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Introduccioén

Los organismos vivos poseen una intrincada red de sistemas de control a corto, mediano y
largo plazo que les permite coordinar sus actividades a todos los niveles de organizacion. El
control del proceso de la digestion se logra por la sintesis o alteracién de gran variedad de
sustancias que a menudo son componentes integrales de los propios procesos que controlan.

El control a largo plazo esta representado por la sintesis de enzimas y hormonas que
intervienen en el proceso digestivo. El control a corto plazo esta regulado por alteraciones
estructurales o conformacionales de las enzimas digestivas del hepatopancreas. El
conocimiento de los mecanismos de control de un proceso permite en cierta medida su
modificacion para lograr objetivos concretos.

Control a largo plazo

Los cambios en la cantidad de enzimas en las células pueden ser considerados como
mecanismos de regulacion a largo plazo. El aumento de la velocidad de sintesis de una
enzima u otra proteina por una hormona, es llamado: induccion.

La produccion de enzimas en el hepatopancreas de los crustaceos se encuentra controlada
por hormonas del pedinculo ocular (Cecaldi, 1989). La 20-OH ecdisona estimula la sintesis
proteica y la sintesis de RNA en este drgano, Favrel y Van Wormhoudt (1986) demostraron
que la gastrina también estimula la sintesis proteica en el hepatopancreas del Palaemon
serratus. La sintesis de enzimas digestivas en el hepatopancreas de peneidos ha sido
estudiada mediante técnicas de biologia molecular (técnicas inmunocitoquimicas,
hibridizacion in situ y otras). La sintesis de amilasa y quimotripsinas fue localizada en las
células tipo F del hepatopancreas en P. vannamei por Van Wormoudt et al. (1995), la
cantidad de mRNA de quimiotripsina y la actividad de la enzima experimentaron variaciones
durante diferentes etapas del ciclo de la muda en esta especie. Watanabe et al., (1996)
estudiaron un cDNA que codificaba para una quitinasa en Penaeus japonicus y detectaron
transcripcion de mRNA en el hepatopancreas. Le Boulay, Van Wormhoudt y Sellos (1996)
clonaron y secuenciaron dos cDNAs que codificaban para precursores de proteasas cisteino
dependientes del hepatopancreas de Penaeus vannamei. Durante la intermuda se encontrd
correlacion entre la actividad de las proteasas cisteino y los niveles de mRNA. Se han
informado adaptaciones de la actividad enzimatica en el hepatopancreas de camarones
peneidos por el ayuno, el tamafio de los camarones, la fuente de proteina de la dieta y el nivel
de proteina.
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La induccion especifica de enzimas proteoliticas puede ser debida a la calidad proteica de la
dieta como observaron Le Moullac, Van Wormhoudt y AQUACOP (1994).

Control a corto plazo
Enzimas digestivas en camarones:

La actividad catalitica de las enzimas esta regulada por el control de la disponibilidad de las
enzimas o mediante el control de la actividad enzimatica .

Carbohidrasas.

Entre las carbohidrasas se han detectado p y R-amilasas, p y B-glucosidasas, p y R-
galactosidasas, B-fructofuranosidasa, B manosidasa, | -xilosidasa, p-fucosidasa, quitobiasa,
laminaranasa, quitinasa, celulasa, R-glucosaminidasa, R-glucuronidasa, xilanasa y rafinasa.

