Centro de Investigacion en Alimentacion y
= Desarrollo A.C.

CARACTERIZACION DE LA SECUENCIA DE
PARTICIPACION DE LAS PEPTIDASAS DIGESTIVAS DEL
CAMARON BLANCO Litopenaeus vannamei

Por:

QBC. Carlos Uriel Estrella Soliz

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Noviembre 2022



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Carlos Uriel Estrella
Soliz, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para

obtener el grado de Maestria en Ciencias.

" Dra. Adriana Muhlia Almazan
Directora de tesis

\

g

N\*‘&:} '

Dra. Liliana Ca¥éfina Roio Arreola
Co-directora de Tesis

Dr. José Angel Huerta Ocampo
Integrante del comité de tesis

(=

Dr. Humberto Gonzélez Rios
Integrante del comité de tesis




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacién generada en la tesis “Caracterizacion de la Secuencia de Participacion de
las Peptidasas Digestivas del Camaron Blanco Litopenaeus vannamei” es propiedad intelectual del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y agradecen las
citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso especial del autor Carlos Uriel Estrella
Soliz, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la reproduccion parcial o total de la
tesis con fines académicos, se debera contar con la autorizacion escrita de quien ocupe la titularidad

de la Direccidon General del CIAD.

La publicacién en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos en

esta tesis, deberd dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.
Coordinacién de Programas Académicos

Director General



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por el apoyo econdémico
otorgado para el logro de esta meta.
Al Centro de Investigacion en Alimentaciéon y Desarrollo A.C. (CIAD), en concreto a la
Coordinacion de Tecnologia de Alimentos de Origen Animal (CTAOA), por las facilidades
brindadas para la realizacion de esta tesis.
Al proyecto A1-S-7729 ““Descifrando el sistema digestivo de decapodos’ y por la beca para la
realizacion de los estudios de maestria.
A mi familia y amigos por apoyarme siempre.
A la Dra. Muhlia por nunca perder la fe en mi.
A mis compatfieros del Lab. de Bioenergética y Genética Molecular, por hacerme compaiiia.
A los compaifieros del CIBNOR de La Paz, en especial a la Dra. Lili y a Ann, no hubiera podido
hacer nada sin su consejo.

Y a la gente que me ha estado apoyando a lo largo de mi formacién (profesores, compaifieros)



CONTENIDO

APROBACION. ..ottt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL. .......uiiiiiiiiiiiitiaaaeeiiiie e 3
AGRADECIMIENTOS .. .o e e 4
CONTENIDO . ... .o e e et 5
LISTA DE FIGURAS . ... e, 7
LISTA DE CUADROS ... ... e 8
RESUMEN ...ttt et e et sttt et et ea e ebtesb e et e et et esbeestesaeenae e e enee 9
ABSTRACT ...ttt et ettt et e be et eatesh e st et e bt et ebbesbte st ee e enaeens 11
L. INTRODUCCION. ...ttt 12
2. ANTECEDENTES. ... e 14
2.1. El Camar6n Blanco como Recurso Natural y su Importancia Econémica......................... 14
2.2. Aspectos Generales de las Peptidasas Digestivas del Camardn Blanco............cocccoeeeeeee. 15
2.3. El Proceso Digestivo del Camaron............coouiuiiiiiiieieeieeiie sttt 17
2.4. Herramientas para el Estudio de las Peptidasas Digestivas del Camaron Blanco.............. 19
B HIPOTESIS. ..ottt 21
GLOBJIETIVOS. ... ettt et et e h e st ettt et s e sate st e et e st ebeente s 22
4.1. ODbjetivos GeNerales. .......couuiuiiiitiiii i et eneeenn 22
4.2. ODbjetivos ESPeCIfiCOS. .. .uuintiitii e s 22
5. MATERIALES Y METODOS. ... .ot 23
5.1. Obtenciéon de Muestras.. .. e 23
5.2. Cuantificacion de Protemas Solubles por el Metodo de Bradford ...................................... 24
5.3. Ensayo de Actividad Proteolitica Total..............ooooiiiiiiiiiii e 24
5.4. Electroforesis de Proteinas en Gel de Poliacrilamida.....................c.oooinn 24
5.5. Zimograma (pH Basico y Acido).... a0 2D
5.6. Preparacion de Muestras para el Anahs1s Proteomlco e e 20
5.6.1 Extraccion, Cuantificacion y Gel de Calidad de Protemas .......................................... 26
5.6.2 DigestiOn de ProteiNas.........c.eecuieiiieriieeie ettt ettt ettt saaeseve e e aeeesae e 27
5.6.3 Marcaje Isobérico, Fraccionamiento y Desalado de Péptidos..........ccccuevvieniinniiennnnnne. 27

5.6.4 Cromatografia de Liquidos Acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem y
Seleccion de Precursores Sincronicos (SPS-MS?)......c.ouciiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 27
5.6.5 Identificacion de Proteinas con Base en Datos Espectrometria de Masas ................. 28
5.7 ANalisis EStadiStiCo. . ...o.uouutiit i e 29
6. RESULTADOS Y DISCUSIONES. .. ... 30

6.1. Cuantificacion de Proteinas Solubles y de Actividad Proteolitica Total........................30
6.2. Analisis de la Actividad Enzimatica por Zimogramas..............c.ceoeevveenieinensienieennennn 31
6.3 ANALISIS PrOteOMICO. ... uvntiti ettt e 36



CONTENIDO (continuacion)

6.3.1 Las peptidasas de la Glandula Digestiva de L. vannamei...................................39

6.3.1.1 Tripsinas y QUIMOIIPSINGS. ... ..uuieutenttttententeatt ettt e eaeaneeeanenes 39
O T B O 1 1<) o1 o 45
6.3.1.3 Metalopeptidasas. ... ..oueeneeneiitetee e et 50
7. CONCLUSION. ..ottt 54
8. BIBLIOGRAFIA........oooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 55
0. ANEXO ...ttt ettt ettt e et eh et bt a et et ettt e ene e 60



Figura Pagina
1 Sistema Digestivo del Camaréon Blanco del Pacifico .........coeevviiiniininniiniciciieiiece 17
2 Concentracion de Proteina en la Glandula Digestiva del Camarén Blanco por Grupo
EXPEIIMENTAL ...ttt ettt ettt sttt et e e e e ebaeesbeense e e e eeenaeeene 30
3 Actividad Proteolitica Total de la Glandula Digestiva del Camar6n Blanco Durante
108 TieMPOS A€ INGESTA .....eeeviieiiiiiieiie ettt ettt eaae e e e et eeesbeenbeanns 31
4 Patron General de Bandas de Peptidasas de la Glandula Digestiva de L. vannamei
APH O oottt e et e e s e e sabe e e eabe e e stbeeeeabeenateas 32
5 Registro de las Bandas con Actividad Peptidasa en la Glandula Digestiva de
Lo VARNAMET ..ot e 33
6 Fenotipos y Genotipos de las Tripsinas Digestivas de L. vannamei ...............ccccceveuennnnee. 35
7 SDS-PAGE de Proteinas de la Glandula Digestiva de L. vannamei Obtenidas en
Diferentes Tiempos de Ingesta: Preprandial, Postprandial 1 h, y Postprandial 3 h .............. 37
8 Abundancia de Proteinas en las Muestras en los Diferentes Tiempos de Toma de
IMIUESETA .ot e e sttt e s bt e e 37
9 Mapa de calor de Abundancia de las Proteinas de la Glandula Digestiva de L.
vannamei en Diferentes Tiempos de Ingesta Preprandial, Postprandial 1h y
Postprandial 3h..........oiiii e 38
10 Alineamiento Tipo Clustal de Aminoacidos de las Tripsinas Identificadas ...........c.......... 40
11 Graficas de Abundancia de las Tripsinas Identificadas en el Andlisis Protedmico............ 43
12 Alineamiento Secuencias de Quimotripsinas Identificadas en el Anélisis Proteémico......44
13 Graficas de Abundancia de las Dos Quimotripsinas Identificadas en el Analisis
Protedmico en los Diferentes Tiempos de INGesta .........cceevvvivriieiieeiiieiiiieiieeie e 45
14 Graficas de Abundancia de las Catepsinas Identificadas en Anélisis Proteémico en los
Diferentes Tiempos de INZESLA ........oecuiiiiiiiiieeie et 48
15 Alineamiento de las Secuencias de Aminoacidos de las Catepsinas D .........ccccccveeirennnne. 49
16 Alineamiento de las Secuencias de Aminoacidos de las Metalopeptidasas del Camaréon
BLANCO ...t e e e et 50
17 Graficas de Abundancia de las Metalopeptidasas Identificadas en el Andlisis

LISTA DE FIGURAS

PLOLEOITIICO e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e enanans 52



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina
1 Cuadro de Actividad de las Peptidasas Digestivas de L. vannamei en la
Glandula Digestiva a PH 6 ¥ 8....oouiiiiiiiieie ettt e 34
2 Caracteristicas de las Diferentes Isoformas de las Tripsinas de la Glandula
Digestiva del Camardn Blanco............cccueeiiiriiiiniieiie et 41

3 Caracteristicas de las Diferentes Isoformas de las Quimotripsinas de la Glandula
Digestiva del Camardn Blanco............ooooviiiiiiiiiiiiiiieeecie e 44

4 Caracteristicas de las Diferentes Isoformas de las Catepsinas de la Glandula
Digestiva del Camardn Blanco............ocooviiiiiiiiiiiiiniieece e 46

5 Caracteristicas de las diferentes isoformas de las Metalopeptidasas de la
Glandula Digestiva del Camardn Blanco............coeeeeiiiiiieiieeiieiieieie e 51



RESUMEN

A pesar de que el camaron blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei es la especie de
camaron peneido de mayor importancia comercial en el mundo, atn se desconoce a detalle como
lleva a cabo el proceso digestivo de la proteina del alimento. En trabajos anteriores se han
caracterizado las diferentes peptidasas encargadas de hidrolizar las proteinas del alimento; entre
ellas, las tripsinas y quimotripsinas son descritas como las mas importantes, aunque existen otras,
como las catepsinas y las metalopeptidasas que también realizan funciones digestivas.

En este estudio se estudid la secuencia de activacion de las peptidasas digestivas del camaron de
acuerdo a su abundancia en diferentes tiempos de ingesta (preprandia, 1 hora postprandia y 3 horas
postprandia). Se determind la concentracion de proteina y la actividad proteolitica total de las
peptidasas de la glandula digestiva en los diferentes tiempos; también se realizaron analisis
protedmicos y zimogramas para analizar los cambios en la actividad proteolitica de peptidasas
especificas.

Al comparar la actividad proteolitica total y la concentracion de proteina soluble, no se encontraron
diferencias significativas en los diferentes tiempos, pero por zimografia se observo que la actividad
de las quimotripsinas y tripsinas prevalecié durante los 3 tiempos estudiados, mientras que una
aspartico peptidasa (catepsina D) present6 actividad solamente el tiempo preprandial y postprandial
3 h, por otro lado una metalopeptidasa presentd actividad principalmente en el tiempo postprandial
1 h.

En el analisis protedmico no se detecté un cambio significativo en la abundancia de las tripsinas,
en general, se mantuvieron estables durante el proceso digestivo. Respecto a las quimotripsinas, se
observd un aumento en su abundancia con al paso del tiempo, alcanzando un méximo en el tiempo
postprandial 3 h, este perfil fue también observado en las catepsinas L; mientras que la catepsina
D1 (digestiva) tuvo un maximo de abundancia en el tiempo preprandial y sufrié una disminucion
en los tiempos postprandial 1 h y 3 h. Finalmente, la abundancia de la Mpc1 (metalopeptidasa
digestiva) se mantuvo estable con un ligero aumento en el tiempo postprandial 1 h. De acuerdo a
los resultados obtenidos, se puede sugerir que existe una secuencia de activacion y participacion
en la digestion del alimento en el camaron blanco, quedando de la siguiente manera: las tripsinas

y catepsina D1 estan activas en preprandia, con la presencia del alimento las tripsinas y la Mpcl1 se



activan, y la digestion del alimento finaliza con la actividad de tripsinas, quimotripsinas y

catepsinas L.

Palabras clave: Digestion, Protedmica, L. vannamei.
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ABSTRACT

Although the Pacific whiteleg shrimp Lifopenaeus vannamei is the most economically
valuable penaeid in the world, the food protein digestion process is still unknown in detail. The
different peptidases responsible for hydrolyzing food proteins have been characterized; among
them trypsin and chymotrypsin are described as the most important, although others, such as
cathepsins and metallopeptidases, also perform digestive functions.

In this study, the activation sequence of shrimp digestive peptidases was studied according to their
abundance at different feeding times (pre-prandial, 1 hour post-prandial and 3 hours post-prandial).
Protein concentration and total proteolytic activity of the digestive gland peptidases were
determined at the different times; proteomic analyzes and zymograms were also performed to
determine the changes in the proteolytic activity of specific peptidases.

When comparing the total proteolytic activity and the concentration of soluble protein at the
different assayed times, no significant differences were found. But using zymography it was
observed that the activity of chymotrypsins and trypsins prevailed during the 3 feeding times
studied, while an aspartic peptidase (cathepsin D) showed activity only in the preprandial and at 3
h postprandial time, on the other hand a metallopeptidase showed activity mainly at 1 h
postprandial time.

