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RESUMEN

Las enzimas proteoliticas de la glandula digestiva de camarones peneidos
juegan un papel clave en la degradacion de la proteina del alimento. Las enzimas mas
abundantes en esta glandula son la tripsina y la quimotripsina, ambas realizan cerca
del 60% de la protedlisis en dicho dérgano. A la fecha existen reportes de varios
factores que inducen cambios en la sintesis de estas enzimas. Algunos estudios se han
enfocado en los mecanismos de regulacion de la sintesis enzimatica tanto en modelos
vertebrados como en algunos invertebrados; en los crustaceos son pocos los reportes y
gran cantidad de interrogantes las que permanecen abiertas hasta la fecha. Como
parte inicial del estudio de la adaptacion enzimatica en peneidos, esta investigacién se
enfoca a la busqueda de evidencia de este proceso en la glandula digestiva del
camaron blanco Penaeus vannamei.

La adaptacion enzimatica ha sido demostrada en ratas, bovinos, peces y
algunas especies de invertebrados como el mosquito. El conocimiento de los posibles
inductores de cambios en la actividad enzimatica en la glandula digestiva, aunado a
los cambios fisioldgicos propios del organismo como el ciclo de muda, permite la
evaluacién y analisis de las respuestas del organismo y los mecanismos de regulacién
asociados al proceso de adaptacién enzimatica.

En la presente investigacion la blsqueda de respuestas esta basada en el uso
de diferentes estrategias y herramientas que permiten el establecimiento de hipdtesis y
conclusiones mas claras acerca del proceso estudiado. Los resultados establecen la
base del entendimiento de los mecanismos que regulan los cambios de la sintesis
enzimatica en la glandula digestiva. La presente investigacion demuestra la existencia
de la adaptacién enzimatica en la glandula digestiva del camar6bn como un
mecanismo de regulacién de la sintesis y actividad de las enzimas. Establece la
relacién entre los efectos causados por inductores relacionados con el estrés
alimenticio y los mecanismos y moléculas que participan en el proceso de regulacion
y, por ultimo, sugiere la presencia de un mecanismo regulatorio a nivel transcripcional
de la expresion del(los) gen(es) de tripsina en la glandula digestiva del camaron. A su
vez se sugiere el desarrollo de futuras estrategias para la evaluacion del fenémeno de
adaptacién enzimatica en peneidos.

Palabras clave: enzimas proteoliticas, Peneidos, quimotripsina, regulacion, tripsina.
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ABSTRACT

Proteolytic enzymes from the midgut gland in peneids play a key role in the
hydrolysis of food proteins. Trypsin and chymotrypsin are the most abundant enzymes
in the midgut gland, and are responsible for up to 60% of the proteolysis. Many
factors have been reported to induce changes in the synthesis of these enzymes. Some
studies have focused on the regulatory mechanisms of proteolytic enzyme synthesis in
vertebrates and invertebrates. For crustaceans, there are only a few reports, and many
questions remain open. The first part of this research intended to find evidence for the
existence of an enzymatic adaptation process in the midgut gland of the white shrimp
Penaeus vannamei. Previously, enzymatic adaptation has been demonstrated in rats,
cattle, fish, and insects, such as mosquitoes. The evaluation of factors that induce
changes in enzymatic activity of this gland, the study of the relationship between these
changes, and the effect of physiological processes in the white shrimp, such as the
molting cycle, provide a basis for analysis of regulatory mechanisms associated with
enzymatic adaptation processes.

In this research, we used several approaches. The results of our experiments
allow us to suggest a hypothesis and establish clear conclusions about enzymatic
adaptation processes. Our observations show the presence of an enzymatic adaptation
process in the midgut gland of shrimp that is a regulatory mechanism of enzyme
synthesis and activity. A relationship was established between the effects of
alimentary stress and mechanisms and molecules participating in the regulatory
process. We suggest a regulatory mechanism at the transcriptional level of trypsin
gene expression. Suggestions are made about the enzymatic adaptation process in
peneids and the possibility of new strategies for further evaluations.

Key words: chymotrypsin, Peneids, proteolytic enzymes, regulation, trypsin.
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Introduccion

I. Enzimas proteoliticas
Origen y funcion

Las enzimas, como catalizadores de origen proteico, son producidas en todos
los sistemas biolégicos haciendo posible un gran nimero de reacciones quimicas
especificas, siendo las responsables de la regulacion de todas las actividades
sintéticas y metabdlicas de la célula (Rodriguez, 1999). Cada enzima es especifica
para un determinado sustrato debido a la capacidad que tiene de reconocer cierto tipo
de enlaces. Las enzimas proteoliticas, objeto de este estudio, catalizan la hidrdlisis de
enlaces peptidicos, permitiéndole al organismo degradar la proteina del alimento que
consume. Los productos de la degradacion de las proteinas del alimento, los
aminoacidos, son asimilados con el fin de ser utilizados por el organismo como
componentes estructurales permitiendo el crecimiento del mismo (Eckert et al.,
1990).

En la actualidad, el estudio de las enzimas pertenecientes a la clase serin-
proteasas se ha intensificado puesto que estas enzimas participan en varios procesos
fisiologicos importantes como son los procesos digestivos y de degradacion fisiologica
de proteina funcional, la coagulacion sanguinea, la inmunidad celular, la fibrindlisis, la
fertilizacion y el desarrollo embrionario (Krem y Di Cera, 2002). Varias de estas
funciones, en particular la coagulacién sanguinea y la degradacién de la proteina del
alimento, estan mediadas por proteasas que participan en la regulacién de la actividad
celular (Dall et al., 1990; Whitaker, 1994).

Los primeros estudios de enzimas digestivas se realizaron a comienzos del siglo
XX con la descripcién de las enzimas secretadas por el pancreas en vertebrados y por
la glandula digestiva (hepatopancreas) de insectos y crustaceos, como las
responsables de la hidrolisis de nutrientes poliméricos en el alimento (Gibson vy
Barker, 1979). En los afnos sesentas se iniciaron varios estudios sobre el aislamiento,
caracterizacién y evolucion de las enzimas digestivas como tripsina y quimotripsina en

invertebrados, mostrando que la mayoria de las especies de invertebrados, incluyendo



terrestres y acuaticos (ya sea de agua dulce o marinos) cuentan con enzimas tripsina 6
tipo-tripsina en sus tubos digestivos (Ryan, 1965; Keil et al., 1968; Arnon y Neurath,
1969; Pfleiderer et al., 1970). Estudios sobre la filogenia de tripsinas y tripsinégenos
en vertebrados e invertebrados han proporcionado algunas pistas sobre la evolucion de
esta familia de proteinas (Roach et al., 1997). El alto grado de similitud observada en
la estructura tridimensional de las tripsinas en diferentes especies incluyendo las
bacterias, sugiere que las tripsinas surgieron millones de anos antes de la divergencia

de vertebrados e invertebrados (Arnon y Neurath, 1969).

Biotecnologia: uso y aplicacion de las enzimas

Las enzimas, al ser las Unicas moléculas con capacidad de biotransformacion,
resultan herramientas de gran interés en areas biolégicas de relevancia como la
biotecnologia (Whitaker, 1994; de Albuquerque-Cavalcanti et al., 2001). Los
catalizadores biologicos, como las enzimas, suelen ser atractivos para procesos
industriales dada su alta especificidad para transformar un substrato, la eficiencia
catalitica, el incremento de la tasa de reaccion y la especificidad que presentan por la
reaccion (Garcia-Carreno y Navarrete del Toro, 1997; Mars et al., 1999). En ciencia y
tecnologia de alimentos, las enzimas han sido importantes en diferentes formas: (1)
en la produccién, procesamiento (biotransformacién) y almacenamiento de materia
prima, (2) en nutricion, durante los procesos de ingestion, digestion y asimilacién del
alimento y (3) como herramientas analiticas (Reed, 1993; Diaz Lépez y Garcia
Carreno, 2000).

Las enzimas proteoliticas son un grupo de enzimas importantes puesto que
presentan un uso comercial muy amplio (Garcia-Carreno, 1991). La mayoria de las
termo-proteasas son del tipo serina y son estables a altas temperaturas. A su vez, las
serin-proteasas son enzimas muy resistentes a la desnaturalizacién por detergentes y a
condiciones alcalinas, por lo tanto se pueden usar como aditivo en detergentes

domésticos. Las aplicaciones de estas enzimas en la industria de los alimentos van



desde la produccion de queso y su maduracion, modificacion de la proteina de soya,
como ablandadores de carne, hasta la modificacién de las propiedades proteicas de
cereales en la produccién de pan y cereales (Whitaker, 1994; Suarez et al., 2002).
Por todas las razones antes mencionadas estas enzimas han sido objeto de un
sinnlmero de estudios en organismos vertebrados e invertebrados (Suarez et al.,
2002).

Il. Regulacion de la sintesis enzimatica
Inductores y efectores

La respuesta fisioldgica de un organismo a cambios ambientales de corto plazo
esta dada por una serie de procesos que ocurren a escala celular 6 subcelular,
ajustando las cantidades o tipos de macromoléculas presentes en las células. Los
factores del medio que influyen directa o indirectamente en el metabolismo celular
afectaran al organismo “in toto”. Cada factor cambiante en el medio actla como
inductor y es detectado por el organismo por medio de un sensor (normalmente
células nerviosas sensoriales), el cual a su vez envia senales al 6rgano controlador
(sistema nervioso), quien ajusta la actividad del 6rgano efector por medio de una
respuesta, ya sea temprana de tipo nervioso 6 tardia de tipo hormonal (Hochachka y
Somero, 1984). Este esquema general de control de las respuestas fisioldgicas le
permite al organismo adaptarse a un ambiente cambiante, de tal forma que pueda

sobrevivir y perpetuarse (Eckert et al., 1990).

Adaptacion enzimatica
Las enzimas son moléculas que se encuentran reguladas respondiendo al
sistema de control general antes mencionado, estas tienen como funcion principal la

catélisis de reacciones quimicas, sin embargo, la mayoria de ellas forman parte de



algiin mecanismo de control de la regulacion metabdlica (Hochachka y Somero,
1984). La adaptacion enzimatica esta definida como la variacién en la cantidad y, por
lo tanto, en la actividad de las enzimas cuando los organismos son expuestos a
cambios externos capaces de modificar sus funciones metabdlicas (Hochacka vy
Somero, 1984).

Las enzimas proteoliticas digestivas son sintetizadas y secretadas al tracto
digestivo como respuesta al estimulo que produce el alimento ingerido, de donde se
asume que la maquinaria celular del tejido u érgano involucrado en esta funcion debe
ser sensible a dichas sefnales. De acuerdo a Garcia-Carrefo y Hernandez (1996), los
cambios en la actividad de las enzimas digestivas son inducidos cuando los
organismos son expuestos a estrés alimenticio, incluyendo alimentos inadecuados
nutricionalmente o alimentos que contienen factores antinutricionales. La actividad de
las enzimas en el tracto digestivo de cualquier organismo juega un papel clave en la
asimilacion de los aminoacidos provenientes de la proteina del alimento, y es por esto
que el entendimiento de los mecanismos de regulacion de la sintesis de estas enzimas
es de gran importancia para conocer la fisiologia bioquimica de la digestion (Olli et al.,
1994; Zambonino-Infante y Cahu, 1994; Muhlia-Almazan y Garcia-Carrenio, 2002;
Muhlia-Almazéan et al., 2003).

La cantidad de cualquier enzima presente en una célula puede ser regulada en
diferentes sitios y momentos (Hochachka y Somero, 1984). Estudios realizados tanto
en vertebrados como en invertebrados muestran la posible existencia de uno o varios
mecanismos de regulacién de la sintesis y secrecién de las enzimas proteoliticas.
Dichos mecanismos son especie-especificos y dependen del ciclo de vida, los habitos
alimenticios y el ambiente en el que se desarrollan los organismos (Tabla |) (Carreira
et al., 1996; Lehane et al., 1998; Secor y Diamond, 1998; Sahin-Téth, 2000; Secor,
2001, Garcia-Carrefio 2002).

Tabla I. Habitos alimenticios y niveles de regulacion de la sintesis de tripsina en
invertebrados.



Especie Habito Nivel de Tipo de Cita
alimenticio regulacion consumidor
Stomoxis Hematéfago Postranscrip- Infrecuente Moffat y Lehane,
calcitrans cional. 1990. Lehane et al.,
(mosca) Tripsindgeno 1998.
Aedes aegypti* Hematdéfago Traduccional. Infrecuente Noriega y Wells,
(mosquito) Tripsina 1999.
temprana.
Transcripcional
Tripsina tardia.
Anopheles Hematdfago Genes Infrecuente Muller et al., 1995.
gambiae * constitutivos e Vizioli et al., 2001.
(mosquito) inducidos.
Zimogenos
Blatella Omnivoro Post-traduccional. Anautdgeno Bennet y Owens,
germanica Tripsinégeno frecuente 1986. Holbrook et
(cucaracha) al., 2000. Maestro et
al., 2001.
Tineola Herbivoro Post-traduccional. Frecuente Ward, 1975.
bisselliella Formas activas
(polilla) asociadas con
vesiculas
Glossina Hematdéfago Traduccional. Infrecuente Yan et al. 2001.
morsitans Genes
morsitans* constitutivos.
(mosca)
Bombyx mori Herbivoro Post-traduccional. Frecuente Eguchi y lwamoto,
(gusano de seda) Formas activas 1982. Eguchiy
asociadas con Kuriyama, 1985.
vesiculas
Botryllus Filtrador Post-traduccional. Frecuente Muller et al., 1994;
schosseri Tripsinégeno Pancer et al., 1996.
(ascidia)
Pascifastacus Omnivoro Post- traduccional. Frecuente Hernandez et al.
Leniusculus Tripsindgeno 1999.
(langostino)
Penaeus Filtrador Transcripcional y Frecuente Klein et al., 1996.
vannamei post-traduccional. Sanchez-Paz, 2001.
(camaron)

Nota: * (Especies vectores de parasitos).

Estudios realizados en peces (Péres et al., 1998) y en el mosquito Aedes

aegypti (Noriega y Wells, 1999), han mostrado que factores internos, como los

genéticos y enddcrinos, y factores externos, como las propiedades cualitativas y



cuantitativas del alimento, son inductores en el sistema de regulacion de la sintesis
enzimatica. En mamiferos, se ha observado que los mecanismos especificos mediante
los que los componentes del alimento influyen en la sintesis de enzimas pancreaticas
especificas, pueden ser: (1) transcripcional, (2) postranscripcional y (3)
traduccional/postraduccional (Ayala y Kiger, 1984). Incluso, diferentes mecanismos
de regulacién pueden presentarse solos 6 combinados en cada especie (Xiong y
Jacobs-Lorena, 1995; Lehane et al., 1998; Noriega y Wells, 1999).

Expresion de genes: un mecanismo complejo

Existen genes que pueden ser expresados diferencialmente, tanto en tiempo
como en espacio; estos son la base del proceso que lleva a una simple célula, a dar
origen a organismos con una extraordinaria variedad de tipos celulares (Blumberg e
Ispistia-Belmonte, 1999). EI mecanismo mas complejo de regulacion de la
concentracion de una enzima involucra los procesos de activaciéon y represién de
genes. El control genético de la sintesis de enzimas puede llevar a: (a) cambios en la
cantidad de una misma enzima, (b) cambios en los tipos diferentes de enzimas
presentes en la célula, y (c) cambios en la abundancia relativa de las variantes
enzimaticas (isoenzimas), que si bien catalizan la misma reaccién, tienen propiedades
cataliticas especificas (Hochachka y Somero, 1984).

