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RESUMEN

Las proteinas desacoplantes mitocondriales (UCPs) forman parte de la familia
de los acarreadores de solutos SLC25. Estds proteinas transportan
directamente los protones desde el espacio intermembranal hacia la matriz
mitocondrial y se les ha involucrado en varias funciones celulares que van
desde la termorregulacion hasta la defensa antioxidante. En los mamiferos, la
familia de las UCPs esta bien caracterizada y contiene cinco miembros (UCP1-
5), los cuales se expresan de manera tejido-especifica. En contraste, los
homologos de estas proteinas en los invertebrados han sido mucho menos
estudiados a pesar de la gran diversidad de especies. En el caso especifico de
los crustaceos, no existe reporte previo de estas proteinas. En este estudio, las
secuencias nucleotidicas que codifican para dos proteinas desacoplantes,
LvUCP4 y LvUCPS5, fueron caracterizadas por primera vez en el camarén
blanco Litopenaeus vannamei. La secuencia de ADNc de LvUCP4 incluye una
regiéon de 959 pb de longitud que codifica para una proteina deducida de 318
residuos, con un peso molecular calculado de 35.3 kDa. LVUCP4 se expresa en
todos los tejidos y érganos del camardon probados en este estudio. La region
codificante de LVUCP5 es de 909 pb de longitud, codifica una proteina de 302
residuos y tiene un peso molecular calculado de 33.2 kDa, LvUCP5 cuenta con
expresion tejido-especifica. Ambas secuencias aminoacidicas comparten una
homologia promedio del 50% con las UCPs de los insectos, y cuentan con el
motivo conservado de la familia de acarreadores de solutos mitocondriales; lo
gue les confiere una estructura 3D predictiva similar. La expresion génica de
LvUCP4 y LVUCP5 en camarones en condiciones de hipoxia no mostro
diferencias significativas, por lo que su participacion como parte del sistema

extrinseco del organismo para prevenir la formacion de especies reactivas de

Xii



oxigeno aun se desconoce. Se requieren mas estudios para confirmar su
asociacion con la produccién de EROS y como parte de una respuesta a la
escasa disponibilidad de oxigeno disuelto en el agua de mar.

Palabras clave: proteinas desacoplantes, UCP4, UCP5, mitocondria,

hipoxia/normoxia, camarén blanco, Litopenaeus vannamei.
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ABSTRACT

The mitochondrial uncoupling proteins (UCP) are part of the SLC25 family of
solute carriers. These proteins directly transport protons from the
intermembranal space to the mitochondrial matrix. They have been implicated in
several cellular functions ranging from thermoregulation to the antioxidant
defense of eukaryotes. In mammals, the UCPs family is well characterized and it
contains five members (UCP1-5), which are expressed in a tissue-specific
manner. In contrast, their invertebrate homologues have been much less studied
despite the great diversity of these species. Specifically in crustaceans, there
are no previous reports about these proteins, and their structure and function
are still unknown. In this study, the nucleotides sequences encoding two
mitochondrial uncoupling proteins, LvUCP4 and LvUCPS5, were characterized for
the first time in the transcriptome of the whiteleg shrimp Litopenaeus vannamei.
LvUCP4 transcript was found to be expressed in all shrimp tissues and organs;
its cDNA sequence includes a 959 bp long region that encodes a deduced-
protein of 318 residues long, and a calculated molecular weight of 35.3 kDa. The
coding region of the LvUCP5 transcript is 909 bp long, it encodes a protein of
302 residues with a calculated molecular weight of 33.17 kDa. LvUCP5 was
found to be expressed in a specific-tissue manner. Both deduced amino acid
sequences share 50% homology with other UCPs from insects, and they contain
the conserved motif of the mitochondrial carrier family and a similar theorical 3D
structure. The genes expression of LvUCP4 and LVUCP5 in shrimp under
hypoxia did not changed; thus their participation as a part of the extrinsic system
of the organism to prevent the ROS formation still unknown. Further studies of
these uncoupling proteins are required to confirm their association with the ROS
production, and as part of a response to the scarce availability of dissolved

oxygen in the seawater.

Keywords: Uncoupling proteins, UCP4, UCPS5, mitochondrion,

hypoxia/normoxia, white shrimp, Litopenaeus vannamei
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I. INTRODUCCION

Dentro de la mitocondria, en la membrana interna mitocondrial (MIM), se
localizan los 5 complejos enziméticos multiméricos que forman la cadena de
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa (Hatefi, 1985). Junto con el
flujo de electrones, cada uno de los complejos |, Il y IV, son capaces de
bombear protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal
creando el gradiente de protones, la fuerza protdon-motriz y el potencial de
membrana (AWYm) a través de la membrana interna (Dzbek y Korzeniewski,
2008). Lo anterior permite que el complejo V, la FoF1-ATP sintasa, en una
reaccion acoplada sintetice el ATP que la célula necesita para llevar a cabo sus

funciones regresando todos los protones a la matriz mitocondrial.

La eficiencia de los complejos respiratorios radica en que las reacciones redox
permiten la transferencia de electrones uno por uno, de un complejo enziméatico
a otro. Se ha sugerido que la produccién de especies reactivas de oxigeno
(EROS) aumenta a causa de un desajuste celular o por una condicién
patolégica. Cuando los electrones libres reaccionan no-enziméaticamente con el
oxigeno molecular, se forma el anién superéxido el cual se puede convertir de
manera espontanea, o enzimatica en peréxido de hidrogeno (H20,), en radical
hidroxilo (OH") o en otras especies reactivas de oxigeno (Vrbacky et al., 2007).

En condiciones fisioldgicas normales, las mitocondrias se producen soélo
pequefias cantidades de radicales superéxido, mismas que pueden ser
secuestradas rapidamente por el sistema de enzimas antioxidantes dentro de

este organelo (Fleury et al., 1997; Droge, 2002; Zeevalk et al., 2005). Por lo
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que, cualquier desajuste o falla de la funcién mitocondrial causa la produccién
excesiva de estas especies reactivas de oxigeno (EROS), mismas que
exacerban el sistema antioxidante y conducen a la mitocondria a un estado de
estrés oxidativo sin retorno y posteriormente a la muerte celular por apoptosis
(Abele et al., 2007).

En las mitocondrias, ademas del sistema antioxidante, existen varios sistemas
de autorregulacién que les permiten prevenir la formacion de EROS a través de
la activacion de mecanismos de desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa.
Dentro de los mecanismos de desacoplamiento extrinsecos estan las proteinas
desacoplantes (Uncoupling proteins 6 UCPs, por sus siglas en inglés. Estas
proteinas desacoplan el flujo de electrones durante la oxidacion de moléculas
gue llevan a la sintesis de ATP, proporcionando una ruta alternativa para que el
flujo de protones a través de la MIM entre hacia la matriz, pero sin la sintesis de
ATP (Stuart et al., 2001; Andrews et al., 2005; Echtay, 2007).

La mayoria de los estudios realizados sobre las UCPs se han enfocado sélo en
modelos vertebrados como los mamiferos, en donde se han identificado hasta
cinco homologos de las proteinas desacoplantes (UCP1 a UCPS5). Estas
proteinas estan expresadas diferencialmente en varios tejidos. Sin embargo, en
modelos animales menos estudiados, con potencial econémico e importancia
biolégica, el conocimiento de estas proteinas y su funcién son limitados y en
ocasiones nulos. Tal es el caso de los crustaceos, especificamente del camaron

blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei.

En los invertebrados a pesar del gran nimero de especies, existe muy poca
informacion sobre las proteinas desacoplantes de la mitocondria. A la fecha la
existencia de cada uno de los homologos de estas proteinas, la expresion de
sus genes y la respuesta de la actividad de estas proteinas ante la hipoxia aun
se desconocen en crustaceos. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio

es identificar, secuenciar y evaluar por primera vez el ADN complementario
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(ADNCc) de las proteinas desacoplantes mitocondriales del camarén blanco del

Pacifico, en condiciones de estrés oxidativo.



II. ANTECEDENTES

2.1 El Camaron Blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei como Modelo de
Estudio

El camarén blanco Litopenaeus vannamei, es nativo de la costa oriental del
océano Pacifico, en aguas cuya temperatura es normalmente superior a 20 °C
durante todo el afio. L. vannamei se encuentra distribuido en habitats marinos
tropicales, los adultos viven y se reproducen en mar abierto, mientras que las
postlarvas migran a las zonas costeras a pasar la etapa juvenil y pre-adulta en
estuarios, lagunas costeras y manglares (Figura 1; FAO, 2015). Estos cambios
de habitat conllevan a una variacion en el oxigeno disuelto (OD), dichas
variaciones obligan al organismo a desarrollar alternativas para resolver sus

necesidades energéticas basicas.

Estuario

Figura 1. Ciclo de vida de los camarones Peneidos.



Debido a la caracteristica de resistencia que presenta L. vannamei a la
infeccion con el virus del sindrome de Taura (TSV), mismo que afect6 a la
industria camaronicola en los afios 1998-1999, hoy en dia el camardn blanco es
el peneido mas utilizado en la acuicultura (SAGARPA, 2009). Actualmente, la
acuicultura es una industria que se ha convertido en una de las alternativas con
mayor viabilidad econdmica para la produccién de alimento, apoyandose en
técnicas y procesos sobre los cuales se cultivan organismos acuaticos en
condiciones controladas (Guerrero-Olazaran et al., 2004; Montemayor-Leal et
al., 2005). En las dltimas dos décadas, el cultivo de camarén se ha desarrollado
de manera exponencial en todo el mundo, expandiéndose mas que cualquier
otro sector productivo pecuario (Allsopp et al., 2008). Esta actividad desempefia
un papel fundamental en los medios de subsistencia de millones de personas

en todo el mundo.

En México, la camaronicultura se ha incrementado en el Noroeste del pais en
donde se encuentran el 89% de las hectareas de produccion. Sin embargo, el
desarrollo acuicola en la zona costera ha enfrentado fuertes limitantes en los
ultimos afios, siendo la causa principal la presencia de patégenos tales como
virus y bacterias con alta incidencia en el continente Americano. Estos
patdbgenos, han provocado cuantiosas pérdidas econdmicas debido al
incremento en las tasas de mortalidad, ocasionado un fuerte impacto social e
incrementando el desempleo como consecuencia del cierre de las granjas

acuicolas (Sanchez-Paz et al., 2012).

Por otro lado, la intensificacién de los sistemas de cultivo ha provocado un
incremento en la presencia de eventos de hipoxia en los estanques. Las
concentraciones de oxigeno disuelto en el agua incrementan durante el dia
(debido a la fotosintesis de las microalgas) y disminuyen considerablemente
durante la noche. En los estanques los niveles mas criticos de oxigeno se
presentan hacia el amanecer cuando alcanzan hasta menos de los 3 mg/L,

debido a la respiracion de los organismos y a la descomposicion de la materia

5



organica acumulada que consume el oxigeno disponible (Puente-Carreon,
2009). Es también durante el periodo nocturno cuando el camarén gasta una
cantidad considerable de energia y produce radicales libres como respuesta al
fendbmeno hipoxico entrando en un estado de estrés oxidativo (Jiang et al.,
2009). No obstante, los estudios sobre los mecanismos y/o enzimas que el
camarén activa para contrarrestar el estrés oxidativo son escasos, por lo que se

ahondaré en el tema en los apartados siguientes.

2.2 Mitocondria: La Fuente Energética de la Célula

2.2.1 Morfologiay Funcién de las Mitocondrias

Las mitocondrias son organelos presentes en el citoplasma de las células
eucariotas, encargados de suministrar la mayor parte de la energia necesaria
para la actividad celular mediante el proceso denominado fosforilacién
oxidativa. Las mitocondrias varian considerablemente en tamafio y forma
dependiendo del tipo y estado metabdlico de la célula, pero en general, son
elipsoides de aproximadamente 0.5 um de diametro y 10 um de largo. Estas
cuentan con dos membranas: la membrana externa (MEM) y la (MIM) (Alberts
et al., 1995).

La MEM contiene un niamero de proteinas porinas que permiten el transporte de
solutos no especificos con pesos moleculares de hasta 5,000 Da (Scheffler,
2011), y actia como una capa protectora para el organelo. Por otro lado, la MIM
representa una barrera de permeabilidad a la mayoria de los solutos, separando
asi al espacio intermembranal y la matriz mitocondrial. Compuesta por una
compleja mezcla de fosfolipidos, la MIM tiene un alto contenido de proteinas de

membrana y es particularmente rica en enzimas que son cruciales para las



funciones mitocondriales, estas proteinas representan alrededor del 75% (en

peso) de las proteinas de la MIM (Becker et al., 2003).

2.2.2 La Fosforilacién Oxidativa

La produccion de ATP a través de la fosforilacion oxidativa es la funcion mas
importante realizada por las mitocondrias. EI mecanismo de sintesis de ATP en
la mitocondria fue propuesto por Mitchell (1961), a través de su teoria
quimiosmotica en donde los electrones generados durante el catabolismo
celular conducen a la sintesis de los donadores de electrones (NADH y FADHy).
Ambos sustratos localizados en la matriz mitocondrial donan sus electrones a
una serie de complejos enziméaticos embebidos en la MIM, mismos que
constituyen la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Sanchez y
Arboleda, 2008). En esta cadena se desarrollan distintas reacciones
bioquimicas catabdlicas que liberan importantes cantidades de energia, la cual

se almacena en forma de ATP y es usada para mantener la actividad celular.

En la cadena de transporte de electrones el Complejo | (NADH deshidrogenasa)
recibe los electrones del NADH, mientras que el Complejo Il (succinato
deshidrogenasa) recibe los electrones del FADH, Ademas existen otras fuentes
de oxidacion como los &cidos grasos o la oxidacion de la gliceraldehido-3-
fosfato que donan electrones directamente a Q (la ubiquinona), los electrones
pasan sistematicamente a través de los complejos respiratorios Il (citocromo
reductasa) y IV (citocromo c oxidasa). El receptor final de los electrones, es el
O, molecular para producir dos moléculas de agua (Ryan y Hoogenraad, 2007).

Simultaneamente con el transporte de electrones, cuatro protones son
bombeados desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal, por

cada uno de los complejos (excepto el complejo 1), lo que establece un



gradiente electroquimico de protones a través de la MIM. La diferencia en el
potencial redox entre los componentes de la cadena respiratoria permite la
extrusion de protones de la matriz en los complejos I, lll y IV, misma que
establece una fuerza protén motriz (FPM). Esta fuerza motriz de protones se
disipa cuando los protones viajan de nuevo hacia la matriz, principalmente a
través del complejo V 6 FoF;-ATP sintasa, el cual genera ATP a partir de ADP y
fosfato inorgénico (Pi) (Berg et al., 2002). Por lo tanto, el vinculo crucial entre el
transporte de electrones y la produccion de ATP es el gradiente electroquimico
de protones. En el caso de que estos procesos ocurran con un 100% de
eficiencia, el transporte de electrones se acopla perfectamente con la
produccién de ATP.

2.2.3 La Mitocondria: el Principal Productor de Especies Reactivas de
Oxigeno (EROS)

Siendo el principal productor de ATP, las mitocondrias son también el sitio
principal para la produccion de EROS, donde el anién superdxido (O;) es el
precursor principal. La produccion de O, ocurre cuando la FPM es alta y los
componentes de la cadena respiratoria se encuentran en sus estados
reducidos, los electrones liberados de los complejos | y Il pueden reducir
univalentemente el O,a O;. Por su parte, el complejo Ill también puede
generar EROS tanto en el espacio intermembranal, como en el lado de la matriz

mitocondrial (Guerrero-Castillo, 2012).

El anion superdxido producido en la mitocondria es extremadamente reactivo.
Por lo general, participa en reacciones en cadena rapidas dando lugar a efectos
degradativos. El estrés oxidativo causa dafios a las macromoléculas celulares
tales como acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos, y por lo tanto
conduce a su pérdida en estructura y funcion. Estos dafios son el agente

causante de muchas condiciones patoldgicas incluyendo la aterosclerosis,
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hipertension, isquemia-reperfusion, fibrosis quistica, céancer, diabetes,

enfermedad de Parkinson y Alzheimer (Echtay, 2007).

La reduccion en la produccion de superoxido desempefia un papel importante
en la proteccion celular y la supervivencia. En la mitocondria hay varios
sistemas de defensa antioxidantes, incluyendo enzimas (catalasa, superéxido
dismutasa, peroxidasa), antioxidantes de bajo peso molecular (ascorbato,
glutation, compuestos fenolicos, tocoferoles) y varios trasportadores de
electrones (ubiquinona, la CoQ). Los mecanismos de desacoplamiento,
producen una pequefia disminucion en el potencial de membrana, por lo que se

sugiere que tienen un efecto antioxidante natural (Echtay, 2007).