La actividad amilolitica es de gran importancia para los crustaceos que son herbivoros. Van
Wormhoudt (1980) observd que esta enzima es mas importante en Palaemon serratus que la
actividad proteolitica. Algunas de estas enzimas han sido detectadas en un nimero limitado
de especies (&- y B- galactosidasas, quitobiasa, & -fucosidasa, laminaranasa, a -manosidasa
y B-glucuronidasa), incluso en una sola especie de decdpodo (B3-glucosaminidasa, xilanasa y
a -xilosidasa) (Gibson y Barker, 1979). En muchos casos, se ha informado la presencia de
algunas de estas enzimas porque se ha observado que extractos de hepatopancreas son
capaces de hidrolizar sustratos sobre los que también pueden actuar otras carbohidrasas; tal
es el caso de la rafinasa que hidroliza la rafinosa, pero ésta también puede ser hidrolizada por
la & -galactosidasa y la R-fructofuranosidasa, la dltima bien representada en los decapodos
(Gibson y Barker, 1979). En otras enzimas, como la celulasa que es muy rara en el reino
animal, la funcion no esta muy clara, toda vez que la celulosa es el componente mayoritario
en la dieta de los herbivoros y los decapodos tienen habitos carnivoros u omnivoros, por lo
que se piensa que la fuente de esta enzima sea exdgena (microorganismos simbiontes que
viven en el hepatopancreas). Aunque Yokoe y Yasumasu (1964) mostraron, en Procambarus
clarkii, que existe una considerable actividad celulasica en fracciones microsomales aisladas
del hepatopancreas y notaron que la actividad de la celulasa de bacilos gram negativos que
vivian en el tracto digestivo de Procambarus clarkii era mucho menor que la obtenida de
extracto del hepatopancreas. Los trabajos que han estudiado las carbohidrasas con mayor
profundidad, mediante su purificacion y caracterizacion, la determinacion del peso molecular,
punto isoeléctrico (Pl) y pH O6ptimo, desafortunadamente son pocos y sélo en la Ultima
década han cobrado una mayor atencion. En Palaemon serratus, han sido detectadas la & -
glucosidasa con un pH 6ptimo de 5.0 y un peso molecular de 65000 y la R-glucuronidasa con
un pH o6ptimo de 6.0 y tres isoformas de 235000, 275000 y 320000 Da (Trellu y Ceccaldi,
1977).

Penaeus japonicus y Penaeus monodon son dos de los decdpodos en los que se han
estudiado con mayor profundidad algunas de estas enzimas, & - y R-glucosidasa, R-
galactosidasa y R-manosidasa para el primero, y & -manosidasa y & -fucosidasa para el
segundo. En Penaeus japonicus, la & -glucosidasa es monomeérica con un peso molecular de
105000 Da, Pl de 3.8 y pH o6ptimo de 5.0 (Chuang et al., 1992b), mientras que la R-
glucosidasa present6é dos formas (unida a la membrana y libre) ambas monoméricas con un
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peso molecular de 65000 Da, Pl de 6.6 y 7.5 y pH 6ptimo de 5.5 y 4.5 respectivamente
(Chuang et al., 1992a). Por otra parte, la B-galactosidasa purificada por Chuang et al. (1991a)
es una enzima dimérica, cada monodmero tiene un peso molecular de 66000 Da y la enzima
activa de 140000 Da, su Pl es de 4.6 y el pH dptimo de 5.5. Chuang y Yang (1991) plantearon
que el monémero de la B-manosidasa de Penaeus japonicus tiene un peso molecular de
31000 Da con un PI de 5.6 y un pH o6ptimo de 5.0, mientras que en Penaeus monodon
Chuang et al. (1992c) purificaron una & -manosidasa con un peso molecular de 251000 Da,
formada por un sélo tipo de monédmero, un poco mayor que el de Penaeus japonicus, de
51000 Da. Su Pl es de 4.4 y su pH 6ptimo de 4.0.

La a -fucosidasa de Penaeus monodon tiene un peso molecular de 233000 Da (su forma
activa), un Pl entre 8.4 y 8.6 y un pH 6ptimo de 5.5 (Chuang et al.,, 1991b). Todavia se
necesita trabajar mucho en la identificacion y caracterizacion de las carbohidrasas, asi como
en su origen y funcién fisiolégica. Omondi y Stark (1996) determinaron la capacidad de
homogenados de hepatopancreas para hidrolizar 27 carbohidratos que contenian una gran
variedad de enlaces diferentes. El trabajo aporta un método para el estudio de la
digestibilidad in vitro de carbohidratos y datos sobre las posibilidades de degradacion de
diferentes enlaces glicosidicos.

