental del ensayo fue completamente al azar. Para el analisis estadistico
se evaluo la distribucion normal de los datos con la pueba de Kurtosis, y se utilizé un
andlisis de varianza una via (ANOVA), y las diferencias significativas entre las medias
de los experimentos se evaluaron mediante la prueba de Tukey-Kramer con un intervalo
de confianza del 95% (nivel de significancia p<0.05), utilizando el paquete estadistico
NCSS 7.0.
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6. RESULTADOS

6.1. Deteccion de Transcritos y/o Proteinas Mitocondriales Relacionadas con la
Transicion de la Permeabilidad en el Camaron Blanco.

Como resultado de la busqueda realizada de las proteinas que se han reportado
como parte del fendmeno de transicion de la permeabilidad en vertebrados, se
encontraron en el camar6n L. vannamei:

1) Un transcrito del ANT (GenBank No. JN182810; Yin et al., 2012); la expresion de
dicho transcrito fue confirmada y evaluada en el Laboratorio de Bioenergética y
Genetica Molecular (LBGM) por Armenta-Castro (2017).

2) El reporte de la secuencia completa del transcrito de la subunidad ATPc (GenBank
No. EU185331.1) que forma el anillo de subunidades c de la fraccién FO de la ATPasa
(Muhlia-Almazan et al., 2008).

3) Los transcritos que codifican al PiC y a la OSCP, en el transcriptoma de L. vannamei
(Ghaffari et al., 2014).

4) La secuencia completa del transcrito que codifica a la CyP-D en varios tejidos del
camaron (Wilson, 2017).

5) La existencia confirmada de la formacion de dimeros activos de la ATPasa

mitocondrial del camarén (Chimeo, 2017).

De manera particular, los transcritos del VDAC no se pudieron detectar en los tejidos del
camaron blanco L. vannamei, sin embargo se logré detectar la proteina por western blot
mediante el uso de un anticuerpo anti-VDAC. La figura 5 muestra la inmunodeteccion
de la proteina VDAC en las mitocondrias aisladas y solubilizadas de los pledpodos de
camaron y las de artemia como control positivo. Las proteinas VDAC del camaron y la
artemia se pueden observar en bandas alrededor de los 32 kDa que corresponden a las
masas moleculares reportadas previamente para la proteina (Cesura et al., 2003).

También se observaron bandas con tamafios mayores a 50 kDa, y para descartar falsos
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positivos por reacciones cruzadas entre los anticuerpos, se incluyeron varios controles
negativos (Figura 5).

Con estos resultados se confirma que las mitocondrias del camarén si cuentan con todas
las proteinas que pudieran ser parte del poro de la transicién segun se ha reportado en los

varios modelos establecidos a la fecha.
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Figura 5. Inmunodeteccién de VDAC mediante western blot. E: Prestained SDS-PAGE estandar Broad
Range. Carril 1) Proteina mitocondrial de pledpodos de L. vannamei (SDS-PAGE); 2) Proteina
mitocondrial de nauplios de A. franciscana (SDS-PAGE); 3) Proteina mitocondrial de pleépodos de L.
vannamei (membrana PVDF); 4) Proteina mitocondrial de A. franciscana (membrana PVDF). Controles:
Carril 5) Proteina mitocondrial de pleépodos de L. vannamei + anticuerpo primario anti-VDAC; 6)
Proteina mitocondrial de pledpodos de L. vannamei + anticuerpo secundario; 7) Anticuerpo primario anti-
VDAC + anticuerpo secundario.

6.2. Evaluacién del Acoplamiento Mitocondrial Mediante la Determinacion de la Tasa

de Consumo de Oxigeno.

El consumo de oxigeno mitocondrial se evalu6 para confirmar si las mitocondrias
aisladas de ambas especies se encontraban intactas, respirando y en su estado acoplado.
Las figuras 6 y 7 muestran los trazos que representan la tasa del consumo de oxigeno en

los estados respiratorios 11, IV y en el estado desacoplado de las mitocondrias de los
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nauplios y adultos de artemia (Figuras 6a y 6b), asi como las de postlarvas y pledpodos

de camarones adultos (Figuras 7a 'y 7b).

Figura 6. Tasa de consumo de oxigeno de las mitocondrias intactas y acopladas de la artemia. a)
Mitocondrias aisladas de nauplios de A. franciscana, b) Mitocondrias aisladas de adultos de A.
franciscana. Sustrato respiratorio: succinato (10 mM). M: proteina mitocondrial (1 mg/mL en cada trazo).
Los nameros indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades de natgO / mg de proteinamin. CR:
control respiratorio (estado 111/ estado V). Los valores representan las medias de los triplicados.

Al agregar las mitocondrias se observd la tasa respiratoria basal (estado IV) y un
aumento al agregar el ADP en el estado fosforilante (estado Ill), en presencia del
desacoplante CCCP se detectd un incremento de la velocidad del consumo de oxigeno.
En los valores del control respiratorio se observo que las mitocondrias de artemia
presentan, en promedio, una velocidad de consumo de oxigeno mayor que las del

camaron. Respecto a los estadios evaluados de cada especie, a diferencia de lo
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observado en las artemias, en donde el estadio temprano presenta mayor tasa de
consumo de oxigeno, en el camardn adulto la tasa respiratoria fue mayor que en las
postlarvas. Estos resultados confirman que las mitocondrias de ambos crustaceos se

aislaron de manera adecuada pues estaban intactas y acopladas.

a)
ADP CCCP
. i _K
4.1 CR=1.73 7.1 0.9
M
b)

50 natgOo

[

50s

Figura 7. Tasa de consumo de oxigeno de las mitocondrias intactas y acopladas del camarén. a)
Mitocondrias aisladas de postlarvas de L. vannamei, b) Mitocondrias aisladas de pledpodos de L.
vannamei adulto. Sustrato respiratorio: succinato (10 mM). M: proteina mitocondrial (1 mg/mL en cada
trazo). Los nimeros indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades de natgO / mg de proteinamin.
CR: control respiratorio (estado 111/ estado 1V). Los valores representan las medias de los triplicados.

6.3. Evaluacion de la Captacion de Calcio Extra Mitocondrial.

El efecto de la adicion de calcio exdgeno a las mitocondrias de A. franciscana en la
etapa de nauplio y adulto, y en las postlarvas de L. vannamei y adulto, se evalu6 usando
la sonda fluorescente Fluo-5N. Las membranas mitocondriales son impermeables a la

sonda, por lo que el resultado de %Fmax indica la union de la sonda con el calcio
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exdgeno que no ha sido captado por la mitocondria. De acuerdo a los resultados de las
figuras 8 y 9 de las mitocondrias aisladas de nauplios de artemia (Figura 8a), artemia
adulta (Figura 8b), postlarvas de camaron (Figura 9a) y camarones adultos (Figura 9b),
el %Fmax basal, detectado a 0 uM de calcio, es resultado de posibles residuos de calcio
en las soluciones o recipientes utilizados. Se observo que él %Fmax después de cada
adicion de calcio fue significativamente menor en las mitocondrias energizadas
comparadas con las mitocondrias no energizadas (p<0.05), ya que como se ha sugerido
estas Ultimas no tienen la habilidad de captar calcio (Nicholls y Ferguson, 2003; Menze
et al., 2005). Por su parte, los controles negativos que no contenian mitocondrias
mostraron un incremento continuo en la fluorescencia hasta alcanzar la saturacion de la
sonda.

De manera particular, en las mitocondrias energizadas y no energizadas de los
camarones adultos no se encontraron diferencias significativas en la fluorescencia
después de las adiciones de 800, 900 y 1000 uM de calcio (Figura 9b), esto es
probablemente el resultado de que a estas concentraciones la sonda se saturé impidiendo
detectar probables cambios en la fluorescencia.

La figura 10 muestra la captacion de calcio exdgeno de las mitocondrias de corazon de
bovino que se utilizaron como control positivo y el punto en donde se observé el
fendmeno de la transicion de la permeabilidad. Después de las adiciones de 0 a 300 uM
de calcio, la fluorescencia de las mitocondrias energizadas fue significativamente menor
que la de las mitocondrias no energizadas (p<0.05); sin embargo, al agregar 500 uM de
calcio se observd un incremento significativo del %Fmax en las mitocondrias
energizadas (p<0.05), mismo que indica que la mitocondria esta expulsando el calcio
como resultado de la transicion de la permeabilidad en la MIM. En las adiciones
posteriores no se encontraron diferencias significativas (p>0.05; Figura 10). Estos
resultados sugieren que las mitocondrias de los crustaceos cuentan con una capacidad
importante para almacenar calcio dentro de su matriz y que este catién no induce la
transicion de la permeabilidad en mitocondrias de artemia y camarén, como sucede en

las mitocondrias de bovino a 500 uM de calcio.
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Nauplios de A. franciscana
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Figura 8. Monitoreo de la captacion de captacion de calcio mediante la sonda Fluo-5N en mitocondrias
aisladas de artemia. a) Nauplios de A. franciscana, b) Adultos de A. franciscana adulta. Barras blancas:
mitocondrias no energizadas. Barras grises: mitocondrias energizadas. Barras negras: sin mitocondrias
(control). %Fmax: Porcentaje de fluorescencia maxima. Los valores representan la media de los
triplicados. El asterisco (*) representa las diferencias significativas entre las mitocondrias energizadas, no
energizadas y el control de cada concentracion de calcio. Tukey-Kramer, (p<0.05).
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Postlarvas de L. vannamei
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Figura 9. Monitoreo de la captacion de captacion de calcio mediante la sonda Fluo-5N en mitocondrias
aisladas de camarén. a) Postlarvas de L. vannamei, b) Adultos de L. vannamei. Barras blancas:
mitocondrias no energizadas. Barras grises: mitocondrias energizadas. Barras negras: sin mitocondrias
(control). %Fmax: Porcentaje de fluorescencia maxima. Los valores representan la media de los
triplicados. El asterisco (*) representa las diferencias significativas entre las mitocondrias energizadas, no
energizadas y el control de cada concentracion de calcio. Tukey-Kramer, (p<0.05).
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Figura 10. Monitoreo de la captacion de captacion de calcio mediante la sonda Fluo-5N en mitocondrias
aisladas de corazon de bovino Bos taurus. Barras blancas: mitocondrias no energizadas. Barras grises:
mitocondrias energizadas. Barras negras: sin mitocondrias (control). %Fmax: Porcentaje de fluorescencia
maxima. Los valores representan la media de los triplicados. El asterisco (*) representa las diferencias
significativas entre las mitocondrias energizadas, no energizadas y el control de cada concentracién de
calcio. Tukey-Kramer, (p<0.05).

