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3. Lactato deshidrogenasa (LDH) 

4. Factor inducido por hipoxia HIF-1 
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Los seres vivos necesitan energía: ATP 

1. Carbohidratos 

2. Lípidos  

3. Proteínas 
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Hipoxia: Suministro limitado  

de O2 en función de su demanda 

Al-Anouti et al, 2004 

2 ATPs 

LDH 

5 

36 ATPs 



 Inducción de glucólisis 

anaerobia 

 Aumento de lactato  

 Disminución del crecimiento  

 Baja reproducción 

 Aumenta la mortalidad  

 

 

6 

Metabolismo anaerobio en crustáceos 

http://www.gulfhypoxia.net/overview/ 

Hipoxia natural y por actividades antropogénicas 

http://www.gulfhypoxia.net/overview/


El camarón blanco del Pacífico 

Litopenaeus vannamei 
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  Es el principal camarón cultivado en América y Asia con 2.3 millones de 

toneladas producidas en el 2006 (Hedlund, 2007) 

 Los camarones peneidos, pueden tolerar mejor bajas concentraciones de 

oxígeno (Rosas et al., 1997) 

 Los camarones “sufren” hipoxia en el medio natural y en cultivo 

 La glucólisis anaerobia es la principal fuente de energía en crustáceos en 

hipoxia  



Control 

Normoxia 

3 días de 

hipoxia 

2 semanas de 

hipoxia 

ANOVA 

(P) 

Glucosa (mg/dL) 12.9±7.2a 57.0±30.2b 45.3±19.7b <0.05 

Lactato (mg/dL) 8.05±1.7a 

 

30.1±17.3b 34.4±20.1b <0.01 

Hemocianina 

(mg/mL) 

84.6±11.3a 76.1±8.2a 110.6±20.0b <0.01 

Proteína (mg/mL) 114.9±19.0 117±5.1 135.7±20.8 NS 
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Racotta et al, 2002 

Concentración de lactato y glucosa en hemolinfa 

de L. vannamei en hipoxia 

Hemolinfa = sangre 



2. Hexocinasa - HK 

HK 

Glucosa       G6P 
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Diseño de oligonucleótidos 

degenerados o específicos para PCR 

Para la caracterización de genes……. 

Análisis bioinformático Análisis filogenético 

Neighbor-joining method Jones-Taylor-Thornton 

matrix / 1000 replicas / MEGA software version 4 
ClustalW, Blast, ExPASy 

Proteomics tools 

Tamura et al., 2007 

RACE, clonación y secuenciación 



Secuencia de nucleótidos y de 

aminoácidos de HK 
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Características  de la HK 

Soñanez-Organis et al., 2011  

cDNA de HK 

1869 pb 

 Proteína de 483 
amino ácidos 

 PM 53 kDa 

 

Identidad de HK de 
camarón  

 Abeja Apis mellifera (47%) 

  Mosca de la fruta D. 
melanogaster A y C (38%) 

   Hombre H. sapiens I, II y 
GK (37%) 

  Pez Cyprinus carpio (35%) 
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• PM de HK L. vannamei 53 KDa  

• HK de invertebrados: 

D. melanogaster (50 kDa) 

A. mellifera (51 kDa) 

H. americanus (50 kDa)  

•  Sitios de unión a glucosa, ATP 

y Mg+2  conservados 

Stteten y Goldsmith, 1981; Dunervell y Eanes, 2000; Gaxiola et al., 2005 

HK con especificidad por glucosa 

en Hp de L. vannamei 



Actividad y expresión de HK en hipoxia 

Branquias 

Músculo 

Actividad Expresión 



3. Lactato deshidrogenasa- LDH 

LDH 

Piruvato        lactato 



E7 E4 

Corte y empalme alternativo mutuamente 

excluyente del gen de LDH genera dos subunidades   
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E1 E2 E3 E4 

E6 

E7 

E1 E2 E3 

E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 

219 

230 

198 

199 

174 

207 2869 157 2238 224 

117 126 126 165 322 

LDH1 

LDH2 

E5 

Leal Rubio, 2010 

Soñanez-Organis et al., 2012  

El gen completo es de 7,571 pb y tiene 7 intrones, uno en el 3’UTR 

E1 



Alineamiento de LDHs 

Exon 5 y Exon 6 



Producción de lactato 

en branquias durante  

hipoxia 

Soñanez-Organis  et al., 2012 



La expresión conjunta de LDH1 y LDH2 

correlaciona con la actividad total de LDH 

mRNA 

Actividad enzimática 



4. Factor Inducido por hipoxia HIF-1 

Factor de transcripción 
 

HIF-1 ¨Regulador Maestro¨ 
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Genes glucolíticos  

regulados por HIF-1 

en mamíferos 

LDH 

5´-ACGT-3´ 

Webster, 2003 
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Dominios de HIF-1α de L. vannamei: comparación con proteínas  

homólogas 

Soñanez-Organis et al., 2009  
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Dominios de HIF-1β de L. vannamei y proteínas homólogas 

Soñanez-Organis et al., 2009  



Como probar la función de HIF-1 en hipoxia? 
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 RNA de doble cadena  (dsRNA) induce mecanismo del RNAi provocando: 
 

En camarón el dsRNA es específico y efectivo 

Degradación del mRNA Síntesis de proteína (FUNCIÓN) 

Silenciamiento de genes usando RNA de 
interferencia (RNAi) en camarones peneidos 
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 Camarones 15±1.5 g 

 28 ºC, 34 ppm, aeración constante, luz controlada y alimentados diariamente 

(Purina 35%)   

Tratamientos 

Tanques 50 L / 15 camarones x tanque; Tris base 20 mM y 

NaCl 400 mM, pH 7.4) 

Solución Salina                      

(SS, controles) 

10 μg dsRNA en 100 μL de SS 

24 horas en normoxia 

(5.5 ± 1.2 mg/L OD), 

seguido de hipoxia 

por 1 y 24 h 

Bioensayo Hipoxia/silenciamiento HIF-1 

dsRNA HIF-1α  

dsRNA HIF-1β 
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Condición/Tiempo 

1.5 mg/L O2 x 1 h 

1.5 mg/L O2 x 24 h 

5 camarones X 

tratamiento 

Bioensayo Hipoxia/silenciamiento HIF-1 

Extracción de RNA total 

Extractos crudos 

Cuantificación de mRNA: 

HIF-1 (α y β), HK y LDH 

 Cuantificación de metabolitos 

 Actividad enzimática de HK y 

LDH 
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Lactato en branquias durante la hipoxia y 

silenciamiento de HIF-1 



Branquias 

Músculo 

Soñanez-Organis et al., 2009  

 Control        aRNAi     bRNAi 



Branquias 

Músculo 

Soñanez-Organis et al., 2011  

 Control        dsaRNAi  dsbRNAi 



Expresion y actividad de LDH en hipoxia  

y con silenciamiento de HIF-1 

Control   aRNAi    bRNAi  Control aRNAi  bRNAi 
 Control    dsaRNAi  dsbRNAi  Control    dsaRNAi  dsbRNAi 

Soñanez-Organis et al., 2012  
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Resumen 

Hipoxia 

Lactato 

HIF-1 

silenciado+hipoxia 

Actividad HK y LDH 

Expresión HK y LDH 

        

Lactato 

Actividad HK  

Actividad LDH 

Expresión HK 

Expresión LDH 

No detectada 
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 Las enzimas hexocinasa y lactato deshidrogenasa son 

rápidamente  inducidas durante la hipoxia 

 La inducción de HK y LDH es mediada por HIF-1 
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