Lipasas y esterasas.

La presencia de una verdadera lipasa (glicerol-éster hidrolasa E.C.3.1.1.3) en crustaceos so6lo
ha sido demostrada en Homarus americanus (adultos) por Brockerhoff et al. (1967) y en
larvas por Biesiot y Capuzzo (1990). En adultos, Brockerhoff et al. (1967) informaron la
digestion del triglicérido trioleina por el jugo gastrico de este decapodo a pH 4.7. En un
trabajo posterior Brockerhoff et al. (1970) plantearon que la hidrélisis de la tributirina a pH 6.5
y de la trioleina a pH 7.5 por el jugo gastrico de Homarus americanus estaba relacionado con
una verdadera lipasa y que ésta tenia un peso molecular de 43000 Da. También Biesiot y
Capuzzo (1990) utilizaron trioleina para determinar la actividad de la lipasa en larvas y
registraron la liberacion de acidos grasos (acido oleico), el pH 6ptimo de esta lipasa es de
5.5. No obstante, otras enzimas pueden ser las responsables de la actividad lipolitica
registrada en los crustaceos, tales como carboxilesterasas o esterasas, enzimas que tienen
una especificidad mas amplia que la verdadera lipasa.

Trellu y Ceccaldi (1977) afirmaron que en Palaemon serratus no existe una verdadera lipasa,
aungue encontraron dos esterasas. Recientemente Deering, Hewitt y Brock (1996) evaluaron
la actividad lipolitica del intestino medio de Penaeus monodon para lo cual utilizaron trioleina
como sustrato. La hidrdlisis in vitro de la trioleina a pH 8.0 produjo 1,2 -diacilglicerol y &cidos
grasos libres como Unicos productos de hidrdlisis. La especificidad de las lipasas de P.
monodon es similar a la de la lipasa pancreatica de vertebrados y a la de Homarus
americanus.

Proteinasas y peptidasas.
Se le ha dado mucha importancia al estudio de las proteinasas y peptidasas en los

crustaceos, principalmente en las especies de importancia econdmica como son los
decépodos que se cultivan.
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Una revision muy amplia de la presencia de estas enzimas en los crustaceos fue presentada
por Gibson y Barker (1979) y especificamente en camardn por Dall (1991). La deteccion y
caracterizacion de estas enzimas se ha abordado de diferentes formas. En muy pocos casos,
estos estudios se han realizado mediante la purificaciéon de las enzimas (Galgani et al., 1985;
Honjo et al., 1990; lida et al., 1991; Jiang et al., 1991; Tsai et al., 1991; Van Wormhoudt et
al., 1992). En la mayoria, solo se ha detectado la presencia de las enzimas en extractos
crudos utilizando sustratos sintéticos e inhibidores especificos para cada una de ellas. Los
autores concuerdan en que el contenido de proteinasas serinicas en el hepatopancreas es
muy alto (Tsai et al.,1986a), aunque también se plantea la presencia de algunas metalo-
proteinasas (Garcia-Carrefio et al.,, 1994). Una de las proteinasas serinicas ha sido
caracterizada como una tipica tripsina (Gates y Travis, 1969; Zwilling y Nuerath, 1981), y es
una de las mas importantes para los decapodos.