6.4. Hinchamiento Mitocondrial.

El cambio en el volumen o hinchamiento mitocondrial es otra de las respuestas que se
observan cuando la mitocondria entra en transicion de la permeabilidad; se evalué en las
dos especies de crustaceos y el bovino como control positivo para comprobar si el efecto
del calcio induce este fendmeno. Experimentalmente el hinchamiento mitocondrial se
demuestra con la disminucion en la densidad 6ptica (ADO ).

En la figura 11 se observa gque en las mitocondrias de los nauplios y adultos de artemia,
y en las postlarvas y adultos de camar6n, el calcio no indujo el hinchamiento
mitocondrial debido a que no se observa una disminucién en la ADO, sino hasta que se
agregd el ionoforo fue que la ADO disminuyo, indicando que las mitocondrias
comienzan a hincharse. Estos resultados contrastan con lo obtenido para las

mitocondrias de corazon de bovino, en las cuales si se observa un descenso en la ADO,
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indicando que las mitocondrias se estan hinchando al momento de agregarles el calcio
(Figura 11).
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Figura 11. Efecto del calcio sobre el hinchamiento mitocondrial de artemia, camardn y bovino.
Mitocondrias aisladas de: Nauplios de A. franciscana (linea punteada). Adultos de A. franciscana (linea
roja). Postlarvas de L. vannamei (linea negra). Adultos de L. vannamei (linea azul). Corazén de B. taurus
(linea verde). CaCl,: 250 uM calcio. I: lonoforo A23187. ADO: Cambios en la densidad 6ptica (540 nm).
Se representan las medias de los triplicados.

6.5. Potencial Transmembranal de las Mitocondrias (A¥m).

Otro andlisis que permitiria confirmar la presencia 0 no de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial, fue la evaluacién del A¥m. Este analisis se realizé en las
mitocondrias de artemia y camaron en las dos etapas de cada especie utilizando el
desacoplante CCCP como control positivo del abatimiento del A¥Ym vy la adicion de
calcio. La figura 12 muestra que las mitocondrias aisladas de artemia forman AWm
cuando la fluorescencia disminuye y al agregar el CCCP la fluorescencia aumenta
perdiéndose el potencial como se observa en las figuras 12a y 13a, respectivamente. En
presencia de calcio el potencial transmembranal se mantuvo como se observa en las
figuras 12b y 13b.

61



M
{ -
|

UFR 10}

AW

™ «—CCCP
Cacl,

UFR 10] l 4

A¥m b

0 60s
Tiempo

Figura 12. Monitoreo del potencial transmembranal mitocondrial (A¥m) en mitocondrias aisladas de
nauplios de A. franciscana. Desacoplando con: a) CCCP 1.5 uM, b) CaCl, 250 uM. M: Mitocondrias
aisladas (5 mg/mL). UFR: Unidades de fluorescencia relativa. A¥Wm: Formacion del potencial
transmembranal. Los trazos representan la media de los triplicados.
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Figura 13. Monitoreo del potencial transmembranal mitocondrial (A¥'m) en mitocondrias aisladas de
adulto de A. franciscana. Desacoplando con: a) CCC 1.5 uM, b) CaCl, 250 uM. M: Mitocondrias aisladas
(5 mg/mL). UFR: Unidades de fluorescencia relativa. A¥m: Formacién del potencial transmembranal. Los
trazos representan la media de los triplicados.
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Cuando se evaluo el potencial transmembranal en las mitocondrias aisladas de postlarvas
y adultos de camaron se observo la formacion de potencial en ambos casos, pero sélo en
las mitocondrias de los camarones adultos el potencial transmembranal se abatid por
efecto del CCCP (Figura 15a), mientras que esto no ocurrio en las mitocondrias de las
postlarvas de camarén (Figura 14a). Al agregar el calcio no se indujo la pérdida de A¥m
en las postlarvas de camarédn (Figura 14b) ni en los camarones adultos (Figura 15b). El
hecho de que el CCCP no promueve la pérdida de potencial en las mitocondrias de las
postlarvas, no significa que las mitocondrias estuvieran desacopladas desde el inicio, ya
que el estado de acoplamiento se evalué mediante el consumo de oxigeno mitocondrial
en donde el CCCP si promueve la aceleracion del consumo de oxigeno, indicando que

las mitocondrias de estos organismos estaban acopladas y funcionando (Figura 7a).
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Figura 14. Monitoreo del potencial transmembranal mitocondrial (A¥m) en mitocondrias aisladas de
postlarvas de L. vannamei. Desacoplando con: a) CCC 1.5 uM, b) CaCl, 250 uM. M: Mitocondrias
aisladas (5 mg/mL). UFR: Unidades de fluorescencia relativa. A¥Wm: Formacion del potencial
transmembranal. Los trazos representan la media de los triplicados.
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Figura 15. Monitoreo del potencial transmembranal mitocondrial (A¥m) en mitocondrias aisladas de
adulto de L. vannamei. Desacoplando con: a) CCC 1.5 uM, b) CaCl, 250 uM. M: Mitocondrias aisladas (5
mg/mL). UFR: Unidades de fluorescencia relativa. A¥m: Formacion del potencial transmembranal. Los
trazos representan la media de los triplicados.

6.6. Determinacion del Efecto de lones, Fosfato y ATP sobre el Consumo de Oxigeno

Mitocondrial.

Para detectar si la transicion de la permeabilidad podria ser inducida 6 el poro de
transicion regulado por otros iones como Cu?*, K*, Na*, asi como Pi y ATP, se evalué el
consumo de oxigeno en las mitocondrias artemia y camardn en sus diferentes estadios.
Las figuras que contienen los trazos individuales por triplicado de cada una de las
evaluaciones se encuentran en el Anexo 1. De manera general, los resultados obtenidos
indican que el consumo de oxigeno de las mitocondrias de ambas especies no se observo
significativamente afectado por la presencia de Ca®*, Cu**, K" y Na".

En la figura Al se observa que después de cada adicién de calcio, el consumo de
oxigeno disminuye en las mitocondrias de nauplios y adultos de artemia y en las
postlarvas de camardn, mientras que en las mitocondrias de camarones adultos, el
consumo de oxigeno no se observd afectado significativamente por la presencia del

calcio, pues se mantiene estable en concentraciones entre 6 y 15 uM de CaCly,
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disminuyendo a 18 uM, mientras que al agregar el CCCP se observa un aumento de la
velocidad de consumo de oxigeno indicando el desacoplamiento de las mitocondrias.

En presencia del CuCl, las mitocondrias de los nauplios y adultos de artemia
disminuyeron su consumo de oxigeno (Figuras A2a y A2b); sin embargo, en las
mitocondrias de postlarvas de camarén el consumo aument ligeramente a 6 pM de Cu®*
y posteriormente disminuyé (Figura A2c), mientras que en las mitocondrias del camarén
adulto incrementd con la adicion de 9 pM de Cu?*, pero no se observaron cambios
adicionales hasta que se agregé el CCCP (Figura A2d).

Un efecto similar al del Cu®* se observé cuando se agregaron el potasio y el sodio
(Figuras A3 y Ad4), pues el consumo de oxigeno disminuy0 constantemente en las
mitocondrias de nauplios y adultos de artemia; y de camardn adulto con las adiciones de
estos iones, hasta que se agregd el CCCP (Figuras A3a, A3b, A3d, Ada, Adb y A4d); sin
embargo, en las mitocondrias de las postlarvas del camaron el consumo de oxigeno es
muy bajo e incrementd y disminuy6 sin relacion con el incremento de la concentracion
de estos iones (Figuras A3c y A4c).

A diferencia de lo observado previamente en presencia de diferentes cationes al agregar
Pi se observo que a la concentracion de 10 mM, el consumo de oxigeno se acelerd en las
mitocondrias de artemia y camaron en las etapas larvales y adultas, mientras que con las
adiciones subsecuentes de Pi, el consumo de oxigeno disminuyd hasta que se agrego el
desacoplante (Figuras Aba, A5b, A5c y A5d). Estos resultados junto con los obtenidos
para Ca®*, Cu®*, K" y Na" indican que no se induce la transicion de la permeabilidad por
efecto de estos componentes, ya que de presentarse la TP se observaria un incremento
descontrolado del consumo de oxigeno por adicién de alguno de ellos, antes de agregar
el agente desacoplante CCCP.

Los resultados de la adicion de ATP mostraron que el consumo de oxigeno presenté un
aumento en concentraciones especificas y un comportamiento diferente en artemia y
camaron. En las mitocondrias de nauplios y artemia adulta el incremento se detect6 a 0.5
mM de ATP, mismo que disminuyd con las adiciones posteriores hasta agregar el CCCP
(Figuras Aba y A6b). Sin embargo, en las mitocondrias de postlarvas y camarones
adultos hubo un incremento constante del consumo de oxigeno desde la adicion de 0.5

mM hasta 2 mM de ATP (Figuras A6c y A6d). Es importante resaltar que los
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incrementos observados por la adicion de ATP en el consumo de oxigeno mitocondrial
en todos los experimentos, fueron mayores que los incrementos observados al agregar el

CCCP como agente desacoplante.

6.7. Efecto del ATP sobre la Captacién de Calcio, Hinchamiento Mitocondrial y
Potencial Transmembranal.

Con el objetivo entender mejor papel del ATP en las mitocondrias del camardn, se
evaluo el efecto de la adicion de ATP en la captacion de calcio de las mitocondrias para
determinar si estas condiciones inducen la transicion de la permeabilidad.

La figura 16 muestra que en las dos especies, las mitocondrias energizadas captaron
significativamente mas calcio que las no energizadas. También es importante remarcar
que la presencia de ATP promovio significativamente la captacion de calcio en ambas
especies y estadios de vida (p<0.05; Figuras 17 y 18).

En las mitocondrias no energizadas de adultos de artemia y camardn los resultados
muestran que el efecto del ATP en la captacion de calcio, no es tan significativo como
en las energizadas (Figuras 17c y 18c).

