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RESUMEN

Recientemente se descubrié que el ARN de doble cadena es un inhibidor potente y especifico de la transcripcién
génica en el nemdtodo Caenorhabditis elegans. Se han reportado resultados similares han en especies como
Drosophila melanogaster, planaria, ratén, pez cebra, entre otras. El fenémeno del ARN de interferencia (ARNi)
ocurre cuando el ARN de doble cadena (ARNdc) es procesado por un complejo proteico, lo cual genera moléculas
de pequefio tamano que se unen especificamente a una secuencia blanco de ARN mensajero y provoca su
degradacién, e impide que esta se exprese. La interferencia mediada por ARNdc es generalmente un mecanismo
de silenciamiento génico posttranscripcional. En este trabajo hemos demostrado que mediante el uso de la tecnologia
del ARN de interferencia se puede estudiar la funcién génica en organismos acudticos.

Este articulo describe la aplicaciéon de esta técnica en dos organismos:

- Pez cebra (Danio rerio), modelo animal de gran importancia en la actualidad en el campo de la genética, la
biologia del desarrollo y la biomedicina.

- Camarén blanco (Litopenaeus schimitti), camarén del Océano Atlantico, especie muy importante desde el punto
de vista econémico.

Se estudié la funcién del factor de crecimiento miostating, en el crecimiento y diferenciacién de la masa muscular, asi como en
el crecimiento del pez cebra. Los resultados demostraron que la tecnologia del ARN de interferencia constituye una herramienta
util en el estudio de la funcién biolégica de genes involucrados en el desarrollo del pez cebra. Este trabajo constituye la primera
evidencia de que a pesar de que la expresiéon de la miostatina en peces, a diferencia de los mamiferos, no se
restringe al musculo esquelético, la funcién primordial de esta proteina en estos organismos esta relacionada con
el crecimiento y desarrollo de la masa muscular, debido a hiperplasia o hipertrofia de las fibras musculares.
Ademdas, se demostré que la inhibicién de la miostatina promueve un fenotipo que presenta un incremento
significativo en la masa muscular. Esta proteina es centro de atencién de varios laboratorios a escala mundial que
trabajan en la busqueda de metodologias o técnicas que permitan inhibir de forma estable la miostatina. Si esto
se realiza en especies de importancia econémica, podria ser un resultado de gran impacto para la acuicultura
cubana y mundial.

En la literatura no existen antecedentes de la funcionabilidad de la tecnologia del ARNi in vivo en crustaceos. En estudios
recientes se demostré que el mecanismo de silenciamiento génico via ARNi es funcional en células de camarén en cultivo, pero
no existen hallazgos de su aplicabilidadin vivo. Nuestro estudio constituye la primera evidencia de la utilidad de la metodologia
de silenciamiento mediante ARNdc en camarones adultos in vivo. En este trabajo, ademds, se aisla, clona y caracteriza por
primera vez el ADNc de la hormona hiperglicemiante (CHH) del camarén del Océano Atlantico. Esta hormona tiene una funcién
primaria en la regulacién energética en los crustdceos. Ademds, participa en la reproduccién, la muda, la osmorregulaciény el
metabolismo de los lipidos en diferentes especies. En este trabajo se estudié también la habilidad del ARN de doble cadena para
inhibir la funcién de la CHH en camarones.

Introduccion

REPORTE

El ARN de interferencia (ARNi) esel ARN de doble
cadena (ARNdCc) que se une especificamente auna se-
cuencia blanco y provoca su degradacion, impidiendo
queestaseexprese[1]. Lainterferenciamediadapor €
ARNdc es generalmente un mecanismo de silencia-
miento génico postranscripcional (PTGS, del inglés
postranscriptional gene silencing) que se haconservado
através delaevolucion; aunque también puede ocurrir
anivel transcripciona y traduccional, pues lainterfe-

. Autor de correspondencia

renciapuede prevenir e procesamiento o latraduccion
delos transcriptos endégenos; y anivel de cromatina,
yaqueformadominios de heterocromatinaen el ndcleo,
gue son criticos para la organizacion y la estabilidad
del genoma[2].

En animales, fue descubierto por primeravez en
neméatodo Caenorhabditis elegans, donde el ARNdc
induciael silenciamiento génico de secuenciaespecifico
[3]. El ARNi sehautilizado como medio paralamanipu-
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lacion de la expresion de genes experimentalmente y
para probar la funcién de determinados genes a escala
gendmica[2].

