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Resumen

La harina de soya para fabricar alimento para acuicultura contiene moléculas que
interfieren con la digestién del alimento conocidas como factores antinutricionales,
tales como inhibidores de tripsina. El objetivo de esta investigacion fue estudiar el
efecto del inhibidor de tripsinas tipo Kunitz (SBTI, por sus siglas en inglés)
presente en la soya sobre la actividad de las endopeptidasas digestivas del
camaroén blanco Litopenaeus vannamei. Se realizaron dos bioensayos en los que
se proporciond un alimento que incluyd 0.1 y 0.2% de SBTI en el alimento y un
alimento control. En el primer bioensayo se tomaron muestras de heces de cada
individuo por 6 dias y al final del bioensayo se disect6 la glandula digestiva. En el
segundo bioensayo se tomaron muestras de la glandula digestiva a 0, 1, 2, 4, 23 y
24 h. Los resultados del primer bioensayo muestran que no hay diferencias
significativas en la actividad proteolitica total de la glandula digestiva de los grupos
‘experimentales y control (P>0.05). Los zimogramas mostraron diferencia en la
composicion de peptidasas digestivas entre los tratamientos y el control, indicando
que la glandula digestiva del camarén posee capacidad de compensacion. En las
heces, la actividad de tripsinas y quimotripsinas disminuyd, mientras que la
actividad de serino peptidasas (ain no identificadas) y metalo peptidasas
aumentd. Los resultados del segundo biocensayo muestran que la actividad
proteolitica total y la especifica de tripsina y quimotripsina disminuyé 2 h
postprandial en los grupos experimentales y aumenta a las 23 h. En este
bioensayo, en individuos con fenotipos con isotripsinas CBA y CB, se observo un
aumento de actividad enzimatica por efecto del inhibidor, concluyendo que el
camarén blanco Litopenaeus vannamei tiene la capacidad de modificar el fenotipo
de peptidasas digestivas en respuesta a la presencia de factores anti-nutricionales
como el SBTI con un mecanismo de compensacion enzimatica el cual consiste en
el aumento de la actividad de serino y metalo peptidasas.

Palabras clave:
Compensaciéon / Camarén / SBTI

Yy
/

Vo. Bo. Co-D,iféc_:idqu’de tesis

Ij’ra. Adriana Teresita Muhlia Almazan



Summary

Soybean meal used to produce aquaculture feeds contains anti-nutritional factors,
molecules that interfere with the digestion of food; an example are trypsin
inhibitors. The objective of this research was to study the effect of Kunitz soybean
trypsin inhibitor (SBTI) on the activity of digestive endopeptidases of the whiteleg
shrimp Litopenaeus vannamei. Two bioassays were performed including 0.1 and
0.2% of SBTI in the treatment feeds and control feed. In the first bioassay feces
were sampled from each individual for 6 days and at the end of the bioassay the
digestive gland was dissected. In the second bioassay, digestive glands were
sampled at 0, 1, 2, 4, 23 and 24 h. In the first bioassay results show no significant
differences in total proteolytic activity of the digestive gland between the
experimental and control groups (P> 0.05). Zymograms showed the difference in
the composition of digestive peptidases between treatments and control, indicating
that the shrimp digestive gland has the capacity of compensation. In feces, trypsin
and chymotrypsin activities decreased, whereas the activity of serine peptidases
and yet unidentified metallo peptidases increased. Second bioassay results
showed that the total proteolytic activity and specific trypsin and chymotrypsin
activity decreased 2h postprandial, and increases at 23 h. In the second bioassay,
individuals with trypsin phenotypes CBA and CB, showed an increase of activity by
effect of the inhibitor, concluding that the white shrimp Litopenaeus vannamei has
the ability to modify the phenotype of digestive peptidases in response to the
presence of anti-nutritional like SBTI as a compensation enzymatic mechanism
which consists in increasing the activity of serine peptidases and metallo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Digestion de proteina en crustaceos

El término digestion se refiere al proceso de fragmentacion de moléculas
poliméricas en alimentos para dar lugar a la formacion de monémeros que el
animal utiliza para la sintesis de novo de biomoléculas (Hill et al., 2006). La
digestion involucra la accion secuencial de mas de una enzima y todas ellas son
hidrolasas. Las enzimas proteoliticas son secretadas como zimogenos Yy
posteriormente son convertidos a su forma activa en el lumen intestinal lo cual
previene la autodigestion de las glandulas secretoras (Vasudevan y Sreekumari,
2012).

El sistema digestivo de los peneidos esta dividido en cuatro regiones: 1)
aparato estomodeo, 2) glandula digestiva, 3) intestino y 4) recto. El tipico aparato
digestivo de un decapodo consiste en un esofago corto que conduce a una amplia
camara cardiaca y una camara pilrica posterior mas pequefia, separada de la
porcion cardiaca por una valvula. El eséfago y las camaras cardiaca y pilérica
estan revestidos de un exoesqueleto cuticular que se engrosa de distintas formas
para proporcionar un refuerzo estructural y puntos externos de insercion muscular.
Existen tres dientes que se asientan internamente en la porcion posterior de la
camara cardiaca, formando el molino gastrico. EI movimiento de las paredes del
estbmago se controla mediante una compleja serie de musculos que rodean el
estbmago. La camara pilérica se divide en una porcién dorsal, que conduce
directamente al intestino y una glandula filtradora ventral bilobulada, que a su vez
conduce a la glandula digestiva a través de dos conductos, uno desde cada I6bulo
de la glandula filtradora. La porcion dorsal de la camara pilérica esta separada de
la ventral por una fila de denticulos pareados que evitan que entren particulas

grandes de la glandula filtradora (Ruppert y Barnes, 1996).



La glandula digestiva es un 6rgano compacto compuesto de tubulos ciegos
conectados al epitelio con un polo luminal con microvellosidades y con tejido
conectivo. Se comunica con la parte anterior del intestino medio a través de
conductos y la principal funcion de la glandula digestiva es la secrecion de

enzimas y absorcion de nutrientes (Hill et al., 2006).

La glandula digestiva también se conoce como hepatopancreas; sin
embargo, el término es inapropiado en la medida en que exagera la similitud
existente con el higado y el pancreas de los vertebrados (van Weel, 1974). El
material del alimento que es demasiado grande para pasar a través de la glandula
filtradora y entrar en la glandula digestiva se transporta desde la region dorsal de
la camara pilérica hasta el intestino, donde el epitelio digestivo del extremo
anterior del intestino secreta un tubo membranoso, la membrana peritréfica, que
envuelve al material que ha de ser eliminado del proctodeo en forma de heces

(Ruppert y Barnes, 1996).

En la glandula digestiva se pueden encontrar cinco tipos de células: 1) E
(no diferenciadas): se localizan en el extremo distal de los tubulos, 2) R (de
resorcidn): se distribuyen a través de los tubulos y se caracterizan por tener un
gran numero de vacuolas, 3) F (basofilicas o fibrilares): se encuentran en las
regiones distales de los tubulos secretores, y en ellas ocurre la transcripcion de
enzimas digestivas como tripsina, catepsina L, amilasa y quitinasa, 4) B
(vesiculares): estan en la parte proximal de los tubulos secretores y contienen una
vacuola supranuclear con un ambiente acido, y en ellas se almacenan las enzimas
digestivas y se ha propuesto que éste tipo de células provienen de las células F, y
5) M (basales): se localizan en la region periférica de los tubulos (Dall et al., 1991;
Lehnert y Johnson, 2002; Nunes et al., 2014).



1.2 Peptidasas digestivas de peneidos

Durante el desarrollo ontogénico de los crustaceos suceden cambios en la
estructura vy fisiologia del sistema digestivo (Andrés et al., 2010). Incluso se ha
reportado que la composicion de peptidasas varia entre los diferentes estadios
larvales de los crustaceos. En adultos, las serino peptidasas (tripsinas y
quimotripsinas) son las principales enzimas que hidrolizan a la proteina del
alimento (Lemos et al., 2002). Recientemente se han identificado peptidasas del

tipo cisteino y metalo que también participan en el proceso de digestion (Tabla I).

Tabla I. Peptidasas presentes en jugo gastrico y glandula digestiva de camarén
blanco.

. Masa ,
Peptidasa Clase (KDa) Cita
Quimotripsina Serino 33.2 (Hernandez-Cortés et al., 1997)
Quimotripsina Serino 24.1 (Navarrete del Toro et al., 2011)
Tripsina C Serino 23 (Sainz et al., 2004)
Tripsina B Serino 22 (Sainz et al., 2004)
Tripsina A Serino 21 (Sainz et al., 2004)
Zinc peptidasa Metalo 27.8* (Zhao et al., 2007)
Catepsina B Cisteino  26.9 (Stephens et al., 2012)
Catepsina L Cisteino 35.8 (Le Boulay et al., 1996)
Colagenasa Serino 29 (Burgos-Hernandez et al., 2005)

*Masa deducida

1.3 Tripsinas

Las tripsinas (E.C.3.4.21.4) pertenecen a la famila S1 de las
endopeptidasas del tipo serino. Estas enzimas tienen una preferencia por residuos
de arginina o lisina en la posicion P1 para el anclaje del sustrato, los sitios de
anclaje secundarios en los extremos contribuyen en la eficiencia catalitica, pero no
a la especificidad por el sustrato (Rawlings y Salvesen, 2013). Las tripsinas
muestran caracteristicas especie-especificas ya que su funcion depende de los

habitos alimenticios del organismo, la composicion del alimento y diferencias en el



proceso de digestion de proteina. Estas diferencias se deben a respuestas
adaptativas a diferentes estilos de vida, ambiente y a las estrategias de
supervivencia de cada especie (Muhlia-Almazan et al.,, 2008). La estructura
tridimensional de las tripsinas de la familia S1 es conservada tomando en cuenta
que la estructura primaria es variada. La estructura de las tripsinas esta
conformada por una sola cadena polipeptidica y la triada catalitica (His57, Asp102

y Serl195) se localiza entre dos dominios de placas beta.

En comparacion con las tripsinas de los mamiferos, las tripsinas de los
crustaceos estan menos expuestas a la autolisis debido al poco acceso a los sitios
de anclaje por parte de otras peptidasas (Hehemann et al., 2008). En la figura 1 se
puede observar la estructura tridimensional de una tripsina del cangrejo Cancer
pagurus (Fig. 1A) la cual tiene menos residuos de Arg/Lys disponibles los cuales
son los sitios de hidrolisis en comparacién con la tripsina de rata café Rattus
norvegicus que tiene una mayor cantidad de residuos de Arg/Lys (Fig. 1B).
También, se puede observar que la tripsina del cangrejo carece de dos puentes

disulfuro en comparacion con la tripsina de rata café.

Dominio
A Ko7 N-terminal b R62 Dominio

kg7 K107 N-terminal

-~ Y R221
R184

Dominio Dominio
C-terminal C-terminal

Figura 1. Estructura tridimensional de dos tripsinas. A) Tripsina de Cancer
pagurus, B) Tripsina de Rattus norvegicus. (Hehemann et al., 2008).