According to the proteomic analysis, trypsin abundance remained stable during the digestive
process. Regarding chymotrypsins, an increase in their abundance was observed over time,
reaching a maximum at 3 h postprandial time, this profile was also observed for cathepsins L; while
cathepsin D1 (digestive) showed a maximum abundance in the preprandial time and a decrease in
the postprandial times 1 h and 3 h. Finally, the abundance of Mpc1 (digestive metallopeptidase)
remained stable with a slight increase at 1 h postprandial time. According to the results obtained,
it can be suggested that there is a sequence of activation and participation in the digestion of food
in the white shrimp, as follows: trypsin and cathepsin D1 are active in preprandial, with the
presence of food trypsin and Mpcl are activated, and, in the final stage of food digestion trypsin,

chymotrypsin, and cathepsin L are the main partakers.

Keywords: Digestion, Proteomics, L. vannamei.
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1. INTRODUCCION

La acuacultura y la pesca son actividades economicas importantes que se han desarrollado
en México desde hace varias décadas, esto debido al potencial de ambas practicas en el pais y al
aprovechamiento de la amplia diversidad de climas, pues México cuenta con el 12 % de la
biodiversidad mundial (CIDECO, 2019).

Entre los diferentes productos de la acuicultura, el camarén es uno de los organismos de mayor
produccion acuicola, desarrollada ante la amenaza del agotamiento por sobreexplotacion del
recurso y para satisfacer la gran demanda de este producto (Rodriguez-Valencia et al., 2010). El
camar6n blanco Litopenaeus vannamei (syn: Penaeus vannamei) tiene caracteristicas bioldgicas
que lo colocan como la especie mas cultivada alrededor del mundo; entre estas destacan su
tolerancia a la salinidad, su velocidad de crecimiento en condiciones de cultivo, su resistencia al
cambio de temperatura y a la presencia de patogenos (Briggs, 2005).

La digestion es un proceso fisioldogico que juega un papel central en la asimilacion de la energia
que proviene del alimento y por lo tanto, del crecimiento. Uno de los procesos bioldgicos mas
importantes para el crecimiento de las especies en cultivo es el aprovechamiento eficiente del
alimento. En el camaron blanco L. vannamei el sistema digestivo se localiza en el cefalotorax
(Carcamo-Aréchiga, 2015).

La glandula digestiva es el 6érgano con el papel mas importante debido a que realiza una gran
cantidad de funciones no solo en el proceso de digestivo, sino también en el metabolismo del
organismo como con la distribucion de las reservas almacenadas, la absorcion de nutrientes y la
sintesis de peptidasas digestivas en forma inactiva (zimogenos) (Garcia-Morales, 2007).

Estudios previos sobre las peptidasas digestivas de L. vannamei han reportado la existencia de una
bateria de enzimas proteoliticas de varias clases, tales como: Las serino peptidasas (tripsinas y
quimotripsinas), las cisteino peptidasas (catepsinas B y L), aspartico peptidasas (catepsina D), asi
como metalopeptidasas. Todas estas enzimas se encargan de hidrolizar las proteinas que se
consumen en la dieta para obtener aminoacidos que son indispensables para la sintesis de proteinas,
puesto que L. vannamei no puede sintetizar algunos aminoécidos esenciales (Navarrete del Toro y
Garcia-Carreiio, 2018).

Aun se desconocen varios aspectos del proceso digestivo del camardn blanco, entre ellos la
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secuencia de participacion de las enzimas digestivas en el proceso de hidrolisis del alimento. En
otras especies de decapodos se han realizado estudios acerca de como ocurre el proceso digestivo,
tal es el caso de la langosta americana Homarus americanus en la cual se ha reportado que existe
una sinergia entre sus diferentes enzimas digestivas lo que les permite hidrolizar de manera 6ptima
las proteinas ingeridas en la dieta. Esta sinergia ocurre gracias a que existe un orden de activacion
e intervencion de las diferentes peptidasas digestivas al hidrolizar la proteina (Rodriguez-Siordia
et al., 2016); por lo que, en la presente tesis se aborda la siguiente pregunta cientifica: ‘‘;Hay un
orden de intervencion de las peptidasas de la glandula digestiva del camar6n blanco durante el
proceso digestivo?’’

Para responder la pregunta, en la presente investigacion se realizé un andlisis protedmico de
cuantificacion relativa empleando un marcaje con etiquetas isobdricas para identificar y cuantificar
las proteinas presentes en la glandula digestiva del camaroén en diferentes tiempos de la ingesta, en
condiciones de ayuno (pre-prandia), durante la digestion (post-prandia 1 h) y después de comer
(post-prandia 3 h). A su vez, se evalu¢ la actividad de las peptidasas en los diferentes tiempos de
ingesta en geles de acrilamida (zimogramas). Todo lo anterior con la finalidad de comprender

mejor el proceso digestivo del camaron blanco.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El Camaré6n Blanco Como Recurso Natural y su Importancia Econdmica

Litopenaeus vannamei también conocido como camardn blanco del Pacifico, es un crustdceo que
naturalmente se distribuye desde la Costa Oriental desde Sonora, México en el norte, pasando por
América Central y del Sur hasta Tumbes en Perti, en areas donde la temperatura del agua es >20
°C durante la mayor parte del afio (FAO, 2016). Actualmente el camardn blanco es una de las tres
principales especies de camarones peneidos mas cultivadas en el mundo junto con Penaeus chinesis
y Penaeus monodon, en total las tres especies suman aproximadamente el 71 % de la produccion
camaronera (FAO, 2016). De la misma manera en México, L. vannamei es la principal especie de
cultivo, en casi todos los estados de la Republica con acceso al mar, siendo los principales
productores los estados de Sonora y Sinaloa (SAGARPA, 2018). En el caso especifico de Sonora
aproximadamente el 78 % de los sistemas de produccién acuicola cultivan camaron (IAES, 2016),
solo en el 2018 se produjeron 230,381 toneladas de peso vivo en el pais de las cuales 71,146
toneladas son atribuidas al estado de Sonora, convirtiéndolo en el segundo estado con mayor
produccion de camardn en el pais, solo detras de Sinaloa (SAGARPA, 2018).

Existen diferentes caracteristicas por las cuales el cultivo de L. vannamei es rentable, una de ellas
es que presenta una tasa de crecimiento muy rapida aumentando hasta 3 g por semana hasta llegar
a los 20 g bajo condiciones de cultivo intensivo o de alta densidad. Algunas granjas llegan a cultivar
camarones a una densidad de 400 animales/ m? (siendo 150 animales/ m? el estandar). Ademas L.
vannamei presenta una alta tolerancia a cambios en la salinidad (pudiendo sobrevivir desde 0.5
hasta 45 ppm), y requiere un alimento con bajo contenido de proteina (20-35 % mientras que
Penaeus monodon requiere mas del 36 %) (FAO, 2016). De manera adicional, el camarén blanco
presenta buena tolerancia a los cambios de temperatura (23-30° C), y es resistente a agentes
patogenos, lo cual en conjunto le confiere el éxito de cultivo y popularidad a la especie (Briggs,

2005).
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2.2 Aspectos Generales de las Peptidasas Digestivas del Camarén Blanco

Para el camar6n, como para la mayoria de los organismos vivos, es indispensable disponer de la
magquinaria molecular para digerir las proteinas provenientes del alimento. Se ha reportado, que L.
vannamei tiene un requerimiento de entre 20 y 35 % de proteina en la dieta para alcanzar un
crecimiento 6ptimo. Una de las principales razones de esta necesidad alimentaria, reside en la
incapacidad de L. vannamei para sintetizar aminoacidos esenciales (Lee y Lee, 2018).

Debido a lo anterior, estudios previos han reportado que L. vannamei cuenta con varias enzimas
proteoliticas 6 peptidasas que le permiten hidrolizar las proteinas que consume en su dieta diaria y
cuyos productos son los aminodcidos que requiere para sintetizar proteinas. (Navarrete del Toro y
Garcia-Carrefio, 2018). La clasificacion de las peptidasas esta basada en el tipo de aminoacido
esencial y especifico requerido para la catélisis enzimdtica en el centro activo de la enzima, asi se
pueden clasificar en las siguientes clases: serino, cisteino, treonino, aspartico, métalo 6 glutamil-
peptidasas, dependiendo de los aminoacidos que conforman el sitio activo (Rawlings et al., 2006).
Entre las peptidasas del sistema digestivo reportadas en el camaron blanco estan las tripsinas y las
quimotripsinas; ambas en conjunto realizan hasta el 60 % de la actividad proteolitica del
hepatopancreas en L. vannamei, teniendo en comin que pertenecen a la clase de las serino
peptidasas (Garcia-Morales, 2007). De acuerdo con Sainz y colaboradores (2004) en la glandula
digestiva del camaron blanco se expresan tres isoformas de tripsinas (denominadas A, B 'y C); estas
enzimas hidrolizan el extremo carboxilo de residuos basicos como arginina y lisina (caracteristica
en comun con otras tripsinas), y cuentan con pesos moleculares de 19.9 (C), 18.4 (B) y 17.2 kDa
(A) (Navarrete del Toro et al., 2011). Cabe destacar que estas tres isotripsinas de L. vannamei estan
reguladas como las de un organismo consumidor frecuente, siendo sintetizadas y almacenadas
como pro-isotripsinas (zimogenos) para ser activadas y secretadas continuamente (Navarrete del
Toro y Garcia-Carrefio, 2018). Reportes recientes han sugerido la existencia de un mayor niimero
de tripsinas en la glandula digestiva de L. vannamei, a las previamente reportadas por Klein y
colaboradores (1996) y Sainz et al. (2004), cuyas caracteristicas bioquimicas no se han confirmado
a la fecha (Wei et al., 2014).

Por otro lado, dos isoformas de quimotripsina han sido reportadas en la glandula digestiva del

camardn blanco, con un peso molecular aproximado de 35.6 kDa y 24.1 kDa (Navarrete del Toro
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et al., 2011). Las quimotripsinas son el segundo tipo de peptidasa digestiva con mas actividad en
la glandula digestiva del camardn y se encargan de hidrolizar proteinas en los residuos aromaticos
como fenilalanina, tirosina y triptofano. Tienen la particularidad de no ser inhibidas por TPCK,
(tosil-fenilalanil-clorometilcetona), un inhibidor comun en el estudio de las serino peptidasas e
hidrolizar muy poco a BTEE (N-benzoil-L-tirosinato de etilo), que es un sustrato comun en el
estudio de quimotripsinas (Bibo-Verdugo et al., 2015).

Otras clases de peptidasas reportadas en la glandula digestiva de L. vannamei son las cisteino
peptidasas y las metalopeptidasas. Siendo la catepsina B estudiada mas a detalle, se sabe que en el
camardn blanco presenta un peso molecular de aproximadamente 26.9 kDa (Stephens et al., 2012).
Las catepsinas son un grupo de peptidasas que suelen ser activas en condiciones acidas (pH 4),
tienen un peso molecular entre los 14 y 65 kDa (Valverde, 2001) y actian de manera tanto
intracelular (en el lisosoma como la catepsina B) como extracelular (como la catepsina L) pudiendo
hidrolizar no s6lo proteinas, sino también péptidos pequefios. Ademas de las catepsinas de la clase
cisteino como las catepsinas L, B, C, S, y H; también se han reportado catepsinas en el camarén
pertenecientes a la clase de las aspartico peptidasas como la catepsina D (Gonzalez-Meza, 2014;
Martinez-Alarcon, 2018).

La catepsina D es una de las aspartico peptidasas mas estudiadas, hidroliza en el extremo amino de
los aminoacidos aromaticos y otros aminoacidos con cadenas laterales voluminosas. Estudios
previos han descrito que la catepsina D tiene funciones tanto extracelulares como intracelulares en
los invertebrados (Rojo, 2010). Dentro de sus funciones, se puede apreciar su participacion en la
regulacion de la muerte celular programada (Gui et al., 2006), en la activacion de precursores
enzimaticos (Khan et al., 1999), en la degradacion proteica intracelular (Metcalf y Fusek, 1993) y

en la hidrolisis de proteinas obtenidas del alimento (Williamson et al., 2002).
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2.3. El Proceso Digestivo del Camarén

Existe en la literatura vasta informacion que sefala la importancia de un adecuado alimento en los
sistemas de cultivo para lograr una produccion rentable. Por lo anterior, el sistema digestivo de las
especies de peneidos ha sido estudiado durante mas de 15 afios (Hernandez-Cortés, 1999; Sainz et
al., 2004; Garcia-Morales, 2007; Gonzalez-Meza, 2014; Lee y Lee, 2018); sin embargo, aun queda
mucho por estudiar en cuanto a el proceso detallado de la digestion en el camaron blanco.

La mayor parte del sistema digestivo de Litopenaeus vannamei se localiza en la region anterior del
cuerpo también llamada cefalotérax en donde se encuentran el esdfago, el estomago y la glandula
digestiva, un intestino en la region del abdominal y el ano situado en el telson (Cabrera et al., 1991).
Dentro del sistema digestivo del camardn, se considera que el hepatopancreas, también conocido
como glandula digestiva, es el principal 6rgano durante el proceso de digestion, debido a que este
se encarga de secretar una gran variedad de peptidasas digestivas (en forma de zimogenos
inactivos) que ayudan a digerir los alimentos consumidos cuando son activados. Otras funciones
del hepatopéancreas son la distribucion de las reservas almacenadas y la absorcién de nutrientes

(Garcia-Morales, 2007).

