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“Fisiología Bioquímica Digestiva De Crustáceos Decápodos: Estudio Integrativo 

Sobre La Actividad De Enzimas Digestivas En Cangrejos Eurihalinos” 

Resumen 

El objetivo general de la presente tesis fue realizar un estudio integrativo de 

caracterización y modulación de la actividad de   enzimas digestivas  en cangrejos 

eurihalinos. En este contexto, se realizaron estudios en los cangrejos eurihalinos Neohelice 

granulata y Cyrtograpus angulatus de la zona de planicie de mareas de la  laguna costera de 

Mar Chiquita (Pcia. de Buenos Aires)  con el fin de determinar la existencia y características 

bioquímicas de actividad de enzimas digestivas clave; posibles vías de regulación y 

mensajeros químicos primarios e intracelulares involucrados; la posible modulación 

diferencial de enzimas digestivas en relación a diferentes condiciones de salinidad (que 

impliquen estados osmorregulatorios diferenciales) para determinar la existencia  de 

respuestas y de modulación integrales de la actividad de enzimas digestivas y reservas de 

energía específicas.  Para cumplir con el objetivo se llevaron a cabo estudios de 

caracterización parcial de la actividad de tripsina en hepatopáncreas de N. granulata 

(Capítulo 1);    de determinación de la existencia, caracterización parcial y modulación por 

dopamina de la actividad de aminopeptidasa-N (APN) en hepatopáncreas de N. granulata 

(Capítulo 2), de modulación de la actividad de lipasa por dopamina, AMPc y glucagón   y 

del contenido de triglicéridos  en hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 3); del efecto de 

alta y baja salinidad sobre la actividad de enzimas digestivas y contenidos de reservas de 

energía  a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en  individuos de N. granulata 

(capítulo 4);  del efecto de un cambio abrupto de alta a baja salinidad sobre la actividad de 
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enzimas digestivas y contenidos de reservas de energía en  individuos de N. granulata 

(Capítulo 5); de caracterización parcial y de modulación por salinidad ambiental y aminas 

biogénicas  de la actividad de enzimas digestivas en   hepatopáncreas de C. angulatus 

(Capítulo 6). Los resultados de la presente tesis representan un enfoque original que permite 

ampliar el escaso conocimiento actual sobre diferentes aspectos de la fisiología bioquímica 

digestiva de cangrejos eurihalinos en general. Así  mismo esta investigación brinda datos 

sobre ajustes a nivel bioquímico-fisiológico y mecanismos de regulación en cangrejos 

hiper/hiporreguladores en particular. 

 

Palabras clave: Enzimas digestivas, hepatopáncreas, flexibilidad fenotipica, 

mensajeros químicos, reservas de energía,  cangrejos eurihalinos.
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Abstract 

The general aim was to conduct integrative studies of characterization and 

modulation of the activity of digestive enzymes in euryhaline crabs. In this context, studies 

were conducted in the euryhaline crabs Neohelice granulata and Cyrtograpus angulatus of  

Mar Chiquita coastal lagoon (Prov. de Buenos Aires) in order to determine the occurrence 

and biochemical characteristics of the activity of key digestive enzymes; potential regulatory 

pathways and primary chemical messengers and intracellular messengers involved; the 

possible differential modulation of digestive enzymes in relation to different salinity 

conditions implying differential osmorregulatory states in order to establish the occurrence 

of integrative responses and modulation of the activity of digestive enzymes and specific 

energy reserves. To achieve this aim, different studies were carried out: studies of partial 

characterization  of trypsin activity in hepatopancreas of N. granulata (Chapter 1);  

characterization and modulation of  dopamine of the activity of aminopeptidase- N (APN) in 

hepatopancreas of N. granulata (Chapter 2), modulation of lipase activity by dopamine, 

AMPc and glucagon and triglycerides content in hepatopancreas of N. granulata (Chapter 

3); the effect of high and low salinity on responses of digestive enzyme activity and content 

of energy reserves at different times after food intake in individuals of N. granulata (chapter 

4);  effect of an abrupt change from high to low salinity on digestive enzyme activity and 

content of energy reserves in individuals of N. granulata (Chapter 5); characterization and 

modulation by environmental salinity and biogenic amines of the activity of digestive 

enzymes in the hepatopancreas of C. angulatus (Chapter 6). The results  represent an 

original approach that can extend the limited knowledge on various aspects of biochemistry 

digestive physiology of euryhaline crabs in general and adjustments at the  biochemical-
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physiological level and mechanisms of regulation in hyper / hypo-regulating crabs covering 

an area of vacancy in biochemical, ecological and adaptive physiology. 

 

Key words: digestive enzymes, hepatopancreas, phenotypic flexibility, chemical 

messengers, energy reserves, euryhaline crabs. 
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Introducción General 

 

Los estudios sobre diferentes aspectos de la fisiología bioquímica digestiva 

constituyen un área de fundamental importancia para el conocimiento integrado de  

estrategias digestivas a nivel bioquímico-fisiológico. Conocer las características de  los 

parámetros digestivos y metabólicos a nivel bioquímico  y los ajustes en los mismos en 

relación a variaciones en el ambiente constituye una herramienta fundamental para evaluar 

la performance de los individuos, particularmente, en ambientes altamente heterogéneos  

(del Valle y López Mañanes, 2012).  Sin  embargo,  estudios en grupos de importancia 

ecológica tales como cangrejos eurihalinos intermareales son escasos o  ausentes. Además, 

a pesar de la  importancia del conocimiento de las características bioquímicas y la  

modulación de la actividad de enzimas digestivas clave,  existe una gran la falta de 

información sobre las mismas en cangrejos eurihalinos asi como   sobre la fisiología 

bioquímica digestiva en general de estos organismos.  

La flexibilidad fenotípica, una categoría de plasticidad fenotípica, implica 

variaciones reversibles  a distintos niveles (desde molecular a comportamental), dentro de 

un individuo, las cuales pueden incrementar  las chances de supervivencia de los animales 

que enfrentan cambios espacio-temporales en las condiciones ambientales.  Estos cambios 

reversibles les permiten a los individuos adaptarse favorablemente al régimen ambiental 

prevalente (Piersman y Drent 2003; Pfenning et al., 2010; Kelly et al., 2012). Los ajustes  

en respuesta a variaciones en el ambiente implican, frecuentemente, una reorganización 

metabólica. En este contexto, la performance fisiológica del sistema digestivo tiene obvias 

implicancias para todos los procesos fisiológicos  (Secor,  2001; Piersma y Drent, 2003). La 

flexibilidad fenotípica a distintos niveles (ej: bioquímico) del sistema digestivo puede 

conducir a ajustes en la capacidad digestiva permitiendo, de esta manera, un adecuado 
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balance energético y una reorganización metabólica en respuesta a condiciones cambiantes 

del ambiente (Bozinovic y Canals, 2008; del Valle et al., 2004; 2006; del Valle y López 

Mañanes, 2008; 2009; 2011; 2012; Naya et al., 2007, 2008, 2009). En varios vertebrados, la 

modulación  diferencial de la actividad de enzimas digestivas clave constituye un 

mecanismo de ajuste a nivel bioquímico en respuesta a condiciones fisiológicas y/o 

ambientales (Balslev-Clausen et al., 2003; del Valle et al., 2004; 2006; del Valle y López 

Mañanes, 2008; 2009; 2011; 2012; Naya et al., 2008, 2009; Iglesias et al 2009; Brezk et al., 

2013; Liu et al., 2013; McWilliams et al., 2014). Las enzimas digestivas cumplen un rol 

fisiológico esencial ya que constituyen el vínculo entre la ingestión, absorción y 

asimilación de nutrientes (del Valle y López Mañanes, 2012; Karasov et al., 2011; Karasov 

y Douglas, 2013).   

 Diversos mensajeros químicos primarios (entre ellos aminas biogénicas y varias 

hormonas peptídicas) están involucrados en la compleja regulación de diferentes procesos 

digestivos, secretorios y absortivos a nivel bioquímico (Dufresne et al., 2006; Murphy et 

al., 2008; Williams et al., 2009; Goodman, 2010; Williams, 2010; Stengel y  Taché, 2011;  

de Araujo et al., 2012; Wang et al., 2012; Dockray, 2014; Trowers y Tischler, 2014). En 

comparación con vertebrados la información en invertebrados es escasa y fragmentaria. 

 El hepatopáncreas de los crustáceos desempeña un rol central en la digestión y 

absorción de nutrientes (Ceccaldi,  1989; Muhlia-Almazan y Garcia-Carreño, 2003; Zeng et 

al., 2010, Mc Gaw y Curtis, 2013; Carter y Mente, 2014; Wang et al., 2014; Riveiro et al., 

2014). Se ha sugerido que enzimas digestivas específicas podrían ser reguladas 

intracelularmente  en respuesta a estados fisiológicos diferenciales (Muhlia-Almazán y 

Garcia Carreño 2003; Sánchez Paz et al., 2006). Sin embargo, los procesos y mecanismos 

de regulación de la actividad de enzimas digestivas están muy poco comprendidos y no se 

han dilucidado aún las  vías y/o mensajeros químicos posiblemente involucrados. El 



 

 3 

hepatopáncreas de crustáceos parece ser también un importante órgano endócrino 

habiéndose detectado varias aminas biogénicas y hormonas peptídicas (Fingerman et al., 

1993; Huang et al., 2005).  

En crustáceos decápodos, las aminas biogénicas (ej: dopamina, serotonina, 

histamina) circulantes están involucradas en la regulación de diversos procesos fisológicos 

y en respuestas frente a diferentes tipos de estrés (Fingerman et al., 1994; Schleich et al., 

1999; Cheng et al., 2005; Lorenzon, 2005; Lorenzon et al., 2005; Chiu et al., 2006; 

Genovese et al., 2006; Hsieh et al., 2006; Yeh et al., 2006; Chang et al., 2007; Liu et al., 

2008; Avramov et al., 2013; Pan et al., 2014). Sin embargo, faltan estudios  sobre su 

posible rol en la regulación de funciones digestivas (ej: modulación de enzimas digestivas).  

