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RESUMEN

Las catepsinas B y L son cisteina proteasas recientemente descritas en
crustaceos. Estas enzimas se caracterizan por hidrolizar proteinas de
patégenos en el sistema lisosomal de mamiferos. En el camardn Litopenaeus
vannamei se sabe que ademas de tener participacion en la glandula digestiva,
estas incrementan su expresion génica a causa de infeccion por bacterias tipo
Vibrio spp. Debido a la necesidad de generar conocimiento acerca de la
respuesta inmune del camarén, cuya sobrevivencia en condiciones de cultivo se
ha visto afectada por la presencia de patdogenos como el Virus del sindrome la
mancha blanca (WSSV), se hace imperativo el estudio de las catepsinas y su
funcion bioldgica en esta especie. El objetivo de esta investigacion es evaluar
los cambios en los niveles de ARNm de las catepsinas B y L y medir su
actividad enzimatica en la glandula digestiva y branquias del camarén
Litopenaeus vannamei infectado con WSSV para establecer su posible
participacion en la respuesta inmune. En organismos experimentalmente
infectados con WSSV, se detectaron cambios en la expresion relativa de las
catepsinas B y L en comparacion con camarones sanos. En la glandula
digestiva de los camarones infectados no se detectd la expresion de ambos
genes a las 0-3 horas post-infeccién (hpi), sin embargo, a las 24 y 42 hpi la
cantidad de ARNm de ambos genes se incrementd significativamente, lo que
sugiere una respuesta innata temprana. En branquias se detectd un incremento
en la expresiébn de ambos genes tras la inoculacién, pudiendo deberse a una
respuesta innata inmediata. En cuanto a la evaluacion de la actividad
enzimatica de ambas catepsinas, en organismos infectados, se detectdé un
incremento a partir de la 1 hpi que se mantuvo hasta las 12 hpi, el cual
comenzo6 a disminuir a las 24 hpi, alcanzando su nivel mas bajo a las 42 hpi.
Este resultado sugiere una respuesta innata temprana ante la infeccion, en
donde las enzimas ya existentes en el lisosoma incrementan su actividad en
presencia del patdgeno.

Palabras claves: actividad enzimatica, catepsina B, catepsina L, cisteina
proteasas, expresion de genes, Litopenaeus vannamei, respuesta inmune.
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ABSTRACT

Cathepsins B and L are cysteine proteases recently described in crustaceans.
Both enzymes catalyze the hydrolysis of pathogen proteins in the lysosomal
system of mammals. In the white shrimp Litopenaeus vannamei, these enzymes
are known to be involved in the food protein digestion; however, their genes
expression has been found to increase during an infection caused by the
bacterium Vibrio spp. Due to the ever increasing need for scientific knowledge
about the immune response of shrimp, whose survival in culture conditions has
been severely affected by the presence of pathogens such as the white spot
syndrome virus (WSSV), it becomes essential to better understand cathepsins
biological function in shrimp. The aim of this study was to evaluate the relative
amounts of cathepsin B and L mRNA, and the enzyme activity in the digestive
gland and gills of WSSV infected shrimp to evaluate the possible role of cysteine
proteases in the innate immune response of shrimp. Changes were detected in
the relative gene expression of both cathepsin B and L, between control and
infected organisms. A decrease on the amount of transcripts of both genes was
observed in the digestive gland at 0-3 hours post-infection (hpi); however, its
expression was increased at 24 and 42 hpi, which might suggest that both
enzymes may have a potential role on the immune system of shrimp. In addition,
an immediate over-expression of both enzymes was detected on gills after
inoculation, suggesting an innate immune response. An early increase in the
activity of cysteine proteases at 1, 3 and 12 hpi with WSSV was detected,
whereas at 24 and 42 hpi the activity of both enzymes decreased significantly.
These results suggest an early innate immune response of shrimp to viral
infection, where existing in the lysosome enzymes increase their activity in the

presence of the pathogen.

Keywords: Cathepsin B, cathepsin L, cysteine proteases, enzyme activity, gene

expression, immunity, Litopenaeus vannamei.
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I. INTRODUCCION

La pesca y el cultivo de camaron representan una parte de la produccion de
alimentos en el mundo para consumo humano. Sin embargo, en los ultimos
afos la produccion de camarén de cultivo a nivel mundial se ha visto afectado
notablemente por la presencia de patdgenos que han provocado un incremento
en las tasas de mortalidad (Sanchez-Paz et al., 2012). Las granjas
camaronicolas en la region noroeste de México han sido también afectadas por
la presencia de estos patdgenos. De manera particular, el Virus del sindrome de
la mancha blanca (WSSV) ocasiond tan solo en el 2011, pérdidas aproximadas
de 7,500 empleos directos y 150 millones de dolares en la costa del municipio
de Hermosillo, Sonora (COSAES, 2012).

EI WSSV es el patdgeno que causa una de las enfermedades mas letales en el
camarén. Debido a su impacto, se han realizado importantes esfuerzos por
parte de la comunidad cientifica que se ven reflejados en un incremento
sustancial en el numero de investigaciones cientificas acerca de este virus. No
obstante, la informacion existente sobre la biologia del camarén como

hospedero de este patdégeno es aln escasa.

Cuando el camardn sufre una enfermedad, se desencadena una respuesta
inmune innata, que se refiere a la capacidad del organismo para detener la
infeccion, se manifiesta en las primeras horas e incluye la participacion de
algunas enzimas. Este mecanismo y las enzimas que participan en él, ya han
sido descritos en modelos animales como los vertebrados, pero en

invertebrados aun no se conoce la identidad y funcion de todas las enzimas que



participan en la respuesta inmune innata (Athauda et al., 1991; Baldwin et al.,
1993; Yamakami et al., 1995).

Desde los afios sesenta a la fecha se sabe que en los mamiferos las enzimas
proteoliticas actuan en diversos procesos, como en la digestion de aliemntos, la
inflamacion, edemas y participando de forma importante en la respuesta inmune
del organismo como en la presentacién de antigenos (Tassaman et al., 1964;
Gylling et al., 1966; Volanakis, 1998), como en procesos inflamatorios. Sin
embargo, en los crustaceos las primeras investigaciones sobre las enzimas
proteoliticas del camardon se realizaron en los afios setenta. Los estudios
describieron que estas enzimas son secretadas por la glandula digestiva 6
hepatopancreas de los decapodos, siendo también responsables de la hidrélisis

de proteinas del alimento (Gibson y Barker, 1979).

De manera general, estas enzimas proteoliticas actian en la degradacion
bioquimica de las proteinas del alimento por la hidrolisis de sus enlaces
peptidicos (Kato, 1999). Asi mismo, las proteasas operan en gran parte de los
fendmenos biolégicos del organismo, teniendo también participacion en la

respuesta inmune de algunos insectos, como los acaros (Hamilton et al., 2003).

Entre las proteasas, las cisteina (tiol) proteasas han sido estudiadas debido a
su participacion en diversos aspectos fisiolégicos como la renovacion celular y
la apoptosis de los mamiferos (Bond et al., 1987; Nicholson et al., 1995) y en el
ciclo de vida de muchos parasitos (Robertson et al., 1997). En la familia de las
cisteina proteasas se ubican enzimas lisosomales como las catepsina B, C y L.
En los vertebrados existe un avance importante sobre las caracteristicas
estructurales y funcionales de estas enzimas y se ha reportado que participan
en procesos como la respuesta inmune adaptativa e innata (Yamakami et al.,
1995).

La informacidn existente sobre estas enzimas en crustaceos, es muy escasa, a
pesar de que se ha sugerido que la catepsina L participa en la respuesta

inmune del camardn chino Fenneropenaeus chinensis (Ren et al., 2010). De



igual forma, la informacién sobre el papel de la catepsina B en la respuesta

inmuine del camardn es escasa.

Debido a todo lo anterior, este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de
la infeccion con el Virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) en la
expresion génica de las catepsinas B y L del camaron Litopenaeus vannamei y
en la actividad de la catepsina B. Asi, se podra sugerir la participacién de la

enzima como una respuesta antiviral en el camaron.



II. ANTECEDENTES

2.1. El Cultivo de Camarén y WSSV

En los ultimos diez afios el cultivo de camardn ha sido una actividad productiva
con un crecimiento sectorial de suma importancia a través de las exportaciones
de productos pesqueros a nivel mundial. Asi, el camaron se ha convertido en el
producto pesquero y acuicola de exportacion mas valioso e importante para
muchos paises, en especial México, que se encuentra dentro de los seis
principales exportadores (SAGARPA, 2010).

La camaronicultura en algunos estados mexicanos del Pacifico (Nayarit, Sinaloa
y Sonora), es una industria importante para el desarrollo econémico de la region
noroeste (CONAPESCA, 2010). Desde principios de los afios 90 en los cultivos
de camarén, en especial de la especie Litopenaeus vannamei nativa de la
region Noroeste del pais hasta la costa norte de Perd, han aparecido
enfermedades como el Virus de Taura y la bacteria del género Vibrio spp que

han afectado de forma importante la produccion de camaron.

De 1997 a 1999 hubo una recuperacion en las producciones ya que no se
presentaron problemas de enfermedades en los cultivos; sin embargo, en el afo
2000 se detecto por vez primera el Virus del sindrome de la mancha blanca
(WSSV) en México, lo que provoco mortalidades del 80 al 100% en la mayoria

de las granjas. Esto causo6 serios estragos en la economia de la industria, se



limitd la produccién y expansién de la camaronicultura y se afectd el consumo

del camaron en varias regiones del pais (Anaya, 2005).

El WSSV infecta principalmente a los decdpodos y causa alta mortalidad en
camarones (Oidtmann y Stentiford, 2011). Bajo ciertas condiciones, el virus
provoca la aparicion de manchas blancas caracteristicas en el caparazén,
apéndices y en el exoesqueleto de los individuos infectados (Figura 1), sin
embargo, esto no es un signo clinico util para el diagnéstico de la enfermedad,
ya gque en algunos paises estas manchas nunca han sido observadas, y en
otros casos, ciertos patdgenos provocan la aparicion de manchas muy
similares. Recientes estudios han demostrado que el WSSV cuenta con
estrategias que le permiten evadir las respuestas de defensa del camardn
(Sanchez-Paz et al., 2012).

Figura 1. Camaron afectado por WSSV (FAO, 2000).

El WSSV es un virus en forma de bacilar, no ocluido, envuelto y compuesto por
ADN de doble cadena circular. Debido a estas caracteristicas, y a algunas
diferencias con otros virus, al WSSV se le ha ubicado taxonOmicamente como
miembros de la familia Nimaviridae, dentro del género Whispovirus (Lo et al.,
2012).



La transmision del virus se produce principalmente por la cohabitacion con
animales infectados, por ingestion de tejidos infectadoso por contacto con agua
gue contiene particulas infecciosas de WSSV (Chang et al., 1998; Lo et al.,
1999). Se ha sugerido que la forma de entrada del virus al organismo ocurre a
través de las branquias. Las branquias son el sitio de la formacion de nédulos
de hemocitos durante la inyeccion de particulas extrafias y la acumulacion de

bacterias viables durante la infeccidén (Burgents et al., 2005).