En los vertebrados uno de los mecanismos de desacoplamiento para regular la
produccion de O, por las mitocondrias es la activacion de las proteinas
desacoplantes UCP2 y UCP3, que atraviesan la MIM y al abrirse permiten la
fuga de protones desde el espacio intermembranal hacia la matriz mitocondrial
disminuyendo la FPM y por lo tanto la produccién de EROS (Figura 2). Existen
ademas, otras proteinas mitocondriales como la adenin-nucleétido translocasa
(ANT) también conocida por inducir la fuga de protones basales; sin embargo,
su papel en la fuga de protones para controlar la produccién de EROS en la

mitocondria sigue siendo controversial (Mailloux y Harper, 2011).



Espacio Intermembranal soD
A 02 02 - A
; <> Cytc .
' 1o [\ ucp2
w2 Q-7 v :S_':g
Matriz | | R Y |
} : H
NAD NADH succ fum O, 2H,0 ADP ATP i
()2 22
0, Disminucién en la FPM
0; SOoD Oz Disminudén en los EROS
H,0,

Figura 2. La respiracion aerdbica y la auto-regulacion de la produccién de EROS
mitocondrial. La direccion del flujo de electrones se indica por la linea azul punteada.
La extrusion y/o importacion de protones se indican con flechas de color verde, tomado
de Mailloux y Harper (2011).

2.3 Proteinas Desacoplantes: Estructura y Funcion

2.3.1 Caracteristicas Generales de las Proteinas Desacoplantes (UCPs)

En los mamifero, los miembros de la familia de acarreadores de soluto
mitocondrial 25 (SLC25) son proteinas que funcionan como transportadores de
una gran variedad de moléculas incluyendo ATP, ADP y aminoacidos como el
glutamato, aspartato, lisina, histidina, arginina, ornitina, citrulina, compuestos
como el malato y el calcio (Palmieri, 2004; Bassi et al.,, 2005). Todos los
SLC25s (en total mas de 40 miembros) se localizan en la membrana
mitocondrial interna con la excepcion de SLC25A17 (Palmieri, 2004) y 14 de los

miembros SLC25 se encuentran expresados en el sistema nervioso central.

Dentro de la familia SLC25 existe una subfamilia de cinco proteinas

denominadas proteinas desacoplantes 6 UCPs, que son transportadores que
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permiten la fuga de protones desde el espacio intermembranal hacia la matriz
mitocondrial. De esta manera el gradiente de protones generado durante la
cadena de transporte de electrones se disipa y se desacopla la respiracion de la
sintesis de ATP. La subfamilia incluye: SLC25A7 (UCP1), SLC25A48 (UCP2),
SLC25A9 (UCP3), SLC25A27 (UCP4), y SLC25A14 (UCP5) (Kim-Han et al.,
2001).

Las proteinas de la familia SLC25 comparten algunas caracteristicas comunes,
estructurales y topologicas. Por ejemplo, todas las proteinas estan codificadas
por genes nucleares y su estructura primaria es tripartita con tres dominios de
repeticion, cada uno compuesto de dos regiones hidrofobicas
transmembranales a-helicoidales que se extienden a través de la MIM. Las dos
hélices adjuntas que forman cada region repetida estan conectadas por un
bucle hidrofilico largo orientado hacia la matriz. Ademas, ambos extremos N- y
C-terminal de éstas proteinas se encuentran en el espacio intermembranal

(Figura 3; Pebay-Peyroula et al., 2003) .

Por ultimo, existe un motivo conservado en la familia de acarreadores de soluto
mitocondrial que es PXD/ExxK/RXK/R- (20-30 residuos) D/EGxxxxaK/RG
(donde, x puede ser cualquier aminoacido). Este motivo se puede encontrar en
cada region repetida con ligeras modificaciones en una o las dos secuencias de
la firma de algunos acarreadores (Krauss et al., 2005; Nury et al., 2006). Los
residuos de prolina situados en este motivo inducen un lazo que es responsable
de la forma interceptada hacia la matriz. Mientras que los aminoacidos
cargados tales como arginina y lisina pueden formar puentes salinos que

fortalecen la conformacion cerrada de la hélice (Krauss et al., 2005).
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N-terminal UCP4

N-terminal UCP2

N-terminal UCP5 ?

Membranalnterna
Mitocondrial

Figura 3. Superposicion de los modelos estructurales 3D de la UCP2, UCP4, y
UCP5 humanas, basados en la estructura cristalografica del acarreador de
ADP/ATP. Donde UCP2 se muestra en el liston azul, UCP4 se muestra en verde y
UCP5 se muestra en magenta. Tomado de Pebay-Peyroula et al. (2003).

2.3.2 Homadlogos de las Proteinas Desacoplantes

A la fecha, en el humano se han identificado cinco homologos de las UCPs, de
los cuales UCP1, 2 y 3 se han caracterizado a mas detalle (Krauss et al., 2005).
Estds proteinas se han encontrado también en otros vertebrados e
invertebrados. Actualmente, se sabe que en la planta Arabidopsis thaliana estan
presentes tres isoformas de las UCPs nombradas PUM (por sus siglas en
inlglés) o proteinas mitocondriales desacoplantes de plantas (Borecky et al.,
2001).

La mayoria de los estudios moleculares y estructurales sobre UCPs en
humanos se han visto obstaculizados por la falta de estructuras cristalograficas
disponibles. La estructura cristalografica de la proteina de membrana
acarreadora de ADP/ATP se ha utilizado como modelo para las UCPs, debido a
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la similitud en el peso molecular (30-35 kDa) y a la secuencia primaria (~20%

de identidad) entre ambas (Pebay-Peyroula et al., 2003).

En los organismos existe un gran numero de procesos que podrian requerir de
la participacion de las UCPs. Por ejemplo, el mecanismo disipador de energia
es utilizado por los mamiferos para mantener la temperatura corporal cuando
estan expuestos al frio e incluso para quemar el exceso de calorias ingeridas en
la dieta (Nicholls y Rial, 1999). Ademas, las UCPs al catalizar la re-entrada de
los protones a la matriz mitocondrial, aceleran la respiracion mitocondrial y
como consecuencia reducen la produccién de EROS, siendo, por lo tanto, un
elemento adicional de defensa frente al estrés oxidativo (Carrion et al., 2013).

La UCP1 de humano se expresa exclusivamente en el tejido adiposo marrén
(BAT, por sus siglas en inglés), y es activada por los acidos grasos libres y el
superoxido (Echtay, 2007) e inhibida por los nucleoétidos trifosfato y difosfato de
purina (ATP, ADP, GTP y GDP) (Krauss et al., 2005). A pesar de que su
participacion en la termogénesis sigue siendo clara, no hay pruebas suficientes
para apoyar el papel de la UCP1 en la minimizacién de los niveles de EROS en
este tejido especifico. Sin embargo, la fuga de protones a través de UCP2 y
UCP3, que colectivamente se expresan en una amplia gama de tejidos, si ha
sido asociada con una disminucion en la produccibn de EROS en las
mitocondrias (Zorzano et al., 2004). Recientemente, se demostré que la
glutationilacion reversible de UCP2 y UCP3, y no de UCP1, es responsable de
la activacion y desactivacién de la fuga de protones en respuesta a pequefias
variaciones en los niveles de EROS. Por lo que, se sugiere que la
glutationilacion reversible de las UCPs puede controlar las emisiones periddicas
de EROS (Mailloux y Harper, 2011).

En el caso particular de la UCP4 y UCP5 de humano, a diferencia de las otras
UCPs, se expresan predominantemente en el sistema nervioso central (SNC) y

comparten los niveles mas bajos de identidad en la secuencia aminoacidica con
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los otros miembros de la familia (Sanchis et al., 1998; Mao et al., 1999). Por lo

tanto, la informacion disponible sobre estas dos proteinas es minima a la fecha.

Estos homologos UCP4 y UCP5 tienen la estructura caracteristica de las otras
UCPs (descrita previamente), pero el mecanismo de transporte de protones
todavia no esta totalmente resuelto (Jastroch et al., 2010). En 1999, la UCP4
humana se identificoO por primera vez como un nuevo miembro de la familia de
las UCPs. El gen que codifica a ésta proteina se encuentra en el cromosoma
6p11.2-g12, y da lugar a un transcrito Unico que se traduce en una proteina de
323 aminoacidos de aproximadamente 34 kDa (Mao et al., 1999). A la fecha, se
ha reportado que en el cerebro de ratones los niveles de ARNm de UCP4 y
UCP5 son modulados por la dieta o por los cambios de temperatura. El papel
de UCP4 en la regulacion de EROS se ha descrito s6lo en las células

neuronales (Lambert et al., 2014).

Por su parte, el gen que codifica la UCP5 en el humano, se localiza en el
cromosoma Xqg24. La UCP5 fue descrita y nombrada como portador
mitocondrial de la proteina-1 del cerebro (BMCP1) (Sanchis et al., 1998). La
UCP5 se encuentra expresada en diversos tejidos y 6rganos, incluyendo el
cerebro (corteza, hipotalamo, sistema limbico, el cerebelo, ganglios basales, y
médula espinal), testiculos, atero, rifiones, pulmones, estdmago, higado y
corazén (Sanchis et al., 1998; Andrews et al., 2005; Echtay, 2007). Se han
identificado al menos tres isoformas de UCP5 en el humano, la forma larga que
contiene 325 aminoacidos (UCP5L), la forma corta que contiene 322
aminoacidos con la supresién de Val-Ser-Gly (VSG) en la posicion 23-25
(UCP5S) y por ultimo la forma de insercion corta que contiene 353 aminoacidos
con VSG eliminado, pero la insercion de 31 aminoacidos entre los dominios
transmembranales Il y IV (UCP5SI) (Kondou et al., 2000; Yu et al., 2000; Kim-
Han et al., 2001; Lengacher et al., 2004; Palmieri, 2004; Echtay, 2007).
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2.3.3 Las UCPs de los Invertebrados

Los invertebrados son un grupo que esta compuesto de varios phyla tales como
anélidos, moluscos, esponjas, cnidarios, equinodermos y todas las especies del
phylum Arthropoda (insectos, aracnidos y crustaceos). Estas especies
desempeiian un papel ecologico importante, ya que con frecuencia son los
componentes clave de muchas cadenas tréficas y ocupan practicamente todos
los ecosistemas disponibles en la tierra. Ademas, muchas especies ocupan
posiciones muy importantes y especificas en la naturaleza como polinizadores,
parasitos o vectores de enfermedades parasitarias que afectan a la salud

humana y animal (Martinez-Cruz et al., 2012).

En los invertebrados, principalmente los artropodos, se ha propuesto que sélo
estan presentes los homologos de UCP4 y UPC5 (Sokolova y Sokolov, 2005).
Sin embargo, la caracterizaciéon funcional y la relevancia fisiologica de las
proteinas UCP en este grupo de animales aldn son poco conocidas. Uno de los
primeros homologos de UCPs reportados fue identificado en la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster por Hanak y Jezek (2001) quienes, identificaron
las caracteristicas estructurales y los motivos UCP-especificos en el genoma de
D. melanogaster. Posteriormente, Fridell et al. (2004) realizaron Ia
caracterizacion funcional de la UCP5 de D. melanogaster (DmUCPS5) sobre-
expresada en levaduras. Ellos demostraron que DmUCP5 es 53% idéntica a
UCP5 de humano y que el incremento en sus niveles de expresion en las
mitocondrias desacopladas de la mosca (estado respiratorio 4) promueve un
aumento en las tasas de respiracion y la disminuciéon en el A¥m, lo cual
evidencio la actividad desacoplante de esta proteina. Ademas, se demostrd
qgue, en la mosca la proteina incrementa su expresion en los adultos y de
manera especifica se detectd mayor numero de transcritos en la cabeza de
estos. Cuatro UCPs han sido identificadas a la fecha en D. melanogaster, es
decir, UCP4A, 4B, 4C y 5, y estudios especificos sobre DmUCP5 han

15



demostrado que esta proteina no interviene en el desacoplamiento (Da-Ré et
al., 2014).

En el 2011, Slocinska et al. identificaron y caracterizaron una proteina
desacoplante de las mitocondrias aisladas del musculo de la pierna y de la
grasa corporal de la cucaracha Gromphadorhina coquereliana (GcUCP), un
tejido de los insectos analogo al higado y al tejido adiposo de los mamiferos.
Estos autores encontraron que en las mitocondrias en estado no fosforilante
(estado respiratorio 4), la actividad de GcUCP incrementé como resultado de la
adicién de concentraciones micromolares de acido palmitico y fue inhibida por
los nucledtidos de purina GTP. Por otra parte, en mitocondrias en estado de
fosforilacién (estado respiratorio 3), la actividad GcUCP fue capaz de desviar la
energia de la fosforilacion oxidativa. Estos estudios indicaron una mayor
actividad de desacoplamiento mediada por GCcUCP en las mitocondrias del
musculo en comparacion con las mitocondrias del tejido graso corporal. La
activacion de GcUCP por acido palmitico resulté en una disminucion en la
produccion de anion superoxido, lo que sugirid que la proteccién contra el
estrés oxidativo mitocondrial puede ser un papel fisiolégico de las UCPs en los
insectos. Ademas, la proteina GCUCP se inmunodetectd usando anticuerpos
generados contra UCP4 de humano como una Unica banda de alrededor de 36
kDa (Slocinska et al., 2011).

En el 2012, Slocinska et al. estudiaron la proteina desacoplante 4 (ZaUCP4) del
escarabajo Zophobas atratus, la cual mostr6 una alta similitud con las isoformas
de UCP4 de insectos y de mamiferos, tanto en su secuencia nucleétidica como
aminoacidica. Los resultados demostraron que en el estado respiratorio 4 (no
fosforilacién), la actividad de ZaUCP fue estimulada por el acido palmitico e
inhibida por el nucleotido de purina GTP. En el estado respiratorio 3, la actividad
de ZaUCP4 disminuyo el rendimiento de la fosforilacion oxidativa y se

inmunodetecté con anticuerpos generados contra UCP4 de humano teniendo
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como resultado una banda unica de 36 kDa. Estos resultados son consistentes

con lo descrito previamente para la mosca de la fruta.

En fechas mas recientes, en la chinche hematéfaga Rhodnius prolixus,
identificaron dos genes que codifican para las proteinas UCP (RpUCP4 y
RpUCP5) (Alves-Bezerra et al., 2014). RpUCP4 es el transcrito predominante
en la mayoria de los 6rganos de R. prolixus, y la expresion del ARNm vy la
proteina en los enterocitos aumenta después de la alimentacion. El aumento en
la expresion de RpUCP4 también coincide con la disminucién de la generacion
de perdxido de hidrogeno (H20-) en las células de intestino medio. Ademas, en
mitocondrias aisladas de los enterocitos, la modulacién de la actividad UCP por
acido palmitico y el GDP resulté en un AWm alterado, asi como la modulacién
de las tasas de generacion de H,O.,. Estos resultados sugieren que la UCP4 de
R. prolixus puede funcionar como un mecanismo antioxidante para proteger a
las células del intestino medio contra el dafio oxidativo causado por la digestion

de la sangre.

Los escasos estudios realizados en los insectos a la fecha sugieren que las
secuencias de los homélogos UCP4 y UCP5 se encuentran altamente
conservadas y ademas éstas causan un efecto significativo tanto en la tasa de
respiracion mitocondrial, como en la produccion de especies reactivas de
oxigeno. Derivado de esos estudios surge la hip6tesis que los crustaceos, al
compartir un ancestro comdn con los insectos, pueden contener proteinas
desacoplantes con secuencias similares y que podrian tener algunas de las

funciones sugeridas para las UCPs de los insectos.

2.3.4 Respuesta de las UCPs ante la Hipoxia

Existen diversos estudios sobre el efecto de la hipoxia en los organismos

vertebrados y la expresién de las proteinas desacoplantes. Por ejemplo, el
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estudio realizado en 2012 por Braun et al. en células humanas del carcinoma
renal, en donde se reportd que la expresion de la UCP3 en las areas hipdxicas
del tumor canceroso puede jugar un papel importante en la adaptacion de las
células tumorales a la hipoxia. Mientras que el estudio realizado por Zhou et al.
(2000) mostroé que la hipoxia induce la expresion de las UCP3 en el musculo
esquelético de la rata. Dichos aumentos en la expresion de UCPs son a la vez
rapidos, sin embargo, es la cantidad de proteina la que tiene potenciales

consecuencias funcionales.