Los cangrejos eurihalinos hiper/hiporreguladores son capaces de mantener la 

concentración osmótica de la hemolinfa dentro de un rango estable, por encima  o debajo 

de la del medio externo en baja y alta salinidad, respectivamente (Lucu y  Towle, 2003; 

Freire et al., 2008; McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 2012; Henry et al., 2013; 

Larsen et al., 2014). Los cambios moleculares y bioquímicos (ej: actividad de enzimas y 

sistemas de transporte en branquias) implicados en las respuestas osmorregulatorias  han 

sido intensivamente estudiados en varias especies de cangrejos, sin embargo, algunos de los 

mecanismos involucrados a nivel bioquímico no están aún  totalmente comprendidos, 

particularmente desde una perspectiva  metabólica (McNamara y Faria, 2012; Romano y 

Zeng, 2012). Las respuestas a nivel bioquímico a la salinidad ambiental constituyen un 

proceso complejo que implica también la participación de diferentes enzimas y sistemas de 

transporte en varios tejidos tales como hepatopáncreas y músculo (Jahn et al., 2006; Pinoni 

y López Mañanes 2004, 2008, 2009; Athamena et al., 2011; Martins et al., 2011; Pinoni et 

al., 2013). En este contexto, los estudios  sobre diferentes aspectos de la fisiología 

bioquímica digestiva en  cangrejos eurihalinos constituyen un área de fundamental 
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importancia para  el conocimiento integrado de  estrategias digestivas a nivel bioquímico-

fisiológico. Sin embargo,  faltan estudios sobre caracterización y modulación  (ej: 

mensajeros químicos; factores ambientales y fisiológicos) de la actividad de enzimas 

digestivas en el hepatopáncreas (sitio principal de producción de enzimas digestivas en 

crustáceos decápodos) y sobre los posibles ajustes integrales  de enzimas digestivas y 

reservas de energía específicas en relación  a condiciones fisiológicas y/o ambientales 

diferenciales.  

Neohelice (Chasmagnathus) granulata y Cyrtograpsus angulatus son cangrejos 

eurihalinos de importancia ecológica en áreas costeras  y estuariales del Atlántico 

sudoccidental (Boschi, 1964, Spivak et al., 1994; Iribarne et al., 1997, Spivak, 1997; 

Bortolus e Iribarne, 1999; Giménez, 2003; Iribarne, 2003).  La salinidad afecta varios 

aspectos de la  biología e historia de vida de estos cangrejos y se ha propuesto como uno de 

los factores principales que afecta su distribución. N. granulata constituye un modelo 

animal emergente para estudios de bioquímica, fisiología y ecología (Spivak, 2010).  

En la laguna costera de Mar Chiquita (Pcia. Bs. As.) (37º32'-37º45’S; 57º19'-

57º26’O) N. granulata y C. angulatus constituyen las especies de cangrejos dominantes en 

donde están expuestos a condiciones altamente variables de salinidad (Spivak et al., 1994;  

Spivak, 1997; Pinoni y López Mañanes, 2011; Luppi et al., 2013). La flexibilidad en el 

comportamiento osmorregulatorio constituye un proceso fisiológico clave en ambos 

cangrejos (López Mañanes et al., 2000; 2002; Schleich et al., 2001; Pinoni et al., 2005; 

Pinoni y López Mañanes, 2004; 2008, 2010; 2013).  Como se mencionó anteriormente, los 

conocimientos sobre fisiología bioquímica digestiva  de estas especies son escasos y faltan 

estudios sobre existencia, características bioquímicas y modulación de actividad de enzimas 

digestivas clave y sobre la posible  modulación concomitante de reservas de energía 

específicas.   
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El objetivo general de la presente tesis fue realizar estudios integrativos sobre 

actividades de enzimas digestivas clave  en cangrejos eurihalinos.  Dentro del objetivo 

general se realizaron estudios de caracterización y modulación de la actividad de enzimas 

digestivas específicas en hepatopáncreas de los cangrejos eurihalinos N. granulata y C. 

angulatus de la laguna costera de Mar Chiquita (Pcia. de Buenos Aires)  y de modulación del 

contenido de reservas de energía en órganos de reserva con el fin de: a) determinar la 

existencia y características bioquímicas de actividad de enzimas digestivas clave, b)  

determinar posibles vías de regulación y mensajeros químicos primarios e intracelulares 

involucrados; c) determinar  la posible modulación diferencial de enzimas digestivas en 

relación a diferentes condiciones de salinidad que impliquen estados osmorregulatorios 

diferenciales;  d) establecer la existencia  de respuestas y de modulación integrales de la 

actividad de enzimas digestivas y reservas de energía específicas; e) establecer aspectos 

comparativos  interespecíficos. 

 

Para cumplir con el objetivo general  se llevaron a cabo: 

- Estudios de caracterización parcial de la actividad de tripsina en hepatopáncreas de 

N. granulata (Capítulo 1) 

- Estudios de caracterización parcial y de modulación por dopamina de la actividad 

de aminopeptidasa-N en hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 2) 

- Estudios de modulación de la actividad de lipasa por dopamina, AMPc y glucagón  

y del contenido de triglicéridos  en hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 3) 

- Estudios sobre el efecto de baja y alta salinidad sobre la actividad de lipasa, 

proteolítica total y aminopeptidasa-N en hepatopáncreas  y sobre contenido de triglicéridos y 

proteínas en órganos de reserva (hepatopáncreas, músculo de la quela, branquias anteriores y 
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posteriores) a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en  N. granulata (Capítulo 

4) 

- Estudios sobre el efecto de un cambio abrupto de salinidad (alta a baja salinidad) 

sobre la actividad de lipasa, proteolítica total, de tripsina y de aminopeptidasa-N en 

hepatopáncreas y contenido de triglicéridos y proteínas en órganos de reserva 

(hepatopáncreas, músculo de la quela, branquias anteriores y posteriores) de  N. granulata 

(Capítulo 5) 

- Estudios de localización, caracterización parcial y de modulación de la actividad de 

lipasa, proteolítica total, de tripsina y de aminopeptidasa-N en  hepatopáncreas de C. 

angulatus (Capítulo 6)   
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CAPÍTULO 1:  

 

 

Actividad de tripsina en 

hepatopáncreas de Neohelice  

granulata: caracterización parcial
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Introducción 

 

Los procesos de digestión y absorción del alimento  limitan la tasa de asimilación de 

nutrientes (ej: proteínas) y el presupuesto energético total de los organismos (Bozinovic, 

1993, 2003, Sabat et al., 1999; Caviedes-Vidal et al., 2000; Balslev-Clausen et al., 2003; 

del Valle et al., 2004, 2006, del Valle y López Mañanes, 2008, 2011).  En este contexto, la 

presencia, nivel de actividad y modulación de enzimas digestivas específicas (ej: 

diferentes proteasas) en tracto digestivo se relacionan con la capacidad de los individuos 

para la digestión de diferentes sustratos de la dieta  (Karasov et al 2011, karasov y 

Douglas, 2013).  

Las proteasas (también denominadas proteinasas o peptidasas) son enzimas 

ancestrales que  catalizan la hidrólisis de uniones peptídicas de proteínas y péptidos  

(Rawlings, 2013; Mótyán et al., 2013). Las proteasas catalizan reacciones altamente 

específicas del proceso proteolítico produciendo diferentes productos resultantes de la 

digestión proteica (López-Otin y Bond, 2008). Diversas proteasas  están involucradas en el 

metabolismo proteico  a través de la modificación de  proteínas de la dieta,   

neuropéptidos, hormonas, el  procesado de pro-enzimas y movilización de proteínas de 

tejidos de reserva (Rawlings, 2013). 

La tripsina  (EC 3.4.21.4),  una endopeptidasa del tipo serin-proteasa que  hidroliza 

enlaces peptídicos del lado del sitio carboxílico  de residuos de Arg o Lys, es una de las 

proteasas más importantes en tracto digestivo de mamíferos como así también de varias 

especies de vertebrados no mamíferos y varias especies de invertebrados (Sainz, 2004; 

Muhlia-Almazán et al., 2008; Vandermarliere et al., 2013, Perera et al., 2014, Wang et al., 

2014).  En este contexto, en vertebrados, particularmente en mamíferos y en varias 

especies de inverterbrados, la tripsina ha sido objeto de numerosos estudios debido a su rol 
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central en la digestión proteica, además de su participación en otros procesos fisiológicos 

(Díaz-Mendoza et al., 2005; Delcroix et al., 2006; Muhlia-Almazán et al., 2008; Page y Di 

Cera, 2008; Perera et al., 2012, 2014).    

 En crustáceos, el hepatopáncreas constituye el principal sitio de producción de 

enzimas digestivas (Ceccaldi, 1989; Muhlia-Almazán y García Carreño, 2003). En varias 

especies de crustáceos se  ha  reportado la presencia de actividad de  tripsina  en el 

hepatopáncreas  ( Arnón y Neurath, 1969; Pheiderer  et al., 1970; Yang y Davies, 1971; 

Murphy y Saxena, 1975; Gibson y Barker, 1979; Gates y Travis, 1969: Johnston et al., 

1995, Zwilling y Neurath, 1981; Fernandez Gimenez et al., 2001, Buarque et al., 2009, 

Figueiredo y Anderson, 2009; Perera et al., 2008, 2012; Sricket et al., 2012;  Silva Santos 

et al., 2014; Rotlant et al., 2014).  

En varios crustáceos decápodos, se ha  relacionado la presencia y el nivel de 

actividad de enzimas digestivas en el hepatopáncreas con la naturaleza de los componentes 

dietarios que pueden ser potencialmente utilizados para los procesos metabólicos 

(Pavasovic et al., 2007, Figueiredo y Anderson, 2009, Ramirez-Otarola et al., 2011; 

Fairwather et al., 2012). Neohelice (Chasmagnathus) granulata de la zona de planicie de 

marea de la laguna costera de Mar Chiquita  se comporta como omnívoro-detritívoro con 

una dieta con alto contenido de ítems  de origen animal (Iribarne et al., 1997; Bortolus y 

Iribarne, 1999; Bortolus et al., 2004; Lancia et al.,  2013). Trabajos previos de nuestro 

laboratorio, muestran la presencia de alta actividad  proteolítica en hepatopáncreas de N. 

granulata  lo que sugiere su capacidad para la digestión de ítems proteícos (Pinoni, 2009, 

Pinoni et al., 2011, 2013). Sin embargo, faltan estudios de identificación y de 

caracterización de las posibles actividades de proteasas presentes. En este contexto, si bien 

se ha descripto la presencia de  actividad de tripsina en hepatopáncreas de  N.granulata 

(Lancia et al., 2013), no se han realizado aún estudios sobre características bioquímicas.  
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En este  capítulo se describen estudios de caracterización parcial de la actividad de 

tripsina en hepatopáncreas de individuos de N. granulata realizados en la presente tesis 

como paso preliminar para posteriores estudios de modulación de la misma (Capítulos 5). 

 

Materiales y Métodos 

 

Productos químicos 

La  Na-Benzoyl-DL-Arginina-p-Nitroanilida (BAPNA), el tris-(hidroximetilamino-

metano)(Tris), el ethyleneglicol N, N ', N'-tetraacético (EGTA) y la albúmina de suero 

bovino fueron de Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.), el Coomasie blue G250 fue de Fluka 

(Alemania).  Otros productos químicos utilizados fueron de grado analítico. Todas las 

soluciones se prepararon en agua destilada. 