Los mecanismos de control que actlan sobre la expresion de un gen son
mucho mas complejos en organismos eucariontes que en procariontes, siendo la
diferencia principal, la presencia de un nlcleo rodeado por una membrana que
presentan los eucariontes (Lewin, 1994). El inicio de la transcripcion es el mecanismo
de control mas importante en la expresion de genes eucariontes. La transcripcion de
una secuencia de ADN a ARN mensajero (ARNm) es la respuesta a una sefnal quimica
especifica (Hochachka y Somero, 1984). Existen factores especificos que ejercen
control sobre la transcripcion de un gen, estos incluyen elementos promotores dentro

de la secuencia de ADN de un gen dado, la presencia 6 ausencia de secuencias



facilitadoras que promueven la actividad de la ARN polimerasa, y la interaccion entre
proteinas activadoras 6 inhibidoras multiples (Cowell, 1994).

En eucariontes, el procesamiento y modificacion de los transcritos es un
mecanismo conocido como maduracién, y es otra forma de regulacién en la sintesis
de una enzima. Los ARN mensajeros deber ser poliadenilados, y los intrones deben
ser adecuadamente removidos por enzimas especificas (Lewin, 1994). Una vez
maduro, el ARNm debe salir del nlcleo para poder ser traducido en proteina (Darnell,
1982). A diferencia de los ARNm procariontes cuya vida media es de 1 a 5 min, los
ARNm eucariontes son mas estables, lo que les permite una tasa de transcripcién
mayor (Lewin, 1994).

La mayoria de las hidrolasas de proteina son sintetizadas como isoformas
(isoenzimas), como es el caso de la tripsina, colagenasa y catepsina-L en el camarén
(Klein et al. 1996; Sellos y van Wormhoudt 1992). Cada isoforma posee diferentes
propiedades cinéticas, diferente afinidad por el sustrato y es codificada por genes
diferentes como en el caso del bacalao Gadus morhua, el mosquito y otras especies de
insectos (Male et al., 1995; Noriega y Wells, 1999; Zhu y Baker, 1999). A su vez, se
ha observado que diferentes enzimas pueden estar activas en diferentes tejidos, como
ocurre en el camaron blanco Penaeus vannamei, en cuya glandula digestiva existen
varias tripsinas activas, diferentes a aquellas expresadas en tejido muscular (Klein et
al.,, 1998; Muhlia-Almazan y Garcia-Carreno, 2002). Ademas, en organismos
vertebrados, incluyendo la rata y el humano, se ha reportado la existencia de varias
familias de multi-genes que codifican para tripsina; en rata se han encontrado cuando
menos 10 genes codificantes de tripsina (Zwilling y Neurath, 1981; Craik et al.,
1984).

En algunas especies de insectos la organizacion del sistema y proceso
digestivos ya ha sido descrita. Los habitos alimenticios de estos organismos han sido
correlacionados con la fisiologia, anatomia y bioquimica de la digestién, sobretodo en
algunas especies que son vectores de parasitos causantes de enfermedades en el

humano (Tabla I). El prototipo de la digestion muestra, ademas, una relacion con la



posicion filogenética de cada grupo, y puede ser utilizado para establecer relaciones
evolutivas entre especies segln sugirié Terra (1990). El sistema y procesos digestivos
de la hembra del mosquito A. aegypti ha sido uno de los mejor descritos: el modelo es
un complejo mecanismo de regulaciéon de genes, el cual estd controlado,
enddgenamente por hormonas y exdgenamente por la ingesta de sangre. La tripsina es
la endopeptidasa con mayor actividad en la glandula digestiva del mosquito. Dos
isoformas, la tripsina temprana y la tardia, son sintetizadas en dicha glandula y la
cantidad y presencia de cada una varian después de la ingesta (Barrillas-Mury et al.,
1991, Barrillas-Mury y Wells, 1993; Kalhok et al., 1993). La tripsina temprana que
es sintetizada en su forma activa y en pequenas cantidades, aparece entre 4 y 6 h
después de la ingesta siendo responsable de la primera fase de la actividad tripsina.
La actividad de esta enzima es la sefal que activa la sintesis de la tripsina tardia, que
es la principal endoproteasa responsable de la digestion de la proteina ingerida y, por
lo tanto, se sintetiza en mayor concentracién y aparece aproximadamente 12 h
después de la ingesta de alimento (Graf y Briegel, 1989; Noriega et al., 1994;
Barillas-Mury et al., 1995). La concentracion de ARNm de ambas tripsinas también
es variable. EI ARNm de la tripsina temprana se transcribe bajo el control de la
hormona juvenil inmediatamente después de que el adulto emerge (Noriega et al.,
1997; Edgar et al., 2000). Después de la ingesta de sangre se inicia la traduccion, y
hay una disminucién del ARNm de tripsina temprana, manteniéndose en baja
concentracion durante los dos dias siguientes (Noriega et al., 1996). Se ha sugerido
que este tipo de regulacién le permite al mosquito evaluar la calidad y cantidad de
proteina de la ingesta por medio de la protedlisis de la tripsina temprana. Algunos
aminoacidos especificos liberados durante esta primera (y limitada) etapa de la
digestion, son el disparador de la transcripcion de la tripsina tardia, que a su vez es

responsable de la digestion de la proteina del alimento (Noriega y Wells, 1999).

Los modelos y mecanismos hasta ahora descritos tanto en vertebrados como

en invertebrados demuestran que el control genético de la concentracion de enzimas



tiene ventajas y desventajas. La activacion/represion de un gen es una forma efectiva
de cambiar las concentraciones de una enzima por una via altamente especifica. Sin
embargo, en células eucariontes, la activacion de un gen suele ser un proceso que
lleva horas. En contraste, los cambios ambientales a los que puede estar sujeto el
organismo pueden ocurrir en un orden de segundos é minutos, de donde se esperaria
que los procesos de adaptacién bioguimica de un organismos se dieran en tiempos
reducidos (Hochachka y Somero, 1984).

Participacion hormonal: un efector de importancia

El efecto que provoca un estimulo a lo largo de un conjunto de fibras nerviosas
causa la liberacibn de una serie de mensajeros quimicos Yy reguladores
(neurotransmisores y/o hormonas) que pueden ser liberados ya sea por tejido nervioso
0 por tejido enddcrino no-neural. Las hormonas, que pueden ser de origen peptidico 6
esteroideo, juegan un papel muy importante en los mecanismos de regulacién de los

sistemas bioldgicos, incluyendo el proceso digestivo (Eckert et al., 1990).

El estudio de vertebrados incluyendo la rata, bovinos y al humano ha
permitido, dadas sus caracteristicas e importancia, un avance constante y dirigido en
la descripcion de los mecanismos que regulan la sintesis de enzimas digestivas y la
participacion de moléculas neurotransmisoras y hormonas. La cascada de activacion
de las hidrolasas digestivas ya ha sido descrita (ver apartado posterior: zimégenos), al
igual que la participacion de algunas hormonas (Krem y Di Cera, 2002). Sin embargo,
en los invertebrados son aln pocos los estudios y modelos descritos aunque se han
identificado células enddcrinas, en particular neurosecretoras (Eckert et al., 1990). En
vertebrados, existen reportes que sugieren que tanto la ingestién como la digestion son
procesos regulados por neurotransmisores y neuromoduladores (Katsuura et al., 2002)
y una serie de moléculas han sido relacionadas con la sintesis y secrecion de las

enzimas digestivas de estos organismos (Tabla Il).

Tabla Il. Moléculas asociadas a la regulacion de la sintesis de enzimas digestivas
proteoliticas en el pancreas de vertebrados.
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Molécula

Lugar de Secrecion

Funcion

Colecistoquinina
(CCk)

Gastrina

Secretina

Péptido vasoactivo
intestinal (VIP)

Polipéptido
pancreatico (PP)

Polipéptido
inhibidor gastrico
(GIP)

Bombesina (BN)

Secretina

Somatostatina

Células enddcrinas del

duodeno. Neuronas del
tracto gastrointestinal y
SNC.

Células enddcrina de la
mucosa intestinal y
neuronas.

Células enddcrina de la
mucosa del duodeno y
neuronas.

Células endocrinas
gastrointestinales y células
del SNC.

Células F de las isletas
pancreaticas y neuronas.

Células del duodeno y
yeyuno.

Células endocrinas
gastrointestinales y
neuronas.

Células enddcrinas de la
mucosa del duodeno y
neuronas.

Células endocrinas
gastrointestinales y
neuronas.

Secretada después de la ingestion de alimento.
Péptido gastrointestinal (33 residuos), regulador
hormonal que estimula la secrecién de enzimas
digestivas en el pancreas y actta en el control de la
ingestion.

Hormona liberada por estimulos quimicos, reflejos
nerviosos y presencia de bombesina. Estimula la
secrecién de protones y enzimas pancreéticas y es
competitivamente inhibida por CCk.

Péptido hormonal (27 residuos), liberado por la
acidificacién del intestino que estimula la secrecién
de pepsina y jugo biliar e inhibe la secrecion gastrica
acida.

Neuropéptido (28 residuos). Liberado por la
presencia de acido clorhidrico y lipidos que estimula
la vasodilatacion de la vascularizacién esplacnica.

Neuropéptido (36 residuos) que inhibe la secrecién
pancreética exdgena, modula la secrecion géstrica
acida y regula la ingestion de alimento.

Neuropéptido (42 residuos) que es liberado en
presencia de azlcares, &cidos grasos y aminoacidos
(Leu y Trp), estimula la liberacion de insulina e
inhibe la secrecién de acidos gastricos.

Neuropéptido relacionado con el control de la
ingestion de alimento. Estimula la secrecién directa
de CCk en presencia de iones Ca?*y gastrina e
inhibe el vaciado géstrico.

Péptido hormonal (27 residuos), estimula la
secrecién pancreatica e inhibe la secrecion gastrica
acida. Es liberada en respuesta a la acidificacién del
intestino.

Péptido de 26 aminoécidos que es liberado por la
ingestion de grasas, proteinas y azlcares. Inhibe la
secrecién de acidos gastricos y de pepsina.

Adaptado de Kitamoto et al., 1994; Snow, et al., 1994; Liddle, 1994 y 1997; Ladenheim et al., 1999; Merali et
al., 1999; Resch-Sedimeier y SedIimeier, 1999; Wei et al., 2000; Sitniewska, 2001; Henning et al., 2002;

Katsuura et al., 2002.

En los vertebrados, la colecistoquinina (CCk) es una hormona cuya liberacién

es estimulada por la ingesta de alimento, siendo los productos de la degradacion de

grasas y proteinas (conteniendo residuos Trp y Phe) los estimulantes mas potentes de

la secrecion de CCk (Liddle, 1997). ElI mecanismo especifico por el que el alimento

causa la secrecion de CCk no ha sido descrito aln, sin embargo, se han encontrado
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evidencias de la existencia de factores de liberacién endogenos (Snow et al., 1994).
Uno de ellos es el factor liberador sensible a tripsina (trypsin-sensitive releasing
factor), que es secretado en el Iimen del intestino y estimula la liberacién de CCk
(Miyasaka et al., 1989; Liddle, 1997).

Segln Lehane et al. (1995), la glandula digestiva de los insectos contiene
numerosas células enddcrinas putativas, sin embargo, no existe evidencia clara de que
la secrecion de estas células esté directamente relacionada con el control de la
actividad enzimatica de dicho o6rgano. La informacién hasta ahora descrita en
invertebrados sugiere la existencia de mecanismos de control hormonal tanto en la
expresién de genes como en la activacién directa de dichas enzimas (Harsman y
James, 1998; Resch-Sedimeier y Sedimeier, 1999). En insectos, algunas hormonas
han sido reportadas con capacidad de control en el inicio de la transcripcién de los
genes de enzimas (Harsman y James, 1998). Tal es el caso de la hormona juvenil
(JH) en las hembras de la cucaracha Leucophaea maderae y del mosquito A. aegypti,
en los que esta hormona da la senal indicadora de inicio del proceso reproductivo,
puesto que el estado adulto ha sido alcanzado. En el mosquito, el incremento de la
biosintesis de esta hormona (JH) es la sefnal de inicio de la transcripcién del gen de la
tripsina temprana y una vez que esta tripsina ha sido transcrita, un mecanismo
complejo se lleva a cabo para la digestién de la proteina del alimento ingerido, como
fue descrito anteriormente (Hammock, 1985; Noriega et al., 1996; Edgar et al.,
2000; Noriega et al., 2001).

La familia de neuropéptidos CCK-gastrina originalmente identificada s6lo en
mamiferos, parece tener representantes en todo el Phylum Chordata e incluso en
invertebrados. A pesar de que en algunas especies de insectos ha sido posible la
identificacion y purificacién de substancias de la familia CCk-gastrina, en el caso de
los crustaceos los esfuerzos de purificacion de estas han fallado y el conocimiento de
estas sustancias es aun muy limitado (Favrel et al., 1991; Resch-Sedimeier y
SedImeier, 1999).
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En varias especies de peneidos se ha propuesto la existencia de una regulacion
hormonal de la actividad de la tripsina. En 1983, Larson y Vigna, propusieron que
una hormona tipo CCk-gastrina aparecié en los invertebrados como un neuropéptido
que fue subsecuentemente usado por los vertebrados como un péptido regulador tanto
en el sistema nervioso, como en el sistema endocrino gastrointestinal, por lo que se
deberia esperar que la presencia de estas moléculas gastrointestinales en los
crustaceos fuera amplia. En 1989, van Wormhoudt et al., reportaron variaciones
cuantitativas post-prandiales en la concentracion de péptidos tipo CCk-gastrina
encontrados en la hemolinfa de las especies Penaeus japonicus y Penaeus stylirostris,
sugiriendo la participacion de estos péptidos en la estimulacion de la sintesis de

enzimas digestivas.