En 2014, Bermejo-Nogales et al. (2014) evaluaron la expresion del ARNm de la
UCP2 en el pez Sparus aurata, encontrando que se mantiene expresado en
tejidos musculares alterados o hasta en la restriccion glucolitica alimenticia
(musculo esquelético blanco) y en condiciones altamente oxidativas (corazén y
musculo esquelético rojo). Cuando el pez se expuso a condiciones de hipoxia
(saturacion de oxigeno 18-19%) la expresion del ARNm de UCP2 disminuyd en
células sanguineas. También se detecté un aumenté en el hematocrito y
hemoglobina en la sangre, en los niveles circulantes de glucosa y lactato y la
actividad antioxidante plasmatica total. Estos resultados demostraron que la
expresion de UCP2 esta regulada a nivel transcripcional y sugiere que la UCP2
es una pieza importante del complejo equilibrio entre sensores metabdlicos y
estados redox. Esta caracteristica podria evitar la activacion de los ciclos fatiles
de derroche de energia si los cambios en el tejido oxidativo y las capacidades
antioxidantes pueden mantener regulada la produccién de especies reactivas

de oxigeno.

2.4 La Hipoxia en el Medio Acuatico y su Efecto en el Camaron

La hipoxia es un fenomeno que puede ocurrir de manera ciclica en el ambiente
marino o puede presentarse de manera espontdnea bajo condiciones

especificas como es el caso de los eventos hipéxicos dentro de los estanques
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de cultivo (Dall et al., 1990). En el mar, los camarones migran hacia zonas
estuarinas someras durante su desarrollo larvario y etapa juvenil, el agua
presenta concentraciones de oxigeno cambiantes a lo largo del dia desde la
normoxia (6 mg/L), hasta condiciones de hipoxia (1-2 mg/L). En el dia se sabe
gue la concentracion de oxigeno disuelto en el agua incrementa debido a la alta
incidencia solar caracteristica de las zonas tropicales y a la produccion continua
de oxigeno de las microalgas presentes en el sistema a través de la
fotosintesis. Durante la noche, las concentraciones de oxigeno disuelto (OD)
disminuyen debido a que la materia organica de desecho presente se oxida, no
hay produccion de oxigeno por fotosintesis y ademéas se mantiene el consumo
de O, constante por los organismos. En estas condiciones, los camarones
permanecen enterrados en el sedimento marino en donde la concentracion de

oxigeno es reducida (Hand y Hardewig, 1996).

Durante la reintroduccion de O, (reoxigenacion), los niveles de OD se
restablecen, sin embargo, los organismos sometidos a hipoxia sufren a un
estrés oxidativo. Las especies han desarrollado sus propios mecanismos
adaptativos para mantener la homeostasis fisioldgica en respuesta a
condiciones ambientales desfavorables, incluyendo respuestas conductuales y
fisiolégicas a los cambios en la concentracion de OD en el agua. Entre las
respuestas se encuentra la depresidon metabodlica, el cambio de rutas
metabolicas hacia las condiciones anaerbbicas, y las respuestas a nivel
molecular que involucran la intervencion del factor de transcripcion HIF-1. Este
regulador de la transcripcion activa o reprime los niveles de expresion de los
genes de varias proteinas y enzimas del metabolismo central en algunas
especies de crustaceos en condiciones de hipoxia (Li y Brouwer, 2007;
Martinez-Cruz et al., 2012).

En el periodo de hipoxia, la produccién de &cido lactico, y durante el periodo de
reoxigenacion del sistema la producciéon de EROS también aumenta. Lo anterior

provoca que el organismo responda activando su sistema antioxidante para
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contrarrestar el dafio a DNA, proteinas y lipidos entre otros (Ahuejote-Sandoval,
2004). Dentro de las principales enzimas antioxidantes del camardn se
encuentran la catalasa (CAT), la superoxido dismutasa de manganeso
(MnSOD), la glutation-peroxidasa (GPX), y la tiorredoxina (TRX) (Aispuro-
Hernandez et al., 2008; Garcia-Triana et al., 2010; Trasvifia-Arenas et al., 2013;
Wang et al., 2012). Sin embargo, a pesar de que en otros grupos de artropodos
como los insectos existen reportes de las proteinas desacoplantes como parte
de la respuesta antioxidante de estos organismos, a la fecha no hay evidencia

experimental de las proteinas desacoplantes en los crustaceos.

Por lo que, el objetivo del presente estudio es identificar en el camarédn las
proteinas desacoplantes homologas a las de los mamiferos, caracterizar sus
transcritos y las proteinas deducidas de los mismos. Ademas, evaluar el efecto
de la hipoxia y reoxigenacion en la expresion génica de estas proteinas para

poder inferir sobre la funcién que estas cumplen en la mitocondria del camaron.
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I1l. JUSTIFICACION

Dada la importancia econémica del camaron blanco en el Noroeste de México y
la escasez de conocimiento sobre la funcidbn mitocondrial y la bioenergética de
los crustaceos, es imperativo ampliar el conocimiento y evaluar el efecto que
causa la baja concentracion de oxigeno en estos organismos. Especialmente es
importante ampliar el conocimiento sobre las proteinas con funcion reguladora
como las UCPs, cuya existencia en los crustaceos no ha sido confirmada y por

consiguiente su funcion no ha sido esclarecida.
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IV. HIPOTESIS

El camar6n blanco Litopenaeus vannamei cuenta con dos proteinas
desacoplantes homologas a UCP4 y UCP5, cuyos transcritos se expresan de
manera tejido-especifica y sus niveles de ARNm aumentan durante la hipoxia y

reoxigenacion.
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V. OBJETIVOS

5.1 Obijetivo General

Secuenciar y caracterizar el ADNc de las proteinas desacoplantes
mitocondriales UCP4 y UCP5 del camarén blanco, evaluar su expresion génica
en diferentes tejidos y cuando el organismo es expuesto a condiciones de

hipoxia y reoxigenacion.

5.2 Objetivos Especificos

1. Identificar y caracterizar la(s) secuencia(s) del ADNc y deducida de
aminoacidos de las proteinas desacoplantes del camarén blanco.
2. Analizar las relaciones filogenéticas de las proteinas UCPs deducidas del
camarén y construir un modelo estructural tedérico de las mismas.
3. Evaluar la expresion de los transcritos en diferentes tejidos del camaron
por PCR convencional para determinar su especificidad a tejidos.
4. Evaluar los cambios en los niveles de ARNm de los genes de las
proteinas desacoplantes y cuatro enzimas antioxidantes: tiorredoxina (TRX),
glutation-peroxidasa (GPX), catalasa (CAT) y superoxido dismutasa de

manganeso (MnSOD) en los camarones expuestos a hipoxia y reoxigenacion.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Aislamiento del ARN Total de Varios Tejidos del Camarén Blanco
Litopenaeus vannamei

El aislamiento de ARN total de los tejidos utilizados tanto para la secuenciacion
de los transcritos como para la evaluacion de los niveles de ARNm, se realizo
con Trizol ® (Invitrogen, USA). Esta técnica se fundamenta en la metodologia
descrita por Chomczynski y Sacchi (1987) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, para la extraccion del ARN se utilizaron 100 mg de
cada uno de los tejidos (pleépodo, glandula digestiva, branquia, pedunculo
ocular, corazén, cordon nervioso e intestino), se homogenizaron con 500 uL de
Trizol ® y una vez homogenizados, se adicionaron 200 yL de cloroformo. La
mezcla se incub6 por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 x g
por 15 min a 4 °C. Se colectdé la fase acuosa y se repitid la extraccion
adicionando 500 pL de Trizol ®.

Posteriormente, se obtuvo la fase acuosa de nuevo y se adicioné un volumen
de isopropanol frio, se incubd por 10 min y se centrifug6é a 12000 x g por 15 min
a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet se lavo con 1 mL de etanol frio
al 75% en agua tratada con 0.1% de dietilpirocarbonato (DEPC). Luego se
centrifugo a 7500 x g por 5 min a 4 °C y de nuevo se descart6 el sobrenadante,
se elimind el exceso de etanol remanente y se adicionaron 30 yL de agua

DEPC al 0.1% para resuspender el pellet de ARN total.
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6.2 Cuantificacion y Evaluacion de la Integridad del ARN Total

El ARN total obtenido fue cuantificado por duplicado, para ello se utilizé un
espectrofotometro Nanodrop ® ND-1000 v 3.5.2 (Thermo scientific, USA), a una
longitud de onda de 260 y 280 nm. Posteriormente, se evalud la integridad del
ARN total mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% en condiciones
nativas. Para llevar a cabo dicha electroforesis se tomo una alicuota de 1 ug de
ARN total al cual se le agregaron 2.5 yL de buffer carga 6X (glicerol 50% [v/v],
EDTA 1 mM pH 8, azul de bromofenol 0.25% [p/v], xileno cianol FF 0.25% [p/v])
y se incub6 a 65 °C por 10 min; posteriormente la muestra se cargd en un gel
de agarosa tefiido con SYBR Safe ® DNA gel stain (Invitrogen, USA). La
electroforesis se corrio a 60 V, durante 60 min en buffer TAE 1X. La
visualizacion de las bandas caracteristicas del ARN ribosomal se realiz6 en un
fotodocumentador de luz UV Gel Doc EZ (Bio-Rad, USA), empleando el
software Image Lab ™ (Bio-Rad, USA).

6.3 Eliminacién del ADN Gendmico Contaminante en las Muestras de ARN
Total

Para eliminar la contaminacion por ADN genémico (ADNg) en las muestras de
ARN total, se trataron 2 pg de muestra con DNasa | recombinante libre de
RNasas (10 U/uL, ROCHE, USA) como lo indican las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se adiciond 1 pL de buffer de incubacion 10X (Tris-HCI
400 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 60 mM, CaCl, 10 mM, pH 7.9) y 0.25 pL de
DNasa para proceder a aforar a 10 pL con agua DEPC, la muestra se incubo
por 20 min a 35°C y para inactivar la reaccion se dejé 10 min a 75 °C. Después
del tratamiento con la DNasa se realiz6 un PCR para confirmar la ausencia del
ADNg, usando el ARN total tratado como templado. Cada reaccion de PCR se
llevo a cabo utilizando 12.5 pL del Kit Tag PCR Master Mix ® (250 U, QIAGEN,
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USA), 1 uL de cada oligonucledtido para amplificar el gen de la proteina tripsina
del camaron, previamente probado como control en la amplificacion de ADN

gendmico y se agregaron 200 ng de ARN total como templado.

Las reacciones de PCR se llevaron a un volumen final de 25 pyL con agua milli
Q. Se utilizé como control positivo una reaccién de PCR con ADN gendmico de
hepatopancreas de camaron previamente aislado como templado. Las
condiciones de amplificacion de la PCR fueron de 95 °C por 3 min (1 ciclo), 95
°C por 45 seg, 50 °C por 1 miny 72 °C por 2 min (33 ciclos) y un tiempo de
extension final a 72 °C por 10 min. Los productos amplificados se observaron
en un gel de agarosa al 1% tefido con SYBR Safe ® DNA gel stain (Invitrogen,
USA).

6.4 Sintesis del ADNc y Disefio de Oligonucleétidos Especificos

El ADN complementario (ADNCc) se sintetizé a partir de 5 ug de ARN total libre
de ADNg de cada uno de los tejidos a evaluar (ple6podo, glandula digestiva,
branquia, pedunculo ocular, corazén, cordén nervioso e intestino), utilizando el
kit comercial GoScript™ Reverse Transcription System (PROMEGA, USA) y
siguiendo las indicaciones del fabricante. A cada reaccion se le adicionaron 5
Mg de ARN total y 1 uL de una mezcla de Oligo (dT);s (0.5ug/reaccion). La
muestra se incub6 por 5 min a 70 °C y para inactivar la reaccion se enfrié en
hielo 1 min. Después se adicionaron a la mezcla 4 uL de buffer de reaccion
GoScript™ 5X, 4 uL de MgCl, 25 mM y 1 uL de la mezcla dinucleétidos 10 mM
Posteriormente, se adicion6 1 pL de inhibidor recombinante RNasin® de
ribonucleasas y 1 gL de GoScript™ transcriptasa reversa. Se mezcld y se
incubo a 25 °C por 5 min, 42 °C por 60 min y la reaccién se completé mediante

la incubacion a 70 °C durante 15 min, después se coloco en hielo.
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Después de la sintesis de ADNCc se realiz6 una reaccion de PCR utilizando 12.5
pL del Kit Tag PCR Master Mix ® (250 U, QIAGEN, USA) y se adicion6 1 L de
cada oligonucleétido especifico para amplificar el transcrito COX Il del camaroén
como control positivo. Se agregé ADNc (50 ng equivalentes de ARN total) como
templado y las reacciones se llevaron a un volumen final de 25 pyL con agua
milli Q. Las condiciones de amplificacion de la PCR fueron de 94 °C por 1 min
(1 ciclo); 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 3 min (1 ciclo); 94 °C por 1
min, 42 °C por 1 min, 72 °C por 3 min (1 ciclo); 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min
y 72 °C por 1 min (33 ciclos) y un tiempo de extension final a 72 °C por 10 min.
La amplificacion se realizé en un termociclador DNA Engine ® Peltier Cycler
(Bio-Rad, USA). Los amplicones logrados a partir de la PCR se observaron en
un gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe ® DNA gel stain (Invitrogen,
USA).

Para obtener la secuencia completa de los ADNc de las dos UCPs identificadas
en el camarén se disefiaron oligonucledtidos especificos para cada proteina
(Tabla 1) basados en las secuencias ya reportadas de otras especies, las
secuencias expresadas etiquetadas (EST, por sus siglas en inglés) de L.
vannamei previamente depositadas en la base de datos GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/genbank/) y contigs del Penaeus Genome

Database (PAGE) (http://molas.iis.sinica.edu.tw/lv/) . Ademas de las secuencias

que se identificaron como no etiquetadas, en el transcriptoma del camaron
blanco (Ghaffari et al., 2014).

Tabla 1. Oligonucleétidos especificos disefiados para la amplificacion de LvUCP4 y
LvUCP5.

Gen Nombre del Oligonucleétido Secuencia (5’-3%)
UCP4Fw1 AGATGCAGATGGAGGGAC
UCP4Fw?2 CTCACCTTCTGGATCACCTAC
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UCP4Fw3 CAAAGCACTACGCAGATTCAG
UCP4Fw4 GGACCGGTGTTGGAATTA
UCP4Fw5 TGATCTGACCACCTACGACTC
UCP4Fw6 ATGATACAGGCCCGTGAAG
UCP4  UCP4Rv1 CTCTGGGCGACTGGTAAC
UCP4RV2 CTTCACGGGCCTGTATCAT
UCP4RV3 CTTCTTCGTCCCTCCATCT
UCP4Rv4 GTAGGTGATCCAGAAGGTGAG
UCP4RV6 TAATTCCAACACCGGTCC
UCP4RV7 GAGTCGTAGGTGGTCAGATCA
MITOCARFw1 ACACGCCTGATGAACCAAAG
MITOCARFw2 GCAGTAAGTGGCAATGGT
MITOCARFwW3 CCGAAGGTCTATGTGGCATT
MITOCARFw4 TGATGAAAGCAATGGACAAA
MITOCARFW5 CCTACATGGCTGAGACTTGG
MITOCARRv1 CCTACATGGCTGAGACTTGG
MITOCARRV2 TGCCACATAGACCTTCGG
MITOCARRV3 TTTGTCCATTGCTTTCATCA
UCP5  MITOCARvV4 TATATTACCATTTCAACATCTCA
MITOCARV5 CAGAGCAAGGATTGAGTTTGG
MITOCARV?7 CTTTGGTTCATCAGGCGTGT
UCP5NFw1 GTGTAATGGGACTGAGCG
UCP5NFw2 AGGTGTCAGGGCATTGTAT
UCP5Fw3 AACCAGGAGGGAATACAGG
UCP5Fw7 AAGAGCAGGGGTCATCG
UCP5NRvV1 ATACAATGCCCTGACACCT
UCP5NRV2 TACGATGACCCCTGCTCTTT
UCP5Rv3 CCTGTATTCCCTCCTGGTT
COX3LVFw1 CCATTCCAAATTCCTCTCCTG
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COX Il COX3LvRv1 GGCAATTGTAAATGGGGCTTC

L8LVFw3 ACTTCCGTGACCCTTATC
L8
L8LVRv3 GTCACCAGTCTTCTCCTC

6.5 Amplificacién y Secuenciacion de los Transcritos LvUCP4 y LvUCP5

Los fragmentos de cada LVUCP se amplificaron por PCR usando el Kit Taq
PCR Master Mix ® (250 U, QIAGEN, USA) como sigue: 12.5 uL de Taq mix, 2.5
ML de colorante coral, 1 uL de oligonucleotido especifico 20 yM, 500 ng
equivalentes al ADNc total como templado y agua milli Q para llegar a un
volumen final de 25 uL. Las condiciones de amplificacién del PCR para LvUCP4
y LVUCPS5 fueron de 94 °C por 1 min (1 ciclo); 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min,
72 °C por 3 min (1 ciclo); 94 °C por 1 min, 42 °C por 1 min, 72 °C por 3 min (1
ciclo); 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 miny 72 °C por 1 min (33 ciclos) y un tiempo
de extension final a 72 °C por 10 min. La amplificacion se realiz6 en un
termociclador DNA Engine ® Peltier Cycler (Bio-Rad, USA). Los productos de
PCR se analizaron en geles de agarosa al 1% teflido con SYBR Safe ® DNA

gel stain (Invitrogen, USA).

