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RESUMEN

El camardén blanco (Litopenaeus vannamei), es un crustdceo que durante su
desarrollo larval pasa a través de cambios morfologicos, ecolégicos vy fisiologicos
que se encuentran asociados con la maduracion de la capacidad motora y
metabdlica. En otros artrépodos, se ha identificado que la actividad enzimatica
presenta variaciones relacionadas con los eventos de metamorfosis. Las enzimas
sobre la cuales se centra esta investigacion son las proteasas, que regulan
procesos celulares importantes y mantienen la homeostasis celular. En particular,
esta investigacion se enfoca en la descripcion del perfil de actividad y expresién
genética de las aspartico proteasas, B-secretasa y catepsina D, en el desarrollo
ontogénico de L. vannamei. Se obtuvieron muestras de 18 estadios larvales a
partir de las cuales se extrajeron las proteinas solubles totales y el RNA total
usando técnicas estandar. La actividad proteolitica se cuantificd usando sustratos
fluorogénicos especificos para aspartico proteasas, la cual fue verificada con
ensayos en presencia del inhibidor Pepstatin-A, especifico para estas enzimas.
Los estadios nauplio presentaron la mayor actividad de catepsina D, mientras que
para B-secretasa un pico de actividad se detect6 en el estadio nauplio 3. Los
resultados de la cuantificacion de los transcritos de catepsina D mostraron que el
transcrito se encuentra en todos los estadios con una mayor expresion en los
estadios nauplio 5, mysis 2 y 3, por otro lado, B-secretasa se expresa en mucho
menor cantidad pero de manera constante, a lo largo del desarrollo larvario solo se
detectd diferencia significativa en el estadio postlarva 11. Para tratar de determinar
la relevancia de estas enzimas en el desarrollo larval, se utilizé RNAI para silenciar
los transcritos de interés, 15 pg/mL de dsRNA de cada transcrito fue suministrado
directamente al agua donde fueron mantenidas las larvas, el efecto del RNAI se
evalub mediante observacion directa de cambios en la morfologia y
comportamiento de las larvas y por qPCR. Los especimenes no mostraron
diferencias en la sobrevivencia ni en el comportamiento, las cuantificaciones de los
transcritos correspondientes a los tratamientos no mostraron diferencias
significativas con los controles, indicando que el método de sumersién no entrega
de manera efectiva el dsRNA. Los resultados obtenidos demuestran que la
actividad de aspartico peptidasas esta presente y fluctia durante el desarrollo
larvario de la especie, estas variaciones de actividad enzimatica se asocian
posiblemente a procesos inherentes a la metamorfosis, actiando probablemente
como reguladoras de apoptosis, como ha sido descrito en otros artrépodos.
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SUMMARY

The white shrimp (Litopenaeus vannamei), is a crustacean that during its larval
development passes through morphological, ecological and physiological changes,
associated with the maturation of motor and metabolic capacity. In arthropods, the
enzymatic activity shows variations related to metamorphosis events. The
enzymes on which this research focuses are proteases, enzymes responsible for
hydrolyzing peptide bonds within proteins, regulating important cellular processes
and maintaining cell homeostasis. In particular, this research focuses on the
description of the enzymatic activity and genetic expression of the aspartic
proteases, B-secretase and cathepsin D along L. vannamei larval development.
Samples of 18 larval stages were donated by a local farm from which total soluble
proteins and total RNA were extracted using standard techniques. Proteolytic
activity was quantified using fluorogenic substrates specific for aspartic proteases,
which was verified with assays in the presence of Pepstatin-A inhibitor, specific for
aspartic peptidases. The highest cathepsin D activity was detected at naupliar
stages, while B-secretase activity peaked at: nauplio substage 3. Cathepsin D
transcripts were found in all stages with larger expression at nauplio 5, mysis 2 and
3 stages; on the other hand, B-secretase is expressed in much less quantity but
constantly throughout the larval development, only postlarva stage 11 showed
significantly higher expression. In order to determine the relevance of these
enzymes in larval development, RNAi assays were conducted to silence the
transcripts of interest. 15 pg / mL dsRNA was supplied directly to the water where
the larvae were kept, the effect of RNAiI was evaluated by direct observation of
changes in the morphology and behavior of the larvae and by qPCR. The
specimens showed no changes in survival or behavior, transcripts concentration in
the treatments were not significantly different to controls, indicating that the genetic
silencing was not achieved using the soaking delivery method. Our results evince
that aspartic peptidase activity is present, and fluctuates during the larval
development of the species, these variations are possibly associated with
processes related to metamorphosis, probably acting as triggers of apoptosis, as
described in other arthropods.
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1. INTRODUCCION

Crustacea es un clado diverso tanto en fenotipo como en habitat: la mayoria de las
especies son marinas y habitan desde los fondos oceanicos hasta las zonas
intermareales, a pesar de la gran variedad morfolégica, presentan caracteristicas
propias del subphylum tales como; un cuerpo formado por un cefalén o una cabeza
segmentada en cinco partes, y tronco postcefalico multi segmentado que se divide

en torax y abdomen (Webber et al, 2010).

Los crustaceos presentan estrategias de vida que raramente les hace permanecer
en un solo habitat, la mayoria de las especies presentan cambios morfolégicos,
fisiolégicos, y ecoldgicos importantes dependiendo de la fase del desarrollo en la
gue se encuentran (Dall et al. 1990). Este tipo de desarrollo que se divide en etapas
se denomina anamorfico y se define como un tipo indirecto de desarrollo gradual en
el cual, las larvas se transforman en adultos a través de una serie de cambios en la
morfologia de su cuerpo durante la morfogénesis (Hoeg, 2015; Thiel y Wellborn,
2018). Debido a los diversos cambios que ocurren durante el desarrollo larval en
crustaceos, el estudio de dichos procesos es relevante para enriquecer el
conocimiento sobre la fisiologia especialmente de especies de interés comercial que

pueden llegar a ser manipuladas con fines biotecnolégicos.

Litopenaeus vannamei conocido comunmente como camardn blanco es un
crustaceo de importancia comercial, debido a que es una de las principales especies
utilizadas en la acuicultura en diferentes paises alrededor del mundo (FAO, 2009),
los cambios morfolégicos y fisiologicos a lo largo de su desarrollo larval son
acompafnados de la produccion de diversos tipos de moléculas que les ayudan a
realizar procesos tales como la digestion de los alimentos (Brusca, 1998). Las
enzimas son moléculas que intervienen en multiples cambios asociados al desarrollo
de los organismos, son proteinas que afectan la velocidad de una reaccién quimica

con una alta especificidad (Figueiredo y Anderson, 2003; Nelson et al, 2005).



En diferentes especies de artrépodos, las enzimas han sido estudiadas por el interés
que genera su participacion durante el ciclo de vida de éstos, asi como en los
cambios morfoldgicos y fisiolégicos que se encuentran relacionados durante su
desarrollo larvario. De la gran variedad de enzimas que se conocen, las proteinasas,
conocidas también como enzimas proteoliticas o proteasas son unas de las de
mayor interés, debido a su participacién en procesos como la digestion y apoptosis.
Estas proteinasas se agrupan en: serino-, cisteino-, aspartico-, metalo-, treonino- y
glutamico- peptidasas, de acuerdo a su mecanismo de catdlisis y a los aminoacidos
que intervienen en la hidrdlisis (Rawlings y Salvesen 2013). Especificamente la
aspartico proteasa catepsina D se ha descrito que participa de manera activa en
procesos de eliminacion de tejido por medio de apoptosis para llevar a cabo la
metamorfosis en insectos, por otro lado la enzima RR-secretas ha sido ampliamente
estudiada en humanos y se ha determinado que tiene un papel importante en el
crecimiento de células asociadas al sistema nervioso (Bolkan et al., 2012; Gui et al.,
2006).

La catepsina D es una aspartico endopeptidasa lisosomal, sintetizada en el reticulo
endoplasmico rugoso como preprocatepsina D (pCD), bajo condiciones fisiologicas
normales la pCD es transportada hacia el lisosoma, a diferencia de los demas
miembros de las aspéartico endopeptidasas que son en su mayoria secretadas
(Benes et al., 2008). Esta enzima hidroliza proteinas dentro de un rango de pH que

va de 3.5 a 5.0 dependiendo del tipo de sustrato (Fusek et al., 2013).

B-secretasa también conocida como ASP-2, aspartico proteasas ligada a la
membrana, BACE 1, y Memapsin 2 (Membrane Aspartic Protease of the Pepsin
family) trabaja en un pH Optimo de 4.0, y por debajo de pH 3.5 pierde
irreversiblemente la actividad. Esta enzima es particularmente estudiada por su
relacion con la enfermedad neurodegenerativa conocida como Alzheimer, ya que se
conoce que esta enzima es responsable de la hidrdlisis en el sitio beta que se
encuentra en la proteina p-amiloidea (APP), que en conjunto con la actividad de la

enzima y-secretasa forman un residuo de 40 a 42 péptidos conocido como péptido



B-amiloideo (AB), la acumulacién de los péptidos AB es el mayor constituyente en la
formacion de las placas seniles en el cerebro, las cuales, son las responsables del

padecimiento de esta enfermedad (Tang y Koelsch, 2013).

Existen diversas técnicas moleculares que son utilizadas para modificar la expresion
génica, el uso de RNA de interferencia (RNAI), utilizando RNA pequefios (RNAS),
gue son secuencias menores a 30 pares de bases, y los cuales participan de la
regulacion génica en una gran diversidad de organismos ha sido una de las mas
utilizadas debido a su facilidad de aplicacion en diversos organismos. El mecanismo
de interferencia de RNA se observd por primera vez en plantas de petunias como
parte del silenciamiento post-traduccional. Durante su descubrimiento se buscaba
introducir genes exégenos (que son transferidos de manera natural o mediante
técnicas genéticas de un organismo a otro) (Garcia, 2012) con el fin de obtener
flores que tuvieran una coloracidon violeta mas intensa, sin embargo, las flores
obtenidas presentaban zonas blancas en los pétalos lo que apuntaba a que tanto los

genes exodgenos y enddégenos habian sido silenciados (Meister y Tuschl, 2004).

Actualmente se conocen diferentes clases de RNAs mediante las cuales se realiza
regulacion de genes por RNAI, éstos se agrupan en tres categorias: miRNA, siRNA 'y
RNA asociado a Piwi (Saini et al., 2007); el silenciamiento mediante RNAi toma
como templado una de estas secuencias para sefalar la secuencia objetivo,
posteriormente se forma un complejo denominado RNA-induced silencing complex
(RISC), el cual es un conjunto de diferentes enzimas y que actla sobre el mRNA,
silenciando el gen a nivel transcripcional o post transcripcional (Shabalina y Koonin,
2008).



2. ANTECEDENTES

2.1 Sujeto de estudio

L. vannamei conocido comunmente como camaron blanco (Sin: Penaeus vannamei)
es una especie que dependiendo de la etapa de vida, se distribuye en diversos
ambientes que van desde sistemas costeros hasta sistemas ocednicos, tanto en la
columna de agua como el bentos, y su distribucion va desde la parte norte en el
Golfo de California hasta Caleta de la Cruz en Perl. En la etapa adulta es una
especie asociada al bentos con una preferencia a fondos arcillosos y arenosos en
profundidades entre 5y 72 metros y que habita en aguas tropicales y subtropicales.
La reproduccion se lleva a cabo durante la temporada de primavera y verano
principalmente en aguas abiertas (FAO, 2009), y una vez fecundadas, las hembras
realizan el desove en zonas costeras en profundidades de 10 a 80 m, cuando los
huevos eclosionan las larvas son transportadas hasta bahias y estuarios donde se
desarrollan para posteriormente regresar mar adentro como adultos en busca de

areas apropiadas para la reproduccion (Holthuis et al., 1998).

