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Resumen 

Las peptidasas digestivas son enzimas que hidrolizan las proteínas del alimento, su abundancia e 
importancia varía entre organismos. En los camarones peneidos el 60% de la hidrólisis es 
efectuada por las serino peptidasas tripsina y quimotripsina. En la glándula digestiva (GD) del 
camarón blanco del Pacífico, Penaeus vannamei, se hallan al menos una docena de 
endopeptidasas; se tienen identificadas al menos tres tripsinas, dos quimotripsinas, y una 
metalopeptidasa (Mpc1). Una pregunta que surge es por qué hay tal cantidad de peptidasas, y 
cuál es su importancia relativa en la digestión de la proteína del alimento. Se ha sugerido que, 
ante la inhibición de la actividad de la tripsina, otras peptidasas del repertorio (especialmente 
Mpc1) compensan la función. El objetivo general de este trabajo es conocer la importancia 
relativa de la tripsina digestiva en P. vannamei. Para ello, se utilizó RNAi para silenciar tripsina y 
se evaluó el efecto tanto en la expresión como en la actividad de tripsinas y otras peptidasas 
digestivas para determinar si hay compensación a nivel transcripcional, también se midió el efecto 
en el perfil de aminoácidos (aa) del músculo. La interferencia se produjo mediante inyección de 
dsRNA de tripsina-2 (dsRNA-Try2) en GD. Los controles negativos incluyeron especímenes no 
inyectados, inyectados en GD con NaCl 0.9% o con dsRNA-GFP. Se realizaron dos bioensayos (B1-
B2), en ambos se cuantificó la expresión génica en GD de las peptidasas tripsina-1, -2, -3, 
quimotripsina-B1, y Mpc1, mediante RT-qPCR; también se cuantificaron las actividades 
proteolíticas total y específica (tripsina y quimotripsina), así como la evaluación del perfil de 
proteínas y bandas de actividad (zimografía). Los resultados de expresión génica del B1, muestran 
que la tripsina-2 disminuyó, aunque no significativamente, a partir de las 48 horas post-inyección 
(hpi) del dsRNA-Try2, y hasta las 120 hpi. Este mismo patrón se observó en la expresión génica de 
la tripsina-1, la quimotripsina-B1, y la Mpc1, e incluso en las actividades proteolíticas. La 
zimografía de GD de los especímenes experimentales evidenció una disminución en la intensidad 
de las bandas de actividad correspondientes a las tripsinas, pero principalmente a las 
correspondientes a la Mpc1. Los resultados fueron similares para el B2, que duró 17 días y 
consistió en tres inyecciones del tratamiento espaciadas seis días, y tres muestreos (120 h 
después de cada inyección). Con tres inyecciones, el dsRNA-Try2 disminuyó significativamente la 
actividad específica de la tripsina respecto a los inyectados con dsRNA-GFP (p<0.01) o NaCl 
(p<0.05); también disminuyeron significativamente la actividad proteolítica total (p<0.05) y la 
específica de quimotripsina (p<0.05), respecto al dsRNA-GFP. Al igual que en el B1, las bandas de 
actividad de las tripsinas y de la Mpc1 fueron menos intensas. El silenciamiento también afectó 
la abundancia de los aa en músculo, la histomorfología de la GD y la ganancia de peso. Los datos 
obtenidos sugieren que la expresión de la tripsina podría regular la expresión génica de otras 
peptidasas digestivas (como la Mpc1), no obstante, aún falta explorar el mecanismo. Por otro 
lado, no hubo evidencia de una compensación a la disminución de los transcritos de tripsina. 

Palabras clave: Crustacea, hepatopáncreas, proteasa, RNAi, silenciamiento génico. 
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8570-379X 
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Summary 

Digestive peptidases are enzymes that hydrolyze dietary proteins, and their abundance and 
importance vary among organisms. In penaeid shrimps, 60% of protein hydrolysis is carried out 
by the serine peptidases trypsin and chymotrypsin. In the digestive gland (DG) of the Pacific 
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei, at least a dozen endopeptidases have been identified, 
including three trypsins, two chymotrypsins, and one metallopeptidase (Mpc1). A fundamental 
question is why there is such a variety of peptidases and what their relative importance is in the 
digestion of dietary proteins. It has been suggested that when trypsin activity is inhibited, other 
peptidases in the repertoire (especially Mpc1) compensate for this function. The general objective 
of this work is to understand the relative importance of digestive trypsin in P. vannamei. To 
address it, trypsin was silenced through RNAi, the effect on the expression and activity of trypsins 
and other digestive peptidases was evaluated to determine if there is transcriptional 
compensation. The effect on the amino acids (AA) profile of the muscle was also determined. 
Interference was induced by injecting trypsin-2 dsRNA (dsRNA-Try2) into the DG. Negative 
controls included non-injected specimens, specimens injected with 0.9% NaCl in the DG, or with 
dsRNA-GFP. Two bioassays (B1-B2) were conducted; in both, gene expression of the peptidases 
trypsin-1, -2, -3, chymotrypsin-B1, and Mpc1 in the DG was quantified by RT-qPCR. Total and 
specific proteolytic activities (trypsin and chymotrypsin) were also quantified, as well as the 
protein profile and activity bands (zymography). Gene expression results from B1 show that 
trypsin-2 decreased, although not significantly, at 48 hours post-injection (hpi) of dsRNA-Try2 and 
maintained up to 120 hpi. The same pattern was observed in the gene expression of trypsin-1, 
chymotrypsin-B1, and Mpc1, as well as in proteolytic activities. Zymography of the DG from 
experimental specimens showed a decrease in the intensity of the activity bands corresponding 
to trypsins, but mainly those corresponding to Mpc1. The results were similar for B2, which lasted 
17 days and consisted of three injections spaced six days apart, and three samplings (120 hours 
after each injection). With three injections, dsRNA-Try2 significantly decreased specific trypsin 
activity compared to those injected with dsRNA-GFP (p<0.01) or NaCl (p<0.05); total proteolytic 
activity (p<0.05) and specific chymotrypsin activity (p<0.05) also decreased significantly 
compared to dsRNA-GFP. As in B1, the activity bands of trypsins and Mpc1 were less intense. 
Silencing also affected AA abundance in muscle, DG histomorphology, and weight gain. The data 
obtained suggest that trypsin expression may regulate the gene expression of other digestive 
peptidases (such as Mpc1); however, the mechanism still needs to be explored. On the other 
hand, there was no evidence of compensation for the reduction in trypsin transcripts. 

Keywords: Crustacea, hepatopancreas, protease, RNAi, gene silencing. 
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Nomenclatura y unidades 
 
A Absorbancia 
aa Aminoácido(s) 
aaE aa Esenciales 
aaNE aa No Esenciales 
BApNA  Nα-Benzoil-DL-Arginina-p-Nitroanilida 
cDNA  DNA complementario 
DNA  Ácido desoxirribonucleico 
dsRNA  RNA de doble cadena 
g  Gramos  
GD  Glándula Digestiva o hepatopancreas  
GFP  Proteína verde fluorescente 
H&E   Hematoxilina y Eosina 
H/h  Hora(s)   
IHS  Índice hepatosomático     
kDa                                     KiloDaltons  
L   Litros                            
min                              Minuto(s) 
µL  Microlitros 
µm   Micrómetros 
µM  Micromolar 
mL  Mililitros 
mm                                      Milímetros 
mM  Milimolar 
Mpc 1  Metalopeptidasa o metaloproteasa 1                            
RNAm                                  RNA mensajero 
RNApol  RNA polimerasa 
nm   Nanómetros  
nt                                         Nucleótidos 
pb                                       Pares de bases nucleotídicas  
PCR                                    Reacción en cadena de la polimerasa                                
PL  Post-larva o decapodito                                  
p.i.  Post-inyección               
qPCR                  PCR cuantitativa en tiempo real 
RE                                       Retículo endoplasmático       
RNA                                     Ácido ribonucleico 
RNAi  RNA de interferencia 
s  Segundos 
SAAPFpNA  N-Succinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-Nitroanilida                          
SBTI  Inhibidor de tripsina de harina de soya    
t.a.                               Temperatura ambiente   
UPS  Unidades prácticas de salinidad  
xg  fuerza G o fuerza centrífuga relativa (RCF por sus siglas en inglés) 
 



1. INTRODUCCIÓN 
 

El camarón blanco del Pacífico, Penaeus vannamei, es una especie de gran importancia económica 

en la acuicultura global. Su capacidad para crecer rápidamente y su alta resistencia a condiciones 

ambientales adversas lo convierten en un recurso valioso. Una característica notable de P. 

vannamei es su complejo sistema digestivo, que incluye una amplia variedad de peptidasas, 

principalmente de la clase serino. Estas peptidasas juegan un papel crucial en la digestión de las 

proteínas del alimento, un proceso vital para el crecimiento y la salud del camarón. 

 

El repertorio de peptidasas en P. vannamei es excepcionalmente diverso, caracterizado por la 

presencia de múltiples isoformas de peptidasas tripsinas y quimotripsinas. Esta diversidad plantea 

varias preguntas fundamentales: ¿Por qué el camarón blanco del Pacífico necesita tantas 

peptidasas? ¿Cuál es la importancia relativa de cada una de ellas? ¿Existe redundancia funcional 

entre estas enzimas? Una posible explicación es que esta diversidad permite al camarón 

adaptarse a variaciones en su dieta y a la presencia de moléculas antinutricionales, optimizando 

así su capacidad digestiva bajo diferentes condiciones ambientales. 

 

Entre las peptidasas presentes en el camarón blanco del Pacífico, la tripsina ocupa un lugar 

destacado debido a su papel putativo en la iniciación de la cascada de activación de las peptidasas 

digestivas. La importancia de la tripsina se evidencia en su capacidad para desencadenar la 

activación de otras peptidasas, como la quimotripsina, facilitando así la degradación de proteínas 

complejas en componentes más simples que pueden ser fácilmente absorbidos por el organismo. 

 

La pregunta central de esta tesis es: ¿Cuál es la importancia relativa de la tripsina en la digestión 

de la proteína en P. vannamei? Estudios previos han sugerido que la inhibición de la tripsina en la 

glándula digestiva puede ser compensada por la síntesis de otras peptidasas, particularmente 

aquellas de la clase metalo. Esta capacidad compensatoria sugiere un nivel de redundancia 

funcional y flexibilidad adaptativa en el sistema digestivo del camarón blanco. 

 

Entender la importancia relativa de la tripsina y su interacción con otras peptidasas es crucial para 

optimizar la nutrición y el manejo de P. vannamei en la acuicultura. Por ejemplo, si se confirma 
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que la inhibición de la tripsina puede ser compensada por otras peptidasas, se podrían desarrollar 

estrategias alimenticias y tratamientos que potencien esta capacidad adaptativa, mejorando así 

la eficiencia de la conversión alimenticia y la salud general de los camarones. 

 

Además, esta investigación puede proporcionar indicios valiosos sobre la evolución de los 

sistemas digestivos en crustáceos y otros organismos marinos. La presencia de múltiples 

isoformas de peptidasas y la capacidad de compensación observada en P. vannamei, pueden 

reflejar adaptaciones evolutivas a una dieta variada y a la presencia de inhibidores de proteasas 

en el medio ambiente. 

 

En esta tesis se abordaron estas preguntas a través de una serie de experimentos diseñados para 

manipular la expresión de la tripsina y observar los efectos en el perfil de peptidasas y el estado 

nutricional de P. vannamei. Los resultados obtenidos abonan a la comprensión más profunda del 

papel de la tripsina y la dinámica de las peptidasas digestivas en este importante crustáceo, con 

implicaciones tanto para la ciencia básica como para la práctica acuícola. 
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2. ANTECEDENTES 
 
2.1 Biología del camarón blanco del Pacífico 
 
2.1.1 Posición taxonómica 
 
El camarón blanco del Pacífico Penaeus vannamei Boone, 1931 (sinonimia no aceptada 

Litopenaeus vannamei), es un crustáceo de la superclase Multicrustacea: clase Malacostraca: 

subclase Eumalacostraca: superorden Eucarida: orden Decapoda: suborden Dendrobranchiata: 

superfamilia Penaeoidea: familia Penaeidae (Horton et al., 2020; Figueredo et al., 2023; National 

Center for Biotechnology Information, 2023).  

 

El plan corporal de la clase Malacostraca consiste en: 1) cabeza fusionada al tórax (pereión) o 

cefalotórax (cubierto por un caparazón), 2) abdomen (pleón) y, 3) frecuentemente, cola. La 

cabeza, tórax y abdomen están segmentados en seis, ocho y seis somitas, respectivamente.  

(Rabet, 2021). Los apéndices del tórax se denominan pereiópodos. Cinco pares de pereiópodos 

son el epónimo (diez patas) del orden Decapoda: los tres primeros pares participan en la 

alimentación mientras que los otros dos pares auxilian en la locomoción. Los apéndices del 

abdomen se conocen como pleópodos e intervienen en el nado o locomoción (Boyd y Jescovitch, 

2021) (Fig. 1a). 

 

 
Figura 1. Morfología y ciclo de vida del camarón blanco del Pacífico. a) Morfología externa. b) El 
ciclo de vida de los camarones peneidos presenta alternancia entre una fase pelágica (en la que 
ocurre la fecundación) con otra bentónica (de postlarva o decapodito hasta adulto). Fuente: 
(Hendrickx, 1995). 
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Los decápodos son de los crustáceos más diversos en cuanto a variaciones del plan corporal 

(Schram, 2009), el taxón incluye varias especies de importancia económica (Anger, 2001). El orden 

Decapoda engloba a Dendrobranchiata con el suborden Pleocyemata. Dendrobranchiata 

contiene tanto camarones peneidos (Penaeoidea) como sergestoideos (Sergestoidea). Por otro 

lado, Pleocyemata comprende langostas espinosas (infraorden Achelata), cangrejos ermitaños 

(Anomura), langostas o cangrejos de río (Astacidea), cangrejos verdaderos (Brachyura), y 

camarones, langostinos o gambas (Caridea y Stenopodidea), entre otros (Horton et al., 2020; 

National Center for Biotechnology Information, 2023). 

   

La familia Penaeidae está conformada por 33 géneros que agrupan 229 especies de camarones o 

langostinos de agua marinas-salobres (Horton et al., 2020; Figueredo et al., 2023). Cabe 

mencionar que la clasificación taxonómica de los organismos de esta familia ha sido controversial, 

debido a que los datos moleculares (marcadores nucleares o mitocondriales o genoma 

mitocondrial completo) no soportan la clasificación basada en datos morfológicos (Figueredo et 

al., 2023).  

 

Los peneidos son los crustáceos económicamente más importantes. El aumento de su demanda 

(como alimento) actualmente no se satisface mediante la captura en su hábitat natural. 

Consecuentemente, el cultivo de camarón se ha intensificado. Esto ha posicionando a P. 

vannamei como el camarón mundialmente más cultivado, seguido por el camarón tigre gigante 

Penaeus monodon (Boyd y Jescovitch, 2021; Figueredo et al., 2023).  

 

Dada la importancia económica de los Penaeidae, existe un gran interés por el estudio de varios 

aspectos tanto de su fisiología como de su genética. A la fecha, se conocen los genomas de cinco 

especies: Penaeus indicus, Penaeus japonicus, P. monodon, P. vannamei, y Penaeus chinensis 

(Sayers et al., 2023; Zhang, 2023). En general, los peneidos son diploides (2n) con 88-92 

cromosomas (Zhang et al., 2023). En lo que respecta al número de pares de cromosomas del 

camarón blanco del Pacífico, los reportes no son consistentes. Dos estudios determinaron que P. 

vannamei tiene 44 pares de cromosomas, 2n= 88 cromosomas (Chow et al., 1990; Campos-

Ramos, 1997), mientras que en otro se reportó que tiene 46 pares (Mayorga, 1982). Los estudios 
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del cariotipo de los peneidos son limitados, posiblemente debido a que poseen un gran número 

de cromosomas (varios de tamaño parecido). Por lo que la aplicación de técnicas modernas podría 

impulsar nuevos descubrimientos acerca de los cromosomas de los peneidos (Zhang et al., 2023). 

 

2.1.2 Distribución geográfica y hábitat 
 
Penaeus vannamei es nativo de la costa oriental del Océano Pacífico que va desde México hasta 

el norte de Perú. En esta región (tropical-subtropical) las aguas tienen una temperatura promedio 

anual superior a 20°C (FAO, 2009; Ramos-Cruz, 2011; Boyd y Jescovitch, 2021). Los adultos se 

encuentran en aguas marinas, donde se capturan a 5-72 m de profundidad, aunque 

frecuentemente se hallan en aguas costeras marinas a 1-4 m (Hendrickx, 1995). Dada su historia 

de vida (ver apartado 2.1.3), la distribución del camarón incluye sistemas lagunares y estuarinos 

(salobres-dulces) para su crecimiento (Fig. 1b), por lo que suele estar expuesto a amplias 

variaciones en temperatura y salinidad (Hendrickx, 1995; Ponce-Palafox et al., 1997).  

   

P. vannamei tolera 1-40 unidades prácticas de salinidad (UPS), por lo que se considera una especie 

eurihalina (Ramos-Cruz, 2011). Ésta amplia tolerancia a la salinidad es una de las características 

que lo convierten en la especie de camarón más cultivada a nivel mundial (Boyd y Jescovitch, 

2021). En condiciones de laboratorio, la temperatura y la salinidad relacionadas con una mejor 

sobrevivencia y crecimiento son de 28-30°C y 33-40 UPS, respectivamente (Ponce-Palafox et al., 

1997).  

 

2.1.3 Ciclo de vida 
 

El ciclo de vida de los camarones peneidos presenta dos fases: pelágica y bentónica (Fig. 1b). En 

la fase pelágica ocurre la fecundación (simultánea al desove) y el subsiguiente desarrollo larvario, 

que se divide en los estadios de: nauplio (subestadios N1-N5 o N1-N6), (proto) zoea (Z1-Z3), mysis 

(M1-M3), y postlarva (PL) o decapodito. Algunos autores reemplazan el término “postlarva” por 

“decapodito”, restringiendo el primero (PL) a cuando no hay una distinción clara entre larva tardía 

y juvenil temprano (Anger, 2001; Rojo-Arreola et al., 2020). Las PLs migran hacia las costas, donde 

adquieren hábitos bentónicos en estuarios, lagunas costeras o manglares, pasando de la etapa 
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juvenil a la adulta. Los adultos regresan a la zona oceánica, donde los machos adhieren un 

espermatóforo al télico de las hembras, que nadan en la columna de agua para liberar ~100,000-

250,000 huevos al cabo de unas horas (FAO, 2009). 

 

2.1.4 Hábitos alimenticios 
 

La dieta del camarón blanco cambia a lo largo de su ciclo de vida, lo que está relacionado con el 

hábitat (pelágico de huevo a postlarva o bentónico de juvenil a adulto, Fig. 1b), así como con el 

desarrollo del sistema digestivo (Fig. 2, apartado 2.1.6) (Lovett y Felder, 1989, 1990; Anger, 2001; 

Hernández-Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020). Los nauplios carecen de un sistema 

digestivo formado pues se nutren de las reservas internas o vitelo (lecitotrofía), compuesto 

principalmente por vitelina (lipo-glico-caroteno-proteína multimérica). Durante la etapa de 

nauplio las cisteíno peptidasas (catepsina-C y -L, calpaína-B) destacan tanto en expresión como 

actividad, lo que sugiere que son la clase de peptidasas (Fig. 3, apartado 2.3.2) que hidrolizan las 

proteínas del vitelo como fuente de aminoácidos (AA) (Rojo-Arreola et al., 2020).  

 

Las larvas zoea se alimentan de microalgas. Durante esta etapa, la digestión es principalmente 

enzimática (en vez de mecánica) y las proteínas son digeridas por peptidasas de la clase serino, 

que se liberan de un ciego anterior, pues las zoea no tienen un sistema digestivo completamente 

formado. Durante el estadio mysis, las larvas se alimentan de microzooplancton (el sistema 

digestivo anterior se ha conectado con el medio), en este estadio se expresan y son activas tanto 

serino peptidasas como la aspártico peptidasa catepsina-D (Lovett y Felder, 1989; Hernandez-

Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020). En el estadio post-larva o decapodito migran al 

bentos de zonas costeras, donde se alimentan de manera lenta pero frecuente de detritos u 

organismos bentónicos (Lim, 1998), durante esta etapa es considerado como carroñero 

(oportunista) omnívoro. La evaluación del contenido estomacal de los peneidos evidencía restos 

de bivalvos, gusanos poliquetos, nemátodos, ofiuridos, otros camarones, y detritos de plantas 

(Cuzon et al., 2019). Durante esta etapa, al repertorio de enzimas se le unen las metalopeptidasas 

como la Mpc1 y carboxipeptidasa B (Hernandez-Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020). El 

camarón blanco del Pacífico es característico de fondos lodosos o arenosos (Hendrickx, 1995). 
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2.1.5 Crecimiento y muda 
 

En su etapa juvenil, los camarones pesan 1-20 g (Cuzon et al., 2004) y miden ≥80 mm de longitud 

total (Ramos-Cruz, 2011). El camarón alcanza una longitud total máxima de 23 cm (Hendrickx, 

1995), y la maduración a los 6-7 meses, edad a la que los machos pesan ≥20 g y las hembras pesan 

≥28 g (FAO, 2009). Al igual que otros artrópodos, el cuerpo de los crustáceos está protegido por 

un exosqueleto. Por lo cual el camarón presenta un crecimiento discontinuo, pues necesita 

deshacerse del exoesqueleto (muda o ecdisis) periódicamente para poder desarrollarse (Anger, 

2001; Zhang et al., 2019). Los camarones peneidos mudan más frecuentemente que otros 

artrópodos (Zhang et al., 2019) y durante sus estadios larvarios mudan hasta 12 veces más que 

en estadios más avanzados (Gao et al., 2015).  

 

En adultos el ciclo de la muda se puede dividir en: 1) premuda (D0-D4), 2) muda o ecdisis, 3) 

postmuda (A-B o P1-P2) e 4) intermuda (C) (Gao et al., 2015). Es pertinente mencionar que es 

común encontrarse con variaciones de las subdivisiones (denotadas con una letra seguida de un 

número) de los cuatro estadios del ciclo de la muda (Corteel et al., 2012). El ciclo de la muda está 

regulado por hormonas neuropeptídicas (como la inhibidora de la muda o MIH), ecdisteroides y 

el ambiente externo. Durante el ciclo se presentan cambios en la expresión de genes de 

quitinasas, serino peptidasas (Fig. 3, apartados 2.3.2 y 2.7.1.1), hemocianinas (proteínas con dos 

átomos de Cu transportadora de O2 en la hemolinfa), y relacionados con el citoesqueleto y 

respuesta inmune (Gao et al., 2015).  

 

En la premuda (comprende hasta dos tercios del ciclo) la cutícula vieja se desprende de las células 

epidérmicas (Gao et al., 2015). La cutícula es degradada tanto por quitinasas como peptidasas 

secretadas en el espacio subcuticular. En la premuda el músculo se atrofia (por la degradación de 

la actina-miosina) lo que permite la retracción de las extremidades (de Oliveira Cesar et al., 2006; 

Rojo-Arreola et al., 2020). Durante la ecdisis el camarón se libera del exoesqueleto (en minutos). 

En la postmuda el cuerpo del camarón aumenta de tamaño (aunado a la absorción de agua) e 

inicia la formación de un nuevo exoesqueleto. En esta etapa los niveles de las proteínas actina-

miosina aumentan (así como otras del citoesqueleto de actina de acuerdo con RNA-seq) hasta 
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alcanzar un plateau en la intermuda. En la intermuda el músculo se regenera (de Oliveira Cesar 

et al., 2006; Gao et al., 2015).  

 

2.1.6 Sistema digestivo 
 

El sistema digestivo (Fig. 2) de los camarones Penaeidae se puede dividir en tres partes 

(desarrolladas a partir de primordios separados durante la etapa naupliar): anterior, medio y 

posterior (Vogt, 2019). Tanto la región anterior como posterior surgen a partir del ectodermo 

(una de las tres capas germinales embrionarias), por lo que están recubiertas de una cutícula que 

se libera durante la muda conocida como membrana peritrófica; a diferencia de la parte media, 

que es de origen endodérmico (Anger, 2001; Córdova-Murueta et al., 2003; Vogt, 2021).  