 

Captura y mantenimiento de los animales 

Se recolectaron machos adultos de Neohelice granulata en intermuda (Drach y 

Tchernigovtzeff, 1967; Moriyasu y Mallet, 1986), con un ancho de caparazón mayor a 2,5 

cm, en la zona de planicie de mareas de la laguna de Mar Chiquita (provincia de Buenos 

Aires, 37º32'-37º45’S; 57º19'-57º26’O). Los individuos fueron transportados  

inmediatamente al laboratorio en recipientes con agua del sitio de recolección. Los 

cangrejos se mantuvieron al menos 10 días en acuarios en condiciones controladas de 

salinidad (35‰), temperatura (22± 2º C) y fotoperíodo (12 h. luz/ 12 h. oscuridad). El 

agua se aireó y filtró permanentemente. Los acuarios fueron cubiertos con nylon negro 

para reducir disturbios. Los individuos fueron alimentados tres veces por semana con 

alimento comercial balanceado Tetra Pond Koi Vibrance (0,07 g por individuo) y fueron 
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privados de alimento  48hs antes de los experimentos (Méndez,  2010; Asaro et al., 2011; 

Pinoni et al., 2013). 

 

Preparación de extractos enzimáticos 

Los cangrejos se crioanestesiaron durante 20 minutos. Posteriormente, se pesaron y  

se extrajo el hepatopáncreas. Luego de pesar el tejido, se colocó inmediatamente en buffer 

de homogeneización (Tris/HCl 0,5 mM, pH 7,4) (4 ml de buffer x g de tejido-1) y se 

homogeneizó en homogeneizador CAT (tool T10) en hielo. Luego se centrifugó a 10.000 

x g durante 15 min (Sorval, rotor SS34).  El sobrenadante  se fraccionó y se almacenó a 20 

ºC con glicerol 1,3 % p/v, posteriormente se determinó actividad de tripsina y 

concentración de proteínas (Asaro et al., 2011; Pinoni et al., 2013) 

 

Determinación de la actividad de tripsina 

La actividad de tripsina fue determinada usando benzoílo- Arg-p-nitroanilida 

(BAPNA) como sustrato (Ezquerra y García Carreño, 1997) con algunas modificaciones 

(presente tesis). La reacción se inició mediante la adición de sustrato (concentración final 

1,23 mM) a una mezcla de reacción que contuvo una  alícuota de la muestra 

correspondiente  en 50 mM buffer Tris pH 7,4. Después de la incubación durante 15 min a 

45º C, la reacción se detuvo por adición de 250 µl de KOH.  
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Para los estudios de caracterización de la actividad de tripsina, el procedimiento fue el 

mismo que el descripto anteriormente, excepto que la actividad se determinó en presencia 

de distintos pHs (rango de 4,5-11,0) (buffer fosfato 50mM pH 4,5 Tris-HCl 50mM,  pH 

6,0- 8,0; 50 mM glicina, pH 11,0) y  temperaturas (4-70 º C) de la mezcla de reacción. Para 

estudiar el efecto de la concentración de BAPNA sobre la actividad de tripsina  la actividad 

se determinó a pH 7,4 a  45ºC en presencia de  concentraciones crecientes de BAPNA 

(0,083-0,5 mM) en la mezcla de reacción. 

 

Determinación de la concentración de proteínas 

La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 

estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 

 

Análisis estadístico 

Los resultados del efecto de la diferentes concentraciones de  BPNA  se analizaron 

por medio de análisis de regresión no lineal (GraphPad Prism 2.01 software). Las curvas 

que se muestran son las que mejor ajustan a los datos experimentales. Los valores  Km 

(constante de Michaelis -Menten) se estimaron de las mismas (GraphPad Prism 2.01 

software). El análisis estadístico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para 

Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas de 

Levene  y un test de  normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizó un análisis de 

varianza  paramétrico (One Way ANOVA). Para identificar diferencias se utilizó un test a 

posteriori ANOVA (Test Holm-Sidak). Se consideraron diferencias significativas entre 

medias cuando el valor de  p fue menor a 0.05. 
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Resultados 

 

Actividad de tripsina  en hepatopáncreas de N. granulata 

La actividad de tripsina fue máxima a pH 7,4. A pH 4,0  y  10 la actividad 

disminuyó aproximadamente un 70 % con respecto al valor de actividad a pH 7,4. A pH 

6,0 la disminución de la actividad fue alrededor de  un 80% con respecto a la actividad a 

pH 7,4 (Figura 1.1).   

 

5.0 7.5 10.0 12.5
0

1

2

3

4

5

6

7

pH

A
c
ti

v
id

a
d

 e
s
p

e
c
íf

ic
a
 d

e
 T

ri
p

s
in

a

(u
m

o
le

s
 x

 m
g

-1
x
 m

in
-1

)

 

Figura. 1.1.- Efecto del pH (4,0-10,0) sobre la actividad de tripsina en 

hepatopáncreas de N.granulata. La actividad se midió a 45 ° C y en 

presencia de 1,23 mM de BAPNA. Los datos son la media ± E.S para 5 

individuos (gl: 17; F: 3,3; p:0.04).  
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El efecto de la temperatura (4-70 º C) sobre la actividad de tripsina se muestra en  

la figura 1.2. La máxima actividad  fue encontrada  a 45ºC. La actividad de tripsina a 20ºC 

fue de, aproximadamente, un  50% de la actividad a 45ºC.  A baja (4ºC) y alta (70ºC) 

temperatura la actividad de tripsina  fue, aproximadamente, un 60% menor que la 

actividad a 45ºC.  
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Figura.1.2.- Efecto de la temperatura (4.0-70ºC) sobre la actividad de tripsina en 

hepatopáncreas de N.granulata. La actividad se midió a pH 7,4 y en presencia de 1,23 

mM de BAPNA. Los datos son la media ± E.S para 5 individuos (gl: 18; F: 2,8; P:0,06)
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El efecto de concentraciones  crecientes de BAPNA (0,12-1,5 mM) sobre la 

actividad de tripsina se muestra en la figura 1.3 La actividad de  tripsina en 

hepatopáncreas de N.granulata exhibió una cinética de Michaelis-Menten (Km 

aparente = 0,64 mM).  
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Figura.1.3.- Efecto de concentraciones crecientes de BAPNA (0,12-1,5 

mM) sobre la actividad de tripsina en hepatopáncreas de N.granulata. La 

actividad se midió a pH 7,4 y 45ºC. Los datos son la media ± E.S para 5 

individuos.  
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DISCUSIÓN 

 

Los estudios de localización y  determinación de características bioquímicas de 

actividades enzimáticas digestivas clave (ej: actividad de tripsina) en tracto digestivo  

constituyen un paso básico fundamental en el conocimiento de la fisiología bioquímica 

digestiva. Sin embargo, como se mencionó anteriormente, en la introducción de la 

presente tesis,  la información sobre existencia y características bioquímicas de  actividad 

de tripsina en hepatopáncreas de cangrejos eurihalinos es aún escasa. (Dendinger y 

Connor, 1990).  En este contexto, en la presente tesis realizamos estudios de 

caracterización parcial de actividad de tripsina en hepatopáncreas de N.granulata.    

Los valores de pH óptimo reportados  para la actividad de tripsina detectadas en 

hepatopáncreas de crustáceos decápodos difieren según la especie, habiéndose reportado 

valores a pH ácidos, neutros y alcalinos dentro de un rango entre 6-8.5 (García-Carreño et 

al., 1994; Ceccaldi, 1997; Maeda- Martinez et al., 2000;  Buarque et al., 2009, 2010 ; 

Pavasovic et al., 2014; Figueriedo y Anderson, 2009; Perera et al., 2012, Sriket et al., 2012 

; Buarque et al., 2009) . La mayor actividad de  tripsina en hepatopáncreas de N.granulata 

a pH 7,4  y el mantenimiento de actividad a pHs 5,0-6,0 y 10,0  (Fig.1.1)  difiere de lo 

encontrado para la actividad de tripsina  en hepatopáncreas del cangrejo eurihalino 

Callinectes sapidus (Dendinger y Connor, 1990). En algunos crustáceos decápodos se ha 

descripto que la tripsina en hepatopáncreas se mantiene activa dentro de un rango de pH 

entre 5.5 a 9.0 (Garcia-Carreño, 1992; Figueiredo et al., 200l). En varias especies de 

langostas,  se ha descripto que la alta actividad de tripsina en hepatopáncreas se relaciona 

con la existencia de varias isoformas de la enzima (Celis-Guerrero et al., 2004;  Perera et 

al. 2008, 2014). En la langosta   Panulirus argus, coincidentemente con lo descripto para 
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extractos crudos, el pH óptimo para la mayoría de las isoformas varía entre 7,0 a 8,0 

(Perera et al., 2012, 2014). Sin embargo, establecer  si la mayor actividad de tripsina a pH 

7,4 en hepatopáncreas de N. granulata corresponde a la presencia de isoformas similares a 

las descriptas para P. argus  requiere mayor investigación. Por otro lado, en el camarón de 

río Macrobrachium rosenbergii se ha sugerido que la disminución de la actividad  de 

tripsina a pHs ácidos y alcalinos podría estar asociada con cambios conformacionales de la 

enzima (Sriket et al., 2012).   Estudios futuros utilizando enzima purificada permitirán 

dilucidar si este es el caso para la actividad de  tripsina en hepatopáncreas  de N. 

granulata.   

La actividad máxima de tripsina a 45°C en hepatopáncreas de N. granulata y el 

mantenimiento de la misma a 70°C (60% de la actividad máxima) (Fig.1.2)  es similar 

para lo descripto para esta actividad en hepatopáncreas de los camarones Macrobrachium 

lamarrei (Saxena y Murphy, 1979) y  F. paulensis (Buarque et al., 2009). En 

hepatopáncreas de varios crustáceos  tales como  Penaus  monodon  (Jiang et al., 1991); P. 

clarkii (Guizzani et al., 1992), Litopenaeus vannamei (Sainz et al., 2004); Triops sp. 

(Maeda-Martínez et al.,  2000) y  M. amazonicum (Silva Santos et al., 2014) se han 

descripto valores máximos de actividad de tripsina a altas temperaturas entre 50-65°C.   

El comportamiento michaeliano de la actividad de tripsina en hepatopáncreas de 

N.granulata está de acuerdo con lo descripto para esta actividad en  hepatopáncreas de 

otros crustáceos decápodos tales como Macrobrachium lamarrei  (Murthy y  Saxena, 

1979); el cangrejo de río Procambarus clarkii (Guizani et al., 1992) y en el cangrejo real  

Paralithodes camtschaticus (Papilova et al., 2008). Para nuestro conocimiento, no existen 

reportes sobre el comportamiento cinético de actividad de tripsina en hepatopáncreas de 

cangrejos eurihalinos. 
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En conclusión, los resultados del presente capítulo que describen características 

bioquímicas de la actividad de tripsina en hepatopáncreas en N. granulata constituyen un 

aporte al escaso conocimiento de esta actividad en hepatopáncreas de cangrejos 

eurihalinos y aportan conocimiento básico para posteriores estudios de modulación de la 

misma (capítulos  5).  La caracterizacion bioquimica de la actividad de tripsina en 

hepatopáncreas de N. granulata se relaciona con las caracteristicas dietarias (omnívoro-

detritívoro)  y ambientales de la zona de planicie de mareas en la laguna costera de Mar 

Chiquita. 
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CAPÍTULO 2 
 

 

Actividad de N-aminopeptidasa en 

hepatopáncreas de  Neohelice 

granulata: Caracterización parcial y 

modulación por dopamina
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Introducción 

 

Las ectopeptidasas son  enzimas proteolíticas unidas a la membrana celular, con el 

sitio catalítico expuesto a la superficie extracelular, lo que les permite tener una amplia 

gama  de funciones fisiológicas (McGrath, 2006; Bosch et al., 2014). 