Durante el desarrollo larval los peneidos pasan a través de tres diferentes fases
conocidas como: nauplio, zoea, mysis, antes de convertirse en postlarva (Fig. 1),
durante este periodo los organismos pasan por diferentes cambios morfolégicos y
fisiol6égicos, que se encuentran relacionados con el desarrollo de las funciones

motoras y metabdlicas (Wei et al., 2014)

2.2 Desarrollo larval de L. vannamei

Aproximadamente 14 horas después de la ovoposicion, los embriones de los
peneidos eclosionan en el estadio conocido como nauplio, durante esta primera
etapa los organismos se desplazan usando tres pares de apéndices, sin embargo,
no es suficiente para desplazarse en contra de las corrientes, por lo que se
encuentran a merced de las mismas. En esta etapa, los nutrientes necesarios para la

sobrevivencia son proporcionados mediante el vitelo, el cual se localiza en la cavidad



del intestino anterior y el tamafo del vitelo disminuye gradualmente hasta que
desaparece durante el estadio de nauplio 5. Al pasar al siguiente estadio de zoea, el
organismo comienza a alimentarse de microalgas y de particulas en suspension
(Muhammad et al. 2012). Una caracteristica importante de estos primeros estadios
es la respuesta de los organismos a la exposicion de la luz, a lo que se le conoce
como fototropismo. Se denomina fototropismo al cambio de la posicion u orientacion
de un organismo, o de alguna de sus partes, en relacion con la direccion de la luz,
se habla de un fototropismo positivo como en el caso de las larvas del camaron
cuando el organismo cambia su posicion en direccién a la fuente de luz (Treece y
Yates, 1993; Drewes, 2004) .
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Figura 1. Estadios larvales durante la ontogenia de L. vannamei. N | (nauplio 1), N 11l
(nauplio 3), N V (nauplio 5), Z | (zoea 1), Z Il (zoea 2), Z lll (zoea 3), M | (mysis 1), M
Il (mysis 2), M lll (mysis 3) y P | (postlarva 1) tomado de Wei et al (2014).

Para el tercer estadio, mysis, se desarrollan los pereiopodosque realizan el
movimiento de natacion, durante dicho proceso el cuerpo se encuentra encorvado
con la cabeza hacia abajo y el movimiento se lleva a cabo en direccion contraria a su
orientacién, en esta etapa los organismos comienzan a alimentarse de zooplacton
(Muhammad et al., 2012). En el estadio de postlarva, que es el Ultimo antes de
convertirse en juveniles, tienden a encontrarse cerca del bentos y tienen la
capacidad de enterrarse en el sedimento, la alimentacién es facilitada por los
pereibpodos quelados que son capaces de alcanzar y sujetar el alimento (Le Vay et
al., 2001).

Los cambio morfoldgicos vy fisiol6gicos observados durante el desarrollo larval se
propician por la participacion de diferentes moléculas que intervienen en procesos
como la digestion o en la degradacion de tejidos, tales como la cuticula en
preparacion para la muda. La concentracion de diferentes moléculas varia a lo largo
del desarrollo larval dependiendo de los requerimientos fisiolégicos, del total de
moléculas involucradas, las enzimas proteoliticas han sido estudiadas ampliamente
en diferentes especies, en el presente estudio se evaluaran dos enzimas

proteoliticas y su concentracién a lo largo del desarrollo larval del camaron.
2.2 Complejo Enzima sustrato

Las enzimas actuan como catalizadores, aumentando la velocidad con la que se
realizan las reacciones quimicas y que al combinarse con los sustratos, la reaccion
alcanza un estado de transicion con una energia menor que el de una reaccion
carente de catalizador (Teh et al., 2018). Durante una reaccion la enzima interactta
con el sustrato, formando el complejo enzima-sustrato, uno de los mecanismos mas
sencillos que describen esta interaccion es la teoria denominada “llave-cerradura”;
en este modelo la enzima y el ligando poseen caracteristicas conformacionales

complementarias que facilitan su union (Fischer, 1894).



Actualmente se conoce que las moléculas son dindmicas, por lo que su
conformacion estructural se encuentra en constante cambio. Existen dos modelos
gue explican la interaccion de reconocimiento de la enzima por el sustrato, el primero
se denomina “ajuste inducido”; el cual hace referencia a que el contacto de la
proteina con el sustrato provoca un cambio conformacional que permite llevar a cabo
la reaccion y la formacion de productos. El segundo modelo conocido como “teoria
de seleccion de conformacion” establece que debido a que las moléculas cambian
su conformacion constantemente, Unicamente cuando ambos, enzima y sustrato
cuenten con una conformacion complementaria podran interactuar y llevar a cabo la
reaccion (Gianni et al., 2014; Vogt y Di Cera, 2012). Koshland postul6 la teoria del
ajuste inducido debido a que la teoria de llave-cerradura de Fisher no se ajustaba
para todos los casos, esta teoria explica que debido a que existen cambios
considerables en la conformacién de la proteina, asi como en el sustrato que se une
al sitio activo, es necesario que cuente con una ubicacion especifica para que la
transformacién ocurra (Koshland, 1995). De las diversas familias de las enzimas
nuestro estudio se centrara principalmente en el grupo de las enzimas proteoliticas

también denominadas proteasas.

2.3 Proteasas

Las proteasas son un grupo de enzimas que se ubican en el grupo de las hidrolasas,
cuya funcién catalitica es hidrolizar cadenas peptidicas (Nelson et al., 2005). La
funcién catalitica de cada una de las proteasas se asocia a una region denominada
sitio activo, los amino acidos que conforman este sitio entran en contacto con el
sustrato para llevar a cabo la hidrdlisis, cada clase de enzima posee dos o tres
aminoacidos especificos que la diferencian de los deméas grupos y determinan su
mecanismo de catalisis (Barrett y McDonald 1986). Las aspartico proteasas,
pertenecen a la familia de enzimas Al, que se encuentran clasificadas como EC

3.4.23.x y son endopeptidasas con actividad a pH acido (Morcelle et al., 2015).

Las tripsinas y quimotripsinas son las enzimas mas estudiadas en crustaceos,

debido a que tienen una importante participacion en el proceso de digestion, sin



embargo, se carece de informacion acerca de diferentes peptidasas, como las
catepsinas, y su participacion en los procesos del desarrollo del camarén blanco.
Romero-Hernandez (2017) reportd un perfil proteolitico de 14 enzimas en 18
estadios larvales de L. vannamei, donde observo que algunas enzimas presentan

una mayor actividad en estadios especificos durante el desarrollo larval.

Tomando como base el estudio anterior se eligieron a las aspartico proteasas [3-
secretasa y catepsina D para ser estudiadas a lo largo del desarrollo larval del
camarédn blanco. Debido a que la actividad de enzimas proteoliticas, como la de la
catepsina D se ha descrito como responsable de los procesos apoptoticos durante la
metamorfosis en otros invertebrados como Bombyx mori comprobando su importante

participacion en el desarrollo (Zhongzheng et al., 2006).

2.4 Enzimas durante el desarrollo ontogénico en decapodos

La digestion en los decipodos es uno de los temas de mayor relevancia debido a la
importancia que tiene durante el desarrollo temprano de los organismos. Johnston
(2003) estudi6 el perfil de enzimas digestivas en diferentes etapas de la ontogenia
de la langosta espinosa Jasus edwarsii, que habita en las cosas de Nueva Zelanda.
Se analizaron los estadios larvales de puerulus, pre puerulus, asi como organismos
adultos y juveniles. Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de
carboxipeptidasas, tripsina y quimotripsina se lograron cuantificar en las etapas de
desarrollo de la langosta, junto con estos resultados se observo que la actividad de
cada una de las enzimas aument6 de manera significativa conforme el organismo
aumenta en talla. Durante los estadios larvales se detectd la actividad de amilasa,
tripsina y lipasa, dado que son estadios en los que los organismos no se alimentan,
la presencia de las enzimas digestivas podria deberse a que se encuentran
involucradas en la hidrolisis de las reservas de energia enddgenas que sustentan a
los estadios de puerulus y pre puerulus, ademas de estar relacionados con procesos
digestivos en otras etapas de su desarrollo, se concluye que los resultados
obtenidos de los aumentos y disminuciones de la actividad proteolitica se

encuentran directamente relacionados a la ecologia alimenticia y a la fisiologia de la



langosta, y que es esta ultima un reflejo de la nutriciobn y los requerimientos de
energia entre los estadios.

Lovett y Felder (1990) realizaron un estudio en donde investigaron los cambios en la
distribucion de enzimas digestivas durante la ontogenia del camar6n Penaeus
setiferus y los compararon con las modificaciones en la ultraestuctura del intestino
medio mediante métodos histoquimicos. En su trabajo cuantificaron la actividad de
cinco enzimas, esterasa no especifica, amilasa, proteasas, y fosfatasa alcalina y
acida. La actividad de la fosfatasa acida y esterasa se presentd en todos los tejidos
intestinales analizados asi como en los estadios larvales, por otro lado la actividad
de proteasas se logroé identificar en la parte anterior y en el intestino medio de larvas
asi como durante estadios tempranos de postlarva, en comparacién, los estadios
tardios de postlarva mostraron actividad de proteasas y amilasas en el
hepatopancreas y en la parte anterior del intestino pero se encontraba ausente en el
diverticulo anterior del intestino medio. La fosfatasa alcalina en particular se
encuentra presente en todo el intestino medio, esta presencia de actividad indica
que la capacidad de absorcion se mantiene a lo largo de todo este tejido. En
organismos juveniles esta actividad se encuentra limitada al hepatopancreas y a
regiones del intestino medio en el cefalotérax, una vez que el hepatopancreas ha
alcanzado su tamafio maximo el intestino deja de tener funciones absorbentes y a
pesar que se sus células epiteliales sintetizan proteinas su ultraestructura es

diferente a las del hepatopancreas que sintetiza y secreta enzimas digestivas.

La actividad de esterasa se encontré en todas las regiones del intestino medio en
todos los estadios en los que se estudiaron, la actividad de la amilasa no se detectd
en estadios anteriores a postlarva, en estadios tardios de postlarva fue posible
detectar actividad de amilasa en el hepatopancreas y en la parte anterior a la porcion
del intestino medio. La fosfatasa acida se cuantific6 en todas las regiones del
intestino y en todos los estadios larvales, mientras que la actividad de la fosfatasa
alcalina solo pudo ser cuantificada en ciertas regiones, como en la parte anterior del

intestino y el hepatopancreas de todos los estadios larvales. Con lo anterior se
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determind que para P. sertiferus la absorcidn y retencion de alimento en el intestino
es Unica entre los decapodos pues se mantiene durante todo el desarrollo larvario, al
contrario que en otras especies, como los Homaridos en donde los que después de
la absorcion del vitelo en los primeros estadios larvales, la parte anterior del intestino

disminuye de tamario, lo que disminuye el volumen de la superficie de absorcion.

En el trabajo de Hernandez-Cortes y colaboradores (2017) se evalué la participacion
de las serino proteasas tripsina y quimotripsina a lo largo de la ontogenia del
camaron blanco L. vannamei ademas de describir la presencia de una zinc metallo-
proteinasa. Los analisis obtenidos revelaron que las variaciones de actividad se
relacionan con los cambios en la dieta y en las modificaciones morfolégicas que
presentan durante el desarrollo, de manera similar estos resultados han sido
reportados por distintos autores en otras especies de decapodos, tales como
Penaeus monodon, P. japonicus y P. setiferus (Fang y Lee, 1992; Laubier-Bonichon
y Sellos 1977; Lovett y Felder 1990a; Rodriguez et al., 1994). Durante los primeros
estadios del desarrollo la actividad proteolitica cuantificada para las serino proteasas
presenta valores bajos, esto se debe a que durante estas etapas tempranas la
alimentacion es administrada por el vitelo, por lo cual la actividad proteolitica
asociada con la digestibn no se presenta. Una vez que el organismo comienza a
alimentarse en etapas posteriores la actividad de ambas proteinas aumenta,
respondiendo al consumo de alimento. Junto con los andlisis de actividad se
realizaron cuantificaciones de los transcritos, estos resultados en conjunto
demuestran que las enzimas tienen fluctuaciones importantes de actividad durante el
desarrollo larval de los organismos y que ademdas existe un mecanismo de

regulacion a nivel transcripcional.