Se ha demostrado que lainterferencia mediada por
el ARNdc, los mecanismos de silenciamiento pos-
transcripcional y de represion actdan generalmente
en la etapa postranscripcional paraladegradacion de
los transcriptos del ARNm blanco. La degradacion
ocurre en el nicleo, en € citoplasmao en ambas|oca-
lizaciones [4].

El proceso de silenciamiento génico postranscrip-
cional mediado por ARNdc es unaviamultipasos que
requiere el proceso de iniciacion, una interaccion fa-
cilitaday ladegradacién del ARNm blanco. En agunos
casos este proceso también puede envolver unadegra-
dacion fisicadel ARNdc activador y €l mantenimiento
o amplificacion del silenciamiento de genes[2].

En pez Cebra (Danio rerio) se demostr6 que los
embriones microinyectados con ARNdc especifico
paralos genes que producen los fenotipos sin colay
lac Zmostraron unareduccionenlosnivelesde ARNm
enddgeno. Entre el 20 y el 30% de los peces pre-
sentaron efectos especificos referidos al fenotipo sin
cola[5]. Paradeterminar si el ARNdc podiaatenuar la
expresion de genes enddgenos [6], microinyectaron
embriones de pez cebra en estadios de 1 a 2 células
con ARNdc especifico paralos genes Zf-T y Pax 6.1
[6]. En este experimento, & 80% de los peces micro-
inyectados mostraron efectos especificos. En este
estudio no sereportd laocurrenciadetoxicidad, lo que
sugiere que lainterferencia mediada por ARNi es una
herramienta Gtil para la inactivacion génica secuen-
cia especifica en el pez cebra. En contraste con los
resultados anteriores, se ha reportado que la micro-
inyeccion de ARNdc en pez cebrainduce efectosines-
pecificos. Debido a que existian varias incognitas con
respecto ala funcién de la miostatina en pecesy por
la importancia que tendria para la acuicultura lo-
grar un incremento de la masa muscular mediante la
inhibicién de estamolécula, se estudié su funciéon me-
diante la tecnologia del ARN de interferenciay su
aplicabilidad en el pez cebraparael estudio delafun-
cion de este gen.

En camarones, especie de gran importancia eco-
noémica, y con lacual setrabajaen varios laboratorios
en el mundo para el estudio de los mecanismos mo-
leculares queregulan su crecimiento, no se hareportado
silenciamiento génico mediado por ARNdc. En estos
organismos acuéticos no se ha demostrado hasta €l
momento la habilidad de ARNdc para inducir silen-
ciamiento génico en estadio adulto. Su funcionalidad
seria de gran utilidad para comprender la regulacion
génicaen estos animalesy en un futuro lograr también
una posible aplicacion practica.

Resultados y discusién

Silenciamiento del gen de la miostatina
mediante ARNi produce fenotipo gigante
en el pez cebra

La miostatina, también Ilamada factor de crecimien-
to y diferenciacion 8 (GDF-8, del inglés Growth
Differentiation Factor 8), esun miembro de lafamilia
defactores de crecimiento y transformacion detipo b
(TGF-b, del inglés Transforming Growth Factor b),
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que funciona como regulador negativo del crecimiento
y desarrollo del musculo esquel ético en mamiferos, y
cuando se elimina su expresion, en mamiferos, se
produce un aumento dramético de la masa muscular
debido alahiperplasia, lahipertrofiadelasfibras mus-
culareso aambas [7].

Paradeterminar s el ARNdc especifico paralamios-
tatinadetilapiaes capaz de estimular el crecimiento de
la masa muscular en €l pez cebra, se microinyect6 €
ARNdc sintetizado en embrionesde pez cebraen estadio
deunaadoscélulas. Se utilizaron dos dosis diferentes,
unabaja (5 moléculas de ARNdc por embrion), con e
objetivo de conocer ladosis minimade ARNdc que es
capaz de provocar un efecto en la expresion de genes
especificos, y otra (5 x 10° moléculas de ARNdc por
embrion), que estaen correspondenciacon ladosis uti-
lizadapor otrosinvestigadores. Como control negativo,
paracadadosis se microinyectaron embrionesdel mis-
mo desove con PBS 1X. A los dos mesesy medio, el
peso promedio de |os peces microinyectadoscon 5y
5 x 10° moléculas de ARNdCc se incrementé cerca del
39 y el 45%, respectivamente, comparado con sus
controles. En ambos resultados se obtuvo un fenotipo
gue presentd un incremento significativo de la masa
muscular (Tablaly Figuralen [8]).