En el cangrejo Cancer magister, se han encontrado péptidos con estructura
similar a la secuencia de aminoacidos de la parte bioactiva C-terminal comun en
gastrinas y colecistoquininas. Existen reportes de inmunoreactividad positiva en tejidos
de crustaceos usando anticuerpos generados para la deteccion de CCk8 en mamiferos.
El reconocimiento de péptidos tipo CCk se ha reportado en tejidos neuronales como el
pedlUnculo ocular de Astacus leptodactylus y Palaemon serratus, en el sistema
nervioso estomatogastrico del cangrejo de roca Cancer borealis (Favrel et al., 1987;
Christie et al., 1995) y en tejidos no-neuronales como el estomago de Cancer
magister y P. serratus y la hemolinfa de algunas especies de peneidos (Larson y
Vigna, 1983; Favrel et al., 1987). Resch-SedIimeier y Sedimeier (1999) detectaron
en el langostino americano Orconectes limosus, actividad proteasa y amilasa en la
glandula digestiva después de un periodo de incubacién con CCk-8, gastrina, secretina
y bombesina. Estos resultados apoyan la propuesta de que los crustaceos poseen
factores endogenos similares a las hormonas de los vertebrados, cuando menos en lo
relacionado a los receptores de membrana que tienen la capacidad de reconocer a las
hormonas de vertebrados antes mencionadas. La funcion especifica de estas
hormonas en crustaceos se desconoce, aungue se acepta una relaciéon directa con la

digestion de alimento (Favrel et al., 1991; Resch-SedImeier y Sedimeier, 1999).
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Otros neuropéptidos con homologia a los de la familia CCk-gastrina son los
llamados sulfaquininas, estos fueron descritos como una familia de péptidos que
habian sido encontrados sélo en insectos, y cuya funcién parece estar relacionada,
entre otras, con el control de la ingestién y digestién del alimento, actuando como
hormonas, moduladores o transmisores (Wei et al., 2000; Maestro et al., 2001). La
presencia de péptidos de la familia de las sulfaquininas se ha reportado en insectos
como la mosca Calliphora vomitoria (Duve et al., 1995), la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster (Nichols y Lim, 1996), la langosta del desierto Schistocerca
gregaria (Wei et al., 2000) y la cucaracha alemana Blatella germanica (Maestro et
al., 2001), entre otros. Estos péptidos han sido detectados por medio de anticuerpos
6 por analisis dot-blot en células nerviosas y no-nerviosas. En especies como la mosca
D. melanogaster, estas moléculas se encuentran en células de tejidos nerviosos
(Nichols y Lim, 1996). Sin embargo, en otras especies, la distribucion de estas
células esta limitada a sélo unos cuantos pares neuronales como en la mosca C.
vomitoria (Duve et al., 1994 y 1995) y en el camardn Penaeus monodon (Johnsen et
al., 2000).

La similitud de la estructura de las sulfaquininas con los péptidos de la familia
CCk-gastrina y el alto porcentaje de correspondencia entre sus secuencias C-
terminales, son los argumentos que han permitido a autores como Nachman et al.,
(1991) y Maestro et al., (2001) sugerir que ambos grupos de péptidos son homdlogos
(presentan un mismo origen), que estan involucrados en los mecanismos que regulan
la alimentacién y que se han conservado durante la evolucion de insectos y
vertebrados. Sin embargo, para otros autores existen diferencias importantes en la
secuencia del tetrapéptido C-terminal His-Met-Arg-Phe-NH, de las sulfaquininas 'y Trp-
Met-Asp-Phe-NH, de gastrina y colecistoquinina, las cuales aunadas a las diferencias
en el nimero de células que expresan los genes de sulfaquininas entre especies, y a la

reaccién positiva (poco especifica) de una serie de tejidos en insectos hacia
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anticuerpos CCK-gastrina de mamiferos, sugieren la ausencia de homologia entre
ambas familias de péptidos (Duve et al., 1994 y 1995).

Johnsen et al. (2000) purificaron tres nuevos miembros de la familia de las
sulfaquininas a partir de un extracto del sistema nervioso central del camardn P.
monodon. Estudios inmunocitoquimicos con anticuerpos anti-sulfaquininas han
mostrado en crustaceos un patrén de distribucién neuronal de estas substancias muy
limitado asi como en algunas especies de insectos como la mosca C. vomitoria,
sugiriendo que las sulfaquininas son substancias neurotransmisoras 0
neuromoduladoras que conectan al cerebro con los ganglios toracico y abdominal
(Duve et al., 1994; Johnsen et al., 2000). Sin embargo, en crustaceos aln se
desconoce la relacion de estos péptidos con la fisiologia del aparato digestivo, como
ya ha sido demostrado en ensayos in vitro para las sulfaquininas de insectos

ortopteros (Maestro et al., 2001).

Zimodgenos e inhibidores: dos mecanismos de regulacion post-traduccional

Una vez que el ARNm maduro de una proteina sale del ntcleo celular, debe ser
traducido para convertirse en una proteina (Hochachka y Somero, 1984). El inicio de
la traduccion es otro mecanismo de regulacion de la sintesis de proteinas. Debido a
que las secuencias de ARNm presentan codones de inicio en su extremo 57, la
habilidad de los ribosomas para traducir un codéon AUG (de inicio) puede afectar la
expresion del gen (Cowell, 1994). Otro tipo de modificaciones pueden ocurrir después
de la traduccion (post-traduccional). Estas se llevan a cabo en la proteina ya
sintetizada y suelen ser necesarias para que la proteina sea funcional. Estas
modificaciones incluyen la glicosilacion, acetilacion, formacion de puentes disulfuro, e
incluso la activacion de los zimégenos (Lewin, 1994).

En el caso especifico de las enzimas proteoliticas, se han reportado dos

mecanismos importantes de regulacién post-traduccional para adquirir y regular la
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actividad catalitica: la sintesis de enzimas en forma de zimogenos y la presencia de
inhibidores de dichas enzimas (Garcia-Carrefio, 1992).

Debido a la necesidad que presentan todos los organismos de digerir
macromoléculas exdégenas sin destruir constituyentes similares endogenos,
especialmente en los vertebrados (Kitamoto et al., 1994), se ha observado una
cascada de activacion de hidrolasas que convierte los zimdgenos pancreaticos en
enzimas activas en el limen del intestino (Fig. 1). La enteropeptidasa o enteroquinasa
es una serin-proteasa intrinseca de la membrana de los enterocitos del intestino
proximal. Este es el activador fisiolégico del zimégeno de la tripsina 6 tripsinégeno,
pues elimina el péptido de activacion N-terminal para producir tripsina activa, quien a
su vez, usando el mismo mecanismo, activa a otros zimégenos pancreaticos (Light y
Janska, 1989; Yuang et al., 1998; Zamolodchikova et al., 2000; Fig. 1). Tanto las
secuencias del péptido senal y del péptido de activacién, como el mecanismo de
activacion de las proteasas pancreaticas es conservado en vertebrados y la aparente
necesidad de activacion de la pro-enteropeptidasa sugiere la existencia de otra
proteasa activadora (Kitamoto et al., 1994).

Zamolodchikova et al. (2000) sugieren un nuevo esquema de la cascada de
activacion de las proteasas digestivas (Fig. 1). Estos autores reportaron una nueva
enzima de la clase de las serin-proteasas en el duodeno de bovinos: la duodenasa.
Esta enzima parece ser el activador primario de la proenteropeptidasa v,
aparentemente, permite mantener una cierta concentracion de enteropeptidasa activa
en el duodeno, a partir del cual se da la activacion del tripsindgeno y las demas
enzimas proteoliticas cuando se ha ingerido alimento. La presencia de enteropeptidasa
en invertebrados se reduce a un solo reporte (Vundla y Whitehead, 1985), en el que
se detectd en el intestino de la mosca Glossina morsitans, sin embargo, ninguna

evidencia posterior ha confirmado su existencia.
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Figura 1. Cascada de activacion de enzimas

hidrolasas en vertebrados (Zamolodchikova et al., 2000,
modificado por Garcia-Carrefio y Muhlia-Almazan, 2002).

Como ya se menciono, la tripsina es sintetizada como un precursor inactivo 6
zimégeno (Carreira et al., 1996). En la mayoria de las especies estudiadas, los
zimégenos se almacenan en glébulos intracelulares hasta que son activados-
secretados al limen intestinal para la digestién de la proteina del alimento. La forma
activa de la tripsina es el resultado del corte y remocién de un péptido altamente
cargado en el extremo amino del zimégeno, este corte especifico se da entre los
residuos lisina/arginina e isoleucina (Male et al., 1995). El nuevo residuo amino-
terminal (llel6) se pliega hacia una bolsa formando un puente con Aspl194, lo cual
resulta en un cambio en la conformacion del dominio de activacién creando el sitio de

union de la enzima con el sustrato (Pasternak et al., 1999).

La tripsina es una enzima de importancia fisiolégica particular debido a las
caracteristicas que la distinguen de las demas serin-proteasas pancreaticas: (1)
especificidad por residuos L-arginina y L-lisina y (2) capacidad de activar otros

zimobgenos pancreaticos, siendo su activacion el primer paso de una serie de
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reacciones consecutivas o en cascada en la digestion de proteina del alimento
(Neurath, 1984; Fletcher et al., 1987). Hasta 1980, se desconocia la existencia de
zimoégenos en especies de invertebrados. La ausencia de zimogenos y la sintesis de
tripsina en su forma activa en la glandula digestiva de especies como la polilla Tineola
bisselliela (Ward, 1975), el gusano de seda Bombix mori (Eguchi y lwamoto, 1982;
Eguchi y Kuriyama, 1985) y el mosquito A. aegypti (Barillas-Mury et al. 1991),
sugerian que en los insectos el control de la actividad de las proteasas digestivas,
dada la ausencia de formas inactivas, estaba dado por mecanismos de control
diferentes a los de los vertebrados (Terra y Ferreira, 1994). Posteriormente, algunos
reportes sugirieron la existencia de zimdgenos en algunas especies de insectos, dada
la importancia de su funcién en vertebrados. En 1990, Moffat y Lehane reportaron la
existencia de una tripsina almacenada como zimoégeno inactivo en la glandula
digestiva de la mosca Stomoxis calcitrans. Posteriormente, Lehane et al. (1998),
reportaron dos zimégenos de tripsina sintetizados en la zona opaca de dicha glandula
de la misma especie, que son activados después de la ingesta de sangre. En algunas
especies de insectos como el barrenero Rhizopertha domenica y la mariposa de la
India Plodia interpunctella, se han clonado y secuenciado los ADNs complementarios
de tripsinégenos putativos, y las secuencias de aminoacidos deducidas han sido
comparadas con las de algunas especies de vertebrados (Zhu y Baker, 1999; Zhu et
al., 2000), de donde se sugiere la existencia de zimogenos en varias especies de

insectos.

En crustaceos, Klein et al. (1996) reportaron la secuencia de un tripsinégeno
putativo de la glandula digestiva del camarén blanco P. vannamei. Posteriormente,
Hernandez et al. (1999) reportaron el aislamiento del tripsindgeno de la glandula
digestiva del langostino Pacifastacus leniusculus. Sin embargo, a pesar de los
esfuerzos realizados para aislar y purificar dicha molécula en crustaceos, los

resultados no han sido exitosos.
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Se han observado diferencias importantes entre los tripsindgenos de
vertebrados y tripsindgenos putativos de invertebrados. La secuencia completa de los
tripsindgenos de camaron y langostino es mas larga que en vertebrados (Klein et al.,
1996; Hernandez et al.,, 1999). EI camarén blanco P. vannamei y el tunicado
Botryllus schlosseri no muestran identidad de secuencia del péptido de activaciéon con
el de vertebrados, lo cual sugiere mecanismos de activacion diferentes (Klein et al.,
1996; Pancer et al., 1996). Otra diferencia reside en el nimero de residuos Cys y en
consecuencia, en el nimero de puentes disulfuro que muestra la molécula activa. En
el tripsinégeno de vertebrados (bovinos, porcinos y peces), existen 12 residuos Cys
que forman 6 puentes disulfuro (Fletcher et al., 1987), mientras que en el langostino
P. leniusculus sb6lo se observan 6 residuos Cys formando 3 puentes disulfuro
(Hernandez et al., 1999). En el caso del mosquito A. aegypti (Kalhok et al., 1993), la
mosca hemotdfaga S. calcitrans (Lehane et al., 1998) y el camarén P. vannamei
(Klein et al., 1996), se han observado 8 residuos Cys, de donde se ha propuesto que
la diferencia en el nimero de residuos de cisteina esta relacionada a la temprana
separacion entre vertebrados e invertebrados en el curso evolutivo (Titani et al.,
1983), y pudiera asumirse, que el ancestro comin de estas moléculas pudiera tener
el mismo numero de puentes disulfuro y en la misma posicidon que en cualquiera de
las secuencias de tripsina reportadas en vertebrados (De Haen et al., 1975). Tanto en
invertebrados como en vertebrados se han observado las dos formas de tripsina:
anidnica y cationica, aunque se sabe que la presencia de estas formas es especie-
dependiente en invertebrados (Ward, 1975; Fletcher et al., 1987; Pancer et al.,
1996).

En el caso de la quimotripsina, también se ha reportado la presencia de
zimégenos en algunas especies de insectos. En la palomilla Manduca sexta, la
secuencia de aminoacidos deducida de la quimotripsina muestra una secuencia senal
putativa de 17 residuos y un péptido de activacion de 41 residuos, indicando que esta

enzima también es sintetizada en forma de zimégeno (Peterson et al., 1995).
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Los inhibidores de proteasas también se encuentran involucrados en los
mecanismos de regulacion en los organismos (Horler y Briegel, 1997). Se ha descrito
y propuesto la presencia de una serie de inhibidores en mamiferos, como un
mecanismo que controla la actividad enzimatica evitando la activacion espontanea de
las enzimas, con el fin de prevenir la hidrolisis no deseada de componentes proteicos
intracelulares (Graf et al., 2000). En el pancreas de las ratas se ha reportado un
mecanismo de autoproteccion contra la actividad tripsina mediante la sintesis y
secrecion paralela de un inhibidor de tripsina de secrecién pancreatica (PSTI), el cual
es capaz de neutralizar la tripsina en circunstancias normales.

En insectos se han reconocido una serie de inhibidores con diversas funciones
desde inhibidores contra proteasas de hongos patégenos (Eguchi et al., 1994), hasta
aquellos que se encuentran en varias especies de mosquitos de los géneros Aedes
spp. y Anopheles spp. que no son soélo inhiben tripsina, sino también quimotripsina.
Estos inhibidores parecen estar involucrados en la cascada de activacion de la

fenoloxidasa (Horler y Briegel, 1997).

En crustaceos la informacién es escasa, sin embargo, recientemente se ha
reportado el aislamiento de un inhibidor de tripsina de la glandula digestiva de P.
vannamei (Garcia-Carreno, 1998). De igual forma, también se ha reportado la
existencia de este inhibidor en otras especies del género Penaeus spp., (de
Albuquerque-Cavalcanti et al., 2002). Haciendo analogia con modelos mejor
conocidos, como la rata o el humano, se espera que estos inhibidores inhiban a

tripsinas de la misma especie y de especies cercanas.

La proteina del alimento: un inductor con respuestas multiples

El incremento en la tasa de sintesis o secrecién de una enzima causado por la
interaccion directa de las células productoras de enzimas digestivas con alguno de los
elementos del alimento se conoce como un mecanismo prandial (Lehane et al.,

1995). Los reportes sobre cambios en la sintesis de enzimas proteoliticas y los
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mecanismos de regulacién, inducidos tanto por la ingesta del alimento como por la
variacién en el contenido de los elementos que forman dicho alimento, son numerosos
sobretodo en modelos como la rata y el humano (Giorgi et al., 1985, Corring et al.,
1989; Le Huerou- Luron et al. 1993; Lhoste et al., 1994; Rodriguez et al., 1994,
Péres et al., 1998; Noriega y Wells, 1999). El estimulo que provoca el cambio del
alimento es capaz de inducir respuestas adaptativas muy variadas; desde la expresion
genética hasta el incremento o disminucion de la sintesis y/o activacion de una serie
de moléculas interrelacionadas en el proceso digestivo. Una de las respuestas mejor
conocidas a la presencia de alimento en el tracto digestivo de vertebrados es la
respuesta hormonal. En 1997, Yamada et al. sugirieron que la transcripcién de los
genes de la gastrina y colecistoquinina en el pancreas y tracto digestivo de las ratas
esta regulada por la ingesta de alimento con cierto contenido de proteina. Sin
embargo, el efecto que provoca el cambio del contenido de proteina del alimento en
los organismos, también se ha demostrado para enzimas e incluso inhibidores de
estas enzimas.