2.4.1 Catepsina D

Entre las aspartico proteasas conocidas, la Catepsina D es la Unica que ha sido
descrita en crustaceos decapodos, la catepsina D es una glicoproteina con residuos
de manosa-6-fosfato que se basan en el reconocimiento de marcadores de lisina en

la superficie de la proteina, estos marcadores permiten la localizacion lisosomal de la
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Catepsina D, que se regula por los receptores de la misma manosa-6-fosfato (Fusek
et al.,2013).

Numerosas funciones han sido atribuidas a esta enzima incluyendo la degradacion
de proteinas intracelulares, activacion y degradacién de polipéptidos hormonales y
factores de crecimiento y procesamiento de muerte celular programada (Fusek et al.,
2013). Se conocen aspartico peptidasas tipo catepsina D en un gran numero de
invertebrados, principalmente parasitos hematéfagos y acaros, en donde forman
parte de un complejo multienziméatico que participa en el proceso de digestion, en
algunos artrépodos tiene funciones especializadas en el reacomodo celular durante
la metamorfosis (Sojka et al., 2016). En humanos, esta enzima ha sido estudiada
durante las ultimas tres décadas por el papel que desempefia en el desarrollo de
cancer y ha sido sugerida como un marcador tumoral independiente. (Benes et al.,
2008).

Martinez-Alarcon (2018) y colaboradores realizaron un trabajo en el que analizaron
las catepsinas D que se encuentran en diferentes especies de decapodos para
compararlas con la de la langosta quelada Homarus americanus y determinar si es
Unica en esta especie 0 es comun en el grupo de los decapodos. La actividad
proteolitica de esta enzima se midi6 en once especies de decapodos en diferentes
tejidos tales como: hepatopancreas, masculo, branquias y en algunos casos en jugo
gastrico. Los andlisis realizados demostraron que esta aspartico proteasa se
encuentra presente en las once especies estudiadas, y de la misma manera
presentan actividad en el jugo gastrico de siete de las cuales fue posible realizar una
extraccidon. La actividad proteolitica obtenida a partir del hepatopancreas muestra
una mayor actividad comparada con la de los 6rganos no digestivos en los que

también se midio6 actividad.

En la tabla 1 se muestra la actividad proteolitica para las muestras analizadas de
hepatopancreas y jugo gastrico, H. americanus cuenta con una mayor actividad en

comparacion a las demas especies, por otro lado las muestras de musculo y
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branquias tienen una menor actividad en general, las especies que mostraron una

mayor actividad fueron: para musculo Astacus astacus y para branquias L.vannamei.

A partir de muestras de hepatopancreas se obtuvieron las secuencias parciales de la
catepsina D de siete especies y basados en estas secuencias fueron identificadas
regiones conservadas exclusivas para esta enzima. Con los datos obtenidos de la
secuenciacion se realizé un cladograma que muestra dos ramas principales, la rama
gue cuenta con un mayor porcentaje de similitud se agrupan Astacidae y Caridae,
mientras que en la otra rama se encuentran las catepsinas de Anomura, Brachyura y

Penacoidea.

Tabla 1. Actividad proteolitica en diferentes tejidos de decapodos. Tomada de
Martinez-Alarcén et al.. 2018.

Species Gastric fluid Midgut gland Muscle Gill

Homarus americanus 251.5 % 246 739 £ 10.0 0.519 £ 0.276 0.947 £ 0.356
Nephrops norvegicus nd. 17.3+ 22 0.348 + 0.057 3.799 + 0.626
Astacus astacus 51.0 £ 10.9 87 =17 0.984 + 0.166 1.647 + 0.329
Pandalus montagui nd. 106 = 26 0.205 = 0.024 3.205 £ 0.780
Crangon crangon n.d. 175 + 1.2 0.236 = 0.107 5648 + 1.349
Panulirus interruptus 46.1+ 7.1 30.1 £ 143 0.008 + 0.002 0.142 * 0.055
Pagurus bernhardus 40,1+ 10.3 210 = 36 0,924 + 0.348 2401 = 0417
Liocarcinus depurator 147.5 £ 36.4 223 + 25 0.627 + 0.092 3.465 = 0.526
Callinectes bellicosus 282 + 6.6 248 + 55 0.038 + 0.010 0.089 + 0.015
Cancer pagurus 96.2 = 15.4 96 = 34 0.705 + 0.339 1.326 = 0912
Penaeus vannamei nd. 27.5+ 38 0.006 + 0.001 0.030 + 0.008

En el estudio se demostr6 la presencia de la peptidasa lisosomal catepsina D en
organos digestivos de once diferentes especies de decapodos, lo que sugiere su
presencia como una enzima extracelular digestiva. Con lo establecido anteriormente
fue posible concluir que la catepsina D es una enzima extracelular que se encuentra
comunmente presente en diferentes especies de decapodos, aunque se desconoce
cual es el proceso mediante el cual esta enzima es sintetizada, se cree que se
encuentra presente en vacuolas que asemejan a los lisosomas de las células B
hepatopancreaticas, las secreciones de estas células se acumulan en el fluido
gastrico con lo cual las enzimas permanecen en el estbmago y ayudan en la

digestion extracelular de la comida recién digerida, estos resultados sugieren que
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para el camardn blanco las catepsinas podrian estar involucradas en procesos

similares.

En insectos se ha estudiado la participacion de catepsina D en el desarrollo larval, tal
es el caso del gusano de seda B. mori. Gui y colaboradores (2006) estudiaron la
participacion de esta aspartico proteasa durante la metamorfosis y reportaron la
secuencia de una aspdrtico proteasa tipo catepsina D denominada BmCatD, que
cuenta con las caracteristicas que distinguen a este grupo de peptidasas; el centro
catalitico con los residuos de &cido aspartico y seis residuos de cisteina. La
expresion de los transcritos se cuantificé en el cuerpo graso y en el intestino de las
larvas, observando que la expresion de cada tejido varia dependiendo del estadio.
En el cuerpo graso tiene un aumento significativo de la expresion en el dltimo
estadio del desarrollo larval mientas que en el intestino tiene su maxima expresion
durante los estadios de prepupa y pupa. Para analizar si la expresion de la enzima
BmCatD es dependiente de la regulacion hormonal realizaron ensayos en los que se
afadio la hormona 20-hydroxiecdisona (20E) y la hormona analoga (JHA), asi como
un reto de infeccion con bacuolovirus. Los resultados demostraron que la hormona
20E es un regulador positivo de la expresion de la enzima mientras que JHA es
negativo, el reto de infeccién realizado con bacuolovirus comprob6 que sin importar
cual de las dos hormonas lo acompafie (20E o JHA) la infeccion aumenta la

expresion de la enzima.

Los ensayos realizados mediante el uso de RNAI en los cuales la expresion del gen
gue codifica la enzima fue silenciada, se evidencié su participacion durante la
metamorfosis (Fig. 2). Los porcentajes de pupacion entre los diferentes tratamientos
disminuyen de acuerdo al subestadio en el que se silencio, obteniendo que el 58%
de los organismos tratados en el tercer subestadio no desarrollaron pupa y el 16%
tuvieron una pupaciéon anormal. El porcentaje de los organismos que no
desarrollaron pupa en el tratamiento que se administré durante el quinto subestadio
fue el 9%, mientras que el 38% tuvo una pupaciéon anormal. Los resultados

obtenidos en el desarrollo de dicha investigacion proporciona fuerte evidencia de la
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participacion de BmCatD en el desarrollo larval de B. mori (Gui et al. 2006), por la
cercania filogenética de esta especie, se plantea la hipotesis de que esta enzima

participa de alguna manera en el desarrollo ontogénico en L. vannamei.
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Figura 2. Efectos de BmCatD RNAi en el desarrollo de B. mori. (A) Perfil de
expresion de BmCatD en larvas de B. mori medidas con los tratamientos de RNAI, el
dsRNA se inyect6 en larvas el dia 3 (RNAi-3L), 4 (RNAi-4L) y 5 (RNAI-5L)
respectivamente. EI ARN total del cuerpo graso se extrajo en intervalos de un dia a
partir del dia posterior al tratamiento, el nivel de expresién del ARNm se analizé
mediante Northern blot. (B) Porcentaje de pupacion en larvas de B. Mori. Tomado de
Gui et al., (2006).

2.4.2 B-secretasa

B-secretasa es una enzima que ha sido estudiada ampliamente en humanos dada su
participacion en la enfermedad neurodegenerativa conocida como Alzheimer debido
a que forma estructuras conocidas como placas seniles a partir de la acumulacion de
los péptidos B-amiloide. Por esta razon diversos estudios se han llevado a cabo para
encontrar mecanismos para reducir dicho padecimiento (Arun et al., 2000; Masuo et
al, 2007).

Para el caso de Drosophila melanogaster se encontré una proteina con actividad de
B-secretasa que escinde la proteina APP, esta proteina se denominé como dBACE y
muestra un 50% de similitud con una proteina BACE1 y BACE2 de humano, ademas

la proteina tiene una region altamente conservada en donde se encuentran los
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acidos asparticos del sitio activo. Bolkan y colaboradores (2012) observaron que la
perdida de la actividad de esta aspartico proteasa tiene efectos perjudiciales en la
formacion de mielina y actividad neuronal, y que su actividad determina la
supervivencia de las células gliales. La eliminacion de la actividad de esta enzima
lleva a una degeneracion de la zona de la glia en la ldmina, el fenotipo en el que la
proteina beta amiloidea de la mosca (APPL) tenia una forma deficiente la
degeneracion de las células gliales aumentaba. Estas observaciones determinan
que la proteina APPL en su forma completa promueve la muerte de las células
gliales, y para prevenir su muerte necesita ser procesada, por lo que su funcién es
determinante para la supervivencia de las células gliales, siempre y cuando sea

escindida (Carmine-Simmen et al., 2009).

2.5 Silenciamiento por RNAI

Uno de los métodos mas utilizados para el estudio de la participacion de las
proteinas en diversos mecanismos, se conoce como “perdida de funcién”, el cual, se
refiere a la eliminacién o supresion especifica de la funcionalidad del transcrito de
una proteina y posteriormente evaluar los cambios para poder definir su relevancia
en diferentes procesos. Esta técnica puede realizarse de diversas maneras, uno de
los métodos mas recurridos es la induccion de mutaciones en el gen que genera la
proteina de interés ocasionando la pérdida de su funcion, otra técnica utilizada es la
que se conoce como “knock-down”, en la cual, el gen de interés no se expresa en la
célula modificando la informacion a nivel del DNA. Actualmente una de las técnicas
de silenciamiento mas utilizadas, es el silenciamiento mediante el uso de RNAI, una
de las bondades de la técnica es la eficiencia con la que puede reducir la expresion
de un gen de manera temporal, ademas de que resulta relativamente sencilla (Lopez
et al., 2007).

El mecanismo de silenciamiento mediante el uso de RNAI se catalogo principalmente
como un mecanismo de proteccion que le brinda al organismo una defensa
eliminando el RNA proveniente de un virus o de la integracion aleatoria de

elementos transponibles, sin embargo, la funcién general del silenciamiento en la
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regulacion génica solo se pudo observar cuando se describieron qué genes
especificos en plantas y animales estan involucrados en el procesamiento RNA de
doble cadena (dsRNA: double strand RNA) que dan lugar al silenciamiento (Meister
y Tuschl 2004).

Este silenciamiento comienza cuando un dsRNA es introducido a una célula, una vez
dentro, los dsRNAs son cortados por una enzima del tipo RNAasa Ill conocida como
DICER, generando fragmentos que van de 21-23 pares de bases se denominan
siRNA, los fragmentos son reconocidos por un complejo enzimético conocido como
RISC, que a su vez se ensambla activando una helicasa asignada al complejo
formando una doble hélice, quedandose con la hebra guia. En humanos este
complejo se encuentra formado por varias proteinas de la subcategoria Argonauta
(Ago 1-4) y Piwi (hpiwl-4), esta enzima puede ser la responsable de hidrolizar el
RNA mensajero y a la hebra no asociada al complejo RISC, lo que le permite a la
hebra guia quedar unida a dicho complejo. El complejo RISC reconoce a los ARN
mensajeros que contienen la secuencia complementaria para realizar el corte en una
posicion cercana al nucle6tido 10 de la hembra guia. El proceso de silenciamiento
mediante el sistema de RNAI es altamente eficiente, posiblemente gracias a que el
ARN se encuentra dentro del complejo RISC y este puede degradar

simultdneamente varios mRNA (L6pez et al., 2007; Shabalina y Koonin, 2008).