En Penaeus japonicus y Penaeus kerathurus, esta enzima representa entre el 40-50% de la
proteolisis total (Galgani et al., 1984), mientras que en Penaeus monodon, Penaeus
japonicus, Penaeus penicillatus, Metapenaeus monoceros y Euphasia superba es responsable
del 50-60% (Tsai et al., 1986a) y del 33% en Uca pugilator (Eisen y Jeffry, 1969). En la
deteccion de actividad tipo tripsina en el hepatopancreas de diferentes decapodos se han
utilizado sustratos sintéticos tales como ?-p-toluen- sulfonil-L-arginina-metil-éster (TAME), N-
benzoil-L-arginina-etil-éter (BAEE), N, ?-benzoil-arginina-p-nitroanilina (BapNA) y N-benzoil-L-
arginina naftilamida (BANA), en todos los casos con resultados positivos. También se han
empleado inhibidores sintéticos y naturales especificos para la tripsina. En Penaeus
japonicus, la hidrélisis de TAME es afectada por fluoruro de sulfonil fenilmetilo (PMSF), N-
tosil-lisina-clorometil cetona (TLCK), inhibidor de Kunitz de la soya (SBTI), donde los dos
primeros son especificos para la tripsina y el tercero especifico para proteinasas serinicas,
mientras que el N-tosil-fenilalanina-clorometil cetona (TPCK) (especifico de quimotripsina) y
el 1,10-fenantrolina (1,10-Phe agente quelante) no tuvieron efecto inhibitorio (Galgani et al.,
1985).

En Penaeus californiensis, el TLCK, PMSF y SBTI inhibieron entre un 40-60% la actividad
proteolitica de un extracto de hepatopancreas (Vega- Villasante et al., 1995), cuando se utilizd
un sustrato especifico para tripsina, como el TAME, el SBTI produjo una inhibicién total
(99%). La tripsina purificada por cromatografia de afinidad presenté un peso molecular de
25000 Da por electroforesis en gel de poliacrilamida con el agente desnaturalizante sodio
duodecil sulfato (SDS- PAGE) en Penaeus japonicus (Galgani et al., 1985), mientras que en
Panulirus japonicus, Galgani y Nagayama (1987) encontraron actividad tipo tripsina cuyo peso
molecular era de 24000 Da en un pico de actividad proteolitica obtenido por filtracion en gel.

En Penaeus monodon, Tsai et al. (1986b) después de una cromatografia en DEAE-celulosa
encontraron dos picos grandes con actividad tipo quimotripsina que eluian antes de los picos
con actividad de tripsina, y cuyos pesos moleculares por SDS-PAGE fueron de 27000 Da y
26000 Da respectivamente. Por otra parte, Hernandez-Cortéz (1997) encontraron en Penaeus
vannamei una sola fracciéon con actividad tipo quimotripsina después de una cromatografia de
intercambio i6nico seguida por otra de interaccion hidrofébica. En SDS-PAGE bajo
condiciones desnaturalizantes con DL-ditiotreitol (DTT) o R-mercaptoetanol esta
"quimotripsina” se presentd como un mondmero con un peso molecular de 33200 Da, lo que
difiere del que habian informado previamente Van Wormhoudt et al. (1992) también para
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Penaeus vannamei que fue de 25000 Da. mientras que el peso molecular deducido de la
secuencia aminoacidica es de 23800 Da (Sellos y Van Wormhoudt, 1992).

Los sitios de hidrdlisis de las "quimotripsinas” de Penaeus monodon sobre la insulina bovina
oxidada, sugieren que la especificidad por el enlace peptidico es similar a la quimotripsina” de
cangrejo Uca pugilator (Grant y Eisen, 1980), ya que prefieren los enlaces del lado carboxilo
de Tyr, Phe, Leu y en menor grado Lis, Arg y Glu. (Tsai et al.,, 1986b). Con sustratos
especificos pequefios, mostraron una mayor especificidad por los aromaticos. Ademas
ambas "quimotripsinas” tienen mayor preferencia por los sustratos sintéticos pequefios de
cadena extendida. Esta pudiera ser la causa de los intentos fallidos de detectar la actividad
tipo quimotripsina por esta via.

También se han utilizado inhibidores especificos sintéticos y naturales para detectar la
presencia de actividad tipo quimotripsina. Tsai et al. (1986b) mostraron que el PMFS y el
carbobenzoxi-alanina- glutamato-fenilalanina-clorometil cetona (ZAGPCK) inhibieron efectiva
e irreversiblemente los dos picos de quimotripsina de Penaeus monodon, sin embargo el
TPCK, el carbobenzoxi-fenilalanina-clorometil cetona (ZPCK) y el &cido fenilborénico,
inhibidores de la quimotripsina bovina, no tuvieron efecto. Entre los naturales, encontraron
que el SBTI, el de la clara de huevo de pollos y pavos y el inhibidor pancreatico de la tripsina
bovina (BPTI) si fueron efectivos inhibiendo la actividad de las quimotripsinas. En
Pleurocondes planipes y Pacifastacus astacus (Garcia-Carrefio et al., 1994), los resultados
concuerdan parcialmente.