Se sabe que el WSSV afecta principalmente al tejido hematopoyético, que es
donde se sintetizan los hemocitos, células caracteristicas responsables de la
respuesta inmune innata del camaron (Chang et al., 1998; Lo et al., 1999). La
infeccion viral afecta la funcién del epitelio cuticular y del tejido nervioso,
conectivo, muscular y linfoide. EI camarén muestra un comportamiento letargico
y una mortalidad tipicamente acumulativa que alcanza el 100% entre 7 y 7 dias

después de la infeccion (Sanchez-Paz, 2010).

A partir de los estudios realizados por Pan et al., (2005) y Wang et al., (2012) se
sabe que los genes de enzimas como las cisteina proteasas se sobreexpresan
en la glandula digestiva del camardn por estimulacion de la infeccién por el
WSSV; ambos estudios concluyen que probablemente estas enzimas participan
en la respuesta antiviral de los camarones Penaeus japonicus Yy

Fenneropenaeus chinensis, respectivamente.

2.2. Biologia del Camarén

La historia de vida de los peneidos estd marcada por variaciones importantes
en la morfologia, fisiologia y comportamiento. A lo largo de su ciclo de vida,
estos organismos sufren cambios ontogénicos acompafiados de cambios

significativos en las tasas metabolicas y en la actividad de las enzimas que se



localizan en la glandula digestiva (Lemos et al., 2000). La glandula digestiva es
un érgano que comprende gran parte del cefalotérax (Figura 2), y lleva a cabo
de manera combinada varias de las funciones del higado, el pancreas, el

intestino y otros 6rganos en los vertebrados (Caceci et al., 1988).

El funcionamiento de la glandula digestiva es importante en la digestién de los
alimentos asi como para la salud, el crecimiento y la supervivencia del camarén.
Incluso, este 6rgano se ha utilizado para la evaluacién del estado de salud y
bienestar del organismo, y ha probado ser un buen modelo para el estudio de la
digestidon de los alimentos y la secrecion celular en los crustaceos (Loizzi, 1971;
Caceci et al., 1988).

La funcion principal de la glandula digestiva es la digestion del alimento
ingerido, con la absorcion subsecuente de nutrientes, almacenaje de lipidos, la
sintesis y la secrecion de una bateria de enzimas proteasas, lipasas y amilasas
entre otras (Muhlia-Almazan et al., 2008; Rojo et al., 2010).

El epitelio de la glandula digestiva tiene una monocapa de 5 diferentes tipos de
células distribuidas a lo largo de los tubulos: las células E, R, F, By M. Se ha
encontrado que en las células F se sintetizan enzimas digestivas, se cree que
estas células maduran a células B para llevar a cabo la secrecion de manera
holécrina. Los productos de la hidrdlisis enzimética son absorbidos por las
células R, que participan en el almacenamiento e incorporaciéon de los

nutrientes (Mikami y Takashima, 2000).

Ovario
Estémago

Vasos Abdominales Dorsales

Figura 2. Camaron peneido (FAO, 2006).



La glandula digestiva del camardn esta relacionada con el sistema inmune,
pues en este 6rgano se encuentran células fagociticas que realizan su funcién
como una reaccion de defensa celular (Caiwen, 2007). En 1987, Johnson
describié que en los crustaceos decapodos, la fagocitosis es la eliminacion de
materiales extrafios del hemocele, donde se involucran varias clases de células
ubicadas en las branquias y en la glandula digestiva. La fagocitosis constituye la
primera linea de defensa inmune cuando un patdgeno atraviesa la primera

barrera de defensa que constituye la cuticula (Séderhall y Cerenius, 1992).

Debido a lo anterior, se hace necesario realizar estudios que involucren estos
tejidos, las branquias y la glandula digestiva del camarén, y las enzimas
relacionadas con la respuesta inmune, para poder incrementar el conocimiento
acerca de su relacion con el sistema de defensa del organismo frente a una

infecciéon de un virus o de una bacteria.

2.3. Enzimas Proteoliticas

Una enzima es una molécula proteica capaz de catalizar reacciones
bioquimicas especificas (Madigan et al., 1999). Estas moléculas catalizan
reacciones muy especificas por lo que se dividen en seis clases principales de
acuerdo a la comisién de enzimas (EC, enzyme commission) (Lehninger, 1993).

Las enzimas proteoliticas, también llamadas proteasas, pertenecen al grupo 3
de las hidrolasas, ya que catalizan la hidrélisis de enlaces peptidicos de
proteinas o péptidos con la descomposicion de una molécula de agua (Barret,
2001). La mayoria de estas enzimas se sintetizan en forma de zimégeno de
mayor peso molecular, que posteriormente es activado por protedlisis limitada
debido a diversos factores y uno de ellos es el cambio de acidificacion del pH
Barret, 1980).



Dependiendo de la naturaleza del sitio sobre el cual las enzimas proteoliticas
hidrolizan una proteina, se pueden clasificar en dos grandes grupos: peptidasas
(exopeptidasas) y proteasas (endopeptidasas). Las primeras actian sobre los
enlaces peptidicos terminales de la cadena de una proteina, basandose en su
sitio de accion sobre el amino o el carboxilo terminal son amino- o
carboxipeptidasas, y generan tri-, dipéptidos y aminoacidos libres. Las
proteasas son aquellas enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos internos
de una proteina produciendo polipéptidos y se clasifican de acuerdo con la
identidad del residuo catalitico. Asi pueden ser: serino-, aspartico-, metalo-y
cisteina- proteasas (Hartley, 1960; Garcia-Carrefio, 1991; Sajid y McKerrow,
2002).

Entre las enzimas proteoliticas, la tripsina y quimotripsina, que pertenecen a las
serino proteasas, han sido las mas estudiadas en invertebrados acuaticos. Se
han publicado reportes sobre su participaciéon en procesos biolégicos como el
desarrollo embrionario, coagulacibn de la hemolinfa, activacion de los
antimicrobianos, sintesis de péptidos y produccion de melanina (Soderhall y
Cerenius, 1992; Vargas y Yépiz, 1998; Krem-Di 2002), la respuesta inmune, la
transduccion de sefiales, la activacion de hormonas, la inflamacion y la

digestion de las proteinas del alimento (O"Connell et al., 2006).

Ademas de la tripsina y la quimotripsina, se han reportado otras enzimas que
participan en el proceso digestivo y estan sintetizadas en la glandula digestiva
de los crustaceos. Algunas son elastasa, colagenasa, aminopeptidasa y
carboxipeptidasa, asi como proteasas lisosomales como las catepsinas D, C, L
y B (Boulay et al., 1996; Muhlia-Almazéan y Garcia-Carrefio, 2003; Rojo et al.,
2010; Stephens et al., 2012; Garcia-Carrefio et al., 2014) que pertenecen a las
aspartico y a las cisteina proteasas, siendo estas Ultimas las menos estudiadas

en los invertebrados marinos.



2.3.1. Cisteina Proteasas

Las cisteina proteasas (EC 3.4.22.X) estan presentes en casi todos los seres
vivos jugando un papel central en varios procesos biolégicos que incluyen
reacciones fisiologicas y patolégicas. Estas enzimas han sido aisladas de
diferentes fuentes biol6gicas como bacterias, plantas y animales (Drenth et al.,
1962; Bromme-Kaleta, 2002; Sajid y Mckerrow, 2002). La cisteina proteasa mas
estudiada es la papaina, cuya estructura y mecanismo de accion es conocido a
detalle (Mitchel et al., 1970). Estas enzimas catalizan la hidrdlisis de proteinas
con diferentes especificidades ya que se considera que desempefian un papel
importante en la hidrdlisis intracelular y extracelular de proteinas (Katunuma y
Kominami, 1989).

Las cisteina proteasas, enzimas relacionadas con la papaina, tienen actividad
optima a pH &cido, cerca de 4.0. Tienen dos dominios, nhombrados L (left) y R
(right) de acuerdo a su orientacion. Las cisteina proteasas que han sido
purificadas contienen un enlace disulfuro que conecta a ambos dominios,
también llamados cadenas ligera y pesada. El sitio activo se extiende a lo largo
de la interfase de dichos dominios, tiene forma de V y esta conformado por un

residuo de cisteina y otro de histidina (Turk et al., 2000).

Las cisteina proteasas se pueden clasificar en diferentes familias. Dependiendo
de sus caracteristicas moleculares y de la especificidad por el sitio de hidrélisis
de la cadena polipeptidica, se reconocen cinco clanes: CA, CB, CC, CD y CE.
Los clanes mas estudiados son el clan CA, que incluyen la papaina y las
catepsinas L, B, C, S, y H (Barret y Rawlings 2001; Cristofoletti et al., 2005), y
CD incluyen legumainas, caspasas, separasas, gingipainas y clostripainas
(Ledn et al., 2004).

Las enzimas del clan CA como las catepsinas B y L, se diferencian de acuerdo

a su estructura primaria, estando maduras estas dos enzimas son muy
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similares, pero las regiones de los péptidos sefial muestran poca similitud y
diferente tamafio (Sajid y Mckerrow, 2002). Por ejemplo, en los mamiferos la
catepsina L tienen un péptido sefial de 100 residuos de aminoacidos y en la

catepsina B es de 60 residuos (Turk et al., 2000).

Las cisteina proteasas como las catepsinas B, C, H, y L se encuentran dentro
de los lisosomas que son organelos celulares, que de forma particular en las
células del sistema inmune, participan como parte de la respuesta innata de los
organismos (Murphy et al., 2008). Estos organelos contienen granulos en donde

se localizan este grupo de enzimas tipo papainas (Kirschke et al., 1997).

2.3.2. La Catepsina B

La catepsina B (EC 3.4.22.1) es una cisteina proteasa expresada en todas las
células, ha sido la méas estudiada en vertebrados y tiene dos funciones, como
endopeptidasa y como dipeptidil-carboxipeptidasa (McGrath, 1999). Esta
enzima es miembro de la familia de las proteasas tipo papaina y de la

superfamilia de peptidasas C1 (Dalton et al., 1996; Sajid y McKerrow, 2002).

La catepsina B se ha caracterizado por hidrolizar proteinas y péptidos de
agentes patdgenos en el sistema lisosomal de mamiferos sometidos a procesos
patologicos, o en estadios fisiolégicos (incluyendo inflamacion y apoptosis),
sugiriendo su participacion en la respuesta inmune innata (Frosch et al., 1999).

Algunos estudios sobre los parasitos Taenia solium y T. saginata del cerdo
(Zimic et al., 2007) y el nematodo Necator americanus del humano (Duffy et al.,
2006) han establecido la importancia de la catepsina B en la supervivencia de
estos organismos. Se confirmd que la enzima interviene en la funcién digestiva

de los parasitos, debido a que tiene capacidad de degradar los tejidos del
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hospedero y para digerir sangre (hemoglobina) (Cunningham et al., 2010;
Franta et al., 2010).