Camara Hepatopancreas
gastrica /
Pediinculo ocular P

Intestino

Esdlago

Pereiopodos Ano

Pledpodos
Figura 1. Sistema digestivo del camarén blanco del Pacifico (Modificado de Garibay-Valdez et al., 2020)

El proceso digestivo en los animales es un fendmeno fisiologico altamente regulado con

caracteristicas especificas que permiten el control estricto en la activacion de las enzimas digestivas
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que hidrolizan las proteinas llamadas peptidasas; este control que permite que las enzimas sean
almacenadas después de su sintesis en forma de zimogenos (forma inactiva de la enzima), asi
evitando la autohidrolisis y el dafio tisular que esta pueda causar. De esta forma, las peptidasas
pueden ser activadas en cualquier momento que se requiera, sin dafiar a los tejidos del camarén
(Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2018).

A la fecha se han realizado investigaciones en diferentes organismos con el proposito de entender
la secuencia de activacion de las peptidasas durante la digestion. Uno de los primeros estudios en
donde se empez6 a describir este tipo de relaciones fue el de Brunelle y colaboradores (1999),
quienes estudiaron las proteasas digestivas del escarabajo de la papa Leptinotarsa decemlineata.
Los autores reportaron la existencia de un orden en la participacion de las peptidasas digestivas
atribuyendo a la catepsina D un papel central sin explorar a fondo las posibles relaciones entre esta
enzima y las demas peptidasas digestivas. Otro estudio previo fue presentado por Williamson y
colaboradores (2004) en el nematodo parésito Ancylostoma caninum quienes describieron la
existencia de una sinergia entre una aspartico peptidasa (APR-1) y una cisteino peptidasa (CP-2)
en la hidrolisis de hemoglobina, sin llegar a describir las relaciones sinérgicas entre las demas
peptidasas digestivas del anquilostoma.

En los decdpodos como la langosta americana (Homarus americanus), se ha descrito una red
sinérgica de peptidasas que participan en conjunto para hidrolizar a las proteinas del alimento. En
dicha red se ha reportado la participacion primordial de las cisteino peptidasas que act@ian en
conjunto con las aspartico peptidasas, sin participacion alguna de serino peptidasas (Rodriguez-
Siordia et al., 2016). Sin embargo, en el camaron blanco este proceso no se ha esclarecido en su
totalidad, pues se han realizado estudios enfocados a evaluar cambios en la actividad proteolitica
en diferentes etapas del ciclo de vida del camardn y en condiciones de alimentacion constante o de
ayuno (Sainz et al., 2009). En 1999, Hernandez-Cortés y colaboradores, reportaron un cambio en
la actividad de las peptidasas digestivas previo a la hora de la alimentacion (preprandia) para
posteriormente confirmar un incremento en la actividad enzimdtica durante y posterior a la ingesta
(post-prandia), lo que sugiere la presencia de mecanismos de regulacion en el camardn blanco
segun sus habitos alimenticios.

Aun existe mucho por descubrir del desarrollo del proceso digestivo de L. vannamei, dada la
importancia econémica de la especie en México, la generacion del conocimiento detallado respecto
al mecanismo de intervencion de las enzimas peptidasas sera una aportacion de peso al acervo

cientifico y desarrollo de los sistemas de cultivos.
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2.4 Herramientas para el Estudio de las Peptidasas Digestivas del Camardén Blanco

Entre las herramientas para la deteccion de actividad enzimatica esta la electroforesis en geles de
poliacrilamida revelados en presencia de sustratos, esta modalidad llamada zimograma, permite
caracterizar la presencia de peptidasas activas en un extracto determinado. Esta herramienta,
descrita por Laemmli (1970) fue exitosamente adaptada para el estudio de las peptidasas alcalinas
de crustaceos por Garcia-Carrefio y colaboradores (1993). Esta metodologia es de gran validez
pues permite inmovilizar y conocer el peso molecular aproximado de las diferentes proteinas en
una muestra y algunas de las condiciones para mantener la actividad enzimatica.

Un ejemplo claro del uso de esta técnica es el estudio del proceso digestivo de los decapodos, como
el reporte que se presenta en el trabajo de Rodriguez-Siordia y colaboradores en 2016, quienes
analizaron la sinergia de las peptidasas en la digestion proteica de la langosta americana Homarus
americanus encontrando, que las peptidasas necesitan de otras peptidasas para cumplir su trabajo
de manera Optima, en este articulo, se utilizo el zimograma como herramienta de identificacion de
las peptidasas digestivas en el jugo gastrico de la langosta americana

Por otro lado, los analisis protedmicos por son valiosas herramientas que ayudan a determinar, no
solo el tipo de proteinas que estan presentes en el organismo en un momento determinado, puede
ser drgano-especifico y/o bajo diferentes condiciones ambientales. La protedmica también permite
determinar la abundancia de las proteinas a través de un andlisis cuantitativo (Torreblanca y Lopez,
2005). Dichos estudios se han aplicado en el camardn para analizar la respuesta ante diversas
condiciones. En 2016, Fan y colaboradores, realizaron un estudio para observar el efecto del estrés
generado por las bajas temperaturas en la expresion de las proteinas digestivas de L. vannamei. Los
autores reportaron una disminucion en la sintesis de enzimas digestivas al encontrarse bajo estrés
de temperaturas debajo de los cero grados centigrados.

Otro estudio de interés que muestra el aporte de los estudios protedmicos para ayudar a entender
el proceso de la digestion es el realizado por Bibo-Verdugo y colaboradores (2015) en el cual se
reporta el primer andlisis protedmico del jugo géstrico de la langosta americana, el cual fue parte
importante en la identificacion de las glicosidasas y las peptidasas como las enzimas hidroliticas
mas abundantes del jugo gastrico.

Con base en todo lo anterior, es importante conocer como funciona el sistema digestivo de L.
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vannamei y la secuencia de intervencion de las peptidasas durante el proceso de hidrolisis de la
proteina del alimento. Esta informacion permitird generar conocimiento detallado sobre la
fisiologia de la digestion proteica y proponer un mecanismo que la describa. Dicho conocimiento
tiene un potencial impacto en el mejoramiento de los sistemas de cultivo logrando mayores tasas
de crecimiento y mejorando la calidad del producto que se consume y en la economia de quien lo
cultiva. Los resultados serdn integrados al acopio de conocimiento con la que cuenta el grupo de

trabajo para plantear un posible mecanismo de digestion proteica del camaron blanco.
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3. HIPOTESIS

Si las peptidasas digestivas de L. vannamei interactian sinérgicamente, entonces algunas
se activan antes de la ingesta y siguen un orden especifico de intervencion al hidrolizar la proteina

del alimento durante la post-prandia.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar la secuencia de intervencion de las peptidasas de la glandula digestiva del camarén

blanco Litopenaeus vannamei antes y después de la ingesta.

4.2. Objetivos Particulares

1. Evaluar la actividad proteolitica total de las peptidasas digestivas de la glandula digestiva de

Litopenaeus vannamei antes y después de la ingesta.

2. Detectar mediante zimografia, la presencia de la forma activa de los principales tipos de peptidasas
(tripsinas, quimotripsinas, catepsinas y metalopeptidasas) en la glandula digestiva de Litopenaeus

vannamei antes y después de la ingesta.

3. Revelar mediante un analisis protedémico los cambios en la abundancia de las peptidasas presentes

en la glandula digestiva de Litopenaeus vannamei antes y después de la ingesta.

4. Integrar y analizar la informacion para determinar el orden de intervencion de las peptidasas durante

el proceso digestivo.

22



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion de Muestras

Se obtuvieron 90 camarones adultos de la especie L. vannamei con un peso promedio de 12.45 +
2.6 g de una granja local de la costa de Hermosillo, Sonora, los cuales fueron trasladados al
Laboratorio de Bioenergética y Genética Molecular del CIAD, en donde se escogieron y
distribuyeron 21 camarones en 3 tinas plasticas (N=63) de 100 L repartidos al azar. Los organismos
experimentales se mantuvieron en las siguientes condiciones: temperatura 26 °C, salinidad 28 ppm
y oxigeno disuelto promedio de 3.5 mg/L. Se realizaron recambios diarios del 50 % de agua de mar
en las tinas y se sifonearon las heces diariamente por un periodo de aclimatacion de 7 dias. Los
organismos fueron alimentados hasta saciedad con Camaronina® una vez al dia a las 7 am durante
el periodo de aclimatacion.

Se establecieron 3 tiempos diferentes para la toma de muestras: 30 min antes de la ingesta
(preprandia), 1 h después de la ingesta (postprandia 1h) y 3 h después de la ingesta (postprandia
3h) en los que se muestrearon 7 camarones por tina. De los 7 camarones muestreados en cada
tiempo y de cada tina: 5 organismos (réplicas biologicas) fueron utilizados para cuantificar la
proteina soluble y la actividad enzimatica total de la glandula digestiva de cada camarén. Las
glandulas digestivas de los 2 camarones restantes se destinaron para el analisis proteémico. El peso
de cada espécimen fue registrado antes de disectar la glandula digestiva que fue congelada a -80
°C hasta su anélisis.

Se obtuvo un extracto enzimatico de cada glandula digestiva, para ello, se registro el peso del tejido
y se le agregaron 3 volimenes de agua destilada (1:3 w/v). Cada muestra se homogeniz6 con un
homogeneizador mecénico y se centrifugd a 13,000 rpm por 30 min a 4 °C, se separ6 el

sobrenadante con las peptidasas y fue almacenado a -20 °C hasta su uso.
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5.2. Cuantificaciéon de Proteinas Solubles por el Método de Bradford

Para determinar la concentracion de proteina soluble en cada uno de los extractos enzimaticos se
utilizo el método de Bradford (1976). Se realizé una curva de calibracion a partir de una solucion
estandar de albumina de suero bovino con una concentracion inicial de 2 mg/mL y con diluciones
seriadas 1:2 (v/v) con agua bidestilada. En cada reaccion se mezclaron 5 pL de solucion de
albumina 6 extracto enzimatico, 45 uL de agua mili-Q y 250 pL de reactivo de Bradford (Bio-Rad,
USA) en cada pozo de una microplaca de 96 pozos. Se incub6 la mezcla por 5 min a temperatura
ambiente en agitacion y se leyd a 595 nm en un lector de microplaca iMark (Bio-Rad, USA). Cada

determinacion se realizo por triplicado.

5.3. Ensayo de Actividad Proteolitica Total

Para determinar la actividad proteolitica total de cada una de las muestras experimentales, se utilizo
la metodologia propuesta por Yasuda y colaboradores (1999). Se prepararon reacciones para cada
uno de los extractos enzimaticos con 150 pL de buffer Tris-HCI 50 mM (pH 8) con caseina 1 %
como sustrato y 5 pL de extracto de glandula digestiva, se incubd por 10 min a temperatura
ambiente y se detuvo la reaccion con acido tricloroacético al 20 %. Posteriormente la reaccion se
incubd por 10 min a 4 °C y se centrifugé a 13,000 rpm por 10 min, se separo la fraccion soluble y
se leyd en un espectrofotometro UV-6300PC (VWR, USA) a 280 nm. Todas las muestras se

evaluaron por triplicado.

5.4 Electroforesis de Proteinas en Gel de Poliacrilamida

Se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % en condiciones nativas para
determinar el patron proteico de las muestras siguiendo el método de Laemmli (1970). Se separaron

las proteinas de cada uno de los extractos enzimaticos obtenidos de los organismos experimentales
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en los diferentes tiempos de ingesta en una cdmara mini-PROTEAN® tetra cell (BioRad, USA).
Se cargaron 20 pg de proteina de cada extracto enzimatico y buffer de carga 2X (Tris-HCI 0.125
M, SDS 4 %, glicerol 20 % v/v y azul de bromofenol 0.02 % pH 6.8). Cada uno de los geles se
corrié en buffer de corrida (Tris-HCI 250 mM, glicina 1.92 M y SDS 1 %) por 10 min a 100 V,
luego se subid el voltaje a 150 V por 110 min a 4 °C.

Una vez concluida la electroforesis, el gel se tifid con una solucion de azul de Coomassie (azul de
Coomassie R-250 0.05 %, metanol 40 %, acido acético 7 % y agua destilada 53 %) por 1 h'y
posteriormente se destifid con solucion de destefiido (metanol 40 % de, 4cido acético 7 % de y agua
destilada 53 %). Una vez destefiido, el gel fue documentado en un equipo Gel Doc EZ imager
(BioRad, USA).