La hidrdlisis del succinil- alanina-fenilalanina-p-nitroanilina (SAPNA) por extractos de ambas
especies no fue muy sensible al inhibidor de la tripsina TLCK ni al de la quimotripsina PCK,
sin embargo el ZPCK fue muy efectivo. El estudio de la presencia de una verdadera
quimotripsina fue abordado por Hernandez-Cortéz (1997) en Penaeus vannamei, quien
después de purificar una enzima que exhibia actividad tipo quimotripsina, procedié a la
secuenciacion de los primeros 30 aminoacidos, donde encontr6 una gran similitud con un
trabajo previo realizado en la misma especie por Sellos y Van Wormhoudt (1992) y un 93%
de homologia con una "proteasa colagenolitica" del cangrejo Uca pugilator (Tsu y Craik,
1996). Las proteasas serinicas han sido el grupo de enzimas mas investigado. Se han aislado
de diferentes fuentes y ellas muestran una marcada similitud en la estructura primaria y
terciaria y poseen mecanismos cataliticos comunes (Blow et al., 1969; Shotton y Watson,
1970; Woodbury et al., 1978). Sin embargo, se ha descrito un nuevo grupo de proteasas
serinicas que, a diferencia de las del pancreas de mamiferos, son capaces de hidrolizar la
hélice triple del colageno nativo en condiciones fisioldgicas. Estas enzimas han sido llamadas
"proteasas colagenoliticas" (Eisen et al., 1973; Grant et al., 1983; Yoshinaka et al., 1986). Las
verdaderas colagenasas (EC 3.4.24.7) son metalo-proteasas que degradan el colageno nativo
en condiciones fisioldgicas, pero no son capaces de hidrolizar el coldgeno desnaturalizado u
otras proteinas nativas (Wooley et al., 1978).

La principal diferencia con las proteinasas colagenoliticas radica en la estructura de los
centros activos (Sakharov et al., 1994). Se han reconocido proteasas serinicas que poseen la
capacidad de degradar el colageno nativo en el camarén Penaeus monodon (Lu et al., 1990;
Tsai et al.,, 1991). Como ha ocurrido con las otras endopeptidasas, el estudio de las
"proteasas colagenoliticas" de los crustaceos se ha basado en el empleo de sustratos
naturales y sintéticos y de inhibidores naturales y sintéticos de proteasas serinicas en general
y especificos de tripsina y quimotripsina para poder establecer si la actividad encontrada se
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debe a la presencia de una verdadera colagenasa o si es producto de una amplia
especificidad de la tripsina y quimotripsina que incluye su accion sobre sustratos nativos.

En Penaeus monodon, Chen et al. (1991), utilizando ZAGPCK, un potente inhibidor de la
quimotripsina de camarones, encontraron que el 73% de la actividad de la quimotripsina fue
inhibida, mientras que la actividad colagenolitica se redujo en un 26%. Cuando emplearon
TLCK, obtuvieron un 37% de inhibicion de la hidrélisis de colageno. Al probar SBTI
encontraron que la actividad de tripsina y de quimotripsina fue inhibida completamente
mientras que la hidrélisis del colageno nativo fue inhibida en un 90%. Al probar este inhibidor
junto con un agente quelante, &cido etilendiamino tetradcetidco (EDTA), la actividad
colagenolitica fue inhibida casi completamente. Al ensayar solo el EDTA, comprobaron que
no tuvo efecto sobre la actividad de tripsina y de quimotripsina purificada de Penaeus
monodon, pero si redujo en un 40% la actividad colagenolitica de cada enzima, por lo cual se
plantea que el efecto del EDTA en la actividad colagenolitica de extractos se debe a la
inhibicion de la procolagenasa que usualmente existe en el colageno nativo, y que esta
procolagenasa es activada por las proteasas serinicas de los crustaceos, por lo que estas
ultimas un papel importante en la digestion del colageno de la dieta asi como también en la
activacion de la procolagenasa.