Ademés, como muestralafigura2 el ARNdc no pro-
movio efectos fenotipicos no especificos en los peces
microinyectados, |os cuales se mostraron saludables.
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Tabla 1. Comparacién del peso corporal promedio entre los peces microinyectados y no
microinyectados a los 2.5 meses después de la fertilizacién

Animales
no microinyectados

Animales
microinyectados

. No. de a No. de . 4 Incremento
Experimento o oo Peso (g) animales Peso (g) Valor de P° ¢y ¢ peso

1° 145 0.2052 + 0.0149 130 0.2872 +0.0178 < 0.01 399

2° 55 0.3135 + 0.0359 55 0.4563 + 0.0258 < 0.01 45 %

“Se microinyecté 5 moléculas de ARNdc.
bSe microinyecté 5 x 10° moléculas de ARNdc.

El peso se muestra como el promedio + desviacién estéandar.
9 Los valores de P son el resultado de una prueba t de Student.

Aislamiento del gen que codifica para la miostatina de tilapia y clonaje en el vector T

pGEM-Easy

!

Sintesis in vitro del ARNdc

!

Microinyeccion de embriones de pez cebra en estadios de una a dos células

en dos dosis diferentes

|

Evaluacién del crecimiento en el tiempo

!

Andlisis histolégicos

Figura 1. Procedimiento experimental para la obtencién y ensayo de ARNdc de interferencia contra el

gen de la miostatina en tilapia en pez cebra
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Figura 2. Caracteristicas fenotipicas de los peces
microinyectados con ARNdc (M) comparados con sus
controles (C). Los peces microinyectados con ambas dosis
de ARNdc muestran un desarrollo normal.

En los mamiferos, lainhibicion del gen que codifica
para la miostatina mediante mdltiples vias produce
fenotipos con un incremento en el peso corporal debi-
do alahiperplasia, lahipertrofiao alacombinacién de
ambas. En |os peces, especificamente en €l pez cebra
transgénico que expresa altos niveles del propéptido
delamiostatina, se observaunincremento en el nlimero
de miofibrillas del misculo esquelético; sin embargo,
esteno presentadiferencias significativasen latallade
lasfibras[9].

Para determinar si e incremento de |a masa muscu-
lar esquel ética observado en los peces microinyectados
con ARNdc especifico paralamiostating, sedebio ala
hiperplasia o a la hipertrofia de la fibra muscular, se
realizé un andlisis histol 6gico del miscul o esquel ético.
El nimero defibras en un érea especifica se determin6
por el conteo de estas.

Como resultado, € nimero promedio de fibras de
los peces microinyectados con 5 moléculas de ARNdc
(54.06 = 9.72; promedio * desviacién estandar), fue
significativamente superior a nimero de fibras en los
animales controles (44.25 + 7.27). Este incremento del
nimero de fibras en un &rea determinada demuestra
un crecimiento hiperplésico de las fibras musculares
como resultado del silenciamiento de la miostatina por
lamicroinyeccion del ARNdc (Figura 3).

End andisisdelospecesmicroinyectadoscon 5 x 10°
moléculasde ARNdc, el promedio del nimero defibras
de los animales controles (40.81 + 7.33) aun &reafija
da fue significativamente mayor que e promedio del
ndmero de fibras de los animales microinyectados con
ARNdc (27.43 + 4.56). El promedio del &rea de las
fibras individuales se incrementé en 48.7% en los
peces microinyectados con ARNdc con respecto alos
controles negativos. El hecho de que en los peces mi-
croinyectados con ARNdc el nimero de fibras muscu-
lares en un &rea determinada haya sido significativa-
mente inferior con respecto a los controles negativos,
reflgaunincremento en e didmetro delasfibras, lo cua
indica hipertrofia. Esimportante sefialar que €l nimero
de fibras en los control es negativos de ambas dosis no
mostro diferencias significativas en e nimero defibras
musculares (Figura4).