Las tripsinas de la glandula digestiva del camaron blanco (Litopenaeus
vannamei) son proteinas con masas de 21 a 23 kDa que son almacenadas como
zimogenos en las células B de la glandula digestiva para después ser secretadas y
activadas una vez que el camarén se alimenta (Sainz et al., 2004). EI camarén
blanco puede presentar tres fenotipos de tripsinas (Fig. 2), los especimenes con
fenotipo 1 presentan tres isotripsinas: A, B y C, los especimenes con fenotipo 2
poseen las isotripsinas A y C y los especimenes con fenotipo 3 tienen las
isotripsinas B y C, siendo la isotripsina C la que tiene mayor eficiencia fisiolégica
(Sainz et al., 2005).

Q-33.2 kDa
Fenotipos de tripsinas
digestivas
f ) Q-24.1 kDa
TC TC TC TC - 23 kDa
TB ———TB TB - 22 kDa

TA TA —

Figura 2. Fenotipos de tripsina del extracto enzimético de la glandula digestiva del

camarédn blanco L. vannamei. 1) Fenotipo con isotripsinas C, B y A; 2) Fenotipo
con isotripsinas C y B; 3) Fenotipo con isotripsinas C y A.

TA - 21 kDa

1.4 Quimotripsinas

Las quimotripsinas (E.C. 3.4.21.1) son enzimas que catalizan la hidrdlisis de
enlaces peptidicos formados por grupos carbonilos de tirosina, fenilalanina y
triptéfano y leucina y pertenecen a la familia S1 de las peptidasas del tipo serino. A

pesar de que las tripsinas y las quimotripsinas comparten los residuos de



aminoécidos de la triada catalitica y el mecanismo de catalisis, las quimotripsinas
tienen un bolsillo especifico (Serl89, Gly216 y Gly/Ala226) que les permite ampliar
la variedad de sustratos que pueden hidrolizar. Las quimotripsinas digestivas de
peneidos tienen los residuos de aminoacidos Gly189 y Asp226 a diferencia de las
tripsinas Aspl89 y Gly226 (Navarrete-Del-Toro et al.,, 2015). En la glandula
digestiva del camardn blanco se tiene reporte de dos quimotripsinas, una de 33.2
kDa y otra de 25 kDa (Hernandez-Cortés et al., 1997; Van Wormhoudt et al.,1992).

1.5 Mecanismo de catalisis

El mecanismo de catalisis para las serino peptidasas es un ataque nucleofilico del
hidroxilo del residuo Ser195 al grupo carbonilo del sustrato asistido por el residuo
His57, el cual actia como una base general para producir un intermediario
tetraédrico. El residuo His57-H" es estabilizado formando un puente de hidrégeno
con el residuo Aspl102. El oxianion del intermediario tetraédrico es estabilizado
mediante la interaccibn con los grupos NH de la cavidad oxianiénica.
Posteriormente, el intermediario tetraédrico se colapsa con la expulsion del
sustrato cuando el residuo His57-H" actia como un &cido general y la enzima
queda en una forma acilada. La reaccién de deacilacibn comienza cuando una
molécula de agua forma un segundo intermediario tetraédrico con la ayuda del
residuo His57. Este intermediario se colapsa al expulsar el residuo Serl95 y un
acido carboxilico y la enzima regresa a su conformacion original (Fig. 3)
(Hedstrom, 2002).

1.6 Inhibidores de peptidasas

Los inhibidores enzimaticos son moléculas que se unen a enzimas
mediante enlaces débiles (inhibicién reversible o mediante enlaces covalentes

(inhibicion irreversible) con el objetivo de disminuir la actividad enzimatica



(Campbell y Reece, 2007). Los inhibidores de peptidasas pueden ser proteinas o
compuestos quimicos (inhibidores sintéticos) que ayudan a prevenir una
protedlisis no deseada. Los inhibidores proteicos de serino peptidasas difieren
entre si en tamafo, y pueden variar entre los 29 a 400 residuos de aminoacidos,
siendo el mecanismo de inhibicién la principal diferencia entre una amplia gama de

inhibidores conocidos (Schoofs y Salzet, 2002).
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Figura 3. Mecanismo general de catalisis de las serino peptidasas (Modificado de
Hedstrom, 2002).

Los mecanismos de inhibicion conocidos son tres: 1) inhibicion competitiva,
el inhibidor tienen similitudes estructurales con el sustrato y ambos compiten por
interactuar con el sitio activo de la enzima por lo que se requiere una mayor
concentracion del sustrato para obtener la mitad de la velocidad maxima de

reaccion y por consecuencia la constante de Michaelis-Menten (K,,) aumenta. El



aumento de la concentracidn del sustrato desplaza a las moléculas del inhibidor en
el medio por lo que la velocidad méxima de reaccion (Vmax) NO se ve afectada; 2)
no competitiva, en este tipo de inhibicion el inhibidor no interactia con el sitio
activo de la enzima por lo que el K, no se ve afectado y la Vqnax aumenta al
encontrarse mas moléculas de la enzima con capacidad catalitica en el medio y 3)
inhibicion acompetitiva, en este tipo de inhibicion el Ky y la Vmax disminuyen
porque el inhibidor puede acoplarse a la enzima cuando ésta esta formando un

complejo con el sustrato (Fig. 4; Koolman y R6hm, 2005; Nelson y Cox, 2012).

A) Inhibicién B) Inhibiciéon no C) Inhibicién
competitiva competitiva acompetitiva
E+S-='E5—-E+P E+S=='ES—*E+P E+S—rE5—-E+P
> @ | &= @
I @ I Q @& I
El + S &= ESI ESI

>~ @ o
QD@ @

Figura 4. Mecanismos de inhibicion enzimética. E= Enzima, S= Sustrato, I=
Inhibidor. Figuras circulares representan enzimas (Modificado de Nelson y Cox,
2012).

La estructura de los inhibidores tipo Kunitz est4 formada por un a-hélice y
hasta doce placas B (Oliva et al., 2010). EI SBTI es una cadena de 181
aminoéacidos con dos puentes disulfuro (DiBella y Liener, 1969), tiene una masa
molecular de 20.1 kDa, es termoestable y no se inactiva a pH acido (3.0) (Beynon
y Bond, 2001). El sitio reactivo esta conformado por Pro(Pj), Ser(P3), Tyr(P>),
Arg(P1), lle(P 1), Arg(P"2), Phe(P’3), lle(P"4), Ala(P’s) y Glu(P’s), en donde el sitio
P, indica la especificidad del inhibidor con la enzima, los sitios P; con lisina y
arginina son especificos para inhibir tripsina mientras que los sitios P; con leucina
y metionina inhiben quimotripsina (Laskowski y Kato, 1980). EI mecanismo de
inhibicion del SBTI es del tipo canonico, lo que significa que entre la enzima y el



inhibidor hay una interaccion no covalente similar al complejo enzima sustrato. El
inhibidor bloquea el sitio activo de la enzima en donde el enlace peptidico entre los
aminoacidos en la posicion P;-P’; interactia con el sitio S; de la enzima (Enzima +
Inhibidor, E+I), se forma un complejo no covalente entre la enzima y el inhibidor,
en donde finalmente | es modificado en P1-P"; (E+I*) (Laskowski y Kato, 1980;
Ranasinghe y McManus, 2013).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Alimentos usados para cultivo de organismos acuaticos

Los ingredientes para preparar alimentos para la acuicultura contienen
nutrientes como proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales. Existen
algunas consideraciones para la seleccion de ingredientes, como sus
caracteristicas fisicoquimicas: digestibilidad, palatabilidad y la eficiencia de
utilizaciéon (Martinez-Cordova et al., 2014). Para cumplir con la demanda de
alimentos para la acuicultura, se ha recurrido a materias primas como la harina de
pescado, harina de camarén y harina de desechos de calamar, que aportan
proteina. Sin embargo, la disponibilidad y precio hacen que se haya recurrido a
ingredientes como la harina de soya o trigo, gluten de trigo, aceite de pescado,

lecitina de soya y levadura (Molina-Poveda y Villarreal-Colmenares, 2008).

La harina de soya es una fuente de proteina de bajo costo y es usada en la
elaboraciébn de alimento para animales; sin embargo su uso en algunos
organismos acuaticos ha generado resultados adversos (Yu et al., 2013). La soya
contiene inhibidores de peptidasas con la capacidad de disminuir la actividad de
las peptidasas digestivas. Ademds, otras moléculas como lectinas, saponinas,
acido fitico, fitoestrégenos y antivitaminas pueden afectar la digestion y en
consecuencia la absorcién de nutrientes. En conjunto este tipo de compuestos se
conocen como factores antinutricionales (Francis et al., 2001). Los factores

antinutricionales pueden clasificarse en cuatro grupos:

I. Factores que afectan la digestion de proteina (Inhibidores de
peptidasas, taninos y lectinas).

II. Factores que afectan la utilizacion de minerales (Fitatos, gosipol,
oxalatos y glucosinolatos).

I1l.  Antivitaminas.
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IV.  Miscelaneos (Micotoxinas, mimosina, ciandégenos, nitrato, alcaloides,

agentes fotosensibles, fitoestrégenos y saponinas).

La harina y aceite de pescado son los componentes mas usados para la
produccion de alimentos para peces y crustaceos. Esta preferencia se debe a la
proporcion entre proteinas y lipidos de estos ingredientes, sin embargo la
demanda de estos insumos es alta, en México se producen entre 170,000 y
210,000 toneladas de alimento para camarén, del cual entre el 8 y 40% es harina

de pescado y entre el 1 y 4% es aceite de pescado (Tacon y Metian, 2008).

La sustitucion de harina de pescado por harina de soya tiene algunas
desventajas como el bajo contenido de &cidos grasos n-3 y la presencia de
factores antinutricionales que pueden inhibir a las enzimas digestivas, aun asi, en
cultivo semi-comercial se ha llegado a reducir la harina de pescado de 30 a 6 g por
cada 100 g de alimento con una mezcla compuesta de harina de soya (70%) y
harina de canola (30%) (Suéarez et al., 2009). En el salmén del Atlantico se ha
reportado que la inclusion de 30% de harina de soya puede generar una reduccién
de peso y cambios morfolégicos en el intestino asi como cambios en la actividad
de tripsina (Krogdahl et al., 2003). En la Tabla Il, se muestra el efecto de la
inclusion de harina de origen vegetal en alimentos en los consumidores. La
presencia de inhibidores de tripsina en los alimentos para camarén ya se
sospechaba desde 1990 (Lim y Dominy, 1990).