El primer reporte de la catepsina B en crustaceos fue la estructura primaria de
la enzima en el camardn nordico Pandalus borealis reportada por Aoki et al.,
(2003). De este estudio se confirmd que la enzima tiene un péptido sefial en el
extremo amino terminal de 15 aminoacidos seguido de un pro-péptido de 60 y
una proteina activa de alrededor de 253 aminoacidos; la proteina activa fue

descrita con funcion digestiva en la hidrolisis de la proteina del alimento.

En otras especies de decapodos como el camarén blanco L. vannamei, se
conoce poco acerca de la participacion de la catepsina B como enzima
digestiva (Stephens et al., 2012). Esta enzima hidroliza la proteina del alimento,
ya que se ha reportado que el ARN mensajero se sintetiza en la glandula
digestiva de varias especies como el camaron del norte Pandalus borealis (Aoki
et al.,, 2003), en el camardn chino Fenneropenaeus chinensis (Wang et al.,
2012) y en el camardn blanco Litopenaeus vannamei. Lo anterior sugiere que
en los crustaceos, este tipo de enzimas pueden participar en la digestion
intracelular y que después pudieran ser secretadas para funcionar como

proteasas extracelulares (Stephens et al., 2012).

En 2012, Stephens et al., también reportaron la expresion del ARN mensajero
de la catepsina B en el camardn Litopenaeus vannamei sano en diferentes
organos (Figura 3). Estos autores observaron que donde se encontr6 mayor
cantidad de transcritos son la glandula digestiva, los hemocitos y las branquias,
estando estos dos ultimos, relacionados con la respuesta inmune del camaron y
con la via de entrada de los patdgenos al organismo (Raa, 1996). Sin embargo,
en dicho estudio, sélo los érganos relacionados con la digestion mostraron
actividad de la enzima. La glandula digestiva mostré una actividad especifica de
666.95+ 96.53 U/ug de proteina y el intestino de 63.29 + 13.7 U/ug, mientras

gue la actividad en las branquias y hemocitos fue >18 U/ug.
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Figura 3.Expresion de ARN mensajero de catepsina B, en seis tejidos
diferentes del camarén. (Hm) hemocitos, (M) masculo, (Amp) ampolla terminal,
(Gut) intestino, (MG) glandula digestiva, y (G) branquias (Stephens et al., 2012).

Posteriormente, Reng et al., (2013) reportaron que en el abulén Haliotis discus
hannai y la catepsina B se sobreexpresa en presencia de Vibrio anguillarum y
tras la exposicion a lipopolisacaridos bacterianos (LPS, Escherichia coli).
Resultados similares se han reportado en el pez Paralichthys olivaceus, donde
la catepsina B se sobreexpresdé por exposicion al &cido poliinosinico-
policitidilico, que actia como inmunoestimulante, sugiriendo un posible papel de

la enzima en la respuesta inmune antibacteriana y antiviral (Zhang et al., 2009).

2.3.3. La Catepsina L

De acuerdo a Nishimura y Kato (1992), la catepsina L (EC 3.4.22.15) se
sintetiza como un precursor inactivo, translocado al reticulo endoplasmico, y
luego se dirige a los lisosomas, por lo que se ha considerado como una

proteasa lisosomal que actia en el metabolismo intracelular de proteinas no
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deseadas (Hu y Leung, 2007). Al igual que otras enzimas lisosomales, como la
catepsina B, la actividad de la catepsina L tiene un pH Optimo en medios
ligeramente acidos y es inestable en condiciones ligeramente alcalinas (Barrett
y Kirschke, 1981).

La localizacion y distribucion heterogénea de la catepsina L en las células
dentro del mismo tejido sugiere que su expresion se regula de acuerdo a la
especializacion celular (Uchiyama et al., 1994). Ademas, estudios como el de
Olbricht et al., en 1986 y Delaria et al., en 1994 revelan resultados que
confirman que es una enzima clave en procesos patolégicos y en carcinomas

en los vertebrados.

Son escasos los reportes sobre la catepsina L en invertebrados aunque
aparentemente esta enzima tiene una funcion meramente digestiva de
alimentos. En muchos parasitos hematofagos la enzima se secreta fuera de las
células para la degradacion de hemoglobina para su propia nutriciéon (Sajid y
McKerrow, 2002). Asi, un estudio le ha atribuido la misma funcion a la catepsina
L del jugo gastrointestinal de la langosta americana Homarus americanus donde
se sugiere que la enzima puede ser secretada de las células de la glandula

digestiva y digerir los alimentos extracelularmente (Laycock et al., 1989).

La estructura primaria de la catepsina L del camardn blanco Litopenaeus
vannamei fue reportada por primera vez por Le Boulay et al., (1996). El analisis
de su secuencia demostrdé que la enzima cuenta con un péptido sefal de 15
aminoacidos (aa) seguidos por un pro-péptido de 93 aa y una proteina activa

putativa de 218 residuos, dando asi una cadena polipeptidica de 326 aa.

Un estudio reciente sugiere que la catepsina L del camaron Metapenaeus ensis
tiene como funcion principal la digestion de la proteina de los alimentos; sin
embargo, el ARNm de la enzima también se encontré en el nlcleo de ovocitos,
lo que sugiere que esta enzima puede tener también un papel fisioldgico
especifico en dichas células (Hu y Leung, 2007). De acuerdo a estos autores,

este hecho sugiere que la enzima no solamente tiene un papel digestivo, debido
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a la deteccion ubicua de la catepsina L en varios tipos celulares, pero
remarcando que el nivel de expresibn en la glandula digestiva es
significativamente mayor en comparacion con otros 6rganos Yy tejidos del

organismo (Hu y Leung, 2004).

Segun Le Boulay et al. (1996), en el camaron blanco L. vannamei, la catepsina
L de la glandula digestiva puede participar en el ciclo de intermuda del
organismo debido al incremento del ARNm en periodos de muda, aparte de ser
una enzima digestiva, debido a que se mostraron aumentos en el ARNm vy en la

actividad de esta en periodos de post-muda.

En 2007, Zhao et al., reportaron que en la especie L. vannamei, los organismos
resistentes a la infeccién con el WSSV mostraron un incremento en la expresion
del gen de catepsina L en la glandula digestiva, lo cual no sucedié en
organismos controles. Asi, se sugiere que la presencia del patégeno tiene como
efecto en algunos organismos, la activacion del sistema inmune del camaron, el

cual incluye a la enzima catepsina L.

A pesar de que el ARNm de la catepsina L se ha detectado en varios tejidos del
camarén y otras especies de crustaceos (Li et al., 2010), a la fecha no existen
reportes sobre la evaluaciéon de su expresion en branquias de camaron, por lo
gue se desconoce si la enzima desempefia algun papel en el sistema de

defensa de esta especie frente a la infeccién viral.

2.4. Participacion de las Proteasas en el Sistema Inmune del Camarén

En los crustaceos, las primeras enzimas en describirse fueron del tipo serino
proteasas y se consideraron como enzimas digestivas (Gates y Travis, 1969).
Fue hasta el afio 2000, cuando Jiang y Kanost describieron un grupo de serino

proteasas como la quimotripsina y tripsina en varias especies de artropodos,
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gue juegan un papel importante en la defensa. Mas recientemente, Piti et al.,
(2010), demostraron que este grupo de serino proteasas se sobreexpresan en
hemocitos del camarén tigre Penaeus monodon, a las 3 h posteriores de
haberlo infectado experimentalmente con la bacteria V. Harveyi. La posible
participacion de estas enzimas en el sistema inmune se reafirmé ya que al
eliminar los genes de las enzimas con dominios “clip”, se observo un aumento

en el numero de bacterias viables en la hemolinfa.

Recientemente se ha reportado una lista de moléculas que parecen estar
relacionadas con el sistema inmune del camaron, a través de estudios de
protedbmica y microarreglos. Entre estas moléculas se incluyen péptidos
antimicrobianos, serino- y cisteina- proteasas como las catepsinas A, C, D, L y
B, fenoloxidasas, enzimas oxidativas, proteinas de coagulacion y otros factores

humorales (Anchalee et al., 2013; Tassanakajon et al., 2013).

En 2010 Ren et al., reportaron que la expresion génica de dos cisteina
proteasas, catepsina L y legumain, de la glandula digestiva del camarén F.
chinensis, se incrementd como respuesta a infecciones bacteriana y viral. Lo
anterior, sugiere que ambas enzimas pueden desempefiar un papel en la
inmunidad innata del camarén. De acuerdo con lo anterior, estudios sobre el
transcriptoma del camaron blanco han reportado a las catepsinas como
proteinas cuyos transcritos estan identificados “con funciones inmunes
probables” mediante el analisis de librerias gendmicas sustractivas de
organismos infectados con WSSV (Pan et al., 2004; Robalino et al., 2008).

Ambas enzimas, catepsina B y L, representan las Unicas cisteina- proteasas
reportadas hasta la fecha en la glandula digestiva del camarén, las cuales

presentan semejanzas y diferencias entre si como muestra la Tabla 1.
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Tabla 1. Diferencias y semejanzas entre catepsina B y catepsina L.

Catepsina B | Catepsina L Referencias

Semejanzas

Enzimas lisosomales tipo papaina Kirschke et al., 1995; Turk et al., 2000
Endopeptidasas McGrath, 1999

Enzimas digestivas en decdpodos

Aoki et al., 2003; Le Boulay et al., 1996

Expresadas en glandula digestiva y branquias en
decapodos

Stephens et al., 2012; Ren et al., 2010

Hidrolizan el sustrato fluorogénico: Z-Arg-Arg-AMC

http://enzyme.expasy.org/EC/3.4.22.15

Sobre expresadas en hemocitos de camardn por
infeccion de virus y bacterias.

Robalino et al., 2008;
Tassanakajon et al., 2013

Diferencias
Endopeptidasa y dipeptidil Solo endopeptidasa McGrath, 1999
26.9 kDa 24.18 kDa Stephens et al., 2012;
Le Boulay et al., 1996
pH 6ptimo 6.0 pH 6ptimo 7.0 — 8.0 Aoki et al., 2003; Arockiaraj et al., 2013

Afin a enlaces Arg-Arg Afin a enlaces Phe-Arg Barrett, 1980; Barrett- Kirschke, 1981

Menor actividad en
sustratos proteicos

Mayor actividad en http://enzyme.expasy.org/EC/3.4.22.15

sustratos proteicos

Menor hidrélisis: http://enzyme.expasy.org/EC/3.4.22.15

Z-ARG-ARG

Mayor hidrolisis:
Z-ARG-ARG

A partir de los antecedentes antes mencionados en este trabajo se desprenden
varias preguntas respecto a estas enzimas, siendo las principales: ¢La
catepsina L se expresa en las branquias del camardn blanco, como en otras
especies de crustaceos? ¢ Existe un cambio en la expresién génica y en la
actividad de las catepsinas B y L del camarén blanco Litopenaeus vannamei
infectado con el Virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV)? ¢En qué
tejido desempefian las catepsinas un papel mas importante? ¢EXxisten
diferentes respuestas en los tejidos de acuerdo a su funcién? ¢Es posible
identificar a las catepsinas B y L en el extracto proteico de la glandula digestiva

y de las branquias del camarén blanco, a pesar de sus multiples semejanzas?