En el camardn blanco, diferentes estudios se han realizado utilizando esta técnica,
Han-Ching y colaboradores (2010) utilizaron RNAIi para medir la respuesta de 12
genes en el sistema inmune innato posterior a un reto infeccioso con Vibrio harveyi y
observaron que los genes que participan en la cascada de profenoloxidasa (proPO)
incrementaron su expresion, asi como los genes de la coagulacion de la hemolinfa
transglutaminasa (TGase), los genes de la proteina de coagulacion, asi como cinco
genes asociados al sistema de péptidos antimicrobianos (ALF, Crustin, Lyz, PEN2 y
PEN4). Solo uno de los genes estudiados (PEN3) no mostré diferencias
significativas. Posteriormente el gen LvToll fue silenciado mediante RNAI

determinando que no existi6 un efecto en la tasa de supervivencia ni en el numero
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de bacterias en los camarones tratados expuesto al virus del sindrome de la mancha
blanca, sin embargo, al desafiar a los organismos que fueron silenciados con LvToll
la mortalidad y los recuentos de UFC bacterianos aumenté. Concluyendo que LvToll
es un factor importante en la respuesta inmune innata del camaron a V. harvery pero

no para el virus del sindrome de la mancha blanca.

Por otro lado Li y colaboradores (2018) analizaron la participacién en la respuesta
ante infecciones virales de las proteinas Toll, que constituyen una familia que forman
parte del sistema inmune innato. Un total de nueve proteinas denominadas Toll del 1
al 9, fueron identificadas ademas de realizar el silenciamiento de su expresion por
medio de RNAI. Los analisis obtenidos mediante el uso de RNAi demostraron que
Toll4 es importante en la respuesta inmune contra el virus de la mancha blanca y dio
como resultado que las cargas virales elevadas hacen susceptible al camarén a la
infeccion. Ademas podria estar relacionada a los receptores de reconocimiento para
el virus de la mancha blanca, el silenciamiento de Toll4 junto con la proteina Dorsal
que contribuian a la modificacion de expresion de un conjunto especifico de péptidos
antimicrobianos (AMP) que tienen una potente actividad ante la infeccion del virus de
la mancha blanca, es por esto que se le adjudica a la combinacién de Toll4-Dorsal
una resistencia a la infeccién del virus de la mancha blanca al inducir algunos AMP

especificos.

El presente estudio se centrd en la caracterizacion de los transcritos de catepsina D
y B.-secretasa de L. vannamei y la cuantificacion de la expresion y actividad
proteolitica a lo largo del desarrollo larval. Para tratar de elucidar los procesos en los

gue participan, se evalué el efecto del dsRNA de ambos genes en la expresion.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que se ha comprobado que en otras especies de artrépodos las aspartico
proteasas participan en la metamorfosis larvaria, es relevante investigar si los
transcritos y la actividad estas enzimas se encuentran presentes durante el
desarrollo larval de L. vannamei, lo que indicaria una posible funcién en la
metamorfosis de esta especie. El presente trabajo pretende contribuir con la
adquisicion de nuevo conocimiento sobre los procesos fisiologicos asociados al

desarrollo larvario, los que servird como base en estudios posteriores.

4. HIPOTESIS

Si las aspartico proteasas participan en el desarrollo larval de diferentes especies de
artropodos; entonces estas enzimas tendran una funcién similar en L. vannamei, la

cual podra ser inferida a través de la deteccion de transcritos y actividad especifica.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar y cuantificar las aspartico proteasas en el desarrollo larval de L. vannamei.

5.2 Objetivos particulares

1. Caracterizar la secuencia de los transcritos de las proteasas asparticas f3-
secretasa y catepsina D

2. Cuantificar la expresion y actividad de B-secretasa y catepsina D a lo largo del
desarrollo larval de L. vannamei

3. Evaluar un método de transfeccion de RNAI de B-secretasa y catepsina D en

larvas L. vannamei
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de larvas de camardn

Las larvas de camardn fueron obtenidas del Laboratorio de Granmar Larvas, S.A. de
C.V. que se ubica en la region de San Juan de la Costa, Baja California Sur, México,
las muestras fueron tomadas por cuadruplicado de 18 subestadios larvarios de L.
vannamei; desde huevo hasta el estadio de postlarva 5 y posteriormente a postlarva
11. Las muestras se colocaron en nitrogeno liquido para su transporte al laboratorio
de Bioquimica del CIBNOR, en donde se almacenaron a -80 °C hasta su posterior
analisis.

Los organismos designados para los ensayos en presencia de RNAi fueron
obtenidos a partir de los desoves de hembras parchadas, las cuales fueron
separadas y colocadas en espacios independientes y monitoreadas, una vez
desovadas las hembras, se recolectaron los huevos filtrando el agua en la que se
encontraban mediante el uso de filtros de 100 um, los huevos fueron llevados a las
instalaciones del CIBNOR en donde se mantuvieron en condiciones de oxigenacion
y temperatura adecuados hasta su eclosién, una vez que los organismos se
encontraban en el estadio de nauplio 1 fueron separados para llevar a cabo los

ensayos correspondientes.

6.2 Obtencidn de las secuencias de los genes de catepsina D y B-secretasa

La secuencia de ambos genes se obtuvo a partir de productos de PCR usando como
templado cDNA de camaron, los oligonucledtidos iniciadores fueron disefiados en
base a secuencias de transcriptomas de L. vannamei, depositados en GenBank.
Para MEMAPSIN 2 se utilizé una secuencia de Homo sapiens de la proteina BACE 1
(GenBank no. de acceso BAA86463.2), que fue utilizada como molde para buscar
por Blast TSA (Transcriptome Shotgun Assembly) en trascriptomas de L. vannamei
encontrando una secuencia con un porcentaje de identidad del 43% y una cobertura
del 78% de camardn blanco. Posteriormente se disefiaron primers flanqueando la

secuencia completa, se realizé la amplificacion del fragmento mediante una PCR
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usando como templado cDNA de postlarva 2 (PL 2) de L. vannamei. Posteriormente
el producto de la PCR se insertd en un vector se secuenciacion (Promega: pGEM®-
T Easy Vector Systems) para realizar una secuenciacion en Sanger. Por ultimo esta

secuencia se anot6 en GenBank.

Para la obtencion de la secuencia base de catepsina D se utilizé una secuencia de
P. monodon de Catepsina D (GenBank no. de acceso ABQ10738.1) se realiz6 un
blast TSA encontrando una secuencia de L. vannamei con un porcentaje de
identidad de 89%y una cobertura de 95%, de la misma manera que en el caso de [3-
secretasa, usando como templado para este caso cDNA de hepatopancreas y

siguiendo el mismo protocolo hasta su anotacion en GenBank.

La secuencia obtenida de catepsina D de L. vanname fue comparada por medio de
un alineamiento usando el algoritmo tblastn, el cual busca en la base de datos
secuencias de nucleotidos tomando como base una secuencia de aminoacidos, este
alineamiento se llevdo a cabo en el software BLAST del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), las secuencias encontradas con un alto grado de
similitud se utilizaron para realizar un alineamiento comparativo entre las especies
de decdpodos encontradas y poder identificar motivos proteicos relevantes,
basandose en estas secuencias se construy6 un cladograma en el software Clustal
OMEGA, que es un programa de alineamiento mdultiple que utiliza el modelo oculto
de Markov (HMM) para realizar alineaciones entre tres 0 mas secuencias, este
modelo se puede considerar una generalizacion de un modelo de mezcla en el cual
las variables ocultas que controlan su conformacién se selecciona individualmente
para cada observacién, y son seleccionadas por una serie de experimentos en el
que cada variable tiene N posibles resultados y la probabilidad de que cada
resultado depende exclusivamente de los que se hayan obtenido en los

experimentos previos (Rabiner y Juang, 1986).
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6.3 Determinacion de actividad proteolitica

La proteina soluble se obtuvo a partir de 90 mg de cada uno de los estadios
analizados, la cual fue homogeneizada en un microtubo de 1.6 mL usando un
micropistilo y se centrifugd (10,000 g a 4°C) por 10 minutos para obtener la fraccion
soluble. La cuantificacién de la concentracion de proteina se llevo a cabo mediante
el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976).

Los ensayos de actividad proteolitica se realizaron en buffer de fosfato-citrato
ajustado a pH 5.0, en presencia de 100 mM de NaCl, 1 mM de DTT y 0.001% de
Tween 20. La actividad proteolitica se cuantific6 mediante una cinética a 30 min con
mediciones a intervalos de 30 segundos utilizando sustratos fluorogénicos
especificos para la Catepsina D (Mca-Gly-Lys-Pro-lle-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-
Lys(DNP)-DArg-NH2) y B-secretasa (Mca-Ser-Glu-Val-Asn-Leu-Asp-Ala-Glu-Phe-
Arg-Lys(DNP)-Arg-Arg-NH2), los cuales tienen como reportero a la molécula
fluorogénica 7-Metoxicoumarin-4-acido acético (MCA), que se encuentra unida a una
secuencia de péptidos conocidos y que sirven como sustrato especifico para cada

proteasa, ambos sustratos fueron utilizados en una concentracion de 2.5 uM.

Los ensayos se realizaron en microplacas negras de 96 pozos, agregando 10 uL de
la muestra, 70 pyL del buffer correspondiente y 20 pyL de sustrato, como control
positivo se utilizé jugo gastrico de langosta, y se afiadid un control negativo sin
enzimas. Durante 30 minutos se midi6 la fluorescencia generada por la hidrdlisis del
sustrato utilizando un lector de microplacas Biotek Synergy 4 Multi mode a las
longitudes de onda de 323 nm de excitacion y 390 nm de emision, la hidrélisis se
calculé en unidades de fluorescencia relativa por minuto, la actividad proteolitica se

expreso en unidades de fluorescencia por minuto por miligramo de proteina.

6.4 Ensayos de actividad proteolitica en presencia de Pepstatin A
Para determinar si la actividad proteolitica medida con los sustratos fluorogénicos
proviene de una aspartico proteasa, los extractos proteicos fueron incubados

durante 30 min con 1 uM del inhibidor especifico Pepstatin A en una proporciéon 1:1



22

(Pepstatin A; 26305-03-3; Sigma-Aldrich) y para el ensayo de actividad se afiadieron
20 L de la solucidén 1:1 del extracto proteico con el inhibidor, 60 pL de buffer y 20 yL

de sustrato.

6.5 Ensayo de silenciamiento mediante RNAI

6.5.1Sintesis de dsRNA

Se sintetiz6 dsRNA tanto de los de genes de acido farnesoico-O-metiltransferasa
(LvFAMet), green fluorescent protein (GFP), catepsina D y B-secretasa usando el
sistema T7 RiboMAX™ Express RNAi System (Promega™), se comenzé con la
sintesis de un fragmento de 350 pb para catepsina y 385 pb para B-secretasa
utiizando como templado cDNA de postlarva de camarén mediante PCR. Estos
oligonucledtidos estan concatenados con una secuencia de la region promotora de
la polimerasa T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG- 3’). El producto obtenido de
PCR fue utilizado como templado para la sintesis del dsRNA usando a la enzima
RNA polimerasa T7 acorde a las especificaciones del proveedor.

Como control positivo se utilizé6 dsRNA de la FAMeT debido a que se ha demostrado
gue se encuentra predispuesto al silenciamiento en el camarén blanco, como control

negativo se utilizé dsRNA de GFP, proteina no presente en crustaceos.