Finalmente, parademostrar anivel molecular queel
fenotipo observado fue el resultado del silenciamiento
delamiostating, serealiz6 unareaccidn detranscripcion
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Figura 3. Efecto de la microinyecciéon de ARNdc sobre el numero de fibras musculares.
(A) Numero de fibras promedio en un drea determinada en los animales microinyectados (M) con 5

moléculas de ARNdc comparado con sus controles (C).

Tincién con hematoxilina-eosina de corte transversal en animales microinyectados (B) y controles (C).

* Indica que hay diferencias significativas.

reversa-reaccion en cadena delapolimerasa (RT-PCR,
siglas en inglés) semicuantitativa utilizando el gen
Max como control de laeficienciadel PCR. Para este
experimento se utiliz6 ladosismas altade ARNdc. El
RT-PCR mostré una dréstica reduccion en el ARNm
de la miostatina del pez cebra en los embriones mi-
croinyectados con ARNdc de 24 hpf comparado con
los embriones controles (Figura 2).
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9. XuC,Wu G, ZoharY, Du S. “ Analysis of
myostatin gene structure, expression and
function in zebrafish.The Journal of Expe-
rimental Biology (2003); 206:4067-79.

Figura 4. Efecto de la microinyecciéon de ARNdc sobre el numero de fibras musculares.
(A) Numero de fibras promedio en un érea determinada para los animales microinyectados (M) con

5 x 10° moléculas de ARNdc, comparado con sus controles (C).

Tincién con hematoxilina-eosina de corte transversal en animales microinyectados (B) y controles (C).

* Indica que hay diferencias significativas.
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La tecnologia del ARN de interferencia empleada
para silenciar el gen de la miostatina en € pez cebra
provocd un incremento drastico de la masa muscu-
lar, debido a hiperplasia o hipertrofia de las fibras
musculares. Latecnologiadel ARN de interferencia,
constituye un suplemento muy importante para los
meétodos ya existentes para el estudio de la funcién
génicaen el pez cebray en pecesen general. Estosre-
sultados sugieren, ademds, que las moléculas que
blogqueen la actividad de la miostatina pueden cons-
tituir agentes muy Utiles para incrementar la masa
muscular en especies deimportanciaparalaacuicultura.

Clonaje y caracterizacién del ADN
complementario de la hormona
hiperglicemiante de Litopenaeus schmitti.
Andlisis funcional mediante la técnica de
ARN de interferencia

La hormona hiperglicemiante (CHH) del camar6n
blanco del Caribe, Litopenaeus schmitti, esla primera
hormona de la glandula sinusal de un camarén del
Océano Atléntico caracterizada hasta la fecha [10].
Su secuencia aminoacidica fue dilucidada por com-
binacién de degradacion automética de Edman,
digestion enzimética 'y espectrometria de masa [10].
Las CHH se sintetizan fundamentalmente en el pe-
dunculo ocular y se caracterizan por expresarse a
diferentes niveles durante €l desarrollo de las gona-
das [10]. La actividad fundamental de la CHH es
mantener la homeostasia de la glucosa en la hemo-
linfa con un ritmo circadiano de esta. Esto ocurre
mediante un proceso de degradacion del glucogeno
en diferentes 6rganos [11]. Esta hormona, ademés de
su funcion primaria en la regulacion energéticaen los
crustéceos, participa en la reproduccion, la muda, la
osmorregulacion y el metabolismo de los lipidos en
diferentes especies, entre otras importantes funcio-
nes[12]. Lafamiliadela CHH es exclusivadel grupo
de los artropodos y el alineamiento entre las secuen-
cias aminoacidicas de sus miembros para una misma
especie y entre especies diferentes muestra un alto
porciento de homologia. Esta caracteristica ha per-
mitido €l disefio de oligonucledtidos degenerados, a
partir de las regiones conservadas entre las hormonas
para el aislamiento de los genes que codifican para
esta familia de neuropéptidos. Las metodol ogias que
se desarrollan a escala mundial, con €l objetivo de
mejorar las técnicas actualmente empleadas en la
industria camaronera para lograr la reproduccion
en condiciones de cultivo, van dirigidas fundamen-
talmente hacia el estudio delaregulacion delos genes
gue codifican para los miembros de la familia de la
hormona hiperglicémica de crustaceos. Las especies
maés estudiadas han sido crustaceos decapodos; sin
embargo, no existen antecedentes en el camarén blanco
del Caribe, L. schmitti. En estetrabagjo seaisla, clonay
caracteriza por primeravez e ADN complementario
ADNCcdelaCHH del camarén del Océano Atléantico, L.
schmitti. Constituye, ademas, laprimeraevidenciade
que la técnica del ARNi es funcional en camarones
adultos in vivo.