En 1984, Wicker et al. reportaron una relacién positiva entre la biosintesis
proteica y el contenido de ARNm de amilasa y serin-proteasas (quimotripsinégeno,
tripsindgeno y proelastasa) en ratas tratadas con alimentos de alta y baja
concentracion de proteina, concluyendo que el control de la sintesis de estas enzimas
es pre-traduccional. Posteriormente, estos hallazgos fueron apoyados por los estudios
de Giorgi et al. (1985) y Carreira et al. (1996) quienes reportaron que el cambio en la
proteina del alimento afecta la concentracién de ARNm del gen del quimotripsinégeno
y, en especial, del gen del tripsindgeno, reforzando la idea de un control pre-
traduccional en la sintesis de estas enzimas y mostrando que la expresion de los genes
de ambas no es afectada en la misma medida ni con la misma sensibilidad.

La secrecién de las enzimas proteoliticas del pancreas es proporcional, o al
menos muestra una respuesta en el hombre, a la cantidad de nitrégeno alimentario 6,
en la rata, a la cantidad de nitrégeno ingerido oralmente (Gorell y Gilbert, 1979;
Corring et al., 1989; Lee et al., 1998). Sin embargo, segln Lhoste et al. (1994) en el
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pancreas de la rata ademas del contenido de proteina en el alimento, la naturaleza de
la proteina también es un factor que provoca cambios en la sintesis de enzimas
pancreaticas. Graf et al. (2000) reportaron que el incremento en el contenido de
proteina del alimento, provoca no sélo el incremento en la sintesis de enzimas
pancreaticas, especificamente del tripsindgeno, sino también provoca cambios
paralelos en la sintesis del inhibidor de tripsina (PSTI), debido al dafno potencial que
la activacién espontanea del tripsindgeno puede provocar al organismo. De acuerdo a
lo anterior, en el pancreas de la rata el control sobre la sintesis de enzimas digestivas
inducido por la cantidad de proteina del alimento se puede dar en varios niveles. Se
han observado cambios a nivel pre-traduccional, ya sea en la transcripcion y/o la vida
media del ARNm de estas enzimas, y cambios a nivel post-traduccional en la sintesis
de zimdgenos e inhibidores especificos de estas enzimas.

En invertebrados, un ejemplo de la induccion de cambios en la sintesis de
enzimas proteoliticas en el sistema digestivo por la proteina del alimento es la sintesis
de tripsinas y quimotripsina en el mosquito A. aegypti. Como ya se menciono, la
sintesis y activacion de ambas tripsinas depende de la ingesta de sangre y el
contenido proteico de esta. En esta especie la sintesis de quimotripsina ha mostrado
en esta especie un mecanismo de regulacion diferente al de otras endoproteasas
(Jiang et al., 1997). De manera semejante al mecanismo de la tripsina temprana, el
gen de la quimotripsina se transcribe al inicio de la vida adulta del organismo. La
concentracion de ARNm alcanza su maximo antes de la ingestion de sangre, y la
proteina no es traducida hasta que se da la ingesta. A diferencia de la tripsina
temprana, la concentracion de ARNm permanece constante durante la digestion (Jiang
et al., 1997). La induccion de la sintesis y actividad de la quimotripsina por efecto de
la ingesta de sangre ha sido también reportada en Anopheles gambiae (Horler y
Briegel, 1997; Muller et al., 1995).

En crustaceos peneidos también se han reportado cambios post-prandiales en
la sintesis enzimatica de la glandula digestiva, y cuando los organismos son

alimentados con alimentos con diferente concentracion proteica (Lee et al., 1984; Le
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Moullac, 1994; Le Moullac et al., 1996; Ezquerra et al., 1999; Cérdova-Murueta y
Garcia-Carreno, 2002; Muhlia et al., 2003). La presente investigaciéon hace un
analisis y proporciona datos adicionales a los ya reportados en peneidos, en un

apartado posterior de este texto.

I1l. Crustaceos

Investigacion, avances e importancia

Los crustaceos han sido tradicionalmente importantes para bidlogos,
pescadores, tecndlogos en alimentos y consumidores. Actualmente, con la creciente
demanda de alimentos obtenidos a partir de estos organismos, los crustaceos son
cada vez mas importantes para acuicultores e investigadores que estudian aspectos
relacionados con los procesos biolégicos que afectan a los cultivos de las especies

comerciales, como lo es la nutricién.

La importancia econémica de los crustaceos como recurso de alto valor en el
mercado internacional, la diversidad de especies susceptibles de ser cultivadas y la
diversidad de habitats, conductas, patrones de migracién y habitos alimenticios, entre

otros, hacen de este grupo de organismos un objeto de estudio de alto interés.

El camarén como modelo de estudio
La mayoria de los estudios sobre enzimas digestivas de invertebrados se

concentran en insectos drosofilicos, algunas especies no drosofilicas (Lehane et al.,
1995; Noriega y Wells, 1999; Sitniewska, 2001; Krem y Di Cera, 2002), y algunas
especies de moluscos y crustaceos (Titani et al., 1983; Klein et al., 1996; Garcia-
Carreno et al., 1994, Serviere et al., 1997), siendo estos Gltimos el objeto de estudio

de la presente investigacion.

A pesar de la amplia diversidad de especies que comprenden los invertebrados,
s6lo algunos modelos han sido estudiados, ya sea por las caracteristicas biologicas
que presentan, el acceso a las muestras, la facil manipulacién o por la importancia

médica de ciertas especies al ser vectores de enfermedades infecciosas para animales
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o plantas. Sin embargo, el estudio de la fisiologia de algunos procesos metabdlicos
importantes como es el caso de la digestion y la regulacion de la sintesis enzimatica,
requiere de modelos que cubran algunas caracteristicas importantes. Aquellas
especies que presentan estructuras o respuestas exageradas permiten evaluaciones
experimentales con resultados mas claros. De aqui que la frecuencia de alimentacién
de un organismo, asi como el tiempo que le lleva a éste digerir el alimento, permiten
en mayor o menor medida, la evaluacién de las respuestas post-prandiales, ya sean
modestas 6 extremas (Secor y Diamond, 1998). En el caso de los crustaceos, los
peneidos son el grupo mas estudiado y las especies que lo conforman son, en general,
consumidores frecuentes (cuando menos una ingesta por dia), de porciones pequenas
(equivalentes a solo un pequefo porcentaje de su peso corporal), lo cual implica que
el intestino esta constantemente lleno y como resultado se observan respuestas
regulatorias modestas. Sin embargo, los peneidos como modelos de estudio presentan
caracteristicas fisiolégicas poco comunes como: transformaciones ciclicas y
secuenciales que incluyen cambios morfoldgicos relacionados con la ontogenia (Lovett
y Felder, 1989; 1990), cambios en las tasas metabdlicas relacionados con consumo
de oxigeno (Rosas et al., 1995) y procesos fisiologicos como la muda. Todo esto hace
de estas especies un modelo de estudio complejo y singular, que comparado con otros
modelos de invertebrados marinos respecto a la disponibilidad de muestra, existencia
de informacién sobre la biologia basica, importancia econdmica, y posible existencia

de nuevos mecanismos de regulacion, los hace modelos de estudio de gran interés.

Las enzimas digestivas de los crustaceos

Los crustaceos, como todas las especies de artropodos, estan sometidos
ciclicamente a un periodo de muda 6 ecdisis durante el cual el organismo pierde el
exoesqueleto. Durante este proceso, el organismo, ademas de requerir una
considerable cantidad de energia, presenta periodos de alimentacién y periodos de
ayuno dependiendo del estadio en el que se encuentre. Debido a la pérdida del

exoesqueleto que implica la muda, los organismos pierden la capacidad de manipular
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e ingerir el alimento por periodos de hasta 120 h (Dall et al., 1990). La habilidad de
los organismos de crecer, sobrevivir y reproducirse bajo estas condiciones implica
flexibilidad en su fisiologia (Icely y Nott, 1992; Rodriguez et al., 1994).

Los efectos causados por la muda sobre la sintesis de enzimas digestivas no
han sido descritos a profundidad, y muchas preguntas quedan aun por responder (Dall
et al., 1990). De acuerdo con algunos estudios realizados en especies de peneidos, la
ausencia de alimento provoca cambios en la actividad enzimatica, en la estructura
histolégica y en la composicién bioquimica de la glandula digestiva de estos
organismos (Cuzon et al., 1980; Barclay et al., 1983; Chan et al., 1988; Al-Mohanna
y Nott, 1989; Leung et al., 1990; Dall et al., 1990).

En camarones el hepatopancreas 6 glandula digestiva es el érgano responsable
de la secrecion de las enzimas digestivas que migran a la region pilérica de la camara
gastrica (también llamada estdmago) e intestino, para llevar a cabo la degradacién del
alimento. Debido al tipo de alimentacion que presentan, que en estado silvestre
consta principalmente de pequefos invertebrados (Dall et al., 1990), los peneidos
cuentan con una serie de enzimas que son sintetizadas y liberadas bajo diferentes
condiciones y mecanismos, permitiendo de esa manera, la asimilacion vy
aprovechamiento de los elementos contenidos en el alimento. En la glandula digestiva
del camar6n se han reportado enzimas: (1) carbohidrasas: a—y p-amilasas,
glucogenasa, pB-fructofuranosidasa, a— y pB-glucosidasas, o—y [-galactosidasas,
celulasas y quitinasas (Dall et al., 1990); (2) proteasas: tripsina, quimotripsina
(Cuzon et al., 1980; Lee y Lawrence, 1982; Galgani et al., 1984; Lee et al., 1984;
Tsai et al., 1986; Garcia-Carreno et al., 1993; Hernandez-Cortés et al., 1997; van
Wormhoudt et al., 1995; Le Moullac et al.,, 1996); catepsina, colagenasa,
aminopeptidasas y carboxipeptidasas (Klimova et al., 1990; Charfi-Cheikhrouha,
1994); (3) lipasas y esterasas (Sevilla y Lagarrigue, 1975; Dall et al., 1990; Charfi-
Cheikhrouha, 1994; Figs. 2 y 3).



Figura 2. Aparato digestivo del camaron.

OES= esotfago, VG y LG= hendiduras lateral y ventral, AC= camara anterior 6
cardiaca, PC= camara posterior 6 pilérica, DG= abertura hacia la glandula digestiva,
MG=intestino medio, AD=diverticulo anterior, PCG= hendiduras dorsolaterales de la
camara posterior y FP= filtro de presion (Dall et al., 1990).

25
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Figura 3. Estructura general y citologia de la glandula digestiva de decapodos.
(Loizzi, 1971, adaptado de Saborowski, 2002 ).

Se ha propuesto que las células fibrilares (F, Fig. 3), que se encuentran en los
tubulos de la glandula digestiva de los crustaceos son el Unico sitio de secrecion de las
enzimas digestivas, las cuales se sintetizan en forma de granulos de zimogenos y son
almacenadas en las vacuolas supranucleares de manera muy similar a la formacién de
granulos de zimdgenos en las células pancreaticas exocrinas de los vertebrados (Al-
Mohanna et al., 1985); las enzimas digestivas son liberadas periédicamente al [imen
del intestino, dependiendo de la especie y condicion nutricional del organismo (Al-

Mohanna y Nott, 1989; Icely y Nott, 1982; Figs. 2 y 3, Tabla IlI).
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Tabla Ill. Diagrama general del proceso de digestion de la proteina en crustaceos

Tiempo después de la Lugar Actividad
ingesta
Oh Camara gastrica Trituracién en la regién cardiaca ¢ anterior de la
camara gastrica y digestion primaria.
1h Células F de los tlbulos Entrada del alimento al Ilimen de la glandula
de la glandula digestiva. digestiva. Descarga inicial de enzimas por
exocitosis (mecanismo holocrino).
3.5-6.0h Células F de los tibulos Maximos de secrecién enzimatica subsecuentes
de la glandula digestiva. (mecanismo merocrino).
Regidn pildrica de la Digestién extracelular. Vaciado de jugo géstrico a
cédmara géstrica la camara gastrica y activacién de zimégenos.
Tabulos de la glandula  Introduccion de los productos degradados a los
digestiva tubulos de la glandula digestiva por contracciones
del mioepitelio.
7.0h Tlabulos de la glandula  Digestion intraluminal del producto de la digestién
digestiva
Células R de los tubulos Ingestion de nutrientes a partir del Iimen a las
de la glandula digestiva. células R, digestiéon de contacto.
Células B de los tubulos Digestion intracelular de nutrientes.
de la glandula digestiva.
8.0h Aparicién de heces

Tomado de Waterman, 1960; Gibson y Barker, 1979; Al-Mohanna y Nott, 1989; Dall et al., 1990.

Tripsina y quimotripsina

La tripsina y quimotripsina de crustaceos son enzimas pertenecientes a la clase

de las serin-proteasas (EC 3.4.21.X.). Estas enzimas presentan una triada catalitica
His-Asp-Ser y presentan un mecanismo de catalisis que permite la formacion del
complejo covalente enzima-sustrato (Neurath, 1989). Ambas enzimas son sintetizadas
en la glandula digestiva de los crustaceos y han sido reportadas como las enzimas
proteoliticas mas abundantes en dicho érgano puesto que son responsables de
aproximadamente el 60% de la digestion total de proteina (Gibson y Barker, 1979;
Galgani et al., 1985; Dall et al., 1990; Garcia-Carreno et al., 1994; Lemos et al.,
1999).

La tripsina cuya clasificacién en NC-IUBMB es EC 3.4.21.4., es una enzima

que hidroliza enlaces peptidicos en el lado carboxilo de residuos de aminoacidos
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basicos (Dixon y Webb, 1979). Es una enzima que trabaja a pH alcalinos (7 — 10)
(Zwilling y Neurath, 1981; Dionysius et al., 1993; Zhu y Baker, 1999) y a
temperaturas éptimas reportadas entre los 50 y 60°C (Maeda-Martinez et al., 2000).
La masa molecular de las tripsinas reportadas en especies de invertebrados presentan
un amplio grado de variacion desde los 17 hasta los 34 kDa (Fletcher et al., 1987;
Zhu y Baker, 1999; Maeda-Martinez et al., 2000; Muhlia-Almazan y Garcia-Carreno,
2002).

En crustaceos, la secuencia de aminoacidos de la tripsina fue reportada por
primera vez en la especie Astacus fluviatilis por Titani et al. (1983). En peneidos, la
tripsina se detecté por vez primera en la glandula digestiva de P. setiferus vy
posteriormente fue aislada y caracterizada en otras especies (Lee et al., 1984; Galgani
et al., 1985). Se sabe que en la glandula digestiva de P. japonicus, la tripsina
contribuye con cerca del 6% del total de proteina soluble (Galgani et al., 1985). En la
glandula digestiva del camarén blanco P. vannamei, objeto del presente estudio, se
han reportado tres isoformas principales de tripsina, las cuales estan codificadas por
un numero igual de genes (Klein et al., 1996), mientras que en P. japonicus se han
reportado seis isoformas (Galgani et al., 1985) y en P. indicus s6lo se han encontrado
dos variantes (Honjo et al., 1990).