Los resultados también mostraron que tras la segunda adicion calcio, en todos los grupos
experimentales aumenté significativamente la captacion en presencia de ATP,

comparado con el control de las dos adiciones sin ATP (p<0.05; Figuras 17 y 18).
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Figura 16. Efecto del ATP sobre la captacion de calcio exdgeno en mitocondrias de A. franciscana y L.
vannamei.. a) Nauplios de artemia. b) Adultos de artemia. c) Postlarvas de camarén. b) Adultos de
camarén. Barras blancas: mitocondrias no energizadas. Barras grises: mitocondrias energizadas. Los
valores representan la media de los triplicados. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre
las mitocondrias energizadas y no energizadas de cada adicién de calcio y ATP. Tukey-Kramer (p<0.05).
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Figura 17. Efecto del ATP sobre la captacion de calcio exégeno en mitocondrias de Artemia franciscana.
a) Mitocondrias no energizadas de nauplios. b) Mitocondrias energizadas de nauplios. ¢) Mitocondrias no
energizadas de adultos. d) Mitocondrias energizadas de adultos. Los valores representan la media de los
triplicados. Las literales muestran las diferencias significativas de las mitocondrias energizadas y no
energizadas de cada adicién de calcio y ATP. Tukey-Kramer (p<0.05).
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Postlarvas de L. vannamei
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Figura 18. Efecto del ATP sobre la captacién de calcio exégeno en mitocondrias del camarédn Litopenaeus
vannamei. a) Mitocondrias no energizadas de postlarvas. b) Mitocondrias energizadas de postlarvas. c)
Mitocondrias no energizadas de adultos. d) Mitocondrias energizadas de adultos. Los valores representan
la media de los triplicados. Las literales muestran las diferencias significativas de las mitocondrias
energizadas y no energizadas de cada adicion de calcio y ATP. Tukey-Kramer (p<0.05).

Cuando se evalud el efecto del ATP sobre el hinchamiento mitocondrial en artemia y
camaron, se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con la adicion del calcio
(apartado 6.4). En la figura 19 se puede observar que el ATP no promovié el
hinchamiento de las mitocondrias en ninguno de los estadios de las dos especies (Figura
19), hasta que se adiciond el ionoforo se detectdé una disminucion en la ADO vy el
hinchamiento mitocondrial.

Sin embargo, al evaluar el potencial transmembranal adicionando ATP, se observo un
ligero aumento en la fluorescencia s6lo en las mitocondrias de los camarones adultos, lo
que puede representar una ligera pérdida de potencial (Figura 20c), lo que podria sugerir

que se presenta la TP en las mitocondrias de estos organismos por efecto del ATP. Sin
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embargo, los resultados de captacion de calcio e hinchamiento mitocondrial sugieren

que no se induce la transicion de la permeabilidad por la presencia de ATP.
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Figura 19. Efecto del ATP sobre el hinchamiento mitocondrial de artemia y camar6n. Mitocondrias
aisladas de: Nauplios de A. franciscana (linea punteada). Adultos de A. franciscana (linea roja). Postlarvas
de L. vannamei (linea negra). Adultos de L. vannamei (linea azul). ATP: 2 mM. I. lonéforo A23187.
ADOQ: Cambios en la densidad 6ptica (540 nm). Se representan las medias de los triplicados.
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Figura 20. Efecto del ATP sobre el potencial transmembranal mitocondrial (A¥m) de artemia y camaroén.
Mitocondrias aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana. b) Adultos de A. franciscana. c) Postlarvas de L.
vannamei. d) Adultos de L. vannamei. Desacoplando con ATP 2 mM. M: Mitocondrias aisladas (5
mg/mL). UFR: Unidades de fluorescencia relativa. A¥m: Formacion del potencial transmembranal. Los
trazos representan la media de los triplicados.
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6.8. Identificacion de Enzimas Oxidorreductasas Alternas Mitocondriales.

Para detectar la presencia de las enzimas alternas (NADH deshidrogenasa 1l, GPDH
mitocondrial y AOX), se evalud el consumo de oxigeno en las mitocondrias aisladas
utilizando sustratos e inhibidores especificos de la cadena respiratoria clésica y/o de las
enzimas alternas en las mitocondrias de A. franciscana y L. vannamei.

Los trazos de la figura 21 confirman que en presencia de NADH, el consumo de oxigeno
de las mitocondrias de los nauplios de artemia y camardn adulto es muy bajo comparado
con el consumo de oxigeno en presencia de succinato como sustrato respiratorio
(Figuras 6a y 7a). Tampoco hubo cambio en presencia de ADP, por lo que se sugiere
que no existe una NADH deshidrogenasa alterna tipo Il en ninguna de las dos especies
que pudiera oxidar el NADH vy asi acelerar la velocidad del consumo de oxigeno.

M
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\ ADP

/
11.40 S ——

L/M 11.61
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Figura 21. Efecto del NADH sobre el consumo de oxigeno para la identificacion de la NADH
deshidrogenasa alterna tipo 11. Mitocondrias aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana. b) Adultos de L.
vannamei. Sustrato respiratorio: NADH. M: Proteina mitocondrial, se utilizé 1 mg/mL en cada trazo.
NUmeros debajo de la grafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de
proteinamin. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Por otro lado, el glicerol-3-fosfato (G3P) como sustrato respiratorio activo el consumo
de oxigeno tanto en las mitocondrias de nauplios, como en las de artemias adultas. Al
inhibir el complejo | con rotenona, la mitocondria quedd a expensas del consumo de
oxigeno dependiente del G3P, después al agregar antimicina A (inhibidor del complejo
I11) la velocidad el consumo de oxigeno disminuyé significativamente, mientras que al
agregar el KCN (inhibidor del complejo 1V) este se abati6é por completo (Figuras 22a y
22b). Estos resultados sugieren que en las mitocondrias de artemia existe una GPDHmit
que forma parte de una cadena respiratoria alterna como donadora de electrones al
complejo I11.

En contraste, en las mitocondrias de camarén la tasa de consumo de oxigeno fue baja en
presencia del G3P como sustrato respiratorio, al agregar el CCCP so0lo se observd un
ligero incremento en el consumo de oxigeno, mismo que fue inhibido por la rotenona, la
antimicina A y finalmente el KCN (Figuras 22c y 22d).

Los controles de estas evaluaciones sin CCCP mostraron que en las mitocondrias de
artemia, la rotenona ejercio el efecto inhibitorio sobre el complejo I, sin embargo, el
consumo de oxigeno siguio activo (Figuras A7a y A7b). Por otro lado, al agregar la
rotenona en las mitocondrias de las postlarvas de camarén se observo una ligera
disminucion del consumo de oxigeno (Figura A7c), mientras que en los camarones
adultos el consumo de oxigeno siguié en aumento (Figura A7d); lo anterior indica la
presencia de una GPDHmit en las mitocondrias de la artemian pero no en las del

camaroén.
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Figura 22. Efecto del G3P sobre el consumo de oxigeno para la identificacion de la glicerol fosfato
deshidrogenasa mitocondrial (GPDHmit). Mitocondrias aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b)
Adultos de A. franciscana, c) Postlarvas de L. vannamei, d) Adultos de L. vannamei. Sustrato respiratorio:
Glicerol-3-fosfato. M: Proteina mitocondrial, se utiliz6 1 mg/mL en cada trazo. R: Rotenona. AA:
Antimicina A. KCN: Cianuro. Nimeros debajo de la grafica indican la tasa del consumo de oxigeno en
unidades natgO / mg de proteinamin. Los valores representan las medias de los triplicados.

Por otro lado, la presencia de una oxidasa alterna (AOX) se evaluo en las mitocondrias
de nauplios de artemia midiendo el consumo de oxigeno que fue inhibido 9.3 veces en
presencia de octil galato (OG, inhibidor especifico de las AOXs), y posteriormente con

la adicion de KCN, que detuvo casi por completo el consumo de oxigeno (Figura 23a).
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Al realizar la misma determinacion pero agregando primero el KCN vy luego el OG, el
consumo de oxigeno se inhibid parcialmente y siguié disminuyendo hasta que se agreg6
el OG (Figura 24a). Los controles de esta determinacion se evaluaron en ausencia del
CCCP, observando que en las mitocondrias aisladas de nauplios de artemia al agregar
OG o KCN, el consumo de oxigeno disminuyd drasticamente (Figura A8a). Estos
resultados sugieren la presencia de una AOX en las mitocondrias de los nauplios de
artemia.

Tanto en las artemias adultas, como en las postlarvas de camarén la determinacion de la
AOX mostré que al agregar OG, el consumo de oxigeno disminuyé (Figuras 23b y 23c)
lo que podria indicar que el OG ejerce efecto inhibitorio sobre una AOX. Sin embargo,
al agregar primero el KCN, el consumo de oxigeno se inhibio hasta 21 veces en las
mitocondrias de las artemias adultas (Figura 24c), mientras que en las postlarvas de
camaron solo disminuyo 3.4 veces (Figura 24b) y en ambos casos el OG no mostré un
efecto en la inhibicion, mientras que el KCN abate el consumo de oxigeno por completo.
Los controles de estas evaluaciones confirman que el consumo de oxigeno no disminuye
en presencia de OG, sino por efecto del KCN y no hay presencia de una AOX (Figuras
A8b, A9a, A10b y A10c).

En las mitocondrias de camarones adultos no se observo efecto inhibitorio alguno al
agregar OG, mientras que el KCN inhibidé el consumo de oxigeno (Figura 23d). Al
agregar el OG en ausencia del CCCP se observé una disminucién de 1.4 veces, mientras
que al agregar el KCN el consumo de oxigeno se elimindé completamente (Figura A9b).
Estos resultados sugieren la ausencia de la AOX también en las mitocondrias de

camarén adulto.
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Figura 23. Identificacion de la existencia de la AOX en las mitocondrias de artemia y camarén en
presencia de los inhibidores OG y KCN. Mitocondrias aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b)
Adultos de A. franciscana. c) Postlarvas de L. vannamei, d) Adultos de L. vannamei. Sustrato respiratorio:
Succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial (1 mg/mL) en cada trazo. OG: Octil galato. KCN: Cianuro.
NUmeros debajo de la grafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de
proteina'min. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura 24. Identificacion de la existencia de la AOX en las mitocondrias de artemia y camar6n en
presencia de los inhibidores KCN y OG. Mitocondrias aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b)
Postlarvas de L. vannamei, ¢) Adultos de A. franciscana. Sustrato respiratorio: Succinato 10 mM. M:
Proteina mitocondrial, se utilizd 1 mg/mL en cada trazo. KCN: Cianuro. OG: Octil galato. Nimeros
debajo de la gréafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinamin. Los
valores representan las medias de los triplicados.
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6.9. Separacion de la Proteina Mitocondrial en Geles hrCN-PAGE y Deteccion de la

Actividad de los Complejos Respiratorios.