Debido a que el camaron no cuenta con un sistema inmune adaptativo, su
sistema de defensa depende de un mecanismo de respuesta innato para resistir
la invasion de patégenos (Gross et al., 2001). La compresién de la participacion
de las catepsinas en la respuesta a la infeccién podra aportar informacion util en

un futuro para el control de las enfermedades infecciosas en los camarones.
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ll.  JUSTIFICACION

Con base en lo anterior, este trabajo propone al camarén blanco Litopenaeus
vannamei como un modelo de estudio para determinar la posible participacion
de las cisteina proteasas catepsina B y L como parte de la respuesta antiviral

del organismao.

Debido a la importancia en la generacion de conocimiento acerca de la
respuesta inmune del camarén, cuya sobrevivencia en condiciones de cultivo se
ha visto afectada severamente por la presencia de diversos patdégenos, como el
Virus del sindrome de la mancha blanca, alrededor del mundo, se hace
imperativo el avance en el estudio de las catepsinas y su funcién bioldgica en el

camaron.

18



IV. HIPOTESIS

Si el Virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) promueve cambios
significativos en la concentracion del ARNm y en la actividad de las catepsinas
B y L del camarén blanco, entonces estas enzimas podran considerarse parte
de la respuesta inmune del camaron tanto en las branquias, como en la

glandula digestiva.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar los cambios en la abundancia relativa de transcritos que codifican las
catepsinas B y L, asi como la actividad enzimética de cisteina proteasas de
glandula digestiva y branquias del camaron blanco Litopenaeus vannamei

infectado con el Virus del sindrome de la mancha blanca.

5.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar cambios en la abundancia relativa de transcritos que codifican las
catepsinas B y L en glandula digestiva y branquias de camarones sanos e
infectados con WSSV.

2. Determinar el efecto de la infeccién con el Virus del sindrome de la mancha
blanca en la actividad de cisteina proteasas y de la catepsina B en camarones

sanos e infectados.

3. Identificar las cisteina proteasas por electroforesis y la actividad de la misma

a través de un zimograma.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Bioensayo de Infeccién con WSSV

El bioensayo para este estudio se llevd a cabo en las instalaciones del
CIBNOR, campus Hermosillo en el laboratorio de Sanidad Acuicola con el

apoyo del Dr. Arturo Sanchez Paz, como se describe a continuacion.

6.2. Preparacion del In6culo WSSV y Ensayo de Infeccion

El inéculo a utilizar fue preparado a partir de tejido infectado de camardn de la
especie Litopenaeus vannamei de acuerdo al método descrito por Escobedo-
Bonilla et al., (2005). El tejido utilizado se obtuvo de un organismo infectado con
WSSV y diagnosticado como positivo usando el IQ REAL™ WSSV Quantitative
System (GeneReach Biotechnology, Corp).

Para la preparacion del in6culo se utilizaron 6 g de musculo abdominal de
camaron y se homogenizaron en buffer PBS estéril, pH 7,4 (1:10 w/v) y fue
clarificado por centrifugacion a 3,000 x g durante 20 min a 4° C. El
sobrenadante fue removido y centrifugado por segunda vez a 15,000 x @
durante 20 min. Posteriormente, el sobrenadante se recupero y se filtré usando
una membrana de 0.45 uym (Millipore®). El filtrado obtenido se utiliz6 como

in6culo infectivo.
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Los organismos utilizados para el bioensayo de infeccidén fueron juveniles de la
especie Litopenaeus vannamei que se obtuvieron en la costa de Hermosillo,
Sonora y fueron transportados a las instalaciones del Centro de Investigaciones

Biologicas del Noroeste S.C., campus Hermosillo.

Un total de 108 camarones con un peso promedio de 1.25 + 0.14 g fueron
distribuidos al azar en 12 tanques de plastico con una capacidad de 30 L. El
agua marina se mantuvo en condiciones controladas en una salinidad de 34
ppt, a 28 + 1 °C, y en aireacion constante. Los parametros del agua se midieron
diariamente. Los organismos se aclimataron durante 8 dias a estas condiciones
de laboratorio y fueron alimentados con un alimento comercial con un contenido
de 35% de proteina (Camaronina, México) con una racion diaria de 3% de la

biomasa total por tanque.

Al final del periodo de aclimatacion, un total de 54 organismos fueron
inyectados intramuscularmente en el tercer segmento dorsal con 100 yL del
inculo de WSSV (conteniendol.4 x 10° copias/pL). Por su parte, el grupo
control (54 organismos) fue inyectado con un homogenado de tejido
previamente confirmado como libre de virus por PCR, dicho homogenado fue

preparado usando la metodologia mencionada previamente.

Después de la inyeccion, los dos grupos fueron muestreados a las 0, 1, 3, 6, 12,
24 y 42 horas post-inyeccion (hpi). La glandula digestiva y las branquias de
cada organismo se disectaron y congelaron en nitrégeno liquido, y
posteriormente se almacenaron a -80° C. En cada muestreo se colectd
hemolinfa del seno ventral de cada organismo con una jeringa de 1 mL que
contenia 200 pL de solucién anticoagulante fria (NaCl 450 mM, KCI 10 mM,
EDTA-Na, 10Mm, Hepes 10 mM, pH 7.3, 850 mOsm/Kg) (Vargas-Albores et al.,
1993). Posteriormente, los hemocitos fueron recuperados por centrifugacion a
600 x g durante 10 min a 4° C y almacenados hasta su uso para evaluar la

carga viral.
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6.3. Confirmacion de la Infeccién y Evaluacion de la Carga Viral de WSSV

El ADN de cada muestra se aisl6 a partir de los hemocitos de los camarones
inyectados para la deteccién del Virus del sindrome de la mancha blanca
usando el kit GeneClean spin (MP biomedicals) y siguiendo las instrucciones

del fabricante.

La deteccion del WSSV fue siguiendo el método reportado por Sanchez-Paz et
al., (2012). Brevemente, el ADN extraido de las muestras de hemocitos se
utilizé para cuantificar la carga viral midiendo el nUmero de copias de ADN viral
usando el IQ REALTM WSSV Quantitative System (GeneReach Biotechnology,

Corp) siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante.

Previamente se construyd una curva estandar para detectar el nimero de
copias del gen de la proteina VP28 del WSSV en el ADN aislado de los
hemocitos de los camarones. Se utilizaron 6 diluciones 1:10 (v/v) de un
purificado de ADN positivo del virus, con una concentraciéon de 6 ng/uL y una
relacién de 260/280 de 2.38 y teniendo 3.94x10° copias del virus. A partir de la
ecuacion lineal que se obtuvo se calcul6 la eficiencia de la reacciéon usando la

formula:
Ezlo[-llpendiente]_ 1 (1)

Posteriormente se calculd el nimero de copias de cada muestra incluyéndose
controles positivos y negativos libres de templado. Para esto el ADN extraido de
los hemocitos se utilizo6 como templado para amplificar el fragmento de la
proteina VP28 de la capside del WSSV, usando cebadores especificos y
siguiendo el protocolo siguiente: en cada reaccion se usaron 50 ng de ADN y
las condiciones de amplificacion fueron: 5 min a 95°C, 30 s a 95°C, 30 s a 61°C,
30 s a 72°C (30 ciclos) y una extensiéon de 5 min a 72°C. Las reacciones de

PCR fueron por triplicado con un volumen final de 14 L.
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6.4. Cuantificacion del ARNm de Catepsina B y L del Camardn Litopenaeus
vannamei

La cantidad relativa de transcritos (ARNm) de la catepsina B y L de la glandula
digestiva y las branquias fue evaluada usando la técnica qRT-PCR. A partir de
los tejidos muestreados durante el bioensayo de infeccion, se aislo el ARN total
utilizando el reactivo TRIzol® reagent (Invitrogen) siguiendo las instrucciones
sugeridas por el fabricante basada en la metodologia establecida por
Chomczynski y Sacchi (1987). La concentracion del ARN total aislado de las
branquias y la glandula digestiva se cuantific6 usando un espectrofotémetro
Nanodrop y cada muestra fue tratada para la eliminacion de ADN contaminante
utilizando DNAsa | (Sigma; 1 U/ 1 pug de ARN, a 25°C por 15 min) segun las

instrucciones del fabricante.

Para la confirmacién de ausencia de ADN en las muestras tratadas, se realiz6
una PCR, utilizando Taq Master Mix Kit (Qiagen®, USA), cada reaccion incluyo:
12,5 pL de la mezcla 2X, 2.5 pL de colorante, 1 pL de cada uno de los
cebadores especificos de tripsina (Sanchez-Paz et al., 2003) 20 uM, 150 ng de
ARN total tratado y agua hasta un volumen final de 25 pL por reaccién. Las
condiciones de amplificacién fueron: 95° C por 3 min (1 ciclo); 95°C por 45 s,
50° C por 1 min y 72° C por 2 min (35 ciclos) y una extension final a 72° C por
10 min. La amplificacién se realizé en un termociclador DNA Engine® Peltier
Cycler (Bio-Rad, USA).

Los cambios en la concentracién del ARNm de las catepsinas B y L cuya
secuencia nucleotidica ya se encuentra depositada en bases de datos
(GenBank GU571199; GenBank CAA68066) en glandula digestiva y branquias
de camarones infectados por WSSV fueron cuantificados por PCR en tiempo
real StepOne™ (Applied Biosystems, USA). Se utilizé6 el gen de la proteina
ribosomal L8como gen de referencia (GenBank DQ316258).
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Se utilizaron sondas TagMan® especificas (Tabla 1) para cada uno de los
genes, disefladas y provenidas por el distribuidor Applied Biosystems. La
sintesis del ADN complementario (ADNc) y la amplificaciéon por PCR del mismo
se llevé a cabo utilizando una mezcla OneStep Brilliant II QRT-PCR Master Mix
Kit (Agilent, USA). Cada una de las muestras de ARN total del ensayo de
infeccion fue amplificada por triplicado y cada una de las reacciones de
amplificacion incluy6: 10 pL de la mezcla 2x OneStep, 1 pL de sonda TagMan
(20 x) (Tabla 2), 0.8 uL de enzima RT/RNase block enzyme mixture, 150 ng de
ARN libre de gendémico y agua libre de pir6genos hasta alcanzar un volumen
final de 20 pL.

En cada corrida final para cada gen se incluyeron controles sin templado para
confirmarla ausencia de ADN contaminante. Las condiciones de amplificacion
fueron: 50° C por 30 min, 95° C por 15 min, seguido por 45 ciclos a 95° C por

15 s ay 60°C por 1 min después de cada ciclo de amplificacion.

Tabla 2. Caracteristicas de las sondas TagMan® utilizadas en la evaluacion de

la expresion génica de la catepsina B y L.

Gen Oligonucleo6tido Oligonucleotido Secuenciade la
Sentido(5°-3’) Antisentido (3’-5") Sonda (5’-3’)
CatB | GCGAAGAGAATGGTACTCCCTATTG GTCACCCCAGTCGGTGTTC CTGTGTGCCAATTCAT
Cat L TCTACCATGACGGCGTGTACTA CCGTGGTCCAGCATCGT ACGAGCAGCCCTCCTC
L8 ATTTGCAACCTTGAGGAGAAGACT | TGGGCAATGACCTGAGCATAAT | ATCCACGGGCAATACG

*Las sondas Tagman® fueron marcadas con FAM, como fluoroforo reportero y
NFQ como opacante (IDT technologies).