En 1996, Klein et al. reportaron la secuencia de aminoéacidos a partir de ADNc
de un tripsindgeno putativo y de la enzima madura de P. vannamei. Estos mismos
autores han reportado hasta 14 secuencias que pertenecen a 3 diferentes familias de
genes que codifican para enzimas tripsina y tipo-tripsina (Klein et al., 1998). En esta
especie, las familias de genes de tripsina | y Il se expresan en células de la glandula
digestiva, sin embargo, uno de los genes encontrados y que pertenece a la familia Ill,
mostrd estar pobremente expresado en la glandula digestiva de los adultos de P.
vannamei, pero se expresa en el tejido muscular de organismos en otros estadios del
ciclo de vida de esta misma especie (Klein et al., 1998).

Las caracteristicas principales de los genes que codifican las isoformas de la

enzima tripsina en la glandula digestiva de P. vannamei, segin Klein et al. son: (1)
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una secuencia completa de 810 pares de bases (pb) y una secuencia final no-
codificante de 51 pb (secuencia deducida de 256 residuos), (2) cada gen consiste de
tres exones y dos intrones, (3) la secuencia deducida de la proteina incluye el codon
de inicio, un péptido senal hidrofébico de 14 residuos (-28 al —-15), un péptido
precursor de 14 residuos (-14 a -1) y la enzima activa (1 — 227), (4) senal de
poliadenilacion presente, y (5) peso molecular promedio de la secuencia deducida de
la proteina de 22.5 kDa.

Por su parte la quimotripsina, cuya clasificacion es EC 3.4.21.1., es una
enzima que hidroliza enlaces peptidicos en el lado carboxilo de aminoéacidos
aromaticos (Dixon y Webb, 1979). La presencia de esta enzima en invertebrados ha
sido reportada en varias especies de insectos y crustaceos (Graf y Briegel, 1989;
Garcia-Carreno et al., 1994; van Wormhoudt et al., 1995). A diferencia de la tripsina,
la quimotripsina parece ser menos abundante, sin embargo, no menos importante en
la glandula digestiva de los invertebrados. Los estudios realizados sobre quimotripsina
en especies de insectos como el mosquito A. aegypti, muestran que esta enzima se
encuentra presente en concentraciones constantes pero menores a las reportadas para
tripsina (Kalhok et al., 1993, Noriega et al., 1996; Omondi y Stark, 2001). Las
quimotripsinas de algunas especies de insectos y crustdceos muestran las
caracteristicas tipicas de las quimotripsinas de vertebrados, incluyendo la triada
catalitica propia de las serin-proteasas, los residuos que dan la especificidad de la
quimotripsina por el sustrato, y seis residuos de cisteina en posiciones conservadas
comunes a las quimotripsinas de vertebrados (Jiang et al., 1997; Tsai et al., 1991;
van Wormhoudt et al., 1992). Estas enzimas trabajan a pH éptimos alcalinos entre
8.0y 11.0 (Ward, 1975; Terra y Ferreira, 1994; Peterson et al., 1995) y son
sintetizadas como zimogenos en algunas especies como la mariposa M. sexta
(Peterson et al., 1995). En la glandula digestiva de crustaceos se ha detectado
actividad quimotripsina en especies como camarones, langostas y cangrejos (Tsai et
al., 1991; van Wormhoudt et al., 1992; Fernandez-Gimenez et al., 2001; Omondi y
Stark, 2001). En 1995, van Wormhoudt et al. reportaron la sintesis de quimotripsina
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en granulos del citoplasma de las células F de la glandula digestiva de P. vannamei.
Se han reportado dos isoformas principales de esta enzima en la glandula digestiva de
P. vannamei y su actividad muestra variaciones constantes dependiendo del estadio
de muda de los organismos (van Wormhoudt et al., 1995; Muhlia-Almazan y Garcia-
Carreno, 2002).

Objetivos

El Objetivo General de la presente investigacion fue contribuir al conocimiento
del proceso de adaptacion enzimatica y los inductores y mecanismos involucrados en
la regulacion de la sintesis de enzimas proteoliticas en la glandula digestiva del
camaron blanco P. vannamei.

Los Objetivos Particulares fueron:
1.- Entender la fisiologia digestiva y comportamiento alimenticio del camarén blanco
P. vannamei, determinar las bases moleculares de la sintesis de la tripsina en la
glandula digestiva del camardn y confirmar la existencia del proceso de adaptacién
enzimatica en dicho érgano.
2.- Evaluar el efecto de tres inductores que promueven cambios en la actividad de la
tripsina y quimotripsina:
Parte |. Efecto del ayuno y la muda
Parte II. Efecto del ayuno a corto plazo
Parte Ill. Efecto de la concentracion de proteina en el alimento.
3.- Evaluar los cambios en la expresion génica de tripsina (a nivel de ARNm) en la

glandula digestiva de P. vannamei .

Hipoétesis
1.- La glandula digestiva del camaron blanco P. vannamei responde a la ausencia de
alimento 6 cambios en la concentracion de proteina del mismo, con un proceso de

adaptacion que ajusta la sintesis de las enzimas proteoliticas.
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2.- La expresion de las isoformas de tripsina en la glandula digestiva del camaron

blanco esta regulada de forma diferencial a nivel de transcripcion.

Estrategia Metodoldgica

La descripcion detallada de los métodos utilizados en este trabajo se encuentra
en los manuscritos referidos en los anexos. Sin embargo, en las figuras 4, 5,y 6 se
presenta una sintesis esquematica de los procedimientos seguidos en cada uno de los

experimentos.

Evaluacion de la Actividad Enzimatica de la Glandula Digestiva

Parte | Parte Il Parte Il
Evaluacion de efecto del Evaluacion del efecto del Evaluacion del efecto de
ayuno y el estadio de ayuno a corto plazo la concentracion de

muda proteina del alimento

Bioensayos realizados en el laboratorio hiimedo bajo condiciones controladas

Seleccion del estadio de muda de los organismos por setogénesis

Obtencién de extractos enzimaticos a partir de la glandula digestiva

Determinacién de proteina por el método de Bradford

[
Evaluacion de actividad proteolitica total (Azocaseina 1%)

Evaluacion de actividad tripsina (BAPNA) y quimotripsina
(SAPNA)

Figura 4. Metodologia para la evaluacion de la actividad enzimatica de
extractos de la glandula digestiva del camarén blanco P. vannamei.



Andlisis Electroforético en Geles de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Andlisis del Patron de Andlisis del Patron de Ensayos de Inhibicién con
Proteinas del extracto Proteinas con actividad TLCK y PMSF
enzimatico proteolitica del extracto
enzimatico

Geles de Poliacrilamida 12%

Solucién de Incubacién en Incubacién en
Tincién: Caseina 3% 20mMM TLCK 6
Etanol 40%, Ac. 200 mM PMSF
Acético 10% y

A

0.1% de .
Azul de Enjuague con
Coomasie < agua destilada
Solucion

destenidora:
Etanol 40%, Ac.
Acético 10%.

Figura 5. Metodologia para el andlisis electroforético de la actividad enzimatica de
extractos de la glandula digestiva del camarén blanco P. vannamei.
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Evaluacion de la Concentracién de ARNm de Tripsina por RT-PCR

Extraccion de ARN total de la glandula
digestiva del camarén con TRizol

Analisis del ARN total en gel de agarosa-
formaldehido 1.2 % y cuantificacion

Obtencién de ADNc por
transcripcion reversa

Amplificacién por
PCR

Oligonucléotidos
especificos para
tripsinay L21
como estandar

Analisis de los productos amplificados en gel de agarosa 2.0% vy
analisis de la imagen.

Calculo de la concentracién relativa de ARNm de tripsinay L21 a
partir de una ecuacién lineal estandar.

Normalizacién y evaluacién de los resultados

Figura 6. Metodologia para la evaluacién de la concentracion de ARNm de tripsina en
en la glandula digestiva del camaréon blanco P. vannamei.

Resultados
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Parte I. Efecto del ayuno y el estadio de muda en la actividad proteolitica de la
glandula digestiva del camaroén blanco P. vannamei  (metodologia en el anexo |)

El ayuno demostrd ser un importante inductor de respuestas fisioldgicas en el
camarén blanco. El efecto de un periodo de ayuno (2, 24, 72 y 120 h) fue evaluado
en organismos experimentales en diferente estadio de muda, observandose respuestas
variadas de acuerdo al tiempo de ayuno y al estadio de muda.

No se observaron diferencias en el peso corporal de los organismos entre
diferentes estadios de muda, sin embargo, el tiempo de ayuno ejercié un efecto
significativo en el peso corporal en los estadios de postmuda (A/B) e intermuda (C)
(Tabla IV). El peso de la glandula digestiva (GD) tampoco fue afectado por el estadio
de muda, pero conforme el tiempo de ayuno incrementd, el peso de este érgano
decrecié en postmuda (A/B), intermuda (C), y premuda temprana (ED) después de
120 h (P < 0.05; Tabla IV).

El indice hepatosomatico (Jussila, 1999), que relaciona el peso corporal y el
peso de la GD, mostro resultados que reflejaron lo ya observado en los pesos corporal
y de la glandula digestiva. No se observé efecto por estadio de muda, pero hubo un
decremento significativo en los estadios postmuda (A/B), intermuda (C) y premuda

temprana (ED) por efecto del tiempo de ayuno (P < 0.05; Fig. 7).

Tabla IV. Efecto del ayuno y el estadio de muda en el peso corporal y en el peso de la
glandula digestiva de P. vannamei

Tiempo de Peso Corporal (g) Peso de la GD (g)
Ayuno (h) Estadio de Muda Estadio de Muda
A/B C ED A/B C ED
2 82%081a 82%081a 78+08 1a 0.32+0.07 1a 0.32+0.04 1a 0.32+0.04 1a
24 73+0817ab 74+087ab 7.1+087a  024%0031b  0.26+0.04 1ab 0.27 £0.03 1a
72 72+09 1ab 6.8+081b 6.9+07 1a 0.22 £ 0.05 1bc 0.22+0.04 1b 0.21£0.051b
120 6.5+0.81b 71108 1ab 7.0+08 1a 0.18 £ 0.03 1¢ 0.20 £ 0.06 1b 0.18%0.04 1b

GD = glandula digestiva; A/B= postmuda; C= intermuda; ED= premuda temprana. Los valores representan la media + ds de las
replicas. Letras italicas muestran diferencias estadisticas por efecto del ayuno entre grupos del mismo estadio de muda (P < 0.05).
Numeros italicos muestran diferencias estadisticas por efecto de la muda entre grupos con el mismo tiempo de ayuno (P < 0.05).
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Figura 7. Efecto del ayuno y el estadio de muda en el indice

hepatosomatico de P. vannamei. Letras italicas muestran diferencias estadisticas
por efecto del ayuno entre grupos del mismo estadio de muda (P < 0.05). Numeros itélicos
muestran diferencias significativas por efecto de la muda entre grupos del mismo tiempo de
ayuno (P <0.05).

Como se muestra en la tabla V, los datos del contenido de proteina de la
glandula digestiva mostraron un amplio rango de dispersion, especialmente en los
organismos en intermuda (C). El andlisis estadistico correspondiente no mostro
diferencias en el contenido de proteina por efecto del estadio de muda, pero si
diferencias significativas por efecto del tiempo de ayuno en intermuda (C) y premuda
temprana (ED). Los resultados de la actividad proteolitica total correspondieron con
los del contenido de proteina de dicha glandula, no habiendo efecto por el estadio de
muda, pero si un efecto causado por el tiempo de ayuno en premuda temprana (ED).
No se observd interaccion significativa de la muda y el tiempo de ayuno ni en el
contenido de proteina, ni en la actividad proteolitica total (P > 0.05; Tabla V).

Tabla V. Efecto del ayuno y el estadio de muda en el contenido de proteina y en la
actividad proteolitica total de la glandula digestiva de P. vannamei
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Tiempo de
Ayuno (h)

2
24
72
120

Contenido de proteina Actividad Proteolitica Total
(mg/GD) (Unidades/GD)
Estadio de Muda Estadio de Muda
A/B C ED A/B C ED
893+251a  11.45%571a 1039+121a 1148+5217a 1070+317a 13.03%501a
719+151a  945+321ab  954x251ab  847+271a  1197%307a 93853 1ab
747+14 1a 71818 1b 7.76 £ 2.4 1ab 8.28+36 1a 9.00+251a 8.75+3.9 1ab
768 +35 1a 746£391b  6.77%161b 762+211a  1065+531a  7.28%1.21b

GD= glandula digestiva; A/B= postmuda; C= intermuda; ED= premuda temprana. Los valores representan la media * ds de las
replicas. Letras italicas muestran diferencias estadisticas por efecto del ayuno entre grupos del mismo estadio de muda (P < 0.05).
Numeros italicos muestran diferencias estadisticas por efecto de la muda entre grupos con el mismo tiempo de ayuno (P < 0.05).

La actividad tripsina de la glandula digestiva mostré cambios significativos por

la interaccion de ambos efectos evaluados, estadio de muda y tiempo de ayuno (Fig.

8). En los estadios de intermuda (C), y premuda temprana (ED), se observé una

mayor actividad de tripsina que en postmuda (A/B), durante las primeras 24 h de

ayuno. Después de 2 h de ayuno la diferencia de actividad tripsina entre los

organismos en premuda temprana (ED), y postmuda (A/B), fué del 34%, despues de

24 h, esta diferencia incrementé a un 54%. Por su parte, el tiempo de ayuno provoco

un decremento significativo en la actividad tripsina de los organismos en intermuda

(C) y premuda temprana (ED) conforme este se incrementd (Fig. 8).
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Figura 8. Efecto del ayuno y el estadio de muda en la actividad tripsina
de la glandula digestiva de P. vannamei. Letras italicas muestran diferencias

estadisticas por efecto del ayuno entre grupos del mismo estadio de muda (P < 0.05). Nimeros
itdlicos muestran diferencias significativas por efecto de la muda entre grupos del mismo tiempo de
ayuno (P <0.05).

La actividad quimotripsina de la glandula digestiva no fue afectada por
el estadio de muda (Fig. 9), sin embargo, el progreso del ayuno afecto
severamente esta actividad. Los valores promedio de actividad a las 120 h de
ayuno fueron 44% menores que la actividad promedio de los organismos a las
2 h de ayuno (P < 0.05; Fig. 9).

Todas las muestras fueron analizadas individualmente mediante
electroforésis de acuerdo al método descrito por Garcia-Carrefio et al. (1993).
Se observaron algunas diferencias entre organismos, pero se mostré un patron
comln en el nimero de bandas correspondientes a tripsina y quimotripsina
entre organismos del mismo grupo experimental. De acuerdo al estadio de

muda y al tiempo de ayuno, se observaron cambios en el nimero de bandas

tanto de proteina como de actividad (Fig. 10).



38

()

Q 24

L —&— Popstmuda A/B
‘n 22

=1 la —a— Intermuda C
£ la

E 20 la —e— Premuda

= temprana ED
O 181!