En la figura 25 se muestra el patron de proteinas mitocondriales de los nauplios de
artemia y de camaron adulto en geles hrCN-PAGE del 4-12% en los que se identificaron
los complejos respiratorios I, 11, 111, IV 'y V por comparacion de la masa molecular con
los complejos del estandar en bovinos.

Una vez analizado el patrén de bandeo e identificados los complejos mitocondriales se
evalud la actividad en gel de cada complejo en las mitocondrias de A. franciscana y L.

vannamei utilizando las mitocondrias de bovino como control positivo.
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Figura 25. Patrén de bandeo de proteinas mitocondriales aisladas de artemia, camarén y bovino en gel
hrCN-PAGE 4-12%. Carril 1-2: Adulto de L. vannamei. Carril 3: Estindar Amersham High Molecular
Weight (E). Carril 4-5: Corazén de B. taurus. Carril 6-7: Nauplio de A. franciscana. 1-V: complejos
respiratorios mitocondriales. DG: Proteina mitocondrial solubilizada con digitonina. LM: Proteina
mitocondrial solubilizada con dodecil-D-maltésido.
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En la figuras 26a y 26b se muestra la actividad del complejo | (NADH deshidrogenasa
1), se detectaron al menos dos bandas con actividad en ambas especies, una banda con un
tamafo de ~1000 kDa que corresponde al complejo NADH deshidrogenasa y otras
bandas de menor tamafio con masas moleculares de entre 60-80 kDa. Estas bandas con
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actividad de deshidrogenasas se analizaron por espectrometria de masas, confirmandose
su identidad como deshidrogenasas del ciclo de Krebs incluyendo la succinato y malato
deshidrogenasa. Lo anterior sugiere que en las mitocondrias de ambas especies no
existen enzimas NADH deshidrogenasas tipo 1l alternas.

En las figuras 26¢ y 26d se muestra la actividad en gel de la GPDHmit, tanto de artemia
como de camarén. Se identifico una sola banda en las mitocondrias de bovino con una
masa molecular de ~161.4 kDa (Zimin et al., 2009), también en las mitocondrias de
artemia se detect6 una banda (Figura 26¢), mientras que en el camarén no hubo
presencia de bandas con actividad de esta enzima (Figura 26d). De manera adicional la
actividad en gel de la GPDHmit tambiéen se evalud en las mitocondrias de los adultos de
artemia y de las postlarvas de camaron, observandose que solamente en los adultos de
artemia se expreso la banda de actividad de GPDHmit (Figura All). Estos resultados
sugieren que la GPDHmit forma parte de la cadena respiratoria de las mitocondrias de
artemia en las dos etapas de desarrollo, mas no en las mitocondrias del camaron y
confirma los resultados obtenidos de la evaluacion del consumo de oxigeno utilizando
G3P como sustrato respiratorio (Figura 21).

La actividad del complejo 11 (succinato deshidrogenasa) se muestra en las figuras 26e y
26f para artemia y camaron, respectivamente. Se puede observar una sola banda en las
mitocondrias de ambos organismos con una masa molecular de =123 kDa, semejante a
la banda detectada en las proteinas del bovino.

En las figuras 27a y 27b se muestra la actividad en gel del complejo IV (COX), como se
observa hay una sola banda con actividad de COX tanto en artemia, como en camardn
con un tamafio del dimero activo de =410 kDa, misma que se compard con la banda
detectada en las mitocondrias de bovino (Wittig y Schagger 2007; Wittig et al., 2010).
Por otro lado, la actividad en gel de la ATP sintasa se muestra en las figuras 27c y 27d,
en donde se observé una sola banda con actividad de =1194 kDa, que corresponde al
dimero activo en las mitocondrias de bovino. Asi mismo en las mitocondrias de artemia
y camardn también se detectd una sola banda con una masa molecular similar (Figuras
27cy 27d).
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Figura 26. Actividad en gel de los complejos mitocondriales I, 11 y GPDHmit de B. taurus, A. franciscana
y L. vannamei. Actividad de NADH deshidrogenasa | de: a) bovino (carril 1) y artemia (carriles 2-3); b)
bovino (carril 1) y camarén (carril2-3). Actividad de GPDHmit de: ¢) bovino (carril 1) y artemia (carriles
2-3); d) bovino (carril 1) y camarédn (carril2-3). Actividad de succinato deshidrogenasa de: e) bovino
(carril 1) y artemia (carriles 2-3); f) bovino (carril 1) y camarén (carril 2-3). DG: Proteina mitocondrial
solubilizada con digitonina. LM: Proteina mitocondrial solubilizada con dodecil-D-maltésido.
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Figura 27. Actividad en gel de los complejos mitocondriales 1V y V de B. taurus, A. franciscana y L.
vannamei. Actividad de Citocromo C oxidasa (COX) de: a) bovino (carril 1) y artemia (carriles 2-3); b)
bovino (carril 1) y camardn (carril 2-3). Actividad de ATP sintasa de: c) bovino (carril 1) y artemia
(carriles 2-3); d) bovino (carril 1) y camardn (carril2-3). DG: Proteina mitocondrial solubilizada con
digitonina. LM: Proteina mitocondrial solubilizada con dodecil-D-maltésido.
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6.10. Identificacion de la GPDHmit Mediante LC-MS/MS y Analisis Bioinformético y
de la AOX Mediante Western Blot.

El analisis bioinformético de los datos LC-MS/MS con el motor de busqueda Peaks y las
secuencias de proteinas de branquiépodos y GPDH mitocondriales reportadas en la base
de datos del NCBI permitié confirmar la existencia la GPDHmit en las mitocondrias de
nauplios de artemia. La tabla 1 muestra que en la banda X (Figura A12) se identificaron
tres péptidos presentes en la proteina GPDHmit de organismos como el pulpo Octopus
bimaculoides, el marsupial Monodelphis domestica, y el acaro Metaseiulus occidentalis.

Tabla 1. Identificacién de la GPDHmit de A. franciscana mediante LC-MS/MS y busqueda de homologia
en bases de datos.

Hamids Proteina rganisma Namero de acceso T:::':;:ﬂl‘ Score ! P::: 5‘-‘1;:::::']*
X Ghowok3-phosphate
e Owpumaiads  PONTHGL 00715 a0 1w SRR
isadorm X2

Ghyoeral. 3-phosphate

dehyrdrogenase RLW G r

L Monadelphis domastica KP_007404252.1 BO.9/6.65 ssg1 1y VGOYGLESER
mutechonchml-like AQ.H
1seform X1

PREDICTED: Ghyceral-

i-phosphate . N v
. Mgtrreiutuy occidennalis XP_D037ETTL 19.37.23 15 60 12% LLH_I]:;J,: [EAE

dehydrogenase

mitcchondnal

4 Nimeros de acceso de acuerdo con la base de datos de proteina del NCBI; ® Masa molecular teérica y punto
isoeléctrico (pl); " Scores reportados por el software PEAKS después de la blsqueda contra la base de datos que
contenia las secuencias de proteinas de Branquidpodos de la base de datos del nrNCBI (600199 secuencias, Enero
2017), ademas de 1085 secuencias de proteinas correspondientes a las GDPHmit obtenidas del NCBI y la coleccion de
contaminantes del Max Plank Institute of Biochemistry (247 secuencias). Scores >20 indican identidad o extensa
homologfa, con una tasa de deteccién falsos positivos (FDR) <0.1%. ¢ Péptidos identificados; " Porcentaje de
cobertura de la secuencia.

Por otro lado, la identidad de AOX se confirmé por la deteccion de la proteina en las
mitocondrias aisladas de nauplios de artemia a través de un analisis western. En la figura

28 (carril 1) se muestra una sola banda con masa molecular entre 25 y 37 kDa que
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corresponde a la AOX de artemia, asi mismo se observa la deteccidn de esta enzima en
los controles positivos de AOX provenientes del ostién, mango y huitlacoche, cuya
identidad ya estaba previamente confirmada (Considine et al., 2001; McDonald et al.,
2009; Cardenas-Monroy et al., 2017).

kDa

<— AOX

Figura 28. Inmunodeteccion de la AOX en las mitocondrias aisladas: Carril 1. nauplios de Artemia
franciscana, Carril 2: ostion Crassostrea gigas, Carril 3: mango Mangifera indica y Carril 4: huitlacoche
Ustilago maydis.

La figura 29 muestra de manera grafica los resultados que en conjunto se obtuvieron
sobre la existencia e identidad de enzimas alternas en las mitocondrias de artemia y
camaron. Las postlarvas y adultos del camardn no cuentan con enzimas alternas, sino
con una cadena respiratoria clasica (Figura 29a), mientras que las artemias en su estadio
de nauplio expresan dos enzimas alternas, una GPDHmit y una AOX (Figura 29b),
mientras que en el estadio adulto unicamente se identificé la presencia de una GPDHmit
(Figura 29b), por lo que en ambos estadios la artemia cuenta con cadenas respiratorias

ramificadas.
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Figura 29. Cadenas respiratorias de las mitocondrias de artemia y camarén. a) Postlarvas y adultos de L.
vannamei. b) Nauplios de A. franciscana. ¢) Adultos de A. franciscana. I) NADH deshidrogenasa. 1)
Succinato deshidrogenasa. I11) Citocromo b reductasa. 1V) Citocromo c oxidasa. V) ATP sintasa. GPDH)
Glicerol fosfato deshidrogenasa mitocondrial. AOX) Oxidasa alterna.
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6.11. Evaluacion de la Funcion Mitocondrial del Camarén Blanco L. vannamei Expuesto
a Cambios en la Concentracion de Oxigeno Disuelto en el Agua.

La figura 30 muestra los graficos del acoplamiento mitocondrial de los camarones
sometidos a estrés oxidativo mediante hipoxia y reoxigenacion. Se observé que las
mitocondrias se encontraban intactas y acopladas, se calcularon los controles
respiratorios y las mitocondrias de camarones en normoxia (5 mg O,/L) presentaron un
CR de 1.66 (Figura 30a), mientras que en las mitocondrias de los camarones en hipoxia
(1.5 mg O/L) disminuy6 a 1.09 (Figura 30b) y aument6 cuando los camarones fueron
reoxigenados (4 mg O,/L) con un valor de 1.47 (Figura 30c).