El extremo 5 y 3’ de las secuencias nucleotidicas se obtuvo empleando la
técnica de amplificacion rapida de los extremos de ADNc (RACE, por sus siglas
en inglés). Esta técnica consistid en sintetizar el ADNc a partir de ARN libre de
ADNg mediante transcripcion reversa con el kit comercial Superscript First
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA). Posteriormente, se
realizaron PCRs empleando un oligonucleétido especifico (sentido 6
antisentido, Tabla 1) que alinea hacia el extremo 3’ o 5 de la secuencia y el
oligonucleétido CDSIII/3’PCR (5’- ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d

(T) 30N-1N-3’), en los casos en los que se busco el extremo 3’, o el
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oligonucledtido 5PCR (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’) cuando se

buscé el extremo 5.

Las reacciones de PCR se realizaron usando 12.5 pL Tag PCR Master Mix ®
(250U, QIAGEN, USA), 0.5 uL de oligonucledtido especifico (20 uM; Tabla 1),
0.75 pL de oligonucleétido CDSIII/3’PCR (20 uM) o 5’PCR (20 uM) y 50 ng de
ADNCc. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95 °C por 3 min
(1 ciclo); 95 °C por 15 seg, 68 °C por 6 min y 95 °C por 15 seg (25 ciclos) en un
termociclador DNA Engine ® Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, USA). El tamafio
de las bandas amplificadas, fue verificado por medio de electroforesis en geles
de agarosa al 1 % tefiidos con SYBR Safe ® DNA gel stain (Invitrogen, USA). El
analisis electroforético fue a 60 volts y las bandas fueron detectadas en un
fotodocumentador de luz UV Gel Doc EZ (Bio-Rad, USA), empleando el
software Image Lab ™ (Bio-Rad, USA).

Los productos de PCR obtenidos de los fragmentos y los extremos 5-3’ de las
UCPs fueron purificados por columnas del kit NucleoSpin ® Extract Il
(Macherey-Nagel, Alemania), de acuerdo a las condiciones del fabricante.
Posteriormente, cada producto amplificado se cuantific6 usando un
espectrofotometro Nanodrop ® ND-1000 v 3.5.2 (Thermo scientific, USA) y se
envio a secuenciar en el Laboratorio de Evolucién Molecular y Sistemética de la

Universidad de Arizona (Tucson, Arizona, USA).

Las secuencias nucleotidicas obtenidas y las deducidas de aminoacidos fueron
comparadas con las bases de datos de nucledtidos no redundantes y de
proteinas, respectivamente utilizando los algoritmo BLAST N, X y P (Altschul et
al., 1990). Los alineamientos fueron realizados con el algoritmo Clustal Q
(Sievers et al., 2011). Las secuencias deducidas de aminoacidos se obtuvieron

empleando las herramientas del sitio web Expasy (http://www.expasy.org/tools/)

y el software Mitoprot (https://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) fue utilizado para el
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analisis de las secuencias de las proteinas mitocondriales (Claros y Vincens,
1996).

6.6 Modelacion In Silico de la Estructura Tridimensional de LVUCP4 y
LvUCP5

Los modelos tedricos 3D de las proteinas LvUCP4 y LVUCP5 se generaron
utilizando procedimientos de comparacion por homologia con las coordenadas
de la proteina UCP2 de raton ya depositada en el banco de datos de proteinas
(PDB) con el cédigo 2Ick.1 (Berardi et al., 2011), con un 36.14 y 38.43% de
identidad para LvUCP4 y LVUCPS5, respectivamente. Las coordenadas de los
modelos se construyeron utilizando el servidor de SWISS-MODEL (Guex y
Peitsch, 1997; Schwede et al., 2003) y Phyre2 (Kelley et al., 2015), disponibles
en http://swissmodel.expasy.org/ y http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/. La

visualizacion de los modelos tedricos de LVvUCP4 y LVvUCP5 se realizé en el
software PyMOL™ Molecular Graphics System, Version 1.7.5.0 y en el
software CCP4MG Version 2.10.6 (McNicholas et al., 2011).

6.7 Analisis Filogenético de las UCPs

Las relaciones filogenéticas de las proteinas desacoplantes del camarén se
determinaron incluyendo tanto las secuencias deducidas de aminoacidos
LvUCP4 y LVvUCP5 obtenidas en este estudio, como las secuencias
aminoacidicas de UCPs disponibles en el GenBank de varias especies de
vertebrados e invertebrados. Todas las secuencias aminoacidicas se alinearon
utilizando el algoritmo Clustal Q (Sievers et al., 2011) y la construccién de la
hipotesis filogenética del conjunto de datos se realiz6 utilizando el método de
distancia de datos Neighbor-Joining con delecion parcial (Saitou y Nei, 1987).
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Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de la matriz-basado
en JTT (Jones et al., 1992). El arbol de consenso de arranque (bootstrap) de
1000 repeticiones fue tomado para representar la historia de la evolucion de los
taxones. Las ramas correspondientes a las particiones reproducidas en menos
del 50% de repeticiones de arranque se eliminaron. El porcentaje de los arboles
replicados en los taxones agrupados en la prueba de arranque (1000
repeticiones) se muestra junto a las ramas (Felsenstein, 1985). Cada &rbol se
dibuj6 a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que las de las
distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. El analisis
evolutivo se llevo a cabo utilizando el software MEGA version 6 (Tamura et al.,
2013) .

6.8 Expresion Génica de los Trascritos LvUCP4 y LvUCPS5 en Diferentes
Tejidos del Camarén

Una vez establecidas las condiciones de amplificacién de LvUCP4 y LvUCP5
para evaluar la expresion de los transcritos se utilizaron las muestras de un
ensayo realizado previamente por el equipo de trabajo en Julio de 2015 (Dra.
Adriana Muhlia, comunicacion personal). En el bioensayo la concentracién de
oxigeno se redujo gradualmente por un periodo de 3 h hasta llegar a 1.5 mg/L,
se mantuvo a los organismos a esta concentraciébn por otras 3 h y los
organismos fueron muestreados. Para reoxigenar el sistema se retird el
nitrdgeno y se reincorporaron las piedras aireadoras hasta llegar a una
concentracion de oxigeno de 5 mg/L nuevamente, se expuso a los organismos

a esta concentracion por 6 h 'y se tomo la muestra.

De cada organismo se disectaron varios tejidos u érganos incluyendo los
pleépodos (PI), las branquias (Br), los pedunculos oculares (PO), la glandula
digestiva (Hp), el masculo (M), el corazon (Co), el corddn nervioso (CN) vy el
intestino (In). Se extrajo el ARN total de cada tejido, se cuantificé y su integridad
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fue verificada de acuerdo a los métodos antes mencionados. El ADN genémico
se elimind y se realiz6 la sintesis de ADNc siguiendo los protocolos previamente
descritos. Se establecieron las condiciones Optimas para la amplificacion de las

UCPs por PCR convencional.

El tamafio de las bandas resultantes de las amplificaciones por PCR se verificd
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiidos con SYBR Safe ®
DNA gel stain (Invitrogen, USA). Las bandas fueron detectadas en un
fotodocumentador de luz UV Gel Doc EZ (Bio-Rad, USA), empleando el
software Image Lab TM (Bio-Rad, USA).

6.9 Cuantificacion del ARNm de las UCPs y las Enzimas Antioxidantes del
Camaron en Condiciones de Estrés Oxidativo

6.9.1 Organismos Experimentales y Bioensayo en Condiciones de
Hipoxia

Para evaluar los niveles de expresion de las UCPs a niveles del transcrito del
camardn en condiciones de estrés oxidativo se utilizaron las muestras de un
ensayo de hipoxia y reoxigenacion previamente realizado (Martinez Cruz et al.,
2011). Brevemente, se utilizaron 90 adultos de la especie L. vannamei (301 g
cada uno), los cuales se adquirieron de granjas acuicolas de La Paz, B. C. S,
México y se mantuvieron en las instalaciones del Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) localizado en la ciudad de La Paz,
B.C.S. Los organismos se distribuyeron al azar en 6 tanques de plastico (1000 L
de capacidad) llenos con 300 L de agua marina. Durante el periodo de
aclimatacién (8 dias) los camarones se mantuvieron a 28 °C, 35 ppm de

salinidad y una concentracion de oxigeno disuelto en el agua 6 mg/L
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(normoxia). Los camarones fueron alimentados dos veces al dia con alimento

peletizado. Se realizaron recambios diarios del 50 % del agua.

Después de la aclimatacion los camarones se mantuvieron en ayuno por 24 h.
En tres tanques los camarones se mantuvieron en condiciones control y en los
3 restantes se indujo la condicibn de hipoxia. Tres organismos fueron
muestreados de cada tanque, tanto en los tratamientos de hipoxia como en los
tratamientos controles. Se partio del tratamiento control (6 mg/L) al tiempo cero,
para inducir hipoxia se retiraron las piedras aireadoras, se remplazé el oxigeno
del agua por nitrdgeno gaseoso y los tanques fueron cubiertos con bolsas
plasticas negras para evitar el contacto con el oxigeno atmosférico. La
concentracion de oxigeno fue constantemente monitoreada por medio de un

oximetro sumergible digital (Ohaus, USA).

Durante el periodo de hipoxia los organismos fueron muestreados a diferentes
concentraciones de oxigeno (6, 2, 1.5, 2, 7 mg/L), la concentracion de oxigeno
se redujo gradualmente por un periodo de 3 h hasta llegar a 2 mg/L, se mantuvo
a los organismos a esta concentracion por otras 3 h y los organismos fueron
muestreados. Inmediatamente después se redujo el oxigeno hasta 1.5 mg/L y
se mantuvo a los organismos en esta condicién por 6 h y se tomd la muestra.
Para reoxigenar el sistema se retird el nitrdgeno y se reincorporaron las piedras
aireadoras hasta llegar a una concentracién de oxigeno de 2 mg/L nuevamente,
se expuso a los organismos a esta concentracion por 6 h y se tomoé la muestra.
Finalmente, en un periodo de 3 h se incrementd la concentracion de oxigeno
paulatinamente hasta llegar a una concentracion final de 7 mg/L, se mantuvo a
los organismos en este tratamiento por 3 h mas y se tomo la muestra. El
bioensayo dur6é un total de 24 h y en cada condicion 3 organismos fueron

muestreados de cada tanque.

A cada camaron se le extrajeron 400 uyL de hemolinfa a partir de la base del

quinto pereiopodo, utilizando una jeringa de 1 mL conteniendo dos voliumenes
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de solucion anticoagulante fria (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, NA2-EDTA 10mM,
HEPES 10 mM, pH 7.3) reportada por Vargas-Albores et al. (1993). Cada
muestra de hemolinfa se centrifug6 a 700 x g por 10 min a 4 °C, el plasma y los
hemocitos fueron separados y almacenados a -80 °C hasta su uso.
Posteriormente, los camarones se sacrificaron y se disectaron el musculo, las
branquias y el hepatopancreas. El tejido se congelé en nitrégeno liquido y se
almacen¢ a -20 °C.

6.9.2 Cuantificacion de las Concentraciones de Lactato en Plasma

Se tomaron y analizaron los datos previamente obtenidos de la cuantificacion
de L-lactato en el plasma de los organismos experimentales. Se utiliz6 el kit
comercial L-LACTATE-PAP (Randox, USA) para cuantificacion de lactato
ajustando las instrucciones del fabricante para su evaluacion en microplaca; tal

como lo describe Martinez-Cruz et al. (2012).

6.9.3 Aislamiento, Cuantificacién, Evaluacién de la Integridad vy
Eliminacién del ADNg Contaminante Presente en las Muestras de ARN
total

El ARN total se extrajo de las branquias de los organismos experimentales, se
cuantifico, se evalué su integridad en geles de agarosa y se eliminé el ADNg
contaminante de cada una de las muestras como se describio anteriormente en

los apartados 6.1, 6.2 y 6.3.
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6.9.4 Cuantificacion del ARNm por PCR en tiempo real

La evaluacion de los niveles de ARNm de las UCPs y de las enzimas
antioxidantes catalasa (CAT), tiorredoxina (TRX), glutation-peroxidasa (GPX) y
superéxido dismutasa de manganeso (MnSOD), se llevo a cabo por gRT-PCR
en tiempo real utilizando el equipo StepOne (Applied Biosystems ®, USA). Se
utilizé el gen de la proteina ribosomal L8 (DQ316258.1) como control interno.

Se utilizaron sondas TagMan ® especificas (Tabla 2) disefiadas para cada uno
de los genes (Applied Biosystems ®, USA). La cuantificacion del ARNm se llevé
a cabo por triplicado para cada muestra utilizando una mezcla OneStep Brilliant
Il QRT-PCR Master Mix Kit (Agilent, USA). Cada reaccion incluyé 10 pL de la
mezcla 2X OneStep, 1 pL de sonda TagMan ® (20X), 0.8 pL de enzima
RT/RNase block enzyme mixture, 150 ng de ARN libre de ADNg y agua libre de
pirdgenos hasta alcanzar un volumen final de 20 pyL. En la corrida final para
cada gen evaluado se incluyeron controles sin templado (NTCs) para confirmar
la ausencia de contaminacion. Las condiciones de amplificacion fueron: 50°C
por 30 min, 95 °C por 15 min, seguido por 45 ciclos a 95°C por 15 seg y 60°C
por 1 min; la fluorescencia fue tomada a los 60 °C después de cada ciclo de

amplificacion.

Tabla 2. Caracteristicas de las sondas TagMan utilizadas en la evaluacion de la
expresion génica de LvUCP4, LvUCP5, CAT, TRX, GPX, MNSOD y L8 en las
branquias del camarén.

Oligonucledtido Oligonucledtido Secuencia de la sonda

Gen (5-3")

Sentido (5-3") Antisentido (5-3")

UCP4 CCGAAGGTCTATGTGGCATTAAGAA CAACAAGATTATAAGCTGCACTTCACTT  ATGCTACCAGGTTTCC

UCP5 AGGGCATTGTATTTCGGTATTGCT GGAGTAATAAATGCCAAACTTGATGGT CCGTCAGGCAACATA

CAT ACATGGTGCCGGGTATTGAG AGAAAAGAGGCGACCTTGCA TTCCCCTGACAAAATG
TRX GTGGATGTGGATGAATGTGAAGAC CAAGCTTCTGGCCATTCTTCATG ATTGCCCAAGATAACC
GPX TGCATCATTTGGACACCTGTCT GCCGATGAGGAATTTCTCGAAGTT CCGCTCTGACATTGC
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MNSOD AACATGGCTCCCGATGCT CGTCAATGGCTTGTGCAACAG CCTTGCGGCTCGCCAC

L8 ATTTGCAACCTTGAGGAGAAGACT TGGGCAATGACCTGAGCATAATT ATCCACGGGCAATACG

* Las sondas TagMan ® fueron marcadas con FAM, como fluoréforo reportero y NFQ

COmo opacante.

Para determinar los cambios en la expresién génica se utilizd el método del 2°
(BACY (Livak y Schmittgen, 2001) y la eficiencia de amplificacién del PCR.
Brevemente, el calculo de este método esta basado en el valor del C; (ciclo en
el que la fluorescencia sobrepasa la fluorescencia basal) de cada muestra
durante la amplificacién y la férmula general consiste en:
9~(BACT) _ - ((CaGenx - CqL8) X mglL - (CqGenx - CqL8) 6 mg/L) 1)

En donde C,Genx es el promedio del C; de la subunidad evaluada, C4L8 es el
promedio del C; del gen constitutivo L8, X mg/L es la condicion experimental

(durante hipoxia) y 6 mg/L es la normoxia (controles).

Los resultados se expresaron como el cambio en la expresién génica de la
subunidad evaluada normalizada con respecto a la expresion del gen L8 como
control interno y relativa a la condicion de normoxia (6 mg/L OD). Previo a la
corrida final, fue necesario evaluar la eficiencia de la amplificacion (E) a través
de la construccion de una curva estandar que tuvo como templado una dilucién
serial 1:5 del ARN total. Las eficiencias fueron determinadas para cada gen
siguiendo la férmula:
E=10 (—1/pendiente)_1 (2)

debido a que en la evaluacién por del 225C tiene como requisito que las
pendientes y las eficiencias de amplificacion deben ser similares (Livak y
Schmittgen, 2001).
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6.10 Analisis Estadistico

Los datos de Ct fueron analizados para determinar la normalidad y
homocedasticidad de la muestra. Para buscar significancia entre los datos se
usé analisis de varianza (ANOVA) de una via y las diferencias entre
tratamientos fue por medio de pruebas de comparaciéon multiple de medias de
Tukey-Kramer, con un nivel de confianza del 95% (p = 0.05) usando el software
NCSS 2007.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de las Secuencias Nucleotidicas y Deducidas de
Aminoacidos de las Proteinas Desacoplantes LvUCP4 y LVUCPS5 del

Camaroén Blanco L. vannamei

Se identificaron en el transcriptoma del camardn blanco L. vannamei (Ghaffari
et al.,, 2014) dos transcritos que codifican para dos proteinas desacoplantes
putativas. Estas proteinas fueron denominadas como LvUCP4 y LVvUCPS5, de
acuerdo a los porcentajes de identidad con respecto a las proteinas de otros

organismos ya reportadas en el GenBank.