Para cada muestra amplificada se determiné el valor de C,, que se define como

el nimero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento significativo
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de la fluorescencia en una determinada muestra, con respecto a la sefal de
base y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas templado
(Bustin, 2000).

2°45CT) (Livak y Schmittgen,

Los datos fueron analizados usando el método del
2001) usando el valor Cqy la eficiencia de amplificacion del PCR. Previo a la
corrida final, fue necesario evaluar la eficiencia de las reacciones de PCR de
cada gen y el rango dindmico a través de la construccion de una curva estandar
gue tuvo como templado una dilucion serial 1:5 del ARN total. Las eficiencias de

la PCR fueron calculadas usando la férmula:
Ezlo[-llpendiente]_ 1 )

para calcular el cambio en la concentracion del ARNm de catepsina By L en
organismos infectados por WSSV, se analizaron los datos usando la siguiente

formula;

2-AACq: 2-(CqCat — CqL8) infectados-(CqCat — Cq L8) controles (3)

en donde Cgca €s el promedio del C, de las muestras amplificadas con las
sonda de catepsina B o catepsina L. Cqs, es el promedio del C, del gen de
referencia, ambos evaluados al tiempo control y en los diferentes tiempos de

infeccion.

6.5. Ensayo de Actividad de Cisteina Proteasas

A partir de las muestras del bioensayo de infeccion con WSSV se evalud la
actividad proteolitica de las catepsinas en la glandula digestiva y branquias del
camaron. Para obtener el extracto enzimatico, las glandulas digestivas fueron
homogenizadas individualmente en 1 mL de agua destilada y los homogenados

se centrifugaron a 10,000 por 5 min x g y 4° C, el sobrenadante, o extracto
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enzimatico, se almacend a -20° C hasta su uso. Los extractos enzimaticos de
las muestras de branquias se obtuvieron siguiendo el mismo protocolo, sin
embargo, debido a la escasa cantidad de tejido disponible de cada organismo
individual, fue necesario hacer un pool de cada tiempo post-inoculacion para

lograr la cantidad suficiente de proteina para ser evaluada.

Se determinoé el contenido de proteina total soluble de cada extracto enzimatico
usando el método del BCA (&cido bicinconinico), siguiendo las instrucciones del
kit BCA protein assay (Thermoscientific). Se utilizo albumina sérica bovina

(BSA) como proteina estandar para la construccién de una curva estandar.

La actividad enzimatica de las cisteina proteasas (EC 3.4.22.1) se determind
utilizando un sustrato fluorogénico especifico para catepsina B (Z-Arg-Arg-7-
amido-4-methylcoumarin hydrochloride, SIGMA®). Se prepar6 una solucion
stock 100 mM disuelto en DMSO segun lo reportado por Stephens et al.,
(2012). Se construyé una curva de calibracién a pH 6 utilizando cantidades
conocidas del fluorocromo AMC (7-amino-4-methoxycoumarin) y graficando las
unidades de fluorescencia vs los picomoles de AMC. La actividad especifica de
las cisteina proteasa se expresa en pmoles de MCA liberados/min/ml de
proteina. Una unidad de actividad se define como la liberacion de 1 pumol de

MCA por min por mL proteina.

En una descripcion breve, el ensayo se realiz6 en microplacas obscuras de 96
pozos a 25° C, cada pozo incluyé 10 pyL de extracto enzimatico (10 ug de
proteina), 70 uL de solucién amortiguadora que contenia acetato de sodio 100
mM, EDTA 1.5 mM y DTT mM a pH 6. La reaccién se inicid6 agregando 20 yL
del sustrato fluorogénico a una concentracion final de 10 yM. La tasa de
hidrolisis fue registrada en un fluorometro Bioteck Synergy HT-I siguiendo el
incremento de la fluorescencia en unidades arbitrarias (RFUs). Las longitudes

de onda de excitacion y emision fueron 350 y 460 nm, respectivamente.

En un ensayo preliminar se evaluo la fluorescencia del AMC en presencia de los

extractos a diferentes pH en un rango de 3 a 8, para determinar el pH éptimo de
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la enzima. Posteriormente, se decidio evaluar todos los extractos enzimaticos a
pH 6, debido a que fue el pH en el que se detecté mayor fluorescencia de los
extractos de camaron evaluados, y se construyo una curva de calibracion como

se describi6 previamente.

6.6. Deteccion de la Actividad de la Catepsina By L en Gel

Con el fin de observar la composicion del patrén proteico de la glandula
digestiva y branquias del camarén blanco infectado con el virus e identificar la
catepsina B y L, las proteinas de cada extracto enzimatico fueron separadas,
inmovilizadas y visualizadas por electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE), usando geles al 12 % para glandula digestiva y 15% para branquias

acuerdo a la metodologia descrita por Laemmli (1970).

En cada gel se cargaron 10 ug de proteina con buffer muestra 1:1 (v/v) que
contiene azul de bromofenol al 0.5%, trizma base 125 mM, glicerol al 20% y
SDS al 10 %, se corrieron en un buffer camara con una composicion de trizma
base 25 mM, glicina 192 mM y 0.1% SDS al 0.1%, a un voltaje de 15 mA.
Después de la electroforesis cada gel se tifio con azul de Coomassie por toda la
noche y luego se transfiri6 a una solucion destefiidora que contenia 50% de
agua destilada, 40% de metanol grado reactivo y 10% de acido acético por 2 h.
Posteriormente, los geles se visualizaron en el fotodocumentador BIO-RAD®

Gel Doc™EZ Imager.

Para determinar, la actividad proteinolitica del extracto de la glandula digestiva y
de las branquias, se corri6 un gel como se describié anteriormente y se

sumergio en el sustrato.

La actividad de las proteasas fue monitoreada a pH 6.0 usando como sustrato
caseina al 2% diluida en Tris-HCI 50 mM como se describe a continuacion: se
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pesaron 0.788 g de Tris-HCI y se llevaron a un volumen de 100 mL de agua
destilada y se ajusto6 el pH a 6.0, se procedié a calentar la solucién sin superar
los 60° C y después se colocaron 2 g de caseina poniéndose en agitacion
inmediata, se procedi6 ajustar el pH a 6.0 con NaOH 5.0 M. El gel fue incubado
por 30 min en el sustrato a 4° C y después por 90 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavdo en agua para eliminar los residuos de sustrato y
finalmente el gel fue sumergido en solucion de tefiido de azul de Coomassie por

toda la noche y destefiido por dos horas en la solucion destefiidora.

Por otra parte, para la evaluar la actividad especifica de catepsina Ben gel se
realiz6 la electroforesis descrita anteriormente y una vez finalizada la
separacion de las proteinas, el gel se lavé 30 min en Triton X-100 al 2.5%,
después se sumergio por 5 min en buffer de reaccion(acetato de sodio 100 mM,
EDTA 2mM, DTT 2 mM y Triton X-100 al 0.05%, pH 6.0) y 10 uM de sustrato
especifico para catepsina B Z-Arg-Arg-AMC. El gel fue revelado bajo luz

ultravioleta en un fotodocumentador BIO-RAD® Gel Doc™ EZ Imager.

6.7. Andlisis Estadistico

Para evaluar las diferencias entre los tratamientos se evalud la distribucion
normal de los datos y la homogeneidad de varianzas con las pruebas
Kolmogorov-Smirnov y Levene respectivamente. Al cumplirse ambos requisitos,
se utilizaron pruebas estadisticas paramétricas. Para determinar las diferencias
entre los resultados de expresion génica se realizaron analisis de varianza
(ANOVA) de una sola via y para determinar las diferencias entre medias se
utilizé la prueba de comparaciones multiples de Tukey y Duncan. Para evaluar
el efecto de infeccidon y del tiempo fue necesario realizar un ANOVA de dos vias

en donde el factor variable 1 fue el tiempo post-infeccion y el factor variable 2
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fue el tratamiento. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
NCSS. La significancia estadistica fue de 95% (p < 0.05; Zar, 1984).
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VIl. RESULTADOS y DISCUSION

7.1. Cuantificacion Viral

La infeccion del camarén con el in6culo de WSSV (con una carga viral de
1.4x10° copias) fue confirmada por qPCR tiempo real como se muestra en la
figura 4. Por otra parte, se diagnosticé que los camarones a los que se les
inyectd solucion salina y (controles) estaban libres de WSSV.

El ADN que codifica la proteina VP28 del WSSV, la mas abundante de la
capside del virus (Leu et al., 2009) y que desempefia un papel critico durante la
fase temprana de la infeccion como proteina de union (Van Hulten et al., 2000),

se detecté en hemocitos de los camarones infectados.

Durante el curso de la infeccidon se observd un incremento exponencial en el
namero de copias/ng de ADN a partir de las 6 hpi, pasando de 17285.44 a
97248.55 a las 12 hpi (Figura 4). Después, hubo un decremento importante en
el numero de copias. Este hecho puede ser resultado de una reduccion en el
namero de hemocitos granulares y semi-granulares al transcurrir el proceso de
infeccion del virus. De acuerdo al estudio de Henning et al., (1998) el virus
WSSV es responsable de una disminucion significativa en el numero de células

del plasma a consecuencia del proceso apoptético inducido por la infeccién.

Los resultados obtenidos en este estudio, concuerdan con lo reportado por
Jeswin et al., (2013) donde se observa que el numero de hemocitos del

camaron tigre Penaeus monodon se reduce durante el curso de la replicacion
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de WSSV a lo largo del tiempo. Como en el estudio actual, a las 12 hpi, se
encontré el médximo numero de copias del virus, mientras que a las 24 hpi hubo

un decremento en el niumero de copias de WSSV.

Otros autores como Montes de Oca (2001) también han reportado el inicio de la
apoptosis en hemocitos de camaron infectado con WSSV a las 24 hpi. Este
resultado concuerda con Maldonado (2003) quien registré un decremento en el
namero de hemocitos semi-granulares después de las 24 hpi de los camarones

con WSSV como se puede observar en este estudio.
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Figura 4. Numero de copias por ng de ADN de WSSV en los hemocitos de
camarones inoculados con el virus en tiempos post-infeccion.
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7.2. Efecto de la Infeccion del WSSV en la Expresion Génica de la Catepsina

B del Camaron Litopenaeus vannamei

Una vez confirmada la infeccion con el WSSV se realizo la cuantificacion de la
abundancia relativa de los transcritos que codifican tanto la catepsina B como la
proteina ribosomal L8 en muestras de glandula digestiva y branquias infectadas
con WSSV y sus respectivos controles. Para determinar las eficiencias de
amplificacion de las reacciones de PCR, se evaluaron los rangos dinamicos
para cada par de oligonucleétidos (Figura 5) y se obtuvo el ajuste a un modelo
lineal por regresién, incluyendo el valor de la R? y la pendiente. Basados en
estos resultados se calcul6 la eficiencia de la amplificacion por PCR de cada
producto especifico, siendo para la catepsina B del 98% y para L8 de 99% y
para, cumpliéndose asi el supuesto establecido por Livak y Schmittgen (2001)

para el andlisis de los resultados por el método 24

(que evallta los cambios
relativos en la expresion de genes de muestras bajo alguna condicién o

tratamiento).