 

La parte anterior consta del esófago junto con dos cámaras separadas por una válvula 

cardiopilórica: las cámaras cardíaca y pilórica (Fig. 2a-b). En la cámara cardiaca (= estómago 

cardíaco) se macera el alimento y en ella ocurre una primera filtración de éste. La cámara cardíaca 

tiene pliegues de cutícula longitudinales en su superficie interna, así como proyecciones en forma 

de dientes conocidas como huesecillos (calcificados en etapas avanzadas de desarrollo) que 

conforman un molino gástrico en el extremo posterior de la cámara. Estas estructuras junto con 

los movimientos peristálticos permiten la maceración mecánica de los alimentos, que pasan a la 

cámara pilórica. La cámara pilórica (= estómago pilórico) filtra el alimento y compacta los sólidos, 

puede clasificarse en subcámaras dorsal y ventral (Fig. 2c). La subcámara pilórica dorsal tiene 

surcos laterales y conduce directamente al intestino medio, mientras que la subcámara ventral 

contiene el filtro de glándula (= filtros pilóricos= ampolla). El filtro de la glándula está armado con 

setas que constituyen una fina pantalla que clasifica las partículas de alimento y transfiere las más 

finas (≤1 μm, 100 nm en el cangrejo de río europeo Astacus astacus) en suspensión a la glándula 

digestiva (GD); al mismo tiempo permiten el movimiento de las enzimas digestivas desde la GD al 

estómago (Anger, 2001; Davie, 2015; Vogt, 2019). 
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Figura 2. Sistema digestivo de los camarones peneidos. a) Esquema del sistema digestivo de los 
decápodos. MG: molino gástrico. FC: Filtros de la cámara cardiaca. FP: filtros pilóricos. b) Foto del 
tracto digestivo de P. vannamei. c) Sección transversal de la cámara pilórica de Penaeus japonicus 
cubierta por los túbulos de la GD o hepatopáncreas (hp). La imagen muestra la subcámara pilórica 
dorsal (dps) y el filtro de la glándula (gf), este último es parte de la subcámara pilórica ventral. El 
recuadro indica canales del filtro (están recubiertos de setas filtradoras) que conducen a la GD. 
Tejido conectivo (ct), cutícula (cu), pliegues epiteliales laterales (ef), epitelio (ep), reborde o cresta 
medioventral (mr), músculo (mu), tejido conjuntivo esponjoso (sp). Microscopía electrónica de 
transmisión. d) Túbulos de GD de P. vannamei. Microscopía electrónica de barrido. e) Corte 
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histológico longitudinal de un túbulo de GD de centollo Maja brachydactyla (Infraorden: 
Brachyura) adulto, muestra los diferentes tipos de células (E, R, F, B y M). Tinción de Hematoxilina-
Eosina. f) Corte histológico transversal de un túbulo de la GD de P. monodon. Catepsina-L (mRNA) 
localizada en las células F (violeta) mediante hibridación in situ. Contratinción con Bismarck 
Brown. GD: glándula digestiva. L: Luz del túbulo. Imágenes modificadas de: a (Vogt, 2021), b (Soto-
Rodriguez et al., 2015), c (Lin, 1996), d (Caceci et al., 1988), e (Castejón et al., 2019), f (Lehnert y 
Johnson, 2002). 
 

El sistema digestivo medio (epitelio simple con microvellosidades) lo conforman el tubo digestivo 

asociado, los ciegos (también referidos como divertículos) anterior y posterior, y la GD (Fig. 2a). 

En las zoeas tempranas, lo componen el tubo digestivo, y los ciegos anterior y lateral. Se ha 

sugerido que el ciego anterior podría ser el responsable de la secreción de enzimas y absorción 

de nutrientes en las zoeas (apartado 2.1.4), dado que en esta etapa ni el molino gástrico ni la GD 

se han desarollado. La GD se origina a partir de la ramificación del ciego lateral del primordio del 

sistema digestivo medio. El ciego lateral aparece en el último subestadio naupliar. Por otro lado, 

el ciego posterior aparece en la postlarva PL21, y el ciego anterior termina por degenerar (Lovett 

y Felder, 1989; Vogt, 2019, 2021). El sistema digestivo porterior es la parte final del tubo digestivo. 

Está revestido internamente por un epitelio columnar simple sin microvellosidades cubierto con 

cutícula. Tiene glándulas mucosas que facilitan la expulsión de las heces. Parece participar en la 

regulación osmótica e iónica (Vogt, 2021). 

 

2.1.6.1 Glándula digestiva (GD) o hepatopáncreas 
 

La GD (= hepatopáncreas= glándula del tubo digestivo medio) es un órgano que ocupa gran parte 

del espacio dentro del cefalotórax. Está formada por múltiples túbulos huecos ciegos, delineados 

internamente por un epitelio simple (Fig. 2d-f). El extremo apical del epitelio está orientado hacia 

el lumen del túbulo, mientras que el extremo basal contacta el espacio de la hemolinfa. Los 

túbulos desembocan en conductos colectores que a su vez comunican con el estómago pilórico 

(Fig. 2a). La GD es ampliamente conocida como hepatopáncreas debido a que realiza funciones 

típicamente asociadas al páncreas (síntesis de enzimas digestivas) e hígado (destoxificación de 

compuestos extraños o xenobióticos). No obstante, también es el sitio de absorción de nutrientes 

y síntesis de la hemocianina. Se ha propuesto que regulación de la GD es principalmente 
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hormonal, pues los túbulos no están inervados por nervios (Anger, 2001; Lehnert y Johnson, 2002; 

Hu y Leung, 2007; Vogt, 2021).  

 

El epitelio de cada túbulo de la GD tiene cinco tipos celulares: E (embrionarias), M (enanas), R 

(reabsorbentes), F (fibrilares) y B (en forma de ampolla). Cada túbulo de la GD se puede dividir 

longitudinalmente en tres zonas: distal, media y proximal. La zona distal es el extremo ciego del 

túbulo y es donde están las células indiferenciadas conocidas como células E. Algunos autores 

definen una zona de transición donde se hallan células E en diferenciación. Las células E se 

diferencian conforme migran hacia el otro extremo (proximal) del túbulo reemplazando directa o 

indirectamente las células más viejas del epitelio. Es así como se establece un gradiente de edad 

de las células a lo largo del túbulo. En la zona media (también conocida como zona B) el tipo 

prominente son las células B maduras, también se hallan células R, F y M. En la zona proximal las 

células B son escasas debido a que son “descargadas” al final de la zona B proximal del epitelio 

(Loizzi, 1971; Vogt, 2021).  

 

A continuación, se describen brevemente las principales probables funciones de los tipos 

celulares, de acuerdo con estudios en camarones peneidos o decápodos en general. Las células 

R son las más abundantes de la GD, absorben los nutrientes del lumen, y almacenan glicógeno y 

lípidos (Al-Mohanna y Nott, 1987; Hu y Leung, 2007). Las células F sintetizan las enzimas 

digestivas (tripsina, quimotripsina, catepsina-L, astacina, amilasa, quitinasa) y la hemocianina 

(Loizzi, 1971; Van Wormhoudt et al., 1995; Lehnert y Johnson, 2002). A las células B se les ha 

atribuido una función secretora y digestiva.  Son las más voluminosas del epitelio debido a que 

contienen una gran vacuola (Loizzi, 1971) en la que se ha inmunolocalizado tanto tripsina como 

tripsinógeno (su forma inactiva) en P. vannamei (Sainz et al., 2004a) y catepsina-L en 

Metapenaeus ensis (Hu y Leung, 2007). Las pruebas que favorecen a las células F como las 

responsables de la síntesis de las enzimas digestivas son: hibridación de sondas antisentido para 

amilasa (también mediante anticuerpos), quitinasa, catepsina-L (Fig. 2f), y tripsina en P. monodon 

(Lehnert y Johnson, 2002), hibridación e inmunohistoquímica para quimotripsina en P. vannamei 

(Van Wormhoudt et al., 1995), e inmunohistoquímica de la pro-astacina y astacina en A. astacus 

(Möhrlen et al., 2001). Los autores de los estudios declararon que la hibridación de las sondas 
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sólo fue positiva en las células F. Dado que las enzimas digestivas (mRNA y proteína) se han 

localizado tanto en las células F como las B, cabe la posibilidad de que las células F y B no sean 

linajes independientes, sin embargo, tomando en cuenta también los estudios ultraestructurales 

es difícil determinarlo. 

 

2.2 Peptidasas digestivas: de su síntesis a su activación catalítica   
 
Las enzimas digestivas son: peptidasas, carbohidrasas, lipasas (Wei et al., 2014), y hay quienes 

también consideran a las nucleasas (Vogt, 2021). Debido a que la presente investigación se centra 

en las peptidasas, solamente se detallará acerca de estas enzimas.  

 

Las peptidasas (= proteasas) son proteínas que catalizan la hidrólisis de los enlaces peptídicos que 

unen a los AA que conforman a la proteína sustrato. Son enzimas hidrolasas que rompen los 

enlaces químicos mediante la adición (consumo) de una molécula de agua (Erez et al., 2009; 

Rawlings, 2020). En general, “peptidasa”, “proteasa” y “proteinasa” se utilizan indistintamente. 

Se ha propuesto que peptidasa (= proteasas) es el término más adecuado, ya que denota la 

hidrólisis de (enlaces) peptidos; en tanto que la enzima que muestra especificidad para proteínas 

intactas es la proteinasa (= endopeptidasa, apartado 2.3.1) (Barrett y McDonald, 1986). Otros 

autores indican que las proteinasas (= endopeptidasas) hidrolizan los enlaces peptídicos internos 

mientras que las peptidasas hidrolizan los de los extremos de las proteínas (= exopeptidasas) 

(Garcia-Carreno y Navarrete Del Toro, 1997). Dado que no existe un consenso, en este escrito se 

utilizará el término peptidasa indistintamente.  

 

Las peptidasas están codificadas en los genomas como pre-pro-proteínas (Vogt, 2021), es decir, 

la cadena polipeptídica contiene un péptido señal N-terminal ("pre") y un propéptido o péptido 

de activación ("pro") además de la secuencia de la peptidasa. Como cualquier otra proteína, tan 

pronto como se sintetiza el péptido señal (codificado en el extremo 5´ del mRNA), éste dirige al 

complejo ribosoma-mRNA-peptidasa a la membrana del retículo endoplásmico, a través de la cual 

la peptidasa ingresa al lumen del RE al mismo tiempo que es sintetizada. El péptido señal es 

hidrolizado de la pro-peptidasa en el lumen.  
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Dada la escisión del péptido señal, el nuevo extremo N-terminal (generalmente) es el propéptido, 

esta pro-peptidasa que no es capaz de hidrolizar enlaces peptídicos se conoce como zimógeno, 

el cual se almacena en vesículas (Sainz et al., 2004a). El propéptido del zimógeno bloquea 

estéricamente el acceso del sustrato al sitio activo, por lo que para que el zimógeno se convierta 

en una peptidasa activa se requiere que el propéptido sea hidrolizado. La hidrólisis del propéptido 

puede llevarse a cabo por otras peptidasas diferentes o por autocatálisis desencadenada por un 

simple cambio de pH. Esta hidrólisis ocurre en algún compartimento celular o en el medio 

extracelular como es el caso de las peptidasas digestivas (Khan y James, 1998).   

 

La activación de las peptidasas digestivas ocurre en cascadas o redes, que varían en las enzimas 

que participan y órgano en que se sintetizan y actúan, de acuerdo con el grupo de animales. Un 

par de ejemplos es el de los decápodos y vertebrados. En decápodos, las enzimas digestivas se 

producen en la GD y son de los únicos organismos en los que se hallan las braquiurinas, 

quimotripsinas que hidrolizan colágeno (apartado 2.6) (Hernandez-Cortes, 2021; Vogt, 2021). En 

vertebrados, las enzimas digestivas se sintetizan en diferentes órganos y se expresan peptidasas 

únicas como la pepsina (Fig. 3), que se sintetiza y secreta en el estómago (pH < 4), o la 

enteropeptidasa (= enterocinasa), que se sintetiza en el intestino, donde permanece como 

proteína transmembranal del epitelio (Chen et al., 2003; Wei et al., 2014; Feher, 2017; Vogt, 

2021).  

 

En humanos, la enteropeptidasa inicia la cascada de activación de los zimógenos (secretados por 

el páncreas en el duodeno) al hidrolizar el zimógeno de la tripsina (tripsinógeno). La tripsina activa 

otras moléculas de tripsinógeno y otros zimógenos, como el de la quimotripsina 

(quimotripsinógeno), elastasa (proelastasa) y carboxipeptidasa (procarboxipeptidasa) (Feher, 

2017). En invertebrados (generalmente no tienen enteropeptidasa), se ha propuesto que la 

tripsina se activa a sí misma (autoactivación) desencadenando la cascada de activación de otros 

zimógenos (Sainz et al., 2004a). Esto se relaciona con que el propéptido de los tripsinógenos de 

los vertebrados, el cual es reconocido por la enteropeptidasa, tiende a tener más residuos de Asp 

(hasta cuatro D consecutivos) que el de los tripsinógenos de invertebrados (Chen et al., 2003; 

Muhlia-Almazán et al., 2008). Excepciones de invertebrados que expresan proteínas parecidas a 
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la enteropeptidasa son el anélido marino Platynereis dumerilii (Williams et al., 2015) y el erizo 

Strongylocentrotus purpuratus (Hildebrand et al., 2023), no obstante, faltan estudios de 

enzimología que revelen su función en la activación de zimógenos.  

 

En general, las maneras de regulación de función de las peptidasas son: el control de la síntesis 

del zimógeno (el mRNA o la proteína) o su activación, o la inactivación de la enzima madura 

(Sánchez-Paz et al., 2003). La inactivación puede resultar de las diferentes condiciones 

bioquímicas mantenidas por la compartimentalización (inactivación de la pepsina en el duodeno 

debido a la alcalinidad) (Feher, 2017) o por la unión de inhibidores de la enzima (Muhlia-Almazán 

et al., 2008). 

 

2.3 Clasificación de las peptidasas  
 
Las peptidasas se pueden clasificar de acuerdo con: 1) la reacción catalizada, 2) la naturaleza 

química del sitio catalítico, o 3) las relaciones evolutivas reveladas por su estructura (Barrett, 

1994).  

  

2.3.1 Peptidasas de acuerdo con la reacción catalizada 
 

En relación con la reacción catalizada, el Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de 

Bioquímica y Biología Molecular (NC-IUBMB) clasifica las enzimas tipo hidrolasa en la clase 3, y 

todas las peptidasas (hidrolasas de péptidos) dentro de la subclase 3.4. Dependiendo de dónde 

se localice el enlace peptídico hidrolizable dentro del sustrato, las peptidasas se dividen además 

en subclases de exopeptidasas y endopeptidasas.  

 

Las exopeptidasas (3.4.11-19) actúan cerca de los extremos, en el último, penúltimo o 

antepenúltimo AA de la cadena peptídica, ya sea en el extremo NH2- o COOH-terminal. Las 

exopeptidasas que actúan en el extremo NH2-terminal se nombran aminopeptidasas (3.4.11), 

dipeptidil-peptidasas o tripeptidil-peptidasas (3.4.14) (Barrett, 1994). Las aminopeptidasas 

también se clasifican de acuerdo a la eficiencia relativa con la que remueven los residuos AA. 

Ejemplos son la Leu-aminopeptidasa (Leucina aminopeptidasa o LAP, E.C. 3.4.11.1) y la 



15 
 
aminopeptidasa-N (APN, es transmembranal, E.C. 3.4.11.2), que hidrolizan más eficientemente la 

Leu y Ala, respectivamente, aunque también pueden remover otros AA (Taylor, 1993; Michiels et 

al., 2015). Las exopeptidasas que actúan en el extremo COOH-terminal se llaman 

carboxipeptidasas (3.4.16-18) o peptidil-dipeptidasas (3.4.15). Tanto las peptidasas de dipéptidos 

o dipeptidasas (3.4.13) como las omegapeptidasas (3.4.19) remueven residuos AA terminales 

sustituidos o modificados) se consideran exopeptidasas. Mientras tanto, las endopeptidasas 

(3.4.21-24 y 99) actúan en las regiones internas de las cadenas peptídicas (Barrett, 1994). Cabe 

mencionar que, algunas peptidasas tienen actividad tanto de endopeptidasas como de 

exopeptidasas (por ejemplo la catepsina-B), en este caso se clasifican como endopeptidasas 

(Barrett y McDonald, 1986).  

 

2.3.2 Peptidasas de acuerdo con la naturaleza química del sitio catalítico 
 

De acuerdo con el mecanismo catalítico (nucleófilo) se reconocen seis clases o tipos catalíticos de 

peptidasas (Fig. 3). El mecanismo implica un ataque nucleofílico efectuado por la peptidasa sobre 

el enlace escindible (hidrolizable) del sustrato. En las cisteíno, serino y treonino peptidasas, el 

grupo funcional que realiza el ataque nucleofílico es el hidroxilo (-OH de las serino o treonino 

peptidasas) o sulfhidrilo (-SH de las cisteíno peptidasas) de la cadena lateral del AA epónimo. En 

las aspártico, glutámico y metalopeptidasas, el nucleófilo es una molécula de agua activada (Erez 

et al., 2009; Rawlings, 2020). Cabe recordar que un nucleófilo dona un par de electrones (si los 

dona a un H+ se llama base) a un electrófilo (aceptor del par de electrones) con lo que se forma 

un enlace covalente. Por lo que el mecanismo catalítico requiere de residuos AA adicionales al 

nucleófilo, que en conjunto conforman el sitio activo de la peptidasa (Rawlings, 2020). La presente 

tesis estudia los efectos del silenciamiento de la tripsina, por lo que en las siguientes líneas se 

describen las serino peptidasas, exponiendo someramente otras clases. 
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Figura 3. Clases de peptidasas de acuerdo con su mecanismo catalítico (Barrett, 1994; Rawlings, 
2020). pNA: para-nitroanilina. AMC: 7-amino-4-metilcumarina. La pNA/AMC es la molécula 
cromogénica/fluorogénica liberada por la actividad de la enzima sobre el sustrato. HslV: heat 
shock locus V (Li et al., 2008). Todas las treonino peptidasas son hidrolasas con nucleófilo N-
terminal (Rawlings y Barrett, 2013). NLVS: 4-yodo-3-nitrofenilo acetil-Leu-Leu-Leu-vinilsulfona 
(Sousa et al., 2002). SGP: scytalidoglutámico peptidasa (Kondo et al., 2010). HPLA: hipuril-DL-
ácido-fenil-láctico. BzGA: hipuril-L-arginina. AA puede ser cualquier aminoácido. Por ejemplo, si 
se trata de una Leu-aminopeptidasa entonces el sustrato sería L-Leu-pNA (Fernández et al., 1997). 
El asterisco (*) indica el inhibidor (o quelante) común para el conjunto de peptidasas de la clase 
correspondiente. Los números indican el sustrato o inhibidor de la peptidasa indicada con el 
mismo número. Por ejemplo, el PMSF inhibe las serinopeptidasas en general, mientras que 
BApNA/TLCK son sustrato/inhibidor específicos de las tripsinas. 
 
 
Las serino peptidasas utilizan una diada (His-Ser), triada (His-Ser-Asp) o tétrada (Glu-Asp-Asp-Ser 

o Ser-His-Ser-Glu) catalítica localizada en el sitio activo. En la triada (Fig. 4a), la His (actúa como 

base, aumenta la nucleofilicidad de la Ser) junto con el Asp  (orienta/polariza el anillo de imidazol 

de la His) desprotonan el -OH de la Ser (nucleófilo) (Khan y James, 1998; Erez et al., 2009; Rawlings 

y Barrett, 2013; Rawlings, 2020). Primero se forma un intermediario tetrahédrico, en el que el 

carbono del carbonilo del sustrato acepta un electrón del nucleófilo (-OH de la Ser). El 

intermediario tetrahédrico colapsa liberando el primer producto de la reacción (con frecuencia 

con un electrón donado por la His). Posteriormente se forma un intermediario acil-enzima con la 

parte del sustrato que quedó unida a la peptidasa. Este segundo intermediario es resuelto por 

una molécula de agua que actúa como un segundo nucleófilo, liberándose un segundo producto 
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y la peptidasa (Rawlings, 2020). Otro componente esencial del sitio activo son un par de 

donadores de enlaces de hidrógeno (agujero oxianión, apartado 2.4) que estabiliza la carga 

negativa del oxígeno del carbonilo del intermediario tetrahédrico (Khan y James, 1998).  

 

Figura 4. Sitio activo e interacción de las peptidasas con su sustrato. a) Tríada catalítica de las 
serino peptidasas en el sitio activo (Erez et al., 2009). b) Representación de la nomenclatura de 
las peptidasas según Schechter y Berger. Las cadenas laterales de los residuos de AA del sustrato 
se denominan P1 ... Pn a partir del enlace escindible o hidrolizable (tijeras) hacia el NH2-terminal, 
y P1 '... Pn' hacia el COOH-terminal. Los “bolsillos” (pockets) de la proteasa (amarillo) que unen 
las cadenas laterales correspondientes se denominan S1 ... Sn y S1 ’... Sn’ (Chakrabarty et al., 
2019). c) Sitio de interacción de la tripsina con un sustrato (-P1-P3-) cuyo enlace escindible (P1-
P1´) queda próximo a Ser-His. Enlace escindible en rojo; la flecha roja indica el ataque nucleofílico 
(Perona y Craik, 1995). d) Interacción del bolsillo de unión S1 de la peptidasas de la familia de las 
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quimotripsinas (se indican los residuos AA importantes para la especificidad) con su sustrato 
(Akula et al., 2021). 
 

Sólo se forman intermediarios acil-enzima durante las reacciones de las cisteíno, serino y treonino 

peptidasas (Rawlings y Barrett, 2013). El mecanismo catalítico de las peptidasas que tienen por 

nucleófilo a una molécula (Fig. 3) de agua es diferente. En las metalopeptidasas, la molécula de 

agua se une a un ión metálico que a su vez se une a tres residuos AA de la peptidasa. En tanto 

que, en las aspártico y glutámico peptidasas la molécula de agua se une a dos residuos AA de 

ácido aspártico o glutámico, respectivamente (Rawlings, 2020).   

 

Las serino peptidasas se encuentran en todos los reinos de la vida así como en varios genomas 

virales (Page y Di Cera, 2008). Las treonino peptidasas se hallan en eubacterias y eucariontes 

parásitos como Trypanosoma brucei y Plasmodium falciparum, un ejemplo es la HslV (heat shock 

locus V) que forma parte de su proteasoma (Li et al., 2008). Las serino, metalo y cisteíno, son las 

peptidasas con mayor número de secuencias y especies conocidas (Rawlings, 2020). Las glutámico 

peptidasas son peptidasas ácidas (inicialmente se clasificaron como aspártico peptidasas 

insensibles al inhibidor pepstatina) aparentemente únicas de los hongos filamentososos (Kondo 

et al., 2010). Después de las aspártico y treonino, las glutámico peptidasas son las más raras en el 

sentido de que no representan ni el 1% del total de secuencias ni de especies de peptidasas 

conocidas. Las endopeptidasas son las más abundantes y se encuentran ejemplos para cada clase, 

en cambio, no se conoce de exopeptidasas de clase aspártico o glutámico (Rawlings, 2020). 

 

2.3.3 Peptidasas de acuerdo con sus relaciones evolutivas  
 

La base de datos de peptidasas MEROPS https://www.ebi.ac.uk/merops/ proporciona los 

siguientes niveles de clasificación jerárquica: clan >> subclan >> familia >> subfamilia >> especie 

de peptidasa (Rawlings, 2020). Cada clan agrupa familias de peptidasas con estructura terciaria 

relacionada, a su vez, cada familia contiene peptidasas con secuencias homólogas. El análisis de 

secuencia se restringe a los sitios de unión primarios (no necesariamente los sitios de unión 

secundarios o exositios) junto con los residuos catalíticos. Cada nivel tiene denominado un 

https://www.ebi.ac.uk/merops/
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ejemplo tipo (u holotipo) con el que todos los miembros del clan o familia están relacionados 

significativamente (estadísticamente) (Rawlings et al., 2016).  

 

A cada clan, familia, peptidasa holotipo e inhibidor holotipo se le asigna un identificador. El 

identificador de cada clan se forma con dos letras, la primera letra (“A” de aspártico, “C” de 

cisteíno, “G” de glutámico, “M” de metalo, “S” de serino o “T” de treonino peptidasas) indica el 

tipo catalítico de las peptidasas que contiene; por ejemplo, el primer clan de cisteíno peptidasas 

es el clan CA. Las letras P, U, e I corresponden a peptidasas de múltiples tipos catalíticos, de tipo 

desconocido, e inhibidores, respectivamente (Rawlings et al., 2016). 

 

2.4 Serinoendopeptidasas: Tripsinas y quimotripsinas 
 

Tanto la tripsina como la quimotripsina son serino endopeptidasas (3.4.21, en apartado 2.3.1). 