La velocidad del consumo de oxigeno de las mitocondrias en el estado respiratorio 1V
mostro ser significativamente mayor en las mitocondrias aisladas de los camarones en
normoxia (30 natgO / mg de proteinamin) comparadas con las de los camarones en
hipoxia (6.5 natgO / mg de proteina'min) y con aquellos en reoxigenacion (10.2 natgO /

mg de proteina'min) (p<0.05; Figura 31).
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Figura 30. Tasa de consumo de oxigeno de las mitocondrias intactas y acopladas del camar6n L. vannamei
expuesto a estrés oxidativo. a) Normoxia (5 mg O,/L), b) Hipoxia (1.5 mg O,/L), ¢) Reoxigenacién (4 mg
O,/L). Sustrato respiratorio: succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial, se utiliz6 1 mg/mL en cada
trazo. Los ndmeros indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinamin. CR:
control respiratorio (estado 111/ estado V). Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura 31. Tasa de consumo de oxigeno de las mitocondrias intactas y acopladas del camar6n L. vannamei
en estado no fosforilado. Normoxia (5 mg O,/L), hipoxia (1.5 mg O,/L) y reoxigenacion (4 mg O,/L).
Sustrato respiratorio: succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial, se utilizé 1 mg/mL en cada trazo. Tasa
de consumo de oxigeno en unidades de natgO / mg de proteinamin. Las literales indican las diferencias
significativas entre las medias de los triplicados, Tukey-Kramer, (p<0.05).

6.12. Efecto del Estres Oxidativo sobre la Captacion de Calcio Exdgeno en Mitocondrias

de Camaron.

Debido a que se ha reportado que la transicion de la permeabilidad mitocondrial ocurre
en condiciones de estrés oxidativo, se determiné la captacion de calcio exdgeno en las
mitocondrias aisladas del camarén en hipoxia y reoxigenacion (Figura 32). En los
tratamientos de normoxia y reoxigenacion se observaron diferencias en concentraciones
de 0 a 700 uM de calcio (p<0.05), sin embargo, en 800, 900 y 1000 uM no se
observaron diferencias significativas, sin embargo, si se observé que la %Fmax de las
mitocondrias energizadas es ligeramente menor (Figura 32a 'y 32c).

En el tratamiento de hipoxia se observd que, en cada una de las adiciones de calcio, el
%Fmax de las mitocondrias energizadas siempre fue menor (p<0.05) comparado con el
%Fmax de las mitocondrias no energizadas (Figura 32b). En todos los tratamientos el
%Fmax de los controles aumentd durante cada una de las adiciones hasta la saturacion

de la sonda (Figura 32a, 32b y 32c). Esto indica que la transicion de la permeabilidad
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tampoco se induce por efecto del estrés oxidativo provocado por los cambios en la
concentracion de oxigeno disuelto en el agua, ademas los resultados sugieren que las
mitocondrias del camarén tienen una capacidad inusual de almacenar calcio dentro de su
matriz y que probablemente el calcio no es el catibn que induce este evento de

transicion, si es que el fendbmeno existe en las mitocondrias de camaron y artemia.

84



Normoxia

a) 100 | [ No energizadas : *
Energizadas * {
2 Control *
B s
x
©
£
.
X
0 5 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
CaCl, pMm
Hipoxia
b) .. p )
« T
90 - * i
*
80 - * .
70 4 ‘ * * X
1 [ T
% 60 - 7
©
£ so -
.
R 40
30 -
20 -
10 -
0 L . -
0 5 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
CaCl, pM
c) 100 - Reoxigenacion 2
* I
90 - 5 :
d BN S
x |
©
£
w
x

0 5 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
cacl, pM

Figura 32. Efecto del estrés oxidativo sobre la captacion del calcio exégeno en el camardn. Mitocondrias
aisladas de camardn adulto expuesto a: a) Normoxia (5 mg O,/L), b) Hipoxia (1.5 mg O,/L), c)
Reoxigenacion (4 mg O,/L). Barras blancas: mitocondrias no energizadas. Barras grises: mitocondrias
energizadas. Barras negras: sin mitocondrias (control). %Fmax: Porcentaje de fluorescencia maxima. Los
valores representan la media de los triplicados. El asterisco (*) representa las diferencias significativas
entre las mitocondrias energizadas, no energizadas y el control de cada concentracion de calcio. Tukey-
Kramer, (p<0.05).
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6.13. Efecto del Estrés Oxidativo sobre el Hinchamiento Mitocondrial y el Potencial

Transmembranal en Mitocondrias de Camaron.

Al determinar si la adicion de calcio a las mitocondrias del camaron expuesto a hipoxia
y reoxigenacion produce hinchamiento no se observé respuesta alguna, puesto que la
ADO no disminuyé hasta que se agrego el ion6foro como se muestra en las figura 33.

También se evalud el potencial transmembranal en las mitocondrias de los camarones
expuestos a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto en el agua (Figura 34). Se
observo que, al agregar las mitocondrias, el A¥m se empez6 a formar ya que se detect6
una disminucion de la fluorescencia, sin embargo, al adicionar el calcio no se evidencia
el colapso de AWm esperado en ninguno de los tratamientos (Figuras 34a, 34b y 34c).
Estos resultados sugieren que estos factores no promueven el hinchamiento, ni el
desacoplamiento mitocondrial, lo que indica que no se presentd la transicion de la

permeabilidad.
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Figura 33. Hinchamiento mitocondrial en camarones expuestos a estrés oxidativo. Mitocondrias aisladas
de adultos de L. vannamei expuestos a: Normoxia (5 mg O,/L) (linea negra), hipoxia (1.5 mg O,/L) (linea
roja) y reoxigenacion (4 mg O,/L) (linea azul). CaCly: 250 uM calcio. I: lonéforo A23187. ADO: Cambios
en la densidad 6ptica (540 nm). Se representan las medias de los triplicados.
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Figura 34. Evaluacion del potencial transmembranal mitocondrial (A¥'m) en mitocondrias aisladas de
adultos de L. vannamei expuestos a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto. Normoxia (5 mg
O,/L), hipoxia (1.5 mg O/L) y reoxigenacion (4 mg O,/L). Desacoplando con calcio (CaCl,) 250 uM. M:
Mitocondrias aisladas (5 mg/mL). UFR: Unidades de fluorescencia relativa. A¥m: Formacion del
potencial transmembranal. Los trazos representan el promedio de los triplicados.

6.14. Deteccion de la AOX y GPDHmit en Mitocondrias de L. vannamei Expuesto a
Estrés Oxidativo.

A pesar de la ausencia previamente observada de una AOX en las mitocondrias del
camaron en diferentes estadios de crecimiento, la presencia de esta enzima se evalu6 por
oximetria en camarones sometidos a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto en
el agua, para determinar si la proteina se expresa por efecto del estrés oxidativo.

La figura 35 muestra que las mitocondrias del camardn en las tres las condiciones
evaluadas estaban acopladas, pues el CCCP aceler6 el consumo de oxigeno, sin
embargo, al agregar el OG la velocidad de consumo de oxigeno apenas disminuyd vy al
agregar el KCN en las mitocondrias de los organismos en los tres tratamientos, este
abatid el consumo de oxigeno (Figura 35a, 35b y 35c). Al realizar el control de estas
evaluaciones se observd que sin la presencia del CCCP, el OG no muestra un efecto
sobre el consumo de oxigeno en ninguno de los tratamientos confirmando la ausencia de
AOX (Figura A13).
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Figura 35. Identificacion de la AOX en las mitocondrias del camarén L. vannamei expuesto a diferentes
concentraciones de oxigeno disuelto. a) Normoxia (5 mg O,/L). b) Hipoxia (1.5 mg O./L). c)
Reoxigenacion (4 mg O,/L). M: Proteina mitocondrial de camarén (1 mg/mL) en cada trazo. Sustrato
respiratorio: Succinato. OG: Octil galato. KCN: Cianuro. Numeros debajo de la gréfica indican la tasa del
consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinamin. Los valores representan las medias de los
triplicados.

La presencia de la GPDHmit se determiné por oximetria en las mitocondrias del
camaron en condiciones de normoxia, hipoxia y reoxigenacion. En presencia de G3P
como sustrato respiratorio se observo un bajo consumo de oxigeno, incluso en el estado
desacoplado, comparado con la tasa respiratoria obtenida con succinato (Figuras 36a,
36b y 36¢). En la evaluacion de los controles (Figura Al4) se observo un efecto casi
nulo de la rotenona pues la tasa respiratoria se mantuvo, pero con un bajo flujo de

electrones; después de agregar la antimicina A y el KCN, el consumo de oxigeno
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disminuy6 constantemente. Lo anterior indica la ausencia de una GPDHmit en las

mitocondrias del camaron.
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Figura 36. ldentificacion de la GPDHmit en las mitocondrias del camar6n L. vannamei expuesto a
diferentes concentraciones de oxigeno disuelto. a) Normoxia (5 mg O,/L). b) Hipoxia (1.5 mg O,/L). c)
Reoxigenacion (4 mg O,/L). M: Proteina mitocondrial de camarén (1 mg/mL) en cada trazo. Sustrato
respiratorio: glicerol-3-fosfato. R: Rotenona. AA: Antimicina A. KCN: Cianuro. Nimeros debajo de la
grafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinamin. Los valores
representan las medias de los triplicados.

Considerando todos resultados previos y para un mejor entendimiento del papel que
desempefian las proteinas desacoplantes (UCPs) del camaron en el estado de
desacoplamiento intermitente que el ATP parece inducir en las mitocondrias del
camaron (Figuras A6c y A6d), se evalud el consumo de oxigeno mitocondrial en

presencia de un inhibidor de las UCPs, guanosin difosfato (GDP).
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Como se muestra en la figura A15, los resultados confirmaron un mayor consumo de
oxigeno en las mitocondrias de camaron al agregar ATP; sin embargo, la adicién de
GDP (0.1 mM) después del ATP promovié la disminucion de la tasa respiratoria;
mientras que despues de la adicion del CCCP ya no se observo su efecto desacoplante
(Figura Al5a). Cuando se agregd primero el GDP a la mezcla de reaccion, el consumo
de oxigeno disminuyo y la adicion del ATP indujo un ligero incremento, seguido por el
CCCP (Figura Al5b). Lo anterior sugiere que en presencia del ATP, las mitocondrias
del camardn pudieran estar activando las UCPs, para alcanzar el estado desacoplado
intermitente provoca la fuga de protones del espacio intermembrana a la matriz

mitocondrial y el aumento en el consumo de oxigeno detectado en este experimento.
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7. DISCUSION

Entre las miles de especies de crustaceos, los branquiépodos y los decapodos
son organismos adaptados a sobrevivir en ambientes marinos extremos ya que existen
especies capaces de enfrentar cambios importantes en la salinidad del agua, el oxigeno y
la temperatura (Abatzopoulos et al., 2002; Puente-Carredn, 2009). Artemia franciscana
tiene como caracteristica particular la habilidad de sobrevivir a largos periodos de
anoxia en forma de quistes, evidenciando un mecanismo de regulacién del metabolismo
energético que le permite disminuir la sintesis de ATP y controlar su gasto energético
(Clegg et al., 1997). Por otro lado, el camardn blanco L. vannamei ha sido identificado
como una especie tolerante a la hipoxia, con la habilidad de enfrentarse a cambios
continuos en los niveles de oxigeno disuelto en el agua a lo largo de su ciclo de vida, en
donde se encuentra expuesto continuamente a condiciones de hipoxia y reoxigenacion
(Le Moullac et al., 1998; Grecay et al., 2002; Pérez-Rostro et al., 2004).