38
36 B
" y = -3.346x + 35.89
a4 S R2 = 0,970
5.
32 s

30 4 \\ B g A L8
28 m CATHB
6 \A —— Lineal (L8)

Ciclode Threshold

A .
A ———Lineal (CATH B)
24 y=-3.206x +31.03 N
- R? = 0.930
20
0 05 1 15 2 25
LOG 10 [ARN]

Figura 5. Comparacion de los rangos dinamicos de catepsina B y L8.
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Los resultados obtenidos mostraron que en la glandula digestiva de
Litopenaeus vannamei se detectaron cambios significativos en la expresion
relativa del gen de la catepsina B por efecto de la infeccion con el WSSV
(p<0.05; Figura 6). En la fase inicial de la infeccion (0, 1 y 3 hpi) se detecté una
disminucion en la abundancia de transcritos del gen de la catepsina B; sin
embargo, posteriormente se observd un incremento gradual en la cantidad de
transcritos, alcanzando un incremento maximo a las 24 hpi de 10 veces en
organismos infectados de respecto al grupo control. Estos cambios en la
cantidad del ARNm sugieren una respuesta a nivel transcripcional, que se
manifiesta 12 h después del méaximo valor en el nimero de copias virales de
WSSV.
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Figura 6. Expresion relativa del gen de la catepsina B en la glandula digestiva
del camardn en respuesta a la infeccibn del WSSV. Los valores indican la
media + error estandar. * indica diferencias entre control e infectados. Letras
italicas distintas denotan diferencias entre los tiempos de infeccion (p< 0.05).
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En estudios previos se ha sefialado el efecto de la infeccion del WSSV en la
expresion de enzimas proteoliticas lisosomales. Li et al., (2013) reportaron la
sobreexpresion de la catepsina B en glandula digestiva del camarén blanco
chino, Fenneropenaeus chinensis, después de 6 hpi, mientras que en esta
misma especie Wang et al., (2012), reportaron que la catepsina C, que también
es una cisteina proteasa lisosomal, responde a la presencia del virus
incrementando la expresion relativa del gen en la glandula digestiva a las 24

hpi, de acuerdo a lo que se detect6 en este estudio.
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Figura 7. Expresion relativa del gen de la catepsina B en las branquias del
camaron en respuesta a la infeccion del WSSV. Los valores indican la media +
error estandar. * Indica diferencias entre control e infectados. Letras italicas
distintas denotan diferencias entre los tiempos de infeccion (p< 0.05).
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Los resultados obtenidos en este estudio sobre el efecto del WSSV en las
branquias de Litopenaeus vannamei, no mostraron cambios significativos en los
niveles de ARNm del gen de la catepsina B durante el transcurso de la infeccion
(p>0.05; Figura 7). Sin embargo, si se observd un incremento significativo
respecto a los camarones control no infectados, detectandose una
sobreexpresion del gen hasta 7 veces mayor (p<0.05), este resultado sugiere
gue existe un efecto inmediato de la presencia del virus WSSV en la expresion
relativa del gen de la catepsina B en las branquias del camardén, diferente a lo

observado en el hepatopancreas.

De acuerdo a los resultados de Li et al., (2013) durante la infeccién con WSSV
el camardén Fenneropenaeus chinensis responde disminuyendo la expresion
relativa del gen de la catepsina B en las branquias a las 6 hpi, manteniéndose
relativamente estable desde las 6 hasta las 24 hpi. Sin embargo, a las 48 hpi
hay un incremento en la expresion del gen de la catepsina, siguiendo el mismo
patron de comportamiento en los niveles del ARNm que se observd en este

estudio.

En este estudio se observé que la abundancia relativa de transcritos de la
catepsina B en branquias es mayor que en glandula digestiva, lo cual
concuerda con los resultados reportados por Stephens et al.,, (2012). Sin
embargo, los patrones de expresion del gen de la catepsina B en ambos tejidos
mostraron diferentes respuestas a lo largo de la infeccion con WSSV. Asi se
sugiere que la presencia del virus provoca un efecto tejido-especifico en la
cantidad de ARNm de la catepsina B, tanto en glandula digestiva como en

branquias, pero con tiempos y patrones de respuesta diferentes,

Estudios previos han demostrado que tanto las branquias, como la glandula
digestiva son tejidos relacionados con la funcion inmune. En 2001, Gross et al.,
reportaron una serie de ESTs (acronimo del inglés expressed sequence tag)
expresados diferencialmente en tejidos sanos e infectados de dos especies de
camaron Litopenaeus vannamei y L. setiferus. Entre las secuencias reportadas

tanto en branquias como en la glandula digestiva se encontraron lectinas y
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enzimas como la profenoloxidasa, que participan en la respuesta inmune. Mas
recientemente, Tassanakajon et al., 2013 demostraron que las branquias,
ademas de estar profusamente irrigadas por hemocitos que contienen
almacenadas en sus granulos moléculas de respuesta inmune, se encuentran
expresadas enzimas como las lisozimas, tiorredoxinas y crustinas que también

forman parte de la respuesta inmune de los crustaceos.

Ademas de la catepsina B, otras proteasas como la catepsina L, han sido
reportadas como moléculas con una participacion importante en la respuesta
inmune, llevando a cabo funciones necesarias para apoyar las actividades
fisiologicas en la glandula digestiva y branquias. Se sabe que la superfamilia de
las catepsinas ha estado implicada en el proceso inmune a través de la
degradacion de componentes bacterianos y virales de organismos tanto
vertebrados como invertebrados (Pongsomboon et al., 2008; Robalino et al.,
2007).

Asi, siendo la catepsina L otra de las cisteina proteasas lisosomales ya
reportadas en el camardn, se evalud la expresion del gen para determinar su

respuesta frente al reto viral.

7.3. Efecto de la Infeccion del WSSV en la Expresion Génica de la Catepsina

L del Camaron Litopenaeus vannamei

Para la cuantificacion de la expresion relativa del gen de la catepsina L en las
muestras de glandula digestiva y branquias se evalué y comparo la eficiencia de
amplificacion del producto de catepsina L con el gen de referencia L8
(previamente evaluado). Se construyé el rango dinamico para el par de
oligonucledtidos de la catepsina L y se obtuvo por regresion a un modelo lineal,

los datos de ajuste (R?), y la pendiente (Figura 8).
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El valor calculado de la eficiencia de amplificacion de L8 fuero de 99% y para la
catepsina L de 90%, cumpliéndose asi el supuesto establecido por Livak y
Schmittgen (2001).
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Figura 8. Comparacion de los rangos dinamicos de catepsina Ly L8

En la glandula digestiva de L. vannamei se detectd un cambio significativo
inicial por efecto de la infeccion en el tiempo 0 respecto al grupo control, en
donde la expresién del gen de la catepsina L se redujo a la mitad. También, se
detect6 un cambio significativo durante el transcurso de la infeccion con WSSV
(p<0.05; Figura 9). Este incremento se observo después de 42 hpi, mientras
gue posteriormente la expresion del gen se mantuvo estable. Estos cambios en
la cantidad del ARNm de la catepsina L sugieren una respuesta retardada a
nivel transcripcional ante la infeccion del WSSV en la glandula digestiva, con un

patrén de cambio similar al observado en la catepsina B en el mismo tejido.

Este resultado concuerda con el trabajo de Robalino et al., (2008) quienes

encontraron que la catepsina L se sobreexpresa en glandula digestiva,
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branquias y hemaocitos al infectar al camaron blanco Litopenaeus vannamei con

el WSSV, sugiriendo que el gen de la enzima puede tener funciones inmunes.
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Figura 9. Expresion relativa del gen de la catepsina L en la glandula digestiva
del camardn en respuesta a la infeccibn del WSSV. Los valores indican la
media + error estandar. * indica diferencias entre control e infectados. Letras
italicas distintas denotan diferencias entre los tiempos de infeccién (p< 0.05).

Este patron de comportamiento de la expresiéon de catepsina L concuerda con
los resultados de Ren et al., (2010), donde se observo que la expresion del gen
de la catepsina L en la glandula digestiva del camardn chino Fenneropenaeus
vannamei infectado con WSSV, mostré un incremento significativo por efecto de

la infeccion.
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Por otra parte, en las branquias de L. vannamei se observd un aumento
significativo en el nivel de expresion de la catepsina L entre los organismos
control y los infectados desde el inicio de la infeccion (p<0.05; Figura
10).También, se detecté un cambio significativo durante el transcurso de la

infeccion, encontrandose los valores maximos a las 24 y 42 hpi (p<0.05; Figura

10).
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Figura 10. Expresion relativa del gen de la catepsina L en las branquias del
camaron en respuesta a la infeccion del WSSV. Los valores indican la media +
error estandar. * indica diferencias entre control e infectados. Letras itélicas
distintas denotan diferencias entre los tiempos de infeccién (p< 0.05).
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Recientemente se reporté que los niveles de expresion del gen de la catepsina
L en hepatopancreas del camarén F. chinensis infectado con WSSV, se
incrementaron significativamente a las 12 hpi, y que a las 24 hpi su expresion
disminuyo6 lo que sugiere que la catepsina L podria participar en reacciones
inmunes anti-wWSSV (Ren et al., 2010).

Es este estudio se observd que la infeccion con WSSV promovio la
sobreexpresién de transcritos de las dos cisteina proteasas evaluadas en
diferentes tiempos post-infeccion. De manera particular cabe resaltarse que los
patrones de expresion por tejido mostraron diferencias consistentes, pues en
ambas enzimas la presencia del virus en la glandula digestiva promovio una
represion temprana del gen, misma que fue incrementando gradualmente a lo
largo de la infeccion y alcanzando un pico maximo de expresion entre las 24 y
42 hpi.

Por su parte, la presencia del virus en las branquias provocé una sobre-
expresion temprana (6 a 8 veces mayor) de los transcritos de las catepsinas B y
L respecto al grupo control, valores que se mantuvieron 6 incrementaron a lo

largo de la infeccion.

En la naturaleza existen ejemplos multiples de estas diferencias en la expresiéon
génica de las enzimas de acuerdo a la funcién del tejido que se evalta. En el
caso particular de los crustaceos, en la glandula digestiva ambas enzimas
Catepsina B y L, han sido reportadas también como enzimas digestivas
(Stephens et al.,, 2012; Le Boulay et al., 1996), lo cual pudiera explicarlas

diferencias en la expresion génica de ambas enzimas entre los dos tejidos.
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7.4. Evaluacion de la Actividad de Cisteina Proteasas en la Glandula Digestiva

y Branquias del Camaron Litopenaeus vannamei

7.4.1. Condiciones de pH Optimas Para Evaluar la Actividad Enzimaética de

Catepsina B.