6.5.2 Introduccion de dsRNA en larvas de L. vannamei y el efecto del
silenciamiento.

En una placa de 24 pozos se colocaron 60 larvas en el estadio de nauplio 1 por
pozo, que se mantuvieron en condiciones constantes de salinidad a 35 ppm y
temperatura a 28 °C, con recambios de agua mar sintética y esterilizada por filtracion
cada 3 horas. El dsRNA se colocd en cada pozo a una concentracion de 15 pg/uL
una vez que se encontraron en el estadio de nauplio V, las larvas fueron colectadas,
fijadas el Trizol y almacenados a -20 para su analisis. Se utilizaron 5 tratamientos:
GFP (Green fluorenscense protein), acido farnesoico O-metiltransferasa (FAMeT),

catepsina D, B-secretasa y un control en el cual no se afiadié dsRNA.
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Se realizaron dos ensayos en los que se suministré el dsRNA correspondiente, en el
primer ensayo los organismos se encontraban en el estadio de nauplio 3 y fueron
colectados en el estadio de nauplio 5, para el segundo el dsRNA se suministré en
organismos que se encontraban en nauplio 1 y fueron recolectados en el mismo

estadio del primer ensayo.

6.5.3 Extraccion de RNA total

En un tubo de 1.5 mL se homogenizaron las larvas afiadiendo 500 pL de Trizol y se
procedid a incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. A continuacion, se
agregaron 100 pL de cloroformo y se centrifug6 (12,000 g a 4°C) por 15 minutos,
cuando las fases fueron separadas se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se
agregaron 250 L de isopropanol incubandolos por 10 min y centrifugando (12,000 g
a 4°C) por 10 minutos. Posteriormente el pellet obtenido fue lavado con 300 uL de
etanol al 70% y fue resuspendido en 20 pL de agua libre de nucleasas. Se realiz6 la
cuantificacion de acidos nucleicos mediante el uso del equipo NanoDrop 200
(Thermo Scientific®) y el software NanoDrop 2000/2000c.

6.5.4 Tratamiento con DNasa

Se colocaron de entre 10 pg a 5 ug del RNA previamente extraido y se agregaron 2
ML de buffer de control 10X y 1 uL de DNasa, esta mezcla se incub6 a 37°C por 15
min, para la inactivacién de la DNasa se agregd 1 pL de solucion Stop y se incubd a
70°C por 10 min, inmediatamente después de la incubaciéon se colocé en hielo

durante 1 min y se llevé a un volumen final de 50 pL de agua libre de nucleasas.

La recuperacion del RNA se llevo a cabo agregando 2 volimenes de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) a la solucion de RNA tratado con DNasa,
posteriormente se mezcléo por vortex a 14,000 rpm durante 15 segundos y se
centrifugo (12,000 g a 4°C) por 10 minutos, la fase acuosa fue recuperada, el RNA
fue precipitado agregando 2 volimenes de etanol absoluto y 0.1 volimenes de
acetato de sodio a 3 mM pH 5.2 y se incub6é a -80°C durante toda la noche, se

centrifugd (10,000 g a 4°C) por 10 minutos y se descartd el sobrenadante,
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posteriormente se llevaron a cabo dos lavados agregando 300 pL de etanol al 70% y
se centrifugd (8,000 g a 4°C) por 5 minutos y descartando el sobrenadante,
finalmente el pellet obtenido se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendio
en 15 uL de agua libre de nucleasas posteriormente se cuantificd la cantidad de

acidos nucleicos y se almacenaron a -20° C (Chomczynski 1993).

6.5.5 Sintesis de DNA complementario

La sintesis de DNA complementario (cDNA) se realizé con el kit GoScript™ Reverse
Transcription System de Promega®, se utilizaron como templado 450 ng/uL para el
primer ensayo y 400 ng/uL para el segundo, y se agreg6 1 pyL de Primer Oligo (dT)1s
y llevado a un volumen final de 10 uL con agua libre de nucleasas. Esta solucién se
incub6 a 70 °C por 5 minutos, terminada la incubacion se procedié a colocar las
muestras en hielo hasta que se afiada el mix de reaccion para la transcripcion
inversa, este mix se realizé afiadiendo 4 yL de buffer GoScript™ 5X, 1.5 uL de
MgClz, 1 yL de PCR nucleotide mix, 0.5 pL de inhibidor de ribonucleasas RNasin®
recombinante, 0.5 de GoScript™ reverse transcriptase y llevado a un volumen final
de 10 pL con agua libre de nucleasas.

Una vez realizadas estas dos soluciones se combinaron y se incubaron a 25° C por
5 minutos para su alineacién, posteriormente para la extension se incubo a 42° C por
una hora y media, finalmente para la inactivacion de la transcriptasa se incub6 a 70°

C por 15 minutos. Una vez terminado el proceso el cDNA se almacenoé a -20° C.

6.5.6 Cuantificacion de transcritos por qPCR

Para realizar la cuantificacion de los transcritos de los genes de interés, catepsina D
y B-secretasa, se utilizo el equipo StepOne Real Time PCR system y el software
StepOne v2.0 (Applied Biosystems). Se utilizO L8 como gen de referencia y el
método de 2 —2ACT descrito por Livak y Schmittgen (2001) para la cuantificacion
relativa, este método resulta de utilidad para analizar los cambios relativos en la

expresion de genes a partir de los datos obtenidos de cuantificaciones en PCR
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tiempo real. La cuantificacion relativa describe los cambios en la expresion de los

genes obijetivo con referencia a un control, la cuantificacion relativa.

El cDNA se diluyé 1:3 (7.5 ng/uL) para el primer ensayo y 1:4 (5 ng/uL) para el
segundo, utilizando agua libre de nucleasas, de cada uno de los cuadruplicados
biologicos de los tratamientos se realizaron cuantificaciones por duplicado, los
primers para las reacciones de amplificacion se utilizaron a una concentracion de 5
MM. Las reacciones consistieron en 5 pyL del reactivo iTag Universal SYBR Green
supermix (BIO-RAD), 1 uL del primer forward, 1 gL de primer reverse y 3 uL de

cDNA para tener un volumen final de 10 uL.

6.5.7 Analisis estadistico
Los datos generados a partir de la cuantificacion por gPCR se analizaron con el
software STATISTICA® utilizando la prueba estadistica de ANOVA para datos

paramétricos con un intervalo de confianza de P=0.05.

Para determinar si las diferencias encontradas mediante ANOVA son significativas
durante el primer ensayo se realizé una prueba a posteriori de Tukey, la cual se
encarga de agrupar las medias de cada uno de los tratamientos a analizar en
diferentes familias para posteriormente poder compararlas entre si y determinar si
alguna de estas es diferente con respecto a las demas y si tienen relaciéon entre
ellas, el uso de la prueba de Tukey reduce el error del tipo |, también denominado de
tipo alfa, que es cuando se rechaza la hipétesis nula (Ho) siendo que es verdadera,
asi como también reduce el error de tipo Il o0 beta, que por el contrario no rechaza la

hip6tesis nula siendo que es falsa.

7. RESULTADOS

7.1 Secuencias de genes de Catepsina D y B-secretasade L. vannamei.
En las figuras 3 y 4 se reportan las secuencias obtenidas a partir de productos de
PCR obtenidos de tejidos de larvas y juveniles de camarén, los primers utilizados

para amplificar el transcrito completo fueron disefiados con base en una secuencia
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encontrada en un transcriptoma de la especie, usando para su busqueda una
catepsina D de P. monodon y una B-secretasa de humano. Posteriormente mediante
un BLAST utilizando como molde una secuencia obtenida por secuenciacién Sanger
se corroboré la identidad. Las secuencias muestran las caracteristicas propias de las

aspartico proteasas, el péptido sefial y los residuos de acido aspartico.
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Figura 3. Secuencia deducida nucle6tidos y deducida de amino &cidos de -
secretasa de L. vannamei. En la secuencia se observan los codones de inicio y de
paro (amarillo), el péptido sefial (sombreado en color gris), los residuos de acido
aspartico (azul) y regiones a partir de las cuales se disefiaron los primers para
obtener las amplificaciones por PCR (verde).
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Figura 4. Secuencia deducida nucleétidos y deducida de amino acidos catepsina D
de L. vannamei. En la secuencia se observan los codones de inicio y de paro
(amarillo), el péptido sefial (sombreado en color gris), los residuos de acido aspartico
(azul) y regiones a partir de las cuales se disefiaron los primers para obtener las
amplificaciones por PCR (verde)

7.2 Andlisis de la secuencia de amino acidos de la catepsina D de P. vannamei

En base a la secuencias de catepsina D de otros decapodos fue posible identificar
caracteristicas en la secuencia de catepsina D de L. vannamei, como motifs
conservados que son exclusivos de esta enzima. Entre los residuos conservados
estan los dos &cido asparticos (D) que se localizan en los motif cataliticos DTGS
(Fig. 5). Con base en la comparacion de las secuencias publicadas fue posible
realizar un cladograma (Fig. 6) en donde se observa que las secuencias de
catepsinas D de decapodos forman dos clados, definidos principalmente por la
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presencia 0 ausencia una region cercana al extremo C-terminal formada por tres
prolinas denominada “polyproline loop” y que en la estructura terciaria se encuentra
cerca del sitio activo, esta secuencia ha sido descrita en reninas y en catepsinas D
en mamiferos (Metcalf y Fusek 1993), y en algunos decapodos como la langosta
americana (Rojo et al., 2010), en esta especie en particular se ha descrito que las
catepsinas presentan dos isoformas, y una de estas isoformas presenta dicha
estructura de loop (Martinez-Alarcon et al. 2018b).

Al igual que en catepsina D, B-secretasa, presenta regiones especificas conservadas
y que le brindan la identidad de aspartico proteasa, los dos residuos de acido
aspartico en los motifs DTG y DSG (Fig. 7). De acuerdo a la comparacion de las
secuencias en el cladograma se aprecian dos clados bien definidos, uno formado
principalmente por las secuencias pertenecientes a mamiferos y otro en el que se
encuentran las dos secuencias de L. vannamei (Fig. 8). El péptido sefal en
mamiferos se encuentra altamente conservado, mientras que en el camaron blanco
la secuencia cambia, sin embargo, la metionina inicial se encuentra conservada en
todas las secuencias. Una de las diferencias mas marcadas entre las secuencias es
la presencia del motif DDISLL, presente en mamiferos, conocido como cluster de
acido diluicina (ACDL) el cual interactta con la proteina GGA vy facilita el transporte
intracelular (He et al., 2005).
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H _americanus_cathepsinD2 FJ943775.1 = Sommmmooooooooooooo———————o———
P _clarkii_cathepsinD MK244977.1 S
E_sinensis_cathepsinD MG54769%2.1 ~  Sommmmo oo
M japonicus_cathepsinD KF900154.1 o mmmm oo
P _vannamei_cathepsinD MH171099 —om oo
P_vannamei_lysosomalasparticprotease XM 027364191.1 KKKGLKLMGEVRKNAIVAYIVAFKKKLLPS
P.monodon_cathepsinD EF213114.1 s
M rosenbergii cathepsinD AKP262355.1 = oo mmm— o
E_carinicauda_cathepsinD JX508644.1 = Sommmmo oo
H_americanus_cathepsinDl EU687261.1 = —o-mmmmmmooomoooo—o——————————
P _vannamei_ lysosomalasparticprotease XM 027380068.1 =  -—————-—----—--—-——————m—————oo

Figura 5. Alineamiento multiple de la secuencias de amino acidos de catepsina D de
diferentes especies de decapodos utilizando el software Clustal OMEGA, las D
subrayadas y remarcadas en negritas corresponden al residuo de &cido aspartico del
sitio catalitico, las letras N en negritas indican los lugares con alta probabilidad de
presentar glicosilaciones, sombreado de un color gris se encuentra resaltado el
polyproline loop, subrayado y en italica se encuentra sefialado el péptido sefal al
inicio de las secuencias. Los asteriscos representan residuos idénticos o
conservados, los dos puntos corresponden a substituciones conservativas mientras
que los puntos son sustituciones semi conservativas. GenBank nimeros de acceso
FJ943775.1, MK244977.1, MG547692.1, KF900154.1, MH171099,
XM_027364191.1, EF213114.1, AKP262355.1, JX508644.1, EU687261.1 vy
XM_027380068.1.