7.1.1 La UCP4 del Camardn

La secuencia de LvUCP4 consta de 1809 pb, con un coddn de inicio ATG
localizado en la posicion 1, el codon de término TAG que se encuentra en la
posicién 957, y una regién 3’ UTR (untranslated region, por sus siglas en inglés)
de 850 pb, la cual incluye la sefial de poliadenilacién en la posiciébn 1763 y la
cola poliA en la 1780. La region codificante tiene una longitud de 959 pb y
codifica a una proteina deducida de 318 residuos, con un peso molecular

calculado de 35.349 kDa y un punto isoeléctrico (pl) de 9.65 (Figura 4).
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-5 CGGGGGTGGTGGCTCAGCGAGGGGTTATCCCGCCCCCAAAGCACTACGCAGATTCA

1 M V VA QRGV I PP PZKTUHYATDS
55 GCCTGGTTCAAGTATATTTTGTCGTGCTGTGCTGCAACCACAGCGGAGCTAGT CACATAT
19 AW FKyY ILSCGC®ARATTAETLTVTY
115 CCACTGGACTTGGCCARAACTCGACTCCAGATCCAGGGGGARARAGGACTCAACAGCAAT
39 P L DLAXKTRILOTIOQGETZ KT GTLNSN
175 GGCTTGCAACCTTACAGAGGCTTGGCAGGGACCGGTGTTGGAATTATACGAGAAGAGGGA
59 G LOQPYRGLAGTGVGTITITZRETESG
235 GCACTAAAGTTATGGCAAGGTATTACTCCAGCTGTATATAGGCATTTAATATATTCTGGC
79 AL XKLWOQGTITZP?PAV YRUHETLTITYSG
295 ACACGTATGGTCCTTTATGAGAAGGTACGAGATCACCTCTTTACAACACGGCCTGATGGC
99 T R M VL YEKJVRDEHTLTFTTTRTPDG
355 ACAAGGCCAGTCTGGCAGGCCATTGTGGGAGGTATTT TAGTGGGAGGAATTGCACAATTC
119 T R P VWOQAIVGGTITULVGGTIAGQTF
415 CTGGCCTCCCCTGCTGACCTGGTCARAGTGCAGATGCAGATGGAGGGACGAAGAAGGCTG
139 L A s PADILVYV KV OMOQMETGTRTZ RT RL
475 GRAGGCAAACCCCCACGAGTTCACTCAGCTGGGGAAGCCTTCATCAAGATCTATCAAGCA
159 E G K P PRV HSAGEH AZTFTIZKTITY QA
535 GGTGGAATGCGTGGGCTGTGGAAAGGTTGTATGCCARATGTCTATCGGTCAGCACTAGTC
179 G GMRGILTWZEKGT CMEPNV YRS ALYV
595 AACCTCGGTGATCTGACCACCTACGACTCAGTCAAGAGATACTTTGTGAACAGTTGGGGG
199 N L GDULTTVYDSVXKZRYTFUVDNS WG
655 TTGCCCGATACATATTGGACCCATGCTTTGTCAAGTACCTTATCTGGCCTGGTGTCGGCC
219 L PDTYWTUHALSSTTLSGTLV s A
715 GTCTTGGGCTGCCCTGCCGACGTAGT TAAGGCCAGGATAATGAACCAGCCAACTGACAGT
239 VvV LGCPADVVKARTIMNG©OQTPTTDS
775 AAGTCCAGGGGTCTTTTATATCGAAATTCAGCGGACTGCTTCTTGAAGACAGTCCGTAAT
259 K S R GLLYRNSA ZADTGCTFTLTZ KTV RN
835 GAAGGATTCTGGGCACTGTACAAGGGCTTTGTCCCCTGCTGGCTGCGCATGGGTCCTTGG
279 E GF WATLYZE KGTFV PCWILRMGTP W
895 TCCCTCACCTTCTGGATCACCTACGAACAGATACGAAATGCTTGCGGCACATCAGCATTC
299 S LT F W ITYET QTIRUNA ATCGTSATF
955 [TAGAATCACGACTGTTATTACCCACTGTTTTTTTTACTCTTTTACCATATGCAAAGGAAG
319 *

1015 CACCTTTGAAGTGAGAAGTCTGAATCTTCTTCGACCCGTTGAATCCTCACCTTAAAGAAA
1075 AAATACTATAATATATAGAACAAAAAAGAAAAACAATTGACGGGAAACCATATTTACAAT
1135 AAAAAAGACAGAAAAGAAAAAAGAGGACAATTATTTTTGTATAAAACATGTATCTCTTAT
1195 TTCTATGATATAACATTTTTTTTTGAATACCCTAACTGTTTATTACATTAATATTCCAAC
1255 ACAAATTTTAGAATCCGTTTCTTACTAAGGGTGTACCATGGAAATGAAAATCTCATTCCT
1315 ACCAAAATCAACGTTTTAGGGTGAACGTCATTCTCTTTCTCTACTCGTCTAGTGAGTTAA
1375 GTGTTGACACCTTGCCTTCTTCCAATGATACAGGCCCGTGAAGTTGATCTCCGCACCTGG
1435 CCATGGGAAAAAGAACGTCATGGCCTGATCTGTTCTTCTACAGGGATGCTGAAGAGCAAG
1495 AGAAGGAGGAAGCTGCCAAGGCCGAGGCTGCCAAGGCTGAGGCTGAGGCTGCCAAGGTAG
1555 AGACCCCTGCTGCCGAGAACTGGGGCGCTGATGTGAATGATCCCGATGCCGTAGCTGCTG
1615 CTGCCGGTGCTGGGACTGCTGCCCCTGTGGCTCCTGCGCTACCGGGACTGCTGCCCCTGT
1675 GGCTGCTGCTGCTACTGCTGCTGCTGTTGCACCAGCAGCTACTGTTGATGACTGGGGTCA
1735 GACTGGTGATGATTGGGCTGCTGCACCAGTTACTGGAACTGGTGATGACTGGGGAGGGCA
1735 GCTGATGGACCCAACTGGTAAACAGAAATAAATGATAGCTGCTGTAAAAAAAAAAAAAAA
1795 AAAAAAAAAAAAAA

Figura 4. Secuencia de ADNc y deducida de aminoacidos de UCP4 del camardn
blanco L. vannamei. Los codones de inicio y término se encuentran enmarcados; la
sefial de poliadenilacion y la cola poli A se encuentran doblemente subrayadas; las
firmas caracteristicas de la familia de los acarreadores mitocondriales estan
sombreados en gris (Jezek, 2002).
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La secuencia deducida de aminoacidos comparte identidad con la UCP4 de
otros invertebrados como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (44%
isoforma 4A, GenBank con el nimero de acceso:_NP_573246.1; 53% isoforma
4B, NP_608977.1; y el 39% isoforma 4C, NP_608976.1), el mosquito del sur
Culex quinquefasciatus (46%, XP_001870223.1), el piojo Pediculus humanus

corporis (52%, XP_002429177.1), el pulgon del guisante Acyrthosiphon pisum
(55%, XP_001944640.1),
AC0O11693.1), el nematodo Caenorhabditis elegans (43%, CCD68613.1).
Ademas, comparte identidad con los homélogos UCP4 de vertebrados como el
ratbn Mus musculus (54%, NP_082987.1), el bovino Bos taurus (54%,
NP_001193123.1) y el humano Homo sapiens (54% isoforma 1, NP_004268.3,
y el 50% isoforma 2, NP_001190980.1). La Figura 5 muestra el alineamiento de

la pulga del mar Caligus rogercresseyi (52%,

UCP4 de diferentes especies.

10

L. vannamei =  —-m—mmm—mmmmmm——m o MVVAQRGVIPPPKHYADSAWFKYILSCCAATTAE
S. purpuratus = = 0 @6—mo oo MVNPDSFFFKYGLSACAATVAE
M. musculus 0 @—omm— oo MPIAEEEKLLPLTQRWPRTSKFLLSGCAATVAE
R. norvergicus = = = —o-—m——o——————————————— oo MPFPEEESLQPLTQRWPRTSKFLLSGCAATVAE
B. taurus 0 @ —omm oo oo oo MSTPDDAERLSPLAQRWPRACKFLLSGCAATVAE
H. sapiens isoforma 1 -—-—-———————————————————————— MSVPEEEERLLPLTQRWPRASKFLLSGCAATVAE
C. rogercresseyl =  ——————mmmm——m MASDSEFSIPTKYLMSIAAASVAE
T. castaneum = —-—-————————————-— MCQSDNKLVAGEFLVKMPQIPPPKEHKYVDSLWCMYMVSVVGAWNAE
P. humanus corporis  —-—----- MPSAVPPSLLSSN-—-=-—=-=——--—- SDSQEFFNKRLDYS-KLIATYIMSVLAASIAE
A. pisum 000 —mm—mmm—mm—————————————— MVETQVVSIKDKAPGTKVYNYADSFWCTYIVSVAAASVAE
D. melanogaster ---MAAKTDESSPAV-ASSTSSN----PAPSSGRHQLRPVKEFDYADSFACTYIVSVVAASIAE
A. aegypti MRTTGKIAEKPDPEVVGSSSSSTPAAATMQQSTRTEMRPVKYHYADSFWCTYLISVFAASIAE

.k * * %

1° 2°

L. vannamei LVTY|;LDLAKTRLQIQGEKGLNS--—~-- NGLQPYRGLAGTGVGIIREEGALKLWQGITPAVYL
S. purpuratus TVTYJELDITKTRLOQIQGEVAAAKHY-RTAEAIPYRGMVRTALGIVQEEGLLKLWQGVTPAIYR
M. musculus LATF)ELDLTKTRLOMQGEAALARLGDGAVDSAPYRGMVRTALGIVQEEGFLKLWQGVTPATIY|R
R. norvergicus LATFELDLTKTRLOMOGEAALAKLGDGAMESAPYRGMMRTALGIVQEEGFLKLWQGVTPAIYR
B. taurus LATFELDLTKTRLOIQGEAALARLGDGATESAPYRGMVRTALGIVQEEGFLKLWQGVTPAIYR
H. sapiens isoforma 1 LATFELDLTKTRLOMQGEAALARLGDGARESAPYRGMVRTALGIIEEEGFLKLWQGVTPAIY|S
C. rogercresseyi LVTYJELDLTKTRLOQLQGEMALGSQ----— GOARYQGMMSTALGVVKEEGIFMLWRGMSPALLJS
T. castaneum LVTYJELDLAKTRLOQIQGEVANTKD--ASMVKAPYRGLFRTAVGIVSEEGFLKLWQGAYAALY|X
P. humanus corporis IVTY)ELDLTKTRLQIQGERAGHFG———--— KNVVRRGMLHTAIGIVHEEGLLKLWNGITPALYIS
A. pisum ILTY)§LDLTKTRLQIQGEVATS————-— SKPTQYRGMLKTAIGIVNEEGALKLWQGVTPALYIS
D. melanogaster LATY)SLDLTKTRLOIQGEGAAHSA---GKSNMQYRGMVATAFGIAREEGALKLWQGVTPALY|R
A. aegypti TVTYJSLDLTKTRLOIQGEATAVTG---AIKKLKYRGMLATASGIIREEGALKLWQGVTPALY|Y
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias de la UCP4 en diversas especies.
Residuos con alta identidad (*), residuos con alta similitud (:) y los residuos con baja similitud (.).
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* * ::* :*:*‘: ****:*:*:*** . .. *:*: * **‘ T **:
4°
WALYKGFVPCWLEMGPWSLTFWITYEQIRNACGTSAF

WSLYKGFLPIWARMAPWSLTFWISYEEIRKLAGTASFE
LSLYKGFLPSWLRMTPWSMVEFWLTYEKIREMSGVSPF
LSLYKGFLPSWLRMTPWSMVEFWLTYEKIRQLSGVSPF
LSLYKGFLPSWLISMTPWSLVFWLTYEKIREMSGVSPF
MSLYKGFLPSWLIRMTPWSMVEFWLTYEKIREMSGVSPF
FALYKGFLPCWLRMAPWSLTFWLSFEQIRSSFGAKSW
GALYKGFLPIWLRMAPWSLTFWLSYEEVLRLLGAEQF
LATYKGFLPIWIBMAPWSLTFWLSFEQIRHTMGVRAF
FALYKGFLPVWIRMAPWSLTFWMSFEQIRHMLGATGFEF
VALYKGFLPCWIBMAPWSLTFWLSFEQIRKMIGASGY
FALYKGFLPVWIRMAPWSLTFWLSFEQIRTSLGAGGY
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ek Kk .

155
147
159
159
160
160
143
170
165
160
177
184

218
237
222
222
223
223
206
233
228
223
240
247

281
300
285
285
286
286
269
296
291
286
303
310

318
337
322
322
323
323
306
333
328
323
340
347

Las regiones marcadas en la parte superior con (___) indican el segmento citosélico, (___)
indican el segmento transmembranal, (__) indican el segmento de la matriz y (___) indican las
hélices transmembranales (Jezek y Urbankova, 2000). Sombreados en gris claro estan los

residuos prolina y en gris se muestran los residuos cargados negativamente conservados en

UCP4, en negro los residuos que conforman el sitio de union de los nucleétidos de purina.
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7.1.2 La UCP5 del Camaroén

La secuencia parcial de LvUCP5 consta de 1548 pb, con un codon de inicio
ATG localizado en la posicion 1, un codon de término TAG localizado en la
posicion 907, y un 3’ UTR parcial de 634 pb. Esta region codifica para una
proteina deducida de 302 residuos de longitud con un peso molecular calculado
de 33.177 kDa y pl de 9.58 (Figura 6).

La secuencia de aminoacidos deducida de LvUCP5 del camar6n muestra
identidad con las secuencias de las proteinas UCP5 de los insectos como la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster (54% isoformas 5a y 5b,

NP_729738.1 y NP _648501.1, respectivamente), el insecto chupa sangre

Rhodnius prolixus (57%, Alvares-Bezerra et al., 2014), la abeja Apis mellifera
(51%, XP_397152.2), la avispa Nasonia vitripennis (54%, XP_001606647.1), la
chinche Cimex lectularius (57%, XP_014251704.1), el escarabajo del pino
Dendroctonus ponderosae (55%, AEE63135.1), el ostibn americano
Crassostrea virginica (54%, ACQ57806.1) y el ostion japonés Crassostrea gigas
(54%, XP_011435266.1). También con los homdélogos de UCP5 de vertebrados
como del bovino Bos taurus (46%, NP_001039610.1), la rata Rattus norvegicus
(46%, NP_445953.1), y el humano Homo sapiens (45% isoformas 1 y 2,
NP _001269124.1 y NP _001269125.1, respectivamente; 41% isoforma 3,
NP _001269126.1 y 51% isoforma 4, NP_001269127.1) (Figura 7).
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-5 gtgtaGGACTGAGCGATTGGCGCCCTTTTGTATACGGGGGCGTGTCTGCCTGCATA

1 M G L §S D W R P F V Y G G V S A C I
55 GCAGAGTTTGGGACGTTTCCCATCGACACCACCAAGACTCGGCTGCAGATCCAAGGAGCC
19 A E F G T ¥ P I D T T K T R L Q I QO G A
115 CGCAGCGATGGGGGCCAGATCGTTGCCAAGCGATACAAGGGCATGATCCATGCTCTTCTC

39 R s D 6 G ¢ I vV A K R Y K G M I H A L L
175 AAGATATCGAGTGAGGAAGGTGTCAGGGCATTGTATTTCGGTATTGCTCCAGCTGTCCTC

59 K 1 s s E E GV R A L Y F G I A P A V L
235 CGTCAGGCAACATATGGAACCATCAAGTTTGGCATTTATTACTCCCTGAAACAGATGCTG

79 R 9 A T Y G T I K F G I Y Y S L K Q M L
295 ACAAAAAATCCCAATGAAGAGAGATTGGGCATCAACGTTTTTTGTGCAGTCACTGCAGGT

99 T K N P N E E R L G I N V F C A V T A G
355 GTGGTGTCAAGTGCTATGGCCAACCCCACTGACGTCCTGAAAGTCAGGTTACAGAGTGGG
119 v v S S A M A NP T D V L K V R L QO S G
415 CGTTCCGACTTCAAGGAGAAGTCTCTCCTTCAGGCATTTATTAGTATATATAACCAGGAG
139 R s D F K E K S L L Q A F I S I Y N Q E
475 GGAATACAGGGCCTATGGAGAGGAGTTTGCCCAACGGCGCAAAGAGCAGGGGTCATCGTA
159 G I 9 G L W R G V C P T A Q R A G V I V
535 GGAGTAGAGCTGCCAATTTACGACATGTGCAAACACTATTTCATCAAGATGAACTTGCTG
179 G v E L p I ¥ DM C K H Y F I K M N L L
595 CCAGATAATTCTACAAACCACTTCTTGTCGAGCTTCATATCTAGCCTGGGGGGTGCAGTT
199 P D N S T N H F L S Ss F I s S L G G A V
655 GCATCAACGCCTCTGGATGTTGTGAGGACACGCCTGATGAACCAAAGAAAACTTAAAGCT
219 A s T P L DV V R T R L M N Q R K L K A
715 CCAGCTGCAGTAAGTGGCAATGGTGCTGTTTGTACATCCCCAGTGTATGCTAGCACTGCA
239 P A AV S G N GA V C T S P V Y A S T A
775 GACTGTTTCATACAGACTGTTAAGGCTGAGGGACCCTTGGCTCTCTATAAGGGCTTTATC
259 pD ¢ ¥ I Q9 T VvV K A E G P L A L Y K G F I
835 CCTACATGGCTGAGACTTGGCCCATGGAACATCATCTTCTTTGTCACCTTCGAGCAACTC
279 P T W L R L G P W N I I F F V T F E Q L
895 AAGAAGTTTTAT[TAGgttgtgtagcaactccattggacccatgtgaagctcaagacatcet
299 K K F Y *

955 aatgaagttcctgttaccttccgaaggtctatgtggcattaagaagatctaatgggaaac

1015 ctggtagcattaaagtgaagtgcagcttataatcttgttgtgatctatgtcatagatgga
1075 gttcatggttcaaaaccatttcatgaactaaagagcatttcctggaatttcatgtctgat
1135 gacttgcatttgttcacctacagagttgtccacttgatgaaagcaatggacaaa

Figura 6. Secuencia de ADNc y deducida de aminoacidos de UCP5 del camardn
blanco L. vannamei. Los codones de inicio y término se encuentran enmarcados y las
firmas caracteristicas de la familia de los acarreadores mitocondriales estan
sombreados en gris (Jezek, 2002).