Tabla Il. Efecto de la harina vegetal en alimentos para organismos acuaticos.
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Especie — Nombre
comun

Proporcién de harina
vegetal

Efecto en el consumidor

Referencia

Peces
Oncorhynchus mykiss —
Trucha arcoiris

Rachycentron canadum
— Cobia

Salmo salar L. —
Salmoén Atlantico

Salmo salar L. —
Salmoén Atlantico

Mezcla: Harina de maiz
(33.40%) / Harina de trigo
(28.74%) / Guisantes
extruidos (23.47%) / Harina
de colza (14.37%)

De 10 a 60% de harina de
soya

Harina de soya — 20%

Harina de soya — 25% (1.07
g/kg de saponinas)

Afecta la expresion de proteinas que
participan en el metabolismo primario.

A patrtir de 50% de harina de soya se
registré pérdida de peso del 16% y
peces alimentados con 60% harina de
soya hasta 24% de pérdida de peso.
Disminucion de la tasa de eficiencia
protéica y la proteina utilizada neta.

Cinco dias después de la primera
alimentacion se observo inflamacion
en el intestino. La actividad de tripsina
y quimotripsina aumento6 después de 7
dias.

Enteritis severa.

(Vilhelmsson et al.,
2004)

(Chou et al., 2004)

(Chikwati et al., 2013)

(Silva et al., 2015)



Tabla Il. Continuacion

Platichthys stellatus —
Lenguado

Sparus aurata —
Dorada

Crustaceos
Litopenaeus vannamei
— Camaron blanco

Penaeus monodon —
Camardn tigre

Penaeus monodon —
Camardn tigre

Penaeus monodon —
Camardn tigre

De 20 a 100% de harina de
soya

Harina de soya (300 g/kg) /
Gluten de trigo (164 g/kg) /
Trigo (157 g/kg)

Harina de soya — 14, 28, 42,
56y 70%

Harina de soya desgrasada
— 15, 25, 35, 45y 55%

Harina de frijol de lupino —
71.20%

Harina de canola — 64%

La actividad de pepsina y tripsina en
estdmago, glandula digestiva anterior y
posterior aumentd con 40% de harina
de soya pero decrecié cuando se
sustituyo el 100% de harina de
pescado con harina de soya.

La actividad de peptidasa alcalina, a-
amilasa, lipasa y capacidad de
absorcion de nutrientes disminuyeron.

Después de 14 dias de alimentacion,
la tasa de crecimiento disminuyo con
42,56 y 70% de harina de soya en el
alimento. El consumo de alimento
también disminuy6 con 56 y 70% de
harina de soya.

Con 35% de harina de soya
desgrasada se obtuvo una mayor
ganancia de peso y sobrevivencia.

Después de 42 dias de alimentacion
se obtuvo un 17% de mortalidad y
disminucién en eficiencia protéica.

Menor tasa de crecimiento después de
42 dias de alimentacion.
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(Li et al., 2015)

(Garcia-Meilan et al.,
2016)

(Lim y Dominy, 1990)

(Piedad-Pascual et
al., 1990)

(Sudaryono et al.,
1995)

(Buchanan et al.,
1997)
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Penaeus monodon —
Camaron tigre

Litopenaeus vannamei

— Camaron blanco

Penaeus monodon —
Camaron tigre

Litopenaeus vannamei
— Camaroén blanco

Litopenaeus vannamei
— Camaron blanco

Litopenaeus vannamei
— Camaroén blanco

Harina de chicharo — 20, 40,
60, 80 y 100%

Harina de soya — 60, 80 y
100. Harina de soya con
harina de krill — 100%

Harina de caupi y frijol
mungo bajo diferentes
tratamientos con
concentraciones de 2.1 a
44.7 mg/g de inhibidor de
tripsina

Harina de soya — 46, 59, 75,
88y 100%

Harina de soya - 35, 42,
45.5y 49%. Harina de
canola— 15, 18, 19.5y 21%

Harina de soya — 50% +
10% harina de origen
animal, + 10% harina de
pescado, + 10% harina de
chicharo

El 100% de harina de chicharo generé
pérdida de peso.

Se obtuvieron mejores resultados con
la adicion de harina de Krill.

Vacuolizacién anormal en la pared de
la glandula digestiva. Necrosis en
células epiteliales. Inflamacion de
hemocitos.

La sustitucion del 100% de harina de
pescado con harina de soya redujo el
peso.

Después de 95 dias de alimentacion
con 45.5% harina de soya 'y 19.5%
harina de canola se obtuvo menor
sobrevivencia.

La combinacién de harina de soya con
otro tipo de harinas redujo la tasa de
mortalidad.

(Bautista-Teruel et
al., 2003)

(Samocha et al.,
2004)

(Kumaraguru
Vasagam et al.,
2007)

(Alvarez et al., 2007)

(Suérez et al., 2009)

(Sookying y Dauvis,
2011)
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Litopenaeus vannamei
— Camaron blanco

Pacifastacus
leniusculus —
Langostino del Pacifico

Marsupenaeus
japonicus — Camaron
kuruma

Litopenaeus vannamei
— Camaron blanco

Proteina de soya— 7.9y
16.7% en combinacién con
40y 28.3% de harina de
pescado, calamar y krill

Harina de soya - 25,35y
45%

Harina de soya — 13.39,
16.33 y 19.29%. Harina de
canola—12.20,1491y
17.59

Concentrado de soya — 150,
260y 345 g/kg

La inclusion de proteina de soya en
una proporcion menor al 20% no
afectd negativamente la tasa de
crecimiento ni ganancia de peso.

Disminucion de peso en organismos
alimentados con 35 y 45% de harina
de soya.

La tasa de sobrevivencia disminuy0 al
sustituir el 100% de harina de pescado
con la mezcla de harina de soya y
canola. La actividad proteolitica total
también disminuyé después de 60 dias
de alimentacion.

A patrtir de 26% de concentrado de
soya se observo una disminucién en
peso.

(Gong et al., 2012)

(Fuertes et al., 2012)

(Bulbul et al., 2016)

(Sabry-Neto et al.,
2016)
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2.2 Efecto de inhibidores de peptidasas presentes en alimento

La importancia de estudiar el efecto de inhibidores de peptidasas en el
sistema digestivo del camardn blanco, es que éstas moléculas pueden afectar la
digestibilidad de proteina y por consiguiente el metabolismo de nutrientes
provenientes de la dieta como se demostré en la Tabla Il. Estudios previos han
utilizado a los insectos como modelo de estudio debido a los efectos econémicos
adversos que causan en la agricultura. En la mayoria de los insectos estudiados,
las peptidasas digestivas son del tipo serino y cisteino, y en algunos casos del tipo
aspartico. El arroz y la papa sintetizan inhibidores especificos para reducir la
actividad de las peptidasas de insectos plaga, pero esta estrategia ha tenido un
éxito limitado debido a que los insectos se han adaptado rapidamente a la

presencia de inhibidores en su dieta (Zhu-Salzman y Zeng, 2014).

Li et al. (2007, 2010) evaluaron el efecto de los inhibidores de tripsina tipos
Bowman-Birk y Kunitz de la soya en las rutas asociadas con el metabolismo de
carbohidratos y lipidos en larvas de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster
y se observd un incremento en la concentracién de fructosa-6-fosfato, el cual es
un intermediario en la glucdlisis. Asi mismo, se reporté una disminucion en la
concentracion de acido citrico y acido isocitrico, dos intermediarios del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA, por sus siglas en inglés). Otro de los efectos que se
encontraron al alimentar a las larvas con este tipo de inhibidores fue en la longitud
de las microvellosidades que protegen al lumen en células epiteliales de la
glandula digestiva. Se analizd la expresion de proteinas y se encontré6 una
sobreexpresion de quitinasas y de una peptidasa del tipo serino, contrario a lo
reportado en otros insectos, no se registré una sobreexpresion con peptidasas del

tipo cisteino.

En 2007, Amirhusin et al. probaron el efecto sinérgico de inhibidores de

serino, cisteino y aspartico peptidasas en larvas del gorgojo del garbanzo,
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Callosobruchus maculatus encontrando un aumento en el tiempo de desarrollo de
la larva hasta alcanzar el estadio adulto, en comparacion con el efecto de

inhibidores suplementados de manera individual.

En especies de interés para la acuicultura se ha reportado que la sustitucion
del 40% de harina de pescado con harina de soya (que contiene inhibidores de
tripsina) en alimento para el tiburobn chino Myxococyprinus asiaticus, reduce
significativamente la actividad de peptidasas digestivas provocando trastornos
fisiologicos como desordenes en las microvellosidades epiteliales lo que provoca
dafios en las vellosidades intestinales y que se reduzca la actividad de las
enzimas digestivas lo que genera la disminucion en la digestion y absorcion de
nutrientes (Yu et al., 2013). En el salmon del Atlantico (Salmo salar) la actividad de
tripsina se reduce significativamente cuando se alimenta con concentrados de
soya, provocando un estado de enteropatia severa (Baeverfjord y Krogdahl, 1996;
Penn et al., 2011).

En los crustaceos existe escaza informacion sobre el efecto de inhibidores
de peptidasas en la digestion. En el camaroén tigre (Penaeus monodon) se han
observado lesiones en la glandula digestiva cuando se les alimenta con
germinados de frijol, en donde las concentraciones de inhibidor de tripsina pueden
variar de 12 a 44 mg/g, lo que lleva a la vacuolizacion de las células B que se
encuentran en los tdbulos de la glandula digestiva, asi como la infiltracion de
hemocitos en el intestino y dafios en la pared intestinal (Kumaraguru Vasagam et
al., 2007). La pulga de agua dulce Daphnia magna puede alimentarse de
cianobacterias que contienen inhibidores de tripsinas (cianopeptolinas) e
inhibidores de quimotripsinas (nostopeptina BN920 y cianopeptolina 954) como
metabolitos secundarios (Von Elert et al.,, 2005, Weckesser et al., 1996). En
procesos de eutrofizacion la poblaciéon de cianobacterias aumenta, y se ha
sugerido que pudiera ser una de las principales causas de la disminucién de la

poblacién de D. magna en lagos, por lo que se estudi6 el efecto de inhibidores de
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tripsinas y quimotripsinas en diferentes cepas de D. magna. Asi, se observé que
los alimentados con cianobacterias que contenian exclusivamente inhibidores de
guimotripsina estimularon la sintesis de tripsinas y dos quimotripsinas diferentes a
las que se expresan normalmente en la glandula digestiva (Schwarzenberger et al.
2010).
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3. JUSTIFICACION

La inclusién de harina de soya en los alimentos para acuacultura no ha sido
exitosa en su totalidad ya que se ha demostrado que sobrepasando ciertas
concentraciones, los resultados pueden llegar a ser adversos para el consumidor,
lo que resultaria en un impacto econémico. Algunos estudios han indicado que las
peptidasas digestivas de peces han disminuido su actividad con concentraciones
mayores al 40% de harina de soya en el alimento, mientras que en peneidos se
han observado dafios en el sistema digestivo. El aporte cientifico de esta
investigacion radica en conocer si el sistema digestivo del camardn, como en otros
artropodos, tiene la capacidad responder ante la presencia del SBTI, lo que
indicaria que se estaria reconociendo al inhibidor y por lo tanto aumentando la
actividad de peptidasas digestivas, por lo que se generd una pregunta cientifica:
¢Posee el camarén blanco la capacidad metabdlica de compensacion en
respuesta a ingesta de inhibidores de peptidasas? Al contestar la pregunta anterior
se aportaria conocimiento a la biologia general de los peneidos y se daria
evidencia de que la compensacion enzimatica pudiera ser una generalidad en los
artropodos ya que el fendmeno se ha demostrado en diferentes O6rdenes de
insectos y en un crustaceo claddcero, siendo este trabajo el primer ejemplo de un

crustaceo decapodo con la capacidad de compensacion enzimatica.