— H_americanus_cathepsinD2_FJ943775.1 0.0943993

- P_clarkii_cathepsinD_MK244977.1 0.0919643

- E_sinensis_cathepsinD_MG547692.1 0.0845779

M_japonicus_cathepsinD_KF900154.1 0.0200777

P_vannamei_cathepsinD_MH171099 0

P_vannamei_lysosomalasparticprotease_XM_027364191.1 0

P.monodon_cathepsinD_EF213114.1 0.011658

{ M_rosenbergii_cathepsinD_AKP262355.1 0.038961
E_carinicauda_cathepsinD_JX508644.1 0.038961

_I: H_americanus_cathepsinD1_EU687261.1 0.163212

P_vannamei_lysosomalasparticprotease_XM_027380068.1 0.163212

Figura 6. Cladograma formado a partir de diferentes secuencias de amino acidos de
catepsina D de diferentes especies de decapodos y la secuencia de L. vannamei
obtenida en nuestro estudio. GenBank numeros de acceso FJ943775.1,
MK244977.1, MG547692.1, KF900154.1, MH171099, XM_027364191.1,
EF213114.1, AKP262355.1, JX508644.1, EU687261.1 y XM_027380068.1.
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M putorius_furo beta-site APP-cleaving MAQALPWLLLWMGWGVLPARCSQPGIRLPLRSGLGAPPLGLRLPRETAEEPAEEPEEPSR 60
C_ursinus_beta-secretasel MAQALPWLLLWMGSGVLPAHCTQPGIRL-~~~=-=-========-— PRETLE----EPEEPGR 41
E _caballus beta-secretasel-like XM023644882.1 MAQVLPWLLLWVGSGVLPARCTQPGIRLPLRSGLGGAPLGLRLPRETDE----EPEETGQ 56
H_sapiens Asp MAQALPWLLLWMGAGVLPAHGTQHGIRLPLRSGLGGAPLGLRLPRETDE----EPEEPGR 56
P _concolor beta-secretasel XM025927902.1 MAQTLPWLLLWMS SGMLPAHCTQPGIRLPLRSGLGGAPLGLRLPRETDE -~ —EQEEPGR 56
L_vannamei beta-secretasa-like MH171100 MTSGNQCLLLTLSLVS --LLLSLQARFVFSHPPVTTRPP-- 37
P_vannamei beta-secretasel XM027364158.1 MTSGNQCLLLTLSLVS-- --LLLCLQAHFVFSHPPVTTRPP-- 37
* . *kx P *
M putorius_furo_beta-site APP-cleaving_ RGSFVEMVDNLRGKSGQGYYVEMTVGSPPQTLNILVDTGSSNFAVGAAPHPFLHRYYORQ 120
C_ursinus_beta-secretasel_ RGSFVEMVDNLRGKSGQGYYVEMTVGSPPQTLNILVDTGSSNFAVGAAPHPFLHRYYQRQ 101
E_caballus_beta-secretasel-like XM023644882.1 RGSFVDMVDNLRGKSGQGYYVEMTVGSPPQTLNILVDTGSSNFAVGAAPHPFLHRYYQRQ 116
H_sapiens_Asp RGSFVEMVDNLRGKSGQGYYVEMTVGSPPQTLNILVDTGSSNFAVGAAPHPFLHRYYQRO 116
P_concolor_beta-secretasel XM025927902.1 RGSFVEMVDNLRGKSGQGYYVEMTVGSPPQTLNILVDTGSSNFAVGASPHPFLHRYYQRQ 116
L_vannamei beta-secretasa-like MH171100 —--DAAQPWNLHGTPGDGYYTEVQIGTPPOKFNLLVDTGSSNLATIAGAPHEELESFYVHQ 94
P_vannamei beta-secretasel XM027364158.1 —--DAAQPWNLHGTPGDGYYTEVQIGTPPOQKFNLLVDTGSSNLATIAGAPHEELESFYVHQ 94
Kkk | Kikkk ki skakkk sk kkEREEAK Ky ik* K ik i
M putorius_furo beta-site APP-cleaving LSSTYRDLRKGVYVPYTQGKWEGELGTDLVSIPHGPNVT-VRANIAAITESDKFFINGSN 179
C_ursinus_beta-secretasel_ LSSTYRDLRKGVYVPYTQGKWEGELGTDLVSIPHGPNVT-VRANIAAITESDKFFINGSN 160
E_caballus_beta-secretasel-like XM023644882.1 LSSTYRDLRKGVYVPYTQGKWEGELGTDLVSIPHGPNVT-VRANIAAITESDKFFINGSN 175
H_sapiens_Asp LSSTYRDLRKGVYVPYTQGKWEGELGTDLVSIPHGPNVT-VRANIAAITESDKFFINGSN 175
P_concolor_beta-secretasel XM025927902.1 LSSTYRDLRKGVYVPYTQGKWEGELGTDLVSIPHGPNVT-VRANIAATITESDKFFINGSN 175
L_vannamei beta-secretasa-like MH171100 SSSSYVDLGKDVEMVYTQGSWRGHLGRDLVWFPKLONTEPLVTDLALITSSNNFYVNNSH 154
P_vannamei_beta-secretasel XM027364158.1 SSSSYVDLGKDVEMVYTQGSWRGHLGRDLVWFPKLONTEPLVTDLALITSSNNFYVNNSH 154
Kkk Kk kK n kkkK KK kK Kxk sks k4 saak kk _ kuakyik k.
M putorius_furo beta-site APP-cleaving_ WEGILGLAYAEIARPDDSLEPFFDSLVKQTHVPNLFSLQLCGAGFPLNQSEVLASVGGSM 239
C_ursinus_beta-secretasel_ WEGILGLAYAEIARPDDSLEPFFDSLVKQTHVPNLFSLQLCGAGFPLNQSEVLASVGGSM 220
E_caballus_beta-secretasel-like XM023644882.1 WEGILGLAYAEIARPDDSLEPFFDSLVKQTHVPNLFSLQLCGAGFPLNQSEVLASVGGSM 235
H_sapiens_Asp WEGILGLAYAEIARPDDSLEPFFDSLVKQTHVPNLFSLQLCGAGFPLNQSEVLASVGGSM 235
P_concolor_beta-secretasel XM025927902.1 WEGILGLAYAEIARPDDSLEPFFDSLVKQTHVPNLFSLQLCGAGFPLNQSEVLASVGGSM 235
L_vannamei_ beta-secretasa-like MH171100 WQGIIGLAFAALSQPKGDVVPWFDGLTAKNHTANTFTIQLCGPFR---QGNVTRH-QGKL 210
P_vannamei_beta-secretasel XM027364158.1 WQGIIGLAFAALSQPKGDVVPWEFDGLTAKNHTANTFTIQLCGPFR---QGNVTRH- QGKL 210
Kakkakkk ok saak 1 kekk ko Kk kaikkxk * %
M putorius_furo beta-site APP-cleaving_ IIGGIDHSLYTGSLWYTPIRREWYYEVIIVRVEINGQDLKMDCKEYNYDKSIVDSGTTNL 299
C_ursinus_beta-secretasel_ IIGGIDHSLYTGSLWYTPIRREWYYEVIIVRVEINGQDLKMDCKEYNYDKSIVDSGTTNL 280
E_caballus_beta-secretasel-like XM023644882.1 IIGGIDHSLYTGSLWYTPIRREWYYEVIIVRVEINGQDLKMDCKEYNYDKSIVDSGTTNL 295
H_sapiens_Asp IIGGIDHSLYTGSLWYTPIRREWYYEVIIVRVEINGQODLKMDCKEYNYDKSIVDSGTTNL 295
P_concolor_beta-secretasel XM025927902.1 IIGGIDHSLYTGSLWYTPIRREWYYEVIIVRVEINGQDLKMDCKEYNYDKSIVDSGTTNL 295
L_vannamei beta-secretasa-like MH171100 YIG-SDAGDCPAPSVTSPIRRPWEYEVLVVAMAIGKTVLDIPCVKYNTASSIVDSGTSNL 269
P_vannamei_beta-secretasel XM027364158.1 YIG-SDAGDCPAPSVTSPIRRPWFYEVLVVAMAIGKTVLDIPCVKYNTASSIVDSGTSNL 269
wx o ox . LERKE kakkkL ik o K T T e
M putorius_furo beta-site APP-cleaving RLPKKVFEAAVKSIKAAS--STEKFPDGFWLGEQLVCWQAGTTPWNIFPVISLYLMGEV- 356
C_ursinus_beta-secretasel_ RLPKKVFEAAVKSIKAAS--STEKFPDGFWLGEQLVCWQAGTTPWNIFPVISLYLMGEV- 337
E_caballus_beta-secretasel-like XM023644882.1 RLPKKVFEAAVKSIKAAS--STEKFPDGFWLGEQLVCWQAGTTPWNIFPVISLYLMGEV- 352
H_sapiens_Asp RLPKKVFEAAVKSIKAAS--STEKFPDGFWLGEQLVCWQAGTTPWNIFPVISLYLMGEV- 352
P_concolor beta-secretasel xXM025927902.1 RLPKKVFEAAVKSIKAAS--STEKFPDGFWLGEQLVCWQAGTTPWNIFPVISLYLMGEV— 352
L_vannamei_ beta-secretasa-like MH171100 RLPSKVFKAVLAELRKQTSATEPPLPEDFWSGSEEICWQPDHEVWTAFPNITVHLAHSN- 328
P_vannamei_beta-secretasel XM027364158.1 RLPSKVFKAVLAELRKQTSATEPPLPEDFWSGSEEICWQPDHEVWTAFPNITVHLAHSEL 329
R I S AL T IR S I P T okx Kk
M putorius_furo beta-site APP-cleaving TNQSFRITILPQQYLRPVEDVATSQDDCYKFA-ISQSST 394
C_ursinus_beta-secretasel_ TNQSFRITILPQQYLRPVEDVATSQDDCYKFA-ISQSST 375
E_caballus_beta-secretasel-like XM023644882.1 TNQSFRITILPQQYLRPVEDVATSQDDCYKFA-ISQSST 390
H_sapiens_Asp TNQSFRITILPQQYLRPVEDVATSQDDCYKFA-ISQSST 390
P_concolor_beta-secretasel XM025927902.1 TNQSFRITILPQQYLRPVEDVATSQDDCYKFA-ISQSST 390
L _vannamei beta-secretasa-like MH171100 NSAFTITIPPLSYLRPALDVSETG-DCWVLGIEE-SHT 364
P:vannamei:beta—secretaselixMO§7364158.1 CQRKRGMDCIPNITVPSSPRSNNSVLIITTSPLSYLGQPIDVSET——ICWLRTHTGTLGA 387
KL oxx ok Hkx *ky . *.
M putorius_furo_beta-site APP-cleaving_ GTVMGAVIMEGFYVVFDRARKRIGFAVSACHVHDEFRTAAVEGPFITPDMEDCGYNIPQT 454
C_ursinus_beta-secretasel GTVMGAVIMEGFYVVFDRARKRIGFAVSACHVHDEFRTAAVEGPFMTPDMEDCGYNIPQT 435
E_caballus_beta-secretasel-like XM023644882.1 GTVMGAVIMEGFYVVFDRARKRIGFAVSACHVHDEFRTAAVEGPFVTPDMEDCGYNIPQT 450
H_sapiens_Asp GTVMGAVIMEGFYVVFDRARKRIGFAVSACHVHDEFRTAAVEGPFVTLDMEDCGYNIPQT 450
P_concolor beta-secretasel xXM025927902.1 GTVMGAVIMEGFYVVFDRARKRIGFAVSACHVHDEFRTAAVEGPFVTPDMEDCGYNIPQT 450
L_vannamei_ beta-secretasa-like MH171100 GTVLGAVILEGLCVTFDRAHATIGFAESSCGPTVKLSS— —IYNGSDWHSCVYIPSTV 419
P_vannamei_beta-secretasel XM027364158.1 QRRTGAVILEGLCVTFDRAHATIGFAESSCGPAVKLSS— —-IYNGSDWHSCVYIPSTV 442
Kkkk kK K KkkK KKK Kok PP . woLLx ox
M putorius_furo beta-site APP-cleaving DESTLMTIAYVMAAICALFMLPLCLMVCQWRCLRCLRHQHDDFADDISLLK- 505
C_ursinus_beta-secretasel_ DESTLMTIAYVMAAICALFMLPLCLMVCQWRCLRCLRQQHGDFADDISLLK- 486
E_caballus_beta-secretasel-like_XM023644882.1 DESTLMTIAYVMAAICALFMLPLCLMVCQWRCLRCLRHQHDDFADDISLLK- 501
H_sapiens_Asp DESTLMTIAYVMAAICALFMLPLCLMVCQWRCLRCLRQQHDDFADDISLLK- 501
P_concolor_beta-secretasel XM025927902.1 DESTLMTIAYVMAAICALFMLPLCLMVCQWRCLRCLRHQHDDFADDISLLK-- = 501
L_vannamei_ beta-secretasa-like MH171100 DG--LTLASYIMLGLLGLLSVPLVLAALRWAWRSFVVPRL---NPEVPFLTLDETNT 471
P_vannamei_beta-secretasel XM027364158.1 DG--LTLASYIMLGLLGLLSVPLVLAALRWAWRSFVVPRL---NPEVPFLTLDETNT 494