44



vannamei
melanogaster
capitata
dorsalis
halys
prolixus
lectularius
norvegicus
taurus
sapiens isoforma 1
virginica
gigas

vannamei
melanogaster
capitata
dorsalis
halys
prolixus
lectularius
norvegicus
taurus
sapiens isoforma 1
virginica
gigas

vannamei
melanogaster
capitata
dorsalis
halys
prolixus
lectularius
norvegicus
taurus
sapiens isoforma 1
virginica
gigas

vannamei
melanogaster
capitata
dorsalis
halys
prolixus
lectularius
norvegicus
taurus
sapiens isoforma 1
virginica
gigas

o

————————————————————————————————————————— MGLSDWRPFVYGGVSACIA
———————————————————————————————————————— MGEVKDWRPFVYGGVASITA
———————————————————————————————————————— MSDVKDWRPFIYGGLASITA
---MQGVGTAT--TDFTQPQPHHLOQQOLOTOTRRKQQVPMNNVNDWRPEVYGGLASITA
————————————————————————————————————————— MGERDWRPFVYGGLASCIA
————————————————————————————————————————— MGERDWRPFVYGGLASCTA
————————————————————————————————————————— MGERDWRPFVYGGLASCTA
MGIFPGIILIFLRVKFATA-————- AVIVSGHQOKSSALSHEMSGLNWKPFVYGGLASIVA
MGIFPGIILIFLRVKFATA-————- AVIVSGHQKSATVSHEMSGLNWKPFVYGGLASIVA
MGIFPGIILIFLRVKFATA-————- AVIVSGHQOKSTTVSHEMSGLNWKPFVYGGLASIVA
——————————————————————————————————————————— MNDWRPFIYGGIASVAA
——————————————————————————————————————————— MNDWRPFIYGGIASVAA

ek e kk o kkk o oo *
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EFGTF);IDTTKTRLQIQGARSDGGQIVAKRYKGMIHALLKISSEEGVRALYFGIAPAVLA
EFGTEJFIDTTKTRLOIQGOKIDQS-FSQLRYRGMTDAFVKISREEGLRALYSGIWPAVLA
EFGTEJIDTTKTRLOIQGOKIDQT-FSQLRYRGMTDAFVKISQEEGLRALYSGIWPAVLIN
EFGTEJIDTTKTRLOIQGOKIDQT-FSQLRYRGMTDAFIKISQEEGLRALYSGIWPAVLIN
ELGTEJFIDTTKTRLOQVQGOKFDKK-CASLKYRGMTDALLKISKQEGFIALYSGISPAVLA
EFGTE)FIDTTKTRLOQVQGOKIDSH-YAHLKYRGMTDAFLKISKQEGFSALYSGIWPAVLA
EFGTEJFIDTTKTRLOVQGQIIDRS-CTRLRYRGMTDAILKISKQEGFKAFYYGIWPAVLIN
EFGTEJEVDLTKTRLOQVQGQSIDVR-FKEIKYRGMFHALFRIYREEGILALYSGIAPALLIN
EFGTEJ)FVDLTKTRLOQVQGQSIDVR-FKEIKYRGMFHALFRIYKEEGVLALYSGIAPALLR
EFGTE)FVDLTKTRLOQVQGQSIDAR-FKEIKYRGMFHALFRICKEEGVLALYSGIAPALLR
ESGTEJSIDTTKTRLOVQGQTIDVR-LKEIKYRGMVHALKRIYAEEGVRALYSGLVPALLIN
ESGTEJEIDTTKTRLOVQGQTIDAR-LKEIKYRGMIHALKRIYAEEGIRALYSGLVPALLIY

* kkkk ek kkkkkk o kk * o koo kK * . .k . kK * ek ke kkoekk
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OATYGTIKFGTYYTLKKYANNYGLLVDHETGSERVWANILCAATAGAVSSAIAN|ETDVLK
OATYGTIKFGTYYTLKKYAHNYGLLVDHETGAERVWANILCAATAGAVSSAIANJETDVLK
OATYGTIKFGSYYSLKDFLE-—-—-—————— NGEESVSTNICCAVVAGMVSSAIANETDVLK
QOATYGTIKFGTYYTLKDIFV-=-=-———-— KNEEDNVGVNICCAVIAGMVSSAIANETDVIK
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QASYGTIKIGIYQSLKRLFVE-—————— RLEDETLLINMICGVVSGVISSTIANETDVLK
QASYGTIKIGIYQSLKRLFVE-—————— RLEDETLLINMICGVVSGVISSATIANETDVLK
QOASYGTIKIGIYQSLKRLEVE-—-———--— RLEDETLLINMICGVVSGVISSTIANJETDVLK
QSAYGTIKIGVYYSLKGEFYVR-—-———--— NPEDETLPINVEFCGVVAGVVGSVVSN|ETDVLK

QSAYGTIKIGVYYSLKGIIVP-—-————— NPDDETLPINVFCGVVAGVVGSVISNETDVLK
Ko kkkkKk ok Kk o k% P Ko kL ek sk sakkkkkak
20 40 3°

VRLQSGRSDFKEKSLLQAFISIYNQEGIQGLWRGVCPTAQIAGVIVGVELPIYDMCKHYF
VRMQVHGKGQH-KGLLGCFGEIYKYEGVRGLWRGVGPTAQRMAVVIASVELPVYDFCKLQL
VRMQVHGKSAHQHGLIGSFLEIYRFEGVRGLWRGVGPTAQRAVVIASVELPVYDFCKMQL
VRMQVHGKAAHQHGLLGSFLEIYRYEGVRGLWRGVGPTAQRAVVIASVELPVYDFCKMQL
VRMQVLGMD-NRLGLFACFKDIYNLEGLSGLWRGVGPTSQRAAVIAAVELPIYDFCKHCL
VRMQVLGVH-NHRSLIACFQDVYKNEGISGLWRGVGPTSQRAAVIAAVELPVYDSCKHYL
VRMQVLGGSYEKRGLFACFKEVYRNEGIGGLWRGVGPTSORAAVIAAVELPVYDFCKHQL
IRMQAQGSLEF-QGSMIGSFIDIYQQEGTRGLWRGVVPTAQRAATIVVGVELPVYDITKKHL
IRMOAQGSLF-QGSMIGSFIDIYQQEGTRGLWRGVVPTAQRAAIVVGVELPVYDITKKHL
IRMOAQGSLF-QGSMIGSFIDIYQQEGTRGLWRGVVPTAQRAAIVVGVELPVYDITKKHL
VRMQAQRENGGRETFSQAFIKIYKQEGVSGLWRGVSPTAQRAATVAGVILPAYDICKEFQL
VRMQAQKENGGRETFTQAFVKIYKQEGVPGLWRGVSPTAQRAATVAGVILPAYDICKFQL

ok ek . * .k * * K*hkkkkk Kk kKK * kK k%K * .
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138
139
174
129
130
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165
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192
197
199
234
188
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224
224
224
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50 3°

L. vannamei IKMNLLPDNSTNHFLSSFISSLGGAVAST|;LDVVRTRLMNQRKLKAPAAVSGNGAVCTSP 252
D. melanogaster —--MNAFGDHVGNHFISSFIASLGSAIAST|EIDVIRTRLMNQRPVSITMN-GVVTAAATPK 254
C. capitata —--MNTFGDHVANHFISSFIASLGSAVAST|EIDVIRTRLMNQRHLTVV---DGVTVTNTQK 254
B. dorsalis --MTAFGDHVANHFVSSFIASLGSAIASTEIDVIRTRLMNQRHLTVV---NGVAVANTQK 289
H. halys --KSKIGDSVSNHFISSFIASLGTAVASTELDVLRTRLMNQRKFIITD-~-—~-~—~ RKSSN 239
R. prolixus —--KDHLGDTVTNHFVSSFIASLGSAIASTIELDVIRTLMNQRKLLSVK-—-——————— TSDK 238
C. lectularius —--MERFGDNITNHFISSFTASIGSAVASTJELDVVRTRLMNQRRLLVG-=-===—==—— GNNK 238
R. norvegicus IVSGMLGDTILTHEFVSSFTCGLAGALASN|EVDVVRTRMMNQRATIV-—==——————~— GHVD 273
B. taurus ILSGLMGDTILTHEFVSSFTCGLAGALASN|EVDVVRTRMMNQRAIV-—==—————~—~— GHVD 273
H. sapiens isoforma 1 ILSGMMGDTILTHFVSSFTCGLAGALASNJEVDVVRTRMMNQRAIV=-==—==———=—— GHVD 273
C. virginica RHNLQLEDSMSTHFMASFMAGLVGAVFESTIZIDVVKTRMMNQKKYKPSVL--KSGGVEAAP 246
C. gigas RHNLHLEDSMSTHFMASFAAGLVGAVFST|HIDVVKTRMMNQKKYKPSLL--KSGGVEAAP 246
HE SEF KR L R X kpkko ok na
60 40
L. vannamei VYASTADCFIQTVKAEGPLALYKGFIPTWLRLGPWNIIFFVTFEQLKKFY- 302
D. melanogaster LYSGSLDCAVQTIRNEGLPALYKGFIPTWVRMGPWNITIFFITYEQLKKY-- 303
C. capitata LYKGSFDCAVQTVRNEGLLALYKGFIPTWVIRMGPWNIIFFITYEQLKKL-— 303
B. dorsalis LYKGSFDCAVQTVRNEGILALYKGFIPTWVIRMGPWNIIFFITYEQLKKL-— 338
H. halys IYKGTLDCLIQTVKNEGIMALYKGFIPTWIRMGPWNIIFFITFEQFKKIF- 289
R. prolixus IYTGSIDCLLQTVKNEGFLALYKGFVPTWVIRMGPWNIIFFITYEQLKKEFY- 288
C. lectularius IYTGSIDCLIQTVRHEGFLALYKGEFTPTW GPWNIIFFITYEQLKKFEY- 288
R. norvegicus LYKGTLDGILKMWKHEGFFALYKGFWPNWLINLGPWNIIFFITYEQLKRLQT 333
B. taurus LYKGTLDGILKMWKHEGFFALYKGFWPNWLINLGPWNITFFITYEQLKRLQT 333
H. sapiens isoforma 1 LYKGTVDGILKMWKHEGFFALYKGFWPNWLINLGPWNITFFITYEQLKRLQTI 333
C. virginica IYKSSLDCLIRTVKTEGPCALYKGFCPTWVIRLGPWNIIFFMMYEQLKKVY - 305
C. gigas IYKSSIDCLIQTVKSEGPRALYKGFCPTWVIRLGPWNIIFFMMYEQLKKVY - 305

.k . K .. . kK khkkkkk Kk kekekkkkkkkk o ek ke k.

Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias de la UCP5 en diversas especies.
Los residuos con identidad alta se encuentran marcados con (*), los que presentan
similitud alta con (:) y los residuos con similitud débil (.). Los residuos subrayados con
(___) son el segmento citosélico, (___) el segmento transmembranal, (___) son el
segmento de la matriz y (___) la hélice transmembrana (Jezek y Urbankova, 2000).
Sombreados en gris claro estan los residuos prolina y en gris se muestran los residuos
cargados negativamente conservados en UCP4, en negro los residuos que conforman
el sitio de union de los nucleétidos de purina.

En este estudio, el andlisis de las secuencias primarias de aminoacidos muestra
que LvUCP4 y LVUCPS5 conservan los residuos cargados negativamente Glu34
(en UCP4) y Glu20 (en UCP5) situados en la hélice transmembranal 1 (TMH1),
los cudales podrian estar implicados en la unién de los protones en las UCPs
(Echtay et al.,, 2000). De manera adicional, tanto LvUCP4 como LvUCP5
conservan los 3 residuos de prolina en las hélices de numero impar (TMH1, -3y
-5) y los 3 residuos de arginina en las hélices de numero par (TMH2, -4 y -6)
gue se ha propuesto son esenciales para la union de nucleétidos de purina

(Figuras 5 y 7). Basados en lo anterior, se sugiere que las dos proteinas
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deducidas identificadas en el camardon con alta homologia a otras UCPs, son
proteinas putativas desacoplantes UCP4 y UCP5, que podrian exhibir la
capacidad de transportar protones a través de la MIM y ser sensibles a
nucleotidos de purina (Echtay et al., 2000; Hoang et al., 2012).

7.2 Modelacién in silico de las UCPs de L. vannamei

De acuerdo a los andlisis realizados, ambas secuencias de aminoacidos del
camaron LvUCP4 y LVUCP5, incluyen las firmas PXD/ExxXK/RxK/R (donde x es
cualguier aminoacido), las cuales son motivos comunes en la estructura de la
familia de acarreadores de soluto mitocondrial (Jezek, 2002). Estos motivos se
encuentran en 3 regiones repetidas, en LvUCP4 fueron ubicados en las
posiciones 39-47, 142-150 y 243-251. Mismas que incluyen una sustitucion en
la segunda firma conservada en las secuencias de UCP4, encontrandose un
residuo Glul149, que es un aminoacido polar sin carga, en lugar de una Arg que
es un aminoacido de carga positiva. De acuerdo con Krauss et al., (2005) la
carga conferida por la arginina puede formar puentes de sal que podrian
fortalecer la conformacion cerrada de la hélice. En el caso de la secuencia
LVUCPS las firmas se ubicaron en las posiciones 25-33, 127-135 y 222-230

siendo regiones conservadas en su totalidad.