MEROPS (apartado 2.3.3) las clasifica en el clan PA >> subclan PA(S) >> familia S1 >> subfamilia 

S1A (Rawlings, 2020).  

 

El clan PA contiene serino (subclan PA(S)) y cisteíno (subclan PA(C)) endopeptidasas, cuya 

estructura es la de dos dominios (cada uno contiene un barril-β de seis cadenas) que forman un 

espacio en el que convergen los residuos del sitio activo. El subclan PA(S) contiene serino 

peptidasas con la triada catalítica en el orden His (H), Asp (D) y Ser (S). La S1 es la familia más 

grande de peptidasas, en cuanto al número de proteínas secuenciadas como al número de 

actividades diferentes. La quimotripsina A (o α) de Bos taurus de 245 AA (clasificación S01.001 e 

identificador MER0000002 MEROPS; UniProt P00766) es la peptidasa tipo del clan PA a la 

subfamilia S1A (Rawlings y Barrett, 2013; MEROPS, 2024). Las peptidasas tipo quimotripsinas 

(como  las tripsinas o elastasas) tienen un bolsillo de unión S1 (nomenclatura de Schechter y 

Berger en la Fig. 4b) conformado por los residuos 189-192, 214-216 y 224-228, y en parte, su 

especificidad está determinada por los residuos 189, 216 y 226 (Hedstrom, 2002; MEROPS, 2024). 

 

Aunque la tripsina y quimotripsina comparten un gran porcentaje de identidad de AA (que se 

refleja en la superposición de sus estructuras), difieren en su especificidad por el sustrato. La 

quimotripsina (3.4.21.1) tiene un bolsillo S1 hidrofóbico con una Ser189 (AA polar) al fondo junto 
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con las Gly216 y Gly226 en las “paredes”, lo que explica su especificidad por residuos hidrofóbicos 

grandes; hidroliza enlaces peptídicos formados por el extremo carboxilo de los residuos de Trp 

(W), Phe (F), Tyr (Y) o Leu (L). La triada catalítica de la quimotripsina está conformada por la His57, 

Asp102 y Ser195, y el agujero oxianión por Gly193 y Ser195. La tripsina (3.4.21.4) tiene un Asp189 (carga 

negativa) al fondo del bolsillo S1 (Fig. 4c-d) e igual que la quimotripsina tiene a las Gly216 y Gly226 

en las “paredes”, lo que se relaciona con su especificidad por residuos básicos; hidroliza enlaces 

peptídicos formados por el extremo carboxilo de los residuos (P1) Arg (R) o Lys (K) en la proteína 

sustrato. La elastasa (EC 3.4.21.36 y EC 3.4.21.37) tiene una Ser189 al fondo del bolsillo S1 y, a 

diferencia de la tripsina y quimotripsina, las “paredes” están conformadas por Val216 y Thr226 que 

reducen espacio del bolsillo haciendo que sea pequeño y específico para residuos alifáticos 

pequeños; hidroliza enlaces peptídicos formados por Ala en la proteína sustrato (Hedstrom et al., 

1992; Hedstrom, 2002). 

 

La especificidad no sólo está determinada por el bolsillo de unión al sustrato S1. La mutación del 

Asp189 a Ser189 (D189S) en la tripsina no cambia su especificidad por la de la quimotripsina. El 

intercambio del bolsillo S1 entero (en el que la tripsina y quimotripsina sólo difieren tres AA) 

tampoco transfiere la especificidad de una peptidasa a otra. Por ello, se han propuesto otros 

determinantes de la especificidad que, aunque no tienen contacto directo con el sustrato, podrían 

producir cambios en la estructura terciaria o proveer la flexibilidad requerida por la dinámica de 

reacción: loop 1 (residuos AA 185-188) y loop 2 (AA 221-225) (Hedstrom et al., 1992). 

 

2.5 Metaloendopeptidasas: Astacinas 
 
Las astacinas son metalo endopeptidasas (3.4.24.21 en apartado 2.3.1). MEROPS (apartado 2.3.3) 

las clasifica en el clan MA >> subclan MA(M) >> familia M12 >> subfamilia A (MEROPS, 2024). Su 

nombre deriva del cangrejo de río de agua dulce A. astacus; no se hallan en plantas ni virus 

(Guevara et al., 2022). La astacina de A. astacus de 251 AA (clasificación M12.001 e identificador 

MER0001104 MEROPS; UniProt P07584) es la peptidasa tipo tanto de la familia M12 como la 

subfamilia A. Las metalopeptidasas del clan MA tienen el motivo HEXXH en el que las dos His (H) 

son ligandos de zinc (Zn) y el Glu (E) tiene función catalítica.  (MEROPS, 2024).  
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Las astacinas son peptidasas extracelulares dependientes de Zn que comparten la secuencia 

consenso HEXXHXXGXXH seguida por el motivo EXXRXDRD, donde X puede ser cualquier AA 

(Gomis-Rüth y Stöcker, 2023). Las tres His (H) de esta secuencia interactúan con el Zn que se halla 

en el espacio del sitio activo en la astacina tipo (de A. astacus); el Zn también une una molécula 

de agua y una Tyr (Y) remota. Tienen un péptido señal seguido de un propéptido más un dominio 

de unión a Zn, no obstante, la mayoría son multidominio (Bode et al., 1992; Gomis-Rüth y Stöcker, 

2023). En A. astacus, la proastacina sólo se encuentra en las células F de la GD (apartado 2.1.6.1) 

y la astacina madura (se activa autocatalíticamente) se halla en el jugo gástrico colectado de la 

cámara cardiaca (Möhrlen et al., 2001).  

 

2.6 Colagenasas: unas endopeptidasas especiales 
 
Es oportuno mencionar a las enzimas que actúan sobre el colágeno (único de los Metazoarios) 

nativo: las colagenasas. La degradación del colágeno permite a los organismos sintetizadores de 

colagenasas (entre otros ejemplos): invadir los tejidos del hospedero por parte de los 

microorganismos patógenos (Duarte et al., 2016) o digerir el colágeno de los animales que forman 

parte de su dieta (Eizen y Jeffrey, 1969; Yuh-Ling Chen et al., 1991). Realmente pocas peptidasas 

hidrolizan el colágeno (Hernandez-Cortes, 2021), pues está conformado por una triple hélice de 

tres cadenas polipeptídicas entrelazadas (tropocolágeno); las triples hélices pueden agruparse en 

fibrillas (o formar redes de colágeno no fibrilar), que a su vez se empaquetan en fibras de colágeno 

(Shoulders y Raines, 2009; Duarte et al., 2016). El nivel de compactación de la triple hélice es tal 

que cada tercer residuo es una glicina, el AA más pequeño (Shoulders y Raines, 2009).  

 

Las colagenasas generalmente son metalopeptidasas de Zn (muchas funcionan en la matriz 

extracelular), no obstante, también las hay de la clase serino. Un ejemplo de éstas últimas son las 

quimotripsinas de los crustáceos que, a diferencia de las de mamíferos, sí presentan actividad 

colagenasa (Yuh-Ling Chen et al., 1991; Navarrete del Toro y García-Carreño, 2019). Debido a que 

los primeros estudios se realizaron en el cangrejo violinista de arena del Atlántico Leptuca 

pugilator (infraorden Brachuyra), a las serino endopeptidasas con actividad colagenasa 

(3.4.21.32) se les ha llamado braquiurinas (Hernandez-Cortes, 2021). 
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2.7 Peptidasas de la glándula digestiva de decápodos (Decapoda) 
 

Se dice que las serino peptidasas son probablemente las enzimas proteolíticas más importantes 

en los decápodos (Vogt, 2021). No obstante, es pertinente destacar que no es una regla general, 

pues en algunas especies la hidrólisis de la proteína del alimento es mayoritariamente efectuada 

por peptidasas diferentes de la clase serino. Ejemplos conocidos son los camarones carideos del 

género Crangon (suborden Pleocyemata: infraorden Caridea) y la langosta americana Homarus 

americanus (Pleocyemata: infraorden Astacidea), en los que las principales efectoras son cisteíno 

peptidasas como la catepsina-L (Teschke y Saborowski, 2005; Saborowski et al., 2012; Bibo-

Verdugo et al., 2016; Rodríguez-Siordia et al., 2016). 

 

Crangon crangon y Crangon allmani son particulares (aparentemente son el único ejemplo 

reportado) en que las actividades peptidasa son extremadamente variables entre organismos de 

la misma especie. Mientras que la mayoría de los especímenes de una misma especie pareciera 

no expresar tripsina alguna en GD (relacionado con una actividad específica de tripsina baja o 

nula), algunos individuos (≤13%) presentan bandas de actividad y actividad específica de tripsina. 

Tal variabilidad no parece estar relacionada con el tamaño, sexo, alimentación (con mejillones o 

microalgas o en inanición) o estadio de muda de los especímenes, por lo que podría reflejar la 

adaptación a un ambiente cambiante (Teschke y Saborowski, 2005; Saborowski et al., 2012). En 

el caso de H. americanus, la hidrólisis de proteína es llevada a cabo por las catepsinas-L 

denominadas L1 (la más abundante), L2 y L3, y complementada por las aspártico peptidasas 

denominadas catepsinas-D1 y -D2, de acuerdo con estudios en jugo gástrico (Bibo-Verdugo et al., 

2016; Rodríguez-Siordia et al., 2016).  

 

El repertorio de peptidasas de la GD de decápodos es completado por otras endopeptidasas, 

como las colagenasas (Navarrete del Toro y García-Carreño, 2019; Hernandez-Cortes, 2021) y las 

astacinas (Möhrlen et al., 2001), y exopeptidasas, como la aminopeptidasa-N (apartado 2.3.1) en 

el cangrejo Neohelice granulata (infraorden Brachyura) (Michiels et al., 2015), y la Leu-

aminopeptidasa (LAP) y carboxipeptidasas -A y -B en la langosta marina Pleuroncodes (Grimothea, 

de acuerdo con WoRMS) planipes (infraorden Anomura) y en un astacídeo de agua dulce (García-

Carreño et al., 1994).  
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2.7.1 Peptidasas de la glándula digestiva (GD) del camarón blanco del Pacífico (Penaeidae)  
 

Aunque los camarones Penaeidae no son organismos modelo, debido a su importancia económica 

son de los decápodos más estudiados. Dado que el alimento representa más de la mitad de los 

costos de producción y la proteína es el ingrediente más caro (Lemos et al., 2000), la digestión de 

la proteína de la dieta por peptidasas (en camarón) ha sido de especial interés. En la Tabla 1 se 

enlistan las peptidasas digestivas halladas en peneidos.  

 

De acuerdo con técnicas clásicas de enzimología (Rojo-Arreola et al., 2019b), las peptidasas más 

abundantes en la GD de los peneidos son las serino endopeptidasas tripsina (Klein et al., 1996, 

1998) y quimotripsina (Sellos y Van Wormhoudt, 1992; Van Wormhoudt et al., 1992; Hernández-

Cortés et al., 1997). Ambas presentan su actividad máxima a pH neutro o ligeramente alcalino 

(pH 8), y en conjunto hidrolizan in vitro el 60% de la proteína del alimento (Galgani et al., 1985; 

Tsai et al., 1986; Navarrete del Toro et al., 2011). Cabe recordar que las quimotripsinas de los 

peneidos hidrolizan colágeno nativo (Yuh-Ling Chen et al., 1991), por lo que también se les 

reporta como colagenasas de serina (Van Wormhoudt et al., 1992; Burgos-Hernández et al., 2005; 

Navarrete del Toro y García-Carreño, 2019) o braquiurinas (Hernandez-Cortes, 2021). Finalmente 

en cuanto a las serino endopeptidasas, se ha reportado la ausencia de actividad de la elastasa en 

GD junto con estómago de P. japonicus y P. kerathurus (Galgani et al., 1984), y en la GD de tres 

especies de peneidos (Tsai et al., 1991). De acuerdo con Tsai et al. (1991), esta ausencia concuerda 

con el hecho de que la elastina (sustrato natural de la elastasa) no se halla en invertebrados, 

alimento natural de los camarones. No obstante, Wei et al. (2014) revelaron a través de 

transcriptómica la expresión de elastasa en la GD de P. vannamei. 
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Tabla 1. Peptidasas digestivas en P. vannamei de acuerdo con evidencia experimental*  

 
* La evidencia generalmente proviene de estudios (no se incluye proteómica) en glándula digestiva; no obstante, Wei et al. (2014) 
y Rojo-Arreola et al. (2020) utilizaron camarones enteros dado su tamaño (de µm a mm) durante los estadios larvarios.   
1 RNA engloba evidencia de expresión por cDNA e hibridación. 
2,3 Unigenes se refiere a la evidencia por transcriptómica en larvas (Wei et al., 2014)2 o adultos (Gao et al., 2015)3 de cuerpo entero 
de P. vannamei, y se citan tal cual el análisis de los autores (en esta tesis no se analizaron estos transcriptomas). 
4 Ezquerra et al. (1999) no sólo hallaron actividad con el sustrato Leu-p-NA, sino que también con Met-, Arg-, Lys-, Glu-, Ala-, Val-
, Pro- y Gly-p-NA (no hubo actividad con Phe-p-NA).  

 

Aunque en menor proporción (y menos estudiadas), también se hallan las aspártico y cisteíno 

peptidasas, de acuerdo con la inhibición de actividad dada por la pepstatina-A y E-64, 

respectivamente (Fig. 3), así como la actividad presentada a pH ácido (2.0-5.0) en extractos de GD 

(Navarrete del Toro et al., 2011). Rojo-Arreola et al. (2020) hallaron tanto expresión (qPCR) como 

actividad (sustratos fluorogénicos) de serino, metalo, aspártico y cisteíno peptidasas en larvas de 

P. vannamei; si bien el estudio utilizó camarones de cuerpo entero, los resultados podrían reflejar 

lo que sucede en la GD. En cuanto a las aspártico peptidasas, los autores (Rojo-Arreola et al., 

2020) detectaron la expresión de la catepsina-D, y la actividad de las catepsinas -D y -E, 

principalmente en la etapa de mysis. En la GD se expresan las cisteíno peptidasas lisosomales 

catepsina-L en P. vannamei (Le Boulay et al., 1996) y catepsina-C (dipeptidil-peptidasa I) en P. 

monodon (Qiu et al., 2008), de acuerdo con la secuenciación del cDNA. La expresión de las cisteíno 
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Colagenasa Van Wormhoudt et al ., 1992; Burgos-Hernández et al ., 2005

Elastasa 3 Wei et al ., 2014

Mpc1 (Zn) Hernández Cortés et al ., 1997; Zhao et al ., 2007

Aminopeptidasa-N 67 Wei et al ., 2014

Leu-aminopeptidasa4 Ezquerra et al ., 1999

Carboxipeptidasa-A 14 Lee et al ., 1984; Wei et al ., 2014

Carboxipeptidasa-B 14
Lee et al ., 1984; Zhao et al ., 2007; Wei et al ., 2014; Rojo-Arreola 

et al ., 2020

Aspártico Catepsina-D Rojo-Arreola et al ., 2020

Catepsina-B Stephens et al ., 2012; Rojo-Arreola et al ., 2020

Catepsina-L Le Boulay et al ., 1996; Zhao et al ., 2007; Rojo-Arreola et al ., 2020

Rojo-Arreola et al ., 2020

Calpaína-B Rojo-Arreola et al ., 2020

Evidencia

16
Klein et al ., 1996, 1998; Navarrete del Toro et al ., 2011; Sainz et 

al ., 2004b; Wei et al ., 2014; Gao et al ., 2015
Tripsinas

Clase de 

peptidasas
Peptidasa Referencias

Cisteíno

Sellos y Van Wormhoudt, 1992; Van Wormhoudt et al ., 1992; 

Hernández Cortés et al ., 1997; Wei et al ., 2014; Gao et al ., 2015

Metalo

Serino Quimotripsinas 5

Catepsina-C          

(dipeptidil-peptidasa I)

29

17
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peptidasas catepsina-L y -C, y calpaína-B, es predominante en las larvas nauplio I-II de P. vannamei 

(lecitotróficos) (Rojo-Arreola et al., 2020). 

 

En lo que se refiere a metalopeptidasas, en P. vannamei la expresión (RT-qPCR y zimografías de 

especímenes completos) de la astacina (apartado 2.5) Mpc1 aumenta a partir del estadio de 

postlarva. En camarones adultos, la Mpc1 se expresa (RT-PCR) principalmente en GD > intestino 

y branquias, en pleópodos no se observó (Hernandez-Cortes et al., 2017). Varias de las metalo 

son exopeptidasas. En la GD de P. vannamei, se ha detectado actividad con sustratos para 

aminopeptidasas de Met, Arg, Leu, Lys, Ala, Glu, Val, Pro y Gly, no así de la aminopeptidasa de 

Phe (Ezquerra et al., 1999). La Leu-aminopeptidasa también se halló en GD y estómago de P. 

japonicus, P. kerathurus (Galgani et al., 1984) y Penaeus notialis (Fernández et al., 1997), y en GD 

de Farfantepenaeus paulensis (Penaeus paulensis, de acuerdo con WoRMS) (Buarque et al., 

2009). Por otro lado, también se ha hallado actividad de las carboxipeptidasas -A y -B en la GD de 

P. vannamei (Lee et al., 1984), Penaeus setiferus (Gates y Travis, 1973), P. monodon, P. japonicus 

y Penaeus penicillatus (Tsai et al., 1991), y en GD y estómago de P. japonicus, P. kerathurus 

(Galgani et al., 1984) y P. notialis (Fernández et al., 1997).  

 

Gracias a la aplicación de los avances de las ómicas en invertebrados marinos, actualmente se 

cuenta con un genoma de referencia de P. vannamei (Zhang et al., 2019), así como diversos 

transcriptomas (Ghaffari et al., 2014; Wei et al., 2014; Gao et al., 2015; Zhang et al., 2016; Wang 

et al., 2019) y proteomas (Xu et al., 2017; Ning et al., 2019; Estrella-Soliz, 2022) de diferentes 

tejidos o del camarón bajo distintos tratamientos. En un estudio de RNAseq del camarón blanco 

del Pacífico (Wei et al., 2014) se hallaron siete de las peptidasas previamente identificadas por 

técnicas clásicas: tripsina, quimotripsina y elastasa (serino endopeptidasas), y las exopeptidasas 

carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, aminopeptidasa-N y una dipeptidasa (de ésta última no 

se detalla clase características). Los autores declararon que no se identificaron aspártico 

peptidasas digestivas como pepsina o quimosina. Estos datos son complementados por Rojo-

Arreola et al. (2020), que sí detectaron expresión y actividad tanto de aspártico como de cisteíno 

peptidasas. 
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Dado el repertorio de peptidasas digestivas, una de las grandes preguntas que han surgido es: 

cuál es la secuencia de su participación en la digestión. Estrella-Soliz (2022) y colaboradores 

sugirieron, a partir de resultados de proteómica de la GD de P. vannamei complementados con 

zimografía, que la actividad de la Mpc1 es inducida por la ingesta de alimento 1h postprandia, y 

que las quimotripsinas junto con la catepsina-L actúan a las 3h postprandia. Cabe mencionar que 

en la preprandia (30 min antes de la ingesta) la catepsina-D1 fue la más activa, y las tripsinas 

presentaron actividad en las tres las fases estudiadas (Estrella-Soliz, 2022).  

 

2.7.1.1 Regulación de las peptidasas digestivas en el camarón blanco del Pacífico e insectos  
 

La síntesis y actividad de las peptidasas digestivas de los organismos dependen de sus diferentes 

estilos de vida, resultado de las respuestas adaptativas de las especies a su ambiente, y se regulan 

a diferentes niveles por factores externos e internos (Muhlia-Almazán et al., 2008). En P. 

vannamei, las peptidasas digestivas se regulan de acuerdo con: la etapa de desarrollo (Wei et al., 

2014; Hernandez-Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020) (apartado 2.1.4), el alimento 

(Sánchez-Paz et al., 2003) o su composición como, por ejemplo, el contenido de proteína 

(Córdova-Murueta y García-Carreño, 2002; Córdova-Murueta et al., 2003; Muhlia-Almazán et al., 

2003) o la presencia de compuestos antinutricionales (Maytorena-Verdugo et al., 2017b; a). 

Además, su expresión está correlacionada con la de ciertos elementos del sistema inmune del 

camarón (Li et al., 2018) y el ciclo de la muda (Sánchez-Paz et al., 2003; Gao et al., 2015). 

 

De acuerdo con resultados de Sanchez-Paz et al. (2003), de hibridación DNA-RNA o dot blot, en 

camarones P. vannamei con 24h de inanición la abundancia mRNA de tripsina en GD aumentó 

(excepto en premuda tardía), siendo intermuda el estadio en que la tripsina alcanzó la expresión 

máxima, decreciendo a niveles más bajos a las 72 y 120 h, tiempo que duró el seguimiento. En 

cuanto al contenido proteínico, Muhlia-Almazán et al. (2003) reportaron que la expresión 

(evaluada a través de RT-PCR) y actividad de la tripsina de la GD, alcanzan picos más altos en 

camarones provistos con un 30% de proteína en el alimento que con 15 o 50%. 

  

La digestión y el ciclo de la muda (apartado 2.1.5) están estrechamente ligados, por el hecho de 

que durante la ecdisis los crustáceos no se pueden alimentar. Esto se refleja en el patrón de 



27 
 
expresión similar entre los genes de tripsina y quimotripsina, y los de quitina (y hemocianina). 

Acorde con un estudio de RNA-seq en camarones completos de 6 meses de edad (14-16 cm de 

longitud), ambas serino peptidasas tienen un máximo de expresión durante la premuda temprana 

(D0 para tripsina y D1 para quimotripsina), mientras que el mínimo acontece en la postmuda 

temprana (A/P1), estadio en que los niveles de expresión de tripsina, quimotripsina, quitinasa y 

hemocianina coinciden (Gao et al., 2015). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por 

Klein et al. (1996) para tripsinas y Van Wormhoudt et al. (1995) para quimotripsinas, en GD 

mediante dot blot, en cuyos trabajos se observa cómo la expresión génica corresponde con la 

actividad específica. Aunque tripsina y quimotripsina comparten el mismo patrón, las diferencias 

en sus niveles de expresión van de prácticamente nulas (postmuda P1) al triple (D0), siendo la 

tripsina la de mayor expresión (Gao et al., 2015).  

 

Li et. al. (2018) confirmaron las observaciones previas que correlacionaban positivamente la 

expresión de tripsina y hemocianina, y sugirieron que la tripsina de GD participa en la generación 

de péptidos antimicrobianos a partir de la proteína transportadora de oxígeno. Puesto que la 

tripsina colabora en la respuesta inmunológica de los invertebrados se expresa, entre otros 

tejidos (apartado 2.7.1.2), en hemocitos. En los hemocitos de Marsupenaeus japonicus (Penaeus 

japonicus, de acuerdo con WoRMS), la tripsina se regula post-transcripcionalmente a través de 

microRNAs. El mRNA de tripsina es blanco de miR-100, un microRNA anti-apoptótico (Yang et al., 

2014b). Los microRNAs son RNAs endógenos no codificantes de 21-25 nucleótidos, que hibridan 

con mRNA complementario, desencadenando la hidrólisis del transcrito e impidiendo su 

traducción. 

 

Se ha sugerido que en crustáceos las enzimas digestivas son reguladas por ecdiesteroides y 

neuropéptidos (Klein et al., 1996). La ecdisona es una hormona esteroidea (en crustáceos se 

sintetiza en el órgano-Y), que al unirse a su receptor en el citoplasma de las células diana forma 

un complejo, el cual migra al núcleo e incorpora ciertos elementos nucleares. El complejo se une 

a las secuencias “elementos de respuesta a hormona” en los genes blanco, activándolos, con lo 

que regula varios genes, y con ello procesos como el ciclo de la muda en los artrópodos (Hyde et 

al., 2019). El promotor de la catepsina D de Bombyx mori contiene “elementos de respuesta a 
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ecdisona” (Yu et al., 2012). No obstante, hasta donde tenemos conocimiento, no se ha estudiado 

la relación específica entre ecdisteroides y la peptidasas de P. vannamei. 

 

La investigación de la regulación de las peptidasas digestivas está más adelantada en insectos, 

pues son importantes vectores de parásitos y constituyen plagas. En Helicoverpa armigera, por 

ejemplo, se han identificado elementos reguladores putativos (YY1, C/EBP, Ind, HLF, GATA-1 y 

CAP) en promotores de una tripsinas (Liu et al., 2014). Un ejemplo bien estudiado de regulación 

hormonal de las tripsinas es el del mosquito A. aegypti. Las tripsinas de la GD de hembras adultas, 

se dividen en tempranas y tardías, de acuerdo al orden de aparición tras la alimentación con 

sangre. La larva, pupa y hembra del mosquito adulto recién emergido, no expresan tripsina 

temprana (Noriega et al., 1997; Noriega y Wells, 1999), mas se sabe que la larva expresa una 

tripsina en GD que los adultos (alimentados o no) no presentan (Soares et al., 2011).  