* * P I R B B PR

Figura 7. Alineamiento multiple de las secuencias de amino acidos de B-secretasa
pertenecientes a diferentes especies, realizado mediante el uso de software Clustal
OMEGA, las D subrayadas y remarcadas en negritas corresponden al residuo de
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acido aspartico del sitio catalitico, las letras N en negritas indican los lugares con alta
probabilidad de presentar glicosilaciones, sombreado de un color gris al principio de
la secuencia se encuentra resaltado el motif ACDL que es importante en la
endocitosis de BACE 1. Los asteriscos representan residuos idénticos o
conservados, los dos puntos corresponden a substituciones conservativas mientras
que los puntos son sustituciones semi conservativas. GenBank nimeros de acceso
MH171100, AF204943.1, XMO025893562.1, XMO004749913.2, XM025927902.1,
XM023644882.1 y XM027364158.1.

M_putorius_furo_beta-site_ APP-cleaving_ 0.01092
C_ursinus_beta-secretase1_ 0.00471
E_caballus_beta-secretase1-like XM023644882.1 0.01024
P_concolor_beta-secretase1 XM025927902.1 0.00972
H_sapiens_Asp 0.00946

L_vannamei_beta-secretasa-like MH171100 0.01654
P_vannamei_beta-secretase1 XM027364158.1 0.04091

Figura 8. Cladograma formado a partir de diferentes secuencias de amino acido de
B-secretasa de diferentes especies, las secuencias se compararon principalmente
con mamiferos y con una de la misma especie reportada por otros autores. GenBank
nimeros de acceso MH171100, AF204943.1, XM025893562.1, XM004749913.2,
XM025927902.1, XM023644882.1 y XM027364158.1.

7.3 Actividad proteolitica de catepsina D y B-secretasa

La actividad proteolitica especifica se muestra en las figuras 9 y 10, las barras
representan la actividad que resultd sensible al inhibidor Pepstatin-A, se observa que
la actividad de las enzimas cambia a lo largo del desarrollo larval, los cambios mas
relevantes se encontraron en los estadios en los que el camarén cambia sus habitos
alimenticios. Durante el desarrollo larval la actividad de catepsina D se observa en
todos los subestadios nauplio (Fig. 9) alcanzando un maximo en el subestadio
nauplio 2 y que posteriormente decrece. En zoea 2 y 3 se cuantificd un incremento
de la actividad a diferencia de mysis en donde no se detecto, en el dltimo estadio los

cambios en la actividad no muestran diferencias significativas.

En comparacion con catepsina D, la actividad de [-secretasa (Fig. 10) solo se

detecté en los subestadios nauplio 3 y 5, posteriormente la actividad aumenta
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durante los estadios de zoea y disminuye en mysis, después del cual se mantiene
hasta el estadio de postlarva, solo fue detectada en los subestadios postlarva 1y 5.

Actividad especificaCat D
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Figura 9. Actividad especifica de catepsina D en el desarrollo larval de L. vannamei.
Las barras representan el porcentaje de actividad de cada uno de los subestadios
muestreados * el error estdndar de cada una de las réplicas. H-representa el
estadio de huevo, N1-N5 los estadios de nauplio, Z1-Z3 los estadios de zoea, M1-M3
los estadios de mysis y PL1-PL11 los estadios de postlarva.
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Figura 10. Actividad especifica de [(-secretasa en el desarrollo larval de L.
vannamei. Las barras representan el porcentaje de actividad de cada uno de los
subestadios muestreados * el error estandar de cada una de las réplicas. H—
representa el estadio de huevo, N1-N5 los estadios de nauplio, Z1-Z3 los estadios
de zoea, M1-M3 los estadios de mysis y PL1-PL11 los estadios de postlarva.

7.4 Expresién de catepsina D y B-secretasa a lo largo del desarrollo larval de L.

vannamei

En las figuras 11 y 12 se observa la expresion relativa de ambos genes que se
cuantifico mediante qPCR y analizado por el método de 2 ~2€T, para catepsina D se
observa aumento significativo (P=0.05) durante los estadios mysis 2 y 3 calculado
mediante el andlisis de ANOVA de una via. Por otra parte, la expresion de [3-
secretasa no mostré diferencia significativa a lo largo del desarrollo larval, solo en el
altimo estadio (postlarva 11) es significativamente mayor con el mismo valor de

confianza que la prueba anterior.
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Figura 11. Cuantificacion relativa de transcritos de catepsina D en el desarrollo larval
de L. vannamei. En el eje de las abscisas se muestran los estadios larvarios y en el
eje de las ordenadas la expresion relativa a ubiquitina. H-representa el estadio de
huevo, N1-N5 los estadios de nauplio, Z1-Z2 los estadios de zoea, M2-M3 los
estadios de mysis y PL1-PL11 los estadios de postlarva. Los * indican diferencias
significativas analizadas mediante la prueba de Tukey con un valor de P=0.05, en
cada estadio se muestra el error estandar de las cuantificaciones obtenidas por
gPCR.
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Figura 12. Cuantificacién relativa de transcritos de B-secretasa en el desarrollo larval
de L. vannamei. En el eje de las abscisas se muestran los estadios larvarios y en el
eje de las ordenadas la expresion relativa a ubiquitina. H-representa el estadio de
huevo, N1-N5 los estadios de nauplio, Z1-Z2 los estadios de zoea, M2-M3 los
estadios de mysis y PL1-PL11 los estadios de postlarva. Los * indican diferencias
significativas analizadas mediante la prueba de Tukey con un valor de P=0.05, en
cada estadio se muestra el error estandar de las cuantificaciones obtenidas por
gPCR.

.7.5 Efecto del dsRNA en la expresion de los genes catepsina D y B-secretasa

Se realizaron dos ensayos en microplacas de 24 pozos en donde dsRNA de
catepsina D fue agregado directamente al agua del cultivo (2 mL) a concentracién de
15 ug de dsRNA especifico de los genes correspondientes, cada uno de los
tratamientos se realizO por cuadruplicado, ademas de los genes de interés se
incluyeron controles positivos (dsRNA del gen LVFAMeT) y negativos (sin dsRNA y
dsRNA del gen GFP no presente en L. vannamei). El primer bioensayo se inicié en el
estadio N1 mientras que el segundo ensayo comenzo en el estadio N3, para ambos
ensayos la expresion de los genes se cuantificd en organismos en el estadio N5 en

donde fueron colectados y almacenados para su procesamiento. Estas muestras se
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analizaron por medio de gPCR y los cambios en la expresion genética fueron
calculados de acuerdo al método de 2 “24CT (Livak y Schmittgen, 2001).

Para ambos ensayos se determind la sobrevivencia relativa a los tratamientos
utilizados, lo anterior para corroborar que la presencia del dsRNA desnudo en el
medio no afectaba la sobrevivencia de las larvas, cuantificando del porcentaje de
organismos que sobrevivieron desde el inicio del tratamiento hasta el punto en que
se colectaron para su andlisis. En la figura 13 se observa la sobrevivencia de las
larvas a los tratamientos, a partir de estos resultados se observé que la presencia
del dsRNA en el medio no afecta negativamente a la sobrevivencia o al avance en el
desarrollo larva, ya que no se encuentran diferencias de los tratamientos con el
control, el cual carecia de dsRNA desnudo, con esto podemos concluir que la
mortalidad registrada no esté relacionada a los tratamientos.

Sobrevivencia a los tratamientos

B N3-NS
0 N1-N5

100 A

50 -

Sobrevivencia relativa (%)

Tratamientos
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Figura 13. Sobrevivencia relativa a los tratamientos con dsRNA desnudo al término
del bioensayo, el primero comenzé en el estadio de nauplio 1 mientras que el
segundo inicio en nauplio3, ambos terminaron cuando los organismos se
encontraban en el estadio de nuplio 5.

En la figura 14 se observa la expresion de los genes de FAMeT y catepsina D
mediante gPCR, nuestros resultados indican que no existe diferencia significativa
entre los tratamientos con respecto al control, por lo que se puede concluir que los
genes no fueron silenciados mediante el método de inmersion en dsRNA. En la
figura 15 se muestran los resultados obtenidos durante el segundo ensayo que va de
los estadios nauplio 1 a nauplio 5, en este ensayo tampoco se encontraron
diferencias significativas en la expresion de los genes, de hecho para todos los
tratamientos la expresion del gen FAMeT muestran una tendencia a aumentar. La
expresion de catepsina D permanece contante para todos los tratamientos. Para
determinar si las diferencias entre los tratamientos son significativas, una vez
cumplido el supuesto de distribucion normal de los valores, se aplico una prueba
paramétrica de ANOVA con un valor de P=0.05 mediante el software STATISTICA,
los resultados obtenidos fueron analizados mediante la prueba Tukey para

determinar las diferencias significativas entre los grupos (Tukey, 1949).
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Figura 14. Expresion génica de FAMeT y catepsina D en los diferentes tratamientos
utilizando RNAI en una concentracion de 15 ug, el tratamiento comenzo en el estadio
de nauplio 3 y finaliz6 en el estadio de nauplio 5. En el eje de las abscisas se
muestran los estadios larvarios y en el eje de las ordenadas la expresion relativa a
L8, las letras indican la formacién de tres grupos homogéneos (a, ab y b) formados
mediante la prueba de Tukey con un valor de P=0.05, en cada estadio se muestra el
error estandar de las cuantificaciones obtenidas por qPCR. .
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Figura 15. Expresion génica de FAMeT y catepsina D en los diferentes tratamientos
utilizando RNAI en una concentracion de 15 ug, el tratamiento comenzé en el estadio
de nauplio Il y finaliz6 en el estadio de nauplio V. En el eje de las abscisas se
muestran los estadios larvarios y en el eje de las ordenadas la expresion relativa a
L8.

8. DISCUSION

En estudios realizados en crustdceos se ha demostrado que existe una gran
diversidad de peptidasas cuya funcién se encuentra dirigida a procesos especificos
de su biologia, enzimas como tripsinas y quimotripsinas (Galgani et al., 1985;
Hernandez-Cortés et al., 1997), catepsinas B (Aoki et al., 2003), catepsina L
(Teschke y Saborowski, 2005) y catepsinas D (Rojo, Sotelo-Mundo, et al. 2010) por
mencionar algunas. De las diversas clases de peptidasas, las aspartico proteasas
son una de las menos estudiadas y cuya funcion fisiologica y participacion en el
desarrollo larvario de L. vanamei esta aun por ser elucidada. En estudios previos se
ha identificado que a lo largo del desarrollo larval la actividad de aspartico proteasa

varia dependiendo del estadio en el que se encuentre (Romero-Hernandez, 2017),
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estas variaciones de concentracion se acompafan del cambio en la estrategia de
alimentacion, asi como de las modificaciones fisiol6gica puntuales que se presentan

en su metamorfosis para convertirse en organismos adultos (Poulin et al., 2001).