La conformacién global de LvUCP4 y LVUCP5 se asemeja a la proteina UCP2
de raton (Mus musculus), el Unico estudio reportado sobre la estructura de las
UCPs (Berardi et al., 2011). A pesar de que las proteinas deducidas del
camardén Unicamente comparten un 36% de identidad con la secuencia de
aminoacidos de UCP2, el modelo predictivo que se construyé permite observar
gue las estructuras secundarias de LvUCP4 y LVUCP5 (Figura 8A y 9A) tienen
una estructura tripartita. Esta estructura consta de 3 regiones hidrofobicas
conformadas por dos hélices a cada una, que se extienden a través de la MIM

atravesandola 6 veces, asi cada hélice transmembranal ha sido denominada
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como TMH1-6. Las 2 hélices adjuntas que forman cada regidn repetida estan
conectadas por una hélice anfipatica (APH) orientada hacia la matriz (Figuras
8B y 9B). Los extremos N- (marcados en azul oscuro) y C-terminales (marcados
en rojo) de estas proteinas se encuentran en el espacio intermembranal (Figura
8Ay 9A).
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Figura 8. Modelo estructural predictivo de la LvUCP4. A) Estructura secundaria
B) Vista del canal desde la matriz con estructura secundaria y la representacion
de la superficie. C) Posiciones de los residuos de prolina conservados en las
torceduras de las TMH1, TMH2 y TMH3 D) Vista desde el espacio intermembranal
de los residuos conservados de arginina. E) Vista desde la matriz mitocondrial y
distribucion espacial de las cargas de los residuos en LVUCP4, las cargas
positivas marcadas en azul, los residuos de carga negativa marcados en rojo y los
residuos de carga neutra en blanco, vista desde la matriz
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Membrana Interna
Mitocondrial

Figura 9. Modelo estructural predictivo de la LVvUCP5. A) Estructura secundaria
B) Vista del canal desde la matriz con estructura secundaria y la representacion
de la superficie. C) Posiciones de los residuos de prolina conservados en las
torceduras de las TMH1, TMH2 y TMH3 D) Vista desde el espacio intermembranal
de los residuos conservados de arginina. E) Vista desde la matriz mitocondrial y
distribucion espacial de las cargas de los residuos en LVUCP5, las cargas
positivas marcadas en azul, los residuos de carga negativa marcados en rojo y los
residuos de carga neutra en blanco, vista desde la matriz
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En ambas proteinas del camardén se identificaron también los residuos de
prolina caracteristicos de los miembros de la familia de los acarreadores de
soluto mitocondrial. En LVUCP4, éstos se localizan en las posiciones Pro39
(TMH1), Prol42 (TMH3) y Pro303 (TMH5) (Figura 8C), mientras que en
LvUCPS5 se localizan en la Pro25 en la TMH1, Pro127 en la TMH3 y Pro222 en
la TMH5 (Figura 9C). Se ha reportado que los residuos de prolina conservados
inducen en las TMH1, TMH3 y TMH5 una torcedura distintiva las cuales

permiten que las hélices sean mas largas (Berardi et al., 2011).

Previos reportes han mostrado que en la UCP1 de humano hay 3 residuos de
arginina, Arg83 (TMH2), Arg182 (TMH4) y Arg276 (TMHG6), que son esenciales
para la union de los nucleotidos de purina como el GDP, ADP, ATP o GTP, los
cuales funcionan como inhibidores ya que revierten el efecto del
desacoplamiento mediante la inhibicion de la fuga de protones inducida
(Yamaguchi et al., 2004; Krauss et al., 2005; Vercesi et al., 2006) . En el
presente estudio fue posible identificar los residuos de arginina en ambas
proteinas desacoplantes del camarén. En la LvUCP4 se ubicaron en las
posiciones Arg92 (TMH2), Arg192 (TMH4) y Arg294 (TMHG6) (Figura 8D) y en
LvVUCP5 en la posicion Arg79 (TMH2), Arg173 (TMH4) y Arg283 (TMH®6) (Figura
aD).

El andlisis estructural de los residuos en el modelo predictivo de las UCPs del
camarén, indican que la distancia promedio entre los residuos de arginina es
>10 A, dicho valor es consistente con lo encontrado por Hoang (2011), quien
reporté que los grupos fosfato del ATP se pueden alinear en el centro del
“pbolsillo de argininas” de la UCP2 de humano. Hoang sugirié que la molécula de
ATP podria interactuar electrostaticamente con los 3 residuos de Arg, por lo que
la union de ATP a la UCP podria ocurrir localmente y no inducir cambios

estructurales drasticos en la proteina.
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De acuerdo al modelo espacial predictivo de LvUCP4 y LVUCP5, se observé
gue el espacio embebido en la MIM tiene una carga neutra hacia el exterior; sin
embargo, existe una alta carga positiva en la cavidad de las UCPs como se
demuestra en las figuras (8E y 9E). Lo anterior va de acuerdo con las siguientes
observaciones: en primer lugar, la MIM contiene una alta cantidad de lipidos
cargados negativamente, que estan en contacto directo con las proteinas. Los
nucleétidos de purina (con cargas -4 o0 -3) se unen a las cargas positivas de la
cavidad de las UCPs inhibiendo la fuga de protones y finalmente, las UCPs
también pueden mediar el transporte de aniones. Por lo tanto, el potencial
electrostético positivo de las UCPs podria participar en la mejora de su actividad
y regulacion (Echtay, 2007; Hoang, 2011).

Al realizar la superposicion estructural de ambas proteinas LvUCP4 y LVUCP5
(Figura 10), se identific6 un giro beta anti-paralelo adicional en LvUCPS5,
ubicado en un lazo de la hélice transmembranal 5 y la hélice anfipatica 3 en el
lado de la proteina localizado en la matriz mitocondrial. Dicho giro consta de 10
residuos (RKLKAPAAVS), mismo que no se encuentra presente en las
secuencias aminoacidicas de UCP5 en los insectos, pero si se encuentra como
una insercion Unica en las UCP5 de varios invertebrados marinos (Figura 11).
Dentro de los aminoacidos que conforman esta insercion, Lys234 es el residuo
conservado, por lo que se propone que este aminoacido de carga positiva es
esencial para la formacién del giro beta anti-paralelo de UCP5. Ademas, se
sugiere que esta insercion podria representar una caracteristica adaptativa de
UCP5 en los organismos acuaticos. Sin embargo, se requiere obtener la
estructura cristalografica de estas UCPs para hacer estudios mas detallados y

probar esta hipoétesis.
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TMH1 THIHS

Figura 10. Alineamiento estructural de LvUCP4 y LvUCP5. Los elementos de
estructura secundaria de las UCPs se muestran en diagrama de listones, con la
proteina UCP4 en verde y UCP5 en cian. En rojo el giro beta anti-paralelo
correspondientes a UCP5.

TMH5

Figura 11. Alineamiento estructural de UCP5 de L. vannamei y diversos
invertebrados marinos. Donde la estructura del camarén se muestra en cian, la del
cangrejo cacerola Limulus polyphemus se muestra en verde, la de la babosa marina
Aplysia californica en amarillo, y las de los ostiones Crassostrea gigas en azul y
Crassostrea virginica en naranja.
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En un andlisis estructural teérico de LvUCP4 y LvUCP5 adicional, usando como
templado la proteina del translocador de nucleétidos de adenina (ANT1) de Bos
taurus (acceso PDB: 10KC; Pebay-Peyroula et al., 2003; datos no mostrados),
se encontraron semejanzas importantes entre ambas proteinas. Lo anterior
apoya la hipétesis de que los miembros de la superfamilia de acarreadores
tienen una estructura muy conservada, y que las pequefias variaciones
detectadas en los pliegues de los lazos y sus cargas determinan la
especificidad de unién al sustrato en el canal de la proteina (Kunji, 2004; Nury
et al., 2006).

Las principales diferencias entre las estructuras de las UCPs de L. vannamei y
la ANT1 de B. taurus estan en la ubicacién de las hélices anfipaticas, pues en la
ANT1 las APHs se pliegan hacia dentro del canal, cercanas a las TMHs con
numeracion impar; mientras que, en las UCPs del camarodn, las hélices
anfipaticas se ubican por fuera del canal, pero cerca de las TMHs con

numeracion impar.

Otra diferencia entre las proteinas de ambas especies es la torcedura conferida
por los residuos conservados de Pro que en las TMHs de la ANT de bovino
cierran el canal interior haciéndolo mas pequefio (Figuras 8A, 8C, 9A y 9C). En
consecuencia, en las UCPs del camaron, el lado del canal hacia la matriz
mitocondrial es mas abierto que en la ANT1 (Pebay-Peyroula et al., 2003;
Berardi et al., 2011). El tamafio de la apertura del canal de estas proteinas
podria sugerir la multifuncionalidad de las mismas, tal como lo indica la
hipétesis de Emre et al. (2007), quienes proponen que las UCPs ancestrales
eran capaces de acarrear varios tipos de moléculas. Sin embargo, la relevancia
funcional de estas diferencias estructurales en los modelos tedricos se podra

demostrar cuando se obtenga la estructura experimental.
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7.3 Relaciones Filogenéticas de las UCPs del Camarén

El analisis filogenético de LvUCP4 y LVUCP5 se realiz6 utilizando un total de
36 secuencias de las proteinas desacoplantes UCP1, UCP2, UCP3, UCP4 y
UCP5 de organismos clasificados en varios grupos taxonémicos. Ademas, se
incluyeron en el analisis 7 secuencias del translocador de nucleétidos de
adenina (ANT). El ANT es miembro de la superfamilia de los acarreadores de
solutos mitocondrial, considerado como un portador primitivo cuyas
caracteristicas y metabolitos transportados esta relacionado con las UCPs y
Se propuso como un ancestro comun a partir del cual las UCPs evolucionaron
(Kuan y Saier, 1993).

Para el andlisis filogenético se incluyeron 9 secuencias diferentes de UCPs de
insectos, 2 de nematodos y 4 de mamiferos. El cladograma resultante mostré
que LVvUCP4 y LVUCP5 se agruparon en diferentes clados, cada uno
correspondiente con sus respectivos homodlogos. La proteina deducida
LvUCP4 y las UCPs de especies de insectos se agrupan en un unico clado,
que estd separado de los clados de mamiferos, nematodos y copépodos
(Figura 12).

Por su parte, la proteina deducida LVvUCP5 también se agrupa con las
proteinas homoélogas de los insectos (Figura 12), mientras que las UCPs
homologas de los vertebrados se encuentran en un clado diferente al igual
que en el caso de las UCP4; enraizando el arbol se observaron las secuencias
proteicas de los ANTs (Figura 12). Estos resultados muestran que los
homologos de UCP de Litopenaeus vannamei comparten porcentajes de
identidad mas altos con las UCPs 4 y 5 de otras especies, gue con otras como
las UCPs 1, 2 y 3, mientras que el grupo filogenético mas relacionado con los

crustaceos son los insectos.
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De acuerdo a los hallazgos de Emre et al. (2007), se sabe que la UCP1 se
origind a partir de una proteina tipo ANT y que a traves de dos rondas de
duplicacién de genes se presentd la evolucién temprana que dié origen a las
UCP3 y UCP2 en los vertebrados (Hanak y Jezek, 2001). Se sabe que
durante la evolucion del linaje de los vertebrados, el aumento de la
complejidad fue acompafiado por la duplicacibn de genes o genomas
tempranos. Lo anterior puede explicar el aumento del numero de homadlogos
de las UCP en mamiferos en comparacion con los insectos y crustaceos(Emre
et al., 2007).

Por otro lado, segun la hipotesis de Sokolova y Sokolov (2005), la divergencia
genética de la familia de las proteinas desacoplantes UCP se produjo muy
temprano en la evolucion, antes de que los protéstomos y los deuteréstomos
divergieran. Esta divergencia genética temprana seria entonces la razon de la
diversidad de funciones celulares que estas proteinas, llevan a cabo,
incluyendo la regulacién fisiolégica de la fuga de protones, la produccién de
EROS mitocondrial y la apoptosis. Por ejemplo, las funciones termogénicas de
la UCP1 probablemente se establecieron mas tarde en la evolucion a traves
de la mejora de las propiedades de desacoplamiento basales compartidos por

estas proteinas (Sokolova y Sokolov, 2005).
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Figura 12. Arbol filogenético de las proteinas desacoplantes mitocondriales.
Construido utilizando el método del vecino mas cercano con la supresion de pares de
secuencias de aminoacidos. Los numeros por arriba/debajo de los nodos indican los
porcentajes de arranque no paramétricos del bootstrap (1000 repeticiones).
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7.4 Expresion de los Transcritos LVUCP4 y LVUCP5 en Diferentes Tejidos
del Camarén Blanco

7.4.1 Integridad y Limpieza del ARN Total

Se realizaron las extracciones de ARN total de varios tejidos y érganos del
camaron incluyendo: pleépodos (PI), branquias (Br), pedunculo ocular (PO),
glandula digestiva (Hp), musculo (M), corazén (Co), cordén nervioso (Cn) e
intestino del camardn blanco (In). La Figura 13 muestra el patron de bandeo de
ARN ribosomal similar en todas las muestras, en donde la presencia de las
subunidades 28S y 18S observadas corrobora la integridad del ARN total
aislado.

CN Co N PO Br Hp M Pl
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Figura 13. Integridad del ARN total aislado de tejidos y 6rganos del camar6n
blanco L. vannamei. Donde (CN) cord6n nervioso, (Co) corazoén, (IN) intestino, (PO)
pedunculo ocular, (Br) branquias, (Hp) glandula digestiva, (M) musculo y (PI)
pledpodos.
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En la Figura 14 se muestran las amplificaciones de tripsina a partir de las
muestras de ARN de los tejidos (PI, Hp, Br, M, PO y Co) que fueron utilizados
como templado en las reacciones de PCR y el control positivo (+) a partir de
ADNg de Hp. En el carril + se observa a la banda que corresponde al producto
de PCR de 166 pb donde se utiliz6 ADN como templado. En los carriles de PI,
Hp, Br, M, PO y Co la ausencia de bandas corrobora que el ARN total est4 libre
de contaminacion con ADNg. Posteriormente, se realiz6 la sintesis de ADNc de
todas las muestras para después amplificar los fragmentos de las proteinas de

interés.

Kb PI Hp Br M PO Co +

12000 pb

5000 pb

1000 pb

400 pb

Figura 14. Eliminacion de ADN gendmico en las muestras de ARN total del
camardon. Donde Kb plus: marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen), (PI) ple6podos, (Hp) glandula digestiva, (Br) branquias, (M) musculo, (PO)
pedunculo ocular, (Co) corazén y (+) control positivo.

7.4.2 Expresion Relativa de LvUCP4 y LvUCP5

Los intentos para determinar las funciones fisiologicas de las distintas UCPs se

han basado en su patron de expresion en diversos tejidos. Debido a los bajos
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niveles de expresiéon (con la excepcion de UCP1l en BAT), la funcion
termogénica de UCP2, UCP3, UCP4 y UCP5 se ha excluido y como funcion
mas relevante se ha propuesto la atenuacién de la produccibn de EROS
mitocondrial (Alan et al., 2009). En este estudio, se encontré que el transcrito de
la LvUCP4 se expresa en todos los tejidos/6rganos analizados del camaron, por
lo cual se determindé que esta proteina es de expresion ubicua; la expresion de
LvUCP4 en la glandula digestiva o hepatopancreas demostré ser mayor que en

el resto de los tejidos.

Por otro lado, se observd que LVUCP5 so6lo se expresa en tres de los tejidos
probados en este estudio, en branquias, musculo y pleépodos siendo las
branquias donde se expresan los niveles mas altos (Figura 15), por lo que se
concluyé que LVUCPS5 cuenta con expresion tejido-especifica como ocurre en
los ratones (Yu et al., 2000) . De acuerdo a estos resultados, el tejido 6ptimo
para realizar la evaluacion de los niveles de los transcritos de las proteinas
desacoplantes y las enzimas antioxidantes del camarén blanco Litopenaeus

vannamei son las branquias.

PI. Hp Br M Po Co Cn In
LyUCP4 we QD WNES SHES S S s s 186 pb

LyUCP5 ' — . 354pb
L8 N N W W 3 S B e 166 pb

Figura 15. Expresion de LvUCP4 y LVUCP5 en diferentes tejidos/6rganos de L.
vannamei. Dénde: (Pl) pledpodos, (Hp) glandula digestiva, (Br) branquias, (M)
musculo, (Co) corazoén, (Cn) corddn nervioso y (In) intestino.

Un comportamiento de la expresion similar se observo en el insecto R. prolixus,
donde el ARNm de RpUCP4 fue altamente expresado en el intestino medio y en

el musculo del vuelo anterior, y en pequefias cantidades en los ovarios. Del
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mismo modo, el intestino de las larvas de D. melanogaster muestra altos niveles
de mRNA de un homologo UCP4 (Alves-Bezerra et al., 2014).

Como se ha mencionado anteriormente, en los mamiferos los transcritos de las
proteinas UCP4 y UCP5 se expresan de manera tejido-especifica;
principalmente en el cerebro, donde su funcion parece ser un sistema de
proteccion para evitar dafios del estrés oxidativo (Ramsden et al., 2012).
Aungue no exista una descripcion detallada de la distribucion regional en el
cerebro humano, se supone gue este sigue el patrén que se presenta en los
roedores. En el ratén, UCP5 se expresa fuertemente en la amigdala, en el
ndcleo del hipotdlamo dorsomedial, el hipocampo, el nulcleo talamico
paraventricular, el nucleo taldmico dorsal medio y el hipotalamo ventromedial
(Sanchis et al 1998;. Huang et al 2011). UCP4 aparece en las neuronas y en
menor medida en los astrocitos de tejido neuronal murino en los primeros 12-14

dias del desarrollo embrionario (Smorodchenko et al., 2011).