 

En la hembra adulta de A. aegypti, es bajo la influencia de la hormona juvenil (que aumenta 

durante los dos días post-emergencia) que los niveles de mRNA-tripsina temprana en GD suben, 

siendo detectables a las 24h y alcanzando su máximo a los 2-3 días post-emergencia. Este modelo 

indica que la ingesta de alimento alto en proteína aumenta el pool de AA, lo que desencadena la 

traducción. La proteína tripsina temprana se detecta en GD a 1h post-ingesta de sangre (hpis), 

actúa como sensora pues los productos de la proteólisis promueven la transcripción de la tripsina 

tardía, desaparece a las 6-8 hpis. El mRNA-tripsina tardía se detecta a las 8 hpis mas alcanza su 

máximo a las 24 hpis, la proteína de la tripsina tardía se produce a las 8-10 pids. De modo que, si 

no hay proteína en el alimento, el gen de la tripsina tardía no se transcribe. Por tanto, las tripsinas 

tempranas son reguladas en su traducción, mientras que las tardías transcripcionalmente 

(Noriega et al., 1997; Noriega y Wells, 1999).  

 

Con los avances genómicos, posteriormente se identificaron seis nuevos genes (se mencionan 

siete mas en futuros trabajos no distinguen entre Aa5G1 y AaSPVI), adicionales a cinco 

previamente conocidos, de serino peptidasas de GD en A. aegypti (Brackney et al., 2010). Así, A. 

aegypti expresa 11 genes de serino peptidasas en GD, que de acuerdo a un análisis filogenético 

podrían ser: seis quimotripsinas (AaSP II-V o grupo I, AaJA15 y AaCHYMO), tres tripsinas 
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(temprana/AaET, Aa5G1/AaSPVI y AaSPVII) y dos colagenasas de serina (AaSP I y AaLT). Como las 

quimotripsinas se expresan constitutivamente tanto antes como después de la alimentación, se 

piensa que participan moderadamente en la digestión. Interesantemente antes se pensaba que 

AaLT era la tripsina tardía, sin embargo, su silenciamiento no redujo la actividad específica de 

tripsina en la fase tardía de la digestión, no contiene el Asp189 y se agrupa en el clado de las 

colagenasas de serina (Brackney et al., 2010). Después, se confirmó mediante ensayos de 

actividad in vitro que AaET, Aa5G1/AaSPVI y AaSPVII son tripsinas, y aunque AaLT no hidrolizó el 

BApNA, sí es catalíticamente activa con albúmina y hemogoblina como sustratos. Por lo que AaLT 

efectivamente podría tratarse de una colagenasa de serina, de acuerdo con el análisis filogenético 

y modelado estructural (Rascón et al., 2011). Gracias a este progreso y estudios ulteriores, surgen 

nuevas interrogantes acerca de la digestión bifásica en el mosquito, pues se ha propuesto que la 

tripsina temprana (AaET) no se requiere para la expresión de las serino peptidasas de la fase tardía 

(AaLT, 5G1/AaSPVI, y AaSPVII) (Isoe et al., 2009). 

 

2.7.1.2 Tripsinas y quimotripsinas del camarón blanco del Pacífico 
 

Las tripsinas no sólo participan en la digestión, por tanto, no sólo se expresan en el sistema 

digestivo. Sin embargo, poco se sabe de su función en tejidos no digestivos, incluso en mamíferos 

(Koshikawa et al., 1998). Hernandez-Cortes et. al. (2017) reportaron que en P. vannamei la 

tripsina (variante 21 JQ304272.1 que codifica para la isoforma C) se expresa en GD, branquias e 

intestino, sin llegar a detectarse en pleópodos, de acuerdo con la intensidad de banda de los 

productos de PCR. Por otro lado, según Li et. al. (2018) en P. vannamei la tripsina (X86369.1) se 

expresa, de mayor a menor, en: hemocitos, estómago, GD, branquias e intestino, y en menor 

medida en músculo y corazón, de acuerdo con el método de la 2-ΔΔCT.  

 

El número de genes de tripsina es variable incluso entre especies filogenéticamente cercanas y, 

en al menos los siguientes organismos, están organizados en uno o más clusters en los genomas: 

El piojo del salmón Lepeophtheirus salmonis (Copepoda) tiene al menos 22 (cuatro son 

pseudogenes), y los insectos Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster y D. erecta tienen 7, 

11 y ocho, respectivamente (Kvamme et al., 2005). En insectos, también se ha documentado la 

agrupación de varias serino peptidasas en clusters (Yang et al., 2017, 2023). 
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De acuerdo con Klein et al. (1998) P. vannamei tiene al menos 14 genes de tripsina, que los 

autores agruparon en tres familias: 5 en TryPv I (Y15039.1), 4 en TryPv II (Y15040.1), y 5 en TryPv 

III (Y15041.1). Las familias I y II, es decir, nueves genes se expresan en GD. Los autores no 

encontraron expresión de la familia III en dicho órgano, mas indican que pudo deberse a que es 

de baja expresión, o se expresa en otros tejidos o estadios del ciclo de vida del camarón, o es 

regulada por factores externos como el alimento (Klein et al., 1998). Previamente Klein et al. 

(1996) habían encontrado cinco cDNAs (30, 39, 40, 21 y 42) en GD (Tabla 2), y la enzima purificada 

(de GD) mostraba tres principales isoformas de tripsina y 3 componentes menores (uno estaba 

presente en poca cantidad, pero era altamente activo con el sustrato BANA).  

 

Tabla 2. Correlación isoformas-cDNA de tripsina en P. vannamei* 

 
*Tabla basada en resultados Sainz et al. (2004b) y Klein et al. (1996). En la primera columna se indica el porcetaje en que cada 

variante se halló en la librería de cDNA por Klein et al. (1996). 
 

El perfil de peptidasas de la GD de P. vannamei es constante en que cuenta con, al menos, tres 

tripsinas (C, B y A) con posibilidad de una cuarta, dos quimotripsinas (BII, BI), y la 

metalopeptidasas Mpc1 (Navarrete del Toro et al., 2011; Hernandez-Cortes et al., 2017). La 

purificación de las tres principales isoformas de tripsina madura le permitió a Sainz et al. (2004b) 

cuantificar sus propiedades bioquímicas, y su secuenciación N-terminal, relacionarlas con su 

respectivo cDNA codificante (Tabla 2). Las tres tripsinas del camarón blanco son aniónicas, 

conservan ≥ 80% de su actividad a 40-70°C o pH 6-11, y hay indicios de que son glicosiladas (Sainz 

et al., 2004b).  

 

La isoforma C es la de menor Km (Tabla 2) y la más eficiente catalíticamente (Kcat/Km) (Sainz et al., 

2004b). La isotripsina C siempre aparece en los zimogramas (sean de GD o heces), lo que se debe 

a que el gen (en locus β) que lo codifica sólo tiene un alelo (C), por lo que es homocigoto (CC). En 

cambio, las isotripsinas B y A se presentan juntas o sólo una de ellas, sugiriendo que son 

R. N.R. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

21 28 C 23 30.2 4.5 0.000272 0.583 2142.3 I V G G T E V T P G E L P Y

39/40 11/32 B 22 32.9 3.0 0.000342 0.370 1081.8 I V G G T D A K P G E L P Y

30 21 A 21 32.9 3.5 0.000304 0.433 1424.0 I V G G T D A T P G E L P Y

42 7 - - - - - - - E V T

- - - - - - - I V G G S D A T P G E L P Y

PI
Km       

(mM)

Kcat   

(S
-1

)

Kcat/Km  

(S
-1

mM
-1

)

Variante de 

cDNA      %             

TryPv III     -

Isoforma 

de tripsina

Secuencia NH2-terminalPM (kDa)
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codificadas por un gen que tiene dos alelos (B y A), por lo que puede ser homo- (BB, AA) o 

heterocigoto (AB). De esta manera, cada camarón puede presentar uno de tres fenotipos de 

tripsinas: CBA, CB o CA (Sainz et al., 2005).   

 

Los genes de tripsina de P. vannamei contienen tres exones separados por dos intrones. Los 

intrones comparten tan sólo el 54-59% de identidad, mientras que las secuencias nucleotídicas 

sin intrones comparten más del 91% de identidad. El exón 1 codifica parte del péptido señal 

(apartado 2.2); el exón 2 codifica el resto del péptido señal, el propéptido y parte de la peptidasa 

madura, incluyendo la His de la triada catalítica; el exón 3 codifica el resto de la peptidasa 

incluyendo el Asp y la Ser de la triada (Klein et al., 1998).  

 

Los propéptidos de los tripsinógenos de vertebrados e invertebrados no son similares en 

secuencia. Esto indica posibles diferencias en el mecanismo de activación (Klein et al., 1996). El 

propéptido de los tripsinógenos de mamíferos tiene la secuencia consenso Val-(Asp)4-Lys, que es 

reconocida por la enteropeptidasa (Chen et al., 2003). El propéptido de las tripsinas del camarón 

blanco (A-P-S-R-K-P-T-F-R-R-G-L-N-K) no contiene dicha secuencia (Klein et al., 1996). Esto aunado 

a la prácticamente nula evidencia de la funcionalidad de la enteropeptidasa en los invertebrados, 

sugiere la autoactivación de los tripsinógenos de P. vannamei (Sainz et al., 2004a). 

 

Al igual que las tripsinas, las quimotripsinas son altamente polimórficas. Sellos y Van Wormhoudt 

(1999) reportaron entre 46 copias de genes que codificaban para serino peptidasas con actividad 

colagenolítica, y propusieron dos familias: ChyA Pv (Y10664.1) con siete genes y ChyB Pv 

(Y10665.1) con 5 genes, Tabla 3 (Sellos y Van Wormhoudt, 1999).    
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Tabla 3. Quimotripsinas en P. vannamei* 

 
*Sellos y Van Wormhoudt, 1999. Las sustituciones se refieren a las diferencias entre AA de la quimotripsina predicha 
con la revisada. 
 

2.8 La compensación enzimática como respuesta a inhibidores de peptidasas 
 

Estudios en insectos han develado que el repertorio de peptidasas digestivas que poseen, son 

parte de los mecanismos adaptativos que les permiten mantener una homeostasis proteolítica. 

Un claro ejemplo se observa cuando Tribolium castaneum, el escarabajo rojo de la harina ingiere 

inhibidores de peptidasas en el alimento, que el organismo contrarresta mediante la modificación 

en la expresión génica y un aumento en la actividad de peptidasas no inhibidas. Estos cambios 

permiten que el escarabajo mantenga una digestión proteica eficiente a pesar de la presencia de 

compuestos antinutritivos. Ésta capacidad de compensación sugiere una vía evolutiva que podría 

haber sido favorecida en ambientes donde las plantas producen inhibidores de proteasas como 

defensa natural (Oppert et al., 2005). 

 

P. vannamei ha mostrado respuestas compensatorias comparables a las conocidas en insectos. 

Maytorena-Verdugo et al. (2017a) reportaron que ante la inhibición in vivo de las tripsinas, a 

través de la ingesta del inhibidor de tripsina de la harina de soya (SBTI, de soybean trypsin 

inhibitor) embebido en el alimento, hay un ajuste del perfil de proteolítico en la GD mediante la 

síntesis de otras peptidasas diferentes. Maytorena-Verdugo et al. (2017b) observaron que en 

camarones alimentados con SBTI, la actividad proteolítica total y específica de tripsina y 

quimotripsina disminuyó a las 2-4 h postprandia, y 1 h después de realimentar. Sin embargo, a las 

23 h postprandia, las actividades aumentaron más allá del nivel de los controles. Los zimogramas 

revelaron un aumento en la intensidad de bandas, que de acuerdo con el inhibidor fenantrolina 

corresponden a metalopeptidasas. Por lo que los autores sugirieron que las metalopeptidasas 

compensan la inhibición de la función de las tripsinas. Aunque esta relación SBTI-camarón es 

artificial, la habilidad de P. vannamei de compensar el efecto de compuestos anti-nutricionales 

Gen*
NCBI     

ID

Tamaño 

(pb)
Proteína

UniProt 

ID
Tamaño (AA)

PM 

(kDa)
Estatus Sustituciones

O18487 271 (fragmento) 28.743 Predicción

Q00871 271 (completa) 28.685 Revisada

O18488 265 (fragmento) 27.895 Predicción

P36178 271 (completa) 28.723 Revisada

Quimotripsina C Y10666.1 397 Quimotripsina O18489 58 (fragmento) 6.047 Predicción -

2 (L40V, E264Q)

36 AA

 *Sellos y Van Wormhoudt, 1999. Las sustituciones se refieren a las diferencias entre AA de la quimotripsina predicha con la revisada.

Quimotripsina A

Quimotripsina BIIQuimotripsina B Y10665.1 1526

Y10664.1 1522 Quimotripsina BI
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como el SBTI, podría explicar el por qué la presencia de todo un repertorio de peptidasas en su 

GD. 

 

Estos hallazgos subrayan la notable plasticidad fisiológica de estos organismos y su capacidad 

para adaptarse a condiciones adversas. La comprensión de estas respuestas compensatorias no 

solo aporta información valiosa sobre la biología y ecología de estos organismos, sino que 

también tiene implicaciones importantes para el manejo de plagas agrícolas y la producción 

sostenible en acuicultura. En el contexto agrícola, conocer las respuestas compensatorias puede 

guiar el desarrollo de estrategias de control de plagas basadas en inhibidores de proteasas. En 

acuicultura, esta comprensión puede ayudar en el diseño de dietas optimizadas que consideren 

la capacidad adaptativa de los organismos para superar los efectos de los inhibidores 

antinutricionales. 

 

2.9 Silenciamiento génico mediado por RNA de interferencia (RNAi)  
 

El silenciamiento génico mediado por RNA de interferencia (RNAi) se refiere a la inhibición de la 

síntesis de proteínas por medio de la hidrólisis específica del mRNA. Originalmente se observó en 

plantas más está altamente conservado en los eucariontes, y se considera que protege contra 

virus o transposones. El RNAi se ha utilizado para interferir o “silenciar” de manera transitoria la 

función de genes específicos y estudiar los efectos asociados. El proceso ocurre en el citoplasma 

y se desencadena al introducir moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA, de double-stranded 

RNA) complementarias al mRNA del gen que se pretende silenciar; aunque también se puede 

manipular al sistema para que sintetice RNAi de manera endógena en el núcleo y sea exportado 

al citoplasma (Fire et al., 1998; Kurreck, 2009).  

 

El silenciamiento es efectuado por las endonucleasas endógenas Dicer y Argonauta, ésta última 

forma parte de RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Dicer corta el dsRNA exógeno en pequeños 

RNAs interferentes (siRNAs, de small or short interfering RNAs) de ~21 nucleótidos, los cuales 

activan a RISC. RISC separa ambas cadenas del siRNA quedándose unido a la cadena antisentido, 

que guía al complejo hacia el RNAm blanco. Tras la hibridación RNA guía-RNAm Argonauta hace 
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un corte en el RNAm, el cual termina siendo degradado por RNAasas, con lo que la proteína para 

la cual codificaba ese RNAm no es sintetizada (Fire et al., 1998; Kurreck, 2009). 

 

La maquinaria del RNAi está ampliamente conservada y los crustáceos no son la excepción, pues 

ya se han descrito DICER y Argonauta de camarón (Yao et al., 2010; Yang et al., 2014a). Por ser un 

crustáceo de importancia económica, la mayoría de las investigaciones se enfocan en la 

exploración del RNAi como terapia contra infecciones virales y bacterianas (Alam et al., 2023). 

Son pocas las investigaciones en que se utiliza esta tecnología como una herramienta para la 

descripción de la función genética en camarón (Sagi et al., 2013), organismo tan importante para 

la ecología, pesquerías y acuacultura en nuestro país.  

 

Por otro lado, esta herramienta está siendo ampliamente utilizada en otros artrópodos 

principalmente insectos y arácnidos. Por ejemplo, en coleópteros y lepidópteros se ha 

demostrado la viabilidad del RNAi para elucidar el papel esencial en la muda y el desarrollo 

ontogénico de proteasas como la quimotripsina y la catepsina D (Broehan et al., 2010; Kang et al., 

2017). Así como describir las enzimas modulatorias de las cascadas digestivas en la garrapata 

Haemaphysalis longicornis (Yamaji et al., 2013). 

 

2.9.1 Técnicas de suministro de moléculas de RNAi 
 

Uno de los mayores retos en el silenciamiento de genes por RNAi exógeno es conseguir una 

transfección eficiente, es decir, la introducción de las moléculas de dsRNA al sistema (células, 

órganos u organismos) para activar la respuesta RNAi, siendo el dsRNA quizá la molécula más 

usada en investigaciones de genética reversa por silenciamiento de genes, las técnicas descritas 

a continuación se refieren esta molécula.  

 

Para estudios in vivo, la introducción del dsRNA puede ser lograda por difusión pasiva, 

agregándolo al medio de cultivo para embeber al organismo, con la desventaja de que sólo puede 

ser utilizado en especies que pueden ser mantenidas en medios líquidos como C. elegans o 

Schistosoma mansoni (Hull y Timmons, 2004; Rojo-Arreola et al., 2014). Este método, aunque 

relativamente sencillo, no se ha utilizado en ninguna especie de camarón debido a los grandes 
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volúmenes de agua que se requieren para el cultivo. En camarones, se ha probado que el método 

más efectivo en el silenciamiento de genes es la inyección de dsRNA sintetizado in vitro (Sagi et 

al., 2013), aunque tiene la desventaja de ser laborioso debido a la necesidad de manejo individual 

de organismos adultos y, por lo tanto, la imposibilidad de escalamiento. Otros métodos probados, 

aunque menos recurridos, son la electroporación, probada sólo en zigotos, con la cual se reporta 

una baja eficiencia y sobrevivencia (Sun et al., 2005); y la administración oral, recubriendo 

alimento comercial con dsRNA derivado de bacterias o con pellet bacteriano inactivado (Sarathi 

et al., 2008; Attasart et al., 2013) y más recientemente de microalgas (Charoonnart et al., 2019).  
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

El camarón blanco expresa una gran cantidad de peptidasas en la glándula digestiva (GD), 

principalmente de la clase serino, a las que se les atribuye la mayor parte de la digestión de las 

proteínas del alimento. La diversidad del repertorio de peptidasas digestivas es mayor a lo 

esperado debido a que se presentan en múltiples isoformas. No obstante, la importancia y 

función específica de estas peptidasas en la digestión de la proteína del alimento se deconoce. En 

el supuesto de que todas estas peptidasas tengan una función digestiva surgen preguntas como: 

¿De qué sirve al camarón blanco del Pacífico tener tantas peptidasas? ¿Cuál es la importancia 

relativa de cada una? ¿Existe redundancia? Se presume que tal repertorio de peptidasas le 

permitiría al organismo responder a factores como la presencia de moléculas antinutricionales en 

el alimento.  

 

Una de las maneras de responder estas preguntas es impidiendo que cada peptidasa lleve a cabo 

su función, ya sea interfiriendo y disminuyendo su expresión o mediante el uso de ciertos 

inhibidores. De acuerdo con resultados de inhibición de las tripsinas y quimotripsinas en Penaeus 

vannamei con SBTI (inhibidor de tripsina, de la harina de soya), se ha sugerido que la 

metalopeptidasa compensa la actividad proteolítica no efectuada por ambas serino peptidasas 

impedidas en su función. El estudio de las peptidasas digestivas mediante RNA de interferencia 

permitiría la disminución específica de la expresión de una peptidasa en particular. En este trabajo 

se silenció la tripsina-2, la cual al ser la iniciadora putativa de la cascada de activación de las 

peptidasas digestivas y codificar la presunta isoforma más eficiente catalíticamente, se considera 

la peptidasa digestiva más importante en camarón. Aunado a esto, la cuantificación de la 

expresión de otras cuatro peptidasas digestivas permitirá un análisis más profundo de la dinámica 

del repertorio, incluyendo la compensación enzimática.  

 

Esta investigación podría aportar conocimiento esencial para la optimización la nutrición del 

camarón blanco en la acuicultura, así como para la comprensión de la evolución del sistema 

digestivo en crustáceos. 
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4. HIPÓTESIS 
 

Las peptidasas digestivas de la clase serino son la más importantes en los camarones peneidos. El 

camarón blanco del Pacífico puede compensar la inhibición de la serino peptidasa tripsina 

mediante un aumento en la transcripción y actividad de otras peptidasas. Si se reduce la expresión 

de la tripsina, entonces la expresión y actividad de otras peptidasas digestivas se alterará 

(evidentemente la Mpc1 aumentará), y afectará el estado nutricional. 
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5. OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo general 
 

Revelar la importancia relativa de la tripsina en relación con otras peptidasas digestivas de P. 

vannamei. 

   

5.2 Objetivos particulares  
 

1. Conocer cómo la reducción en la expresión de la tripsina afecta la expresión y actividad 

de otras peptidasas digestivas. 

2. Saber si ocurre una respuesta compensatoria a la “inhibición” de la tripsina a nivel 

transcripcional 

3. Evaluar si la reducción en la expresión de la tripsina afecta el estado nutricional de los 

especímenes. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
6.1 Identificación de las tripsinas de P. vannamei en bases de datos de genes y proteínas 
 
Los genes de las tripsinas de Penaeus vannamei reportadas por Klein et al. (1998) y analizadas en 

este trabajo, se obtuvieron de las bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y UniProt (https://www.uniprot.org/blast). Las 

secuencias obtenidas se analizaron para confirmar su identidad y función. Se realizó un 

alineamiento de las secuencias de nucleótidos utilizando el programa MAFFT WS en Jalview 

2.11.3.3, para identificar regiones conservadas y dominios funcionales característicos de las 

tripsinas. Los oligonucleótidos para la síntesis de RNAi (Tabla 4) y el análisis de expresión (Tabla 

5), se diseñaron en regiones específicas utilizando las herramientas Primer3Plus y Oligo Analyzer.  

 

6.2 Síntesis de dsRNA  
 
Para disminuir la expresión (silenciar) de la tripsina se utilizó dsRNA (RNAi). Como el blanco es la 

tripsina C, los oligonucleótidos para sintetizar dsRNA se diseñaron en base a la secuencia del gen 

de la tripsina-2 (Y15040.1). En términos generales, para la síntesis in vitro del dsRNA, se añadió el 

promotor de la RNA polimerasa T7 (RNApol T7) a un fragmento de la tripsina (obtenido del cDNA 

de GD de P. vannamei) o de la GFP (obtenido a partir de un plásmido comercial), se realizó la 

transcripción con la RNApol T7 y los transcritos complementarios se mezclaron para su 

alineamiento dando como resultado la formación de dsRNA. La síntesis de dsRNA se hizo unas 

semanas previas al inicio de cada bioensayo. El proceso (Fig. 5) se describe a detalle en las 

siguientes secciones (6.2.1.-6.2.4). 

 

6.2.1 Adición del promotor de la RNA polimerasa T7 a los genes de interés 
 

Por medio de PCRs se obtuvieron amplicones a partir del templado de tripsina o GFP, obtenido a 

partir de cDNA de GD de P. vannamei o del plásmido pKGWFS7, respectivamente. Se utilizaron 

oligonucleótidos que incluyen en tandem el promotor mínimo de la RNApol T7 en el extremo 5´. 

Para cada gen de interés se hicieron 2 amplificaciones con diferentes pares de oligonucleótidos 

(Fig. 5, Tabla 4). Una amplificación con el oligo-F que contiene la secuencia del promotor de la 

ribonucleasa T7 (oligo-FT7), mientras que el oligo-R no cuenta con dicha secuencia extra. La otra 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/blast
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amplificación el oligo-F no contiene la secuencia del promotor mientra que el oligo-R sí la contiene 

(oligo-RT7). 