 La  N-aminopeptidasa (APN) (CE 3.4.11.2) (también conocida como CD13 o 

alanina aminopeptidasa) es una ectopeptidasa dependiente de  Zn+2 de las familia de 

metaloenzimas  M1. La APN cataliza la liberación secuencial de los aminoácidos N-

terminales de péptidos, preferentemente de aminoácidos neutros como la alanina (Hooper, 

1994; Sanderink et al., 1988; Luciani et al., 1998; Mentlein, 2004; Wong et al., 2012; 

Chen et al., 2013).   

La APN de mamíferos es una proteína dimérica multifuncional que se expresa 

ampliamente en las superficies celulares de una gran variedad de tejidos (Mina Osorio, 

2008; Villaseñor-Cardozo, 2013). En su estructura consta de una cola corta intracelular, un 

ancla transmembrana, un pequeño tallo extracelular y un  gran  ectodominio extracelular 

lo que se ha propuesto podría explicar, en parte, sus roles multifuncionales (Luciani, 1998; 

Chen et al., 2012).  La APN funciona en forma ubicua en las rutas metabólicas de una 

enorme variedad de péptidos (Chen et al., 2013).  Sin embargo, se desconoce aún como la 

APN es capaz de acceder a tantos diferentes péptidos componentes de varias rutas 

metabólicas  

En tracto digestivo, la APN  de epitelio intestinal desempeña un papel principal en 

las etapas  finales de la digestión de proteíca produciendo di/-tri-péptidos y aminoácidos 

individuales que son transportados hacia el intracelular  por diversos transportadores de 

péptidos y aminoácidos para su posterior degradación por proteasas intracelulares (en el 

caso de péptidos) y/o absorción (Alpers, 1987; Mentlein, 2004; Goodman, 2010; 
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Fairweather et al., 2012). De esta manera, la actividad de APN en tracto digestivo se 

utiliza  como un indicador de la capacidad digestiva proteica de los organismos (Ramírez-

Otárola et al., 2011).  

En crustáceos, el hepatopáncreas además de constituir  el principal sitio de 

producción de enzimas digestivas es un órgano multifuncional con un papel central en la 

digestión y absorción de nutrientes (Ceccaldi, 1989; Muhlia-Almazán y García Carreño, 

2003, Wang et al., 2014; Riveiro et al., 2014). En membranas vesiculares apicales de 

hepatopáncreas de varias especies de crustáceos decápodos se ha reportado la presencia de 

diferentes transportadores de aminoácidos y péptidos lo que sugiere el rol de este órgano  

en pasos finales de la digestión proteica y en la absorción de metabolitos resultantes 

(Ahearn et al., 1999; Duka et al., 2013).  En este contexto, el nivel y/o modulación de la 

actividad de APN en hepatopáncreas podría  determinar y/o afectar   la capacidad para la 

digestión final de proteínas y/o la absorción de metabolitos proteicos. A pesar de la 

importancia fisiológica  de la APN en estos procesos, es notoria la falta de estudios sobre 

su existencia, características bioquímicas, mecanismos de modulación y posibles  roles 

fisiológicos en hepatopáncreas  de crustáceos decápodos en general y de cangrejos 

eurihalinos en particular.   

En tracto gastrointestinal y páncreas de mamíferos existen diversas vías y 

mensajeros químicos primarios (ej: aminas biogénicas), involucrados en la compleja 

regulación de diferentes procesos digestivos, secretorios y absortivos a nivel bioquímico 

(Williams, 2010; Stengel et al., 2011;  de Araujo et al., 2012; Wang et al.,  2012; 

Burnstock  y Novak  2013; Wang y Novak, 2013; Dockray, 2014; Trowers y Tischler, 

2014). Sin embargo, los mecanismos de regulación de la actividad de APN en tracto 

digestivo no están aún totalmente comprendidos.  
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 Los crustáceos emplean una gran variedad de moléculas como agentes de 

señalización (Christie, 2011; Christie et al., 2013; Dircksen, 2013; Katayama et al., 2013). 

Se sabe que las aminas biogénicas  circulantes (ej: dopamina, serotonina, octopamina, 

histamina) juegan un importante rol en la regulación de diferentes procesos fisiológicos. 

En varias especies, la dopamina (DA) está involucrada en la  regulación de diferentes 

componentes de respuestas osmorregulatorias y de respuestas metabólicas frente a 

diferentes  condiciones ambientales y/o fisiológicas (Fingerman et al., 1994; Schleich et 

al., 1999; Cheng et al., 2005; Lorenzon, 2005; Lorenzon et al., 2005; Chiu et al., 2006; 

Genovese et al., 2006; Hsieh et al., 2006; Yeh et al., 2006; Chang et al., 2007; Liu et al., 

2008; Avramov et al., 2013; Pan et al., 2014).   Como se mencionó anteriormente, el 

hepatopáncreas de los  crustáceos decápodos  es un órgano multifuncional. Así,  parece 

desempeñar un importante rol  como órgano endocrino habiéndose detectado  varias 

aminas biogénicas (ej: dopamina) (Marmaras et al., 1971; Fingerman et al., 1994).    

Como se describió anteriormente en la presente tesis  N. granulata de la laguna 

costera de Mar Chiquita exhibe alta actividad proteolítica y de tripsina en hepatopáncreas 

sugiriendo su capacidad para la digestión de ítems proteicos. En este capítulo se describen 

estudios realizados para determinar la existencia, características bioquímicas y 

modulación in vitro por dopamina de APN en el cangrejo eurihalino N. granulata con el 

fin de establecer el potencial rol del hepatopáncreas en pasos finales de la digestión 

proteica y posibles mecanismos de regulación de la actividad de APN detectada. 
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Materiales Y Métodos 

 

Productos químicos 

La L-alanina-p-nitroanilida (L-Ala pNA), el  tris-(hidroximetilamino-metano), 

(Tris), el  ethyleneglicol N, N ', N'-tetraacético (EGTA), la dopamina (3-hydroxytyramina) 

y la  albúmina de suero bovino fueron de Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.); el Coomasie 

blue G250 fue de Fluka (Alemania). Todos los productos químicos utilizados fueron de 

grado analítico. Todas las soluciones se prepararon en agua destilada. 

Captura y mantenimiento de los animales 

Segú lo descripto en el capítulo 1. Los individuos fueron privados de alimento  24-

48h antes de los experimentos (Méndez, 2010; Asaro et al., 2011; Pinoni et al., 2013). 

 

Preparación de extractos enzimáticos de  hepatopáncreas de N. granulata 

Se realizó según lo descripto en la sección Materiales y Métodos del  Capítulo 1.   

Para estudiar el  efecto in vitro de  dopamina (DA) sobre la  actividad de APN en 

hepatopáncreas, secciones de hepatopáncreas (100 mg) se incubaron en ausencia o en 

presencia de 10-4M de DA en 2 ml de un medio que contiene (mM): NaCl 400, KCl 13, 10 

MgCl2 8,8 H3BO3, pH 7,6 a 30 º C. A tiempos 0 y  30 min de incubación, el tejidos se 

homogeneizó en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,4 (4 ml xg tejido-1) y se determinó 

actividad de APN  como se describe  posteriormente  (Resh-Sdleimer y Sdleimer, 1999; 

Pinoni y López Mañanes, 2009). 
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Determinación de la actividad de APN 

La actividad de APN se determinó usando L-alanina-p-nitroanilida (L-Ala pNA) 

como sustrato (Roncari y Zuber, 1969) con algunas modificaciones (del Valle y López 

Mañanes, 2008, 2011; Naya et al., 2009, presente tesis). La reacción se inició añadiendo el 

sustrato (concentración final 0,41 mM) a una mezcla de reacción conteniendo la cantidad 

adecuada de proteína en 50 mM Buffer  Tris-HCl , pH 7,4 a 37ºC. Luego  de la incubación 

durante 15 min, la reacción se detuvo mediante la adición de 0,5 ml de ácido acético frío 2 

M y se midió absorbancia en  384 nm.  

Para estudiar el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de APN, el 

procedimiento fue el mismo que el descrito anteriormente, excepto que la actividad se 

determinó a distintos pHs (rango de 6,6 a 10,0) (Tris-HCl 50mM,  pH 6,6 a 9,0; 50 mM 

glicina, pH 10,0) y  temperaturas (4-50 º C) de la mezcla de reacción. Para estudiar el 

efecto de la concentración de L-Ala-pNA sobre la actividad de  APN, el procedimiento fue 

el mismo que el descripto anteriormente, excepto que la actividad se determinó en 

presencia de diferentes concentraciones de L-Ala-pNA (0,083 hasta 0,5 mM) en la mezcla 

de reacción. Para estudiar el efecto de bestatina sobre la actividad de APN, se midió 

actividad  en ausencia y / o presencia de concentraciones crecientes  de bestatina. La 

bestatina, un antibiótico de origen microbiano, es un inhibidor (I50 = 0,001 a 90 mM) 

comúnmente utilizado como  herramienta para caracterizar la actividad de APN 

(Umezawa et al., 1976; Bauvois y Dauzonne, 2006; Chen et al., 2013). 
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Determinación de la concentración de proteínas 

Se realizó según lo descripto en el Capítulo 1.   

 

Análisis estadístico 

Los resultados del efecto de la diferentes concentraciones de pNPP  se analizaron 

por medio de análisis de regresión no lineal (GraphPad Prism 2.01 software). Las curvas 

que se muestran son las que mejor ajustan a los datos experimentales. Los valores de  Km 

(constante de Michaelis -Menten) se estimaron con GraphPad Prism 2.01 software. La  I50 

(concentración de  bestatina a la que la actividad de APN fue inhibida en un 50%) se 

calculó a partir de la curva de inhibición (software GraphPad Prism). El análisis 

estadístico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para Windows, el cual realiza 

automáticamente un test previo de igualdad de varianzas de Levene  y un test de  

normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizó un análisis de varianza  paramétrico (One 

Way ANOVA). Para identificar diferencias se utilizó un test a posteriori ANOVA (Test 

Holm-Sidak). Para estudiar el efecto de dopamina sobre la actividad de APN se realizó un 

test-t para muestras independientes. Se consideraron diferencias significativas entre 

medias cuando el valor de  p fue menor a 0.05.  