7.5 Efecto de la Hipoxia y Reoxigenacion en la Expresion Génica de las
UCPs y las Enzimas Antioxidantes del Camarén

7.5.1 Lactato en el Plasma de los Organismos Sometidos a Hipoxia y
Reoxigenacion

Para confirmar el efecto de la hipoxia y reoxigenacién en los camarones
sometidos al bioensayo antes descrito, se analizaron los datos de la
concentracion de L- lactato en el plasma de los organismos (Martinez-Cruz et
al., 2012). Como se muestra en la figura 16, hubo un incremento significativo
(p< 0.05) en los animales en condiciones de hipoxia (1.5 mg/L) respecto a los
camarones en normoxia (6 mg/L); sin embargo, no se encontraron diferencias

entre los grupos expuestos a 2 y 6 mg/L de oxigeno disuelto (p > 0.05; Figura
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16). En los crustaceos, la acumulacién de lactato en plasma representan una
respuesta tipica a la hipoxia y una medicion directa del metabolismo anaerdbico
(Ellington, 1983).

Los resultados muestran que la concentracion de oxigeno disuelto por debajo
de 1.5 mg/L determina el incremento en la concentracion de lactato en el
plasma del camarén. En condiciones de hipoxia la concentracion de lactato
incrementd significativamente hasta 11 veces con respecto a la concentracion
de lactato en normoxia. Una vez que el sistema fue reoxigenado por 6h la

concentracion de lactato disminuy6 sin llegar a las concentraciones iniciales.

Tiempo de Exposiciéon (h)
o] 6 12 18

>

Normoxia Hipoxia Reoxigenacién

20 9
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H o

6 2 1.5 7

Oxigeno Disuelto (mg/L)

Figura 16. Concentraciéon de L-lactato en el plasma del camar6n blanco L.
vannamei expuesto a normoxia, hipoxia y reoxigenacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p <0,05). Las barras representan las medias * error estandar.

Estos resultados concuerdan con lo anteriormente reportado para L. vannamei
por Racotta et al.,, 2002; Martinez-Cruz et al., 2011; Jimenez-Gutierrez et al.,
2013, y para otras especies de crustaceos como Marsupenaeus japonicus (Abe

et al., 2007), Parastacus defossus, Parastacus brasiliensis (da Silva-Castiglioni
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et al., 2011). Dichos estudios reportaron incrementos significativos en la
concentracion de lactato en el plasma cuando las concentraciones de oxigeno
disuelto eran menores a 2 mg/L de OD. Estudios previos han demostrado que
frente a la hipoxia, HIF-1 es el factor de transcripcion responsable de inducir la
expresion de la lactato deshidrogenasa (LDH), misma que se encarga de la
produccion de lactato a partir de piruvato en el ultimo paso de la glucdlisis
anaerodbica. De esta manera, el lactato es el principal producto del metabolismo
anaerobio en los crustaceos, por lo que varias especies presentan una alta
concentracion de este metabolito cuando se enfrentan a condiciones de hipoxia.
Sin embargo, cuando las concentraciones de oxigeno se restablecen, el lactato
puede ser oxidado a CO; y H,O, excretado o puede convertirse en glucégeno
(Ellington, 1983; Sofianez-Organis et al., 2012).

7.5.2 Cuantificacion del ARNm de las UCPs y las Enzimas Antioxidantes
Tiorredoxina (TRX), Glutation-Peroxidasa (GPX), Catalasa (CAT) y
Superoxido Dismutasa de Manganeso (MnSOD)

Se evaluo6 la expresion relativa de UCP4, UCP5, TRX, GPX, CAT y MnSOD y
L8 (como gen de referencia) en las branquias de los organismos sometidos a
hipoxia y reoxigenacién y sus respectivos controles en normoxia. Para
determinar las eficiencias de amplificacion de los productos de PCR, se hicieron
rangos dinamicos para cada par de oligonucleétidos (Figura 17). Por un analisis
de regresion, se obtuvo el valor de ajuste (R a un modelo lineal y se obtuvo la
pendiente. Con base en estos resultados se calcularon las eficiencias de
amplificacion de los genes evaluados. La eficiencia de amplificacion de L8 fue
95%, para LVvUCP4 98%, para LVUCP5 98% y 97% para la MnSOD, como
representante del grupo de enzimas antioxidantes, cumpliéndose asi el
supuesto establecido por Livak y Schmittgen (2001) para el analisis de los

resultados por el método 24,
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Figura 17. Comparacién de los rangos dinamicos de cada gen.

En la Figura 18 se muestra la expresion relativa de los ARNm de los principales
antioxidantes del camardn y ambas proteinas desacoplantes bajo el efecto de la

hipoxia y reoxigenacion.

El andlisis estadistico de los resultados muestran que los niveles de ARNm de
LvUCP4 y LVvUCP5 de los grupos experimentales: normoxia, hipoxia y
reoxigenacion no presentaron diferencias significativas (p<0.05). Sin embargo,
se observo que en los transcritos de LvUCP4 con respecto a la normoxia, hubo
un 35% de decremento en los niveles de LVUCP4 durante la hipoxia (2mg/L) y
del 56% en hipoxia (1.5mg/L) y una disminucion del 75% cuando el organismo
fue reoxigenado (Figura 18A). Mientras que para LVUCP5 respecto a la
normoxia, hubo un decremento del 20% durante la hipoxia (2 mg/L) y del 40%

cuando el camaron fue reoxigenado (Figura 18B).
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Respecto a los cambios observados en los niveles de transcritos de las enzimas
antioxidantes, se observan respuestas diferentes en las condiciones evaluadas,
en donde Unicamente hubo diferencias estadisticas en los transcritos de GPX
entre la hipoxia y la reoxigenacion, y en la catalasa durante la reoxigenacion (p<
0.05). Sin embargo, es posible observar en la expresion de las enzimas
antioxidantes, excepto la catalasa, un incremento durante la hipoxia y un
decremento en la reoxigenacion. Estas tendencias no corresponden con lo
observado para LvUCP4 y LVUCP5 lo cual sugiere que las UCPs del camaron
podrian ser parte de la respuesta antioxidante retardada, o tener una funcién

diferente.
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Figura 18. Expresién relativa de las UCPs y los antioxidantes mitocondriales,
superoxido dismutasa de manganeso (MnSOD) glutation-peroxidasa (GPX),
catalasa (CAT) y tiorredoxina (TRX). Letras diferentes indican diferencia significativa
en p<0.05. Las barras representan las medias + desviacion estandar.

Los eventos de hipoxia y reoxigenacion representan un importante reto
fisiolégico para el cultivo del camarén. Se ha reportado que en el camaron
blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei se aumenta la produccion de
especies reactivas de oxigeno (EROS) debido a la entrada repentina de
oxigeno (O;) al sistema después de la hipoxia ambiental. La catalasa, la
glutation peroxidasa, peroxirredoxina, tiorredoxina, y la superoxido dismutasa
de manganeso citosdlica son parte de la respuesta antioxidante inicial que
permite a varias especies de invertebrados adaptarse para sobrevivir a los
ciclos repetitivos de hipoxia y reoxigenacion. Este sistema antioxidante
contrarresta la produccion de EROS y controla el dafio celular por estrés
oxidativo en estos organismos (Echtay, 2007; Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin,
2011).
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La superdxido dismutasa (SOD) convierte el radical superéxido (O?) a peréxido
de hidrégeno (H.O,), y la glutation peroxidasa (GPX) puede convertir
hidroperoxidos organicos y peréxido. Ambas enzimas tienen un papel muy
importante en el mantenimiento del equilibrio de los radicales libres y la
reduccion del dafio oxidativo (Echtay, 2007). En un estudio realizado por Li et
al. (2016) , se observé que las actividades de las enzimas MnSOD y GPX
aumentaron en varios tejidos del camardon incluyendo hepatopancreas,
branquias y hemolinfa cuando éstos se expusieron a la hipoxia. Estos
resultados indican que la hipoxia y reoxigenacion podrian inducir las actividades
de las enzimas SOD y GPX, las cuales disminuyen después de un periodo de
reoxigenacién. Lo anterior sugiere que la regulacion de las enzimas

antioxidantes por efecto de la hipoxia puede darse a nivel post-transcripcional.

La catalasa (CAT), es una hemoproteina ubicua con una alta actividad
catalitica, responsable de la detoxificacion de H,O, en agua y oxigeno. En
2013, Trasvifia-Arenas et al. reportaron respuestas diferentes en la expresion
génica y la actividad de la catalasa en las branquias y hepatopancreas de
camarones en hipoxia y reoxigenacion. Los niveles de transcripcion y de
actividad de la enzima no cambiaron en el hepatopancreas de L. vannamei; sin
embargo, en las branquias hubo un aumento en los niveles de ARNm de la
catalasa en hipoxia y reoxigenacién, dichos resultados coinciden con los
encontrados en este estudio.

En el caso de la tiorredoxina (TRX), una proteina Redox, puede donar
electrones a la glutation peroxidasa, y ser un cofactor para las tiorredoxina-
peroxidasas, conocidas como peroxirredoxinas, dando lugar a los procesos de
detoxificacion eficaz en seres humanos. Ademas, se sabe que la expresion del
gen TRX estéa regulado por el factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-
1) (Maulik y Das, 2008). La tiorredoxina del camardn L. vannamei es una

proteina antioxidante, Aispuro-Hernandez et al. (2008) reportaron resultados
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similares a los observados en este estudio cuando evaluaron el efecto de la
hipoxia y reoxigenacion. En las branquias, después de 6 h de exposicion a la
hipoxia (2 mg/L) y 1 h de reoxigenacion, detectaron un aumento leve de la

expresion de los transcritos de TRX.

La exposicion de los camarones a estrés oxidativo ( hipoxia y reoxigenacion) no
afectd los niveles de ARNm de UCP4 y UCP5 en L. vannamei. Se detectd una
ligera disminucion en los niveles de ARNm de UCP4 y UCP5 en las branquias
en respuesta a la hipoxia, a continuacion, una disminucion en la
reoxigenacioncambios que no fueron estadisticamente significativos debido a la
alta variabilidad individual entre los organismos. En las mitocondrias de los
mamiferos la reperfusion después de la isquemia tiene como resultado una
fuerte regulacion positiva de la expresion del ARNm de UCP2 en el rifién de
ratas, el cual se incrementa de 2.8 veces en el dia 1 después de la reperfusion,
y se recupera a la linea de base en el dia 4. UCP2 est4 implicado en la
modulacién de la generacion del anidon superéxido, por lo que podria ser un

regulador intracelular de estrés oxidativo (Négre-Salvayre et al., 1997).

Ademas, UCP2 esta involucrada en la defensa celular contra el estrés oxidativo
(peroxido de hidrégeno 200 mmol/L) en células beta clonales que
sobreexpresan UCP2 de rata (Li et al., 2002; Yoshida et al., 2002). Por otro
lado, Mark et al. (2006) estudiaron a los peces Zoarces viviparus y encontraron
que la expresion de UCP2 es claramente dependiente de la temperatura;
encontrando que existe una regulacion general durante la adaptacion al calor y
frio. La regulacion incluye los ARNm vy los niveles de expresiéon de la proteina,
gue mostraron las mismas tendencias en tejidos de ambas actividades
metabolicas de alta y baja. Los autores plantearon la hipétesis de que la UCP2
tiene un papel importante en el metabolismo energético mitocondrial de los
ectotermos, y especialmente durante el estrés térmico puede funcionar como
una proteina reguladora, el control del potencial de membrana mitocondrial para

equilibrar la formacion de ROS y la produccion de ATP.
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Cabe sefialar que los niveles de expresion de los transcritos de las proteinas
desacoplantes LVUCP4 y LVUCP5 no llegan a los niveles iniciales (de la
normoxia) cuando los organismos son sometidos a reoxigenacion y después de
mantenerse en hipoxia. Sin embargo, este comportamiento se ha observado
anteriormente en otras proteinas que forman parte de los complejos de la
cadena del transporte de electrones. Por ejemplo, las subunidades que
conforman el complejo multimérico citocromo C oxidasa (COX) del camarodn
blanco: COXI, COX IV, COX Va y COX Vb, (Jimenez-Gutierrez et al., 2013).
Asi, como las subunidades que conforman la porcién F; de la FoF1-ATP sintasa
de L. vannamei: ATPa, ATP@, ATPy, ATPd y ATP¢ (Martinez-Cruz et al., 2015;
Martinez-Cruz et al., 2011). Por lo anterior, se sugiere que el ajuste en la
funcién de las mitocondrias para mantener la fosforilacion oxidativa durante la
reoxigenacion, combinada con la capacidad de suprimir la exigencia de ATP en
diversas funciones celulares durante la hipoxia, puede contribuir a la capacidad
de recuperacion de los camarones al estrés producido por la hipoxia y
reoxigenacion, lo cual ayuda a mantener la homeostasis energética en estas

condiciones.

Los resultados de este estudio sugieren similitudes estructurales basicas entre
las UCPs de varias especies de vertebrados e invertebrados, siendo ambas
proteinas LvUCP4 y LVUCP5 del camarén, parte de la familia de proteinas
desacoplantes. Asimismo, las relaciones filogenéticas indicaron claramente que
las proteinas UCP4 y UCPS5 se diferencian en su estructura de UCP1, UCP2, y
UCP3, aunque su funcidon no se ha confirmado aun en la mayoria de los

modelos de estudios de vertebrados.

Asi, este estudio representa el primer reporte sobre la existencia de proteinas
desacoplantes en las mitocondrias de los crustaceos, cuya ubicacion y
funcionalidad requieren ser confirmadas aun. Sin embargo, la presencia y
expresion de los transcritos de ambas proteinas en las mitocondrias del

camardon representa a su vez, el primer mecanismo fisiologico de
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desacoplamiento reportado para estas especies de crustaceos, puesto que a la
fecha, no se ha confirmado la existencia de otro mecanismo desacoplante
mitocondrial como pudieran ser un poro mitocondrial de transicion de la
permeabilidad (Konrad et al., 2012), 6 la presencia de enzimas alternas a la
cadena de transporte de electrones que promovieran el desacoplamiento de las
mitocondrias segun se ha observado en otras especies marinas (Cabrera-
Orefice et al., 2014).

A pesar del rol sugerido de UCP4 y UCP5 en otros organismos en la respuesta
al estrés oxidativo, a nivel transcripcional las LvUCP4 y LVvUCP5 no mostraron
diferencias significativas frente a la hipoxia y la reoxigenacion, sugiriendo que la
respuesta podria ser a nivel traduccional, post-traduccional y/o que estas
proteinas estan involucradas en funciones alternas como la regulacién del
calcio mitocondrial, la diferencia celular y la apoptosis (Smorodchenko et al.,
2009).

Asi, una serie de preguntas quedan aun por resolver, por lo que se requieren
estudios adicionales para confirmar su asociacion con la produccién de EROS y
como parte de una respuesta a la escasa disponibilidad del oxigeno disuelto en
el agua de mar. Ademas, el papel funcional de las UCPs y sus patrones de
expresion requieren investigacion adicional con el fin de obtener evidencia de
su contribucién a la regulacion de la funcion de la mitocondria y el metabolismo

en ectotermos de este importante grupo de proteinas.
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VIII. CONCLUSIONES

En el transcriptoma del camardon blanco L. vannamei se identificaron los
transcritos codificantes de dos proteinas mitocondriales desacoplantes: LvUCP4
y LvUCP5. Estas proteinas cuentan con las firmas caracteristicas y
aminoacidos conservados especificos de los miembros de la superfamilia de
acarreadores mitocondriales. Ademas, basandose en analisis filogenéticos,
estas dos proteinas estan estrechamente relacionadas con las UCPs de

insectos.

Adicionalmente, se determiné que la LVUCP4 se expresa de manera ubicua en
todos los tejidos/6rganos probados y LVUCP5 se expresa de manera tejido-
especifica en organismos en normoxia (5 mg/L OD). Sin embargo, no se
encontraron cambios significativos en los niveles de expresiéon de los transcritos
de LVvUCP4 y LVUCPS5 en branquias bajo las condiciones probadas en este
estudio, por lo que su participacibn como parte del sistema extrinseco del
organismo para prevenir la formacion de EROS aun se desconoce. Por lo que
estudios futuros indicaran la funcién de estas proteinas del camarén durante la

fuga mitocondrial de protones.
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IX. RECOMENDACIONES

Obtener anticuerpos especificos para LvUCP4 y LVvUCP5 e identificar y
localizar las UCPs del camardn blanco en las mitocondrias aisladas a
través de un analisis de Western blot.

Evaluar la funcionalidad de las proteinas desacoplantes del camarén a
través de ensayos de oximetria, medicién del potencial de membrana
utilizando sustratos e inhibidores especificos y determinacién de la
produccion de especies reactivas de oxigeno.

Inferir acerca de la funcidbn de las UCPs del camaron mediante
silenciamiento génico, a través del uso de técnicas de ARN de
interferencia de los transcritos de LvUCP4 y LVUCP5 y de la expresiéon

génica de estas proteinas en condiciones de hipoxia y reoxigenacion.
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