5.5. Zimogramas (pH Basico y Acido)

Para la deteccion de las bandas con actividad de peptidasas en la glandula digestivas del camarén,
se realizaron 18 zimogramas (9 a pH acido y 9 a pH bésico) con una modificacion al método
descrito por Garcia-Carrefio y colaboradores (1993). Se prepararon geles de acrilamida al 12 %, se
cargd el extracto de glandula digestiva en un equivalente a 10 mUA (unidades de actividad
proteolitica total) diluido con buffer de carga 2X (1:2 v/v), y se utilizaron las mismas condiciones
de corrida a 4 °C. Para revelar las bandas de actividad peptidasa a pH basico, se lavaron los geles
con agua destilada 2 veces por 5 min en agitacion y se estabilizé el pH del gel con buffer Tris 50
mM (pH 8) en agitacion, con 3 recambios de buffer por 5 min; posteriormente el gel se incub6 a 4
°C por 30 min en el sustrato caseina al 3 % en buffer Tris 50 mM (pH 8), seguido de una incubacion
de 90 min a temperatura ambiente. El gel fue tefiido siguiendo el protocolo de la seccion 5.4.

Para revelar las bandas con actividad peptidasa a pH 6 se utiliz6 el sustrato hemoglobina al 0.25 %
en buffer de acetato de sodio 100 mM (pH 6). El proceso de tefiido y destefiido es identico al
descrito en el parrafo anterior. Las proteinas que tienen actividad peptidasa se observan como
bandas blancas en un fondo azul.

En cada zimograma se corrieron cinco réplicas de cada uno de los triplicados de cada grupo
experimental. La imagen de cada uno de los geles fue ampliada y analizada cuidadosamente y las

bandas con actividad fueron registradas tanto a pH 8, como a pH 6 (condicién en la que se confirmd
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la actividad de la catepsina D).

5.6. Analisis Protedmico Cuantitativo Empleando Marcaje con Etiquetas Quimicas Isobaricas

5.6.1 Extraccion, Cuantificacion e Integridad de Proteinas

Se prepararon nueve extractos proteicos, tres de cada tiempo de muestreo evaluado en el bioensayo
(3 tiempos con 3 réplicas cada uno), pasando por 2 pasos: extraccion y precipitacion. Para la
extraccion se mezclaron 200-250 mg de glandula digestiva de camaron con 400 pL de buffer RH
(urea 8 My CHAPS 2 %), 10 uL de EDTA 0.5 M pH 8 y 10 pL de PMSF 50 mM. Posteriormente,
se homogenizé mecdnicamente el tejido con la ayuda de un pistilo durante 60 seg, manteniéndose
en un bafio de hielo. Se realiz6 una segunda homogenizacion por sonicacion en 3 ciclos de 20 seg
cada uno, con una amplitud del 25 %. El extracto se centrifugd por 15 min a 13,000 rpma 4 °Cy
finalmente se recuper?6 el sobrenadante que fue transferido a un microtubo nuevo.

Para la precipitacion, se mezclaron 200 pL de cada extracto proteico con 1800 pL de etanol
absoluto, la mezcla se agitd usando un vortex y se almacen6 a -20 °C toda la noche. Se realizaron
3 lavados con etanol al 90 %, centrifugando la muestra a 13,000 rpm por 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se desechd y se centrifugo al vacidé para secar el precipitado de proteinas. Las
proteinas precipitadas se enviaron al laboratorio de Protedmica del Instituto de Ecologia A.C. en
Xalapa, Veracruz, donde se resuspendieron en PBS con 1% de SDS y se determin¢ la cantidad de
proteinas empleando el método del acido bicinconinico. Se resolvieron 8 pug de proteina de cada
condicion experimental y réplica biologica mediante SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes

y se tifieron con el colorante fluorescente Sypro Ruby (Bio-Rad, USA).

5.6.2 Digestion de Proteinas

Cien microgramos de cada muestra (3 condiciones x 3 réplicas bioldgicas) se redujeron con Tris
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(2-carboxietil) fosfina 10 mM durante 45 min a 60 °C, y luego se afiadieron grupos alquilo con
iodoacetamida 30 mM durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. La reaccion se inactivo
con ditiotreitol 30 mM durante 10 min. Las proteinas se precipitaron usando cinco volimenes de
acetona fria seguidos de una incubacion durante la noche. Se centrifugaron a 13,000 rpm durante
20 min a 4 °C, los pellets de proteina se secaron al vacio y se resuspendieron en 100 pL de
bicarbonato de trietilamonio 50 mM y SDS al 0.1 %. Las proteinas se digirieron con tripsina grado
espectrometria de masas (Promega) a una relacion 1:30 tripsina: proteina, se incubaron durante la
noche a 37 °C. Finalmente, se afiadi6 tripsina recién preparada en una proporcion de 1:60 de

tripsina: proteina y se incubaron 4 h a 37 °C.

5.6.3 Marcaje Isobarico, Fraccionamiento y Desalado de Péptidos

Los péptidos resultantes de la digestion con tripsina, se marcaron empleando etiquetas quimicas
isobaricas TMT (Tandem Mass Tags, Thermo Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante en el siguiente orden: 126, 127 Ny 127 C para muestras preprandiales; 128 N, 129
Ny 129 C para muestras posprandiales 1 h; 130 N, 130 C y 131 para muestras posprandiales 3 h.
Una vez marcados, los péptidos provenientes de las 9 muestras se mezclaron en un mismo tubo y
se fraccionaron mediante fase reversa a pH alcalino empleado un kit comercial (Pierce). A
continuacion, las fracciones se desalaron con cartuchos C18 (Thermo Scientific) y se secaron en

un CentriVap (Labconco).

5.6.4 Cromatografia de Liquidos Acoplada a Espectrometria de Masas en Tandem y

Seleccién de Precursores Sincréonicos (SPS-MS?)

Las fracciones desaladas se suspendieron en acido formico al 0.1 % y se inyectaron 20 pL de la
solucioén en una pre-columna nanoviper C18 (3 um, 75 pm % 2 cm, Dionex) a un flujo de 3 pL/min
empleando un sistema RSLC UltiMate 3000 (Dionex) y luego se separaron en una columna EASY

spray C18 RSLC (2 um, 75 pm x 25 cm), usando un gradiente de 100 min con una velocidad de
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flujo de 300 nL/ min usando &cido formico al 0.1 % como solvente A, y 0.1 % de acido férmico en
90 % de acetonitrilo como solvente B. Se establecié un gradiente de la siguiente manera: 10 min
de solvente A, 7-20 % de solvente B en 25 min, 20 % de solvente B durante 15 min, 20-25 % de
solvente B durante 15 min, 25-95 % de solvente B durante 20 min y 8 min de solvente A. El nano
cromatografo de liquidos se acoplo a un espectrémetro de masas Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo-
Fisher Scientific®) equipado con una fuente de ionizacién nano “EASY Spray” (ThermoFisher
Scientific) y operado en modo de iones positivos. El voltaje del nanospray se fijé en 3.5 kV y la
temperatura de la fuente en 280 °C. Como calibradores externos incluyeron cafeina, Met-Arg-Phe-
Ala (MRFA) y Ultramark 1621 (Thermo Fisher Scientific).

Se realizaron escaneos completos en el modo MS en el analizador Orbitrap a una resolucion de 120
000 FWHM, con un rango de escaneo de 350 a 1500 m/z, y un control de ganancia automatico
(AGC) de 2.0 x 105, tiempo maximo de inyeccion de 50 ms, umbral de intensidad de 5.0 E+3,
exclusion dindmica de 1 a 70 s, y tolerancia de masa de 10 ppm. Los parametros de fragmentacion
incluyeron: disociacion inducida por colision con 35 % de energia de colision y Q de activacion de
0.25, AGC de 1.0 x 104 en un tiempo de inyeccion méximo de 50 ms, el rango de masas de
seleccion de precursores fue de 400—-1200 m/z, un ancho de exclusion de iones precursores menor
a 18 m/z. La deteccidn de los 5 espectros MS? mas abundantes y la pérdida de las etiquetas TMT
se llevd a cabo en la trampa de iones. Los espectros de MS® se adquirieron como se describi6
anteriormente utilizando la seleccion de precursores sincronicos (SPS) (McAlister et al., 2014).
Los precursores de MS? se fragmentaron mediante disociacion de colisién de mayor energia (HCD
por sus siglas en inglés) con un 65 % de energia de colision y se analizaron en el Orbitrap a una
resolucion de 60 000 FWHM con un rango de exploracion de 120 a 500 m/z, una ventana de
aislamiento de 2 m/z, un AGC de 1.0 x 105, y un tiempo de inyecciéon maximo de 120 ms con un

microescaneo.

5.6.5 Identificacion de Proteinas con Base en Datos de Espectrometria de Masas

Los espectros generados con SPS-MS? se procesaron con el software Proteome Discoverer 2.4 (PD,
Thermo Fisher Scientific) utilizando los motores de busqueda Mascot (version 2.4.1, Matrix

Science), Sequest HT y Amanda. Las busquedas se dirigieron contra el proteoma de L. vannamei
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(UniProt: UP000283509 que contiene 25,399 secuencias). Los parametros de busqueda incluyeron:
especificidad de proteasa triptica completa, se permitid la pérdida de dos sitios de corte de la
proteasa, como modificaciones fijas se incluyeron la carbamidometilacion de las cisteinas (+57.021
Da) y el marcaje quimico de los residuos de lisina/N-terminal con las etiquetas TMT 9-plex
(+229.163 Da). Las modificaciones variables incluyeron oxidacion de metionina (+15,995 Da) y
desaminaciéon de asparagina/glutamina (+0,984 Da). Para el método SPS-MS® (en el que la
identificacion se realizd a menor resolucion en la trampa lineal de iones), se aplicaron tolerancias
de £10 ppm y 0.6 Da para iones precursores y iones fragmento, respectivamente. Los hits de
péptidos resultantes se filtraron para una tasa maxima de falsos positivos de 1 % utilizando el
algoritmo Percolator (Kaill et al., 2007). La cuantificacion del ion reportero para las etiquetas TMT
se obtuvo con una plantilla de software de PD a nivel de MS? aplicando tolerancias de masa de +10
ppm en el caso del centroide mas seguro y un filtro de coaislamiento de precursor del 75 %. Los
datos crudos estaran disponibles para libre acceso a través de la plataforma ProteomeXchange

(http://www.proteomexchange.org/) una vez que se publiquen formalmente.

5.7. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos numéricos obtenidos en el estudio se realizd6 por medio del
Software NCCS. Se hicieron pruebas de distribucion normal y homogeneidad de varianza. Las
diferencias entre grupos experimentales fueron analizadas por medio de un ANOVA de una sola
via seguido de una prueba de comparacion multiple de Tukey para los datos de concentracion de
proteina soluble. Por su parte, para los datos de actividad proteolitica total se realizé una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y una prueba de Dunn. Todas las pruebas considerando P < 0.05
como una diferencia estadisticamente significativa. En el caso de los valores de abundancia de las
proteinas de interés resultantes del analisis protedmico se calcularon las abundancias normalizadas
de las proteinas y se realizd6 un ANOVA de una via y una prueba de comparacion de Tukey para

cada una de las peptidasas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos enzimdticos de los tres tiempos de muestreo se analizaron de forma

individual, tanto en la evaluacion de la actividad enzimética, como en el andlisis protedmico.
6.1. Cuantificacion de Proteinas Solubles y Actividad Proteolitica Total

La figura 2 muestra los resultados de la concentracién promedio de proteina soluble en la glandula
digestiva de cada uno de los organismos en los diferentes los tiempos de ingesta. No se encontraron

diferencias entre los 3 grupos experimentales (P >0.05).

Concentracion de proteina por tratamiento

400, a a a
1

3.05 3.17

——
3.004 1

2,004

mg/mL

1.00+

0.00

Prepr'andial Postprandial 1 h Postprandial 3 h

Figura 2. Concentracion de proteina soluble en la glandula digestiva del camarén blanco durante los diferentes
tiempos de ingesta. (n=15; P>0.05)

Estos resultados reflejan de manera general que el promedio de las proteinas sintetizadas en la
glandula digestiva en cada uno de los tiempos se mantiene estable, sin embargo no se sabe
especificamente cuanta de esta proteina representa a las enzimas peptidasas. Estos datos van de

acuerdo con lo descrito previamente por Sainz y colaboradores (2004), quienes sugirieron que en
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la glandula digestiva de L. vannamei hay una constante produccion y almacenamiento de enzimas
en forma de zimégenos (formas inactivas), lo que permite una tasa de recambio constante entre la
sintesis e hidrolisis de las proteinas manteniendo un nivel estable de proteinas, lo cual podria
explicar este resultado.

Por otro lado, aunque los resultados de la actividad proteolitica total en la glandula digestiva
mostraron una ligera tendencia hacia el aumento de la actividad enzimatica a los tiempos 1 y 3 h
después de la ingesta, estos cambios no fueron significativos como se representa en la figura 3 (P
> (0.05). Lo anterior sugiere que, al no haber un cambio en la concentracion de proteina soluble
total en la glandula digestiva, el porcentaje de la proteina que representan las peptidasas es bajo en
el organo; sin embargo, los pequefios cambios detectados en la actividad de las peptidasas
digestivas después de la ingesta sugieren que se podrian estar activando las peptidasas almacenadas

en forma de zimdgenos.

Actividad enzimatica total

a
3.00- a 2.49
a
1.90
£ 2,00
K]
e
o
[=2]
E o
< 1004

0.00-

Preprandial Postprandial 1 h Postprandial 3 h

Figura 3. Actividad proteolitica total de la glandula digestiva del camarén blanco durante los diferentes tiempos de
ingesta. Los valores representan las medias + la desviacion estandar (n=15; P > 0.05).