Estudios previos han confirmado que las variaciones en el oxigeno ambiental disparan
cambios metabdlicos en las células de los organismos, por ejemplo, una baja tasa
metabolica, la disminucién de la sintesis de ATP, cambios en el pH intracelular,
sobreproduccion de EROS, sobrecarga de calcio citosolico y mitocondrial y por Gltimo
la apoptosis (Haworth y Hunter, 1979; Halestrap et al., 1998). Para enfrentar todos estos
retos, los organismos han tenido que desarrollar mecanismos y moléculas especializados
para sobrevivir a los cambios en las condiciones ambientales.

De acuerdo a lo anterior, la mitocondria es el organelo que cubre algunas de las
funciones esenciales que le permiten al organismo enfrentar los retos ambientales, pues
hace uso del oxigeno molecular que viene del ambiente para producir la energia quimica
que mantiene en funcionamiento a la célula y su estado homeostatico, confiriéndole
ademas la capacidad de respuesta en condiciones de estrés oxidativo (Nicholls y
Ferguson, 2003).

En este trabajo se aislaron mitocondrias intactas y acopladas de artemia y camardn en
sus etapas larvales y adultas. EI consumo de oxigeno mitocondrial y los coeficientes

respiratorios calculados para ambos crustaceos presentaron valores menores a los
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reportados para las mitocondrias de corazon de bovino y otros vertebrados; sin embargo,
los valores obtenidos en este estudio coinciden con los reportes previos en esta especie
de camardon (Chimeo-Nufiez, 2017, Reyes-Zamora, 2018) y otros organismos marinos
incluyendo el poliqueto Nereis pelagica y el bivalvo Arctica islandica con CRs de 1.9
and 2.5, respectivamente (Tschischka et al., 2000). Estos valores bajos pueden deberse a
las bajas concentraciones de oxigeno que se encuentran en el agua marina, comparadas
con la de la atmdsfera, por lo que la tasa respiratoria mitocondrial de los organismos
acuaticos en general, pudiera estar adaptada a la baja disponibilidad de oxigeno
ambiental para seguir sintetizando ATP vy evitar la sobreproduccion de EROS
(Tschischka et al., 2000).

Las mitocondrias entre sus funciones esenciales presentan respuestas especificas que les
permiten controlar o prevenir la produccion de EROS, una de esas respuestas son los
mecanismos de desacoplamiento fisiologico mitocondrial. Entre los mecanismos de
desacoplamiento hasta la fecha reportados para las mitocondrias de varias especies de
organismos estan la transicion de la permeabilidad (TP) y la presencia de enzimas
deshidrogenasas y oxidasas alternas mitocondriales que forman parte de la cadena
respiratoria de algunas especies (Marres et al., 1991; Duarte et al., 2003; Nicholls y
Ferguson, 2003; Cabrera-Orefice et al., 2014a).

Una serie de estudios previos han reportado que en las mitocondrias de vertebrados la
presencia de patdgenos, enfermedades, ¢ el estrés oxidativo que genera un evento de
isquemia-reperfusion pueden provocar una sobrecarga de calcio citosélico. En estas
condiciones, las mitocondrias funcionan captando calcio en un esfuerzo de lograr un
efecto amortiguador para mantener estables las concentraciones de calcio citosélico
(Azzi y Azzone, 1966; Haworth y Hunter, 1979; Azzolin et al., 2010; Chernorudskiy y
Zito, 2017). La entrada de gran cantidad de iones de calcio a la mitocondria de los
vertebrados provoca que se desencadene el proceso conocido como transicion de la
permeabilidad. Cuando este proceso se activa, se da un incremento abrupto en la
permeabilidad de la MIM, permitiendo el paso indiscriminado de iones y metabolitos
con una masa molecular no mayor a 1.5 kDa; este fendmeno se manifiesta junto con el
hinchamiento mitocondrial y el colapso del potencial transmembranal (A¥m) (Haworth

y Hunter, 1979; Chalmers y Nicholls, 2003).
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Debido a que hasta la fecha no existe ningin mecanismo de desacoplamiento reportado
en las mitocondrias de los crustéaceos, el presente estudio estuvo enfocado en determinar
la existencia alguno de estos mecanismos, especificamente la transicion de la
permeabilidad y la presencia de enzimas oxidorreductasas alternas tanto en artemia
como en el camaron.

La primera parte de la investigacion permitié confirmar que las mitocondrias del
camardn cuentan con todas las proteinas que se ha reportado podrian estar involucradas
en la transicion de la permeabilidad, mientras que en la artemia estas proteinas fueron
identificadas previamente por Menze et al. (2005).

Los primeros resultados de la evaluacion de la funcion mitocondrial de los crustaceos en
este estudio demuestran que las mitocondrias tanto energizadas, como las no energizadas
de nauplios y adultos de A. franciscana, y de las postlarvas y adultos del camaron L.
vannamei son capaces de captar grandes cantidades de calcio, pero sin entrar en el
proceso de transicion de permeabilidad. Estos resultados son consistentes con lo
reportado por Menze et al. (2005), quienes previamente no observaron TP en las
mitocondrias de nauplios de artemia.

En los mamiferos, el uniportador de calcio mitocondrial (MCU) es el canal especifico
que atraviesa la MIM, permitiendo la entrada de calcio (Marchi y Pinton, 2014).
Reportes previos han demostrado que en los mamiferos, la concentracion de calcio en la
matriz mitocondrial es de aproximadamente 0.2-10 uM de calcio por mg de proteina, de
tal manera que al sobrepasar esas concentraciones se induce la TP (Nicholls y Ferguson,
2003).

Recientemente se publicé un estudio que confirma, en el camardn blanco L. vannamei,
la existencia del MCU con todas las caracteristicas estructurales de una proteina
funcional (Reyes-Zamora, 2018), de tal manera que este resultado permite inferir que las
mitocondrias de este organismo cuentan con el uniportador mitocondrial especifico para
la captacion de calcio citosélico. A pesar de lo anterior, los resultados de este estudio
muestran que en las mitocondrias de A. franciscana y L. vannamei, ni el calcio, ni el
estrés oxidativo inducen el hinchamiento mitocondrial, contrario a lo que sucedi6 en las
mitocondrias de bovino evaluadas como control positivo en este trabajo y en las

mitocondrias aisladas de raton evaluadas por Menze et al. (2005).
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Estos resultados coinciden también con reportes previos en las especies de camarones
Lepidophthalmus louisianensis, Crangon crangon Yy Palaemon serratus, cuyas
mitocondrias no entran en TP en presencia de altas concentraciones de calcio y el
hinchamiento mitocondrial tampoco ocurre (Menze et al., 2005; Holman y Hand, 2009;
Konrad et al., 2012).

El colapso del potencial transmembranal mitocondrial es otra de las caracteristicas de las
mitocondrias que han entrado en un estado de transicion de la permeabilidad. En los
crustaceos este parametro ha sido escasamente estudiado. Los resultados de este estudio
muestran que en las mitocondrias aisladas de los nauplios y adultos de artemia, asi como
las de camaron adulto se forma un potencial transmembranal que colapsa pero no en
presencia de calcio, sino hasta que se agrega el agente desacoplante CCCP sin que
ocurra la TP.

En el caso particular de las mitocondrias de las postlarvas de camardn, el A¥Ym se forma
y se mantiene aun al agregar el CCCP, lo que supondria que las mitocondrias no estaban
acopladas, sin embargo, en la evaluacion del consumo de oxigeno se observa que el
CCCP si desacopla las mitocondrias de las postlarvas, por lo que el método de
aislamiento fue adecuado.

El hecho de que el CCCP no haya causado el efecto esperado en las mitocondrias de
postlarvas de camaron podria deberse a una disminucion de la sensibilidad de la MIM
hacia el CCCP, esto generado por una variacion en la composicion lipidica de las
membranas mitocondriales (lipidoma) en este estadio. Se ha reportado que, en algunos
crustaceos, como es el caso de A. franciscana, el lipidoma varia de acuerdo a la etapa de
desarrollo, permitiendo que se modifique la funcionalidad de algunas proteinas de
membrana (Chen et al., 2016; Chen et al., 2018), por lo que se sugiere evaluar el
desacoplamiento mitocondrial y el potencial transmembranal con otro agente
desacoplante como el FCCP.

Debido a que las mitocondrias de ambos crustdceos no entraron en un proceso de
transicién de la permeabilidad por efecto de una sobrecarga de calcio, como se ha
observado en la mayoria de las especies eucariontes (Azzi y Azzone, 1966; Haworth y
Hunter, 1979; Azzolin et al., 2010), en este estudio se probaron otros cationes y

compuestos como posibles inductores o reguladores de la apertura del poro de la
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transicion en los crustaceos, confirmandose que en presencia de otros cationes mono-
divalentes como el Cu®*, K*, y Na* no hay transicion de la permeabilidad en ninguna de
las dos especies.

Un estudio previo reportd que en las mitocondrias de hepatocitos de la trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss, la TP se indujo por la adicion de Cu®* (Krumschnabel et al.,
2005).