4. HIPOTESIS

Si el camaroén blanco (Litopenaues vannamei), como otros artrépodos, posee
diferentes clases de peptidasas digestivas, entonces, es posible que también

tenga capacidad para compensar ante la presencia de inhibidores de tripsina.



20

5. OBJETIVO

Estudiar el efecto de la ingesta de inhibidor de tripsina tipo Kunitz en el sistema

digestivo de camarén blanco.

5.1 Objetivos especificos

1) Cuantificar la concentracion minima de SBTI en el alimento necesaria
para inhibir la actividad de las principales peptidasas digestivas in vitro.

2) Cuantificar la actividad enzimatica de las peptidasas del sistema
digestivo de camardn en presencia de SBTI introducido en el alimento.

3) Estudiar el efecto del SBTI en el tiempo de compensacion.

4) ldentificar a las peptidasas que compensa la actividad inhibida en la

glandula digestiva y las heces.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cuantificacion de actividad especifica en presencia de SBTI

Para evidenciar que el SBTI tiene la capacidad de inhibir a las serino
peptidasas del camaron blanco se incubaron 5 pg de extracto enzimatico de la
glandula digestiva del camarén con 1 ug de SBTI (#T9003, Sigma-Aldrich) y se
tomaron muestras a diferente tiempo de incubacién (0, 1, 2, 3 y 4 h). Se cuantificd
la actividad proteolitica total con azocaseina al 0.5% (Garcia-Carrefio et al., 1994)
y la actividad de tripsinas y quimotripsinas utilizando como sustrato 1 mM BApNA
y 0.1 mM SAApNA, respectivamente (Garcia-Carrefio et al., 1994).

6.2 Deteccion de complejos enzima-inhibidor entre SBTI y peptidasas
digestivas por electroforesis

Se incubaron 5 pg de extracto enzimatico de glandula digestiva de camaron
con 1 ug de SBTI a temperatura ambiente y se tomaron muestras a diferentes
tiempos de incubacion (0, 1, 2, 3y 4 h). Para detener la reaccion en cada muestra,
se agregd amortiguador de muestra para electroforesis nativa (62.5 mM Tris-HCI,
pH 6.8; 25% glicerol y 1% azul de bromofenol) en una relacion 1:1 (v/v) y se
mantuvieron a -20°C hasta su uso. Las proteinas fueron separadas en geles de
electroforesis de acrilamida al 12% en condiciones nativas aplicando 15 mA por

gel y manteniendo una temperatura de 2°C.

Para evidenciar la actividad de las peptidasas, el gel se lavd con agua
destilada y se incub6 en una solucion de caseina al 3% disuelta en amortiguador
50 mM Tris-HCI, pH 8.0, durante 90 min a temperatura ambiente, después de la

incubacion, el gel fue tefido con una solucién 0.1% azul de Coomassie (R- 250)
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en 7.5% &cido acético y 5% metanol a temperatura ambiente y destefiido con 10%

acido acético y 40% metanol (Garcia-Carrefio et al., 1993).

6.3 Preparacion de alimento con SBTI

Como base se utilizé alimento comercial PIASA (proteina (%): 36.83 £ 0.18,
lipidos (%): 4.97 + 0.04, fibra cruda (%): 1.86 + 0.09, humedad (%): 6.89 + 0.06,
cenizas (%): 1.86 + 0.09, energia (kJ/g): 19.4 + 0.05), el cual fue hidratado con una
solucion que contenia el SBTI solubilizado. Por cada 100 g de alimento, se
adicionaron 40 mL de la solucién que contenia el inhibidor. Los porcentajes del
inhibidor con respecto al alimento fueron 0.1% y 0.2%. El alimento control se
hidrato con agua destilada. Los alimentos se incubaron por 12 h a 4°C para
posteriormente secarse en un horno de vacio a 55°C y 20 In Hg. Para evitar la
lixiviacion del inhibidor en el agua marina, los alimentos fueron recubiertos con una
mezcla de aceite de pescado (#F8020, Sigma-Aldrich) y cera carnauba (#243213,
Sigma-Aldrich). El alimento se mantuvo a 4°C hasta su uso.

Con el objetivo de confirmar la presencia del SBTI en los alimentos antes de
iniciar los bioensayos se hizo un andlisis de dot blot y ensayos de inhibicién para
confirmar que el SBTI estuviera activo despues del secado de los alimentos. Para
ello se prepararon extractos de los alimentos experimentales, 1 g de cada alimento
fue molido en un mortero y mezclado con 5 mL de agua destilada e incubados por
2 h. Después se centrifugaron por 20 min a 10,000 x g y 4°C, se extrajo el
sobrenadante y se cuantificd proteina soluble por el método de Bradford (Bradford,
1976).

Para el analisis de dot blot, 1 uL de cada extracto de alimento se mezcld
con amortiguador de muestra para electroforesis nativa (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8;
25% glicerol 25% y 1% azul de bromofenol) en una proporcion 1:20 (v/v) y cada

muestra (alimento PIASA, alimento control, alimento con 0.1% de SBTI y alimento
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con 0.2% de SBTI) se inmovilizé en una membrana de nitrocelulosa. La membrana
fue lavada dos veces con 15 mL de amortiguador TBS (10 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, pH 7.5) por 10 min e incubada por 1 h en solucion de bloqueo (10 mM Tris-
HCI, 150 mM NacCl, 0.05% Tween 20 y 5% leche descremada). Posteriormente, la
membrana de nitrocelulosa fue lavada dos veces con 15 mL de amortiguador TNT
(10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20, pH 8.0). La membrana se
incub6 por 2 h a temperatura ambiente con un anticuerpo policlonal especifico
para SBTI (#PA1-85939, Thermo Fisher) el cual se diluyé 1:2000 (v/v) en
amortiguador TNT. La membrana fue lavada dos veces con 15 mL de
amortiguador TNT y posteriormente incubada por 2 h a temperatura ambiente con
un anticuerpo anti-lgG de conejo con peroxidasa acoplada (#A6154, Sigma-
Aldrich) el cual se diluyé 1:2000 (v/v) con amortiguador TNT. La membrana de
nitrocelulosa fue lavada 4 veces con 15 mL de amortiguador TNT y finalmente se
incub6 con 3,3'-Diaminobenzidina 2 mM disuelta en amortiguador TBS hasta el

desarrollo de color.

Los extractos de alimentos también se utilizaron para realizar ensayos de
inhibiciébn con enzimas comerciales y extractos enzimaticos de glandula digestiva
de camaron blanco, para demostrar que el SBTI presente en los alimentos seguia
activo después del secado de los alimentos. Se incubd 1 pg de proteina de cada
alimento por 1 h con 1 ug de tripsina bovina (#T8003, Sigma-Aldrich), 1 ug de
quimotripsina bovina (#C4129, Sigma-Aldrich) y 0.5 pg de extracto enzimético de
glandula digestiva de camaron. Posteriormente se cuantificd actividad especifica
de tripsina y quimotripsina (Garcia-Carrefio et al., 1994)

6.4 Bioensayo 1 — Efecto de 0.1y 0.2% de SBTI en la hidrdélisis de proteina en
la glandula digestiva de L. vannamei

Un total de 18 especimenes del género L. vannamei con un peso de ~32 g

fueron aclimatados por 14 dias con el alimento control en acuarios individuales de
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19 L con agua marina y recambio diario de 75% de agua a 27 = 1.5 °C. Se
utilizaron 6 camarones por cada tratamiento, y se alimentaron con 0.6 g
diariamente durante 5 dias. Se recolectaron muestras de heces por sifoneo todos
los dias del bioensayo (D1-D5). También, se colectaron muestras de heces antes
de la alimentacion con el SBTI (DO) para comparaciones entre los perfiles de
peptidasas antes y después del tratamiento. Las heces colectadas se enjuagaron
con agua destilada para eliminar exceso de sales y se almacenaron a —80°C hasta
su uso (Cérdova-Murueta et al., 2003). Al final del bioensayo, los camarones
fueron disectados para recuperar las glandulas digestivas, y posteriormente se
guardaron individualmente a —80°C hasta su uso.

6.5 Andlisis de muestras de glandula digestiva y heces

Cada glandula digestiva colectada fue homogenizada con agua destilada en
una proporciéon 1:2 (p/v). Los homogenados fueron centrifugados por 30 min a
10,000 x g y 4°C y el sobrenadante fue separado. Dado el exceso de lipidos y
sedimentos los sobrenadantes de la centrifugacion anterior fueron centrifugados
nuevamente por 10 min a 10,000 x g y 4°C. Las extractos enzimaticos obtenidos
fueron utilizados para cuantificacion de proteina soluble (Bradford, 1976), actividad
proteolitica total, actividad especifica de tripsina y quimotripsina, y finalmente
analizar los cambios en los perfiles de peptidasas por electroforesis segun la

metodologia descrita por Garcia-Carrefio et al. (1993, 1994).

Las muestras de heces colectadas diariamente se homogenizaron
individualmente con 200 puL de agua destilada y se centrifugaron por 10 min a
10,000 x g y 4°C. El sobrenadante se colectd y se cuantifico proteina soluble
(Bradford, 1976). Posteriormente, los extractos enzimaticos de heces fueron
analizados por electoforesis (Garcia-Carrefio et al., 1993). Después del analisis de
los perfiles de peptidasas en los extractos enzimaticos de heces se hicieron

ensayos de inhibicion para identificar serino peptidasas con Pefabloc (#76307,
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Sigma-Aldrich). De cada extracto enzimético de heces colectadas antes iniciar el
bioensayo y en el dia 2 del bioensayo se incubaron 5 pg de proteina soluble (5
pg/uL) con 2 mM Pefabloc por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, las
muestras se mezclaron con amortiguador de muestra para electroforesis nativa en
una proporcién 1:1 (v/v) para su separacion por electroforesis. Los geles se
incubaron con 3% de caseina a pH 8.0 para revelar actividad de peptidasas
alcalinas (Garcia-Carrefio et al., 1993).