6.2. Analisis de la Actividad Enzimatica por Zimogramas

Se realizaron zimogramas para analizar las peptidasas activas en la glandula digestiva en dos
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condiciones de pH diferente (6 y 8). La figura 4 muestra el patron de bandeo general de un
zimograma en el que se senalan las masas moleculares relativas de cada una de las peptidasas que

a la fecha se tienen detectadas como activas en la glandula digestiva del camaro6n blanco.

a
kDa . -
p—
97- ——
 —
o .
= ; Metalopeptidasa
45- -
) Quimotripsina alta
30- -
- Catepsina D
. Quimotripsina baja
Tripsina C
20- g Tripsina B
Tripsina A
14- .

MPM Lw. L.v.
Figura 4. Patron general de bandas de proteinas y peptidasas de la glandula digestiva de L. vannamei. A) Perfil
proteico de la glandula digestiva, gel SDS-PAGE 12 %. MPM: Marcador de peso molecular; L.v.: extracto
enzimatico de la glandula digestiva. B) Zimograma, bandas blancas con actividad a pH 8.

Mientras que la figura 5 representa el cuadro de registro que indica la presencia ¢ ausencia de cada
una de las bandas activas de las peptidasas detectadas en el zimograma. Con los resultados de los

zimogramas se registraron las bandas de actividad de cada grupo experimental, mismas que

quedaron registradas en el cuadro 1.
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Figura 5. Registro de las bandas con actividad peptidasa en la glandula digestiva de L. vannamei a pH 6. Izquierda:
Cada una de las columnas del cuadro representa una enzima peptidasa. QA: quimotripsina alta; QB: quimotripsina
baja; TA: isotripsina A; TB: isotripsina B; TC: isotripsina C; Metalo: metalopeptidasa y Cat D: catepsina D.
Derecha: zimograma en gel SDS-PAGE al 12 % a pH 6. Las bandas blancas muestran a las enzimas activas que

hidrolizaron el sustrato.

Los resultados mostraron que en la glandula digestiva del camaron, las serino peptidasas como la
tripsina y quimotripsina estdn representadas por varias isoformas. La tripsina, previamente
reportada como un efector importante en la cascada enzimatica de la digestion de proteinas, es una
peptidasa cuya auto-activacion se considera como el primer paso de una serie de reacciones
consecutivas en los vertebrados (Navarrete del Toro y Garcia-Carreno., 2018). La existencia de
una secuencia de activacion de diversas peptidasas de diferentes clases en un organismo, tiene
como objetivo final la hidrodlisis de la proteina del alimento hasta obtener los monomeros
(aminoacidos libres) que seran utilizados por la célula en el proceso de biosintesis (Muhlia-
Almazan et al., 2003; Delcroix et al., 2006).

Hasta la fecha se han reportado tres isoformas de tripsina en la glandula digestiva del camarén
blanco denominadas isotripsinas A, B y C, con masas moleculares de 17.2, 18.4 y 19.9 kDa,
respectivamente en su forma activa (Navarrete del Toro et al., 2011).

Por otra parte, la quimotripsina es la otra serino peptidasa activa en la glandula digestiva del
camaro6n, de la cual se han reportado dos isoformas con masas moleculares de 24.1 y 35.6 kDa,

respectivamente (Navarrete del Toro et al., 2011).
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Cuadro 1. Registro de actividad de las peptidasas de L. vannamei en la glandula digestiva en
diferentes tiempos de ingesta a pH 6 y 8.

Grupo
Experimental Réplica QA QB Metalo TA TB TC CatD
3 R1 X X X X X X X
2
4 R2 X X X X X
= R3 X X X X X X X
C R1 X X X X X X
g =
E- R2 X X XS X X X
z
z R3 X X X X X X
E RI X X X X X X X
=
£~ R2 X X X X X X
E
z R3 X X X X X X

Cada una de las columnas del cuadro representa una enzima peptidasa. QA: quimotripsina alta; QB: quimotripsina
baja; TA: isotripsina A; TB: isotripsina B; TC: isotripsina C; Metalo: metalopeptidasa y Cat D: catepsina D.

Estudios previos sugieren que en la especie de estudio, las serino peptidasas son las que hidrolizan
el mayor porcentaje de la proteina del alimento (Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2018). En
este estudio no se encontr6 organismo 6 condicion en la que no hubiera tripsinas y quimotripsinas
activas, pues éstas enzimas tienen la particularidad de estar presentes y activas en los tres tiempos
(preprandial, 1 y 3 h postprandial) evaluados. Lo anterior confirma que su expresion no es inducida
por la prandia, pues ya se encuentran activas antes de que el organismo ingiera el alimento, durante
y después de 3 h de ingesta. Estos resultados confirman los reportados por Herndndez-Cortés et al.
(1999), quienes por primera vez sugirieron que los camarones cuentan con peptidasas activas
incluso antes de la prandia. Lo anterior contradice la idea de que la actividad enzimatica se activa
por la presencia del alimento como se ha reportado en otras especies de invertebrados (Sainz et al.,
2008).

En el caso de las tripsinas, estudios previos han confirmado que su actividad esta regulada tanto a
nivel transcripcional (Muhlia-Almazén et al., 2003), como a nivel traduccional (Sainz et al., 2004).
De acuerdo con el reporte de Sainz y colaboradores (2005), el camarén blanco puede presentar las
isotripsinas en tres fenotipos diferentes (figura 6). Estos fenotipos no se inducen por factores como
la temperatura del agua, el estado de muda, la edad 6 la condiciéon de alimentacion, sino son

heredados de los progenitores a sus descendientes.
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Figura 6. Fenotipos y genotipos de las tripsinas digestivas de L. vannamei (Modificado de Sainz et al., 2005)

Lo anterior explica porque, de acuerdo con lo observado durante la preprandia, cada una de las
réplicas puede presentar un fenotipo diferente. En este estudio, no se tuvo registro de la isotripsina
B expresada en los organismos de la réplica 2 como se observa en el cuadro 1, por lo tanto la
mayoria de las muestras de la réplica 2 pertenecian al fenotipo 3 con s6lo dos isotripsinas.

En cuanto a las quimotripsinas, ambas se encontraron activas al igual que las tripsinas en los 3
tiempos de ingesta, destacando asi, su papel importante en la digestion peptidica en el camaroén tal
y como se ha reportado en los tltimo afos (Navarrete del Toro y Garcia-Carreno, 2018; Navarrete
el Toro et al., 2011; Castellanos-Ochoa et al., 2022), pues las quimotripsinas en conjunto con las
tripsinas se encargan de aproximadamente el 60 % de la hidrélisis peptidica del camaron (Navarrete
del Toro y Garcia-Carrefio, 2018).

Debido a la actividad constante de las quimotripsinas y su funcion de hidrolizar las cadenas
peptidicas en sitios especificos (el extremo carboxilo de aminoédcidos aromaticos) diferentes a los
de las tripsinas, se liberan polipéptidos mas pequefios, exponiendo extremos diferentes y dando
cabida a que otras enzimas acttien sobre ellos. Todo lo anterior, confirma la necesidad del camarén
de sintetizar de forma constante a las quimotripsinas (Rider y Taylor, 1980; Castellanos-Ochoa et
al., 2022).

Por su parte, las peptidasas en las que si se detectaron diferencias en la expresion entre los
diferentes tiempos de la ingesta fueron la metalopeptidasa y la catepsina D. Los resultados sugieren
que la metalopeptidasa, que es una enzima que requiere la presencia de iones zinc en su sitio activo
(Semenova y Rudenskaya, 2009), se encuentra activa con mayor frecuencia durante la preprandia
y después de 1 h postprandia, mientras que después de 3 h postprandia existen pocos organismos
con la enzima activa. Previamente, Rojo-Arreola y colaboradores (2019) y Maytorena-Verdugo y

colaboradores (2017) describieron la activacién de esta metalopeptidasa como una respuesta
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compensatoria durante la hidrolisis de proteinas del alimento en L. vannamei, aumentando su
actividad cuando el alimento presenta inhibidores de serino peptidasas.

Los resultados de este estudio muestran a la catepsina D como una enzima activa en el tiempo
preprandial y después de 3 h después postprandial; sin embargo, no se obtuvo registro de su
actividad en el tiempo postprandial 1 h (cuadro 1). Se sabe que la catepsina D tiene funciones
diversas, incluso teniendo participacion en el sistema de respuesta inmune del camaréon (Colbert et
al., 2009). Respecto al proceso digestivo se ha reportado en la langosta americana H. americanus,
que la catepsina D juega un papel importante en la hidrélisis proteica trabajando en conjunto con
las cisteino peptidasas encargdndose de la mayor parte de la hidrolisis a diferencia de como ocurre
con L. vannamei.(Rodriguez-Siordia et al., 2016).

De acuerdo con los antecedentes y los patrones de actividad peptidasa registrados en los
zimogramas en este estudio, podemos suponer que tanto la metalopeptidasa como la catepsina D,
son enzimas cuya expresion y actividad se ven modificadas a lo largo del proceso de la ingesta.
Estos primeros resultados fueron comparados con los resultados del andlisis protedmico, como se

describe en el apartado siguiente.

6.3 Analisis Protedmico

En la figura 7 se observa el gel de calidad (SDS-PAGE) de las muestras utilizadas para el analisis
protedmico, las bandas representan las proteinas de la glandula digestiva de tres camarones de cada
tiempo de ingesta seleccionados como réplicas. Después de determinar la concentracion de proteina
por el método del 4cido bicinconinico se cargaron 8 pug de proteina observandose patrones
electroforéticos similares en calidad y cantidad para cada una de las réplicas biologicas analizadas.
En la figura 8 se puede observar la mediana del log10 de la abundancia de las proteinas en cada
una de las réplicas de los tres grupos experimentales previamente mostrados en la figura 7. Para
esta estimacion se emplearon los datos de espectrometria de masas, con lo que se comprobd que
las muestras en los diferentes tiempos tienen abundancias globales muy similares, por lo que los
cambios en la abundancia de proteinas individuales entre las diferentes réplicas y grupos

experimentales pueden ser interpretados desde un origen bioldgico.
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Figura 7. SDS-PAGE de proteinas de las glandula digestiva de L. vannamei (8 pug) obtenidas en diferentes tiempos
de ingesta: preprandial, postprandial 1 h, y postprandial 3 h. Los geles se tifieron con Sypro-Ruby.
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Figura 8. Abundancia de proteinas en las muestras en los diferentes tiempos de toma de muestra. La abundancia esta

representada por el Log10 de la abundancia y cada color representa las 3 muestras réplica analizadas en cada tiempo
de ingesta: azul (preprandial), naranja (postprandial 1 h) y verde (postprandial 3 h).
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Con los valores de la abundancia de todas las proteinas identificadas en el analisis protedmico, se
realizé un agrupamiento de estructura jerarquica y su correspondiente mapa de calor ‘‘Heat map”’
en donde cada proteina se representa segun su abundancia normalizada (figura 9). En este mapa las
muestras estan distribuidas en columnas y representadas con un color segin el tiempo de ingesta.
Los resultados muestran que hay consistencia entre las tres réplicas de cada grupo experimental,
pues los grupos de proteinas representados en los colores de la escala de abundancia muestran

patrones similares entre réplicas y grupos de proteinas diferentes segun el tiempo de ingesta.

W Preprandial

Distance Functon: Eucdean L) Postprandial 1 h

Linkage Method: Compiete
Scaling: Scale Before Clustering g
W Postprandial 3 h

1

/—IF'ﬁ...f—?‘ﬁ

R1Pre R2Pre R3Pre RIP1 R2P1 R3P1 RIP3 R2P3 R3P3
Figura 9. Mapa de calor de abundancia de todas las proteinas de la glandula digestiva de L. vannamei en diferentes
tiempos de ingesta: preprandial, postprandial 1 h y postprandial 3 h.
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6.3.1 Las Peptidasas de la Glandula Digestiva de L. vannamei

De un total de 379 proteinas identificadas en el analisis protedmico de la glandula digestiva del
camaroén, se realizo una seleccion de aquellas identificadas como las peptidasas que participan en
el proceso digestivo de L. vannamei y sus posibles formas inactivas (zimogenos). Se identificaron
dos quimotripsinas (UniProt Q00871 y P36178), dos catepsinas D (UniProt AOA3R7SRO7 y
AO0A423SAGI1), dos catepsinas L (UniProt AOA423TC40 y AOA423TC26), tres metalopeptidasas
(UniProt AO0A423TAWO, AOA3R7P5D9 y A0A423S926) y cuatro tripsinas (UniProt
AOA3R7MEO08, A0A423SXG7, AOA3R7M136 y AOA3R7NWS2). Asi, de acuerdo con los
resultados previamente obtenidos a partir de los zimogramas de actividad, y los resultados del
proteoma de la glandula digestiva del camarén en los diferentes tiempos de la ingesta se integro la

informacion que se describe a continuacion.