Las respuestas de las mitocondrias de los crustaceos se asemejan a las de las
mitocondrias de la levadura salina Debaryomyces hansenii. Se ha observado que el canal
inespecifico mitocondrial (MUC), mediante el cual ocurre la TP en levaduras, se cierra
al sensar el Ca**, Mg, y Na*. Sin embargo el K* en presencia de Pi (0.4 mM) promueve
el incremento de la sintesis de ATP con una posterior apertura del MUC. Los autores
sugieren que esta levadura marina, la cual se desarrolla en ambientes hipersalinos, esta
adaptada para sobrevivir a las altas concentraciones de sal (Cabrera-Orefice et al., 2010).
En otros estudios como el de Kowaltowski et al. (1996) se reportd que la presencia del
fosfato induce la TP en mitocondrias de rata, sin embargo, se encontré que el Pi acelera
el consumo de oxigeno a una concentracion de 10 mM. Resultados similares se
observaron en el presente estudio, sugiriendo que la respiracion de las mitocondrias de
artemia y camaron es dependiente del Pi, pero la presencia del mismo no induce la TP.
Por otra parte, se ha observado que en las mitocondrias de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, la TP se induce por la adicion de ATP y se inhibe en presencia de altas
concentraciones de Pi (Prieto et al., 1995).

En este estudio se observo que la adicion de ATP acelera el consumo de oxigeno
mitocondrial y promueve la captacion de calcio en las mitocondrias energizadas y no
energizadas de artemia y camardn, sin evidencia de la TP. Lo anterior sugiere que en
presencia de ATP, las mitocondrias entran en un estado de desacoplamiento fisioldgico
intermitente, desacoplandose por algin otro mecanismo diferente a la TP, controlando
asi la respiracion y la formacion de EROS.

Si bien en las mitocondrias de las artemias el desacoplamiento intermitente en presencia
de ATP puede ser mediado por las enzimas alternas como se discutird mas adelante, en
el camarén blanco a la fecha no hay evidencia clara de algin mecanismo de

desacoplamiento existente.
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En este estudio se confirmd la ausencia de la TP en cualquier estadio de crecimiento o
condicion de estrés evaluada, sin embargo en las mitocondrias del camardn
recientemente se identificaron y caracterizaron dos proteinas desacoplantes (LvUCP4 y
LvUCP5) (Mendez-Romero, 2016). Tomando en cuenta estos hallazgos y el efecto del
ATP en presencia del inhibidor de las UCPs (GDP) en las mitocondrias aisladas de
camarén, se sugiere que las UCPs pudieran participar en la fuga de protones permitiendo
un estado desacoplado intermitente ante un exceso de ATP. Si bien las mitocondrias de
los crustaceos no presentan la transicion de la permeabilidad como mecanismo de
desacoplamiento mitocondrial, los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que
utilizan otro mecanismo como lo son, las enzimas oxidorreductasas alternas.
Primeramente, la actividad en gel de los complejos I, II, Ill, IV y V fue evaluada en
mitocondrias de nauplios de A. franciscana y L. vannamei y comparada con la actividad
de los complejos respiratorios de bovino. Se detectd mas de una banda con actividad de
NADH deshidrogenasa en las mitocondrias de artemia y camaron, lo que parecia indicar
que se trataba de enzimas NADH deshidrogenasas externas (tipo Il), sin embargo, los
andlisis de LC-MS/MS confirmaron que se trataba de deshidrogenasas del ciclo de
Krebs. Estos resultados se confirmaron con la evaluacién del consumo de oxigeno
utilizando NADH como sustrato respiratorio y tampoco se confirmo la presencia de esta
enzima. Por lo anterior se sugiere que no existe una NADH deshidrogenasa externa en
las mitocondrias de estos dos crustaceos, contrario a lo observado en las mitocondrias
del hongo Neurospora crassa (Duarte et al., 2003), la levadura Saccharomyces
cerevisiae (Marres et al., 1991) y la levadura Debaryomyces hansenii (Cabrera-Orefice
et al., 2014a).

Por otro lado, se detectd una banda con actividad de GPDHmit unicamente en las
mitocondrias de los nauplios y adultos de A. franciscana, misma que se confirmé
mediante andlisis de LC-MS/MS. Sin embargo, no se detectd esta enzima en las
mitocondrias de postlarvas de camardn ni en las de camarones adultos.

La GPDHmit es una enzima que mantiene el consumo de oxigeno reduciendo el FAD,
alimentando la cadena de transporte de electrones sin el bombeo de protones al espacio
intermembranal, evitando la sobreproduccién de EROS. Se sugiere que esta enzima se

localiza en la cara externa de la MIM y que usa el G3P como sustrato proveniente del
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citosol, como fue reportado por Klimgenberg (1970); a partir de esta reaccion se reduce
la ubiquinona a ubiquinol y este Gltimo transfiere los electrones al complejo 11l 0 a la
AOX como se ha reportado en las levaduras (Guerrero-Castillo, 2012).

El hecho de que la GPDHmit se encuentre en las mitocondrias de los nauplios de artemia
que recién han eclosionado puede estar asociado a que cuando la artemia se encuentra
dentro del quiste, el metabolismo energético se mantiene utilizando la trealosa como
fuente de energia. La trealosa es un disacarido que al hidrolizarse genera dos moléculas
de glucosa que se utilizan para la sintesis de ATP, via glucolisis, ciclo de Krebs, cadena
de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa. Cuando el organismo sensa las
condiciones optimas para eclosionar, se acumulan grandes cantidades de glicerol dentro
del quiste, para generar una alta presion osmotica que le permita romper el corion y
eclosionar (Clegg, 1964). Como consecuencia de las grandes cantidades de glucosa
proveniente de la trealosa, se generan abundantes moléculas de G3P proveniente de la
oxidacion de la glucosa y de la isomerizacion de la dihidroxiacetona, por lo tanto, este
sustrato respiratorio es utilizado por la GPDHmit y por ende se incrementa el consumo
de oxigeno, la actividad de la cadena de transporte de electrones y la sintesis de ATP
para satisfacer la alta demanda energética del organismo.

Se observo que la GPDHmit permanece en las mitocondrias de las artemias hasta su
etapa adulto, hecho que se justifica debido al tipo de alimentacion y la movilizacién de
los lipidos que surgen durante el desarrollo (Figueiredo et al., 2009). Durante la etapa
adulta la artemia requiere de la ingesta de carbohidratos, proteinas, asi como de acidos
grasos para su supervivencia, especialmente los acidos grasos polinsaturados (ACP) ya
que el organismo no los puede sintetizar (Bergé y Barnathan, 2005). El alga espirulina,
entre otros tipos de microalgas, es rica en los carbohidratos y en ACPs que la artemia
utiliza (Tokusoglu y Unal, 2003), es por esto que la alimentacion con esta alga durante
treinta dias, resulté en un cultivo exitoso. Se ha reportado que en algunas etapas del
desarrollo de la artemia ocurre una reorganizacion constante de los lipidos en las
membranas de los organismos (Dutrieu, 1960), lo que activaria la sintesis y oxidacion
lipidica, en donde podria estar involucrada la GPDHmit en las mitocondrias adultas.

En estudios previos realizados en la levadura marina D. hansenii, se reporté la

participacion de la GPDHmin en la acumulacion y sintesis de glicerol y lipidos para
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mantener la osmorregulacion (Adler et al., 1985), por lo que un proceso similar podria
estar implicado en las mitocondrias de la artemia. En la figura 37 se muestra un esquema

que representa los procesos metabolicos que pudieran participar durante la eclosion y

alimentacion en el ciclo de vida de A. franciscana.
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Figura 37. Procesos metabdlicos relacionados con la presencia de la GPDHmit en Artemia franciscana.
GPDHmit: Glicerol fosfato deshidrogenasa mitocondrial, GPDHcit: Glicerol fosfato deshidrogenasa
citosélica, G3P: Glicerol-3-fosfato, DHAP: Dihidroxiacetona fosfato, TIM: Triosa fosfato isomerasa,
CHOs: Carbohidratos.

De manera adicional se sabe que la AOX tiene un rol importante en el mantenimiento
del oxigeno intracelular, ya que cuando el ADP disminuye o el oxigeno se acumula
dentro de la célula, la AOX se activa para disminuir el riesgo de una sobreproduccion de
ERQS, evitando asi un dafio celular por estrés oxidativo (Korshunov et al., 1997;

Tschischka et al., 2000).
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El hecho de que las mitocondrias de nauplios de artemia presenten actividad de la
GPHDmit, la AOX y la COX al mismo tiempo, pudiera deberse a que en esa etapa la
artemia presenta una demanda energética muy alta, ya que requiere de suficiente energia
para eclosionar, mantener sus funciones celulares recientemente activadas, nadar y
mudar para crecer (Abatzopoulos et al., 2002). Por lo que esta enzima permite controlar
los niveles de ATP y regula los niveles de oxigeno molecular para prevenir una
sobreproduccion de EROS como se ha sugerido en otros organismos invertebrados y
hongos (Joseph-Horne et al., 2001; Abele et al., 2007). Estudios previos han reportado la
presencia de la AOX en moluscos e invertebrados marinos (McDonald et al., 2009), sin
embargo, este es el primer hallazgo, en donde se reporta la presencia de dos enzimas
alternas en las mitocondrias de crustaceos.

Debido a que en las mitocondrias del camaron no se encontré evidencia de que ocurra la
transicion de la permeabilidad y tampoco se detectd la presencia de enzimas alternas en
su cadena respiratoria, es necesario evaluar otros mecanismos de desacoplamiento
mitocondrial. A la fecha se cuenta con evidencia reciente de la existencia de las
proteinas desacoplantes (UCPs) en las mitocondrias del camarén (Mendez-Romero, en
preparacion), sugiriendo que estas enzimas pueden realizar la funcién desacoplante que
le confieren las enzimas alternas a las mitocondrias de la artemia para mantener el

balance energético.
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8. CONCLUSION

Los mecanismos de desacoplamiento mitocondrial parecen presentarse en
respuesta a las necesidades energéticas de los organismos y a las condiciones
ambientales en las que estos se desarrollan. Los resultados de este trabajo sugieren que
el fendbmeno de la transicién de la permeabilidad no ocurre en las mitocondrias de los
crustaceos, y/o que este fendbmeno se encuentra altamente regulado ante la presencia de
calcio, y estrés oxidativo. La ausencia de la TP en los crustaceos marinos pudiera
representar una adaptacion evolutiva de estos organismos para sobrevivir a las altas
concentraciones de calcio, cobre, sodio y potasio que se encuentran en el ambiente
marino, ademas, que estos son capaces de tolerar cambios en la concentracion de
oxigeno disuelto en el agua para lograr la supervivencia. Se sugiere que el ATP genera
un mecanismo de desacoplamiento fisiologico intermitente en las mitocondrias del
camaron, y siendo a la fecha, las UCPs la Unica prueba de un mecanismo de
desacoplamiento mitocondrial en L. vannamei, se sugiere que estas proteinas pueden
realizar la funcion desacoplante que le confieren las enzimas alternas a las mitocondrias
de la artemia para mantener el balance energético.