6.6 Bioensayo 2 - Efecto de 0.1 y 0.2% de SBTI en el tiempo de
compensacion en las peptidasas digestivas de L. vannamei

Un total de 450 especimenes de camardon blanco (~ 25 g) fueron
distribuidos en nueve acuarios (tres acuarios por tratamiento) con capacidad de
1000 L y recambio diario de agua (27 = 1.5 °C). Los camarones fueron
alimentados con el alimento control por 14 dias previos al inicio del experimento.
Los camarones se mantuvieron en ayuno un dia antes de iniciar el bioensayo y se
tomaron muestras de glandula digestiva (0 h). Posteriormente se aliment6 a los
camarones y se tomaron muestras de glandula digestiva 1, 2 y 4 h después de la
alimentacion. También, se tomaron muestras de glandula digestiva a las 23 h
(antes de re-alimentar) y a 24 h (después de re-alimentar). Los camarones que no
ingirieron el alimento a 0 y 24 h se descartaron del bioensayo y el alimento no
ingerido se retirdé de los acuarios por sifoneo antes de la toma de las muestras
para asegurar que el efecto observado en las peptidasas digestivas de camarén

es por efecto de la presencia del inhibidor en el alimento (Fig. 5).
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Figura 5. Descripcion del bioensayo 2. Cada tratamiento contdé con 3 unidades
experimentales por lo que en cada tiempo de muestreo se tomaron 18 organismos
(seis de cada una).

6.7 Andlisis de muestras de glandula digestiva

Cada glandula digestiva colectada fue homogenizada con agua destilada en
una proporciéon 1:2 (p/v) y centrifugadas por 30 min a 10,000 x g y 4°C,
posteriormente el sobrenadante fue separado. Las extractos enzimaticos
obtenidos fueron utilizados para cuantificacibn de proteina soluble (Bradford,
1976), actividad proteolitica total, actividad especifica de tripsina y quimotripsina, y
finalmente se analizaron los cambios en los perfiles de peptidasas por

electroforesis y zimogramas (Garcia-Carrefio et al., 1993, 1994).

Con los resultados obtenidos de la electroforesis se identificaron en los
extractos enzimaticos los fenotipos de isotripsinas descritos previamente por
(Sainz et al., 2005). Se seleccionaron las glandulas digestivas de camarones con
los dos fenotipos de tripsina mas abundantes, fenotipo con isotripsinas CBA y

fenotipo con isotripsinas CB. Se hicieron ensayos de inhibicion utilizando 5 pg de
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extracto enzimatico de glandula digestiva e incubando con 2 mM 1,10-Fenantrilina
a 20°C por 6 dias. Después de la incubacion, se agregd amortiguador de muestra
(62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 25% glicerol y 1% azul de bromofenol) en una relacion
1:1 (v/v). Las proteinas fueron separadas en geles de electroforesis al 12% de
acrilamida en condiciones nativas aplicando 15 mA por gel y manteniendo una
temperatura de 2°C. Para evidenciar actividad de peptidasa, el gel se lavo con
agua destilada y se incubdé en una solucidbn de caseina al 3% disuelta en
amortiguador 50 mM Tris-HCI, pH 8.0 durante 90 min a temperatura ambiente,
después de la incubacion, el gel fue tefiido con una solucion 0.1% azul de
Coomassie (R- 250) en 7.5% &cido acético y 5% metanol a temperatura ambiente
y destefiido con una solucion de 10% acido acético y 40% metanol (Garcia-
Carrefio et al., 1993).

6.8 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de actividad proteolitica total, actividad de tripsina
y actividad de quimotripsina se analizaron por métodos paramétricos, la
normalidad de los datos se comprob6 mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov
y la homocedasticidad por medio de la prueba de Barlett. Posteriormente se
realiz6 un andlisis de varianza de una via y el método de comparaciones multiples

de Tukey con el programa computacional STATISTICA 8.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Concentracion minima de SBTI en el alimento necesaria para inhibir la
actividad de las principales peptidasas digestivas in vitro

En la figura 6A se puede observar que mientras la actividad proteolitica total
de 5 pg/ul de extracto de glandula digestiva es inhibida hasta en un 80% con 1
pg/ul de SBTI, a mayor concentracion del inhibidor no hay un aumento significativo
en el procentaje de inhibicion. La relacion 1:5 inhibidor-extracto se utilizé para
cuantificar la pérdida de la actividad enzimatica durante el tiempo aproximado de
residencia del alimento en el tracto digestivo (~4 h). Durante 4 h de incubacion, la
actividad proteolitica total y la actividad de quimotripsina disminuyeron ~65% y la
inhibicién fue constante. La actividad residual de tripsina fue 60% en el tiempo O y
a las 4 h de incubacion la actividad residual de tripsina fue del 86% (Fig. 6B).

El efecto del inhibidor en la actividad de las peptidasas digestivas de
camardn puede observarse en los geles de electroforesis (Fig. 6C-D) en donde se
observa que las isotripsinas digestivas de camardn estan inhibidas a 0 h, con el
tiempo de incubacién se observan bandas de actividad indicando que el complejo

E-l se desacopla y la peptidasa queda libre y activa.
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Figura 6. Interaccion in vitro de las peptidasas de la glandula digestiva de L.
vannamei y el inhibidor de tripsinas proveniente de la soya (SBTI). A) Ensayo de
inhibicion para determinar la concentracién necesaria para inhibir mas del 60% de
la actividad proteolitica total alcalina; B) Ensayo de inhibicién para tripsinas y
guimotripsinas de camardon con el SBTI durante el tiempo de residencia del
alimento; C) Estabilidad del complejo enzima-sustrato entre peptidasas digestivas
de camardon y el inhibidor de tripsinas proveniente de la soya (SBTI); D)
Zimograma para peptidasas. SBTI: Inhibidor de tripsinas proveniente de la soya,
GD: Glandula digestiva, Q: Quimotripsina, TC: Isotripsina C, TB: Isotripsina B, TA:
Isotripsina A.
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7.2 Actividad enzimatica de las peptidasas del sistema digestivo de camaron
en presencia de SBTI introducido en el alimento

Antes de iniciar el bioensayo, se verificd que el inhibidor estuviera en el
alimento y que permaneciera activo después del secado de los alimentos. La
figura 7A muestra dot blot confirmando la presencia del SBTI en los alimentos
utilizados. Después se prepararon extractos de cada alimento y se hicieron
ensayos de inhibicibn con tripsina bovina, quimotripsina bovina y extracto

enzimatico de glandula digestiva.
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Figura 7. Presencia y actividad del SBTI en los alimentos. A) Membrana de
nitrocelulosa en donde se observa la deteccion del SBTI en los alimentos por
medio de un anticuerpo policlonal especifico para SBTI. B) Ensayo de actividad de
tripsina usando extractos de alimento para inhibir las isotripsinas digestivas del
camarén y tripsina bovina. C) Ensayo de actividad de quimotripsina usando
extractos de alimentos para inhibir las quimotripsinas digestivas de camaron y
guimotripsina bovina. SBTI = Inhibidor de tripsinas proveniente de la soya. BSA =
Albumina de suero bovino.

La figura 7B muestra la inhibicion de actividad de tripsina en extractos
enzimaticos de glandula digestiva (barras negras) y la inhibicion de tripsina bovina
(barras grises) y se muestra que el SBTI afiadido a los alimentos esta activo a
pesar del proceso de secado de los alimentos para su elaboracion. La actividad de

tripsina bovina disminuyo 50% cuando se incubd con el extracto del alimento con
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0.1% de SBTI y 70% cuando se incubd con el extracto del alimento con 0.2% de
SBTI. La actividad de tripsina en extractos enzimaticos de glandula digestiva de
camaron disminuy6 60% cuando se incubd con el extracto del alimento con 0.1%
de SBTI y 80% cuando se incubd con el extracto del alimento con 0.2% de SBTI.
Por otra parte, mas del 80% de la actividad de quimotripsina en los extractos
enzimaticos de glandula digestiva (Fig. 7C, barras negras) disminuyé con los
extractos de alimentos con SBTI, mientras que la actividad de quimotripsina

bovina (Fig. 7C, barras grises) no se vio afectada con los extractos de alimentos.

Se estudié el efecto del SBTI presente en el alimento sobre la actividad de
las peptidasas digestivas in vivo, mediante la cuantificacién de los cambios en la
actividad proteolitica total y las actividades especificas de tripsina y quimotripsina.
En la figura 8A se observa que los alimentos con 0.1% y 0.2% SBTI redujeron la
actividad proteolitica total en glandula digestiva en un 20% y 40%,
respectivamente (P <0.05). La actividad de tripsina se redujo significativamente
60% y 70% en los grupos alimentados con 0.1% y 0.2% SBTI, respectivamente (P
<0.05; Fig. 8B). La actividad de quimotripsina de la glandula digestiva no se vio
afectada con 0.1% SBTI en el alimento a diferencia de cuando se alimenté con
0.2% SBTI en donde se redujo 30% (P <0.05; Fig. 8C).

A) B) c)

120 140
a

100 Yk .
[e]

80

)

120 120

100 100
80

G0

80
60

60

40

40 40

Actividad de tripsina (%)

20

20 20

Actividad proteolitica total (%)

Actividad de guimotripsina (%

0 0
Control 0.1%  0.2% Control 0.1 . Control 0.1%  0.2%

Figura 8. Efecto del SBTI in vivo en las peptidasas digestivas del camarén. A)
Actividad proteolitica total, B) Actividad de tripsinas, C) Actividad de
quimotripsinas. Los datos corresponden a muestras de triplicados de las glandulas
digestivas de camarones alimentados con el alimento control y alimento con 0.1 y
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0.2% de SBTI. Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas (P
<0.05).

Los extractos enzimaticos de la glandula digestiva se analizaron por
zimogramas con el objetivo de buscar cambios en la actividad de peptidasas entre
el grupo alimentado con el alimento control y los grupos alimentados con 0.1% vy
0.2% de SBTI (Fig. 9). La intensidad de las bandas de isotripsinas (TC, TB, y TA)
se redujo indicando una inhibicion parcial en el grupo alimentado con 0.2% de
SBTI. Las isoquimotripsinas (Q) fueron ligeramente inhibidas. Algunas bandas con
actividad de peptidasa se observan con mayor intensidad en los grupos
alimentados con SBTI y se marcaron con la letra U (Unknown) y un nimero para
su identificacion (U1-U7). Las bandas U3, U5 y U6 se observaron en el grupo
control. En el grupo alimentado con 0.2% de SBTI, se observan bandas que no
estan presentes en el grupo control y el grupo alimentado con 0.1% de SBTI
(bandas Ul y U2). La banda U3 estuvo presente en todos los tratamientos pero
con mayor actividad en el grupo alimentado con 0.2% de SBTI. La banda U4 no se
observé en el grupo control pero se observa en los grupos alimentados con SBTI.
Las bandas U5 y U6 se observaron en todos los tratamientos, pero con mayor
intensidad en el grupo alimentado con 0.2% de SBTI.
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Figura 9. Zimogramas de los extractos enzimaticos de las glandulas digestivas de
camarones alimentados con SBTI. Cada gel contiene extractos enzimaticos de
cuatro individuos diferentes. Las flechas negras discontinuas indican peptidasas
no identificadas (U) en extractos de la glandula digestiva. Q = Quimotripsinas, TC
= Isotripsina C, TB = Isotripsina B, TA = Isotripsina A.