Las exopeptidasas presentes en el hepatopancreas de los crustaceos no han sido estudiadas
con tanta profundidad ni tan extensamente como las endopeptidasas. Como en estas Ultimas,
el estudio se ha basado en el uso de sustratos sintéticos especificos para cada una de ellas
(Tsai et al., 19862; Galgani y Nagayama, 1987;Vega -Villasante et al., 1995).

Control hormonal

Las colecistoquininas y la gastrina constituyen una familia de péptidos hormonales que
ejercen efectos pleitropicos en el intestino de muchas especies. Van Wormhoudt, Favrel y
Guillaume (1989) caracterizaron péptidos tipo gastrina/colecistoquinina de Penaeus japonicus
y P. stylirostris Estos autores encontraron un aumento significativo de los péptidos después
de 2 horas del suministro del alimento en P. stylirostris. y 3 horas en P. japonicus; el patron
inicial se restaur6 después de 5 horas. En este trabajo se detectaron fracciones
inmunorreactivas con diferentes pesos moleculares que se comportaron de forma también
diferente después de la alimentacion.

En investigaciones en las que se utilizaron enzimas digestivas del hepatopancreas como
aditivos alimentarios en dietas para Penaeus schimitti, P. californiensis y P. vannamei se
detectd que la suplementacion ejercia un efecto promotor del crecimiento hasta determinado
nivel de suplementacion, mientras que un aumento de este nivel no mejoraba el efecto y en
algunos casos lo empeoraba (Forrellat et al., 1998; Forrellat, 1998). Una explicacion a estos
hallazgos pudiera estar relacionada con el efecto de la tripsina sobre la liberacién de CCK: el
nivel de ftripsina libre actia como un control por retroalimentacién de la secrecion de
colecistoquinina y por tanto de la propia secrecion de enzimas digestivas. Las acciones de las
CCK estan mediadas por receptores que activan a la fosfolipasa C enlazada a la membrana.
La ultima etapa del proceso es la activacion de proteina quinasa C para fosforilar y modular la
actividad de proteinas celulares. En Penaeus monodon (Huang y Chuang, 1995) purificaron la
isoenzima delta de la proteina quinasa C de la membrana plasméatica del hepatopancreas,
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que se fosforila especificamente en los residuos de tirosina. Ain no se han estudiado los
receptores de gastrina/colecistoquinina ni el mecanismo de sefializacién en camarones.

Isoenzimas

Las formas mdltiples de una enzima son llamadas isoenzimas y catalizan la misma reaccion.
Estas pueden encontrarse en la misma especie, el mismo tejido o en la misma célula. Las
diferentes formas generalmente difieren en propiedades regulatorias o cinéticas en la
distribucion subcelular y tienen por lo general, secuencias aminoacidicas similares pero no
idénticas . Van Wormhoudt, Le Chevalier y Sellos (1992) purificaron 2 quimotripsinas del
hepatopancreas de P. vannamei para lo cual se utiliz6 como sustrato una proteina marcada
radioactivamente. Las dos proteasas mostraron una composicion aminoacidica muy parecida
y la secuencia N terminal resulté idéntica. Tsai, Lu y Chuang purificaron quimotripsinas de
tres especies de camarones: Penaeus monodon, P. japonicus y P. penicillatus. En todas las
especies encontraron 2 isoformas de quimotripsina. Juang, Moody y Chen (1992) también
encontraron isoformas de proteasas tipo trispsina en el hepatopancreas de P.monodon.