Con € objetivo de aislar mediante PCR € gen que
codifica para el péptido maduro de la CHH de L.
schmitti, se disefiaron dos oligonucleétidos dege-
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Aislamiento y clonaje del ADNc de la CHH de Litopenaeus schmiti utilizando
oligonucleétidos degenarados

l

Caracterizacion de la expresion de la CHH en diferentes tejidos

l

Supresién in vivo de la expresién del gen de la CHH por inyeccién intra-abdominal

de ARNdc

!

Determinacién del efecto del ARNdc sobre la actividad hiperglicemiante de la CHH
(Ensayo oxidacién de glucosa)

Figura 5. Procedimiento experimental para la obtencién y ensayo de ARNdc de interferencia contra el
gen de la CHH del camarén del Océano Atlantico, Litopenaeus schmitti.

nerados, apartir de la secuenciaaminoacidicadelahor-
mona hiperglicémicade crustéceos de estaespecie[ 10].
Utilizando estos cebadores fue posible amplificar sa-
tisfactoriamenteel ADNcdelaCHH, como se muestra
enlafigura6.

Con € objetivo de determinar el grado de homologia
gue existe entrela secuencianucleotidicaobtenidapara
el gen que codificaparalaCHH deL. schmitti y lasse-
cuencias nucleotidicas reportadas en laliteratura para
este gen en camarones peneidos, se hizo un ainea
miento de secuencias mediante el programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Toolg/clustalw). El mayor por-
ciento de identidad (89%) se obtuvo con la secuencia
nucleotidicadel gen de la CHH de Marsupenaeus ja-
ponicus. Se obtuvo mas de 70% de identidad con otras
CHH del pediinculo ocular de los camarones Penaeus
monodon (80%), Metapenaeus ensis (77%) y
Litopenaeus vannamei (73%) (Figural en [13]). La

1 2 g MwW

250 pb

<=

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) que
muestra los resultados de las reacciones de TR- RCP,
realizadas con el objetivo de amplificar el gen que codifica
para la CHH de L. schmitti.

Carril 1. Carril 1. Reaccién de RT-PCR utilizando como
templado 5 ug de ARN total de Pedunculo ocular de L.
schmitti.

Carril 2. Carril 2. Reaccién de RT-PCR utilizando como
templado 10 ug de ARN total de Pedunculo ocular de L.
schmitti.

Carril 3. Carril 3. Control negativo (PCR sin molde).

Carril M. Marcador de pesos moleculares Tkb ADN Ladder
(Promega, USA).
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se-cuencia aminoacidica deducida parael ADNc de la
CHH de L.schmitti [10]. Estaposee 72 residuos de ami-
noécidosy 6 residuos de cisteinas en lamismaposicion
gue otras CHH de camarones peneidos (Figura 1 [13]).

Latalay la expresion del ARN mensgjero de la
CHH en los diferentes tejidos se determinaron me-
diante andlisis de Northern blot de ARN total aislado
de peduinculo ocular, misculo y estémago deL. schmitti.
A una membrana de nitrocelulosa se transfirié igual
cantidad (10 ng) de cada muestrade ARN. Paraestos
ensayos se utilizé6 como sonda radioactiva el ADNc
correspondiente a péptido maduro de la CHH del
organo X del pedinculo ocular de L. schmitti. Para
corroborar la calidad de las muestras de ARN, se hi-
bridé la misma membrana de nitrocelulosa con el
ADNCc de la beta actina y su trascripto se observé
como una banda definida en todas las muestras de
ARN analizadas. Laexpresion del ARN mensajero de
laCHH del 6rgano X del pédunculo ocular se observo
en pedunculo ocular, pero no en musculo y estdmago.
Latallaestimadaparael transcripto delaCHH fuede
1kb (Figura2 en[13]). Estos resultados estén acor-
des con |os reportados en laliteratura, que describen
al complejo pedinculo ocular-6rgano X-glandula si-
nusal como laprincipal fuente desintesisdelafamilia
de péptidosdela CHH [15]. Estan en correspondencia,
ademas, con los reportes que muestran al peddnculo
ocular como la Unica estructura que produce laforma
traducida de la CHH del 6rgano X, excepto €l érgano
pericérdico, que produce variantes aternativas de la
CHH traducida.