Resultados 

 

Actividades de APN en hepatopáncreas de   Neohelice granulata: efecto del pH, 

temperatura,  L-Ala  y bestatina   

 

La actividad de APN fue máxima en el rango 7,6 a 9,0. A pH 6,6 la actividad de 

APN fue aproximadamente el 75% de la actividad a pH 7,4. A pH 10,0 se produjo una  
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disminución de la actividad, siendo aproximadamente el 60% de la actividad a pH 7,6 

(Fig. 2.1). 
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Figura. 2.1- Efecto del pH (6,6 a 10,0) sobre la actividad de APN en 

hepatopáncreas de N.granulata. La actividad se midió a 37 ° C y en presencia de 

0,41 mM de L-Ala pNA. Los datos son la media ± E.S para 5 individuos.  (gl:23; 

F:2,2; P: 0,107). 
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En la figura 2. 2 se muestra el efecto de la temperatura (4-50 º C) sobre la actividad de 

APN. Entre 4 °C y 37° C se produjo un aumento gradual de  la actividad de APN siendo 

máxima entre 37-45 ° C. A 50 ° C, la actividad disminuyó siendo aproximadamente el 

75% de la actividad a 37 º C. 
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Figura.2.2.-Efecto de la temperatura (4-50 º C) sobre la actividad de APN en 

hepatopáncreas  de N. granulata. La actividad se midió a pH 7,4 y en presencia de 

0,41 mM de L-Ala pNA. Los datos son la media ± E.S para 5 individuos. (gl:28;  F: 

3.09; P: 0,28). 
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El efecto de distintas concentraciones de L-Ala pNA (0,08 a 0,5 mM) sobre la 

actividad de APN se muestra en la figura. 2.3. La  actividad APN en hepatopáncreas de 

N. granulata exhibió una cinética de Michaelis-Menten (Km aparente = 0,11 mM). El 

efecto de concentraciones crecientes  de bestatina sobre la actividad de APN en 

hepatopáncreas se muestra en la figura. 2.4. 
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 Figura.2.3.- Efecto de la concentración de L-Ala pNA (0,08 a 0,5 mM) sobre la 

actividad de APN en hepatopáncreas de N. granulata. La actividad se midió a 37 ° C y a 

pH de 7,4. Los datos son la media ± E.S para 5 individuos. 
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La actividad APN fue inhibida por bestatina en una manera dependiente de la dosis 

(I50 = 15 mM). La máxima inhibición (aproximadamente 80%) se alcanzó con 28 mM de 

bestatina. Concentraciones superiores de  bestatina (hasta 56 mM) produjeron un 

porcentaje similar de inhibición (Fig.2.4). 
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Figura.2.4- Efecto de  bestatina sobre la actividad de APN en hepatopáncreas de N. granulata. I50: 

concentración de  bestatina que produce el 50% de inhibición de la actividad de APN,  calculada 

por GraphPad Prism 2.01. Los datos son la media ± E.S 3 individuos.  Las barras de desvío fueron 

más pequeñas que los símbolos utilizados (gl:20; F:169, P: 0,001) 
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Actividade de APN en hepatopáncreas de   Neohelice granulata: efecto dopamina 10-4M 

 

DA 10-4 M aumentó significativamente (107%) la actividad de APN in vitro luego 

de 30 min de incubación en hepatopáncreas de N. granulata.  (Fig. 2.5). 
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 Figura.2.5- Efecto in vitro de DA 10-4M sobre la actividad de APN en  hepatopáncreas 

de N. granulata. La actividad de APN se midió como se describe en la sección Materiales y 

Métodos en presencia de 0,41 mM de L-Ala pNA a pH 7,4 y 37 ° C. Los datos son la media ± 

E.S para 5 individuos. *Indica diferencias significativas con respecto al control (p <0,05). (gl:7; 

T: -2,5; P:0.039). 
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Discusión 

 

La APN es una ectoenzima multifuncional unida a membrana que desempeña un 

papel crucial en la digestión final de proteínas y en la absorción de péptidos y aminoácidos 

en el tracto digestivo de vertebrados (Alpers, 1987; Mentlein, 2004; Ramirez-Otarola et 

al., 2011; Fairwather et al., 2012; Chen et al., 2013), como se mencionó anteriormente, 

comparativamente  con vertebrados la  información  en  crustáceos decápodos  sobre la 

actividad de APN en hepatopáncreas (sitio principal para la digestión y absorción de 

nutrientes) es escasa. Así, para nuestro conocimiento sólo se reportado la existencia de 

actividad de  APN  en  hepatopáncreas del cangrejo Lithodes santolla  (Saborowski et al., 

2006) y en Munida (Rossano et al., 2011) sin establecerse las  características bioquímicas 

y mecanismos de modulación. 

El valor de pH para la máxima actividad de APN en hepatopáncreas de N. 

granulata (7,6 a 9,0) (Fig. 2.1)  es acorde con lo encontrado para esta actividad enzimática 

en el intestino de humanos (Sanderink et al., 1988) y en homogenatos de  intestino de las 

aves  Zonotrichia capensis y Diuca diuca (Sabat et al., 1998). La actividad de APN en 

hepatopáncreas de N. granulata fue levemente afectada por  baja (4 ° C) y alta (50 ° C) 

temperatura de la mezcla de reacción siendo de alrededor de un 50% y 75% de la actividad 

a 37 ° C, respectivamente (Fig. 2.2). Dado que en la laguna Mar Chiquita N. granulata 

está expuesto a un amplio rango de temperaturas (Spivak et al., 1994, Luppi et al., 2013; 

Observaciones personales), una actividad de APN activa a  bajas y altas temperaturas  en 

el hepatopáncreas podría  relacionarse con el mantenimiento de la capacidad para la 

digestión final de ítems proteicos como se ha sugerido para otras aminopeptidasas en otras 

especies de crustáceos  (Dittrich, 1992). Similarmente a lo descripto para la actividad de  

APN de intestino humano (Sanderik et al., 1988), glándula digestiva   de la vieira 
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Patinopecten  yessoensis (Umetsu et al., 2003) y homogenatos de  intestino de aves (Sabat 

et al., 1998;  Mane et al., 2010),  la actividad de APN en  hepatopáncreas de N. granulata 

exhibió una cinética de Michaelis-Menten  (Fig. 2.3). En  mamíferos, la APN sensible a 

bestatina del ribete  en cepillo del intestino juega un papel importante en la digestión y la 

absorción de péptidos (Scornik y Botbol, 2001).  La actividad de APN en  hepatopáncreas 

de N. granulata parece ser sensible a bestatina (I50 = 15 mM), aunque no se alcanzó  

inhibición del 100% incluso a altas concentraciones (13 mM-55 mM) del inhibidor, (Fig. 

2.4).  Los estudios realizados para el presente capítulo  no nos permiten  establecer si la 

falta de inhibición total por bestatina podría deberse  a la co-existencia  de  una actividad 

de APN-bestatina insensible y se necesitan más estudios para confirmar esta hipótesis.  

Los mecanismos de regulación (ej: mensajeros químicos primarios) que participan 

en la modulación de la actividad de enzimas digestivas en  hepatopáncreas de crustáceos 

decápodos están lejos de haber sido dilucidados. Se ha demostrado que la inyección de 

hormona L- hiperglucemiante  de crustáceos induce  un aumento de  transcriptos  símil 

APN  en  hepatopáncreas del cangrejo Pontastacus leptodactylus (Manfrin et al., 2013). 

Trabajos previos en nuestro laboratorio, demostraron que la inyección de dopamina 10-4 M 

produce un  aumento de los niveles de glucosa en  hemolinfa e inhibe la actividad de  

fosfatasa alcalina en  músculo de la quela del cangrejo eurihalino Cyrtograpsus angulatus 

(López Mañanes, 2004, Pinoni y López Mañanes, 2004; del Valle et al., 2012). En N. 

granulata, la dopamina tiene un papel en el control de  componentes branquiales 

implicados en  respuestas osmoregulatorias (Schleich et al., 1999; Halperin et al., 2004, 

Genovese et al., 2006). El aumento de la actividad de APN in vitro inducido por  

dopamina 10-4 M  en  hepatopáncreas (Fig. 2.5) sugiere  que esta amina biogénica tiene  un 

papel en la modulación de las funciones digestivas a nivel bioquímico así como su efecto 

directo sobre este tejido. La estimulación in vitro por dopamina  10-4M de la liberación de 
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glucosa a partir de hepatopáncreas de  N. granulata (resultados no publicados de nuestro 

grupo) apoya la idea de un rol de esta amina biogénica en la regulación de respuestas 

metabólicas y de su efecto directo sobre el hepatopáncreas. En el cangrejo eurihalino 

Callinectes sapidus se ha demostrado la existencia de receptores de dopamina del tipo D1 

(Arnaldo et al., 2014). Se ha sugerido que N. granulata  exhibe  receptores de dopamina 

D1-y-D2  en branquias posteriores (Genovese et al., 2006) pero, para nuestro 

conocimiento,   no se ha descripto  aún   la existencia  de  receptores dopaminérgicos en  

hepatopáncreas de cangrejos eurihalinos. Recientemente,  se ha reportado la presencia de  

receptores de dopamina en hepatopáncreas del  peneido Penaeus monodon (Sukthaworn et 

al., 2013). Se requieren más estudios para determinar si el efecto de dopamina  sobre  la 

actividad de APN en hepatopáncreas (presente tesis) implica su unión a receptores 

específicos. Como la  APN es una ectopeptidasa con un sitio activo extracelular y un 

dominio intracelular (Chen et al., 2013) se necesitan otros experimentos  para determinar 

posibles mecanismos de acción de la dopamina (ej: activación/inhibición de activadores o 

inhibidores endógenos de APN, retranslocación de APN desde sitios de almacenamiento 

intracelulares a la membrana).  La modulación por dopamina de la actividad de APN en 

hepatopáncreas de N. granulata (presente tesis) podría conducir a una capacidad 

incrementada para la digestión final de ítems proteicos y/o absorción de metabolitos 

resultantes. En la membrana de borde en cepillo de epitelio intestinal de mamíferos, se ha 

demostrado la existencia de una cercana asociación entre la APN y transportadores de 

aminoácidos neutros. El principal trasportador de aminoácidos B0AT1 forma complejos 

con la APN  lo cual altera parámetros cinéticos del transportador (Fairweather et al., 

2012). En membranas vesiculares apicales de hepatopáncreas de crustáceos decápodos se 

ha demostrado la existencia de transportadores de aminoácidos (Ahearn, 1982; Ahearn y  

Clay., 1988; Simmons et al., 2012; Duka y  Ahearn, 2013). Para nuestro conocimiento no 
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se ha reportado aún la existencia de dichos transportadores en hepatopáncreas de  N. 

granulata de manera de poder establecer la posible relación entre un aumento en la  

actividad de APN  y el flujo de aminoácidos mediado por los mismos.  