Como parte de un ensayo preliminar y para determinar el pH 6ptimo para medir
la actividad de la catepsina B del camaron, se evalud la hidrdlisis del sustrato
fluorogénico especifico para esta enzima (Z-Arg-Arg-AMC), utilizando un
extracto enziméatico control y se midié la hidrélisis en un rango de pH de 3 a 8.
La mayor hidrdlisis del sustrato fluorogénico especifico se obtuvo entre los pHs
del 6.0 al 8.0 (Figura 11). Este resultado concuerda con estudios previos que
reportan que las cisteina proteasas se caracterizan por trabajar a un pH

levemente acido (Aoki et al., 2003).

Este resultado también concuerda con lo reportado por Reng et al., (2013)
quienes midieron la actividad de la catepsina B del abulon Haliotis discus
hannai a pHs distintos, siendo el pH 6.0 el 6ptimo para la enzima. Por el
contrario, Oliveira et al., (2014) evaluaron la actividad de la catepsina B en el
parasito Trypanosoma congolense utilizando el mismo sustrato fluorogénico., y

se report6 que el pH 6ptimo para la actividad de la enzima es 8.0.

Por otra parte, Arockiaraj et al., (2013) publicaron un trabajo sobre la catepsina
L del langostino Macrobrachium rosenbergii en el que se realizdé un ensayo para
conocer el pH 6ptimo para la actividad de la enzima y reportaron que rango
optimo de 7.5 a 8.0 utilizando un sustrato fluorogénico especifico Z-Phe-Arg-
AFC.
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Figura 11. Unidades de fluorescencia producida por la hidrdlisis del sustrato
fluorogénico Z-Arg-Arg-AMC (en buffer de acetato de sodio 50 Mm) a diferentes
pHs. Cada punto representa la media de tres determinaciones independientes.

7.4.2. Actividad de Cisteina Proteasas del Camardn Litopenaeus vannamei
Infectado con WSSV.

Tomando en cuenta los resultados anteriores se evalud la actividad de las
enzimas en estudio a pH 6 y 8. Los resultados de la actividad de los extractos
enzimaticos de los camarones control e infectados utilizando el sustrato
especifico de la catepsina B en la glandula digestiva y branquias a pH 6 se
muestran en las figural2 y 13, respectivamente. Los resultados muestran
actividades especificas hasta dos érdenes de magnitud mayores en la glandula
digestiva control que en las branquias control en donde se encontraron

actividades promedio minimas de 0.06 pmol liberados del fluoréforo por mL de
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proteina. Estos valores coinciden con lo reportado por Stephens et al., (2012)
en los mismos tejidos de la especie en estudio.
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Figura 12. Actividad de catepsina B en la glandula digestiva de L. vannamei en
diferentes tiempos post-infeccién con WSSV a pH 6. Los resultados representan
el valor de la media + error estandar.* indica diferencias entre controles en
diferentes tiempos. Letras itdlicas distintas denotan diferencias entre los
tiempos de infeccion (p< 0.05).

La actividad de la catepsina B en glandula digestiva varié durante el transcurso
de la infeccion con WSSV. La actividad de la enzima aumento en los tiempos 0O,
1 y 3 hpi teniendo diferencias significativas respecto a los tiempos posteriores,
seguido por una disminucién de actividad a las 6 hpi (p< 0.05). Los controles se
mostraron similares exceptuando a las 6 hpi, donde se registré una actividad
casi 3 veces mayor que el promedio control, esto pudiera explicarse con

relacion a la alta cantidad de proteina que contenia el extracto enzimatico en
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ese tiempo de muestreo, probablemente asociada con las diferencias

individuales entre los organismos experimentales.

El incremento de la actividad de catepsina B en los primeros tiempos de
infeccion no guarda relacion con los resultados de la expresion génica de la
enzima en la glandula digestiva (Figura 6), estos resultados sugieren que la
respuesta temprana observada en la actividad puede ser producto de la
activacion de los zimégenos de la enzima ya existentes en la célula, mientras
gue la respuesta transcripcional se refleja de manera significativa hasta la etapa

temprana de la infeccion.
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Figura 13. Actividad de catepsina B en las branquias de L. vannamei en
diferentes tiempos post-infeccion con WSSV a pH 6. Los resultados representan
el valor de la media + error estandar. * indica diferencias entre controles en
diferentes tiempos. Letras italicas distintas denotan diferencias entre los
tiempos de infeccion (p< 0.05).
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Como se puede observar en la figura 13, las diferencias en la actividad de
catepsina B en las branquias, entre el grupo control (cuyos valores son
minimos) y el grupo infectado alcanz6 valores hasta dos 6rdenes de magnitud

mayores en los organismos infectados (p< 0.05).

Los resultados muestran un comportamiento semejante al observado en la
glandula digestiva pero en o6rdenes de magnitud menores, en donde la
respuesta inmediata a la infeccidn se refleja justo al inicio del ensayo (tiempo 0)
con un incremento significativo de la actividad y una baja considerable a las 1,
3, 6,12 y 24 hpi, llegando en algunos casos a niveles casi imperceptibles, justo

como sucede en el grupo control, en los mismos tiempos post-infeccion.

Lo anterior sugiere que la catepsina B al cumplir dos funciones en la glandula
digestiva, como enzima lisosomal y enzima digestiva, muestra mayor actividad
que en las branquias, en donde poco se sabe de la funcién de la enzima.
Estudios anteriores han confirmado la funcion digestiva extracelular de la
catepsina B en artrépodos y en distintas especies de camarones hidrolizando la
proteina del alimento consumido (Aoki et al., 2003; Prabhakar et al., 2007;
Sojka et al., 2008).

Por otro lado, Stephens et al. (2012), sugieren que la catepsina B al ser una
enzima lisosomal hidroliza proteina intracelularmente, hecho que se confirmé a
través del registro de actividad en tejidos no relacionados con la digestion del

alimento como las branquias.

La actividad de esta enzima fue mayor en los camarones infectados que en los
controles tanto en la glandula digestiva como en las branquias. Se sabe que la
respuesta inmune innata, se manifiesta a las primeras horas post infeccion
(Murphy, 2011), asi los incrementos de actividad registrados a las primeras
horas de infeccidn sugieren la participacion de la enzima en la inmunidad innata
del camardn, teniendo en cuenta que estas son respuestas a nivel post-

traduccional relacionadas con la activaciéon de zimogenos de las catepsinas que
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se encontraban en la glandula digestiva, mientras que la respuesta

transcripcional fue retardada en los dos tejidos y en las dos enzimas evaluadas.

De manera adicional se evalué la actividad de los extractos a pH 8.0, que se
encontré también entre los valores de pH Optimos para la hidrolisis del sustrato
fluorogénico (ver figura 5) y poder comparar los patrones de actividad con los

registrados a pH 6.0 (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Actividad de proteasas en la glandula digestiva de L. vannamei en
diferentes tiempos post-infeccion con WSSV a pH 8.0.* indica diferencias entre
controles en diferentes tiempos. Letras italicas distintas denotan diferencias
entre los tiempos de infeccion (p< 0.05).

La actividad registrada en la glandula digestiva a un pH de 8.0 (Figura 14), se
mantiene sin diferencias significativas entre controles (p>0.05) mientras que en

los camarones infectados se puede apreciar que desde las 0 hasta las 24 hpi,
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se mantiene la actividad sin diferencias estadisticas y es hasta las 42 hpi donde
se incrementa la actividad significativamente de las enzimas proteoliticas
(p<0.05).

En el extracto enzimatico de las branquias del camarén a pH 8.0 no se
encontraron diferencias entre los organismos control, sin embargo si hubo
cambios significativos por efecto de la infeccion y a lo largo de la misma
(p<0.05; Figuralb).
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Figura 15. Actividad de proteasas en las branquias de L. vannamei en
diferentes tiempos post-infeccion con WSSV a pH 8.Los resultados representan
el valor de la media + error estandar. * indica diferencias entre controles en
diferentes tiempos. Letras italicas distintas denotan diferencias entre los
tiempos de infeccion (p< 0.05).
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Para poder explicar estos resultados se realizé una busqueda de estudios

previos para determinar la especificidad de las enzimas por el sustrato

fluorogénico utilizado en este estudio (Tabla 3).

Tabla 3. Especificidad de las catepsinas B y L por sustratos fluorogénicos

especificos.

Enzima Especie Substrato pH Bibliografia
Catepsina B Mus musculus Z-Phe-Arg-AMC Tiwari et al., 1991
Catepsina B Z-Arg-Arg-AMC | ------

Catepsina B Pandalus Borealis(hp) Z-Phe-Arg-AMC Aoki et al., 2003
Catepsina B Z-Arg-Arg-AMC | -------

Catepsina B | Hypophthalmichthysm. (hp) Z-Arg-Arg-AMC pH 6.0 Huan et al., 2008
Catepsina B Cyprinus carpio (hp) Z-Phe-Arg-AMC pH 6.0 Yokogawa et al., 2007
Catepsina B Z-Arg-Arg-AMC

Catepsina B | Antheraea pernyi (ovario) Z-Phe-Arg-AMC pH5.5 Zhao et al., 1996
Catepsina B Z-Arg-Arg-AMC

Catepsina B Schistosoma Mansoni Z-Phe-Arg-AMC pH5.5 Ghoneim et al., 1995
Catepsina B Z-Arg-Arg-AMC

Catepsina B Z-Phe-Arg-AMC Werle et al., 1995
Catepsina L Homo sapiens (tumor) Z-Phe-Arg-AMC | --—-—--

Catepsina L Stichopus japonicus Z-Arg-Arg-AMC pH5.5 Zhou et al., 2014,
Catepsina L Scomber scombrus Z-Arg-Arg-AMC pH 6.0 Lee etal.,, 1996

Basados en la informacién analizada, se sugiere que existe la posibilidad de
que mas de una enzima sea capaz de hidrolizar el sustrato fluorogénico
especifico para la catepsina B como lo muestra el estudio recientemente
publicado por Zhou et al., (2014) quienes evaluaron la actividad de la catepsina

L con el sustrato especifico para catepsina B en Stichopus japonicus.

Considerando los resultados de este estudio, se sugiere que la actividad
evaluada a pH 6.0, pudiera reflejar no solo la actividad de la catepsina B, sino
también de la catepsina L del camardn que es capaz de hidrolizar el sustrato a
pH ligeramente acido; mientras que los resultados observados de actividad a

pH 8.0, podrian ser reflejo de la actividad de otras enzimas proteoliticas que se
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encuentran en el extracto enzimatico de la glandula digestiva del camardén como
las serino proteasas, principalmente las isotripsinas, cuya especificidad por el
sustrato estd dirigida a residuos basicos como Arg y Lys, mismos que se
encuentran en el sustrato fluorogénico utilizado en este estudio (Wenzhe et al.,
2005).

7.5. Identificacion de Cisteina Proteasas en la Glandula Digestiva y Branquias

Para la identificacion de las catepsinas en la glandula digestiva y las branquias
del camardn Litopenaeus vannamei, se utilizo el extracto enzimatico de los dos
tejidos y se separaron las proteinas de cada uno en geles de poliacrilamida al
15%, con un grosor de 0.75 mm para la glandula digestiva y 1.5 mm para

branquias.