=

%

'S 16 |

B

E 14 ¢

2

$ 12 \B i
Q : le
E Ic
2 10 : : -

S 2 24 72 120

Tiempo de Ayuno (h)

Figura 9. Efecto del ayuno y el estadio de muda en la actividad

quimotripsina de la glandula digestiva de P. vannamei. Letras italicas muestran
diferencias estadisticas por efecto del ayuno entre grupos del mismo estadio de muda (P < 0.05).
NUmeros italicos muestran diferencias significativas por efecto de la muda entre grupos del mismo
tiempo de ayuno (P < 0.05).

Las bandas de actividad inhibidas con TLCK y PMSF fueron
consideradas tripsina, mientras que aquellas bandas inhibidas s6lo por PMSF
fueron evidencia de actividad quimotripsina de acuerdo a Lemos et al. (1999).
En el ensayo de inhibicion (Fig. 11), se observd que todas las bandas que
fueron inhibidas por PMSF (que no estan identificadas como tripsinas o
quimotripsinas) corresponden a otras enzimas proteasas que también se
encuentran presentes en glandula digestiva del camaron.

Hasta cuatro bandas correspondientes a tripsina fueron encontradas en
los extractos enzimaticos con pesos moleculares de 17.7, 19.4, 20.7 y 22.0
kDa (estadio ED a las 120 h de ayuno). En el estadio A/B se observé el mismo
nimero de bandas correspondientes a tripsina a lo largo del tiempo de ayuno

evaluado, pero en los estadios C, ED y LD, se observaron cambios en el
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nimero de bandas dentro de cada estadio de muda, aparentemente debido al
tiempo de ayuno. Sin embargo, no se observd una correlacion entre el nimero
de bandas, el estadio de muda y el tiempo de ayuno como se observa en la fig.
10. En el caso de la quimotripsina se observaron dos bandas tanto de proteina
como de actividad, con pesos moleculares entre 24 y 30 kDa, y no se
observaron cambios en el nimero de bandas en ninguno de los grupos

experimentales (Fig. 10).
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Figura 10. SDS-PAGE de extractos de la glandula digestiva de P. vannamei en

diferentes estadios de muda y tiempos de ayuno. Las letras indican el estadio de muda (A/B=
postmuda; C= intermuda; ED= premuda temprana) y los nimeros indican el tiempo de ayuno. (A) patron de bandas de
proteinas de los extractos evaluados; (B) patron de bandas con actividad de los extractos. Flechas blancas indican
bandas de tripsina y flechas negras indican bandas de quimotripsina.
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Figura 11. SDS- PAGE del extracto enzimatico de la glandula digestiva de

P. vannamei, ensayo de inhibicidn. Carril 1: muestra control (extracto enzimatico); Carril 2:
extracto incubado con TLCK; Carril 3: extracto incubado con PMSF.

Parte Il. Efecto del ayuno a corto plazo en la actividad proteolitica de la glandula
digestiva del camardn blanco P. vannamei (metodologia en el anexo |)

Dada la importancia del ayuno en el ciclo de vida de los camarones en el
ambiente natural, se realiz6 una nueva evaluacion obteniendo mediciones puntuales
en periodos de tiempo reducidos después de la ingesta, y se evitd el efecto de la
muda, puesto que todos los organismos experimentales fueron previamente

seleccionados en el estadio de intermuda (C).
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No se observo efecto del ayuno (48 h), en el peso corporal de los organismos,
ni en el peso de la glandula digestiva. El peso de la glandula digestiva mostrd dos
valores maximos a las 2 y 6 h después de la ingesta, y conforme el tiempo de ayuno
incremento, y hasta las 48 h, no se observaron cambios. El indice hepatosomatico
tampoco mostrd variaciones significativas en el periodo de ayuno evaluado (datos no
mostrados).

El contenido de proteina de la glandula digestiva tampoco mostr6 diferencias
significativas entre las 0.5 y 48 h después de la ingesta, excepto por un valor maximo
observado a las 6 h que mostrd diferencias significativas respecto a los valores

minimos observados después de 12, 18 y 36 h de ayuno (P < 0.05; Fig. 12).
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Figura 12. Contenido de proteina y actividad proteolitica total de la glandula
digestiva de P. vannamei después de la ingesta.
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A su vez, la actividad proteolitica total de la glandula tampoco mostrd

diferencias entre las 0.5 y 48 h después de la ingesta, pero se observd un patrén

similar al observado en el contenido de proteina de la glandula digestiva con un valor

minimo a las 18 h (P < 0.05; Fig. 12).
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Figura 13. Actividad de tripsina y quimotripsina en la glandula digestiva de P.

vannamei después de la ingesta.

La actividad tripsina mostré algunas variaciones significativas a lo largo de las

48 h de ayuno. Después de la ingesta se observaron dos valores maximos a las 2y 6

h, los cuales mostraron ser estadisticamente diferentes a dos valores minimos

observados a las 12 y 18 h después de la ingesta (Fig. 13). La actividad

quimotripsina mostré6 un patron de variacion similar al de la tripsina con algunas

diferencias significativas a lo largo del periodo de 48 h (P < 0.05). Un valor minimo

fue observado a las 5 h, el cual mostré ser estadisticamente diferente a dos valores
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maximos observados a las 6 y 9 h después de la ingesta, posteriormente se observo

un decremento (Fig. 13).
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Figura 14. SDS-PAGE de extractos enzimg?i-c-os de la glandula digestiva de P.

vannamei después de la ingesta. Los nimeros indican el tiempo después de la ingesta. (A) patron de
bandas de proteinas de los extractos evaluados; (B) patron de bandas con actividad de los extractos. Flechas blancas
indican bandas de tripsina. Flechas negras indican bandas de quimotripsina.

El analisis electroforético de las muestras fue individual. Los extractos
enzimaticos se procesaron individualmente con el fin de encontrar las diferencias en el
numero de bandas de tripsina y quimotripsina. Se observaron cambios en el nimero
de bandas tanto de proteina como de actividad tripsina en los diferentes tiempos
evaluados después de la ingesta. Dos y tres bandas de tripsina se observaron con
pesos moleculares de 19.4, 20.7 y 22.0 kDa. No se observaron cambios en el
nimero de bandas correspondientes a quimotripsina, las dos bandas observadas
mostraron pesos moleculares entre los 24 y 30 kDa (Fig. 14). No se observd una

correlacion entre el nimero de bandas observadas y el tiempo de ayuno evaluado.
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Parte lll. Efecto de la concentracion de proteina del alimento en la concentracion
relativa de ARNm de tripsina y en la actividad proteolitica de la glandula digestiva
del camardn blanco P. vannamei (metodologia en el anexo 1)

Alimento y organismos experimentales
Se evaluaron tres alimentos isocaldricos formulados con concentraciones de
proteina de 15, 30 y 50% (Tabla VI).

Tabla VI. Composicién de los alimentos experimentales para P. vannamei

Proteina Himedad Proteina Lipidos  Ceniza Fibra ELN**  Energia

en el (%) *(%) (%) (%) Cruda (Cal/gr)
alimento (%)
(%)
15 143+0.2 152+£025 3.06+0.08 582+0.09 2.77+0.07 73.11 4562 +13.0
30 127+£005 31.8+0.02 449x+007 641+£015 579+0.09 51.49 4461 +£8.79
50 172+£008 498+026 565+021 106+021 6.26+0.24 27.59 4602 +24.3

* La fuente de proteina principal fue harina de pescado (70.3% de proteina). **Extractos libres de nitrégeno

Al finalizar el periodo experimental de tres semanas, el peso corporal de los
organismos vario entre 8.32 y 9.36 g. Los organismos alimentados con 50% de
proteina mostraron los pesos mas altos y aquellos alimentados con 15% de proteina
mostraron los pesos mas bajos con una diferencia de 11% entre ambos tratamientos
(P < 0.05). El peso de la glandula digestiva no mostré diferencias entre los tres

grupos experimentales (P > 0.05; Tabla VII).

Tabla VII. Peso corporal, peso de la glandula, contenido de proteina y actividad
proteolitica total de la glandula digestiva del camardn blanco P. vannamei

Proteina en el Peso Corporal Peso de la GD Contenido de Actividad
alimento (%) (g) (g Proteina Proteolitica
(mg/ml) (U/mg proteina)
15 832%+12a 0.305+£0.07 a 499+14a 080+0.16 a
30 851+11ab 0.297£0.07 a 71413 b 083+£0.154a
50 9.36+1.1b 0.340+£0.04 a 11.01£15¢ 0.61+£0.10a

GD= glandula digestiva. Letras itdlicas muestran diferencias estadisticas entre tratamientos (P < 0.05).
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Actividad Enzimatica

El contenido de proteina de la glandula digestiva mostré un incremento
significativo, conforme el contenido de proteina en el alimento incremento (Tabla VII).
Los organismos alimentados con 50% de proteina mostraron un contenido de proteina
54% mayor que aquellos alimentados con 15%. La actividad proteolitica de dicha
glandula no mostrd diferencias entre los tres grupos experimentales, pero se observo
un valor promedio mayor (unidades de actividad/mg de proteina) en los organismos
alimentados con 30% de proteina (Tabla VII).

La actividad de tripsina de la glandula digestiva de los camarones mostrd
cambios significativos entre los organismos alimentados con 30 y 50% de proteina
con una diferencia del 30% entre ambos grupos (Fig. 15A). Por otro lado la actividad
quimotripsina fue alterada por la concentracién de proteina en el alimento, siendo
35% mayor en los organismos alimentados con 30% que en aquellos alimentados con
50% de proteina (P < 0.05; Fig. 15B).

El analisis electroforético de los extractos enzimaticos mostrd diferencias en el
numero de tripsinas paralogas de acuerdo a la concentracién de proteina del alimento.
Al igual que en los experimentos previos, las bandas de actividad inhibidas con TLCK
(inhibidor especifico de tripsina) y PMSF fueron consideradas tripsinas, mientras que
aquellas inhibidas Unicamente con PMSF fueron consideradas quimotripsinas de
acuerdo a Lemos et al. (1999) (Fig. 11).

El nimero de bandas tanto de proteina como de actividad, de cada organismo
experimental, fueron analizadas observandose patrones comunes en el nimero de
isoformas de tripsina y quimotripsina en organismos del mismo grupo experimental.
Los organismos alimentados con 30% de proteina mostraron tres isoformas de tripsina
de 19.4, 20.7 y 22.0 kDa, mientras que los organismos alimentados con 15y 50%
de proteina sélo mostraron dos isoformas de 20.7 y 22.0 kDa (Fig. 16). Se
observaron dos bandas con actividad de quimotripsina constantemente en los tres

grupos experimentales, con pesos moleculares entre 24 y 30 kDa (Fig. 16).
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muestran diferencias estadisticas (P< 0.05).

46



47

kDa
66.0
45.0 -
360 =
290 o
24.0
200

144 W

MWM

Figura 16. SDS-PAGE de extractos enzimaticos de la glandula digestiva de P.

vannamei alimentados con diferentes concentraciones de proteina. MWM= marcador de peso
molecular. Carriles 1-3: bandas de proteina de los organismos alimentados con 15, 30 y 50% de proteina; Carriles 4-6:
bandas de actividad de los organismos alimentados con 15, 30 y 50% de proteina. Flechas blancas muestran bandas de
tripsina; flechas negras muestran bandas de quimotripsina.

Concentracion relativa del ARNm de tripsinay L21

La amplificacion de fragmentos internos de los genes de tripsina y L21
(proteina ribosomal, Gene Bank AN BE188654) por el método de RT-PCR, produjo
fragmentos de 410 y 517 pares de bases (pb), respectivamente (Fig. 17). La digestion
por enzimas de restriccion y la secuenciacién de dichos fragmentos confirmd su
identidad (datos no mostrados).

Para estimar el efecto de diferentes concentraciones proteicas del alimento en
los niveles relativos de ARNm de tripsina en la glandula digestiva, se evalu6 la

concentracion de los fragmentos producidos por el método de transcripcion reversa
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(RT-PCR) tanto para tripsina como para la proteina ribosomal L21 (utilizada como gen
constitutivo) (ver metodologia en anexos, articulo 2).

Se calcularon las relaciones tripsina/L21, de los valores de los productos
obtenidos por RT-PCR, con el fin de normalizar el efecto observado en la
transcripcion, y se obtuvo: 0.57, 0.95, y 0.91 para los tratamientos de 15, 30, y
50% de proteina en el alimento (Fig. 18B, escala relativa). Estos valores indican una
mayor concentracion relativa de ARNm de tripsina en los organismos alimentados con
30 y 50% de proteina, los cuales fueron 40 y 37% mayores respecto a los valores

observados en los organismos alimentados con 15% de proteina (Fig. 18B).

Figura 17. Productos de RT-PCR de tripsina y L21 de la glandula
digestiva del camarén blanco P. vannamei.

Se calculé el indice actividad tripsina/(concentracion relativa de ARNm
tripsina/L21) con el fin de obtener mayor informacién de la relacién entre los cambios
observados en ambas variables. El indice calculado para las tres concentraciones de
proteina en el alimento fue de 0.78, 0.89, y 0.51 para los tratamientos de 15, 30, y
50% de proteina, respectivamente (Fig. 19). Los valores mas altos se observaron en el
grupo alimentado con 30% de proteina, mientras que este indice baj6 para los
organismos alimentados con 50% de proteina de forma similar a lo observado en los

resultados de actividad.
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Figura 18. Concentraciones del ARNm de (A) Tripsina y L21, (B) Tripsina/

L21en la glandula digestiva de P. vannamei usando la técnica de RT-PCR.
La cantidad de ADN en los productos de PCR (ng) fue calculada usando curvas estandar como se explica
en el texto. Letras itdlicas muestran diferencias estadisticas (P< 0.05).
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Figura 19. Indice actividad/concentracion relativa de ARNm de tripsina/L21
en la glandula digestiva de P. vannamei. Letras itélicas diferentes muestran diferencias
estadisticas (P< 0.05).

Discusion

Parte |
A pesar de la complejidad que presenta el modelo de estudio de esta

investigacion debido a un ciclo de muda relativamente frecuente, a los efectos de la
muda en los procesos fisiolégicos asociados y al alto grado de polimorfismo reportado
en esta especie (Klein et al., 1998), se logré hacer una contribucion importante al
conocimiento de los mecanismos de regulaciéon de la sintesis enzimatica en la
glandula digestiva de peneidos, asi como conocer la influencia de algunos factores que
actlan como inductores, en la blsqueda de respuestas fisiolégicas que permitan
incrementar el conocimiento acerca de estos mecanismos de regulacién.

El ciclo de muda ademas de ser un proceso ciclico intimamente relacionado
con el crecimiento de los organismos, es un proceso asociado con cambios fisioldgicos

de gran importancia como lo es la digestion, entre otros. A lo largo del ciclo de muda
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el ayuno se presenta de forma natural cuando el organismo, debido a la pérdida de su
exoesqueleto, es incapaz de manipular y, por lo tanto, de ingerir el alimento, aln
cuando éste se encuentre disponible. A pesar de que estos periodos de ayuno tienden
a ser constantes, de acuerdo al ciclo de muda del organismo, no suelen sobrepasar las
72 — 120 h. De ahi que la evaluaciéon de periodos de ayuno no mayores a las 120 h,
tomando en cuenta los cambios asociados a cada uno de los estadios de muda,
permitié entender los efectos aislados y los efectos de la interaccién de cada uno de
estos factores sobre la sintesis y actividad de las dos principales enzimas proteoliticas
de la glandula digestiva: la tripsina y la quimotripsina.