 

 
Figura 5. Síntesis de dsRNA. Para sintetizar RNA a partir de DNA (producto de PCR) se requiere 
que la RNA polimerasa (RNApol T7) reconozca la secuencia promotora. Para añadir un promotor 
a una secuencia de DNA, se utilizan oligonucleótidos específicos para el gen de interés que 
además contienen en tandem la secuencia del promotor (Tabla 4). Para la síntesis de dsRNA se 
hacen dos reacciones de PCR con dos combinaciones diferentes de oligonucleótidos. Los 
productos de las dos reacciones de PCR se purifican y se transcriben por separado. Las dos 
reacciones que contienen RNA complementario se mezclan para que hibriden, formando el RNA 
de doble cadena o dsRNA. Para eliminar los posibles restos de DNA o RNA de una cadena, se hace 
un tratamiento con DNasa y RNasa, el dsRNA se purifica mediante precipitación con isopropanol, 
y se resuspende en agua. Finalmente, se verifica la pureza e integridad del dsRNA y se cuantifica. 
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La mezcla de cada reacción de PCR (50 µL) consistió de 25 µL de GoTaq Green Master Mix 2x, con 

una concentración final de 200 µM de cada dNTP y 1.5 mM de MgCl2 en un buffer pH 8.5 (M7122 

Promega), 2 µL de oligo-F (u oligo-R) 5 µM (concentración final 0.2 µM), 2 µL de oligo-R-T7 (u 

oligo-F-T7) 5 µM (concentración final 0.2 µM), 3 µL de templado y 18 µL de agua libre de 

nucleasas. La PCR se llevó a cabo en un termociclador (Biorad C1000) y consistió en una 

desnaturalización inicial a 95°C por 3 min, seguida de 40 ciclos de amplificación, una extensión 

final a 72°C por 5 min, y el enfriamiento de la reacción a 12°C. Cada ciclo consistió en: 

desnaturalización a 95°C por 30 s, alineamiento con temperatura específica para cada par de 

oligonucleótidos (Tabla 4) por 30 s, y extensión a 72°C por 30 s. 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos para las síntesis de dsRNA. 

 
La secuencia del promotor mínimo de la RNA polimerasa T7 está indicada en negritas. La G subrayada indica sitio +1, la primer 

base incorporada en el RNA. Ta: temperatura de alineamiento. El tamaño del amplicón incluye al promotor. 
 

6.2.2 Purificación del templado 
 

Los productos de PCR se purificaron (del exceso de oligonucleótidos, nucleótidos, DNA 

polimerasa, grasas y sales) por columnas de afinidad, mediante el kit GenEluteTM PCR clean-up 

(NA1020 Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante. La elución se hizo con 35 µL 

de agua libre de nucleasas. La integridad se visualizó a través de una electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, para la cual se utilizó 1 µL de la elución de cada reacción. La concentración y pureza 

se determinaron espectrofotométricamente usando un Nanodrop 2000. 

 

 

 

Gen Par Oligonucleótido Secuencia (5´-3´) Ta (°C)
Tamaño del 

amplicón (pb)

GFP-dsRNA-F AGGACGACGGCAACTACAAG

GFP-dsRNA-T7-R TAATACGACTCACTATAGGGTCTCGTTGGGGTCTTTGCTC

GFP-dsRNA-T7-F TAATACGACTCACTATAGGGAGGACGACGGCAACTACAAG

GFP-dsRNA-R TCTCGTTGGGGTCTTTGCTC                  

Reverso complemento (3´-5´): GAGCAAAGACCCCAACGAGA

PvTry2-dsRNA-F TCGGAGGAAGTGAGGTCAC

PvTry2-dsRNA-T7-R TAATACGACTCACTATAGGGTCGTTGAAGCTCAGAGGCT

PvTry2-dsRNA-T7-F TAATACGACTCACTATAGGGTCGGAGGAAGTGAGGTCAC

PvTry2-dsRNA-R TCGTTGAAGCTCAGAGGCT                                           

Reverso complemento (3´-5´): AGCCTCTGAGCTTCAACGA

3451

Tripsina 2

2 34555-60

GFP

35955

55 359

1

2

55-60
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6.2.3 Síntesis de RNA e hibridación de dsRNA 
 

La transcripción del RNA para la síntesis de dsRNA se realizó a partir de los productos de las 2 

amplificaciones por PCR para cada gen. Para la síntesis de RNA se tomaron 8 µL de templado 

(productos de PCR), se añadieron 2 µL de la RNApol T7 (E2050S NEB) y 10 µL de NTPs 2x (final 10 

mM cada NTP). Se incubó en termoblock a 37°C durante la noche y a 42°C por 1 hr. Ambas 

reacciones (iguales volúmenes) se mezclaron y se incubaron a 70°C durante 10 min, 

posteriormente la reacción se dejó atemperar a temperatura ambiente (t.a.) durante 20 min, 

permitiendo el alineamiento e hibridación del RNA para la formación del RNA de doble cadena 

(dsRNA). El RNA monocatenario (ssRNA) y el templado de DNA se eliminaron incubando con 

RNAsa (1 µL de RNasa 1:200 por cada 20 µL) y DNAsa libre de RNasa RQ1 (1 µL por cada 20 µL), 

respectivamente (del T7 RiboMAXTM Express RNAi kit, P1700 Promega), a 37°C por 30 min. 

 

6.2.4 Purificación del dsRNA 
 

El dsRNA se purificó mediante precipitación, se añadieron 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3M 

(pH 5.2) más 1 volumen de isopropanol (o 2.5 volúmenes etanol al 95%). Se mezcló e incubó en 

hielo por 5 min (la reacción se pone turbia). Se centrifugó a 12 000 xg (fuerza G o RCF de Relative 

Centrifugal Force) durante 10 min. El sobrenadante se desechó, el pellet se lavó con 500 µL de 

etanol al 70%, el sobrenadante se desechó y el pellet se secó a t.a. El dsRNA se resuspendió en 

~20 µL de agua libre de nucleasas y se almacenó a -20°C. El dsRNA se visualizó mediante una 

electroforesis en gel de agarosa al 1% (Fig. 13 del Anexo A) y se cuantificó en Nanodrop. El mismo 

día en que inició el bioensayo respectivo, el dsRNA se diluyó a una concentración final de 1 µg/µL. 

 

6.3 Bioensayos para el silenciamiento de tripsina 
 
Para determinar la dosis, sitio de inyección, duración y efecto del silenciamiento se realizaron tres 

bioensayos, los cuales se referirán como bioensayo-1, prebioensayo-2, y bioensayo-2, en los que 

se aplicaron una, dos y tres dosis del tratamiento, respectivamente. El dsRNA se suministró 

inyectando directamente en la GD, por lo que los algunos especímenes recibieron hasta tres 

inyecciones (Fig. 6). Los resultados del Prebioensayo-2 se muestran en el Anexo E (Fig. 19).  
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Figura 6. Bioensayos para la disminución de la expresión génica de la tripsina digestiva en P. 
vannamei. Se llevaron a cabo dos bioensayos (B1/B2) en los que los tratamientos se inyectaron 
(I) en la glándula digestiva (GD). Los tratamientos consistieron en tres (B1) o dos (B2) controles 
negativos, especímenes: 1) No inyectados, 2) inyectados con NaCl 0.9%, o 3) inyectados con 
dsRNA-GFP. El tratamiento experimental fue inyección con dsRNA-Try2. Los muestreos (M) 
consistieron en la disección y colecta de submuestras de GDs individuales en dos microtubos, uno 
para cuantificar expresión de genes (con RNAlater) y otro para actividades proteolíticas. En el B2 
(M2 y M3) también se colectaron 3 cefalotórax por tratamiento para la evaluación 
histomorfológica de la GD, y 10 músculos en pool de los dsRNA-GFP y dsRNA-Try2 para la 
cuantificación de aa libres. 
 

6.3.1 Mantenimiento de los especímenes 
 

Los ejemplares de camarón blanco del Pacífico Penaeus vannamei fueron proporcionados por 

Larvas Gran mar S.A. de C.V. Los bioensayos se llevaron a cabo en laboratorio en instalaciones del 

CIBNOR, La Paz B.C.S. Antes de cada bioensayo, los camarones se aclimataron de una a dos 

semanas en sus respectivos acuarios (de acuerdo con el tratamiento), con capacidad de 250 L 

circulares y blancos de fondo plano. Los organismos se mantuvieron en agua marina desinfectada, 

a 28°C con oxigenación a saturación. Cada día los desechos (heces y restos de alimento) se 

retiraron del fondo del acuario mediante un sifón, se hizo recambio del 50% del volumen, y se les 

proporcionó alimento dos veces al día. La composición del alimento (tamaño de partícula 2.4 mm) 

fue: 35% de proteína cruda mínimo, 7% de lípidos mínimo, 3.8% de fibra cruda máximo, 12% de 

humedad máxima, 12% de ceniza máximo (Piasa, European Laboratory of Nutrients, 

Netherlands).  
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La desinfección del agua marina consistió en su filtración, cloración y neutralización del cloro. El 

agua se pasó por un filtro de arena y por una bolsa de filtro de 1 µm. Posteriormente, se añadieron 

250 mL de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex sin aroma) por cada 1000 L, y se dejó aireando 

y reposando. Al día siguiente o antes de utilizar el agua para los recambios, el cloro se neutralizó 

con 5 g de tiosulfato de sodio (Na2S2O3, S1648 Sigma-Aldrich). La inactivación del cloro se 

confirmó añadiendo dos gotas de ortotolidina a una muestra de 10 mL del agua (prueba 

colorimétrica). 

 

Estas condiciones se mantuvieron durante los bioensayos. Un día antes del inicio de cada 

bioensayo, se retiraron las heces de los acuarios, así como también el alimento. Por lo que el día 

de inicio del bioensayo, no se sifoneó el fondo de los acuarios ni se hizo recambio de agua, ésto 

con el objetivo de estresar lo menos posible a los especímenes. 

 

6.3.2 Biensayo-1 (corto): Una inyección de dsRNA-Try2 
 

El primer bioensayo (B1) se llevó a cabo para evaluar el silenciamiento de la tripsina en función 

del tiempo y el sitio de inyección, así como su posible efecto en la expresión y actividad de otras 

peptidasas digestivas. El B1 consistió en cuatro tratamientos (Fig. 6), tres controles negativos y el 

tratamiento experimental. Ochenta juveniles de P. vannamei de 6.0 ± 1 g se repartieron en cuatro 

acuarios (20 por acuario). Un acuario se designó para especímenes no inyectados (contro de no 

inyección); el segundo para los inyectados con NaCl 0.9% (control de inyección); el tercero para 

los inyectados con dsRNA-GFP (control de dsRNA); y el cuarto para los inyectados con dsRNA-Try2 

(tratamiento experimental).  

 

Cada camarón se pesó antes de ser inyectado (jeringa de insulina 30 G X 13 mm) en la GD con 3 

µg de dsRNA/g de camarón o el equivalente de volumen de NaCl 0.9%. Por lo que, en promedio 

se inyectaron 18 µL de dsRNA o NaCl 0.9% por individuo. Los especímenes que no se recuperaron 

de la inyección a las 2 h, se retiraron del acuario. Se muestrearon (M) de cuatro a seis especímenes 

por tratamiento a las 24 (M1), 48 (M2), 72 (M3) y 120 (M4) h post-inyección (p.i.). Cada espécimen 

fue aletargado sobre una cama de hielo para reducir la sensibilidad, se pesó y se le extrajo la GD, 

que también se pesó. La GD se dividió en dos submuestras que se colocaron en 300 µL de RNAlater 
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Solution (AM7024 Ambion) para la posterior extracción de RNA; el resto de la GD se colocó en un 

microtubo, para la extracción de proteínas. Las muestras se mantuvieron en hielo durante el 

muestreo, y posteriormente se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.    

 

6.3.3 Bioensayo-2 (largo): Una a tres inyecciones de dsRNA-Try2  
 

El segundo bioensayo (B2) se llevó a cabo con el objetivo de prolongar el silenciamiento de la 

tripsina y conocer sus efectos en el estado nutricional de los ejemplares. Duró 17 días (Fig. 6) y 

consistió en la inyección del respectivo tratamiento en la GD. Se aplicaron de una a tres 

inyecciones (I1-I3 los días 0, 6, 12), y se muestreó cinco días después de cada inyección (M1-M3 

los días 5, 11 y 17). Como algunos camarones se inyectaron más de una vez (I2 e I3), el costado 

de la GD a inyectar se alternó. Para el B2 se utilizaron ciento ocho juveniles de P. vannamei de 6.0 

± 1 g que se repartieron en tres acuarios (36 por acuario), un acuario por tratamiento (inyectados 

con NaCl 0.9%, dsRNA-GFP o dsRNA-Try2). Al igual que en el B1, se obtuvo el peso de cada 

camarón antes de ser inyectado (jeringa de insulina 30 G X 13 mm) en la GD, se utilizaron 3 µg de 

dsRNA/g de camarón o el equivalente de volumen de NaCl 0.9%; los especímenes que no se 

recuperaron de la inyección a las 2 h, se retiraron del acuario. 

 

En el B2 se muestrearon 9-10 especímenes por tratamiento por muestreo. Los ejemplares se 

adormecieron en hielo, se pesaron y se les extrajo la GD que, al igual que en el B1, se dividió en 

submuestras para la posterior extracción de RNA y proteínas. Adicionalmente, en los M2 y M3 se 

muestrearon tres camarones a los que se inyectó 1 mL de solución de Davidson (Howard et al., 

2004) en la GD; los cefalotórax se mantuvieron embebidas en solución de Davidson a t.a., hasta 

su procesamiento para la evaluación histológica de la GD. En los M2 y M3, también se muestreó 

el músculo de 10 camarones de los tratamientos con dsRNA-GFP y dsRNA-Try2. Las muestras de 

GD y músculo se mantuvieron en hielo durante el muestreo, y posteriormente se almacenaron a 

-20°C hasta su procesamiento.    
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6.4 Cuantificación de la expresión relativa de mRNA 
 

6.4.1 Extracción de RNA 
 

Las muestras preservadas en RNAlater se descongelaron en hielo y se procesaron 

individualmente. A un fragmento de tejido de ~20 mg se le escurrió el exceso de RNAlater y se 

transfirió a 250 μL de TRIzol (15596-026 Invitrogen). El tejido se homogeneizó con pistilo, y se 

añadieron 250 μL más de Trizol (500 μL de volumen final de Trizol). A partir de aquí, se siguió el 

protocolo de TRIzol del fabricante. Las muestras se mezclaron con vórtex e incubaron a t.a. 

durante 5 min. Se añadieron 100 μL de cloroformo, se mezcló con vórtex durante 15 s, e incubó 

a t.a. por 3 min. Las muestras se centrifugaron a 12 000 ×g por 15 min a 4°C. Se recuperaron entre 

70-100 μL de la fase acuosa superior y se transfirieron a un microtubo nuevo. Se añadieron 500 

μL de isopropanol a la fase recuperada, se incubó a t.a. durante 10 min y se centrifugó a 12 000 

xg por 10 min a 4°C, el sobrenadante se desechó. El pellet resultante se lavó con 500 μL de etanol 

al 75%, se agitó con vórtex, se centrifugó 5 min a 7 500 xg a 4°C. El sobrenadante se desechó, el 

pellet de RNA se dejó secar y se resuspendió en agua libre de RNasas. 

 

6.4.2 Tratamiento del RNA con DNasa 
 

Para eliminar el DNA genómico residual, el RNA total se trató con DNasa I (AMPD1-1KT Sigma-

Aldrich). A 16 µL de RNA se le añadieron 2 µL de buffer de reacción 10x y 2 µL de DNasa I (1 U/µL). 

Se incubó a 37°C por 15 min. Se añadieron 2 µL de solución Stop, se incubó a 70°C por 10 min 

para desnaturalizar la DNasa y el RNA, se colocó en hielo 1 min. Se llevó a un volumen de 50 µL. 

El RNA se recuperó mediante la extracción con fenol-cloroformo (fenol P4682 Sigma-Aldrich). Se 

añadieron 50 µL de agua más 200 µL de fenol:cloroformo 2:1, se agitó con vórtex, centrifugó a 12 

000 xg por 10 min a 4°C, la fase acuosa se transfirió a un microtubo nuevo. Se precipitó con 0.1 

volúmenes acetato de sodio y 2 de etanol absoluto frío. Se lavó con etanol al 75%. Se cuantificó 

la concentración (absorbancia a 260 nm o A260) junto con la pureza (A260/280) con 

espectrofotómetro. La calidad e integridad del RNA se analizaron mediante una electroforesis en 

gel de agarosa al 1%.  
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6.4.3 Síntesis de cDNA 
 

A partir del RNA total se sintetizó DNA complementario (cDNA) utilizando el kit GoScript Reverse 

Transcription System (A5000 Promega). Se mezclaron 11 µL de RNA (equivalente a 508 ng) con 1 

µL de oligo(dT)15, se incubó a 70°C por 5 min, y se colocó en hielo. Se añadieron 8 µL del mix de 

reacción preparado con 4 µL de buffer de reacción GoScript 5X, 2 µL de MgCl2 25 mM, 1 µL de mix 

de nucleótidos, 0.5 µL de inhibidor de ribonucleasas RNasin y 0.5 µL de transcriptasa reversa 

GoScript, en un volumen final de 20 µL. En un termociclador se hicieron las siguientes 

incubaciones: 5 min a 25°C, 90 min a 42°C (retrotranscripción) y 15 min a 70°C (inactivación de la 

enzima). El cDNA se conservó a -20°C. 

  

6.4.4 Cuantificación mediante qPCR 
 

Los genes de interés (genes blanco) fueron: tripsina-1, -2 y -3, quimotripsina B1 y Mpc1. Como 

genes de referencia (controles internos) se utilizaron ubiquitina y RPL8 (Ribosomal Protein L8).  

 

La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real se llevó a cabo en un sistema de PCR en 

tiempo real StepOne (Applied Biosystems), utilizando Power SYBR Green Master Mix 2x (4367659 

Applied Biosystems/K0221 Thermo Scientific). Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado. 

La mezcla de reacción se hizo con Power SYBR Green Master Mix 1X, 0,5 mM de cada 

oligonucleótido, 508 ng de cDNA en un volumen total de 10 μL. Los parámetros de reacción fueron 

los siguientes: 1 ciclo de 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 s, seguidos de 30 s a la 

temperatura de alineamiento (Ta: 52-60°C) específica para cada par de oligonucleótidos (Tabla 

5), a 72°C por 30 s. Se incluyó paso de 95°C por 15 s, y un análisis de curva de disociación de 60°C 

a 95°C con incrementos de 0.5°C. Para cada grupo de reacción se incluyó un control sin templado. 

Los datos se obtuvieron mediante el software StepOne Real-Time System.  
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Tabla 5. Oligonucleótidos para qPCR. 

 
Ta: Temperatura de alineamiento 
Rc: reverso complemento 
 
 
La eficiencia de la reacción de PCR con cada par de oligonucleótidos (Tabla 5) se calculó con la 

ecuación E= 10(-1/pendiente)-1. La expresión relativa de cada gen se estimó con el método de Pfaffl 

(Pfaffl, 2001). Como factor normalizador de los niveles de expresión se utilizó la media geométrica 

de dos controles internos, los cuales pertenecen a distintas clases funcionales (Vandesompele et 

al., 2002). La ubiquitina participa en la degradación de proteínas, y se ha usado en algunos 

estudios como control interno en camarón (Ulaje et al., 2019; Rojo-Arreola et al., 2020). La RPL8 

(Ribosomal Protein L8) es un componente estructural de la subunidad ribosomal 60S.  

 

Para cada gen (sea de interés o de referencia), el ΔCt de cada muestra se calculó con el promedio 

de los Ctmean (promedio de dos réplicas técnicas) de los especímenes tratados con dsRNA-GFP 

(controles) por muestreo (n réplicas biológicas), y al promedio se le restó individualmente el 

Ctmean de cada muestra del muestreo correspondiente. Por ejemplo, los cinco Ctmean de ubiquitina 

de especímenes dsRNA-GFP 120 hpi (B1) se promediaron. Al Ct promedio control resultante se le 

restó individualmente el Ctmean de cada muestra obtenida a las 120 hpi (cualquier tratamiento). 

El ΔCt resultante es el exponente al que se elevó la eficiencia de amplificación (E) del par de 
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oligonucleótidos (EΔCt) para cada muestra. Al resultado de EΔCt de los dos genes de referencia se 

les calculó la media geométrica. Para calcular la expresión relativa del gen de interés en cada 

muestra, se dividió la EΔCt del gen de interés entre la media aritmética de los genes de referencia, 

ecuación 1: 

  

Expresión relativa=   ____ _(Egen de interés)ΔCt gen de interés (GFP-muestra)_______                                             (1) 
                                   ⎷(Eubiquitina)ΔCt ubiquitina (GFP-muestra) x (EL8)ΔCt L8 (GFP-muestra) 
 

Finalmente, a los datos de expresion relativa se les sacó logaritmo base 2 (Log2). 

 

6.5 Medición de la actividad proteolítica total, de tripsina y quimotripsina  
 

Las GDs almacenadas a -20°C se descongelaron en hielo y trataron individualmente. Se 

homogenizaron en agua destilada fría por 20 s con un sonicador de punta. El homogenado se 

centrifugó durante 20 min a 4°C a 10 000 xg para eliminar los detritos tisulares y lípidos. Se 

recuperó el sobrenadante y se congeló a -20°C hasta su uso. La proteína se cuantificó mediante 

el método de Bradford, utilizando una curva estándar de albúmina se suero bovino (BSA).  

 

Para medir la actividad proteolítica total se utilizó como sustrato azocaseína al 0.5 % en TrisHCl 

50 mM pH 8, la reacción se incubó a t.a. a 25°C por 10 min. Para medir la actividad de las tripsinas 

se utilizó el sustrato BApNA (N-Benzoil-Arginina-p-Nitroanilida) en Tris-HCl 50 mM pH 8 con 20 

mM CaCl2. Para medir la actividad de las quimotripsinas se utilzó N-Succinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-

Phe-p-Nitroanilida o SAAPFpNA (S7388 Sigma-Aldrich) en en Tris-HCl 50 mM pH 8 con 20 mM 

CaCl2.  

 

La actividad proteolítica de las muestras individuales se midió por triplicado en microplaca con un 

espectrofotómetro (Synergy H1 BioTek) a 410 nm de absorbancia durante 3 min, monitoreando 

el curso de la reacción cada 30 s. En cada lectura se puso un blanco de 0.305 mL de agua. Se 

colocaron 5 μL del extracto de GD (muestra con enzimas) por pozo, la placa se colocó en el 

espectrofotómetro, se añadieron 300 μL de sustrato (BApNA para tripsinas o SAAPFpNA para 

quimotripsinas) por pozo e inmendiatamente se monitoreó la reacción. La actividad se calculó 
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como (A410/min x 1000 x 0.305) / (8800 x mg de proteína en la reacción), donde 0.305 es el vol. 

en mL de la mezcla de reacción y 8800 es el coeficiente de extinción molar (ε) de la 

paranitroanilina. 

 

6.6 Separación de proteínas en gel y zimografía 
 

Los protocolos de separación de proteínas por electroforesis y la posterior evaluación de actividad 

por zimografia, se llevaron a cabo acuerdo con los protocolos descritos en Navarrete del Toro et 

al. (2011), detalles a continuación. 

 

6.6.1 Electroforesis  
 

Las proteínas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Se prepararon 

dos geles de 0.75 mm de grosor con 2 placas de vidrio de 80 x 100 mm. La mezcla para preparar 

dos geles separadores fue: 4.18 mL de agua destilada, 3.13 mL de Tris-HCl 1.5 M a pH 8.8, 5 mL 

de acrilamida, 0.125 mL de SDS (dodecilsulfato sódico) al 10%, 0.063 mL de APS (persulfato de 

amonio) al 10% y 0.006 mL de TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-diamina). La mezcla para 

preparar dos geles concentradores fue 2.73 mL de agua destilada, 1.121 mL de Tris-HCl 0.5 M a 

pH 6.8, 0.583 mL de acrilamida, 0.045 mL de SDS 10%, 0.022 mL de APS 10%, 0.006 mL de TEMED. 

Se ensambló la cámara de electroforesis, se añadió buffer de electrodo 1X (0.005 M Tris, 0.0384 

M  glicina, 0.02 % de SDS, pH 8.3).  