En conclusión, los resultados del presente capítulo muestran la existencia de 

actividad de APN  sensible a dopamina en hepatopáncreas del cangrejo eurihalino  N. 

granulata sugiriendo  la capacidad para la degradación final  de ítems proteícos y su 

posterior absorción y su modulación por un mensajeros químico clave en crustáceos 

decápodos. 
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CAPÍTULO 3 
 

 

 

Actividad de lipasa sensible a dopamina, 

glucagón y AMPc en hepatopáncreas de  

Neohelice granulata 
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Introducción 

 

La digestión de ítems lípidicos de la dieta, la posterior absorción de metabolitos 

lipídicos en tracto digestivo y su almacenamiento y/o utilización como sustratos de reserva 

constituyen procesos  fisiológicos fundamentales a nivel bioquímico que permiten  

mantener la homoeostasis lipídica  (Drewnowski, 1992; Abumrad y Davidson, 2012; 

Hesse et al., 2013; Dashty, 2014; Henessy et al., 2014).  En mamíferos,  los triglicéridos  

(TG)  son los lípidos dominantes en la dieta contribuyendo con el 90–95%  de la energía 

total derivada de la grasa dietaria (Allen et al., 2000; Muldford y  Villena, 2000; García et 

al., 2002; Sánchez-Paz et al., 2006; Dima et al., 2009;  Latyshev et al., 2009; Iqbal y  

Hussainof, 2009). Por otro lado, el  almacenamiento de lípidos en forma de triglicéridos es 

un proceso que ha sido conservado evolutivamente existiendo  en todos los organismos 

desde procariotas hasta  seres humanos (Birsoy et al., 2013). En mamíferos, el 

almacenamiento de lípidos en forma de triglicéridos se realiza principalmente en células 

especializadas (adipocitos blancos) localizadas en el  tejido adiposo  las cuales 

desempeñan un rol fundamental en el control de la homeostasis lipídica  (Gallagher y 

LeRoith, 2010; Geerling et al.,  2014).   

Las lipasas (también denominadas triacilglicerol acilhidrolasas)  (EC 3.1.1.3) son un 

grupo de enzimas que naturalmente catalizan  la hidrólisis de enlaces ésteres de tri, di y 

monoglicéridos rindiendo ácidos grasos libres y glicerol (Casas-Godoy et al., 2012). En 

este contexto,  las lipasas, son de gran  importancia fisiológica  en todos los animales 

debido a su papel en la digestión de lípidos dietarios y en la hidrólisis de triglicéridos de 

almacenamiento (Coleman y Maschek, 2011; Girouse y Landin, 2012; Henessy et al., 

2014).    

En varias especies de crustáceos, los lípidos constituyen una fuente principal de 

energía para el mantenimiento de varios procesos fisiológicos (Sánchez Paz et al., 2007; 
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Buckup et al., 2008). Como se mencionó anteriormente en la presente tesis (capítulos 1 y 

2), el hepatopáncreas constituye un órgano multifuncional con un rol central en procesos 

de  digestión y absorción de nutrientes  (Ceccaldi, 1989; Verri et al., 2001; Muhlia-

Almazan y García-Carreño, 2003; Zeng et al., 2010, Wang et al., 2014; Riveiro et al., 

2014). Además,  constituye el  principal  sitio de almacenamiento de  triglicéridos en la 

mayoría de las especies estudiadas (Allen et al., 2000; Muldford y Villena., 2000; García 

et al., 2002; Sánchez-Paz et al., 2006; Dima et al., 2009; Latyshev et al., 2009).  En este 

contexto, el nivel y/o modulación de actividad de lipasas  en  hepatopáncreas constituirían 

un parámetro índicador de la capacidad lipolítica y  de potenciales ajustes en la 

homeostasis lipídica. Si bien se ha descripto la presencia de actividad de lipasa en 

hepatopáncreas de varios crustáceos decápodos (González-Baró et al., 2000; Figuereido et 

al., 2001; Gamboa-Delgado et al., 2003; Johnston, 2003; López-López et al., 2003; Ong y 

Johnston, 2006; Cherif et al., 2007; Li et al., 2008; Perera et al., 2008; Cherif y Gargouri, 

2009; Sagar et al., 2009; Sharshan y Haroon, 2009 ; Rivera-Perez et al. 2010, 2011;  

Linton et al., 2014), falta información sobre la existencia, características bioquímicas y  

modulación de la actividad de lipasas en hepatopáncreas de cangrejos eurihalinos. Más 

aún, según nuestro conocimiento, no se han realizado  estudios sobre mecanismos de  

modulación de la actividad de lipasas y la posible modulación concomitante de 

triglicéridos en hepatopáncreas de crustáceos decápodos. En mamíferos, varios mensajeros 

químicos primarios tales como catecolaminas y hormonas peptídicas (ej: glucagón) y 

mensajeros intracelulares (tales como AMPc) están implicados en la modulación de la 

actividad de  lipasas (Birsoy et al., 2013, Dashty, 2014; Bartness et al., 2014; Geerling et 

al., 2014).  

Trabajos previos de nuestro grupo mostraron la existencia de actividad de lipasa en 

hepatopáncreas de N. granulata sugiriendo la capacidad para la hidrolisis de ítems 



 

 38 

lipídicos (Michiels, 2010). La respuesta diferencial en relación a la  baja y alta salinidad 

ambiental  y en el ambiente natural en relación a hábitats contrastantes de la laguna costera 

de Mar Chiquita (Michiels, 201; Pinoni et al 2011; 2013) sugieren su rol  en posibles 

mecanismos de ajustes a nivel bioquímico-fisiológico (ej: cambios plásticos en la 

capacidad lipolítica) frente a variaciones en condiciones ambientales clave. Sin embargo, 

se desconocen los posibles mecanismos de regulación involucrados. Los resultados 

presentados en el capítulo 1 de la presente tesis  muestran   el efecto in vitro de  dopamina 

sobre la actividad de N-aminopeptidasa en hepatopáncreas de N.granulata, sugiriendo la 

participación de esta amina biogénica en la regulación de procesos digestivos/absortivos. 

Trabajos de nuestro laboratorio, muestran  que  glucagón y AMPc estimulan la liberación  

de glucosa a partir de hepatopáncreas (resultados no publicados) sugiriendo su papel en la 

modulación de  funciones digestivas y  metabólicas a nivel bioquímico en este cangrejo.  

En este capítulo, se describen estudios realizados  para determinar la modulación 

por dopamina, glucagón y AMPc de la actividad de lipasa en hepatopáncreas de N. 

granulata. Paralelalmente a la actividad de lipasa, se determinó la concentración de 

triglicéridos como paso inicial para establecer la posible relación entre modulación de la 

actividad de lipasas y el anabolismo/catabolismo de reservas de lípidos. 

 

Materiales y  Métodos 

 

Productos químicos  

El pNPpalmitato (p-nitrophenylpalmitato), el Tris-(hydroxymethylamino-

methano) (Tris),  el ethyleneglicol  acido N,N’,N’-tetraacetico (EGTA) y la  

seroalbúmina  bovina fueron de  Sigma (St. Louis, MO, USA) la  sacarosa fue 
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obtenida de  Merck (Darmstadt, Germany),  el  Coomassie blue G250 fue obtenido de 

Fluka (Alemania). Todas las soluciones se prepararon en agua destilada. 

Sitios de estudio y recolección de animales  

Según lo descripto en el capitulo 1. Los individuos fueron privados de alimento  

24h antes de los experimentos (Méndez,  2010;  Asaro et al., 2011; Pinoni et al., 2013). 

 

Efecto de  dopamina DA, AMPc y glucagón sobre la actividad de la lipasas y   

concentración  de triglicéridos en hepatopáncreas  

Secciones de hepatopáncreas  (2 ml x g-1 de tejido)  se incubaron en ausencia o en 

presencia de DA 10-4M, AMPc 10-4M ó glucagón 10-3 M en  medio conteniendo  (mM: 

400 NaCl, 13 KCl, MgCl2 10 8,8 H3BO3, pH 7,6 a 30 º C). A tiempo 0 y después de 30 

min (dopamina y AMPc) o 60 min (glucagón) de incubación, el medio se separó y el tejido 

se homogeneizó en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7,4 (4 ml xg tejido-1) en homogeneizador 

CAT (tool T10). La actividad de lipasa se determinó en  tejido como se describe a 

continuación. Paralelamente, se determinó la actividad  de lipasa en el medio de 

incubación como indicador  de la posible secreción de enzima (Resch-Sedlmeier y 

Sedlmeier, 1999; Lwalaba et al, 2010).  No se detectó actividad de lipasa en ninguno de 

los tiempos de experimentación en ausencia o presencia de los agentes estudiados. 

Paralelamente a la determinación de la actividad de lipasa,  se cuantificó la concentración 

de triglicéridos en  hepatopáncreas (Pinoni y López Mañanes, 2009; López Mañanes, 

2004; Resch-Sdleimer y Sdleimer, 1999). 

Determinación de la actividad de lipasa  

La actividad de lipasa se determinó colorimétricamente por cuantificación del p- 

nitrofenol (pNP) liberado a partir de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) (Markweg et al., 1995,  
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con modificaciones, Michiels, 2010; Michiels et al., 2013).  La reacción se inició con la 

adición de p-nitrofenilpalmitato (concentración final 0,7 mM) a una mezcla de reacción 

conteniendo una alícuota adecuada de la correspondiente muestra (zona de linealidad de la 

curva de actividad vs concentración de proteínas) en buffer Tris/HCl 50mM pH 8,5. La 

incubación se realizó a  37º C durante 5 min. La reacción se interrumpió mediante el 

agregado de  0,5 ml de TCA 0,2 % v/v. La cantidad de p-nitrofenol  liberado se cuantificó 

por lectura de absorbancia en 410 nm. La actividad de lipasa se expresó como µmoles  pNP 

x min-1 x mg proteína-1. 

Determinación de la concentración de proteínas 

Según descripto en la sección materiales y Métodos del Capítulo 1. 

Determinación de la concentración de triglicéridos 

La concentración de  triglicéridos (TG) se midió por el método colorimétrico de 

glicerol fosfato oxidasa  (Wiener TG-Lab AA cod. 861110001). La muestra 

correspondiente se incubó durante 5 min a 37 ° C (Pinoni et al., 2011). La cantidad de 

glicerol liberado se determinó mediante la lectura de la absorbancia en 505 nm del 

complejo  coloreado de  quinona. 

Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizaron con el paquete estadístico Sigma-Stat 3.0 

para el sistema operativo Windows, que realiza automáticamente el  test de Levene  para 

testear la igualdad de varianza y un test de Kolmogorov-Smirnov para testear  normalidad. 

Para estudiar el efecto de dopamina se realizó un  test-t para muestras independientes.  Se 

consideraron diferencias significativas entre medias cuando el valor de  p fue menor a 

0.05. 
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Resultados 

 

Efecto in vitro de  dopamina, glucagón y AMPc sobre la actividad de  lipasa en  

hepatopáncreas de Neohelice granulata 

 

La actividad de  lipasa en hepatopáncreas aumentó en presencia de dopamina 

104M,  AMPc 10-4 M y glucagón 2 10-3 M  (aproximadamente, 100%, 150% y  250%, 

respectivamente)  (Figs 3.1 a 3.3). 
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Figura.3.1.- Efecto in vitro de  dopamina 10-4M  sobre la actividad de  lipasa en 

hepatopáncreas de N.granulata. Secciones de hepatopáncreas se incubaron con el 

agente como se describe en la sección Materiales y métodos. Después de la 

incubación, la actividad de  lipasa se determinó en extractos de tejido como se 

describe en Materiales y métodos. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos. 