6.3.1.1 Tripsinas y Quimotripsinas. De acuerdo con los resultados del analisis protedmico, se
detectaron en la glandula digestiva de L. vannamei varias isoformas de tripsina cuyas secuencias
fueron comparadas con las tres isoformas previamente identificadas por Sainz et al. (2005). La
figura 10 muestra el alineamiento multiple de todas las secuencias de aminoacidos de las tripsinas,
a través del cual se encontrd que la secuencia etiquetada como tripsina 4 en este estudio coincide
con la isoforma C de las tripsinas previamente reportadas (Klein et al., 1996; Sainz et al., 2005).
Sin embargo, las tripsinas identificadas en el analisis protedmico de este estudio, en lo sucesivo
denominadas isoformas 1, 2 y 3 no son idénticas a las isoformas ya reportadas A y B (Anexo 1a).
Debido a lo anterior, se realizaron analisis de bioinformatica para confirmar la identidad de las

isoformas 1, 2, y 3.
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Tripsina 3 MESLVLCLLLAGAFRLPSEEPTFREGLNEIVGEGSEVTPGELEYOLSFQOHNSWEGEARHYCGE o0
Tripsina 4 MESLVLCLLLAGLRFALPSRREPFTFREGLNE IVGESEVIPGELEYQLSFQDNSWETRWHFCS &0
Tripsina C MESLVLCLLLAGRFRLPSEEPTFREGLNEIVGEGSEVTPGELEY OLSFOQDHNSWGTAWHFCGE o0
Tripsina 1 MESLVLCLLLAGRFRALPSEEPTFREGLNEIVGEGSDVTPGELEYOLSFQDISFGFAFHFCG o0
Tripsina 2 =  —————————— MADNHYVWHLELFGISFGFAWHFCG 25
Tripsina & METLILCVLLAGRFRLPSREEPTFREGLNEIVGGTDAEPGELEYOLSFQDISFGFARHFCG o0
Tripsina B METLILCVLLAGLFALPSREPTFREGLNEIVGETDATPGELEYQLSFOQDISFGFAWHFCG &0
= pit,n L ok hadkadkw
Tripsina 3 ASIYNEQWAICAGHCVOGEDFLHNESHLO)————-VVAGEHNFOVIEGHEQTVVLSEIIQHED llég
Tripsina 4 ASIYNENWAICAGHCVOGDDFDNESY LOAS SMVVAGEHNFOVNEGHEQTVVLSEIIQHED 120
Tripsina C ASTYNENWAICAGHCVOGDDEFDHNENY LO————-VVAGEHNFOVHNEGHNEQTVVLSEIIQHED 116
Tripsina 1 ASIYNENWAICAGHCVOGEDMNNEDY LO————-VVAGEHNEDVDEGHNEQTVVLSEIIQHED 1l
Tripsina 2 ASIYNENWAICAGHCVOGEDMNNEDY LO————-A———ELNODVDEGTEQTVILSEIIQHED 78
Tripsina A ASTYNENWAICAGHCVOGEDMNNEDY LO————-VVAGELNCOOVDEGTEQTVILSEIIQHED llé
Tripsina B ASIYNENWAICAGHCVOGEDMNNEDY LO————-VVAGELNCODVDEGTEQTVILSEIIQHED 1l
B T T R R S I T . sk kR R ek s Rk ek
Tripsina 3 YNGFTLSNDISLLELSEPLSFNDNVRAIDI PVOGHRASGDCIVSGWGALEEEGDSESVLY, 1746
Tripsina 4 ¥YNEFTISNDISLLEFSOPLSFNDYVRLAIDI PAOGHALSGDCIVSGHGALTEGESSPSAT 180
Tripsina C YNEFTISNDISLLEFSOPLSFNDYVELIDI PAOCHAASGDCIVECWGALTEGESSPSATLD 176
Tripsina 1 YNGFTISHNDISLLOLSOPLSFNEFVAPTIATLPEAGHARSGDCIVSGHWGTTSEGGSTESVLD 176
Tripsina 2 YNGFTISNDISLLELSOPLSFNDNVRAIDI PAOGHRASGDCIVSGHWGTTSEGGSTESVL, 138
Tripsina & YNEFTISNDISLLELSOPLSFNDNVELIDI PAOCHAASGDCIVECWGTTSEGESTESVL, 176
Tripsina B ¥YNEFTISNDISLLELSOPLSFHNDNVELIDI PAQOGHALSGDCIVSGHGTTSEGESTESVLD 176
Teokkhok s hkdhekokk s s sk s ok ok ak dkdkdkhkkdokdh sk ks kk hk
Tripsina 3 FEVIVEIVSDDECRDAYGONDIEDSMICASVPEGGEDSCOGDSEEPLACSDTGSTYLAGIV 236
Tripsina 4 EVSVEIVSDDECRDAYGOSDIEDSMICASVPEGGEDSCOGDSEEPLACSDTGSTYLAGIV 240
Tripsina C FEVSVEIVSDDECRDAYSOSDIEDSMI CAGVEEGGEDSCOGDSGEPLACSDTESTYLAGIV 236
Tripsina 1 EVSVEIVSDDECRDAYGONDIDDSMICASVPEGGEDSCOGDSEEPLACSDTGSAYLAGIV 236
Tripsina 2 FVIVEIVSDDECRDAYGQSDIEDSMICASVPEGEEDSCOGDSEEPLACSDTGSTYLASIV 1588
Tripsina A EVTVEIVSDDECRDAYGSOSDIEDSMI CAGVPEGGEDSCOGDSGEPLACSDTEGSTYLAGIV 236
Tripsina B FVIVEIVSDDECRDAYGQSDIEDSMICASVPEGGEDSCOGDSEEPLACSDTASTYLAGIV 236
Bt LSl i R T e b b d T B a B RS A LR ST AT gt A A R SR AR S A S
Tripsina 3 WY GCARPGYPEVYAEVSYHVDWIEANAY 266
Tripsina 4 SWEYGCARPNY PCGVYAEVSYHVDWIELANOY 270
Tripsina C WY GCARPNY PGVYAEVSYHVDWIEANAY 286
Tripsina 1 SWGEYGCARPNY PGVYTEVAYFVDWVLANOY 265
Tripsina 2 WY GCARPGY PEVYAEVSYHVDWIEANAY 228
Tripsina & WY GCARPGY PEVYAEVSYHVDWIEANAY 286
Tripsina B SWEY GCARPGY PCGVYAEVSYHVDWIEANLY 266

Ft*whrﬂ'**** SRR e kk e ke ke hkkek

Figura 10. Alineamiento multiple de la secuencia de aminodcidos de las tripsinas identificadas en el analisis
protedmico (tripsinas 1-4) y las previamente reportadas por Klein y colaboradores (1996) y Sainz et al. (2005) (tripsinas
A, By C). Los aminoacidos marcados en gris muestran los aminoacidos que conforman el sitio catalitico conservado
de las tripsinas.

Para el anélisis comparativo de las diversas isotripsinas se calcularon tanto el peso molecular como
el punto isoeléctrico tedricos y se confirmd que no coinciden con las ya reportadas (cuadro 2), un
punto importante a considerar al momento de analizar las secuencias, es la gran similitud entre

ellas, esto ocurre no solo en las secuencias encontradas en este estudio, sino también en las
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reportadas por Sainz y colaboradores (2004) que a su vez derivan de los cDNAs reportados por
Klein y colaboradores 1996. Entonces, al encontrar estas mismas similitudes en las secuencias
encontradas en este estudio se tomo en cuenta al momento de decidir sobre la identidad de una
isoforma, ya sea que fuera analizada desde su tripsindgeno reportado o la secuencia sin el péptido
sefial como se hizo en la cuadro 2.

Los resultados integrados sugieren que en la glandula digestiva del camardn blanco existen mas
isoformas de tripsina de las reportadas hasta la fecha, mismas que por el porcentaje de identidad
de las secuencias y por sus masas moleculares similares podrian no ser detectadas en los
zimogramas. La existencia de varias isotripsinas digestivas en el camardén coincide con los
resultados reportados por Wei y colaboradores (2014) quienes encontraron hasta 29 transcritos

codificantes de tripsinas.

Cuadro 2. Caracteristicas de las diferentes isoformas de las tripsinas de la glandula digestiva del
camaron blanco.

Isoformas Peso Mol. pl Numero ID Referencias
Calculado Calculado Aminoacidos UniProt
kDa

Tripsinogeno A 32.90 4.37 266 A0A423SXN9 Klein et al. 1996;
Sainz et al. 2005

Tripsinégeno B 32.90 4.37 266 A0A423TSAS Klein et al. 1996;
Sainz et al. 2005

Tripsinégeno C 30.20 4.47 266 AO0A3R7M136 Klein et al. 1996;
Sainz et al. 2005

Tripsina 1 28.20 4.27 266 AOA3R7MEO8  Este estudio

Tripsina 2 28.11 431 266 A0A423SXG7 Este estudio

Tripsina 3 28.15 4.32 266 AOA3R7NWS2  Este estudio

La figura 11 muestra los resultados de la abundancia de las cuatro tripsinas detectadas en el estudio.
Cada una de las isoformas mostré un comportamiento distinto. Como se puede identificar en la
figura 11, la tripsina 1 es entre 6 y 31 veces mas abundante que las isoformas 2, 3 y C, sugiriendo
que a lo largo de la ingesta, esta isoforma hidroliza un mayor porcentaje de proteina del alimento,
que el resto de las isoformas encontradas en este estudio.

A su vez, se encontro al sumar las abundancias de todas las tripsinas en los diferentes tiempos que

durante la preprandia ya existe una cantidad abundante de tripsinas en la glandula digestiva, misma
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que decrementa 1 h después de la ingesta, e incrementa de forma importante 3 h después de la
ingesta, que es el tiempo en el que mayor abundancia de tripsinas se registro.

A pesar de que los valores de abundancia no mostraron diferencias significativas en los diferentes
tiempos de las tripsinas 1y 2 (P > 0.05); si se detectaron diferencias significativas en las tripsinas
3 y C, mismas que mostraron un comportamiento opuesto a lo largo de la ingesta. Mientras que la
tripsina 3 es mds abundante antes e inmediatamente después de la ingesta, la tripsina C tiende a
aumentar significativamente 3 h después (P < 0.05).

Los resultados anteriores confirman a la tripsina como una de las peptidasas mas abundantes en la
digestion de la proteina del alimento, de acuerdo con lo sugerido previamente por Navarrete del
Toro y Garcia-Carrefio (2018). Se sugiere también que existen al menos seis isoformas de tripsina
en la glandula digestiva del camaroén blanco, mismas que modifican su abundancia en los diferentes
tiempos de la ingesta, esto con el objetivo de mantener los niveles de actividad tripsina en un estado
estable y constante que incrementa y se mantiene hasta 3 h después de la ingesta. Estos resultados
sugieren también la existencia de mecanismos de compensacion en la abundancia de las peptidasas
digestivas, no solo entre diferentes clases de peptidasas como lo sugirieron Maytorena-Verdugo et

al. (2017), sino también entre las diferentes isoformas de una misma enzima como la tripsina.
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Figura 11. Graficas de abundancia de las cuatro isotripsinas identificadas en el analisis protedmico en los diferentes
tiempos de ingesta. Los valores representan las medias + la desviacion estandar (n=3). Diferentes letras indican
diferencias estadisticas (P < 0.05).

Respecto a las quimotripsinas se identificaron dos secuencias (UniProt Q00871 y P36178), las
cuales se muestran en el alineamiento de la figura 12 (Anexo 1b). Ambas secuencias cuentan con

las caracteristicas conservadas de las quimotripsinas digestivas y una similitud del 94.46 % entre

ellas.
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Quimotripsina BI MIGKLSLLLVCYAVASGNEAAGKPWHWE SPKFLVDERIAVHATPRIVGGVEATPHSWEHG &l
Quimotripsina BII MIGKLSLLLVCVAVASGNEAAGKPWHWE SPKFLVDERIAVHATPRIVGGVEATPHSWEHD &l

Rk R R R R A R R F A TR R T I A R A I I FF I E TR F I EF I I F I I T I I T RS

Quimotripsina BI AR FIDDMYFCGESLISSEWNVLTARHCMDGAGEVEVVLGAHNIRONEASOVSITSTDFET 120
Quimotripsina BII AR FIDDMYFCGESLISSEWVLTARHCMDGAGFVEVVLGAHNIRONEASOVSITSTDFET 120

Rk R R R Ak R F I A IR I T I I AR A F I FF I AT R F I F I I AT I I T I I SRR

Quimotripsina BI HENWMSWLLTHDIALTRLPSEVSLHNSNIKTVELPSSDVSVGET TWVIPIGWGRESDSASEIS 180
Quimotripsina BII HENWHSWLLTHDIALIKLEPSEVSLHSNIKTVELPSSOVAVGI TWVIFTGWGREFLDSAGEIS 180

EEFEEREAE TR R I XXX 1k T A I h T d T I T T dd T T A cF A ARk kT TRk EE ki

Quimotripsina BI DV LROVNVEVMINADCDSVY G IVEDGVVC IDGTGGE S TCHGDSGGFLNLAGMTYGITSEFG 240
Quimotripsina BII DVLROVDWVE IMTHDDC LAV Y GIVEHEVWVC IDSEGGHGTCHGD SGGELNLNGHTYGITSEG 2410

HhhEhkkakEakdh RRkaEERhhkFokhhEEF  FRh kR EEEhRERdhAE Ak i
Quimotripsina BI SSAGCEKGYPRAFTEVYYYLDWIQOKIGWVTE 271
Quimotripsina BII SSAGCEVEYPDAFTEVY Y YLDWIEQKTIGVTE 271

EHFEEE *EF FEEFFIIEFEIF kI A AR R R

Figura 12. Alineamiento secuencias de Quimotripsinas identificadas en el analisis proteémico

Se detectd que los pesos moleculares calculados de ambas coinciden con los reportados en la base
de datos UniProt, pero no en su punto isoeléctrico calculado (Cuadro 3). Estos datos a su vez
coinciden con los reportados por Hernandez-Cortés y colaboradores (2017) quienes encontraron
una quimotripsina BI (Q00871) y una quimotripsina BII (P36178); sin embargo los pesos
moleculares de ambas peptidasas no coinciden ni con los observados en los zimogramas realizados

en este estudio ni con los reportados por Hernandez-Cortés y colaboradores (2017).