 

Las muestras se diluyeron 1:2 en buffer de tratamiento 2X (0.125 M Tris-Hcl, 4% SDS, 20% de 

glicerol v/v, 0.02% de azul bromofenol, pH 6.8). Se cargaron 5 ug de muestra por pozo con una 

jeringa Hamilton (de 25 µL), y 4 µL de pesos moleculares estándar (Precision Plus Protein Dual 

Color 1610374 Biorad). La electroforesis se realizó a 15 mA por gel en una unidad de electroforesis 

(model0 SE-260, Hoefer, San Francisco) conectada a un baño refrigerado a 4°C. Una vez terminada 

la electroforesis, el gel se tiñó con azul Commassie R-250 al 0.5% w/v en 40% de metanol v/v y 

7% de ácido acético v/v. El exceso de colorante se lavó en una solución de 40% de metanol v/v y 

7% de ácido acético v/v (solución de desteñido).  
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6.6.2 Zimogramas  
 

De manera paralela se realizó una electroforesis de las mismas muestras de acuerdo al protocolo 

de la sección anterior, al terminar, el gel se lavó con agua destilada y se embebió por 30 min en 

60 mL de caseína 3% w/v en buffer pH 8 (pH monitoreado continuamente) en frío (hielo), con 

agitación circular para permitir que el sustrato difundiera dentro del gel. Pasados los 30 min el gel 

se mantuvo a t.a. en agitación circular durante 90 min. El gel se lavó con agua destilada para 

eliminar el exceso de sustrato, se tiñó con azul Commassie y se lavó con solución de desteñido. 

Las bandas claras en el fondo azul muestran la actividad proteolítica. 

 

6.7 Histología de la glándula digestiva  
 

Para la evaluación histomorfológica de la GD, se inyectó 1 mL de solución de Davidson (Howard 

et al., 2004) en la GD de camarones completos, y las cabezas se mantuvieron embebidas en 

solución de Davidson a t.a., hasta su procesamiento por el laboratorio de Laboratorio de 

Histología e Histoquímica del CIBNOR. Las muestras se deshidrataron gradualmente en una serie 

de alcoholes de concentración creciente (etílico 70% - 100%), aclararon en xilol e incluyeron en 

parafina (Paraplast X-Tra, McCormick Scientific, USA). Se hicieron cortes de 4 µm de grosor 

(microtomo Leica RM2155) de la parte media de la GD, que se desparafinaron y tiñeron con 

Hematoxilina y Eosina (H&E). Las muestras se observaron en un microscopio óptico (OLYMPUS 

BX45) con cámara integrada (NIKON Digital Sight DS-Ri1), y se tomaron fotos utilizando una lente 

con magnificación 40x.  

 

6.8 Aminoácidos libres en músculo  
 

Las muestras de músculo se deslipidizaron por el Laboratorio de Análisis Químico Proximal del 

CIBNOR, y los aa libres de las mismas fueron cuantificados por el Laboratorio de Toxinas Marinas 

y Aminoácidos, ambos laboratorios del CIBNOR. Brevemente, las muestras (pool de músculo de 

10 especímenes por tratamiento) se descongelaron, se secaron en horno a 70°C durante 19 h, y 

se almacenaron en presencia de desecante. Se molieron en mortero e incineraron a 600°C por 5 

h en un horno de mufla (F30438CM Thermo Scientific). Los análisis se realizaron por triplicado. La 
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deslipidización se hizo en un equipo de autoextracción de grasa (Soxtec Avanti 2050) con éter de 

petróleo como solvente extractor.   

 

Posteriormente, se llevó a cabo una hidrólisis ácida de las muestras de acuerdo con el método 

994.12-1997 de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists), en que la cantidad 

equivalente a 10 mg de nitrógeno se trata con HCl 6M, que hidroliza las proteínas y libera los aa. 

Los hidrolizados se diluyeron con buffer de citrato de sodio o se neutralizaron, el pH se ajustó a 

2.2, y los aa individuales se separaron mediante cromatografía de intercambio iónico. Este 

método detecta todos los aa excepto metionina (Met/M) y cistina, que son parcialmente 

oxidadas, y triptófano (Trp/W), que se destruye totalmente.  

 

6.9 Análisis estadístico 
 

Los datos se analizaron para conocer la normalidad mediante gráficas cuantil-cuantil (QQ plot) y 

la prueba de Shapiro–Wilk. Los datos se graficaron como diagramas de caja y bigotes, que 

muestran la mediana (línea que divide la caja), el valor mínimo y máximo (bigotes superior e 

inferior), además de la media (símbolo +). Para el bioensayo-1, las diferencias estadísticas entre 

diferentes grupos se determinaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y el análisis post-hoc 

comparación múltiple de Dunn. Para el bioensayo-2, las diferencias estadísticas entre diferentes 

grupos se determinaron mediante ANOVA de una vía, y el análisis post-hoc comparación múltiple 

de Tukey. Se consideró estadísticamente diferente cuando p<0.05. Los datos se graficaron 

mediante GraphPad Prism 10.2.0, mismo que se utilizó para los análisis estadísticos.  
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7. RESULTADOS 
 

7.1 Identificación de las tripsinas de P. vannamei en bases de datos de genes y proteínas 
 

Previamente varios autores han identificado los genes de tripsina de P. vannamei o sus productos, 

no obstante, dado que existe redundancia de secuencias en las bases de datos y en la literatura 

científica, se hizo una revisión de secuencias y sus números de identificación.  

 

En la Tabla 6, se muestran los números de identificación de los transcritos (RefSeq) y proteínas 

(RefSeq y UniProt) correspondientes a cada gen, asociados por: el NCBI, ciertos autores, y la 

secuencia N-terminal proporcionada por Sainz et al. (2004b). 

 

Tabla 6. Genes, transcritos y proteínas de tripsina en P. vannamei de acuerdo con varias 
referencias. 

 
1 Klein et al., 1996 
2 Klein et al., 1998 
3 Sainz et al., 2004 
4 Li et al., 2018 
5 Hernández-Cortés et al., 2017 
a XM_027367616.1 no está asociado a Y15040.1 por NCBI, pero CAA75310.1 y O62561 sí. El tBLASTn de estas proteínas indica que 
el RNAm de Y15040.1 es XM_027367616.1 

X1-X5 son variantes anotadas por NCBI. 
En las columnas de proteínas, en negritas se señalan las secuencias que se alinearon para las Fig. 14 y 15.  

 

 

Familia 

de 

genes
1,2

Variante 

de 

cDNA
1,2

Isoforma
3 Gen en NCBI ARNm en NCBI

Proteína en 

NCBI

Proteína en 

UniProt
Notas acerca de los productos asociados a los genes de tripsina

Gen 1 X86369.1
1 WVH45071.1 • X86369.1

1
 codifica WVH45071.1

 Y15039.1 854 nt 266 aa • WVH45071.1 (tres aa más)= CAA75309.1= Q9TY16 tienen IVGGTDAT (tripsina A)

LOC113815561 CAA75309.1 Q9TY16 • X86369.1 se expresa en hemocitos > estómago > GD > branquias
4

1219 pb 263 aa 263 aa • Q9TY16 anotada como tripsina-1 por Rojo-Arreola et al . (2020)

39 B XM_027367621.1 XP_027223422.1 A0A423SXN9 • XP_027223422.1= A0A423SXN9 tienen IVGGTDAK (tripsina B)

40 B 940 nt  266 aa  266 aa    • A0A423SXN9 anotada como tripsinógeno A por Estrella-Soliz (2022)

40v - • Las isoformas A y B son alelos de un mismo gen (Sainz et al ., 2005)

Gen 2 XM_027367616.1
a XP_027223417.1                  • Las proteínas (6 IDs) tienen IVGGSEVT (IVGGTEVT en tripsina C)

 Y15040.1 1894 nt 300 aa      • H6WSS5= AEZ68613.1 y O62561= CAA75310.1 difieren en un aa   

LOC113815556 JQ304272.1 H6WSS5 AEZ68613.1

1328 pb 887 nt 266 aa 266 aa

CAA75310.1                              O62561 • H6WSS5 anotada como tripsina-2 por Rojo-Arreola et al . (2020)

42 - 264 aa 264 aa • A0A3R7M136 anotada como tripsinógeno C por Estrella-Soliz (2022) 

42v - A0A3R7M136

42v - 270 aa

Gen 3 XM_027376457.1
X5 XP_027232258.1 A0A423TSA5 • La familia III no se expresa GD y contiene IVGGSDAT

2

Y15041.1 914 nt  266 aa 266 aa

LOC113823738 XM_027376450.1
X4 XP_027232251.1

1206 pb 887 nt 266 aa • XP_027232258.1= XP_027232251.1= A0A423TSA5, tienen IVGGSDVT

XM_027376443.1
X3 XP_027232244.1 • XP_027232231.1, XP_027232237.1 y XP_027232244.1 tienen IVGGSEVT 

921 nt 266 aa • A0A423TSA5 anotada como tripsinógeno B por Estrella-Soliz (2022).

XM_027376436.1
X2 XP_027232237.1

851 nt 266 aa

XM_027376430.1
X1 XP_027232231.1

942 nt 266 aa

CAA75311.1 O62562

263 aa 263 aa

• CAA75311.1= O62562 tiene IVGGSDAT y fue anotada como tripsina-3, la cual se 

expresa más en la mysis y zoea (Rojo-Arreola et al ., 2020)

5

-

-

-

-

-

30v -

TryPv III 

5 genes

TryPv II 

4 genes

• JQ304272.1 anotada como variante 21/tripsinógeno-2 que codifica a la tripsina C, 

se expresa en GD > branquias e intestino, excepto en pleópodos
5
.

TryPv I   

5 genes

30 A

C21

1

2

• La expresión de Y15040.1 en GD es influenciada por el porcentaje de proteína en la 

dieta (Muhlia-Almazán et al ., 2003) y por la inanición (Sánchez-Paz et al ., 2003)

3

4
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En la base de datos de nucleótidos del NCBI, los genes de tripsina de P. vannamei reportados por 

Klein et al. (1998) están anotados como: gen 1 (Y15039.1), 2 (Y15040.1) y 3 (Y15041.1). El 

alineamiento de los tres genes (Fig. 7) muestra que los genes 1 y 2 son los más similares entre sí, 

y comparten una identidad 94% (Fig. 14 del Anexo B). Sin embargo, comparando las secuencias 

de aa (Fig. 15), las tripsinas más similares son codificadas por los genes 2 y 3 (Fig. 16).  

 

La página correspondiente para cada gen contiene información como el número de identificación 

del gen y de la secuencia de referencia (RefSeq) de RNAm o proteína (formato NCBI/UniProt) 

correspondiente. Esta información es la que se muestra en la Tabla 6. De manera complementaria 

se realizó el BLASTn/BLASTx de los tres genes (Tablas B1 y B2 del Anexo B). Los resultados del 

BLASTx son coincidentes con los de la Tabla 6 en lo que respecta al número ID de gen asociado; a 

los genes 1, 2 y 3 les corresponden los genes con ID 113815561, 113815556, 113823738. Sin 

embargo, los resultados del BLASTn no coinciden con los de la Tabla 6 para los Genes 2 y 3, a los 

cuales les corresponden los genes con ID 113815565 y 113823795. Esto llevó a buscar los genes 

de tripsina presentes en el genoma de referencia de P. vannamei ASM378908v1 (Zhang et al., 

2019), esta parte se retoma más adelante, pues primero se describe lo que respecta a los genes 

descritos por Klein et al. (1998). 

 

El gen 1 Y15039.1 y los transcritos X86369.1 (Klein et al., 1996) y XM_027367621.1 están 

asociados al gen con ID 113815561 (en el scaffold NW_020870094.1). X86369.1 codifica la tripsina 

WVH45071.1 cuyo N-terminal IVGGTDAT se asocia a la tripsina A. XM_027367621.1 produce la 

tripsina XP_027223422.1 con N-terminal IVGGTDAK que se relaciona con la tripsina B (Sainz et al., 

2004b). Las isotripsinas A y B provienen de alelos de un mismo gen, por lo que puede que un 

individuo de camarón exprese una o ambas isoformas, homocigoto y heterogicoto, 

respectivamente (Sainz et al., 2005). De acuerdo con esto y la expresión cuantificada por Li et al. 

(2018), la tripsina A (X86369.1) se expresaría mayoritariamente en hemocitos, pero también en 

estómago, GD y branquias. Las tripsinas del gen 1 (Tabla 6), las isoformas A (XP_027223422.1) y 

B (WVH45071.1), están conformadas por 266 aa (Fig. 15) y comparten un 99.25% de identidad 

(Fig. 16), es decir, difieren en tan sólo dos aa. 

 



55 
 

 
Figura 7. Alineamiento de tres genes de tripsina de P. vannamei. Gen 1 (Y15039.1), gen 2 
(Y15040.1) y gen 3 (Y15041.1). Cada gen tiene tres exones (exón 1 en púrpura, exones 2-3 en 
verde) separados por dos intrones (azul cielo). El primer codón (ATG no mostrado) está resaltado 
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en verde limón. El péptido señal (púrpura) es codificado por todo el exón 1, así como un par de 
nucleótidos del exón 2. El péptido de activación (naranja) se localiza en el exón 2, en el que 
también se encuentra parte de la peptidasa madura, incluyendo el codón para la His de la triada 
catalítica (CAC en magenta). El exón 3 contiene el resto de la peptidasa, abarcando el Asp (GAC 
en magenta) y la Ser (TCT en magenta) de la triada. Las regiones en las que se diseñaron los 
oligonucleótidos para el silencimiento, se indican en rojo (PvTry2-dsRNA-F) y azul oscuro (PvTry2-
dsRNA-R), los oligonucleótidos (Tabla 4) están diseñados en base al gen 2 (rectángulos punteados 
negros), dando un amplicón de 326 pb a partir de cDNA. La secuencia de los oligonucleótidos para 
qPCR del gen 1, 2 y 3 (Tabla 5) se indican en rectángulos punteados azul marino, rojo y rosa, 
respectivamente. Los acentos circunflejos indican los nucleótidos en los que difieren las tres 
tripsinas donde se unen los oligonucleótidos. 
 

El gen 2 Y15040.1 no tiene información asociada por el NCBI a algún gen, transcrito o proteína. El 

BLASTn dió como mejor resultado (99.8% de identidad y 60% de cobertura) el transcrito 

XM_027367624.1 asociado al gen 113815565 (Tabla 7 del Anexo B). Sin embargo, el BLASTn del 

transcrito JQ304272.1 (Hernandez-Cortes et al., 2017) dió como mejor resultado (99.5% de 

identidad y 96% de cobertura) al transcrito XM_027367616.1, y ambos están relacionados al gen 

113815556 (scaffold NW_020870094.1). JQ304272.1 da el producto H6WSS5 de 266 aa, mientras 

que XM_027367616.1 codifica a XP_027223417.1 de 300 aa. El BLASTx de Y15040.1 dió como 

mejor resultado la proteína XP_027223417.1 (Tabla 8 del Anexo B). XP_027223417.1 es una 

isoforma más grande de H6WSS5, difiriendo en un único aa en la región en que ambas secuencias 

se alinean, la G196 de H6WSS5 es el D230 de XP_027223417.1 (Fig. 15). Todos los productos 

relacionados al gen 2 codifican tripsinas con el N-terminal IVGGSEVT, que es la secuencia más 

parecida a la que Sainz et al. (2004b) relaciona con la tripsina C (IVGGTEVT), que es la isotripsina 

que se expresa principalmente en GD (Hernandez-Cortes et al., 2017) y su expresión es 

influenciada por el alimento (Muhlia-Almazán et al., 2003; Sánchez-Paz et al., 2003).  

 

El gen 3 Y15041.1 está asociado por el NCBI al gen con ID 113823738 (scaffold NW_020868573.1) 

y, de acuerdo con la base de datos, podría sufrir splicing o empalme alternativo, originando cinco 

variantes de transcritos de diferentes longitudes (Tabla 6); no obstante, el tamaño de los 

productos es el mismo (266 aa). El BLASTx del gen 3 Y15041.1 da la proteína CAA75311.1 ligada 

al gen 113823738 (aunque el BLASTn da el transcrito XM_027376486.1 asociado a un gen con ID 

113823795). Aunque el gen 3 codifica isotripsinas del mismo tamaño, estas comparten del 85.71% 

al 95.82% de identidad, y sus N-terminal empiezan con IVGGSDAT, IVGGSDVT e IVGGSEVT (Fig. 15 
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y 16). Las tripsinas que menos identidad de secuencia de aa comparten (85.71%), comparando 

incluso entre las codificadas por los tres genes, son productos del gen 3, XP_027232258.1 y 

XP_027232244.1, por ejemplo.  

 

En resumen, en P. vannamei se han descrito tres genes de tripsina (Klein et al., 1998). Los genes 

de tripsina 1 (Y15039.1) y 2 (Y15040.1) son equivalentes a los genes con ID 113815561 y 

113815556, respectivamente. El gen 3 (Y15040.1) podría ser el gen 113823738 o 113823795. 

Como se precisó anteriormente, los resultados de BLASTn (Tabla 7) no coincidieron (en cuanto al 

ID de los genes) con los de la Tabla 6 para los Genes 2 y 3, indicando la presencia de más de tres 

genes de tripsina en camarón.  

 

El BLAST de cualquiera de los tres genes (Y15039.1, Y15040.1 y Y15041.1) contra (secuencias 

altamente similares por defecto) el genoma de referencia de P. vannamei (ASM378908v1) 

permitió identificar dos scaffolds (NW_020868573.1 y NW_020870094.1), los cuales contienen 

11 genes anotados como trypsin-1-like, dos de los cuales corresponderían a pseudogenes (Tabla 

9 del Anexo C). Cabe mencionar que, el BLAST de cualquiera de los tres genes de tripsina contra 

(secuencias altamente similares por defecto) el ensamble del genoma de P. vannamei a nivel de 

cromosomas (CIBNOR_Pvan_1v2), indicó que hay tripsinas en los cromosomas 26 (CM075153.1) 

y 10 (CM075137.1); por cuestiones de comparabilidad y practicidad se continuó trabajando con 

el genoma ASM378908v1. 

 

De los nueve genes de tripsina putativos, el más largo es el 113823738 (con 20 840 nt que incluyen 

nueve exones) (Tabla 6 y C1). El alineamiento de Y15041.1 con los tres genes de tripsina del 

scaffold NW_020868573.1, apoya que el gen 3 se relaciona a 113823738, puesto que comparten 

una identidad del 97.71% con una cobertura del 100% (Tabla 10 del Anexo C). Sin embargo, 

Y15041.1 sólo es una parte de 113823738, alineándose a su extremo final (3´). Las demás 

secuencias genómicas de tripsinas se le alinean a 113823738 en distintas regiones (alineamiento 

no mostrado por ser demasiado largo). Por ejemplo, el gen 113815562 se alinea con los primeros 

1 411 nt de 113823738. Por lo que aún queda incertidumbre de si el gen 113823738 corresponde 

con el gen 3 Y15041.1, además de que Y15041.1 contiene tres exones, mientras que 113823738 
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tiene nueve. El análisis de las secuencias de aa indica que las nueve tripsinas podrían ser 

funcionales, pues todas contienen el dominio tripsina, la triada catalítica, el sitio de corte y los 

sitios de unión del sustrato (Tabla 11 del Anexo C).   

 

Dada la variedad de genes de tripsinas en el genoma de P. vannamei se buscó cuáles se expresan 

en GD, para lo cual se realizó un tBLASTn con la presunta tripsina C (cuya banda de actividad 

siempre aparece en los zimogramas de GD) H6WSS5 en un transcriptoma de GD (Tinwongger et 

al., 2019). Se encontró que en la GD se expresaron dos (113815560 y 113815561/Y15039.1) de 

los nueve genes de tripsina, los cuales codifican las proteínas XP_027223421.1 y XP_027223422.1. 

La tripsina más expresada en GD fue la que se asocia a la tripsina B (XP_027223422.1). Sin 

embargo, no se hallaron resultados con la secuencia N-terminal IVGGSEVT/IVGGTEVT de la 

tripsina C madura (Tabla 12 del Anexo C), tampoco en un transcriptoma de branquias (Zhang et 

al., 2016) (Tabla 13 del Anexo C). 

 

Por último, se analizaron las tripsinas halladas mediante proteómica en GD de P. vannamei por 

Estrella-Soliz (2002). Dicho estudio encontró la expresión de cuatro tripsinas (A0A3R7ME08, 

A0A423SXG7, A0A3R7M136 y A0A3R7NWS2). Es oportuno mencionar que entre las cuatro 

tripsinas no se halló ni la isoforma A ni la B, pero tomando en cuenta los datos de Klein et al. 

(1996) y Sainz et al. (2004b), se sugirió que en la GD se expresan al menos seis isotripsinas 

(Estrella-Soliz, 2022). Para homologar los números de identificación (IDs) de las proteínas dados 

por los autores (IDs del proteoma UP000283509 en UniProt) con los utilizados en esta 

investigación (IDs RefSeq), y así saber qué genes de tripsina se expresaron, se realizó un tBLASTn 

(Tabla 14 del Anexo C). La homologación permitió saber que las seis tripsinas halladas en el 

proteoma son parte de las que hay en los dos scaffolds del genoma analizado (Tabla 11). La 

tripsina (proteína) que más se expresó (6-32 veces más) en GD es la XP_027232287.1 (= 

A0A3R7ME08), la cual no está asociada a ninguna de las isotripsinas conocidas (C, B, A). Sin 

embargo, la tripsina cuya expresión (proteína) aumentó significativamente con la ingesta de 

alimento (3h postprandial) fue la tripsina A0A3R7M136 (270 aa), que es similar a XP_027223417.1 

(300 aa), que corresponde a la isotripsina C (Tabla 6). Si bien los datos de expresión de tripsinas 
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de diferentes fuentes no son concordantes, es claro que en la GD del camarón se expresan más 

de tres isotripsinas no reveladas mediante zimografía.  

 

En este estudio, se evaluó el efecto de la disminución de la expresión del gen que codifica la 

isotripsina C (tripsina-2 Y15040.1) en la expresión de otras cuatro peptidasas digestivas: la 

tripsina-1 (Y15039.1 codifica para las isoformas A/B), tripsina-3 (Y15041.1), quimotripsina B1 y 

metalopeptidasa Mpc1.  

   

7.2 Bioensayo-1 (corto). Evaluación del efecto de una inyección de dsRNA-Try2 en las 
peptidasas de la GD 
 

Los grupos o tratamientos evaluados en expresión génica (Fig. 8a-e) fueron cuatro (experimental 

más tres controles negativos) y en actividad proteolítica (Fig. 8f-h) tres (experimental más dos 

controles negativos). Los tres grupos control negativo fueron de camarones: sin inyectar, e 

inyectados con NaCl 0.9% (control de inyección) o dsRNA-GFP (control de dsRNA). El grupo 

experimental se inyectó con dsRNA-Try2. 

 

7.2.1 Efecto del dsRNA-Try2 en la expresión relativa de genes de peptidasas en GD (Bioensayo-
1) 
 

Los datos de expresión génica de las peptidasas (Fig. 8a-e) mostraron gran variabilidad, 

principalmente los correspondientes al tratamiento experimental (dsRNA-Try2). Todos los genes 

evaluados (5) se expresaron en GD bajo condiciones normales (no inyección), y su expresión no 

cambió significativamente entre ninguno de los tres grupos control.  

 



60 
 

 



61 
 

 

Figura 8. Expresión génica y actividad peptidasa en GD de P. vannamei (Bioensayo-1). Expresión 
relativa de a) tripsina 1, b) tripsina 2, c) tripsina 3, d) quimotripsina B1, y e) metalopeptidasa 
Mpc1. Actividad proteolítica f) total (sustrato: azocaseína al 0.5%), g) específica de la tripsina 
(sustrato: BApNA 1 mM), y h) específica de la quimotripsina (sustrato: SAAPFpNA 0.1 mM). Todas 
las actividades se midieron a pH 8. Los asteriscos indican la significancia (* p<0.05; ** p<0.01) de 
la diferencia estadística entre tratamientos, determinada mediante la prueba post hoc de 
comparación múltiple de Dunn (n= 4-6). 
 

La expresión de la tripsina-2 (Fig. 8b), blanco específico del dsRNA-Try2, disminuyó, aunque no 

significativamente, en el grupo experimental (dsRNA-Try2) a partir de las 48 horas post-inyección 

(hpi). Esta disminución se mantuvo hasta las 120 hpi, tiempo en que resultó estadísticamente 

significativo (p<0.05) en comparación con el grupo no inyectado. A pesar de no ser el blanco 

específico del dsRNA-Try2, el patrón de expresión de la tripsina-1 (Fig. 8a) fue bastante similar al 

de la tripsina-2, pues se observó una disminución no significativa a las 48 y 120 hpi. La expresión 

de la tripsina-3 (Fig. 8c) no mostró ningún cambio o tendencia clara; la disminución de su 

expresión promedio (e incremento en el tamaño de la caja) con el tratamiento experimental a las 

120 hpi se debe a un dato posiblemente atípico. 