Ademas, se determind la expresion de la CHH en
los tejidos mediante RT-PCR, utilizando cebadores
especificos parala CHH. Se amplifico un fragmento
de ADN alatallaesperadaapartir de pedinculo ocular
y estémago, y otro fragmento de menor intensidad en
musculo (Figura 2 en [13]). Estos resultados sugieren
unaexpresion baja-diferencial delaCHH enlostegjidos
del estbmago, que pudiera depender del estado de
muda. La banda débil observada en muasculo, sugiere
un patrén de expresion similar al observado en el
estémago.

Parainvestigar lahabilidad del ARNdc deinterrum-
pir lafuncién génicade laCHH en camarones adultos,
se utilizd como templado para la sintesisin vitro del
ARN(dc, e ADN complementario (ADNCc) quecodifica
parael péptido maduro delaCHH (Figura7). El grupo
al que seleinyectaron 20 g del ARNdc delaCHH en
la cavidad abdominal mostré, un decrecimiento sig-
nificativo (p < 0.05) de la concentracion de glucosa en
hemolinfa (unadisminucion del 43%) 24 horas después
delainyeccion (Figura3 en [13]).

Para demostrar la especificidad de mecanismo de
silenciamiento génico mediante ARNdc, seincluy6 un
grupo de camarones que fueron inyectados con 20 ng
deun ARNdc no relacionado conel ARN mensgjero de
laCHH. El ARNdc no relacionado se sintetizd apartir
de un transcripto aislado del estomago del camarén L.
schmitti que codifica para una proteina homéloga ala
quitinasa. Como se esperaba, este grupo experimental
no mostré una disminucion significativa de la concen-
tracion de glucosaen hemolinfa(p > 0.05) (Figura3 en
[13]); esdecir, laactividad hiperglicemiantedelaCHH
no fue afectada. Se corroboré, ademés, € silenciamiento
del gen no relacionado ala CHH, 24 horas después del
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T7  Sp6 ARNdc MW

2aaac

Figura 7. Sintesis in vitro del ARNdc para la CHH de Litopenaeus
schmitti. T7: sintesis de la primera cadena de ARN con el
oligonucleétido T7, Spé: sintesis de la segunda cadena de ARN
con el oligonucledtido Spé, ARNdc: formacién del hibrido doble
cadena. MW. Marcador de pesos moleculares de ARN.

tratamiento, mediante Northern blot, para demostrar
gue su mecanismo de silenciamiento habiatranscurrido
adecuadamente. Enlamezclade ARN total de estbmago
de los camarones del grupo control, alos cuales seles
inyectd igual volumen de solucién salina, se observo
una sefial definida alatalla esperada (500 pb). No se
observo sefial en las muestras de ARN total de esté-
mago correspondientes alos camaronestratados con el
ARNdc no relacionado con laCHH. Ello evidenciaque
el mecanismo de silenciamiento génico habia trans-
currido satisfactoriamenteanivel transcripcional (Figu-
ra4en[13]).

El silenciamiento del gen de la CHH fue ademés
comprobado mediante andlisisde Northern blot y RT-
PCR semicuantitativo. Los camarones de cada grupo
experimental se sacrificaron 24 horas después de los
tratamientosy selesremovi6 el peddnculo ocular para
extraer el ARN total. Setransfirieron aunamembrana
denitrocelulosaigual cantidad (20 mg) de cadamuestra
de ARN total.

Los andlisis deNorthern blot utilizando como sonda
radioactivael ADNc delaCHH amplificado por PCR,
mostraron una sefial definida a la talla esperada de
1kbenel ARN total de pedinculo ocular deloscama-
rones tratados con solucion salina. En las muestras
de ARN total de pediinculo ocular correspondientes
alos camaronestratados con el ARNdc delaCHH no
se observo sefial (Figura 5 en [13]), lo cua demostro
queel ARNdCc fue capaz desilenciar completamenteel
gen delaCHH. Enlamismamembranade nitrocelulo-
sadonde se transfirieron las muestras de ARN de pe-
dunculo ocular, los niveles del transcripto de la CHH
se compararon con los de b actina (gen de expresion
ubicua, no relacionado con el gen de la CHH). El
transcripto de la b actina se observé como una banda
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definida en todas las muestras de ARN total de pe-
dunculo ocular analizadas. Este resultado evidencio
una vez més que el mecanismo de silenciamiento gé-
nico estaba ocurriendo de manera blanco-especifico
(Figura5en[13]).