El efecto del ayuno (72 y 120 h) tanto en el peso corporal como en el peso de
la glandula digestiva observado en el presente estudio, confirma los estudios de Cuzon
et al. (1980) y Barclay et al. (1983) en P. japonicus y P. esculentus,
respectivamente. El peso corporal de los peneidos decrece, segin Barclay et al.
(1983), debido a que la proteina del muisculo abdominal es la fuente energética
principal durante el ayuno. A su vez, EI Haj et al. (1996) reportaron cambios
importantes en la tasa de sintesis de proteina del misculo abdominal de la langosta
americana Homarus americanus durante los diferentes estadios del ciclo de muda,
correspondiendo el valor méas bajo a la premuda tardia, que es el estadio en el cual la
ingesta de alimento baja, e incluso desaparece.

El peso de la glandula digestiva fue también afectado significativamente por el
ayuno debido a que este es un oOrgano de reserva energética cuyo peso varia de
acuerdo al estado nutricional del organismo, independientemente del estadio de muda
en que se encuentre el organismo. Los cambios observados en los pesos corporales y
de la glandula digestiva por efecto del tiempo de ayuno se vieron a su vez reflejados
en el indice hepatosomatico, cuyos resultados son confirmados con las observaciones
de Jussila (1999), quien no encontrd diferencias en este indice entre diferentes
estadios de muda para la langosta de agua dulce Cherax teniumanus.

En 1983, Barclay et al. sugirieron que el efecto del ayuno no puede ser aislado

facilmente del efecto de la muda en organismos que como los peneidos, mudan
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frecuentemente. En este estudio se tuvo dificultad para el muestreo de organismos en
premuda tardia (LD) después de 120 h de ayuno. La falta de una muestra
representativa dada por el reducido nimero de organismos muestreados, no permitié
su comparacién con los otros estadios. La falta de organismos a las 120 h de ayuno
va de acuerdo con las observaciones de Cuzon et al. (1980), quienes establecen que
después de periodos de ayuno prolongado, el proceso de muda disminuye e incluso
cesa.

El decremento en el peso de la glandula digestiva durante el ayuno implica a su
vez la pérdida de agua y proteina del drgano, pues estos son los principales
componentes del mismo, siendo la proteina la fuente energética principal (Dall et al.,
1990). En este estudio, el contenido de proteina decreci6é después de 72 — 120 h de
ayuno confirmando las observaciones realizadas por Cuzon et al. (1980) y Barclay et
al. (1983). Ademas del cambio en el peso de la glandula digestiva, su contenido de
proteina también muestra cambios durante el ciclo de muda (Al-Mohanna y Nott,
1989). A pesar de que en el presente estudio no se observaron diferencias en el
contenido de proteina de la glandula digestiva entre diferentes estadios de muda, los
organismos en estadios con alimentacion activa como la intermuda (C) y la premuda
temprana (ED), mostraron valores promedio mayores respecto a aquellos organismos
en postmuda (A/B), estadio en el cual no hay alimentacién activa. Esto puede
significar que los organismos en intermuda (C) y premuda temprana (ED) iniciaron el
periodo de ayuno experimental con mayor contenido de proteina en sus glandulas
digestivas, que aquellos que no se estaban alimentando normalmente (postmuda A/B)
(ver tabla V).

A pesar de que los experimentos preliminares realizados durante esta
investigaciéon mostraron que la muda ejerce un efecto significativo tanto en el
contenido de proteina como en la actividad proteolitica total de la glandula digestiva,
los resultados del presente ensayo mostraron que la actividad proteolitica total de la
glandula digestiva disminuyé significativamente sélo en los organismos en premuda

temprana con un tiempo de ayuno de 120 h, y no se observaron diferencias entre los
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diferentes estadios de muda. Estudios previos en otras especies de Peneidos ya han
reportado diferencias significativas entre organismos en diferente estadio de muda
tanto en el contenido de proteina como en la actividad proteolitica total de la glandula
digestiva (Leung et al., 1990), de donde, nuestras observaciones nos llevan a concluir
que la magnitud del efecto del estadio de muda aunque existente, se enmascara frente
al efecto del ayuno, bajo las condiciones evaluadas.

La actividad especifica de tripsina fue significativamente afectada tanto por el
ayuno como por la muda. Estas observaciones corresponden con los hallazgos de
Cuzon et al. (1980), quienes evaluaron la actividad tripsina en peneidos sometidos a
ayuno prolongado. Esta baja en la actividad tripsina puede explicarse como una baja
en la cantidad de enzimas proteoliticas sintetizadas en la glandula digestiva y
consecuentemente una baja en la actividad de estas debido a la ausencia de alimento,
dato que corresponde con la disminucién de la actividad proteolitica total antes
mencionada. Sin embargo, esta baja de actividad no coincide con el incremento en la
actividad tripsina observado en P. japonicus por Rodriguez et al. (1994), cuando los
organismos fueron alimentados con bajo contenido proteico en el alimento. Lo anterior
pudiera sugerir que esta baja de actividad esta también asociada a la falta del
estimulo mecénico que representa la ausencia de alimento, mientras que en presencia
de alimento, adn con un contenido bajo de proteina, se registra una actividad de
tripsina mayor. De lo anterior se puede concluir que la actividad de la tripsina de la
glandula digestiva puede ser afectada tanto por las caracteristicas del alimento, como
por la ausencia de este.

En este estudio, los organismos evaluados en el estadio de postmuda (A/B) no
mostraron diferencias en la actividad tripsina de sus glandulas digestivas durante el
periodo de ayuno al que fueron sometidos, esta observacion es consistente con lo
observado en el contenido de proteina y en la actividad proteolitica total de la glandula
digestiva. Lo anterior sugiere que en este estadio de muda, en el cual no se observa
una alimentacion activa, los mecanismos de sintesis de esta enzima en la glandula

digestiva son menos evidentes.
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En este experimento ademéas del efecto del ayuno, se observd un efecto
significativo del estadio de muda en la actividad tripsina de la glandula digestiva. Los
resultados muestran que los valores promedio de la actividad tripsina registrados en
los organismos en premuda temprana (ED) e intermuda (C), que son los estadios en
los cuales el organismo si se alimenta activamente, son mayores que en los
organismos en postmuda (A/B), en donde no hay alimentacién. Estas observaciones
coinciden con los resultados reportados por Klein et al. (1996), quienes observaron
los valores mas altos de actividad tripsina durante la premuda temprana y los valores
mas bajos durante la postmuda en la misma especie.

La actividad quimotripsina de la glandula digestiva también se mostré afectada
por el ayuno, sin embargo, el efecto de la muda se vuelve a enmascarar. La actividad
de esta enzima parece ser un poco menos afectada que la actividad tripsina por el
estrés que provoca la falta de alimento puesto que entre los organismos ayunados 2 y
120 h, se observo una diferencia en la actividad de tripsina de un 40%, mientras que
esta diferencia entre los valores de la actividad quimotripsina se reduce a un 35%. La
diferencia en la magnitud de las respuestas observadas entre ambas enzimas, tripsina
y quimotripsina, pudieran estar relacionadas con el hecho de que aparentemente
estan reguladas por diferentes mecanismos como lo sugieren Klein et al. (1996).

Es importante remarcar que a pesar de que no se observaron diferencias
significativas en la actividad enzimatica de la glandula digestiva entre estadios de
muda en todas nuestras evaluaciones, los organismos evaluados en estadios de no-
alimentacién, mostraron en general valores de actividad promedio menores a los
observados en aquellos estadios en donde los animales se alimentaban activamente.
De donde, la seleccién de los organismos experimentales en un mismo estadio de
muda se hace necesaria cuando se pretende evaluar la actividad enzimatica de la
glandula digestiva para evitar cualquier tipo de sesgo en los resultados por influencia
del ciclo de muda. Dall et al. (1990) y Lemos et al. (1999), sugieren que la

intermuda (C), parece ser el estado fisiolégico mas prolongado y estable, que
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comprende del 8 al 30% del ciclo de muda total y es ademas un estadio en el cual los
organismos se alimentan activamente.

El analisis electroforético de los extractos mostr6 cambios en el nimero de
isoformas de tripsina observadas de acuerdo al tiempo de ayuno y estadio de muda.
Se observaron hasta 4 isoformas con actividad tripsina, una de las cuales tiene un
peso de 17.7 kDa y unicamente se presentd en organismos en los estadios de
intermuda (C) y premuda (ED), en los tratamientos de 72 y 120 h de ayuno. Dicha
proteina no se observé en ninguno de los extractos analizados en los experimentos
siguientes realizados en este trabajo.

Los resultados de la actividad enzimatica de la glandula digestiva obtenidos en
este estudio, concuerdan con los reportados por Sdnchez-Paz (2001), quién evalu6 las
concentraciones de ARNm de tripsina en dicha glandula de la misma especie y bajo
las mismas condiciones que el presente estudio. Este autor observd las mayores
concentraciones de ARNm de tripsina después de 24h de ayuno en los estadios de
premuda temprana (ED) e intermuda (C). Nuestros resultados muestran, a su vez, un
valor de actividad de tripsina maximo en la premuda temprana (ED), después de 24 h
de ayuno. Estas observaciones concuerdan a su vez con los reportes de Klein et al.
(1996) en la misma especie, quienes observaron un pico maximo de ARNm de
tripsina durante la premuda y un pico maximo de actividad de esta enzima durante
este mismo estadio. La correlacion en los patrones de cambio entre la actividad
tripsina y la expresiéon del ARNm de la misma, sugieren que la regulacién de la
sintesis de estas proteinas esta dada a nivel transcripcional (Klein et al., 1996).

Basandonos en los cambios observados tanto en la actividad enzimatica de la
glandula digestiva, como en el nimero de isoformas con actividad tripsina, que es la
enzima que contribuye en mayor porcentaje a la hidrélisis de la proteina del alimento,
podemos sugerir la existencia de un fenémeno de adaptacién enzimatica inducido por
factores externos como lo es la falta de alimento é ayuno y, por factores internos como

el es proceso fisiolégico de la muda.

Parte Il
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El efecto del ayuno evaluado en este estudio en un periodo de tiempo mas
corto (48 h), con intervalos menores, permitié entender las variaciones de la actividad
enzimatica después de la ingesta y, por lo tanto, sugerir la existencia de una relacién
entre las respuestas observadas en este ensayo y los habitos alimenticios de los
organismos. Debido al corto tiempo de ayuno evaluado, ni el peso corporal, ni el peso
de la glandula digestiva mostraron cambios significativos, lo cual confirma lo
observado en el experimento anterior en aquellos organismos en intermuda (C) antes
de las 72 h de ayuno (Tabla V).

A pesar de que en el primer ensayo se observaron diferencias en el contenido
de proteina de la glandula digestiva hasta las 72 h de ayuno en los organismos en
intermuda (C), la evaluacion frecuente de este contenido de proteina después de la
ingesta, nos permitid observar algunos cambios que mostraron valores maximos 6 h
después de haber ingerido el alimento, lo cual coincide con los valores maximos
observados en las actividades tripsina y quimotripsina en este mismo experimento,
como se muestra mas adelante. La actividad proteolitica total de la glandula digestiva
también mostré6 cambios que no pudieron observarse en el experimento anterior (en un
periodo de 120 h), la variacion de la actividad proteolitica a lo largo de las 48 h,
mostré valores minimos entre las 5 y 6 h, coincidiendo con uno de los valores
minimos observados en las actividades tripsina y quimotripsina 5 h después de la
ingesta. Adicionalmente se observaron bajas en el contenido de proteina, actividad
proteolitica total y actividades tripsina y quimotripsina a las 12y 18 h.

La actividad de la tripsina en este ensayo también mostrd variaciones no
registradas en el primero, antes de las 72 h de ayuno. Valores méaximos de la
actividad tripsina de la glandula digestiva se observaron a las 2 y 6 h después de la
ingesta, lo cual pudiera sugerir la posible expresion de al menos dos genes diferentes
que codifican para tripsina en la glandula digestiva del camarén. A su vez, la actividad
de la quimotripsina también mostré cambios, pues se observaron valores de actividad
maxima entre las 6 y 9 h. La correlacion que muestra el patron de variacién de ambas

enzimas, tripsina y quimotripsina, sugiere que las respuestas de la sintesis enzimatica



57

en la glandula digestiva después de la ingesta, son dependientes y secuenciales.
Aparentemente la respuesta de la tripsina aparece antes que la de la quimotripsina, lo
cual refuerza la hipotesis de que ambas enzimas estan reguladas por mecanismos
diferentes. La correlacién del patrén de variaciébn mostrado por las actividades de
ambas enzimas ha sido también observada en modelos vertebrados como la rata, y
estudios recientes, sugieren que los mecanismos de regulacion son desplegados por
procesos diferentes (Lhoste et al., 1994). Sin embargo, Le Moullac et al. (1996) en
un estudio con juveniles de P. vannamei no observaron esta correlacion entre ambas
actividades.

Los resultados de estos dos ensayos mostraron valores mayores de actividad
quimotripsina que de actividad tripsina, lo cual confirma lo reportado por Ezquerra et
al. (1999) y Hernandez et al. (1999). Este fendmeno puede estar asociado con la
mayor o menor afinidad que muestran dichas enzimas por el sustrato sintético
utilizado en cada caso, sin embargo, confirma también la importancia de la actividad
quimotripsina en la glandula digestiva del camarén, representando un porcentaje
importante de la actividad proteolitica total llevada a cabo en éste dérgano (van
Wormhoudt et al., 1995).

La variacién observada en el nimero de bandas de tripsina, tanto de proteina
como de actividad, es consistente con lo reportado por Ezquerra et al. (1999). Estos
cambios en el nimero de bandas sugieren que en la glandula digestiva del camarén
blanco existen hasta cuatro proteinas como maximo y dos proteinas como minimo con
actividad tripsina, las cuales se activan ¢ inactivan, dependiendo de las necesidades
del organismo para llevar a cabo la hidrdlisis de la proteina del alimento. En el caso
de la quimotripsina, a pesar de que se registraron cambios significativos en los
ensayos de actividad y diferencias en la intensidad de las bandas con actividad
quimotripsina en los geles de poliacrilamida, no se registr6 cambio en el nimero de
bandas observadas, sugiriendo que existen al menos dos isoformas de la enzima
expresadas constantemente en la glandula digestiva del camaron. Lo anterior confirma

las observaciones de van Wormhoudt et al. (1995) de dos isoenzimas quimotripsinas
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expresadas constantemente a lo largo del ciclo de muda del organismo, sugiriendo la
posibilidad de que sean otros factores inductores los que provoquen cambios en la
expresion de dicha enzima. Varios estudios sobre la calidad y cantidad del alimento
tampoco han reportado cambios en el nUmero de bandas con actividad quimotripsina
en P. vannamei, sin embargo, se requiere de mayores esfuerzos para entender el
mecanismo de regulacion de esta enzima.

El nimero de bandas tanto de tripsina como de quimotripsina observadas en el
analisis electroforético de las muestras del primer ensayo en los organismos en
intermuda (C), correspondid positivamente con el nimero de bandas observadas en el
segundo ensayo de ayuno, en donde los organismos fueron también seleccionados en
intermuda (C). Lo anterior refuerza la reproducibilidad de la técnica electroforética, la
importancia de evaluar las muestras individualmente y, sobre todo, la posibilidad de
observar patrones constantes en el nimero de bandas de las enzimas estudiadas, a
pesar de la gran variabilidad observada entre organismos de esta misma especie.