Cuadro 3. Caracteristicas de las diferentes isoformas de las quimotripsinas de la glandula digestiva
del camaroén blanco.
Isoforma Peso Mol. pl Numero ID Referencias
calculado Calculado Aminodcidos UniProt

Quimotripsina 28.685 5.74 271 Q00871  Este estudio; Hernandez-
BI Cortés et al. 2017
Quimotripsina 28.723 4.98 271 P36178  Este estudio;
BII Hernandez-Cortés et al.
2017

Los resultados de la abundancia relativa de las quimotripsinas sugieren que ambas isoformas
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presentan un comportamiento similar a lo largo del proceso digestivo (Figura 13). Se observa que
en ambos casos hay un incremento en la abundancia relativa de Bl y BII conforme pasa la ingesta,
llegando a su punto mas abundante al final de la digestion (P < 0.05). La quimotripsina de mayor
peso molecular en los zimogramas (BI) fue més abundante que la quimotripsina de menor peso
molecular (BII), siendo BI 10.2, 7.2 y 7.6 veces mas abundante en los grupos experimentales

(preprandia, postprandial 1 h y postprandial 3 h), respectivamente.
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Figura 13. Graficas de abundancia de las dos quimotripsinas identificadas en el analisis protedmico en los diferentes
tiempos de ingesta. Los valores representan las medias + la desviacion estandar (n=3). Diferentes letras indican
diferencias estadisticas (P < 0.05).

Los resultados de este estudio confirman que ambas quimotripsinas estan activas desde la
preprandia hasta el final del proceso digestivo; sin embargo, sus abundancias varian
significativamente, siendo su participacion mas importante durante la postprandia 3 h, a diferencia

de las tripsinas que en su mayoria no mostraron cambios significativos.

6.3.1.2 Catepsinas. De las catepsinas identificadas en este estudio, tanto la catepsina D (aspartico
peptidasa), como la catepsina L (cisteino peptidasa), cuentan con una doble funcion, interviniendo
tanto en el sistema inmune como en el sistema digestivo, actuando tanto en los lisosomas como
fuera de ellos (Colbert et al., 2009). Dentro de las funciones inmunes reportadas de la catepsina D,

estd su participacion en la apoptosis mediada por los lisosomas y la via del MHC de clase 11,
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mientras que la catepsina L es vital en el desarrollo de los linfocitos CD4+ y células NK fuera de
su actividad en la digestion de proteinas (Fonteneu et al., 2003).

Como se puede observar en la Cuadro 4, los pesos moleculares calculados entre las catepsinas L y
D son bastante similares, esta parece ser una de las principales razones por las que no es posible
diferenciarlas en un gel de acrilamida 6 en un zimograma. Por su parte, el peso molecular de la
catepsina D de L. vannamei es parecido a la de otros invertebrados como H. americanus y fueron
los reportes de Rojo-Arreola y colaboradores (2010), en donde se caracterizé esta proteina en la
langosta confirmando que existen catepsinas D con funciones digestivas. Por su parte, Huy Leung
(2006) estudiaron la digestion de proteinas por la catepsina L y descubrieron que tiene actividad

peptidasa tanto intracelular como extracelular.

Cuadro 4. Caracteristicas de las diferentes isoformas de las catepsinas de la glandula digestiva del
camaron blanco.

Isoformas Peso Mol. pl Numero ID Referencias
Calculado Calculado Aminoacidos UniProt
kDa
Catepsina D1 44.41 4.6 386 A0A423SAGY9  Este estudio
Catepsina D2 42 6 386 AO0A3R7SRO7 Este estudio
Catepsina L1 47.46 7.07 428 A0A423TC40 Este estudio
Catepsina L2 39.3 8.31 357 A0A423TC26 Este estudio

En la Figura 14 se muestran las abundancias observadas en cada grupo experimental de las
catepsinas identificadas. La catepsina D1 muestra su mayor abundancia durante la preprandia,
disminuyendo significativamente (P < 0.05) durante la postprandia 1 h y se mantiene estable
después de 3 h. Por su parte, la catepsina D2 no mostr6 diferencias en su abundancia (P > 0.05).
Sin embargo, se puede observar un comportamiento que muestra un pico de abundancia después
de 1 h postprandial. Los resultados también muestran que la catepsina D2 es considerablemente
mas abundante que la catepsina D1 (2, 5.7 y 4.5 veces en los tiempos preprandial, postprandial 1 h
y postprandial 3 h, respectivamente). Como se aprecia en la Figura 14, también se encontraron dos
peptidasas identificadas como catepsinas L, y se observd que ambas mostraron un incremento de
su abundancia hacia el final de la ingesta, en la postprandia 3 h (P < 0.05). Asi mismo, se detecto
una diferencia importante en las abundancias de ambas enzimas. La catepsina L1 fue hasta 3

6rdenes de magnitud mas abundante que la catepsina L2. A su vez, la catepsina L1 fue mas
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abundante que la catepsina D1 que es la enzima digestiva, en todos los tiempos evaluados.

A pesar de que en el camaron blanco se le ha otorgado a las serino peptidasas el papel mas
importante en la digestion de la proteina del alimento, la abundancia de las catepsinas D también
sugiere un rol importante con niveles altos desde la preprandia. Es importante mencionar que de
las dos catepsinas identificadas en este estudio, sdlo la catepsina D1 ha sido comprobada con
funciones digestivas, esto debido a la falta de un loop de poliprolinas presente en la catepsina D2,
que es una caracteristica especifica de las catepsinas D digestivas tal y como se puede observar en
la figura 15 (Anexo 1d; Rojo et al., 2010).

De acuerdo con los resultados de este estudio, la catepsina D2 mostr6 la mayor abundancia durante
la postprandia 1 h, lo cual se puede explicar debido a que esta enzima cumple otras funciones a
parte de la hidrolisis de los péptidos ingeridos en el alimento (Colbert et al., 2009). Si bien, no se
ha confirmado que la catepsina D2 tiene un rol digestivo, se hacen necesarios mas estudios sobre
el papel especifico de cada una de las dos isoformas, cuyas abundancias cambian en los diferentes
tiempos de ingesta.

Por su parte, la catepsina D1 que es la isoforma cuyo rol digestivo se ha confirmado en el camaron,
fue mas abundante durante la preprandia. Este resultado coincide con lo observado en los geles de
actividad o zimogramas (ver Cuadro 1), en donde la banda de catepsina D muestra actividad desde
la preprandia, sugiriendo que esta peptidasa es la que se detecta en las bandas activas del
zimograma.

Respecto al papel de la catepsina D en el proceso digestivo, Laurent-Matha y colaboradores (2006)
propusieron un posible mecanismo por el cual la catepsina D es activada, este mecanismo consiste
en una auto-activacion parcial, seguida de una maduracion asistida en los lisosomas. Lo anterior
concuerda con los resultados obtenidos en los dos andlisis realizados en este estudio, en los que se
muestra tanto la presencia de actividad, como la de una abundancia al menos 2 veces mayor en el
tiempo preprandial a los demds tiempos. Esta caracteristica de auto-activacion es compartida por
las tripsinas, seglin lo reportado por Goettig y colaboradores (2019), lo cual nos permite sugerir
que ambas enzimas podrian ser las que inician la digestion de proteinas en L. vannamei, al ser las
primeras en estar activas, incluso antes de que el organismo consuma alimento.

Un punto importante a considerar al momento de analizar los zimogramas es el hecho de que ambas
catepsinas, D1 y D2, tienen un peso molecular similar, lo que no permiti6é diferenciar ambas

proteinas en los geles de acrilamida con la concentracion experimental. Esto resalta la ventaja que
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ofrece la complementariedad entre las herramientas convencionales utilizadas en el estudio de las

proteinas, como lo son los zimogramas, y las herramientas que ofrecen nuevas estrategias (como

lo son los andlisis protedmicos) para obtener informacion sobre las mismas moléculas.
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Figura 14. Graficas de abundancia de las catepsinas identificadas en analisis proteémico en los diferentes tiempos de
ingesta. Los valores representan las medias + la desviacion estdndar (n=3). Diferentes letras indican diferencias
estadisticas (P < 0.05)
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Cat D2 —————————————————— MEVLLLLALVALACAVELPRIKLHKFKSARRSLOEVDTA 39
Cat D1 MEIRVSAFLYGSHLYFLTAVH _'RDTE'ISLLS‘ ARCLA VP LEEVOR—-—-FKRILADLRRS Sa
E up MLy, b WEERH HE e H
Cat L2 VEVVHRKWGHEGFMPEP LS YMDAQY Y GPITIGTPPOSFRVVEDTGS SHLWVESKOQCHET 29
Cat [l RAFVTHRY SK——EETVDLDHY QDAY Y GPIY IGTPGOY FEVIFDTGSSHLWVESEQCSIL 114
. L k _ kdk hEREAhkEE hkEF & kekedkEddhkhEdddhdE.oxk .
Cat D2 HIACLIHNKY AT S ST Y RENGIRF DI QY GSGSLEGY LS TOSVEVESVOVEDOTFAERMS 155
Cat D1 HLACOLHNRYDSSLESTYRANGIDFDIQYGSGALSGFLISDSVEVEEVIVIDOTFAEATO 174
Fokk skdkakEaa dEAkkhk Fhk FdkddhkEErdodEdadhk o dddddd ko dddEdad
Cat D2 EPGLAFVALKFDGILGMAY DR TAVIGVT PVE T NMVEOSVVEPAPIFSEY LRRDF——————— Z12
Cat D1 PG VAGAFDEILGMGFTETSVMGI FITVEDTML DO GVVDGPWESEFY LHQI T SDSDANG 234
**:****z. *******.: .*:* *: CL] .*:.**** *:******:
Cat D2 - SAREGEELILGESDPSYY TGDF T YVEVDROGYWOFKMDGLOMNGITVEPFCDGECEATAD 271
Cat D1 FeAELGEELVLGESDPNHYEGEFHYVEVIRVEYWOLTADG TKVEEVOKDEFCH-PCETIVD 293
E EhkAF okEKAER ok Fok EEkkd B khkkka.  KEaoao o w *F LA
Cat L2 TGISLIAAPSEEARLINKEIGAKPIMGGENSVDCHLIFHLPT I SFVLAGKPETLEGKDY I 331
Cat [l TGTSLIAGPREEVEEIMSDLGAFPI TAGEY TINCAKVEFDMPLVTFTLNGWOFDLTGPELV 353
Ekdkkdd & k& o * ek kkz ki ok HE R S * k &
Cat D2 L-RVEQEGOTTCLSGE IGLDVPPPMGEIWILGDIF IGRFY TEFDLGHNREWVGEAESK 386
Cat D1 IENVDENGIRVCIVGILGLNLGT--TEAWILGDFF IARY Y TEFIVGHERMGEAKSY 407
L B LA Ll L] kkdkd ik Hodkdkhkbokkekohdd &

Figura 15. Alineamiento de las dos secuencias de aminoacidos de las catepsinas D del camaro6n blanco. El loop de
poliprolinas esta resaltado de azul.

Dentro de las catepsinas identificadas en la glandula digestiva del camardn blanco también se
encontraron dos peptidasas identificadas como catepsinas L, que a diferencia de las catepsinas D,
pertenecen a la clase de las cisteino peptidasas. En los crusticeos, se ha reconocido la funcion
digestiva de la catepsina L desde hace ya unos afios (Le Boulay et al., 1996; Le Boulay et al., 1998).
De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, en el camardn blanco el peso molecular
calculado de ambas catepsinas L es similar al de algunas catepsinas D reportadas, tal y como se
puede observar en la Cuadro 4. Debido a lo anterior, éstas peptidasas no son claramente detectadas
en los zimogramas en bandas individuales, pues su actividad 6ptima se alcanza en pHs ligeramente
acidos (Gonzalez-Meza, 2014).