La trascendencia de la presencia de estas isoenzimas en el proceso digestivo del camarén no
ha sido estudiada. Zimégenos La activacion de una enzima por ruptura hidrolitica es un tipo
de mecanismo regulatorio. Un precursor inactivo de la enzima llamado zimdgeno se rompe
para formar la enzima activa. Debido a que este tipo de inactivacion es irreversible, se
necesitan otros mecanismos para inactivas estas enzimas. Sellos y Van Wormhoudt (1992)
encontraron un zimogeno putativo de 30 aminoacidos para la quimotripsina en Penaeus
vannamei, de 27.2 kDa. La secuencia aminoacidica deducida para la quimotripsina mostro la
existencia de una preproenzima que contenia un péptido sefial altamente hidrofobico de 14
aminoacidos. No se han encontrado hasta el momento otros zimdgenos de enzimas
digestivas en el hepatopancreas ni se dispone de datos sobre el modo de activacion del
zimdgeno putativo de la quimotripsina.

Inhibidores

El equilibrio dinamico en que se encuentran los procesos bioquimicos en los organismos
vivos es mantenido por moléculas reguladoras. Muchas sustancias alteran la actividad de una
enzima combinandose con ésta de manera tal que influyen en su enlace con el sustrato. Las
sustancias que reducen la actividad enziméatica de esta forma son conocidas como
inhibidores.

Los inhibidores de proteasas son muy frecuentes en la naturaleza, donde tienen funciones
protectoras como los que participan en los mecanismos de defensa de ciertas plantas que
liberan inhibidores de proteasas en respuesta a la picada de insectos causando la muerte de
éste por inanicién al inactivar sus enzimas digestivas. Estas proteinas han sido aisladas de
fuentes vegetales y animales. En el pancreas de los animales existe un inhibidor béasico de la
tripsina (BPTI), que tiene funciones reguladoras, es una proteina monomérica de 58 residuos
de aminoacidos con 3 puentes disulfuro (Voet y Voet, 1990). Este péptido se une, en el
pancreas, a la tripsina por el centro activo y forma un complejo sumamente estable cuya
constante de asociacion es de 1013 M-1 (es el valor méas alto que se conoce de interaccion
proteina-proteina) protegiendo de esta forma al 6rgano de su autodigestion.
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Los polipéptidos con actividad inhibidora de proteasas forman parte de los complejos
mecanismos de control y regulacion en los seres vivos, al impedir la proteolisis no deseada.
Su presencia en animales, vegetales y microorganismos sugiere un papel importante
relacionado con procesos vitales como la defensa del organismo, la reproduccion y otros. Con
excepcion de las macroglobulinas, los inhibidores proteicos individuales inhiben proteinasas
pertenecientes a una clase mecanistica: proteasas serinicas, cisteinicas, asparticas y metalo.
Los inhibidores serino han sido los mas estudiados Inhibidores de proteasas en crustaceos.

En los crustaceos el estudio de los inhibidores de proteasas se ha limitado fundamentalmente
a los exdgenos, o0 sea, a los que se encuentran en algunos ingredientes utilizados en la
formulacion de los alimentos porque disminuyen la calidad aparente de la proteina de la dieta
por la limitacion en la biodisponibilidad de los aminoacidos. La proteolisis de los sistemas en
desarrollo requiere del funcionamiento de las proteasas dentro de ciertos limites fisioldgicos.
Muchos factores son necesarios para regular la actividad de las proteasas intracelulares que
incluyen: compartimentacion, asociaciones de membrana, niveles de cofactores, pH
intracelular y la presencia de inhibidores de proteasas enddgenos.

La presencia de un inhibidor endégeno de proteasas fue informado por primera vez en
crustaceos por Warner y Sonnenfeld-Karcz (1992) en Artemia sp. Este inhibidor mdltiple
especifico para proteasas cisteinicas es muy importante en la prevencion de la proteolisis
inapropiada durante los primeros estadios de desarrollo de la Artemia sp. y especialmente en
periodos de estrés ambiental (cambios en los niveles de salinidad y oxigeno del agua). Esta
familia de inhibidores de proteasas se encuentra en una concentracion in vivo de 1-2 ?M en
huevos completamente hidratados, es un inhibidor no competitivo cuyo valor de Ki sugiere un
comportamiento pseudoirreversible, es estable entre pH 6.0 y 9.5 a 4°C e inestable a pH por
debajo de 5.0, su peso molecular esta entre 8700 y 9000 Da por filtracion en gel y entre 5000
y 14000 Da por SDS-PAGE, (Warner y Sonnenfeld-Karcz, 1992).