Con el objetivo de comparar las peptidasas digestivas de los individuos
antes y durante el bioensayo, se tomaron muestras de heces y se prepararon
extractos enzimaticos. En la figura 10 se puede observar que la actividad de las
peptidasas en los extractos de heces del grupo control se mantuvo constante, dos
qguimotripsinas (Q), tres isotripsinas (TC, TB, y TA) y cuatro peptidasas que no han
sido descritas previamente (U3, U4, U6, y U7). Al segundo dia del muestreo (D2)
se inhibieron las tripsinas y las quimotripsinas en el grupo alimentado con 0.1% de
SBTI por la presencia del SBTI en el alimento, de las peptidasas sin describir en el

grupo control, solo se observan las peptidasas U3, U4, y U6. En el grupo
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alimentado con 0.2% de SBTI se observa una mayor cantidad de peptidasas en

las heces (U1-7) en las muestras del dia 2.

= i —— = e
DO D2 DO D2 DO D2 DO D2 DO D2 DO D2 DO D2 DO D2 DO D2

—

<--U3 <--U3

-- U3
- <--Ud €-- U4
Q 33.56koa Q33.2kDa -- U5
(--

-- U7
Q 24.1kDa

Q 24.1kDa Q 24.1kDa
TC 23 kDa TC 23 kDa
T8 22 kDa T8 22 kDa L2
TA 21 kDa TA 21 kDa TA 21 kDa
CONTROL 0.1% 0.2%

SBTI SBTI

Figura 10. Zimogramas de extractos de heces de tres camarones de cada grupo.
Q = Quimotripsinas, TC = Isotripsina C, TB = Isotripsina B, TA = Isotripsina A.
Flechas negras discontinuas indican peptidasas no identificadas y sefialadas con
la letra U. DO = Extracto enzimatico de heces antes del bioensayo, D2 = Extracto
enzimatico de heces del segundo dia del bioensayo.
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7.3 Efecto del SBTI en el tiempo de compensacion

La actividad proteolitica total y especifica de las tripsinas y las
quimotripsinas se cuantificO en extractos enzimaticos de cada uno de los
individuos del bioensayo a las 0 h (ayuno), 1, 2 y 4 h después que se administré el
alimento con el inhibidor, a las 23 h (antes de la realimentacion), y a las 24 h
(después de la re-alimentacion). En la figura 11 se presentan los resultados de la
actividad enzimatica de las glandulas digestivas colectadas en el bioensayo 2. La
actividad proteolitica total disminuye 2 h después de la alimentacion y en la re-
alimentacion (24 h). Por el contrario, a las 23 h, la actividad en los tratamientos
aumentd, lo que podria indicar que el efecto del SBTI esta relacionado con el
tiempo de residencia del alimento en el tracto digestivo de los camarones (Fig.
11A). La actividad especifica de tripsina disminuy6 2 h después de la alimentacion
con SBTI, y la actividad en el grupo alimentado con 0.1% SBTI aumento a las 23 h
(ayuno), mientras que la actividad especifica de tripsina disminuy6é para el
alimentado con 0.2% SBTI (Fig. 11B). La actividad especifica de quimotripsina
(Fig. 11C) disminuy6 2 h después de la alimentacion y a las 24 h (1 h después de
la re-alimentacion). Antes de la re-alimentacion (23 h), la actividad de
quimotripsina aumenté sélo en el grupo alimentado con 0.1% SBTI.
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Figura 11. Efecto de SBTI en la actividad enzimatica de la glandula digestiva. A)
Actividad proteolitica total, B) Actividad especifica de tripsina, C) Actividad
especifica de quimotripsina.
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Dado que en el bioensayo se utilizaron especimenes que presentaban
fenotipos de tripsina CBA y CB, se analizaron las peptidasas hasta encontrar
cambios por efecto del SBTI. En la figura 12, especimenes del fenotipo CBA
alimentados con 0.2% SBTI, sefialando con flechas las proteinas y peptidasas ya
identificadas. También se observa que a las 23 h las peptidasas que habian
incrementado su actividad (Ser, Ul1-U3) a las 4 h por efecto del inhibidor,
disminuyeron. A las 24 h (1 h después de la realimentacion) las peptidasas
aumentaron la actividad.
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Figura 12. Efecto de 0.2% SBTI durante el tiempo en la actividad enziméatica de la
glandula digestiva. Ser: Serino peptidasas no identificadas, Q: Quimotripsinas, TC:
Isotripsina C, TB: Isotripsina B, TA: Isotripsina A.
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7.4 Peptidasas que compensan la actividad inhibida en la glandula digestiva
y las heces

En los extractos enzimaticos de heces del bioensayo 1 del grupo
alimentado con SBTI se pueden observar peptidasas que no estan presentes en el
grupo control. La actividad proteolitica total en el camarén blanco estd dada
principalmente por serino peptidasas y en un menor porcentaje por metalo
peptidasas. En el presente estudio se utilizaron inhibidores sintéticos para estas
dos clases de peptidasas para elucidar la clase de las enzimas que compensan la
inhibicién de las serino peptidasas por efecto de SBTI. La figura 13 presenta un
zimograma de los extractos enziméticos de heces de tres individuos, en donde se
observa que, en las heces colectadas antes del tratamiento, estan presentes
isotripsinas y quimotripsinas (carril 1). Al incubar los extractos de heces del control
con Pefabloc, se inhiben las serino peptidasas ya caracterizadas. Los extractos
enzimaticos de heces colectados dos dias después del tratamiento se observa una
disminucién en la actividad de las serino peptidasas (carril 3), cuando estas
muestras son incubadas con Pefabloc (carril 4), se observa que las peptidasas Ul

y U2 reducen su actividad, sugiriendo que son serino peptidasas.

Para elucidar la presencia de metalo peptidasas se utilizd un inhibidor
sintético especifico para esta clase (1,10-Fenantrolina). La figura 14A muestra un
zimograma con extractos enzimaticos de glandula digestiva, el carril 1 muestra un
extracto enzimatico incubado con agua destilada, control, y el carril 2 muestra un
extracto enzimatico incubado con 2 mM de 1,10-Fenantrolina. Las flechas negras
de la figura 14A indican la inhibicibn de metalo peptidasas en extractos
enzimaticos de glandula digestiva camaroén y las lineas de punteadas representan
serino peptidasas ya identificadas y caracterizadas. En la figura 14B, las proteinas
de las peptidasas observadas en el zimograma de la figura 14A, se identifican en
la electroforesis, en donde se observa que las metalo peptidasas tienen una masa
de ~25 kDa y ~45 kDa.
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Figura 13. Perfil de peptidasas de las heces de tres organismos (A, B y C)
alimentados con 0.2% de SBTI incubadas con Pefabloc. 1= Muestras de heces
antes de la alimentaciéon con SBTI (muestra de referencia), 2= Muestras del carril
1 incubadas con Pefabloc, 3= Muestras de heces del dia 2 alimentando con SBTI,
4= Muestras del carril 3 incubadas con Pefabloc. Los recuadros punteados
sefalan inhibicion de tripsinas y quimotripsinas.

A B
) - )

=
<€ MET B < MET

"-.-
--Q 33.2kDa . -- Q 33.2kDa

< 85.51 kDa . < 8‘511 kDa

-- TC23kDa e -- TC 23 kDa
- IB22kDa e .- IB22 kDa
TA 21 kDa TA 21 kDa

Figura 14. Identificacion de metalo peptidasas en la glandula digestiva del
camaron blanco L. vannamei. A) Zimograma para peptidasas alcalinas, C: Extracto
enzimatico de la glandula digestiva del camardn incubado con agua destilada
como control, I: Extracto enzimatico de la glandula digestiva del camaron incubado
con 1,10-Fenantrolina. B) Electroforesis nativa con un extracto enzimatico de
glandula digestiva en donde se sefialan a las metalo peptidasas.
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En la figura 15 se presentan muestras de la glandula digestiva de
especimens que presentan el fenotipo de tripsina CBA. Las flechas negras indican
la inhibicién de las metalo peptidasas. Los carriles etiquetados como C contienen
extractos enzimaticos que se incubaron con agua destilada y carriles con la
etiqueta | contienen el extracto enzimético incubado con 2 mM de 1,10-
Fenantrolina. Las dos metalo peptidasas identificadas aumentaron su actividad en
los grupos tratados con SBTI, sobre todo a las 4 h después de la alimentacion. En
la figura 16 se muestran extractos de glandula digestiva de especimenes que
presentan el fenotipo de tripsina CB. Dos metalo peptidasas se observan antes del
tratamiento. A las 23 y 24 h del tratamiento se observa una metalo peptidasa antes

ausente.
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Figura 15. Identificacibn de metalo peptidasas en la glandula digestiva de
camarones con fenotipo de tripsinas CBA que fueron alimentados con SBTI. A:
Extractos enzimaticos de la glandula digestiva incubados con agua destilada. B:
Extractos enzimaticos de la glandula digestiva incubados con 2 mM de 1,10-
Fenantrolina. Las flechas negras indican la presencia de metalo peptidasas. Q:
Quimotripsina, TC: Isotripsina C, TB: Isotripsina B, TA: Isotripsina A.
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Figura 16. Identificacibn de metalo peptidasas en la glandula digestiva con
fenotipo de tripsinas CB de camarones que fueron alimentados con SBTI. A:
Extractos enzimaticos de la glandula digestiva incubados con agua destilada. B:
Extractos enzimaticos de la glandula digestiva incubados con 2 mM de 1,10-
Fenantrolina. Las flechas negras indican la presencia de metalo peptidasas. Q:
Quimotripsina, TC: Isotripsina C, TB: Isotripsina B.
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8. DISCUSION

La adicion de harinas de origen vegetal en alimentos para peces y camarén
es una practica frecuente. El objetivo es sustituir la proteina de la harina de
pescado para disminuir costos de produccion. Lo que resulta en la incorporacion
de moléculas antinutricionales propias de estas harinas. La proporcion de harina
de soya en los alimentos para acuacultura puede variar de 75 hasta 300 g/kg, por
lo que la concentracion de las moléculas antinutricionales también varia con la
composicién del alimento (Collins et al., 2012), interfiriendo con la digestiéon de

proteina y la asimilacion de amino acidos (Francis et al., 2001; Yu et al., 2013).