Por otra parte, el hecho de que los nauplios de artemia posean una GPDHmiIt y una AOX
como parte de su cadena respiratoria, pudiera representar un mecanismo evolutivo de
supervivencia para enfrentar los retos de la eclosién, asi como para soportar la gran
cantidad de oxigeno a la que se exponen después de la eclosion.

Con base en lo anterior se considera importante continuar con el estudio de las proteinas
desacoplantes del camardn, y la evaluacion detallada del efecto que ejerce el ATP sobre
las UCPs mediante el cual se manifiesta el desacoplamiento fisidlogico intermitente

mitcondrial reportado en este estudio.
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Figura Al. Efecto del calcio (Ca®*) sobre la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial. Mitocondrias
aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b) Adultos de A. franciscana, c) Postlarvas de L. vannamei, d)
Adultos de L. vannamei. Sustrato respiratorio: succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial, se utilizd 1
mg/mL en cada trazo. Numeros encima de la gréfica indican la concentracion de calcio [uM] usada en
cada adicion. Nameros debajo de la gréafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO /
mg de proteinamin. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura A2. Efecto del cobre (Cu®") sobre la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial. Mitocondrias
aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b) Adultos de A. franciscana, c) Postlarvas de L. vannamei, d)
Adultos de L. vannamei. Sustrato respiratorio: succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial, se utilizé 1
mg/mL en cada trazo. Nimeros encima de la gréfica indican la concentracion de cobre [uM] usada en
cada adicion. Nameros debajo de la gréafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO /
mg de proteinamin. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura A3. Efecto del potasio (K*) sobre la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial. Mitocondrias
aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b) Adultos de A. franciscana, c) Postlarvas de L. vannamei, d)
Adultos de L. vannamei. Sustrato respiratorio: succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial, se utiliz6 1
mg/mL en cada trazo. Nimeros encima de la gréfica indican la concentracion de potasio [mMM] usada en
cada adicién. NUmeros debajo de la gréafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO /
mg de proteinamin. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura A4. Efecto del sodio (Na*) sobre la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial. Mitocondrias
aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b) Adultos de A. franciscana, c) Postlarvas de L. vannamei, d)
Adultos de L. vannamei. Sustrato respiratorio: succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial, se utiliz6 1
mg/mL en cada trazo. Nimeros encima de la grafica indican la concentracion de sodio [mM] usada en
cada adicion. NUmeros debajo de la gréafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO /
mg de proteinamin. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura A5. Efecto del fosfato (Pi) sobre la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial. Mitocondrias
aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b) Adultos de A. franciscana, c) Postlarvas de L. vannamei, d)
Adultos de L. vannamei. Sustrato respiratorio: succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial, se utilizé 1
mg/mL en cada trazo. NUmeros encima de la grafica indican la concentraciéon de fosfato [mM] usada en
cada adicion. NUmeros debajo de la gréafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO /
mg de proteinamin. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura A6. Efecto del ATP sobre la tasa de consumo de oxigeno mitocondrial. Mitocondrias aisladas de:
a) Nauplios de A. franciscana, b) Adultos de A. franciscana, c) Postlarvas de L. vannamei, d) Adultos de
L. vannamei. Sustrato respiratorio: succinato. M: Proteina mitocondrial, se utilizé 1 mg/mL en cada trazo.
Numeros encima de la gréfica indican la concentracion de ATP [mM] usada en cada adicién. NUmeros
debajo de la gréafica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinamin. Los
valores representan las medias de los triplicados.
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Figura A7. Control de la determinacion de la GPDHmit de artemia y camaron. Mitocondrias aisladas de:
a) Nauplios de A. franciscana, b) A. franciscana adulta, c) Postlarvas de L. vannamei, d) Pleépodos de L.
vannamei adulto. Sustrato respiratorio: Succinato. M: Proteina mitocondrial, se utilizé 1 mg/mL en cada
trazo. R: Rotenona. AA: Antimicina A. KCN: Cianuro. Ndmeros debajo de la grafica indican la tasa del
consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinaminuto. Los valores representan las medias de
los triplicados.
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Figura A8. Control de la determinacién de la AOX en artemia adicionando OG-KCN. Mitocondrias
aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b) A. franciscana adulta. Sustrato respiratorio: Succinato. M:
Proteina mitocondrial, se utiliz6 1 mg/mL en cada trazo. OG: Octil galato. KCN: Cianuro. NUmeros
debajo de la gréfica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinaminuto.
Los valores representan las medias de los triplicados.

118



! 0G
a) w KCN
— K

5.7 ) 1.8

KCN

9.1
6.38 0.74

50 natgO

50s

Figura A9. Control de la determinacion de la AOX en camarén adicionando OG-KCN. Mitocondrias
aisladas de: a) Postlarvas de L. vannamei, b) Pledpodos de L. vannamei adulto. Sustrato respiratorio:
Succinato. M: Proteina mitocondrial, se utilizd 1 mg/mL en cada trazo. OG: Octil galato. KCN: Cianuro.
Numeros debajo de la gréfica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de
proteinaminuto. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura A10. Control de la determinaciéon de la AOX de artemia y camardn adicionando KCN-OG.
Mitocondrias aisladas de: a) Nauplios de A. franciscana, b) Postlarvas de L. vannamei, ¢) A. franciscana
adulta. Sustrato respiratorio: Succinato. M: Proteina mitocondrial, se utilizd 1 mg/mL en cada trazo. KCN:
Cianuro. OG: Octil galato. NUmeros debajo de la grafica indican la tasa del consumo de oxigeno en
unidades natgO / mg de proteinaminuto. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura Al1l. Actividad en gel de la GPDHmit en mitocondrias aisladas de B. taurus, A. franciscana y L.
vannamei. a) bovino (carril 1), artemia adulta (carril 2-3). b) bovino (carril 1), postlarvas de camarén
(carril 2-3). DG: Proteina mitocondrial solubilizada con digitonina. LM: Proteina mitocondrial
solubilizada con dodecil-D-maltésido.

GPDHmit
1 2

161.4kDa
—

Figura A12. Ubicacion y corte de la banda para el andlisis de la GPDHmit por digestion en con tripsina,
LC-MS/MS y andlisis bioinformatico para su identificacion. Carril 1: Banda con actividad de glicerol
fosfato deshidrogenasa. Carril 2: Gel hrCN-PAGE (gradiente del 4-12%) tefiido con azul de Coomassie.
Rectangulo negro: indica la banda cortada correspondiente a la GPDHmit identificada (banda X).
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Figura A13. Control de la determinacién de la AOX en L. vannamei expuesto a diferentes concentraciones
de oxigeno disuelto. a) Normoxia (5 mg O,/L), b) Hipoxia (1.5 mg O,/L), ¢) Reoxigenacion (4 mg O,/L).
M: Proteina mitocondrial de pledpodos de camar6n (1 mg/mL) en cada trazo. Sustrato respiratorio:
Succinato. OG: Octil galato. KCN: Cianuro. NUimeros debajo de la gréfica indican la tasa del consumo de
oxigeno en unidades natgO / mg de proteinaminuto. Los valores representan las medias de los triplicados.
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Figura Al4. Control de la determinacion de la GPDHmit en L. vannamei expuesto a diferentes
concentraciones de oxigeno disuelto. a) Normoxia (5 mg O./L), b) Hipoxia (1.5 mg O./L), c)
Reoxigenacion (4 mg O,/L). M: Proteina mitocondrial de pledpodos de camarén (1 mg/mL) en cada trazo.
Sustrato respiratorio: glicerol-3-fosfato. R: Rotenona. AA: Antimicina A. KCN: Cianuro. Nimeros debajo
de la gréfica indican la tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinaminuto. Los
valores representan las medias de los triplicados.
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Al5. Efecto de la adicion de ATP como parte de un estado de desacoplamiento intermitente de las
mitcondrias de camarén adulto. Sustrato respiratorio: Succinato 10 mM. M: Proteina mitocondrial de
pledpodos de camarén (1 mg/mL) en cada trazo. GDP 0.1 mM. NUmeros debajo de la gréafica indican la
tasa del consumo de oxigeno en unidades natgO / mg de proteinaminuto. Los valores representan las

medias de los triplicados.
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11. GLOSARIO

ADP: Adenosin difosfato

ANT: Translocador de nucledtidos de adenina

AOX: Oxidasa alterna

APS: Persulfato de amonio

ATP: Adenosin trifosfato

ATPc: Subunidad “c” de la ATPsintasa

BSA: Albimina sérica de bovino

CCCP: Carbonil cianida m-clorofenil hidrazona
Complejo I: NADH deshidrogenasa

Complejo 11: Succinato deshidrogenasa

Complejo I11: Citocromo b reductasa

Complejo IV: Citocromo ¢ oxidasa

Complejo V: ATP sintasa

COX: Citocromo C oxidasa

CTE: Cadena de transporte de electrones

CyP-D: Ciclofilina D

EGTA: Acido tetra acético etilenglicol

ERQOS: Especies reactivas de oxigeno

FO: Fosforilacion oxidativa

G3P: Glicerol-3-fosfato

GDP: Guanosin difosfato

GPDHcit: Glicerol fosfato deshidrogenasa citosolica
GPDHmit: Glicerol fosfato deshidrogenasa mitocondrial
hrCN-PAGE: Geles de poliacrilamida claros nativos de alta resolucion
KCN: Cianuro

LM: Dodecil-D-maltésido

MDM: Mecanismos de desacoplamiento mitocondrial
MEM: Membrana externa mitocondrial

MIM: Membrana interna mitocondrial
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MUCs: Mitochondrial Unspecific Channels

NADH2: NADH deshidrogenasa tipo Il

natgO/mg de proteina'minuto: Nanoatomogramo de oxigeno por mg de proteina
mitocondrial por minuto

NBT: Bromuro de nitro azul tetrazolio

OG: Octil galato

OSCP: Proteina que confiere sensibilidad a oligomicina

PG: Propil galato

PiC: Acarreados de fosfatos

PTPM: Poro de la transicion de la permeabilidad mitocondrial
SDS: Dodecilsulfato sodico

SHAM: Acido salicilhidroxamico

TEMED: Tetrametiletilendiamina

TP: Transicion de la permeabilidad

UCPs: Proteinas desacoplantes

UFR: Unidades de fluorescencia relativa

VDAC: Canal anionico dependiente de voltaje

ADO: Cambios en la densidad dptica

AW¥m: Potencial transmembranal mitocondrial
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