 

De manera inesperada se observó una disminución de la expresión génica tanto de la 

quimotripsina B1 (Fig. 8d) como de la metalopeptidasa Mpc1 (Fig. 8e). La expresión de la 

quimotripsina B1 se redujo significativamente (p<0.05) en el grupo experimental a las 48 

(comparando con el grupo NaCl) y 120 hpi (comparando con los no inyectados e inyectados con 

NaCl). La expresión de la metalopeptidasa Mpc1 (Fig. 8e) presentó el mismo patrón de las serino 
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peptidasas, disminuyó no significativamente con el dsRNA-Try2 a partir de las 48 hpi y 

significativamente a las 120 hpi (p<0.005).  

 

7.2.2 Efecto del dsRNA-Try2 en la actividad proteolítica en GD (Bioensayo-1)  
 

La disminución en la expresión génica se reflejó en una disminución de la actividad proteolítica, 

la cual fue evaluada con un sustrato general para obtener la actividad total (Fig. 8f), y con 

sustratos específicos para tripsina (Fig. 8g) y quimotripsina (Fig. 8h) para la actividad específica. 

No se encontraron cambios significativos en la actividad proteolítica total. El dsRNA-Try2 redujo 

no significativamente la actividad específica de la tripsina a las 72 y 120 hpi, y de la quimotripsina 

a 72 hpi. La reducción de la actividad de la quimotripsina con dsRNA-Try2 fue significativa a 120 

hpi comparando con el grupo de NaCl. 

 

7.2.3 Efecto del dsRNA-Try2 en el perfil de proteínas y peptidasas en GD (Bioensayo-1)                                                            
 

En virtud de que la actividad de la tripsina se redujo a las 120 hpi (5d) del dsRNA-Try2, para evaluar 

por electroforesis los perfiles de proteínas y peptidasas, se procesaron individualmente sólo las 

GDs muestreadas en este punto de tiempo del bioensayo-1. El gel de proteínas (Fig. 9a) mostró 

una disminución en la intensidad de las bandas de proteína de los carriles correspondientes a los 

especímenes inyectados con dsRNA-Try2 (más obvio para el organismo 2), en comparación con 

los inyectados con NaCl. Este mismo patrón se encontró para las peptidasas en el zimograma (Fig. 

9b) analizando las mismas muestras. Destaca que para todos (cuatro) los organismos tratados con 

dsRNA-Try2, se redujo la intensidad de la banda correspondiente a la metalopeptidasa Mpc1. En 

el espécimen 2 (dsRNA-Try2) las bandas de actividad correspondientes a las tripsinas A y B 

estuvieron claramente ausentes, y la intensidad de la correspondiente a la tripsina C disminuyó. 
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Figura 9. Perfil de proteínas y peptidasas con una inyección de tratamiento en GD de P. 
vannamei (Bioensayo-1) a) Perfil de proteínas de GD de cuatro especímenes de P. vannamei 
inyectados con NaCl (carriles NaCl 1-4) o dsRNA-Try2 (carriles dsRNA-Try2 1-4) b) Zimograma con 
las mismas muestras que a) con caseína al 3% pH 8 como sustrato. Se cargaron 5 ug de proteína 
por carril en ambos geles (poliacrilamida al 12%). MM: Marcador de peso Molecular.  
 

7.3 Bioensayo-2 (largo). Evaluación del efecto de una a tres inyecciones de dsRNA-Try2 en las 
peptidasas de la GD 
 

Dado que con el bioensayo-1 la actividad de la tripsina se redujo a las 120 hpi (5d), se realizó un 

segundo bioensayo (Fig. 6) con muestreos a los 5 días post-inyección (dpi) de tratamiento. El 

bioensayo-2 consistió en hasta tres inyecciones de tratamiento (días 0, 6 y 12) y tres muestreos 

(días 5, 11 y 17). El peso inicial de los especímenes fue de 5.5 ± 1.5 g. El peso promedio de los 

camarones de los tres tratamientos aumentó a los 5 dpi (una inyección) y 11 dpi (dos inyecciones). 

El aumento a los 5 dpi fue mayor en los controles (Tabla 15 del Anexo F), los especímenes 

inyectados con NaCl o dsRNA-GFP subieron 1.6 y 1.1 g, respectivamente, mientras que los 

inyectados con dsRNA-Try2 aumentaron 0.6 g. A los 17 dpi (tres inyecciones) los pesos promedio 

no aumentaron, y en el caso de los inyectados con dsRNA (GFP o Try2) incluso disminuyeron (-1.2 

g).    

 
7.3.1 Efecto del dsRNA-Try2 en la actividad proteolítica en GD (Bioensayo-2)  
 

En general, en el bioensayo-2 (Fig. 10) se replicaron los resultados observados con el bioensayo-

1 (Fig. 8): el tiempo de respuesta (5 dpi) e incluso el efecto del dsRNA-Try2 sobre la actividad 
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específica de la quimotripsina (la cual no es blanco del dsRNA-Try2). La actividad total (Fig. 10a) y 

la específica de tripsina (Fig. 10b) se redujeron significativamente a los 5 dpi tanto con el 

tratamiento dsRNA-Try2 (p<0.001) como dsRNA-GFP (p<0.01). La actividad específica de 

quimotripsina (Fig. 10c) mostró la misma tendencia mas no fue significativo. No obstante, con dos 

inyecciones (dosis) de tratamiento espaciadas, no se observaron cambios significativos ni 

tendencia evidente (Fig. 10).  

 

 

Figura 10. Actividad peptidasa en GD y perfil de aminoácidos en músculo, con más de una 
inyección de tratamiento en P. vannamei (Bioensayo-2). a) Actividad total. Sustrato: azocaseína 
al 0.5%. b) Actividad específica de la tripsina. Sustrato: BApNA 1 mM. c) Actividad específica de la 
quimotripsina. Sustrato: SApNA 0.1 mM. d) Perfil de aminoácidos en músculo (pool de 10 
especímenes). Todas las actividades se midieron a pH 8. Se presenta la actividad 5 días (d) después 
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de una, dos y tres inyecciones de tratamiento (una dosis por inyección). Cada muestreo (días 5, 
11 y 17) se espació 1 día de la siguiente inyección (días 6 y 12). Los asteriscos indican la 
significancia (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001) de la diferencia estadística entre tratamientos, 
determinada mediante la prueba post hoc de comparación múltiple de Tukey (n= 8-10).  
 
Con tres inyecciones espaciadas, el dsRNA-Try2 redujo significativamente la actividad total 

(p<0.05) y específica de tripsina (p<0.01) y quimotripsina (p<0.01), respecto al tratamiento con 

dsRNA-GFP. La disminución de la actividad de la tripsina también fue significativa (p<0.05) 

respecto al tratamiento con NaCl. Cabe destacar que con tres dosis las actividades del grupo 

tratado con dsRNA-GFP no disminuyeron con respecto al grupo inyectado con NaCl, por lo que 

los efectos observados en el grupo dsRNA-Try2 se deben a la disminución de la expresión 

(“silenciamiento”) de la tripsina-2. 

 

7.3.2 Perfil de aminoácidos de músculo (Bioensayo-2) 
 

El perfil de aa de músculo se cuantificó en especímenes con dos o tres inyecciones en GD de 

dsRNA-GFP o dsRNA-Try2. Los perfiles de aa de los controles y experimentales fueron ligeramente 

diferentes, a excepción de prolina (Pro), lisina (Lys) e histidina (His) (Fig. 10d, Tablas 16 y 17 del 

Anexo G).  

 

En especímentes controles (dsRNA-GFP), el aa más abudante fue el ácido aspártico (Asp) tanto 

con dos como con tres inyecciones (14.75 ± 0.12 y 14.35 ± 0.33 mg aa/g muestra, 

respectivamente), y el menos abundante fue la His (1.37 ± 0.03 mg aa/g muestra 

independientemente del número de inyecciones). Con el dsRNA-Try2, independientemente del 

número de inyecciones del tratamiento, el aa más abundante fue la Pro (seguida del Asp) y, al 

contrario, la His disminuyó a una concentración no cuantificable. En estos últimos organismos, la 

concentración de todos los aa (excepto la His) cuantificados tendió a aumentar no 

significativamente. Los aa que más aumentaron fueron Pro (1.75-2.5 veces) y Lys (2.2 veces). 

 

7.3.3 Efecto del dsRNA-Try2 en el perfil de proteínas y peptidasas en GD (Bioensayo-2)                                                            
 
Al igual que en el bioensayo-1, en general, la intensidad de las bandas de proteína de los carriles 

correspondientes a los organismos experimentales (dsRNA-Try2 1-3 en Fig. 11a) fue menor 
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respecto a los controles. Las bandas de las tripsinas C y B del espécimen 1 de dsRNA-Try2 fueron 

notablemente menos intensas. Asimismo, las bandas de actividad de las tripsinas C, B y A 

disminuyeron en intensidad, aunque permanecieron distinguibles (Fig. 11b). Las diferencias más 

notables entre tratamientos se encontraron en la banda de actividad de la proteína ligeramente 

más pesada que la tripsina C (posible cuarta tripsina de acuerdo con estudios anteriores), así 

como en la correspondiente a la Mpc1, pues el dsRNA-Try2 disminuyó su intensidad. Estos 

resultados se relacionan con la menor actividad proteolítica total y específica (de tripsina y 

quimotripsina) que presentaron estos mismos especímenes respecto a los controles (Fig. 11c). 

Cabe resaltar que en cada carril de los geles de proteína y zimograma se cargó exactamente la 

misma cantidad de proteína; cuando los volúmenes de carga fueron calculados de acuerdo con 

unidades de actividad, se observaron los mismos resultados (Fig. 20 del Anexo H).  

 

 
Figura 11. Perfil de proteínas y peptidasas con tres inyecciones de tratamiento en GD de P. 
vannamei (Bioensayo-2) a) Perfil de proteínas de GD de ocho especímenes de P. vannamei 
inyectados con NaCl (carriles NaCl 1-2), dsRNA-GFP (carriles dsRNA-GFP 1-3) o dsRNA-Try2 
(carriles dsRNA-Try2 1-3). b) Zimograma con las mismas muestras que a) usando caseína al 3% pH 
8 como sustrato. Se cargaron 5 ug de proteína por carril en ambos geles (poliacrilamida al 12%.) 
MM: Marcador de peso Molecular. c) Tabla de las actividades proteolíticas en cada espécimen 
(carril) del zimograma b), de acuerdo con la cantidad de proteína cargada y las actividades 
previamente cuantificadas (Fig. 10a-c).     
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7.3.4 Efecto del dsRNA-Try2 en la histomorfología de la GD (Bioensayo-2)                                                            
 

Las imágenes histológicas de GD con dos (M2) o tres (M3) inyecciones de los tratamientos 

controles (NaCl o dsRNA-GFP), o con tres inyecciones (M3) del tratamiento experimental (dsRNA-

Try2) mostraron la citomorfología característica de la GD de camarón. En la Fig. 12 se presentan 

las imágenes representativas de cada muestreo y tratamiento. El corte transversal permite ver el 

lumen radial o en cruz de los túbulos de la GD, y distinguir el típico epitelio formado por células 

sin vacuolas o con vacuolas (células B). Cabe resaltar que una de las tres GDs tratadas con dos 

inyecciones (M2) de dsRNA-Try2 presentó un epitelio totalmente aplanado, de manera que el 

diámetro del lumen y de los túbulos enteros, es significativamente mayor.  

 

 

Figura 12. Histomorfología de la glándula digestiva de P. vannamei (Bioensayo-2). Imágenes 
representativas de la morfología de los túbulos de la GD (corte transversal) de P. vannamei. 
Tinción H&E. 
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8. DISCUSIÓN 
 

8.1 Tripsinas de la GD de P. vannamei  
 

Las evidencias presentadas por este y otros estudios sobre la caracterización de los genes, 

transcritos y proteínas de tripsinas en Penaeus vannamei, han revelado que éstas representan 

una gran proporción de las serino peptidasas. Su diversidad refleja una compleja red de 

mecanismos moleculares que subyacen al proceso digestivo, así como a su respuesta adaptativa 

a diversas condiciones ambientales.  

 

P. vannamei tiene tres genes de tripsina descritos, los genes 1 y 2 se expresan en la GD, mientras 

que el gen 3 (mosaico de los genes 1 y 2) no. Klein et al. (1998) no detectaron expresión del gen 

3, pero hipotetizaron que pudo deberse a su baja expresión o a que sólo lo hace bajo ciertas 

condiciones. De acuerdo con el análisis bioinformático realizado en este trabajo, los genes 1 y 2 

son los que comparten un mayor porcentaje de identidad (94%) entre sí (Fig. 14 del Anexo B), y 

se hallan en un mismo scaffold (NW_020870094.1) del genoma de referencia ASM378908v1. Por 

otro lado, el gen 3 se ubica en un scaffold (NW_020868573.1) diferente. Adicionalmente, en 

ambos scaffolds hay otros genes anotados como trypsin-1-like que no han sido caracterizados 

(Tabla 9 del Anexo C). Esta organización de genes de tripsina en clusters dentro de los genomas, 

ha sido evidenciada previamente en copépodos (Kvamme et al., 2005) e insectos (Wang et al., 

1999, 2020; Borges-Veloso et al., 2015).  

 

Si bien, la expresión de estos clusters de tripsinas no se ha evaluado, sí se ha observado la 

coexpresión de genes (diferentes de tripsina) agrupados en clusters (Mijalski et al., 2005). De 

acuerdo con los análisis realizados en esta investigación, la organización genética (Tabla 9) y los 

niveles de expresión basal de los genes 1 y 2 de tripsina (Fig. 18 del Anexo D) son similares entre 

sí, lo que indica que posiblemente su expresión se encuentra sujeta un mismo mecanismo de 

regulación por estar en el mismo cluster. La expresión de estos dos genes de tripsina podría 

suceder de manera diferencial a los localizados en otros clusters, como el gen 3, cuya expresión 

es significativamente menor (Fig. 18). Es de notar que, a diferencia de Klein et al. (1998) este 

estudio sí encontró expresión del gen 3 de tripsina en GD. 
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A nivel proteína, es ampliamente aceptado que el camarón blanco del Pacífico expresa tres 

isotripsinas en la GD. Sin embargo, la dificultad para discernir qué gen codifica qué isotripsina es 

un reflejo del alto porcentaje de identidad que comparten las tripsinas, aunado al gran 

polimorfismo y variabilidad, puesto que diferentes estudios reportan secuencias similares, mas 

no idénticas, a las reportadas por otros autores, tanto a nivel de ácidos nucleicos como de 

proteínas (Tabla 6). Por ejemplo, Klein et al. (1998) originalmente mencionaron al menos 14 genes 

diferentes en P. vannamei, los cuales agruparon en tres familias; Wei et al. (2014) encontraron 

29 transcritos codificantes de tripsinas; y, Estrella-Soliz (2022) y colaboradores identificaron 

mediante proteómica, 3 isoformas con secuencia diferente a las 3 reconocidas actualmente (C, B 

y A), es decir, 6 en total. El repertorio de tripsinas digestivas podría ser más diverso, sin embargo, 

una caracterización detallada permanece aún pendiente. Klein et al. (1996) informaron la 

presencia de tres tripsinas principales en la GD, pero también precisaron que existían al menos 

tres isoformas adicionales, que consideraron secundarias al presentar menor actividad. Esta 

particularidad es observable en los zimogramas de las Fig. 9b y 11b, en donde se observan varias 

bandas de actividad alrededor de los 25 kDa. Como se mencionó, la evaluación proteómica 

sugiere que en la GD del camarón blanco del Pacífico se expresan al menos seis isotripsinas 

(Estrella-Soliz, 2022). 

 

La presencia de múltiples genes y transcritos de tripsina puede reflejar uno o varios eventos de 

duplicación génica, esta multiplicidad representó un desafío para este trabajo de caracterización 

funcional de tripsinas, pues, al día de hoy, no hay un análisis formal de la asociación entre los 

genes de tripsina y productos (RNAs y proteínas), a excepción del realizado por Sainz et al. 

(2004b), dando como resultado incertidumbre a diferentes niveles, como se describe en los 

siguientes párrafos. 

 

Es de notar que las isotripsinas son resueltas (distinguibles una de otra) en las zimografías (en 

condiciones no reductoras) aún cuando generalmente están conformadas por la misma cantidad 

de aa (266 aa). Las diferencias en peso molecular podrían deberse a cambios postraduccionales 

como la glicosilación, pues hay indicios de que las isotripsinas son glicoproteínas, aunque se 

desconocen las diferencias en tipo/cantidad de glicosilación (Sainz et al., 2004b). Otra causa de 
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las diferencias en pesos moleculares podría ser la expresión de tripsinas de distintos tamaños. Por 

ejemplo, la revisión bioinformática realizada apunta que los productos de los genes (Tabla 6) de 

las tripsinas A0A3R7M136 y XP_027223417.1 (asociadas al gen 2) están conformadas por 270 y 

300 aa, respectivamente. Dado el peso molecular, cabe la posibilidad de que A0A3R7M136 o 

XP_027223417.1 sea una cuarta isotripsina, cuya banda de actividad se revela con ligeramente 

mayor peso molecular que la correspondiente a la tripsina C, reportada por Hernández-Cortes et 

al. (2017). 

 

Según la secuencia N-terminal, el transcrito X86369.1 codificaría la isotripsina A y JQ304272.1 

(similar a XM_027367616.1) para la isotripsina C. De ser verdadero, los genes de tripsina se 

expresarían diferencialmente en los distintos tejidos del camarón. El gen 1 (Y15039.1= isotripsinas 

A/B) se expresaría principalmente en hemocitos, en tanto que el gen 2 (Y15040.1= isotripsina C) 

se expresaría mayoritariamente en GD. En tanto que el gen 3 (Y15041.1) no se expresaría en GD 

de acuerdo con Klein et al. (1998), aunque según resultados de esta tesis sí ocurre (Fig. 18 del 

Anexo D). No obstante, esta información proviene de estudios que llevaron a cabo una evaluación 

técnicamente diferente. Por lo que sería de interés determinar la expresión de diferentes 

variantes/isoformas de tripsinas en los diferentes tejidos del camarón, lo que (hasta donde se 

tiene conocimiento) no se ha reportado (ni la expresión génica, ni las bandas de actividad de las 

isotripsinas en los distintos tejidos del camarón).  

 

Con la recopilación de la información de las tripsinas es fácil advertir que la secuencia del N-

terminal de las tripsinas maduras no puede ser utilizado como un clasificador confiable para la 

correlación cDNA-isoforma, pues algunos son idénticos o varían en tan sólo un aminoácido (Tabla 

6). Ejemplos son IVGGSEVT que comparten la tripsina A del Gen 2 (XP_027223417.1) y otra 

tripsina no clasificada del Gen 3 (XP_027232231.1), igualmente la IVGGTDAT (tripsina A o 

WVH45071.1) y IVGGSDAT (tripsina-3 O62562). 

 

8.2 Efecto del dsRNA-Try2 en la expresión relativa de genes de peptidasas en GD 
 

En decápodos, el silenciamiento génico mediado por dsRNA es considerado una técnica estándar 

en investigación (Sagi et al., 2013). Existen varios estudios en donde se utiliza RNAi exógeno para 
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mediar la expresión genética en P. vannamei, principalmente como un método terapéutico contra 

infecciones virales (Assavalapsakul et al., 2009; Riet et al., 2021). Aunque en los últimos años las 

investigaciones sobre la función genética a través de esta técnica han ido en aumento (Lee et al., 

2015). Las inyecciones directas de dsRNA en el hemocele o en el músculo son los métodos más 

comunes para administrar dsRNA en camarones (Yang et al., 2014b; Sutthangkul et al., 2015), 

pues el dsRNA puede circular sistémicamente en la hemolinfa a través del sistema circulatorio 

abierto, donde el dsRNA puede ser incorporado por células en diferentes tejidos. Hasta donde 

sabemos, este es el primer reporte en camarones peneidos en donde se prueba la administración 

directa del dsRNA en la GD, sitio de síntesis de las peptidasas y donde el silenciamiento mediado 

por dsRNA es iniciado por endocitosis (Maruekawong et al., 2019). Nuestra aproximación técnica 

se puede considerar como novedosa por su eficiencia, pues encontramos que el dsRNA induce el 

silenciamiento desde las 24 hpi y el efecto se mantiene hasta las 120 hpi (Fig. 8a-e). Pero, sobre 

todo, el silenciamiento es también detectable a nivel de proteínas, en este caso, disminución de 

las actividades proteolíticas (Fig. 8f-h). 

 

La presencia de cierto tipo lipoproteínas afines al dsRNA en el suero contribuyen a la efectividad 

del silenciamiento mediado por dsRNA. En algunas especies de decápodos de la familia 

Paniluridae, el silenciamiento génico no funciona exitosamente debido a la ausencia de dichas 

lipoproteínas, de acuerdo con los resultados de Banks et al. (2020). Es pertinente resaltar que en 

el mismo estudio se reporta para una especie de camarón peneido, evidencia modesta pero 

presente de dicho mecanismo (Banks et al., 2020). Esta ambigüedad puede contribuir a la gran 

variabilidad en la expresión observada en este trabajo para los organismos tratados con dsRNA-

Try2 (Fig. 8a-e).  

 

El material utilizado para silenciar la tripsina fue dsRNA diseñado en base al gen 2 de las tripsinas 

(dsRNA-Try2). Los datos de expresión muestran que efectivamente la tripsina 2 fue silenciada (Fig. 

8b). No obstante, el dsRNA-Try2 no sólo silenció a la tripsina 2, sino que también a la tripsina 1 

(Fig. 8a). Esto se puede explicar dada a alta homología que comparten ambos genes, con 94% de 

identidad (Fig. 14). Este resultado es esperado de acuerdo con el mecanismo de silenciamiento 

mediado por dsRNA, pues dado el tamaño de las moléculas que reconocen por 
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complementariedad al RNAm a silenciar, el RNAi puede interferir también a genes no blanco con 

alta homología. Es relevante destacar que este efecto puede producirse también para otras 

tripsinas u proteínas homólogas a tripsinas, pero no fue detectado dada la técnica dirigida (qPCR) 

utilizada para evaluar la expresión genética en este trabajo. 

 

Sin embargo, contrario a lo esperado, el silenciamiento de las tripsinas resultó también en una 

disminución en la expresión de otras peptidasas digestivas evaluadas, la quimotripsina B1 y la 

metalopeptidasa Mpc1 (Fig. 8d-e). Esto puede deberse a un desbalance genético provocado por 

la perturbación en la expresión de un gen. Este fenómeno se ha reportado en otros estudios 

enfocados en enzimas digestivas en donde se utilizan técnicas de genética inversa, como RNAi o 

CRISPR-Cas. Por ejemplo, en el mosquito Aedes aegypti la expresión de enzimas digestivas se 

afectó cuando se silenció mediante RNAi a una Serino Hidroximetil Transferasa (SHMT). Por esto, 

a la SHMT se le atribuye un papel regulatorio de enzimas digestivas a nivel transcripcional. La 

función de la SHMT es la formación de desoxitimidina trifostato (dTTP) durante la síntesis de DNA, 

por lo tanto, la interferencia con esta función puede estar asociada con la síntesis de enzimas 

digestivas pero también de otras proteínas (Li et al., 2019).  

 

En la oruga del tabaco (Helicoverpa armigera), una especie modelo en estudio de enzimas 

digestivas, se ha descrito una gran capacidad de compensar la pérdida de función de genes de 

enzimas digestivas, atribuida al vigor genético, considerado como una adaptación para 

contrarrestar los inhibidores de enzimas presentes en el alimento. Por ejemplo, el silenciamiento 

por dsRNA de una tripsina modifica la expresión de otros genes no blanco, observando 

disminución en la expresión (aunque no significativa) de otros genes de tripsina, pero también 

sobreexpresión de tripsinas homólogas (Sharath Chandra et al., 2018). En otro estudio de la 

misma especie, la deleción de un cluster de 18 genes de tripsina causó la sobre-expresión de 35 

serino peptidasas (entre ellas 11 tripsinas y 11 quimotripsinas) y la disminución en la expresión 

de 12 serino peptidasas (incluyendo 3 tripsinas, 2 quimotripsinas), en GD. La deleción también 

afectó la expresión de aminopeptidasas, carboxipeptidasas y cisteíno peptidasas (Wang et al., 

2020), estos resultados sustentan la teoría de compensación ante la pérdida de función a nivel 

digestivo.  
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Aunque en P. vannamei se ha descrito un aumento en la transcripción de enzimas digestivas ante 

la presencia de inhibidores de proteasas en el alimento (Rojo-Arreola et al., 2019a), la respuesta 

compensatoria no es observable en un plazo de 17 días (Fig. 10a-c) ante el silenciamiento de 

transcritos de enzimas digestivas, lo que podría indicar que el camarón blanco carece de la 

maquinaria transcripcional para compensar la degradación de transcritos de enzimas digestivas 

clave, como las tripsinas. Dados los resultados observados, podemos suponer que, en P. 

vannamei el silenciamiento de tripsinas digestivas mediado por dsRNA provocó un desbalance 

genético generalizado, aunque el mecanismo permanece desconocido. 