* Indica diferencias significativas con respecto al control(p<0,05).(gl:7;T:2,3; 
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P:0,048)
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Figura.3.2.- Efecto in vitro de AMPc 10-4 M   sobre la actividad de  lipasa en 

hepatopáncreas de N.granulata. Secciones de hepatopáncreas se incubaron con el 

agente  como se describe en la sección Materiales y métodos. Después de la 

incubación, la actividad de  lipasa se determinó en extractos de tejido como se 

describe en Materiales y Métodos. Los datos son la media ± S.E para 5 

individuos. * Indica diferencias significativas con respecto al   control (p<0,05) 

(gl: 6; T:2,8; P: 0,028). 
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Figura.3.3.- Efecto in vitro del glucagón 10-3 M sobre la actividad de  lipasa en 

hepatopáncreas de N. granulata. Secciones de hepatopáncreas se incubaron con el 

agente  como se describe en la sección Materiales y Métodos. Después de la 

incubación, se determinó la actividad de  lipasa en extractos de tejido como se 

describe en Materiales y Métodos. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos. 

* Indica diferencias significativas con respecto al   control (p<0,05). (gl: 8, T:-2,85; 

P:0,021). 

 

Concentración de triglicéridos hepatopáncreas de Neohelice granulata 

 

En presencia de dopamna 10-4 M ó AMPc 10-4 M, la concentración de 

triglicéridos en  hepatopáncreas disminuyó (aproximadamente 55 y 70%, respectivamente) 
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(Fig.3.4 y Fig.3.5). No se produjeron cambios en la concentración de triglicéridos en 

hepatopáncreas en presencia de  glucagón 2 10-3 M  (Fig.3.6). 
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Figura. 3.4.- Efecto in vitro de dopamina 10-4 M  sobre la concentración de  triglicéridos  

en hepatopáncreas de N. granulata. Secciones de hepatopáncreas se incubaron con el 

agente  como se describe en la sección Materiales y Métodos. Después de la incubación 

se midió la concentración de triglicéridos en extractos de tejido como se describe en 

Materiales y métodos. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos. * Indica 

diferencias significativas con respecto al control  (p<0,05). (gl: 9; T: 2,66; P: 0,026).  
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Figura. 3.5.- Efecto in vitro de   AMPc 10-4 M sobre la concentración de triglicéridos   en 

hepatopáncreas  de N. granulata. Secciones de hepatopáncreas se incubaron con el agente  

como se describe en la sección Materiales y Métodos. Después de la incubación se midió la 

concentración de triglicéridos en extractos de tejido como se describe en Materiales y 

Métodos. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos. * Indica diferencias significativas 

con respecto al control  (p<0,05). (gl: 7; T: 2,9; P: 0,021). 
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Figura. 3.6.- Efecto in vitro del glucagón 10-3 M sobre la concentración triglicéridos  en 

hepatopáncreas de N. granulata. Secciones de hepatopáncreas se incubaron con el agente  

como se describe en la sección Materiales y Métodos. Después de la incubación se midió la 

concentración de triglicéridos  en extractos de tejido como se describe en Materiales y 

Métodos. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos.  
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Discusión 

 

En  mamíferos, varios mensajeros químicos primarios, como catecolaminas,  

hormonas peptídicas y mensajeros intracelulares (como AMPc) constituyen importantes 

moduladores de la actividad de  lipasas y  de los procesos de  lipólisis.  Diversos estudios 

han demostrado que el   catabolismo de triglicéridos implica la participación de varias 

lipasas (triglicerol lipasa, lipasa sensible a hormonas y monoglicerol lipasa) y una 

compleja modulación de las mismas aún no ha sido  totalmente dilucidada (Watt y Spriet, 

2010; Birsoy et al., 2013; Dashty, 2014; Bartness et al., 2014; Geerling et al., 2014).  

Como se mencionó anteriormente, el hepatopáncreas de crustáceos decápodos 

juega un rol central en la digestión y absorción de nutrientes, como órgano de reserva y 

como órgano endocrino (Marmaras et al., 1971;  Ceccaldi, 1989; Fingerman et al., 1994; 

Ahearn et al., 1999; Muhlia-Almazán y García Carreño, 2003; Duka et al., 2013).  En la 

mayoría de especies de crustáceos decápodos estudiadas,  los lípidos ingeridos se 

almacenan principalmente en el hepatopáncreas  en forma de triglicéridos (80 a 90%) 

(Allen et al., 2000; Muldford y Villena, 2000; García et al., 2002; Sánchez-Paz et al., 

2006; Dima et al., 2009; Latyshev et al., 2009). El nivel y modulación de la  actividad de  

lipasa en  hepatopáncreas tendrían  un papel central en la homoestasis lipídica. Se ha 

propuesto que cuando deben movilizarse las  reservas internas,  las enzimas digestivas (ej: 

lipasas) podrían ser activadas y finamente reguladas intracelularmente en el 

hepatopáncreas (Sánchez Paz et al., 2006). Los resultados de este capítulo muestran que  

dopamina, AMPc y glucagón inducen un aumento  in vitro de la actividad de lipasa en 

hepatopáncreas de N. granulata sugiriendo la existencia de modulación intracelular y la 

participación de diferentes vías de regulación.  
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En tracto digestivo de diversos crustáceos decápodos se han identificado  aminas 

biogénicas y la existencia de células epiteliales endócrinas como posibles fuentes de 

péptidos circulantes originalmente identificados como pertenecientes al sistema nervioso 

(Christie, 2011; Nagur-Babur et al., 2012; McCoole et al., 2012 ). Así, se han detectado en 

hepatopáncreas dopamina y serotonina y diversos péptidos tales como glucagón, insulina,  

péptidos vasoactivos y  gastrina (Gallardo et al., 2003; Fingerman et al., 2004; Huang et 

al., 2005).  

 Como se menciónó anteriormente, la dopamina está implicada  en la regulación de 

diferentes procesos fisiológicos y diferentes componentes a nivel biooquímico en 

crustáceos decápodos (Fingerman, 1994; Schleich et al., 1999; Cheng et al., 2005; 

Lorenzon, 2005; Lorenzon et al., 2005 Chiu et al., 2006; Genovese et al., 2006; Hsieh et 

al., 2006; Yeh et al., 2006; Chang et al., 2007; Liu et al., 2008; Nagur-Babur et al, 2012; 

Avramov et al., 2013, Pan et al., 2014). En nuestro laboratorio, hemos demostrado que la 

inyección de dopamina 10-4 M en C. angulatus aumenta los niveles de glucosa en la 

hemolinfa e inhibe la actividad de fosfatasa alcalina en músculo de la quela (López 

Mañanes, 2004; Pinoni y López Mañanes, 2004; del Valle et al., 2012). En N. granulata, 

la dopamina parece ser un mensajero químico  primario con un papel clave en la 

regulación de componentes involucrados en el proceso osmorregulatorio (Schleich et al, 

1999; Halperin et al., 2004, Genovese et al., 2006), homeostasis de glucosa (resultados no 

publicados de nuestro grupo) y de actividad de APN en hepatopáncreas (capítulo 2, 

presente tesis).  El aumento en la actividad de  lipasa en hepatopáncreas  en presencia de  

dopamina  (Fig.3.1) sugiere la participación de esta amina biogénica en  vías de 

modulación de esta actividad y además su efecto directo sobre el hepatopáncreas, 

similarmente a lo sugerido para su acción en la modulación de la actividad de APN 

(capítulo 2 de la presente tesis). El hecho que no haya ocurrido  liberación concomitante  
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de lipasa desde el  hepatopáncreas  sugiere  la modulación intracelular de esta actividad 

enzimática por dopamina. Por otro lado, la disminución concomitante en el contenido de 

triglicéridos en presencia de  dopamina 10-4 M (Fig. 3.4) sugiere  una posible relación 

entre el aumento de actividad de lipasa y la movilización de esta reserva. Dado que se 

desconocen las vías implicadas en el catabolismo de  lípidos  en hepatopáncreas de  N. 

granulata y para nuestro conocimiento, en cualquier otro cangrejo eurihalinos,  se necesita 

más investigación para probar esta hipótesis. En mamíferos, se ha descripto que  la 

dopamina induce la movilización de lípidos (Thompson, 1984). Recientemente, se ha 

descubierto que la dopamina afecta las reservas de lípidos  del nemátodo Caenorhabditis 

elegans lo que  revela un papel ancestral de la regulación dopaminérgica de las reservas 

lipídicas (Barros et al., 2014).  

En mamíferos, la modulación de la lipasa  sensible a hormonas  por vías de 

señalización  del AMPc  conduce a un aumento en la  lipólisis en  adipocitos blancos 

(Dashty, 2014). El aumento  in vitro de la actividad de lipasa luego de la incubación con 

AMPc 10-4 M (Fig. 3.2) y la disminución en el contenido de triglicéridos (Fig. 3.5) en  

hepatopáncreas de N. granulata sugiere  la modulación del catabolismo de  triglicéridos 

por  vías de señalización de AMPc. En  insectos,  experimentos in vitro, demostraron que 

el efecto de la hormona adipocinética en la  lipólisis está mediado en parte por AMPc, lo 

que sugiere un papel para la PKA en la fosforilación y activación de la TG lipasa  (Ogoyi 

et al, 1998).  

  En  mamíferos, el glucagón está involucrado en la modulación de  la actividad de 

lipasa intracelular (Vaughan et al., 1964.; Slavin et al., 1994, Gravholdt et al., 2001, 2001; 

Crocker et al., 2014; Tan et al., 2014). El aumento de la actividad de  lipasa en  

hepatopáncreas de N. granulata in vitro en presencia de  glucagón 10-3 M (mientras que no 

se produjo liberación de esta enzima) (Fig. 3.3) sugiere el rol de esta hormona en la 
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modulación   de la actividad de lipasa y apoya la idea de una modulación intracelular. 