La presencia de actividad inhibidora de tripsina en el hepatopancreas de camarones fue
informado por primera vez por De Arazosa, Gonzalez y Carrillo (1996 ) en extractos acidos de
hepatopancreas de Penaeus schmitti y posteriormente en P. californiensis y P. vannamei por
Garcia Carrefio, Carrillo y Navarrete (1997, enviado para publicar). Delfin, Marafién, De
Arazosa y Carrillo (datos no publicados) comprobaron la presencia de actividad inhibidora de
proteasas en extractos acidos de P. californiensis y P. schmitti al fraccionar estos extractos
mediante cromatografia de afinidad en tripsina-etiloxi-Sepharosa 4BCL. Como resultado de
esta cromatografia se obtuvo una fracciéon con actividad inhibidora de proteasas, que se
evalu6 por el método de Trautochold y Werle (1961) con la utilizacion de BAEE como
sustrato.

Variaciones circadianas de las enzimas digestivas Van Wormhoudt (1980) realiz6 un estudio
de los ritmos circadianos de las enzimas digestivas en Palaemon serratus. La actividad de la
" -amilasa, fosfatasa, proteasas, fosfodiesterasas, DNAsas y algunas RNAsas presentd un
comportamiento sincronico bifasico y un periodo de alrededor de 12 horas. Para la actividad
de la " -amilasa, fosfatasa, proteasas y fosfodiesterasas, el primer maximo aparece 5 horas
después del comienzo de la iluminacion, entre las 12:00 y 2:00 PM, el cual es mas pequefio y
otro entre las 22:00 y 1:00 horas que es el mas importante. Existen otros 2 picos de actividad
en las 7:00 PM y las 5:00 horas para la fosfatasa, las fosfodiesterasas, DNAsas y algunas
RNAsas, también determind la existencia de un ritmo en el contenido de RNA y proteinas del
hepatopancreas, que se correlaciona con el ritmo de la actividad de las enzimas digestivas,
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precediendo la sintesis de RNA alrededor de 1 hora la sintesis de proteina y esta a su vez de
2 a 3 horas el maximo de actividad especifica de las enzimas digestivas. Estos ritmos de las
enzimas digestivas ya se encuentran presentes en los estadios larvales y poseen las mismas
caracteristicas que en los adultos. Van Wormhoudt (1980) encontrd que ya en zoea 4 el ritmo
tiene una tendencia bifasica, haciéndose éste mas claro en las postlarvas y juveniles.

Los 2 periodos principales de actividad méaxima de las enzimas digestivas pudieran
corresponder de una parte a un fuerte periodo diurno de secreciéon de enzimas digestivas en
el hepatopancreas y de otra parte a una acumulacion nocturna de enzimas digestivas en las
vacuolas digestivas (Van Wormhoudt, 1980). Gonzéalez , Gomez y Carrillo (1995) y Gonzélez,
Suérez y Carrillo (1997) demostraron que la actividad de tipo tripsina, amilasa y proteolitica
general del hepatopancreas de Penaeus schmitti presenté una variacién circadiana con dos
maximos de actividad.

Estas enzimas aumentaron su actividad después de la ingestion del alimento hasta alcanzar
el maximo entre 4 y 6 horas. La variacion circadiana de la actividad proteolitica total estuvo
afectada por el horario de alimentacion y el fotoperiodo. El avance de los conocimientos
sobre el proceso de la digestion del camar6n en las dos ultimas décadas ha sido notable, sin
embargo la aplicacion de estos conocimientos a la camaronicultura lamentablemente no ha
tenido el mismo ritmo.
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