Los resultados de la Figura 16 muestran un patron de proteinas tipico de la
glandula digestiva del camarén blanco (Navarrete del Toro et al., 2011) y el
patrén de bandas con actividad proteolitica usando caseina como sustrato. Se
detectaron las bandas cercanas al peso molecular deducido para la catepsina B
de "26.9 kDa segun Stephens et al., (2012), y para la catepsina L de 24.18 kDa
segun Boulay et al., (1997). También, se observaron bandas que corresponden
a proteasas de la clase serino como las tripsinas y quimotripsinas (20 kDa y~
30, respectivamente), que sirvieron como referencia en los dos diferentes

tejidos para la localizacién de las catepsinas.

En la figura 16 se observa la movilidad de la catepsina B en el patrén
electroforético (las flechas de color negro sugieren la posible localizacion de la
catepsina B), la cual podria ubicarse por debajo de la quimotripsina de bajo

peso molecular (24 kDa; Hernadndez et al., 1997). En el area del zimograma
gue abarca los carriles 4 y 5 se pueden observar flechas de color blanco, que

marcan las bandas con actividad a pH 6.0 que también coinciden con el tamafio
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esperado de las catepsinas B y L. Debido a la reducida diferencia entre los
pesos esperados de ambas enzimas podria suponerse que ambas proteinas se

localizan muy cerca una de otra en ambos geles.

Figura 16.ldentificacion de cisteina proteasas de la glandula digestiva del
camarén. SDS-PAGE 15% y zimograma a pH 6.0. Linea 1-Marcador molecular
(kDa). Lineas 2 y 3- Patron proteico de la glandula digestiva de camarones
infectados con WSSV. Lineas 4 y 5- Actividad proteolitica total de glandula
digestiva infectadas con WSSV. Las flechas blancas y negras indican la
sugerida banda de la catepsina B.

Por otro lado, en los geles del patrén proteico y zimograma de las branquias
(Figural?7) se observaron diferentes patrones entre el extracto enzimatico de
organismos control e infectados. En los carriles 1 y 2 se observan flechas
negras marcando a las proteinas con actividad de enzimas proteoliticas también
encontradas en el zimograma, carriles 4 y 5, indicando las bandas con flechas
blancas.
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En los carriles 1 y 2 se observd que los extractos enziméticos de camarones
infectados muestran una menor concentracion de proteina que la que contienen
los extractos de camarones sanos. Esto concuerda con los resultados del
zimograma, en donde se observaron repetidamente solo 2 bandas con actividad
de proteasas en los camarones infectados con el virus, mientras que en los
camarones control se detectaron hasta 5 bandas de actividad. Las flechas rojas
indican las posibles bandas ya sea de patron y de actividad de catepsinas

lisosomales.

Figura 17.ldentificacion de cisteina proteasas en las branquias del camaron.
SDS-PAGE 15% y zimograma a pH 6.0.Linea 1- Patron proteico de las
branquias infectadas con WSSV. Linea 2- Patron proteico de las branquias
control. Linea 3- marcador de masa molecular (kDa). Linea 4- Actividad
proteolitica de las branquias control. Linea 5- Actividad proteolitica total de las
branquias infectadas con WSSV. Las flechas negras indican las bandas del
patron de proteinas y las blancas indican las bandas de actividad proteolitica los
tejidos. Las flechas rojas indican la posible banda de catepsinas lisosomales.

Se realiz6é también un zimograma con sustrato fluorogénico especifico (Z-Arg-

Arg-AMC) para revelar la actividad de la catepsina B y L en la glandula
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digestiva. Como se puede apreciar en la figura 18, en los 4 carriles se cargaron
los extractos enzimaticos de la glandula digestiva de camarones con una
concentracion de proteina de 10 pg cada uno. Se puede observar la hidrélisis
del sustrato especifico en las bandas de proteasas correspondientes con el
peso de las isotripsinas sefialadas con las flechas de color blanco, mientras que
las flechas de color rojo marcan una sola una banda de actividad que podria
corresponder a la catepsina B, a la catepsina L o0 a ambas debido a la similitud

de sus pesos moleculares y al pH en que este zimograma se realizé.

Figura 18. Identificacion de cisteina proteasas en la glandula digestiva del
camaron utilizando el sustrato Z-Arg-Arg-AMC. SDS-PAGE 15% y zimograma a
pH 6.0. Las flechas blancas indican las bandas actividad de las isotripsinas y las
rojas indican las bandas de actividad de catepsinas B 0 L. Todos los carriles
contienen el mismo extracto enzimatico de glandula digestiva del camaron.

Estudios previos han demostrado que algunas serino proteasas como las
isotripsinas del camardén con pesos moleculares de 22.0, 20.7 y 19.4 kDa

respectivamente, tienen especificidad por aminoacidos basicos como Arg y Lys
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y su actividad 6ptima se alcanza a pH entre 7.0 y 8.0 (Sainz et al., 2004).A
pesar de lo anterior el zimograma se realizé a pH 6.0 encontrandose actividad
en las bandas correspondientes a las isotripsinas, lo que sugiere que el sustrato
especifico para la catepsina B no solo es hidrolizado por la enzima, sino que
ademas la catepsina L y las isotripsinas de la glandula digestiva se encuentran
activas en las condiciones evaluadas y tienen la capacidad de hidrolizar el
sustrato. Sin embargo, se recomienda continuar con los estudios utilizando
diferentes sustratos fluorogénicos especificos y enzimas aisladas para concluir

acerca de la especificidad de cada una.

Asi, de acuerdo a lo observado en este estudio y retomando las preguntas
cientificas planteadas previamente se sugiere que ademas de la catepsina B, la
catepsina L es también una cisteina proteasa lisosomal importante en los
tejidos del camardn y ademas de expresarse en la glandula digestiva también
se encuentra en las branquias de Litopenaeus vannamei asi como en otras
especies de crustaceos (Arockiaraj et al., 2013), y que la funcibn de ambas

enzimas guarda relacion con la respuesta inmune.

En este estudio se observaron respuestas significativas a la presencia del virus
tanto en la expresion génica de las catepsinas B y L, como en la actividad de
las mismas en diferentes tiempos. Es importante recordar que en los
vertebrados la respuesta inmune innata consta de dos fases: la fase innata
inmediata (0-4 hpi), y la fase innata temprana (4-96 hpi). La primera incluye el
reconocimiento no especifico del antigeno y la remocion del agente infeccioso
por enzimas y péptidos antimicrobianos, la fase innata temprana por su parte
incluye la presencia de células efectoras que reconocen moléculas tipicas de un
patogeno y ajenas al hospedero, activandose una serie de diferentes
mecanismos para eliminar la infeccion (Murphy, 2011). En el camardn estas dos
fases de la infeccibn se han confirmado por la presencia de péptidos
antimicrobianos y PAMPs (patrones moleculares asociados a patogenos) (Ji et
al., 2009).
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Los resultados de este estudio muestran diferentes respuestas en el tiempo, la
actividad de las enzimas mostro una respuesta inmediata entre las 0 y 3 hpi,
siendo en todos los casos los valores de los infectados significativamente
mayores que los controles. Por su parte, la expresion génica mostro una
respuesta temprana a la infeccién, mostrando los valores mas altos en la
expresion de ambas catepsinas entre las 24 y 42 hpi, periodo que corresponde

con la fase innata temprana de la respuesta inmune.

Se sabe que en los mamiferos tanto la catepsina L como la B, tienen funciones
intracelulares como la presentacion de antigenos procesados proteoliticamente,
el recambio de proteinas, y la apoptosis llevando a cabo esta actividad dentro
de un lisosoma en donde una caracteristica importante es el pH en el que estas
enzimas actuan (pH 4.5-5.0). Por otra parte la principal funcidén extracelular de
estas enzimas se relaciona con la degradacién de proteinas foraneas, ya sea
provenientes del alimentos o de agentes patdgenos: estas enzimas también
pueden participar en las cascadas proteoliticas que amplifican la capacidad
hidrolitica extracelular (Dickinson, 2002). Se sabe que el pH de la glandula
digestiva de L. vannamei tiene un pH de 5.7 lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en este estudio (Navarrete del Toro et al., 2011). Asi, las
diferencia observadas en los resultados de ambos tejidos, pueden explicarse de

acuerdo a la funcion de cada uno como se menciono previamente.

Se puede observar que en la glandula digestiva hay mayor actividad de cisteina
proteasas que en branquias, esto concuerda con que las catepsinas en
crustaceos, cumplen una principal funcibn como digestivas, y la glandula
digestiva es el érgano que cumple con la funcién de digestién absorciéon y
almacenamiento de nutrientes (Brock y Main, 1995) del alimento consumido por
el camardn. Las branquias por otra parte mostraron menos actividad ya que su
funcién principal es proveer oxigeno al organismo, ademas de participar en la
osmoregulacion y excrecion, pero sin omitir que también cumplen funcién de
fagocitosis, lo que implica la endocitosis de particulas sdlidas que entran a la

célula, en este caso podrian ser virus o bacterias.
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Uno de los problemas detectados en este estudio fue la especificidad de las
enzimas en estudio por el sustrato fluorogénico utilizado, pues de acuerdo a lo
encontrado ambas catepsinas podrian hidrolizar el mismo sustrato a pH 6.0,
mientras que la evaluacion a pH 8.0 confirmo6 el hecho de que también las
serino proteasas son capaces de hidrolizar este sustrato. Este hecho tiene
implicaciones importantes en la interpretacion de los resultados, por lo que se
sugiere en un futuro, purificar y caracterizar las enzimas catepsinas B y L, de
manera individual. Por otra parte, sera necesario el disefio y sintesis de un
sustrato que de forma diferencial permita evaluar la actividad de ambas
catepsinas por separado.

Asi debe recalcarse la importancia del uso de técnicas moleculares que en este
estudio permitieron evaluar ambas catepsinas de manera individual a pesar de
las semejanzas entre ellas, el uso de anticuerpos para cada enzima, seria
también una herramienta alternativa que permitiria atreves de técnicas de
inmunodeteccion y ELISA, evaluar la cantidad de proteina presente de cada

enzima en los tejidos del camaron.
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VIII. CONCLUSION

Las catepsinas lisosomales B y L de camardn blanco, participan en la
respuesta inmune frente a la infeccion con WSSV, incrementando la
actividad de las enzimas en la fase innata inmediata de la respuesta,
mientras que la expresion génica de ambas enzimas se incremento

durante la fase innata temprana (24-42 hpi).

Existen diferencias entre la cantidad de transcritos y la actividad de las
catepsinas por tejido, lo cual se atribuye a las diferentes funciones de cada

tejido en el organismo.

El sustrato Z-Arg-Arg-AMC, utilizado especificamente para la actividad de
la catepsina B en estudios anteriores, es hidrolizado por otras enzimas
proteoliticas como la catepsina L y las serino proteasas como las
isotripsinas, por lo que se recomienda el disefio y la sintesis de nuevos

sustratos que permitan evaluar la actividad especifica de cada enzima.
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