Resultados similares se obtuvieron en los ensayos
de RT-PCR semicuantitativos. Se observd un fragmento
de ADN definido de 216 pares bases, correspondiente
al ADNcdelaCHH, solamenteapartir delasmuestras
de ARN total de los camarones tratados con solucion
sdina (Figura 6 en [13]). Como se esperaba, se am-
plifico un fragmento de ADN correspondiente al gen
delab actina, a partir de todas |as muestras de ARN
total de pedinculo ocular analizadas (Figura 6 [13]).

Con estos resultados se corrobor6 quelainyeccion
del ARNdc delaCHH escapaz de suprimir de manera
especificael gen delaCHH, teniendo en cuentaquela
inyeccion del ARNdc no relacionado a gendelaCHH,
no provoco unadisminucion de los niveles de glucosa
en hemolinfa, ademas de que no se observd una su-
presion del gen delab actina después de lainyeccién
de las construcciones genéticas de ARNdc.

Nuestros resultados muestran por primeravez, que
lainyeccién abdominal de ARNdc puede utilizarse para
producir el fendmeno de ARN interferenciay causar
silenciamiento génico en camarones adultosin vivo.

Novedad cientifica del trabajo

Estos estudios son pioneros en €l paisy de gran no-
vedad parala ciencia a nivel mundial. Demuestran la
potencialidad del mecanismo de ARNi y de su capa-
cidad para demostrar funciones génicasy conceptos,
que puedan generar nuevos productos biotecnol gicos
para su aplicacion en los diferentes campos de la
investigacion, o generar informacion parael disefio de
nuevos farmacos.

Latecnologiadel ARN interferenciaempleadapara
silenciar € gen de lamiostatina en pez cebra, provoco
un incremento dramético de la masa muscular, debi-
do ahiperplasiao hipertrofiade lasfibras musculares.
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Con este trabajo se demostr6é que la tecnologia del
ARN interferenciaconstituye un suplemento muy im-
portante paralos métodos ya existentes parael estudio
delafuncion génicaen peces. Nuestros resul tados su-
gieren ademas que mol éculas que bloqueen la actividad
de la miostatina pueden ser muy (tiles para incre-
mentar la masa muscular en especies de importancia
para la acuicultura.

Se aislo y secuencié por primera vez € gen de la
hormona hiperglicemiante del camarén del Océano
Atlantico, L. schmitti. Estos resultados mues-tran por
primera vez que la inyeccién abdominal de ARNdc
puede utilizarse para producir e fenémeno de ARN
interferencia y causar silenciamiento génico en
camarones adultos in vivo. Estos hallazgos pudieran
convertirse en unaherramientapoderosaparael estudio
de las funciones génicas en crustaceos.

Por primera vez se emplea con éxito en Cuba la
técnica de ARN interferencia para el estudio de la
funcidn génica en organismos acuéticos.

El resultado tiene un gran impacto en la Biotecno-
logia Acuética, debido a que se caracteriza la funcion
de genes que podrian resultar interesantes, no solo
desde el punto de vista cientifico sino también pro-
ductivo.

Conclusiones

1. El mecanismo de ARN de interferencia es Util
paraestudiar funciones génicas en pecesy crustaceos.

2. El silenciamiento del gen de la miostatina, en
pez cebra, mediado por ARN interferencia, produce
un incremento drastico de la masa muscular debido a
hiperplasia o hipertrofia de las fibras musculares,
demostrandoselafuncion delamiostatinaen pez cebra
como regulador negativo del crecimiento muscular.

3. El silenciamiento del gen de la CHH, en cama
rén, mediado por ARN interferencia, produce una
disminucion significativa de los niveles de glucosa en
hemolinfa, demostrandose lafuncién dela CHH en el
metabolismo energético de L. schmitti.
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