 

8.3 Efecto del dsRNA-Try2 en la actividad proteolítica y en el perfil de peptidasas de la GD  
 

Para que se cumpla la premisa de la caracterización de función, el efecto silenciamiento génico 

mediado por dsRNA deber ser idealmente detectado a nivel de proteína, pues sólo así se 

comprueba la pérdida de función (Mocellin y Provenzano, 2004). Cómo se observa en las figuras 

8g y 10b, el dsRNA-Try2 provocó una disminución en la actividad específica de tripsina, este 

resultado es reiterativo en ambos bioensayos realizados, aunque en el primero no 

significativamente. El efecto es detectado tanto en los ensayos en tubo (Fig. 10b) como en los 

zimogramas (Fig. 9b y 11b).  

 

Aunque las tres bandas de actividad correspondientes a las tripsinas no están claramente 

separadas en el zimograma de la Fig. 9b, se logra distinguir que las bandas de las tripsinas A y B 

disminuyen en intensidad en los organismos experimentales, e incluso desaparece en el 

espécimen 2 (dsRNA-Try2), lo que sugeriría que ambas isotripsinas con codificadas por el gen 2 

de tripsina. Sin embargo, debido al gran porcentaje de identidad entre los genes de tripsina, el 

silenciamiento pudo haber sido inespecífico puesto que el dsRNA-Try2 disminuyó la expresión del 

gen 1, que codifica la tripsina A/B (Fig. 10b). Cabe recordar que aún no se conoce la correlación 

entre los genes e isoformas de tripsina, cuya migración electroforética podría ser afectada por 

modificaciones postraduccionales como la glicosilación (Sainz et al., 2004b). También es 

importante tomar en cuenta que, como se mencionó en líneas anteriores, existen más de tres 

tripsinas expresadas en la GD de P. vannamei, por lo que es posible que alguna(s) tripsina(s) no 
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cuantificadas haya(n) cambiado de expresión, pero al carecer de estos datos, no es posible saber 

si otras tripsinas efectuaron compensación. 

 

El tratamiento con dsRNA-Try2 también resultó en la disminución de la expresión de la 

quimotripsina B1, que se reflejó en una menor actividad específica (Fig. 8h y 10c), aunque no fue 

tan evidente en las bandas de actividad correspondientes a la quimotripsina B1 en los zimogramas 

(Fig. 9b y 11b). Por otro lado, la disminución de la expresión de la metalopeptidasa Mpc1 fue 

notable tanto en los datos de expresión relativa (Fig. 8e) como en los zimogramas (Fig. 9b y 11b). 

Estos resultados fueron contrarios a lo esperado y no sustentan la hipótesis de compensación 

planteada basada en investigaciones previas, que sugieren que los especímenes de P. vannamei 

compensan la disminución de actividad de las tripsinas digestivas, cuando se exponen mediante 

el alimento al inhibidor de tripsina de la soya, con un aumento en la actividad de metalopeptidasa 

en GD (Maytorena-Verdugo et al., 2017a; b). El fenómeno de compensación ha sido descrito a 

detalle en otros artrópodos y comprobado a nivel de genes y proteínas. Por ejemplo, la deleción 

de un cluster de 18 tripsinas en H. armigera, no redujo la actividad proteolítica total, ni las 

actividades específicas de la tripsina y quimotripsina, sugiriendo una compensación efectuada por 

formas alternativas de tripsinas/quimotripsinas (Wang et al., 2020).  

 

Sin embargo, la compensación a la pérdida de función de enzimas digestivas no es un fenómeno 

común de los artrópodos, y podría ser la excepción, no la generalidad. La afectación de la 

actividad de quimotripsina provocada por RNAi de tripsina ha sido reportada en la polilla 

Grapholita molesta, aunque los autores sólo evaluaron a nivel de proteína y no de transcritos, 

esto afectó el peso corporal y la velocidad de desarrollo de los individuos tratados (Lv et al., 2024). 

Podemos concluir que la pérdida de función a nivel de transcritos es una afectación profunda del 

estado fisiológico de P. vannamei que repercute en la actividad enzimática digestiva, una 

afectación tan aguda que no es posible compensar. 

 

8.4 Efecto del dsRNA-Try2 en el perfil de aminoácidos de músculo 
 

Los aa representan una fuente de energía (a través de la gluconeogénesis) importante para el 

camarón, y se utilizan más eficientemente que la glucosa de la dieta (Cuzon et al., 2019; Li et al., 
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2021). Cada aa participa en diferentes vías catabólicas, pero todos pueden entrar al ciclo de Krebs; 

por ejemplo, Pro, His, Arg, Glu y Gln son transformados en α-cetoglutarato. Por ello, la 

composición de aa y la digestibilidad de la proteína han sido ampliamente investigadas y 

consideradas para la elaboración del alimento del camarón. Por ejemplo, se sabe que la lisina es 

el aminoácido esencial (aaE) limitante en el alimento, relativo a los requerimientos metabólicos 

del camarón (McLean et al., 2024), y si uno de los aaE es deficiente limita la utilización de todos 

los demás aa para la síntesis de proteínas (Li et al., 2021).  

 

Una de las referencias del estado nutricional del camarón es la composición de aa del músculo de 

la cola, misma que se utiliza para la formulación de dietas en la acuacultura (Cuzon et al., 2004). 

Para conocer el efecto de la disminución de la expresión de la tripsina, en el presente estudio se 

cuantificaron 15 aa totales (aa libres más los aa que forman parte de las proteínas) en músculo 

de camarón, de los cuales ocho son aa esenciales (aaE) y siete son aa no esenciales (aaNE). Las 

abundancias de los aa obtenidas en este estudio concuerdan con las previamente reportadas en 

otros trabajos (Cuzon et al., 2004; McLean et al., 2024), la Arg fue el aaE más abundante e His fue 

de los menos abundantes (Trp seguido de His son de los menos abundantes). Las peptidasas 

sintetizadas en la GD descomponen las proteínas del alimento en oligopéptidos o aa libres que 

son liberados en la hemolinfa (Guo et al., 2020; Li et al., 2021; Vogt, 2021). Los aa libres alcanzan 

los demás tejidos (a través del sistema circulatorio abierto del camarón) en cuestión de minutos. 

En P. vannamei, los aa totales alcanzan niveles máximos en la hemolinfa después de 30 min de la 

ingesta de alimento y disminuyen a los 60 min (Guo et al., 2020). Y la fenilalanina tritiada ([3H]Phe) 

liberada en la hemolinfa del primer par de pleópodos se detecta en el músculo de la cola a los 10 

min post-inyección (p.i.), tiempo en que también ha empezado a incorporarse a las proteínas 

recién sintetizadas del músculo (Mente et al., 2002).   

 

En este contexto, dado que la administración de tres dosis espaciadas de dsRNA-Try2 disminuyó 

las actividades proteolíticas total y específica (de tripsina y quimotripsina) en la GD (Fig. 10a-c), 

se hubiera esperado que los aa totales (aa libres más los aa que forman parte de las proteínas) 

fueran menos abundantes en el músculo de los especímenes experimentales, respecto de los 

controles (dsRNA-GFP). Por ejemplo, se sabe que una dieta baja en proteínas se correlaciona con 
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una menor abundancia de aa totales en músculo (Cuzon et al., 2004). Contrario a lo esperado 

(principalmente para los aaE), tanto con dos como con tres inyecciones de dsRNA-Try2, la 

abundancia de los aa totales cuantificados incrementó no significativamente (a excepción del aaE 

His, que disminuyó a una concentración no cuantificable). La Lys (aaE) aumentó 2.2 veces y la Pro 

(aaNE) 1.75-2.5 veces (Fig. 10d, Tablas G1 y G2).  

 

Hay que recordar que los niveles de aa totales en los tejidos dependen de la dieta, la absorción, 

los niveles de proteína y de aa libres, así como de su síntesis y degradación (Mente et al., 2002). 

Dado que los aaE se consideran indispensables, porque el organismo no los puede sintetizar de 

novo, el aumento de su abundancia en los especímenes tratados con dsNRA-Try2 no se explica 

por una mayor síntesis. En cambio, el aumento de los aa totales pudo deberse a una mejor 

absorción de los aa de la dieta y/o una mobilización de los aa de otros tejidos hacia el músculo, 

como parte de un proceso compensatorio y una estrategia para obtener energía en condiciones 

estresantes. En pulpo, por ejemplo, se observó un aumento en ciertos aaE (entre ellos la Lys) y 

aaNE (como Pro) en músculo con la privación de alimento (George-Zamora et al., 2011). Aunque, 

tampoco se puede descartar un efecto del dsRNA-Try2 en tejidos diferentes a la GD, como el 

músculo.  

 

Es importante mencionar que la Pro y Lys son aa clave en la estructura del colágeno, y éste junto 

con la acto-miosina determinan la textura del músculo del camarón (Ezquerra et al., 2003). Tan 

sólo la Pro (e hidroxiprolina) representa un tercio de los aa que conforman el colágeno; además 

se ha relacionado con una mayor tolerancia al estrés en P. vannamei (Xie et al., 2015). Por otro 

lado, la Lys es un precursor de carnitina, la cual transporta los ácidos grasos al interior de la 

mitocondria participando así en la β-oxidación (Xie et al., 2012). Por lo que el aumento de aa en 

el músculo de especímenes con la tripsina silenciada, particularmente Lys y Pro, podría estar 

relacionado con la generación de energía y el mantenimiento de la estructura tisular, en un 

intento de compensar la falta prolongada de nutrientes, derivada de la baja actividad de las 

peptidasas digestivas. Pues como lo reveló la evaluación histológica (Fig. 12), el silenciamiento de 

la tripsina no sólo afectó la expresión de otras peptidasas digestivas, sino que además se relacionó 

con la atrofia del epitelio (disminución de altura de las células) que sintetiza dichas enzimas, y una 
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menor ganancia de peso de estos especímenes (Tabla 15 del Anexo F). La atrofia, tanto la 

disminución de altura de las células como la expansión del lumen de los túbulos de la GD, se ha 

observado en cangrejos Eriocheir sinensis en inanición siete días (Huang et al., 2020). En P. 

vannamei, la inanición por 15 días disminuyó el tamaño de las células R y de las vacuolas de la 

células B (Cervellione et al., 2017). Los especímenes de camarón de este estudio no se privaron 

de alimento, pero la digestión deficiente de la proteína pudo ser suficiente en algunos individuos 

para afectar la morfología tisular de la GD.   

 

La pérdida de función de la tripsina tuvo efectos no sólo a nivel molecular (Fig. 8-11), sino también 

a nivel celular (Fig. 12) e incluso en tejido más allá de la propia GD, como en el músculo de la cola 

(Fig. 10d), y su disminución aparentemente no pudo ser compensada. Por lo que es importante 

tomar en cuenta su actividad enzimática durante la formulación de dietas y prácticas de manejo 

en la acuicultura.   
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9. CONCLUSIONES 
 
El RNAi silenció el gen blanco (tripsina) de acuerdo con múltiples evidencias: menor expresión 

génica relativa, menor intensidad de las bandas correspondientes a la proteína/peptidasa, y 

menor actividad proteolítica total y específica. Adicionalmente, el RNAi disminuyó la expresión y 

actividad de otras peptidasas digestivas no blanco, como la quimotripsina B1 y la metalopeptidasa 

Mpc1, probablemente debido a cierta inespecificidad. Sin embargo, estos resultados también 

podrían deberse a una función reguladora de la tripsina sobre la expresión de otras peptidasas 

digestivas. Esta regulación es conocida en el mosquito A. aegypti, en el que las tripsinas de 

expresión temprana actúan como sensores que activan la transcripción de tripsinas tardías 

(Noriega y Wells, 1999).  

 

Los datos obtenidos en la presente investigación sugieren que la tripsina es relevante no sólo en 

la activación de la red o cascada de peptidasas digestivas, sino posiblemente también en su 

regulación transcripcional. Aunado a que la disminución del nivel de transcritos de tripsina no 

pudo ser compensada por otras peptidasas digestivas, afectando la histomorfología de la GD y el 

nivel de aminoácidos en músculo. Este estudio abre nuevas interrogantes a la vez que respalda la 

notable importancia de la tripsina en la fisiología digestiva.  
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11. ANEXOS 
 

Anexo A. dsRNA utilizado para los biensayos de silenciamiento   

 
Figura 13. dsRNA que se utilizó para el bioensayo-3. El dsRNA-GFP tiene 359 pb, y el dsRNA-Try2 
tiene 345 pb. El estándar de pesos moleculares corresponde a una escalera de DNA de 100 pb 
(SM0323 Thermo Scientific). Gel de agarosa 1%. 
 

Anexo B. Análisis de las secuencias de tripsina en P. vannamei  
 
 

  
Figura 14. Matriz de porcentaje de identidad de tres genes de tripsina de P. vannamei. 
Porcentajes obtenidos mediante alineamiento de dos o más secuencias con BLASTn. 
 

 

Gen 1 Gen 2 Gen 3

Gen 1 (Y15039.1) 100

Gen 2 (Y15040.1) 94.02 100

Gen 3 (Y15041.1) 93.26 92.54 100
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Figura 15. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de las tripsinas de P. vannamei. Los aa 
en negritas debajo del alineamiento forman la triada catalítica. La barra rosa indica la secuencia 
de aa que Sainz et al. (2004b) utilizaron para asociar las isotripsinas con las variantes de cDNA 
reportadas por Klein et al. (1996).  
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Figura 16. Matriz de porcentaje de identidad de las proteínas de tripsina de P. vannamei.  
 

Tabla 7. BLASTn de los genes de tripsina en P. vannamei descritos por Klein et al. (1998) 

 
*Asociado al transcrito por el propio NCBI   
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Tabla 8. BLASTx de los genes de tripsina en P. vannamei descritos por Klein et al. (1998) 

 
 

Anexo C. Tripsinas putativas en el genoma de P. vannamei   
 

Con la revisión del genoma de referencia (ASM378908v1), se encontró que P. vannamei contiene 

11 genes etiquetados como tripsina, dos de los cuales serían pseudogenes (Tabla 9). 

  

Tabla 9. Scaffolds, genes, transcritos, y proteínas de tripsina en P. vannamei de acuerdo a las 
anotaciones del NCBI en el genoma de referencia (ASM378908v1) 

 
Los símbolos ± que se encuentran a lado del ID de cada gen, indican la dirección del gen dentro del scaffold. 
XP_027223421.1 tiene un dominio tripsina que también es relacionado a Acrosina (aa 20-261) por el sistema de clasificación 
Panther (miembro de InterpPro 100.0), véase Tabla 11. Los otros dos genes sombreados están anotados como pseudogenes. 
XR_(RNA no codificante). 

 

El alineamiento de Y15041.1 con los tres genes de tripsina del scaffold NW_020868573.1 (Tabla 

10) apoyó que el gen 3 se relaciona a 113823738. 

 

Tabla 10. Porcentajes de identidad* entre el gen 3 (Y15041.1) y tres genes putativos de tripsina 

*BLASTn. 
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Las secuencias de proteína mostradas en la tabla Tabla 9 se analizaron en InterPro 100.0 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/, consorcio de bases de datos que clasifica las proteínas en 

familias, predice dominios y sitios importantes (Paysan-Lafosse et al., 2023). El análisis mostró 

que todas las secuencias contienen el dominio tripsina (IPR001254), la triada catalítica, el sitio de 

corte y los sitios de unión del sustrato (Tabla 11). Adicionalmente, se halló que XP_027223421.1 

(codificada por el gen 113815560) podría estar relacionada con la acrosina. La acrosina es una 

proteína similar a tripsina (su actividad se cuantifica con BApNA y se une a SBTI) que es liberada 

por los espermatozoides durante la fertilización del óvulo (Howe et al., 1991). La acrosina está 

conformada por un dominio de tripsina, y puede tener otros dominios cuya identidad (CUB, CLIP, 

etc.) varía de acuerdo con los diferentes grupos de organismos. (Kodama et al., 2001; Zahn et al., 

2002; Chang et al., 2022). La acrosina (con dominio CLIP) también se expresa en corazón en el 

langostino malayo Macrobrachium rosenbergii (Chang et al., 2022). XP_027223421.1 es la 

proteína que menor porcentaje de identidad (66.16% - 69.58%) comparte con las demás tripsinas 

putativas, la cuales comparten ˃ 85.34% de identidad (Fig. 17 del Anexo C).    

 

Tabla 11. Sitios importantes en las tripsinas putativas de P. vannamei (Tabla 9) de acuerdo con 
InterPro 100.0   

 
* A diferencia de las demás secuencias de ésta tabla, el dominio tripsina de XP_027223421.1 también es relacionado a Acrosina 
(aa 20-261) por el sistema de clasificación Panther (miembro de InterPro 100.0). 
Los otros dos genes sombreados (113815563 y 113815564) están anotados como pseudogenes por el NCBI. 
† Phobius (InterPro 100.0) predijo una región transmembranal (aa 34-51) en XP_027223417.1.   

 

 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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Figura 17. Matriz de porcentaje de identidad de las tripsinas putativas de P. vannamei. 
 

XP_027223417.1 (codificada por el gen 113815556/Y15040.1) es la tripsina putativa más grande 

(300 aa), según los modelos predictivos (InterPro 100.0) podría tener un dominio extracelular (aa 

1-33), uno transmembranal (aa 34-51) y uno intracelular (aa 64-300). Cabe mencionar que de 

acuerdo con los comentarios anotados para el gen, las secuencias RefSeq, tanto la del RNA 

(XM_027367616.1) como la de la proteína (XP_027223417.1), fueron modificadas en relación a 

la secuencia genómica, añadiéndole 1 046 bases nucleotídicas al transcrito (XM_027367616.1), 
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no halladas en el ensamble genómico para representar la secuencia codificante (CDS) inferida. 

XP_027223417.1 (300 aa) es una versión más grande de H6WSS5 (266 aa) (Tabla 6).   

 

Con el objetivo de corroborar la identidad de las tripsinas que se expresan en la GD de P. 

vannamei, se hizo un tBLASTn de la presunta tripsina C (H6WSS5) contra un transcriptoma de GD 

de camarones de 4-6 g sanos o controles (Tinwongger et al., 2019), a través de CrustyBase, 

https://crustybase.org/ (Hyde et al., 2020). El tBLASTn resultó en 20 secuencias o contig_id (junto 

con la información de sus secuencias de aa y sus niveles de expresión) a las que se les hizo un 

BLASTp, para comparar con los números de identificación (ID) previamente obtenidos (Tabla 6). 

Se revisó que estas secuencias de proteína resultantes no tuvieran dominios adicionales al de 

tripsina, en la sección Conserved Domain Database (CDD en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) 

del NCBI, y se ordenaron conforme al nivel de expresión génica (TMM de Trimmed Mean of M-

values) en orden descendente (Tabla 12).  

   

Tabla 12. Resultado del tBLASTn de H6WSS5 (tripsina C putativa) contra el transcriptoma de GD 
de P. vannamei (Tinwongger et al., 2019) en CrustyBase. 

 
 

También se buscó qué tripsinas se expresan en branquias. Con CrustyBase, se analizó un 

transcriptoma de camarones de 30-40 mm de largo (Zhang et al., 2016), y se siguió la misma lógica 

que con los resultados del transcriptoma de GD, para identificar las secuencias de tripsina (Tabla 

13). Zhang et al. (2016) investigaron la expresion génica en branquias de camarones mantenidos 

https://crustybase.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/
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en agua con tres diferentes salinidades. Bajo cualquiera de las tres salinidades, la expresión de la 

tripsina (XP_027223422.1) fue prácticamente nula, y al igual que en GD, la secuencia N-terminal 

de la tripsina C madura (IVGGSEVT/IVGGTEVT) no se halló (Tabla 13).   

 
Tabla 13. Resultado del tBLASTn de H6WSS5 (tripsina C putativa) contra el transcriptoma de 
branquias de P. vannamei (Zhang et al., 2016) en CrustyBase 

 
 

Por último, se analizaron las tripsinas halladas mediante proteómica en GD de P. vannamei por 

Estrella-Soliz (2002). Dicho estudio encontró la expresión de cuatro tripsinas (A0A3R7ME08, 

A0A423SXG7, A0A3R7M136 y A0A3R7NWS2), y tomando en cuenta los datos de Klein et al. (1996) 

y Sainz et al. (2004b), sugirió que en la GD se expresan al menos seis isotripsinas (Estrella-Soliz, 

2022). Para homologar los números de identificación (IDs) de las proteínas dados por los autores 

(IDs del proteoma UP000283509 en UniProt) con los utilizados en esta investigación (IDs RefSeq), 

y así saber qué genes de tripsina se expresaron, se realizó un tBLASTn (Tabla 14). La tripsina 

(proteína) que más se expresó (6-32 veces más) en GD es la XP_027232287.1 (= A0A3R7ME08), 

la cual no está asociada a ninguna de las isotripsinas conocidas (C, B, A). Sin embargo, la tripsina 

cuya expresión (proteína) cambia significativamente con la ingesta de alimento (3h postprandial) 

es la tripsina XP_027223422.1 (=A0A3R7M136), que corresponde a la isotripsina C. 
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Tabla 14. Resultado del tBLASTn de las tripsinas halladas en proteoma de GD de P. vannamei 
(Estrella-Soliz, 2022) 

 
* A0A3R7ME08 (=XP_027232287.1) es 6-32 veces más abundante que A0A423SXG7, A0A3R7NWS2 y A0A3R7M136 (Estrella-Soliz, 

2022). 
 

Anexo D. Expresión génica absoluta de peptidasas de la GD     
 

 
Figura 18. Expresión génica absoluta de peptidasas de la GD. Camarones controles sin inyectar 
del Bioensayo-1. Las diferencias de letras denotan la diferencia estadística (p<0.05) entre 
tratamientos determinada mediante ANOVA de una vía (n= 19). 
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Anexo E. Prebioensayo-2   
 

  
Figura 19. Actividad de la tripsina con una o dos dosis del tratamiento (Prebioensayo-2). 
Actividad a 2, 5 y 9 días (d) después de la primera inyección (una dosis) de tratamiento. A los 12 
d se administró la segunda dosis: Actividad a 5d (17d) y (19d) 7d después de la segunda inyección 
(dos dosis). Sustrato: BApNA 1 mM a pH 8. Cada punto representa la actividad en GD de un solo 
espécimen de camarón. El asterisco (*) denota la diferencia estadística entre tratamientos 
determinada mediante la prueba post hoc de comparación múltiple de Dunn (n= 4-5). * p<0.05. 
 

Anexo F. Pesos de especímenes de camarón (Bioensayo-2)  
 

Tabla 15. Diferencias de peso de los especímenes de P. vannamei del Bioensayo-2 

 
* Las diferencias se calcularon a partir de los pesos obtenidos al muestrear menos los pesos 
obtenidos durante la inyección previa. Por ejemplo, la primera columna de la tabla se calculó con 
el peso promedio de los especímenes (n=10) del muestreo 1 (M1) menos el peso promedio de los 
especímenes al momento de la inyección 1 (PM1 - PI1). Lo mismo se realizó para la segunda (PM2 - 
PI2) y tercera (PM3 - PI3) columna. 
 

 

 

5 días 11 días 17 días

1 iny. 2 iny. 3 iny.

NaCl 1.6 1.1 -0.3

dsRNA-GFP 1.1 0.8 -1

dsRNA-Try2 0.6 1.3 -1.4

Diferencias* de peso (g) promedio
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Anexo G. Aminoácidos en músculo de P. vannamei  
 

Tabla 16. Aminoácidos* no esenciales en músculo de P. vannamei 

   
*Los valores representan [mg aminoácido/ g muestra]. Promedio ± error estándar (n= 3)  

 

Tabla 17. Aminoácidos* esenciales en músculo de P. vannamei 

 
*Los valores representan [mg aminoácido/ g muestra]. Promedio ± error estándar (n= 3). 
NC: no cuantificable 

 

Anexo H. Perfil de proteínas y peptidasas en GD (Bioensayo-2)     
 

 

 
Figura 20. Perfil de peptidasas con tres inyecciones de tratamiento en GD de P. vannamei 
(Bioensayo-2) Zimograma (sustrato: caseína al 3% pH 8) de ocho especímenes inyectados con 
NaCl, dsRNA-GFP o dsRNA-Try2, con 7 mU de actividad por carril en el gel (poliacrilamida al 12%.), 
véase la tabla. MM: Marcador de peso Molecular. Las flechas blancas señalan las bandas 
correspondientes a los pesos moleculares indicados. 
 
 