En el presente estudio, se observo la inhibicion de tripsinas y quimotripsinas
digestivas de camarén por el SBTI, tanto in vitro, como in vivo. La interaccion in
vitro entre las tripsinas y el SBTI disminuyd con el transcurso del tiempo, lo cual se
comprobd por medio de electroforesis (Fig. 6). Estudios previos han demostrado
que las quimotripsinas de L. vannamei son capaces de hidrolizar una gran
variedad de sustratos, la quimotripsina Bl tiene mayor actividad con SAAPA (N-
succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide) que la quimotripsina Bll, mientras que con
TAME (Tosyl-arginine-methyl-ester) la quimotripsina Bl tiene menor actividad que
la quimotripsina BII, lo anterior indica que ambas quimotripsinas pueden reconocer
residuos de aminoacidos con carga positiva como la arginina (Van Wormhoudt et
al., 1992); lo anterior ayuda a explicar porque las quimotripsinas del camarén
blanco pueden ser inhibidas por el SBTI el cual tiene en el sitio P; un residuo de
arginina, a diferencia de la quimotripsina bovina la cual tiene preferencia por
residuos de aminoacidos hidrofébicos como tirosina, triptéfano y fenilalanina, y en
menor medida por leucina y metionina (Rawlings y Salvesen 2013). En la literatura
existen reportes sobre la interaccion enzima-inhibidor, en donde el efecto
inhibitorio del SBTI sobre las tripsinas digestivas se pierde con el transcurso del
tiempo y tiene relacion con la composicién de las proteinas que interactian en el

medio con el inhibidor. Por ejemplo, en el sistema digestivo del escarabajo
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Callosobruchus maculatus, tres clases de peptidasas pueden hidrolizar la proteina
proveniente del alimento (serino, cisteino y aspartico). En un experimento con esta
especie, se observo que después de 8 h de interaccion entre el SBTI y un extracto
enzimatico de la glandula digestiva de este escarabajo, el SBTI fue hidrolizado por
las peptidasas digestivas (Amirhusin et al., 2007). En ensayos de inhibicion in vitro
entre las peptidasas digestivas de la mosca mediterranea de la fruta Ceratitis
capitata y el SBTI se ha observado una inhibicion de hasta el 90%, sin embargo,
en zimogramas, el SBTI y las peptidasas digestivas de C. capitata forman un
complejo en donde se observa una disminucion de la actividad y un ligero retraso
en la migracion de las peptidasas por lo que los autores sugieren una posible
hidrélisis del SBTI por parte de aspartico peptidasas (Silva et al., 2006). Lo anterior
podria explicar la diferencia observada en la migracion de las tripsinas de camaron
cuando el extracto de glandula digestiva se incuba con SBTI, se observa que a
tiempo cero las tripsinas pierden su actividad y después de 4 h de incubacion con
el SBTI (Fig. 6C-D), la actividad de las tripsinas es visible por medio de
zimogramas coincidiendo con los resultados encontrados por otros grupos de
trabajo en donde se sugiere la hidrélisis del SBTI como mecanismo de defensa
(Upadhyay y Chandrashekar, 2012).

Hasta la fecha, en el camar6n blanco no se han descrito aspartico
peptidasas, ni se han encontrado transcritos de este tipo de enzimas durante el
desarrollo ontogénico (Wei et al., 2014). Por el contrario, se han reportado cisteino
y metalo peptidasas (Alarcon et al. 2007; Stephens et al. 2012; Zhao et al. 2007),
enzimas potenciales para la hidrdlisis de inhibidores de serino peptidasas, ya que
la hidrdlisis de inhibidores de peptidasas es un mecanismo para reducir los efectos
de factores anti-nutricionales del alimento en la glandula digestiva de los
consumidores (Amirhusin et al., 2007). En el camardn blanco no se han purificado
ni caracterizado metalo peptidasas pero se tienen reportes de otras metalo
peptidasas de crustaceos, conocidas como astacinas, que tienen la capacidad de

reconocer e hidrolizar una amplia variedad de sustratos al igual que las
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quimotripsinas de camaron. Una metalo peptidasa (22.181 kDa) de la glandula
digestiva del cangrejo Paralithodes camtschatica es capaz de hidrolizar cadenas
peptidicas al lado de residuos de aminodacidos alifaticos pero también algunos
residuos de aminoacidos hidrofilicos como la cisteina, el acido glutamico y la
glutamina (Semenova et al., 2006). Una metalo peptidasa del acocil europeo
Astacus astacus también tiene una amplia preferencia por diversos aminoacidos
(Becker-Pauly et al., 2011) por lo que en futuras investigaciones seria ideal
purificar a las metalo peptidasas del camarén blanco y probar la hipotesis de que

funcionan como mecanismo de respuesta ante inhibidores de serino peptidasas.

Como ya se mencion6 anteriormente, la harina de soya es un insumo que
estd presente en los alimentos para acuacultura. En trabajos anteriores se ha
demostrado que hay inhibidores de peptidasas en algunos alimentos para
camaron (Lemos et al., 2004); sin embargo muchos productores de alimentos
afirman que bajo ciertos tratamientos térmicos se puede reducir la actividad de los
inhibidores de peptidasas. La ASA (American Soybean Association), el USSEC
(U.S. Soybean Export Council) y la USB (United Soybean Board) de Estados
Unidos, uno de los mayores productores de soya, reportan que la soya sin
procesar contiene 45-50 mg de inhibidor de tripsina (TI) por gramo, la harina de
soya tostada 5-8 mg/g y un concentrado de proteina de soya menos de 4 mg/g
(U.S. Soybean Export Council, 2008). Existen presentaciones de concentrados de
proteina de soya que pueden contener hasta 2 mg/g de inhibidor de tripsina
(concentrado de proteina obtenido por extrudir la harina de soya), que pudieran
afectar negativamente la funcion de las peptidasas digestivas. En estos productos
se desconoce el tipo de inhibidores de peptidasas (Kunitz o Bowman-Birk), ya que
solo se indica la cantidad de TIU (Trypsin Inhibitory Units, por sus siglas en inglés).
En este trabajo se demostré por medio de inmunoquimica la presencia de SBTI en
el alimento comercial PIASA, el cual se uso como alimento base para este estudio

(Fig. 7A). La deteccién del SBTI con anticuerpos no permite saber si el inhibidor es
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activo, lo que se logra con ensayos enzimaticos, demostrando actividad inhibitoria
por SBTI en productos tratados térmicamente (Fig. 7B).

En los resultados del bioensayo 1, la incorporaciéon de SBTI en el alimento
inhibié la actividad proteolitica total, asi como la actividad de tripsina y
quimotripsina provenientes de la glandula digestiva (Fig. 8). Este fendbmeno ya se
ha observado en otros artropodos, principalmente en insectos (Spit et al., 2014) y
en menor medida en los crustdceos (Schwarzenberger et al.,, 2010). Las
concentraciones de SBTI que son capaces de causar dafios en el sistema
digestivo de artropodos puede variar dependiendo de la especie que consume el
inhibidor; se sabe que el escarabajo de la harina Tenebrio molitor puede consumir
hasta 1% de SBTI (Elpidina et al., 2005), mientras que la palomilla bandeada
Plodia interpunctella puede consumir hasta 0.2% de SBTI (Amorim et al., 2008).

En este estudio, la inhibicion de las quimotripsinas de la glandula digestiva
fue 30% en el grupo alimentado con 0.2% SBTI, mientras que la actividad
proteolitica total y la de tripsina se inhibié hasta en un 60y 70% con 0.1y 0.2% de
SBTI en el alimento. Estas diferencias se pueden explicar en base a la afinidad de
las serino peptidasas a inhibidores tipo Kunitz, por ejemplo, la tripsina bovina tiene
una constante de inhibicion (Ki) de 1.87 pM con el SBTI y mientras que la
qguimotripsina bovina un Ki de 2.8 pM con el mismo inhibidor, esto quiere decir que
la afinidad quimica entre el SBTI y la tripsina bovina es mayor porque se necesitan
menos moléculas del SBTI para inhibir la actividad enzimatica (Patthy et al., 2015).
Otro punto a considerar es el paso del alimento por el tracto digestivo, a diferencia
de la inhibicibn de las quimotripsinas digestivas de camardn observada en
ensayos in vitro (Fig. 7), in vivo, la actividad de quimotripsina en la glandula
digestiva no se ve afectada con 0.1% de SBTI sino con 0.2% de SBTI (Fig. 8).

El pH del tracto digestivo también influye en la actividad proteolitica. Se
sabe que en artropodos en donde se ha demostrado que existe un proceso de

compensacion enzimatica contra inhibidores de peptidasas hay un cambio de pH
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muy marcado entre la cdmara anterior y posterior de la glandula digestiva que
separa a las peptidasas de la clase cisteino (pH 6ptimo ~6.0) de las peptidasas de
la clase serino (pH 6ptimo ~8.0) (Vinokurov et al., 2006). Esto es importante en los
casos de compensacion de la actividad de serino peptidasas con cisteino
peptidasas; al estar presente el SBTI en el alimento, no solo hay un aumento en la
actividad de cisteino peptidasas sino también un cambio en la seccion del tracto
digestivo en donde se estd dando una mayor hidrolisis de proteina y un menor
efecto negativo por parte del SBTI (Oppert et al., 2010; Vinokurov et al., 2009). En
el camaron blanco el pH de la glandula digestiva es ~5.7 (Navarrete del Toro et al.,
2011), lo cual indica que las serino peptidasas no trabajan en su pH éptimo lo cual
también pudiera influir en la interaccién in vivo de serino peptidasas digestivas y el

SBTI que se encuentra en el alimento.

Cambios en la actividad enzimatica de peptidasas cuantificada con
sustratos sintéticos dificilmente pueden sugerir algan proceso de compensacion,
es a través de zimogramas en donde pueden observarse cambios en la
presencia/ausencia o aumento/disminucion de la actividad de peptidasas
digestivas. En la glandula digestiva de camaron blanco se tienen identificadas
isotripsinas y quimotripsinas (Hernandez-Cortés et al., 1997; Sainz et al., 2004),
pero también existen otras enzimas con actividad proteolitica (Fig. 9) las cuales no
han sido identificadas ni caracterizadas y que se observan en el grupo control. En
el grupo alimentado con 0.2% de SBTI se pueden observar dos peptidasas que
aumentan su actividad (U1-2) mientras que disminuye ligeramente la actividad de
tripsinas. Al igual que en el camardon blanco, existen ejemplos en donde la
actividad de peptidasas cambia cuando el sistema digestivo estd expuesto a
inhibidores, en la pulga de agua dulce Daphnia magna se ha demostrado a través
de ensayos in vitro que 5 pg/mL de un extracto de cianobacteria Microcystis
aeruginosa (que naturalmente contiene inhibidores de quimotripsina) puede inhibir
hasta el 80% de la actividad enzimatica mientras que in vivo, al alimentar a las

pulgas por 6 dias puede observarse el aumento de 3 serino peptidasas (Von Elert
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et al., 2012). En otros organismos, el tiempo de exposicion a inhibidores es menor
pero con un efecto similar, por ejemplo al alimentar a larvas del barrenador del
maiz Diatraea saccharalis con 0.1% de inhibidor de tripsina por 72 h, la actividad
de dos peptidasas disminuye mientras que la actividad de otra peptidasa no
identificada en las larvas control, aumenta su actividad (da Silva et al., 2014). A
diferencia del barrenador del maiz, en el gusano cogollero Helicoverpa armigera
se tienen identificadas a algunas de las peptidasas de la saliva y glandula
digestiva, las cuales al estar en contacto con SBTI adicionado al alimento, se
observa, por medio de zimogramas, que la actividad de cuatro serino peptidasas
salivares de alrededor de 32, 40, 43 y 64 kDa aumenta y en la glandula digestiva
aumenta ligeramente la actividad de una serino peptidasa de 43 kDa (Upadhyay y
Chandrashekar, 2012). A pesar de que en camaron blanco se observan cambios
en los zimogramas con extractos de glandula digestiva de organismos alimentados
con 0.2% de SBTI, en heces, los cambios en la actividad son mas evidentes ya
qgue fue posible comparar a las peptidasas antes y después de iniciar el bioensayo
(Fig. 10). Al alimentar al salmon arcoiris Oncorhynchus mykiss con 1.5% de SBTI
se han reportado efectos negativos en la digestibilidad en intestino y heces
(Krogdahl y Berg-Lea, 1992), pero no se sabe el efecto que tuvo el STBI tuvo en la
actividad de las peptidasas de las heces, de hecho las investigaciones en donde
se ha estudiado el efecto del SBTI en el sistema digestivo no se han estudiado las
peptidasas de las heces, por lo que no se pueden hacer comparaciones entre lo

encontrado en las heces del camardn y otros organismos.