Por otro lado, las caracterizaciones de transcritos de aspartico proteasas en
crustaceos son contados pero detalladas, los resultados de este trabajo aportan en
ese aspecto. El analisis de la secuencia del transcrito de catepsina D de L. vannamei
muestra regiones conservadas que la identifican como miembro de las aspartico
proteasas, con base en la estructura primaria observamos la presencia de dos
residuos de acido aspartico que se han descrito tanto en mamiferos (Faust et al.,
1985) como en crustaceos (Rojo et al., 2010), y que se conoce se encuentran
asociados al sitio activo donde se realiza la hidrolisis de proteinas (Tang and Wong
1987). La secuencia obtenida se compard con otras reportadas en decapodos por
medio de un alineamiento (Fig. 5) a partir del cual se construyé un cladograma, en
donde se observd que las secuencias se separaron en dos clados principales (Fig.
6), esta separacién ya habia sido reportada por Rojo y colaboradores (2010) quienes
describen que estos dos clados corresponden a catepsinas digestivas y no
digestivas respectivamente, de los diversos taxas analizados. Unas de las
caracteristicas importantes de la separacion de ambos clados es la presencia de un
loop denominado “polyproline loop” (Padilha et al. 2009), diversos analisis han
encontrado que la presencia 0 ausencia de este loop determina si la enzima es
considerada como digestiva o no (Rojo et al., 2010). El alineamiento realizado para
comparar la catepsina D de L. vannamei denota la presencia del polyproline loop, en
H. americanus la isoforma catepsina D2 presenta esta misma caracteristica por lo
cual se encuentra descrita como una enzima con funciones no digestivas, los
resultados obtenidos en esta investigacion sugieren, que de manera similar a H.
americanus, L. vannamei presenta dos isoformas, posiblemente involucradas en

procesos diferentes.

Por lo establecido anteriormente podemos asumir que la enzima descrita para

camardn blanco no se encuentra relacionada a funciones que intervienen en el
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proceso digestion, sino a procesos alternativos como degradacion del vitelo o de la
cuticula en preparacion para la muda, como ha sido reportado para otras larvas de
artropodos (Gui et al. 2006),ya que los proceso de muda es particularmente
constante durante el desarrollo larvario de peneidos (Vijayan et al.,1997).

A pesar de que en la B-secretasa de L. vannamei los amino &cidos de los sitios
activos se encuentran conservados (Fig. 7), el cladograma (Fig. 8) realizado a partir
de estas secuencias muestra una separacion marcada entre mamiferos y el camaron
blanco. Las secuencias difieren en muchas de sus caracteristicas estructurales,
empezando por el péptido sefial, ambas secuencias de camarén tienen diferentes
amino acidos asociados en comparacién a los que presentan las secuencias de
mamiferos. Una de las caracteristicas que sobresalen es la ausencia del motif ACDL
en el transcrito de camardon, dado que en mamiferos esta enzima es un
intermembranal este le brinda las caracteristicas necesarias para el transporte
dentro de la célula, la ausencia del mismo dentro de las secuencias de camaron
podrian indicar que participa de diferentes procesos o que su ubicacion puede ser
diferente, en cualquier caso es necesario realizar estudios mas meticulosos para
poder inferir diferencias entre las funciones de las enzimas de mamiferos e
invertebrados (He et al., 2005).

La actividad proteolitica especifica de las aspartico proteasas varia a lo largo del
desarrollo larval, el sustrato utilizado para la cuantificacion de la actividad de
catepsina D (Fig. 9) muestra que es durante la fase nauplio en donde se observa la
mayor actividad en comparacion con los demas estadios, durante la fase naupliar el
organismo no requiere de alimentacion, puesto que las reservas alimenticias que lo
nutren se encuentran en el vitelo, por lo que la actividad proteolitica encontrada

puede estar asociada a la hidrdlisis de las proteinas del vitelo.

En mamiferos la catepsina D se encuentra como una proteinasa lisosomal capaz de
digerir bacterias y demas sustancias por medio de fagocitosis (Tang y Wong, 1987),

ademas de esta funcion se ha demostrado su participacion en procesos de
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apoptosis (Boya y Kroemer, 2008). Por otra parte en diferentes especies de
artropodos, la catepsina D contribuye a procesos extracelulares principalmente
relacionados con la digestion de alimentos (Blanco-Labra et al. 1996; Williamson et
al. 2003), especificamente en crustdceos se ha descrito que la catepsina D de H.
americanus guepresenta dos isoformas (Rojo et al., 2010). Debido a la metodologia
empleada durante los ensayos no es posible determinar la ubicacion anatomica de la
enzima de la cual obtuvimos las cuantificaciones de actividad, sin embargo podemos
deducir es posible que la actividad de catepsina D también se encuentre asociada a
la eliminacién de estructuras por medio de apoptosis como lo describe Gui y
colaboradores (2006) para B. mori, sin embargo la verificacion de su participacion en

dichos procesos debe ser probada experimentalmente.

B-secretasa es un aspartico proteasa intermembranal que ha sido ampliamente
estudiada en mamiferos y especificamente en humanos por su relacion con la
enfermedad neurodegenerativa Alzheimer (Yankner 1996), diversos esfuerzos se
han realizado en la descripcion de su participacion y regulacién en los procesos en
los que interviene, un ejemplo es el papel que desempenfa en la hidrélisis de la APP
(proteina precursora amiloidea), que es uno de los factores que intervienen en la
acumulacion de las placas seniles, péptidos formados de entre 40 y 49 aminoacidos
gue son los principales responsables de esta enfermedad (Cai et al., 2001). La
actividad de esta enzima y su participacién con APP se observé durante estudios en
ratones mediante el mecanismo de silenciamiento génico conocido como “gene
knockdown”, los ratones silenciados no mostraron formacion de placas seniles
ademas de que no se reportaron efectos biol6gicos negativos, lo que indica que la
inhibicion del gen es tolerable para los organismos experimentales (Cai et al.,1993).
A pesar de que los estudios en artropodos son escasos encontramos trabajos como
el de Bolkan y colaboradores (2012) quienes analizaron en D. melanogaster un gen
ortélogo a [-secretasa denominado dBACE, el cual es escencial para la

sobrevivencia de las células gliales debido a que su inhibicibn en las neuronas
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fotorreceptoras propicia la degradaciéon de la glia en la zona de la lamina basal
ubicada en la corteza cerebral.

Respecto a la actividad de B-secretasa (Fig. 10), los resultados obtenidos en este
trabajo arrojaron que en los estadios de zoea y mysis se presenta un aumento en
comparacion con los demas estadios, sin embargo, el estadio en el que se detectd la
mayor actividad fue nauplio 2, lo que concuerda con reportes anteriores realizados
para la misma especie (Romero-Hernandez, 2017). Pese a que no podemos
corroborar que la actividad obtenida corresponda especificamente a una (3-secretasa
0 a un tejido en especifico, ya que para las mediciones se utilizé un extracto proteico
de organismos completos, podemos inferir que es una aspartico proteasa con
actividad similar teniendo en cuenta el sustrato fluorogénico utilizado y las

caracteristicas estructurales de la secuencia obtenida.

Las cuantificaciones de los transcritos para catepsina D (Fig. 11) y B-secretasa (Fig.
12) exhiben patrones en los que se observa que entre los diversos estadios se
presentan variaciones, cambios en la expresion génica que se producen a lo largo
del desarrollo han sido reportados en la misma especie (Lemos et al. 1999), para
diferentes genes (Hernandez-Cortes et al. 2017), y descritos en otras especies de
crustaceos (Abzhanov y Kaufman, 2000; Terwilliger y Dumler, 2001; Chung et al.,
2006). Pese a pertenecer al mismo grupo de proteinasas cada enzima presenta
patrones de expresion individuales (Saborowski et al. 2006). Haciendo una
comparacién entre la expresion y la actividad se observa que los patrones no
corresponden, esto podria explicarse debido a la capacidad de enzimas similares a
hidrolizar los sustratos fluorogénicos utilizados para la cuantificacion de actividad
proteolitica, por otra parte es factible que el camarén blanco cuente con alguna
isoforma alternativa a la cuantificada aqui de las enzimas analizadas como se ha
reportado en otros crustaceos en el caso especifico de la catepsina D (Rojo, Muhlia-
Almazan, et al. 2010).
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Los organismos que fueron expuestos a los tratamientos de RNAI mostraron una
sobrevivencia mayor al 80% (Fig. 13), dependiendo de la funcion que cumpla el gen
que se desea silenciar en algunos artropodos se ha establecido que el
silenciamiento de los genes propicia mortandad o un impedimento para que
continlen de manera regular con posteriores etapas del desarrollo (Barnard et al.
2012; Gui et al. 2006). Las cuantificaciones de los transcritos de catepsina D (Fig. 14
y 15) con respecto a nuestro gen de referencia (L8) no mostraron una disminucion, lo
gue nos indica que el método de entrega de RNAI utilizado durante los ensayos no
logra penetrar las células de las larvas e iniciar el proceso de silenciamiento, por lo
que la expresion de las enzimas de interés se mantuvo cercana al 100%. Se ha
reportado que en esta especie es factible silenciar genes por medio de RNAI, Hui y
colaboradores (2008) realizaron ensayos en los que inhibieron la expresién de
FAMeT y evaluaron el efecto en la muda de los camarones, observaron ningun
organismo tratado con dsRNA de este gen logra sobrevivir ni llevar a cabo la muda

de manera regular.

El éxito del silenciamiento génetico por medio de RNAI puede estar determinado por
diversas variables, entre ellas el método por el cual se administra el dsRNA vy la
etapa de desarrollo en la que se encuentre el organismo, la mayoria de los estudios
en los que se ha logrado inhibir la expresién de un gen se realizan por inyeccion
directa en la membrana artropodal del quinto pereiopodo en juveniles y adultos de L.
vannamei (Hui et al.,, 2008; Han-Ching et al., 2010; Barnard et al., 2012), sin
embargo, para otros artrépodos se ha demostrado que el sistema RNAIi puede
inducirse durante etapas larvarias (Gui et al. 2006). Los métodos directos de
insercion del dsRNA, como la micro inyeccion, suelen ser mas efectivos al integrar el
material genético a las células, la efectividad en el silenciamiento se encuentra
asociado en igual medida al modo en el que se desarrolla cada tejido, la captacion y
el transporte del dsRNA hasta el lugar donde se requiere (Miller et al., 2008). Por lo

que el método de entrega probado en este estudio (sumersion directa en agua con
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dsRNA) puede no ser eficiente para inducir el silenciamiento génico en larvas de L.

vannamei.

9. CONCLUSIONES

Dentro de los andlisis obtenidos se demostré que durante las fases larvales de L.
vannamei la actividad proteolitica de las aspartico proteasas varia dentro de los
diferentes estadios, posiblemente asociados a procesos especificos durante el
desarrollo del organismo.

Las secuencias que se obtuvieron para ambas enzimas muestran caracteristicas
propias del grupo de las aspartico proteasas, teniendo los sitios conservados de los
residuos de acido aspartico, el péptido sefal y regiones con alta probabilidad de
presentar glicosilaciones, ademéas de estas regiones conservadas encontramos que
en el caso de catepsina D comparte la region del polyproline loop, en la secuencia
de B-secretasa se observdé que en comparacion con las demas secuencias la
obtenida para el camardn blanco carece del motif ACDL, el cual juego un papel

importante el transporte intermembranal.

Con base en lo observado durante los ensayos de silenciamiento génico, el método
de sumersién para la administracion del dsRNA en larvas de camarén blanco,
demostré no ser el método 6ptimo. En relacion a lo establecido anteriormente es
recomendable utilizar un método de transfeccion directo en el que se asegure que el

dsRNA sea administrado de manera adecuada en el organismo.

Este primer acercamiento nos permite tener un punto de partida para continuar con
futuras investigacion y comprender los mecanismos y procesos sujetos al grupo de

las aspartico proteasas durante el desarrollo larval de los peneidos.
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