Los resultados analizados en este experimento confirman, lo ya sugerido en el
primer ensayo acerca de la existencia del fendbmeno de adaptacion enzimatica en la
glandula digestiva de Peneidos. A su vez, estos resultados nos permiten resaltar el
corto plazo en el que esta adaptacion enzimética esta dada como respuesta a la
ingesta del alimento, lo cual pudiera estar relacionado con el hecho de que estos
organismos son consumidores frecuentes, lo cual les obliga a presentar respuestas

adaptativas en lapsos de tiempo menores.

Parte I1lI

Ademas del estadio de muda y el ayuno como inductores de cambios en las
tasas de sintesis enzimatica en la glandula digestiva de los camarones y tomando en
cuenta la importancia del alimento suministrado a los organismos y su relacion con las
necesidades nutricias del propio organismo, se realizd6 un tercer ensayo que nos

permitié evaluar las respuestas del organismo frente alimentos de diferente calidad
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(considerando de mejor calidad, a los alimentos con una concentracién de proteina
mayor).

Los crustaceos cuando son alimentados con alta concentracion proteica en el
alimento, tienden a mostrar mejor sobrevivencia y crecimiento, pues se sugiere, toman
ventaja del contenido de proteina en el alimento para el mantenimiento de tejidos y
abundantes reservas energéticas para sus funciones metabdlicas (Koshio et al., 1993;
Le Moullac and van Wormhoudt, 1994). Los resultados obtenidos durante este ensayo
mostraron que de acuerdo a lo esperado, después de tres semanas de
experimentacion el incremento en el peso corporal de los organismos alimentados con
un mayor porcentaje de proteina en el alimento (30 y 50%), fue mayor que en los
alimentados con 15% de proteina, esto va de acuerdo con la idea de que los
crustaceos alimentados con mayor cantidad de proteina, crecen mas rapido. Estos
resultados concuerdan con lo observado por Carreira et al. (1996) en el pancreas de
la rata, quienes compararon tres alimentos con concentracién de proteina de O, 22,y
64%. Estos autores no encontraron diferencias entre el peso corporal de las ratas
alimentadas con 22 y 64% de proteina, mientras que en los organismos alimentados
con 0% de proteina, el peso corporal decreci6 significativamente.

A pesar de la diferencia observada en el peso corporal de los camarones
evaluados, el peso de la glandula digestiva no mostré6 cambios entre los grupos de
organismos experimentales. Existen reportes que sugieren que el peso de esta
glandula, en crustaceos, esta influenciado por varios procesos fisioldgicos que incluyen
el ciclo de muda y el ayuno durante los estadios en los que hay ausencia de
alimentacién activa (Al- Mohanna y Nott, 1989; Fernandez-Gimenez et al., 2001).
Adicionalmente, es posible que las diferencias en la concentracién de los ingredientes
utilizados en la formulacién de los alimentos experimentales, ademas de la proteina,
como lo son los extractos libres de nitrégeno (Tabla VI), principalmente carbohidratos,
afecten otros procesos bioquimicos no evaluados en este estudio y que pueden

influenciar el peso de la glandula digestiva.
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En este ensayo se observd un incremento significativo en el contenido de
proteina soluble (mg/ml) de la glandula digestiva conforme la concentracién proteina
del alimento increment6. Estos cambios se correlacionan positivamente con los
cambios observados en el peso corporal de los organismos. Estas observaciones
concuerdan con los resultados obtenidos por Le Moullac y van Wormhoudt (1994) en
larvas de P. vannamei, sugiriendo que cuando existe una alta concentracién de
proteina disponible en el alimento, excediendo cierto limite 6 umbral, este 6rgano es
capaz de almacenar reservas energéticas para enfrentar procesos fisiolégicos como lo
es la muda, el crecimiento y la reproduccion del organismo.

Las actividad proteolitica total, y las de tripsina y quimotripsina de este ensayo
siguieron un patron de variacién diferente al del contenido de proteina de la glandula
digestiva. Las actividades mas altas se observaron en los organismos alimentados con
un 30% de proteina, mientras que las actividades mas bajas se registraron en los
organismos alimentados con un 50% de proteina. Estos resultados confirman los
reportes de Le Moullac et al. (1996) en P. vannamei, sugiriendo que la disminucion
en la tasa de sintesis de estas enzimas es consecuencia de una alta concentracién de
proteina (caseina) en el alimento, la cual a su vez, debe estar relacionada con la alta
concentracion de aminoacidos detectada en la hemolinfa.

A pesar de que los resultados de la actividad proteolitica total siguen este
mismo patrén, no se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos
experimentales. Sin embargo, sabemos que la actividad proteolitica total es el
resultado de todas las proteasas activas en la glandula digestiva del organismo
incluyendo tripsinas, quimotripsinas, carboxi- y amino-peptidasas, catepsina y
colagenasas. De tal manera que se asume que aunque la tripsina y la quimotripsina
son las proteasas principales en la glandula digestiva del camarén, la actividad de
otras proteasas no permite detectar cambios significativos debidos a la concentracién
proteica del alimento.

Los analisis electroforéticos de los extractos enzimaticos mostraron una banda

de proteina adicional con actividad tipo tripsina en aquellos organismos alimentados
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con un 30% de proteina (Fig. 16). Esto sugiere que aln cuando los organismos crecen
mejor cuando consumen mas proteina, la sintesis de las tres isoformas activas de
tripsina (observadas en la glandula digestiva del camaroén), puede ser inducida sélo
cuando los organismos son alimentados con un 30% de proteina. Consecuentemente,
la presencia de esta tercera tripsina parece ser inducida, una vez que se ha detectado
cierto limite de proteina en el alimento y desaparece mas alla de dicho limite. Sin
embargo, la contribucién de esta tripsina en la actividad total permanece aln
desconocida, por lo que se requieren investigaciones posteriores para determinar el
mecanismo de regulacion de la sintesis de dicha molécula.

Como se observo en los experimentos anteriores, en este ensayo se confirma la
correlacion entre las actividades tripsina y quimotripsina (Fig. 15), siendo a su vez
corroborada con las observaciones realizadas en algunos vertebrados. Corring et al.
(1989) sugieren que la biosintesis de enzimas pancreaticas en la rata es modificada
por el contenido de proteina del alimento, y que existe una correlacién positiva
observada en el incremento de tripsindgeno y quimotripsindgeno, cuando se
incrementa el porcentaje de proteina en el alimento. A su vez, Giorgi et al. en 1985,
observaron una correlacion positiva entre la concentracion del ARNm del tripsinégeno
| y el quimotripsinogéno B, cuando la concentracion de proteina del alimento
incrementd del 15 al 25%. Algunos estudios de activacion de la tripsina y la
quimotripsina en especies de insectos como el mosquito A. gambiae, sugieren que
ambas enzimas son componentes de una cascada de activacion, en donde la
activacion de una promueve la activacion de otra, de tal manera que su actividad
cambia siguiendo un mismo patrén de respuesta a la ingestiénde alimento aunque sus
respuestas esten dadas en tiempos diferentes y por mecanismos diferentes (Muller et
al., 1995; Vizioli et al., 2001).

Nuestros resultados muestran que el incremento de la proteina en el alimento
corresponde a un incremento en la concentracién relativa de ARNm de tripsina 'y L21
en la glandula digestiva del camardén (Fig. 18A), lo que sugiere un probable efecto

positivo general en la transcripcion. Sin embargo, cuando las concentraciones relativas



62

de ARNm de tripsina son normalizadas respecto a un gen expresado
constitutivamente, como la proteina ribosomal L21, el incremento del contenido
proteico del alimento al 50%, resulta en la disminucién de la concentracién relativa de
ARNm de tripsina/L21, casi al mismo nivel que el observado en los organismos
alimentados con 30% de proteina, de tal forma que el valor mas alto de ARNm de
tripsina se observé en los organismos alimentados con 30% de proteina (Fig. 18B).
Los cambios en las concentraciones relativas de ARNm de tripsina, coinciden con los
resultados de Klein et al. (1996) quienes sugieren que los genes de tripsina de la
glandula digestiva del camaron blanco P. vannamei estan regulados a nivel
transcripcional.

Debido a la correlacion observada entre la actividad tripsina y la concentracion
relativa de ARNm de tripsina, se calculd la relacion actividad/concentracion relativa de
ARNm de tripsina/L21 (Fig. 19) y los valores obtenidos sugieren a su vez que existe,
cuando menos de forma parcial, la regulacién a nivel transcripcional de los genes de
tripsina y que una vez que se ha sintetizado un ndmero adecuado de transcritos, el
proceso de transcripcion declina independientemente del incremento de proteina en el
alimento, con un correspondiente decremento en la actividad de la enzima. En los
camarones, la sintesis de tripsina parece ser proporcional a la concentracion de
proteina en el alimento hasta cierto nivel, esto difiere con las observaciones de
Noriega et al. (1994) acerca de la induccién de la transcripcion de los genes de
tripsina en el mosquito A. aegypti, en donde la concentracion de ARNm de tripsina
incrementa significativa y proporcionalmente después de la ingesta de sangre.

Los mecanismos de regulacién relacionados con los cambios en la
concentracion del ARNm vy la actividad de la tripsina observados en este estudio,
sugieren una relacion intima con los habitos alimenticios de las especies. Varios
estudios en vertebrados e invertebrados, han demostrado una correlacion entre los
habitos alimenticios y la magnitud de las respuestas reguladas (Secor, 2001). Algunas
especies de insectos hematdfagos como el mosquito A. aegypti (Noriega y Wells,

1999), el cual es un consumidor no-frecuente, muestra respuestas regulatorias del
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proceso digestivo muy extremas. Esto es alin mas pronunciado dada la cantidad de la
ingesta de sangre 6 el tamafo de la presa, segln sea el caso, que suele sobrepasar el
peso del depredador y deben ser digeridas después de una sola ingesta. En el caso de
los peneidos que son consumidores frecuentes, las respuestas regulatorias observadas
son modestas cuando se les compara con aquellas de mosquitos. Lo anterior sugiere
que la activacién o inactivacién de los genes de tripsina en la glandula digestiva del
camar6on supone un beneficio probablemente relacionado a un costo energético
promedio reducido como lo propone Secor (2001).

De acuerdo a nuestros resultados, en los peneidos la transcripcion de los genes
de tripsina puede llevarse a cabo auln cuando los organismos ingieren un alimento con
baja proteina (15%), sin embargo, la correlacién entre la actividad, la concentracion
relativa del ARNm de tripsina (en los tres grupos experimentales) y la tercera banda
con actividad tripsina observada en el grupo de organismos alimentados con 30% de
proteina, refuerzan la hipétesis de que los cambios en las concentraciones relativas de
ARNm determinan estrechamente los cambios observados en la actividad implicando
qgue cuando menos existe un sitio de regulacién efectivo durante la transcripcion. A
pesar de lo anterior, no se debe eliminar la posibilidad de que existan otros factores
que tengan efecto a otro nivel de rgulacién de la tripsina de acuerdo a las sugerencias
de Noriega et al. (1994). Lo anterior corresponde con las observaciones de van
Wormhoudt et al. (1996) quienes reportaron una correlacion positiva entre la
actividad y la concentracién de ARNm de tripsina (evaluada por el método de dot-blot)
en P. vannamei; sin embargo, estos autores no encontraron diferencias en el nimero
de isoformas expresadas de tripsina.

El uso de genes constitutivos (housekeeping genes) como controles internos en
la evaluacion de la expresion de genes blanco, se apoya en la premisa de que exhiben
una tasa de transcripcién basal constante en todos los tipos de células nucleadas,
siendo estos genes consistentes, no-regulados, e independientes de cualquier proceso
fisiologicos (Thellin et al., 1999). Las proteinas ribosomales cominmente son usadas

comunmente como estandares debido a la baja variacion que presentan sus niveles de
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ARNm; varios estudios realizados en insectos han reportado con éxito, el uso de estas
proteinas (Salazar et al., 1993; Dimopoulos et al., 1998; Barillas-Mury et al., 1999).
En el caso de los crustaceos, ademas de los cambios ligados al ciclo celular, es
necesario considerar cuidadosamente la alta variabilidad observada en el estado
nutricional de los organismos y los procesos de muda debido a que estos parametros
son dificiles de controlar entre organismos individuales (Sanchez-Paz, 2001).
Aparentemente los mecanismos de regulacién que presenta el camarén son del
tipo de los consumidores frecuentes como es el caso de la rata 6 el humano. Estudios
recientes hacen suponer la existencia de un tripsindgeno y de inhibidores especificos
de tripsina en la glandula digestiva del camarén blanco (Klein et al., 1996; Garcia-
Carrefo, 1996; Lehnert y Johnson, 2002) lo cual sugiere a su vez, la presencia de

otros mecanismos de regulacion de la tripsina en crustaceos.

Consideraciones finales

De acuerdo a lo observado en este estudio, en la glandula digestiva de los
peneidos existe el proceso de adaptacién enzimatica, el cual esta dado por
mecanismos que le permiten a los organismos regular la sintesis de las enzimas
proteoliticas como la tripsina y la quimotripsina. Dentro de los inductores exogenos
que producen cambios en la sintesis enzimatica de dicha glandula estan el ayuno y el
contenido proteico del alimento. A su vez, en esdtos organismos, un inductor
endogeno de gran importancia en los cambios detectados en la sintesis de proteasas
digestivas, es el ciclo de la muda.

En el presente estudio se mostré que la cantidad y actividad de las enzimas
tripsina y quimotripsina en la glandula digestiva del camardn blanco esta regulada,
aparentemente, por mecanismos distintos. A su vez se establece que el modelo
utilizado es adecuado para este tipo de evaluaciones y que es factible desarrollar
futuras investigaciones para el estudio de los mecanismos de regulacién de la

actividad enzimatica en el sistema digestivo de los decdpodos. Los inductores
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evaluados en la presente investigacion, que provocan cambios tanto en la actividad
proteolitica como en la concentracion del ARNm de la tripsina de la glandula
digestiva, se encuentran asociados por una caracteristica comun: el estrés alimenticio.
Sin embargo, se hace necesaria la busqueda de nuevos factores y/o inductores que
permitan observar cambios en el nimero de proteinas con actividad tripsina y
especialmente quimotripsina.

La posibilidad de la evaluacion individual de cada una de las tripsinas de la
glandula digestiva reportadas en este estudio, tanto de proteina como de expresién
génica, permitira establecer conclusiones mas claras acerca de la contribucién de
cada una de estas enzimas en la degradacién de la proteina del alimento y permitira a
su vez, el mejor entendimiento del 6 los mecanismos que regulan la actividad de cada
una de estas enzimas. Experimentos preliminares Ilevados a cabo durante la presente
investigacion, proveen herramientas basicas para el desarrollo de investigaciones
posteriores, como el diseno y evaluacidon de oligonucledtidos que permiten la
amplificacion individual, mediante PCR, de las tres tripsinas de la glandula digestiva
del camardn y el diseno de oligonucléotidos que permiten la amplificacion del factor

de elongacion Il, como posible gen constitutivo en crustaceos.
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