A diferencia del bioensayo 1 en donde se alimenté con SBTI por seis dias,
en el bioensayo 2, el periodo de alimentacion fue mas corto (24 h) con el objetivo
de cuantificar el periodo de respuesta. De acuerdo a los resultados de este
trabajo, el camaron blanco tiene la capacidad de responder ante el SBTI en un
periodo menor a 24 h (Fig. 11), lo que se confirma por medio de zimogramas. Se
observa que dos serino peptidasas aumenta 4 h después de la alimentacion con el

inhibidor (Fig. 12). La pulga de agua dulce D. magna, al igual que el camaron,
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tiene la capacidad de responder ante inhibidores de peptidasas en el alimento en
un periodo menor a 24 h, en donde aumenta la actividad de dos tripsinas y tres
quimptripsinas (Schwarzenberger et al., 2010). En la pulga de agua dulce, esta
caracteristica esta ligada a la frecuente floracién de cianobacterias que contienen
inhibidores de quimotripsinas, por lo que se vuelve importante para su
sobrevivencia la rapidez con la que compensan, incluso se ha hipotetizado sobre
la posibilidad de que las poblaciones de Daphnia estén bajo un proceso de
adaptacion a cambios ambientales a causa de las altas concentraciones de
inhibidores de serino peptidasas que pueden encontrarse en procesos de
eutrofizacion (Kuster et al., 2013). Se ha reportado que aproximadamente el 58%
de las floraciones de cianobacterias en agua dulce del género Microcystis
contienen inhibidores de peptidasas por lo que se ha considerado que la
capacidad de compensacion enzimatica sea una estrategia por parte de la pulga
de agua dulce para coexistir con las cianobacterias de su entorno (Agrawal et al.,
2001).

El camar6n blanco naturalmente no esta expuesto al SBTI, lo que no le
impide reconocer al inhibidor y compensar, lo que sugiere que, en su medio
natural, el camarén blanco esta bajo presion ante inhibidores de peptidasas. De
acuerdo a sus habitos alimenticios, el camardn blanco durante el estadio larvario
consume microalgas, mientras que en estadio juvenil y adulto es omnivoro. Dentro
del area georafica de distribucion del camardn blanco se han reportado especies
de las cuales se pudiera alimentar que contienen inhibidores de peptidasas. En las
macroalgas marinas de la clase Rhodophyta se han encontrado moléculas
capaces de inhibir la actividad de metalo peptidasas como polisacaridos sulfatados
(Thomas et al., 2014). También, se han reportado inhibidores para aspartico
peptidasas en las algas café Ecklonia cava y Ishige okamurae (Rengasamy et al.,
2014). En la anémona del Mar Caribe Stichodactyla helianthus se ha aislado y
caracterizado un inhibidor tipo Kunitz de la familia BPTI (Bovine pancreatic trypsin

inhibitor, por sus siglas en inglés) que a diferencia de otros inhibidores de la
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misma familia, no sélo inhibe serino peptidasas sino también cisteino y aspéartico
peptidasas (Garcia-Fernandez et al., 2012). En el gusano plumero gigante
Sabellastarte magnifica también se encuentra un inhibidor del tipo Kunitz que
inhibe serino peptidasas y con potencial para inhibir a las tripsinas de camaron
blanco ya que en la posicion P1 tiene un residuo de aminoacido de lisina (Alonso-
del-Rivero et al., 2012).

De acuerdo a las caracteristicas de los inhibidores de peptidasas de origen
marino, el camarén en su medio ambiente natural necesita, ademas de un tiempo
de respuesta rapido, una variedad de peptidasas digestivas con las que pueda
compensar. En este trabajo se identificaron dos serino peptidasas que aumentan
su actividad cuando se alimenta al camarén con SBTI (Fig. 13), pero también se
encontré que metalo peptidasas aumentan su actividad, dos metalo peptidasas en
individuos con el fenotipo de tripsina CBA y tres metalo peptidasas en individuos
con el fenotipo de tripsina CB (Fig. 15-16). La respuesta que puede tener una
especie ante inhibidores de peptidasas en su alimento puede llegar a explicarse
en base a fenotipos. El cangrejo de rio Cherax destructor puede presentar tres
fenotipos (AL, D1 y D2) de los cuales destaca el D2 el cual se desarrolla
adecuadamente cuando se introduce harina de soya en alimento peletizado, en
comparacién con fenotipos AL y D1 (Austin et al., 1997). La langosta espinosa del
Caribe Panulirus argus presenta tres fenotipos de tripsinas digestivas con el
mismo patron y abundancia que en el camardén blanco, tres isotripsinas en el
fenotipo A, y dos isotripsinas en los fenotipos B y C. Al incubarse extractos de
glandula digestiva de cada fenotipo de tripsina de la langosta espinosa P. argus
con harina de soya, se encontr6 que hay diferencias en los porcentajes de
digestibilidad siendo el fenotipo B el menos eficiente para hidrolizar proteina de la
harina de soya. También, se encontré que extractos de glandula digestiva con el
fenotipo de tripsina A pueden hidrolizar hasta el 40% de la harina de soya, pero no
hidroliza al SBTI, cual sigue siendo visible por medio de electroforesis después de

6 h de incubacion (Perera et al., 2010). En un estudio anterior ya se habia
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demostrado que las isotripsinas digestivas de la langosta espinosa P. argus son
inhibidas por el SBTI y que también hay metalo peptidasas digestivas en esta
especie (Perera et al., 2008); sin embargo aun no se han identificado por medio de
zimogramas para hacer comparaciones con las metalo peptidasas encontradas en
camaron.

Los artropodos han mostrado diferentes respuestas cuando se enfrentan a
inhibidores de peptidasas: (1) hidrdlisis del SBTI por parte de aspartico peptidasas
en el gorgojo Callosobruchus maculatus (Amirhusin et al., 2007), (2)
compensacion con cisteino peptidasas digestivas del gorgojo de la harina
Tribolium castaneum (Oppert et al., 2005) y (3) compensacion con el aumento de
la expresion génica y actividad de serino peptidasas en la pulga de agua dulce
Daphnia magna (Schwarzenberger et al., 2010). Los resultados del presente
estudio sugieren que el sistema digestivo del camarén blanco responde a la
presencia del SBTI en el alimento modificando los perfiles de peptidasas en la
glandula digestiva, pues se observa que hay serino peptidasas diferentes a las
isotripsinas y quimotripsinas del camardon que aumentan su actividad enzimatica,
principalmente con 0.2% de SBTI en el alimento. También en este estudio se
encontr6 que metalo peptidasas digestivas aumentan su actividad ante la
presencia de SBTI en el alimento. Estudios previos han reportado que la respuesta
del sistema digestivo a inhibidores en el alimento depende de la concentracion y
tiempo de exposicién de los inhibidores en el alimento (Schwarzenberger et al.,
2010). La mosca mediterranea de la fruta Ceratitis capitata al estar expuesta a
0.2% de SBTI en el alimento tiene una mortalidad del 20% (Silva et al., 2006), en
camaron una concentracion de 0.2% de SBTI en el alimento no tuvo como
consecuencia un aumento en la tasa de mortalidad, pero si una disminucién en la

actividad enzimética de tripsinas y quimotripsinas.

En general, existe un amplio numero de reportes sobre el efecto de la
inclusion de harina de soya en alimentos para acuicultura sobre la fisiologia de

diversos organismos acuaticos, en especial para el cultivo de camarén (Alvarez et
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al., 2007; Gong et al., 2012; Sabry-Neto et al., 2016; Samocha et al., 2004;
Sookying y Davis, 2011). Entre ellos se ha reportado que a partir de la sustitucion
del 40% de harina de pescado con harina de soya se observo una reduccion en la
produccion de camarones; la mayoria de las investigaciones que estudian la
inclusién de harina de soya en alimentos para camaron son de largo periodo
(semanas y meses), por lo que no han ayudado a esclarecer el tipo de efecto
negativo, solo se observa disminucién de la produccion. En este estudio la toma
de muestras de glandula digestiva en periodos cortos de tiempo permitié estudiar
los cambios en la actividad de peptidasas por la presencia de la SBTI, permitiendo
conocer el efecto a corto plazo sobre el sistema digestivo y la existencia de un
mecanismo de compensacion de la sintesis de otra clase de peptidasa, en este
caso, metalo peptidasas antes de que se produzcan dafios severos en la glandula

digestiva.
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9. CONCLUSIONES

El camaron blanco L. vannamei tiene la capacidad de responder ante la
presencia de factores anti-nutricionales como el SBTI con un mecanismo de
compensacion enzimatica el cual consiste en el aumento de la actividad de serino
y metalo peptidasas. Esta respuesta de compensacion enzimatica en el camaron
blanco depende del tiempo de exposicion y del fenotipo de tripsinas que presente

cada individuo, por lo que se rechaza la hipotesis nula.

La capacidad de compensacion enzimética ante inhibidores es una generalidad
en insectos. Este fendbmeno ya se demostré en un crustaceo cladocero y este es el
primer ejemplo de compensacién enzimatica en un crustaceo decapodo. En este
trabajo, las peptidasas digestivas de camaroén interactian en una relacién artificial
con un inhibidor presente en la harina de soya, esto genera nuevas preguntas
sobre si los peneidos estan bajo presion por parte de inhibidores de peptidasas en
su medio natural, ya que el tiempo de respuesta es corto, y sobre como los

sistemas digestivos detectan la presencia de inhibidores en el alimento.
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