Ambas catepsinas L se caracterizaron por mostrar un incremento de su abundancia hacia el final
de la ingesta, en la postprandia 3 h. También se detectd una diferencia importante en las
abundancias de ambas enzimas. La catepsina L1 fue hasta 3 6rdenes de magnitud mas abundante

que la catepsina L2 (como se puede observar en la figura 14) y 89, 79 y 14 veces mas abundante
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en los tiempos preprandial, postprandial 1 h y postprandial 3 h, respectivamente. A su vez, la
catepsina L1 fue mas abundante que la catepsina D1 que es la digestiva, en todos los tiempos
evaluados. Estos resultados sugieren que la catepsina L1 pudiera tener mayor participacion en la
hidrolisis de la proteina del alimento que la catepsina L2 en la glandula digestiva, puesto que se ha
descrito la presencia de la catepsina L en otros tejidos del camardn (Le Boulay et al., 1998).
Asimismo, los altos niveles de abundancia de esta enzima sugieren un rol importante en el proceso
digestivo del camaron hacia el final de la ingesta, a diferencia de la catepsina D la cual mostro
mayor abundancia al inicio del proceso digestivo. Estudios comparativos mas especificos sobre
estas enzimas permitirdn discernir la importancia de las catepsinas D y L en el proceso digestivo.

6.3.1.3 Metalopeptidasas. De las tres metalopeptidasas identificadas en este estudio, se encontrd
que solo una de ellas, la etiquetada con el cédigo AOA3R7P5D9, corresponde en su secuencia
primaria con una metalopeptidasa previamente descrita con funciones digestivas, la denominada

MPCI1 (Rojo-Arreola et al., 2019), como se muestra en la figura 16 (Anexo le, Cuadro 5).

MPC1 MYLYHFSMLLVTLLAVVAVAGATPAV - - -PRAA- - - - TAMYNP - - - -DLFQGDIKGIAG 48
MetaloARAIR7PSDY MYLYHFSMLLVTLLAVVAVAGATPAV - - -PRAA- - - - - TAMYNP - - - -DLFQGDIKGIAG 43
Metalopeptidasal = @~ --------mmmmmm - M---EG =
Metalopeptidasa2 =~  ------- MKVICLLAVVAAALAAPSSKLFPKTGREWTPESLINPEELGEFFEGDL---IL 58
MPC1 QEPGKERAAILGEQYLWPGGVVPYVEGNSYNSYERSLIISAMDDFHAR - -TCIRFVERTS 186
MetaloARAIR7PSDY QEPGKERAATLGEQYLWPGGVVPYVFGNSVNSYERSLIISAMDDFHAR - -TCIRFVERTS 186
Metalopeptidasal PLP-PFKNGLVDEKYRWPDATVIYETAGDFTADDLTTIQTAMDYFYDRTSGCIKFKERTN 62
Metalopeptidasa2 PLPPRGKNGILDEQYRNDNGVVHYDF&&SFTETQK&TURQSMDEYKSLTGGCITFVERTN 118
. ' *** :-*:-* . ' N :-c:-"\-c'\-c'\-c'\-c
MPC1 QSNYIEIVSN-DSGCWSYVGT IGGKQRVSLDSNGCMY -KGTVIHELMHATGFYHEHCRND 1e4d
MetaloARAIR7PSDA QSNYIEIVSN-DSGCWSYVET IGGKQRVS LDSNGCMY - KGTVIHELMHAIGFYHEHCRND 164
Metalopeptidasal EDDYVRITSD-DSGCHSSVGRKGGROSMNLESPNCLKRIGTVEHEMLHTLGFHHEQSRFD 121
Metalopeptidasal ERDYIHFTQDDNQGCYSSVGKRGGRQTINYP QNCLDSHGSTMHEMYH&LGFYHEQSRYD 169
.***** L AR ] o ** Moo MCHL WM
MPC1 ROYYVTIHYENVQAGMESQFNKD - - TYWOYVGEGYNYES IMHYGTYAFSVQWGVAKTIVP 222
MetaloARAIR7PSDY ROYYVTIHYENVQAGMESQFNKD- - TYWQYVGEGYNYES IMHYGTYAFSVOWGVAKTIVP 222
Metalopeptidasal RODYVTIMWENISSGHEHNFATYPEDVATGFGEPYDYGSVLHYSRKSFSAN- -GEDTIVP 179
Metalopeptidasa2 RONYWTIMWNNIQSGAEHNFDKYSSSYIGGRGEQYDYGSYMHYSAYAFSAN - -GEKTIVT 227
R T ::*:_:** :* | ok *:* *::**. P EE . .***
MPC1 TOPNVILTEAYDKLQMAQSDANQINNLYRNQCSF 256
MetaloARAIR7PSDY TOPHMVILTEAYDKLOMAQSDANQINNLYRMNQCSF 256
Metalopeptidasal ADPNAETIGQREAPS - - -DIDVAKLMKMYKCGEKK 218
Metalopeptidasa2 EDPNAVIGQRQGLS———DVDLRKLKHHYNC———— 254

Figura 16. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las metalopeptidasas del camaro6n blanco.

-":"K"'C " . i
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Hasta la fecha se han publicado varios estudios que sugieren la participacion compensatoria de esta
enzima en la hidrolisis proteica, en condiciones en donde alguna enzima digestiva como la tripsina
se encuentre inhibida (Rojo-Arreola et al., 2019; Rodriguez-Siordia, 2017; Schwarzenberger et al.,

2010).

Cuadro 5. Caracteristicas de las diferentes isoformas de las metalopeptidasas de la glandula
digestiva del camardén blanco.

Peso Mol. pl Numero ID Referencias
Calculado Calculado Aminoacidos UniProt
kDa
MPC1 42.5 5.42 256 AOA3R7P5D9  Rojo etal., 2019
Este estudio
Metalopeptidasa 1 23.81 4.93 210 AO0A423TAWO  Este estudio
Metalopeptidasa 2 28.86 5.25 254 A0A4235926 Este estudio

La Figura 17 muestra las abundancias observadas para las metalopeptidasas detectadas. Se observo
que la abundancia promedio de las tres metalopeptidasas fue muy diferente. La abundancia de la
metalopeptidasa 1 se increment6 a la 1 h postprandia, respecto a la preprandia (P < 0.05). Sin
embargo, a las 3 h postprandia se redujo a valores menores a los observados en la preprandia (P <
0.05). Con respecto a la metalopeptidasa 2, se observo una menor abundancia a las 3 h postprandia
respecto a previo a la ingesta de alimento y a la 1 h postprandia (P < 0.05). Por altimo, la MPC1
no tubo cambios en su abundancia durante el proceso digestivo (P > 0.05).

A pesar de que MPCI es la unica metalopeptidasa dependiente Zinc reportada con funciones
digestivas (Rojo-Arreola et al., 2019), también fue la que tuvo menor abundancia de las tres
metalopeptidasas siendo 56, 5.87 y 3.5 veces menos abundante que la metalopeptidasa 1 en los
tiempos de preprandial, postprandial 1 h y postprandial 3 h, respectivamente y 10.6, 10.72 y 3.5
veces menos abundante comparada con la metalopeptidasa 2. Sin embargo, los cambios observados
durante la ingesta en las tres metalopeptidasas son consistentes, pues los niveles de abundancia
incrementan después de 1 h de la ingesta alcanzando su nivel mas alto y después de 3h de la ingesta
disminuyen como se muestra en la figura 17. Lo anterior se relaciona con lo observado en los
zimogramas, pues se observd que la metalopeptidasa estuvo activa en todos los camarones
analizados en el tiempo postprandial 1 h. Si bien, MPCI1 no mostré diferencias significativas en

su abundancia, se puede observar un punto maximo en el tiempo postprandial 1 h para
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posteriormente disminuir a las 3 h después de la prandia.
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Figura 17. Graficas de abundancia de las metalopeptidasas identificadas en el analisis proteémico en los diferentes
tiempos de ingesta. Los valores representan las medias + la desviacion estandar (n=3). Diferentes letras indican
diferencias estadisticas (P < 0.05).

En relacion a la existencia de una sinergia planteada en la hipotesis de este trabajo, se encontrd que
antes de la ingesta ya existen enzimas activas de todas las clases de peptidasas; lo anterior confirma
que en el camaron la ingesta no es el estimulo que dispara la sintesis 6 activacion de estas enzimas.
Sin embargo, existen cambios importantes en el tipo de peptidasas que participan en los diferentes
tiempos de la ingesta, los cuales incluyen no sélo peptidasas de diferentes clases, sino también
isoformas de peptidasas de la misma clase, como en el caso de las isotripsinas, las catepsinas y las
metalopeptidasas. Asi, tomando la sinergia como la interaccion de dos o mds enzimas que
ejerciendo sus efectos combinados sobre un mismo sustrato producen una suma de efectos que
genera un mejor resultado que su participacion de forma individual, en este caso, un mayor grado
de hidrdlisis de la proteina del alimento, se confirma la existencia de mecanismos sinérgicos en el
camaron.

Los resultados de este estudio sugieren que las diferentes activaciones inician con las catepsinas
D, cuyos niveles de abundancia y actividad se elevan durante la preprandia, principalmente la
catepsina D1 y se encuentra activa en conjunto con las tripsinas para posteriormente disminuir su
abundancia y actividad. Por su parte, las metalopeptidasas se mantienen estables en abundancia en
los tres tiempos, pero muestran un pequefio aumento en el tiempo postprandial 1 h que coincide
con su mayor periodo de actividad disminuyendo hacia el final de la ingesta. Por su parte, al final
del proceso digestivo, después de 3 h se mantienen activas tanto las tripsinas, como las

quimotripsinas y se observo un incremento en la abundancia de la catepsina L y las quimotripsinas.
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Este estudio demostrd que existe un mayor nimero de isoformas de tripsina que las ya reportadas
previamente por varios autores (Klein et al., 1996; Sainz et al., 2004; Maytorena-Verdugo et al.
2017); dichas isotripsinas estan activas en los tres tiempos analizados en este estudio, aunque como
mostraron los resultados, no necesariamente todas estdn en su mayor nivel de abundancia al mismo
tiempo, sino que se compensan incrementando y disminuyendo la expresion de las diferentes
isoformas para mantener la actividad constante a lo largo del proceso digestivo. Este fendémeno se
ha observado en otras especies como en el mosquito Aedes aegypti en donde existen dos tripsinas,
una expresada al inicio de la digestion y otra tripsina tardia cuyo pico de expresion y actividad se
dan al final de la digestion (Lu et al., 2006). El hecho de que L. vannamei exprese varias isoformas
de tripsinas se justifica debido a que es la peptidasa de mayor importancia en la digestion proteica,
encargandose de alrededor del 60 % de la hidrolisis peptidica (Navarrete del Toro y Garcia-
Carrefio, 2018). Futuros estudios permitirdn estudiar més a fondo las interacciones entre estas
proteinas para poder esclarecer las relaciones entre peptidasas al momento de hidrolizar una
proteina a lo largo del proceso digestivo. Asimismo, se requieren mas estudios que permitan
esclarecer la participacion de cada una de las isoformas detectadas en este estudio, tanto de las

catepsinas, como de las metalopeptidasas en el proceso digestivo del camaron.
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7. CONCLUSIONES

En conclusion, se comprobo la hipotesis de que existe sinergia entre las enzimas digestivas
de L. vannamei y que siguiendo esa sinergia algunas de las enzimas se activan desde antes de la
ingesta y siguen un orden de intervencion al hidrolizar la proteina del alimento.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede sugerir que existe una secuencia de activacion y
participacion en la digestion del alimentos en el camar6n blanco de la siguiente manera, se inicia
la digestién con la activacion de las serino peptidasas y la catepsina D, continuando con la
activacion de las metalopeptidasas en el tiempo postprandial 1 h y culminando con la actividad de
las catepsinas L en el tiempo postprandial 3 h y un aumento significativo en la abundancia de las

quimotripsinas, cabe destacar que las serino peptidasas se encuentran activas durante este proceso.
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9. ANEXO 1

a) Matriz del porcentaje de identidad de las tripsinas (Figura 11)
: TripsinogenoAOA3R7NWS2 100.00 92.86 93.23 85.34 82.89 88.35 88.35 88.35

: Tripsinogeno C 92.86 100.00 99.62 87.22 84.21 89.47
: TripsinogenoAOA3R7M136 93.23 99.62 100.00 87.22 84.21 89.47
: TripsinaAOA3R7ME08 85.34 87.22 87.22 100.00 82.89 88.72
: TripsinogenoA0A423SXG7 82.89 84.21 84.21 82.89 100.00 93.42
: Tripsindgeno A 88.35 89.47 89.47 88.72 93.42 100.00
: Tripsindgeno B 88.35 89.47 89.47 88.72 9298 99.25

89.47
89.47
88.72
92.98
99.25
100.00

b) Matriz del porcentaje de identidad de las quimotripsinas (Figura 12)

: Quimotripsina BI  100.00 94.46
: Quimotripsina BII 94.46 100.00

¢) Matriz del porcentaje de identidad de las catepsinas D

: CatDAOA3R7SR07 100.00 52.79
: CatDAOA423SAGY 52.79 100.00

d) Matriz del porcentaje de identidad de las catpsinas L

: CatLAOA423TC40 100.00 80.43
: CatLAOA423TC26 80.43 100.00

e) Matriz del porcentaje de identidad de las metalopeptidasas

: MetaloAOA3R7P5D9  100.00 37.56 40.68
: MetaloAOA423TAWO 37.56 100.00 56.10
: MetaloA0OA423S926  40.68 56.10 100

89.47
89.47
88.72
92.98
99.25
100.00
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