Trabajos experimentales en nuestro laboratorio muestran que el glucagón induce in vitro la 

liberación de glucosa a partir del hepatopáncreas de N. granulata sugiriendo su 

participación en la modulación de diferentes procesos metabólicos por efecto directo sobre 

el tejido (resultados no publicados).   Contrariamente a lo esperado, el glucagón no afectó 

el contenido de triglicéridos en  hepatopáncreas (Fig. 3.6). Sin embargo, aún queda por 

investigar, si esto puede atribuirse a la existencia de mecanismos diferenciales de  

activación, por ejemplo, diferentes lipasas involucradas y/o vías diferenciales de 

transducción o dinámica diferencial de la modulación. En humanos, el glucagón parece 

contribuir poco a la lipólisis in vivo y no tuvo efecto in vitro sobre la misma en adipocito 

blanco (Bertin et al., 2001; Gravholt et al., 2001). Recientemente, se han identificado seis 

genes candidatos para la digestión de  lípidos en el hepatopáncreas del cangrejo marino 

Portunus trituberculatus, incluidos entre ellos triacilglicerol lipasa pancreática y la 

proteína relacionada con la lipasa-2 (Li et al., 2014). En  hepatopáncreas de la gamba 

Penaeus vannamei, se ha sugerido la existencia de dos clases de triacilglicerol lipasas, una 

lipasa expresada exclusivamente en este tejido lo que sugiere su función como una enzima 

digestiva, y una lipasa intracelular probablemente involucrada en la movilización de las 

reservas de energía (Rivera-Pérez y García-Carreño, 2011; Li et al., 2014). Se necesitan 

más estudios para establecer la existencia  de actividades diferenciales de lipasas y la 

posible relación  entre  dopamina, vías de AMPc,  glucagón y el  metabolismo de  lípidos 

(ej: catabolismo de  triglicéridos) en  hepatopáncreas de N. granulata. 

En conclusión, los resultados de este capítulo muestran la existencia de actividad 

de lipasa sensible a dopamina en hepatopáncreas de N. granulata y por primera vez, para 

nuestro conocimiento, en crustáceos decápodos  de actividad de lipasa sensible  a  

glucagón y AMPc  en hepatopáncreas sugiriendo la participación de estos mensajeros 
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químicos en  la modulación intracelular de la actividad de lipasa en este tejido y la posible 

relación de la modulación por dopamina y AMPc con el catabolismo de triglicéridos
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CAPÍTULO 4 

 

 

Flexibilidad fenotípica en respuesta   a 

baja y alta salinidad en Neohelice 

granulata: enzimas digestivas y reservas 

de energía 
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Introducción 

 

La zona de planicie de mareas de estuarios y lagunas costeras constituye un 

ambiente extremadamente desafiante en el cual varios  factores abióticos, particularmente 

la salinidad,  pueden variar  amplia, abrupta  e irregularmente. Esto es particularmente 

cierto para la zona de planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita (Pcia de Bs. 

As.) en donde se producen cambios abruptos, amplios, frecuentes y altamente variables en 

la salinidad (Spivak et al., 1994; Marcovechio et al., 2006; Beltrame et al., 2008; Luppi et 

al., 2013; observaciones personales). La flexibilidad fenotípica involucra variaciones 

reversibles, a distintos niveles, dentro de un individuo en respuesta a cambios en  

condiciones ambientales (Piersma y Drent, 2003; Kelly et al., 2012). Los cangrejos 

eurihalinos intermareales que habitan zonas de planicie de mareas de lagunas costeras  y 

estuarios están expuestos a cambios abruptos y frecuentes  en la salinidad ambiental la 

cual constituye una de las variables claves que influye en diferentes aspectos de la biología 

de estos organismos (Kirschner, 1991, 2004;  Lucu y Towle; 2003; Bianchini et al., 2008 

Freire et al., 2008; Romano y Zeng, 2012; Leignel et al., 2014).  Las fluctuaciones en la 

salinidad ambiental pueden disparar ajustes a distintos niveles (bioquímico, fisiológico, 

morfológico y/o de comportamiento) para controlar el movimiento de agua e iones entre 

los individuos y el medio externo  (Kirschner, 1991, 2004; McNamara y  Faria, 2012; 

Romano y Zeng 2012; Havird et al., 2013; Henry et al., 2013; Larsen et al.,  2014).  

En baja salinidad, los cangrejos hiperreguladores son capaces de mantener la 

concentración osmótica de la hemolinfa  por encima de la del medio externo mediante la  

absorción activa de Na+ y Cl- desde el medio externo a través de las branquias (Lucu y  

Towle, 2003; Freire et al., 2008; McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 2012; Henry 

et al.,  2013; Larsen et al., 2014).  Por otro lado, en condiciones de alta salinidad, varios 
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cangrejos eurihalinos son capaces de contrarrestar la entrada de sales mediante la salida 

activa de iones a través de las branquias manteniendo la concentración osmótica de la 

hemolinfa por debajo de la del medio externo (hiporregulación). Así, las especies de  

cangrejos hiper/hiporreguladores son capaces de mantener la concentración osmótica de la 

hemolinfa dentro de un rango estable, por encima  o debajo de la del medio externo en 

baja y alta salinidad, respectivamente (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 2012; 

Henry et al., 2013; Larsen et al 2014; Pinoni et al., 2013). De esta manera, la flexibilidad 

en el comportamiento osmorregulatorio,  constituye una estrategia fisiológica de 

fundamental importancia para la supervivencia de estos organismos y por ende, para la 

ocupación y uso del hábitat.  

Los cambios moleculares y bioquímicos (ej: actividad de enzimas y sistemas de 

transporte en branquias) implicados en las respuestas osmorregulatorias  (particularmente 

hiperregulatorias) han sido intensivamente estudiados en varias especies de cangrejos 

osmoreguladores (López Mañanes et al., 2000, 2002; Schleich et al.,  2001; Lucu y Towle, 

2003; Bianchini et al., 2008; Freire et al., 2008; McNamara y Faria, 2012; Romano y 

Zeng., 2012; Havird et al., 2013; Henry et al., 2013;   Mitchell, 2014, Mitchell y Henry, 

2014, Romano et al., 2014). Sin embargo, algunos de los mecanismos involucrados en la 

adaptación  bioquímica  a baja y alta salinidad no están aún totalmente comprendidos, 

particularmente desde una perspectiva  metabólica (McNamara y Faria, 2012; Romano y 

Zeng, 2012). El concepto de adaptación bioquímica se utiliza comúnmente para definir los 

cambios a nivel bioquímico que ocurren durante la vida de un organismo en relación a 

cambios en factores ambientales clave (Hochachka y Somero, 2002; Storey, 2004; 

Hochchka, 2005).  En este contexto, la adaptación bioquímica a la salinidad ambiental es 

un proceso complejo que implica también la participación de diferentes enzimas y 

sistemas de transporte en varios tejidos y órganos extrabranquiales tales como 
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hepatopáncreas y músculo (Jahn et al., 2006; Pinoni y López Mañanes, 2004, 2008, 2009; 

Athamena et al., 2011; Martins et al., 2011; Pinoni et al., 2013; Romano et al., 2014). Las 

enzimas digestivas cumplen un rol fisiológico esencial ya que constituyen el vínculo entre 

la ingestión, absorción y asimilación de nutrientes (del Valle y López Mañanes, 2012; 

Karasov et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013). Varios organismos que habitan en  

hábitats heterogéneos exhiben flexibilidad digestiva a nivel bioquímico (ej: modulación de 

la actividad de enzimas digestivas) en respuesta a cambios en condiciones ambientales 

(del Valle et al., 2004; 2006; Iglesias et al., 2009; Naya et al., 2008, 2009; Karasov et al., 

2011; del Valle y López Mañanes., 2012; Brezk et al., 2013; Liu et al., 2013; McWilliams 

y karasov, 2014).  En crustáceos decápodos, el hepatopáncreas tiene un rol central en la 

digestión, absorción y almacenamiento de nutrientes, siendo el sitio principal  sitio de 

síntesis de enzimas digestivas y donde comienza y se lleva a cabo principalmente la 

digestión intracelular (Ceccaldi,  1989; Muhlia-Almazan y Garcia-Carreño, 2003; Zeng et 

al., 2010, Wang et al., 2014; Riveiro et al., 2014). Además, el hepatopáncreas es el sitio 

inicial de  síntesis de macromoléculas (ej: lípidos/proteínas) la cual puede continuar en 

algunas especies hasta 2-3 días luego de la ingesta de alimento (Houlihan et al., 1990; 

Mente, 2003; Mente et al., 2003; McGaw y Curtis, 2013; Carter y Mente, 2014).  Así, 

diferentes niveles de actividad de enzimas digestivas específicas en el hepatopáncreas se 

ha relacionado con la posibilidad de una disponibilidad diferencial de sustratos (ej: lípidos 

y proteínas) en relación a la baja salinidad (Li et al., 2008; Asaro et al., 2011;  Romano y 

Zeng., 2012; Wang et al., 2013). Por otro lado, la hiper e hiporregulación, en cangrejos 

parece requerir distintos mecanismos (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng 2012; 

González et al., 2012). Las diferentes respuestas osmorregulatorias en relación a la 

salinidad ambiental pueden implicar  la movilización de distintas reservas de energía 

(Luvizotto-Santos et al., 2003; Bianchini et al., 2008; Romano y Zeng, 2012; Romano et 
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al., 2014). Así, los patrones heterogeneos de salinidad ambiental en el intermareal de 

estuarios o lagunas costeras que impliquen diferentes respuestas osmorrregulatorias (hipo 

o hiperregulación) en cangrejos osmorreguladores pueden imponer desafíos diferenciales a 

los individuos que podrían llevar a ajustes en  procesos digestivos/absortivos a nivel 

bioquímico y de distribución/utilización de sustratos energía.  En este contexto, hemos 

demostrado previamente, la existencia de respuestas diferenciales de la actividad de 

diferentes enzimas digestivas en hepatopáncreas y en el contenido de sustratos de energía 

en diferentes sitios de reserva  en individuos de N. granulata de la zona de planicie de 

mareas de la laguna costera de Mar Chiquita  expuestos a largo plazo a condiciones de 

baja y alta salinidad sugiriendo la existencia de ajustes diferenciales digestivos y 

metabólicos a nivel bioquímico en relación a la hiper e hiporregulación (Asaro et al., 

2011; Pinoni et al., 2013).  Por otro lado, se ha sugerido que más que la habilidad 

osmorregulatoria sola, la habilidad para enfrentar las demandas concomitantes de la 

osmorregulación y de los procesos digestivos y absortivos permitiría a cangrejos hiper-

reguladores explotar o persistir en áreas de baja salinidad (Curtis y McGaw,  2010; Curtis 

et al., 2013). Sin embargo, faltan estudios sobre los posibles ajustes (ej: actividad de 

enzimas digestivas y contenido de reservas de energía) luego de la ingesta de alimento en 

condiciones de baja y alta salinidad  en N. granulata en particular y en cangrejos 

hiper/hiporreguladores en general. Nosotros especulamos que el patrón digestivo y 

metabólico diferencial  que exhiben individuos machos adultos de  N. granulata de la zona 

de planicie de marea de la laguna costera de Mar Chiquita en relación a la hiper e 

hiporregulación  (Pinoni et al., 2013)  podrían involucrar ajustes diferenciales 

postpandriales  en la dinámica y el patrón de modulación de la actividad de enzimas 

digestivas y/o en el contenido  de diferentes reservas de energía en condiciones de baja y 

alta salinidad. En este contexto, se  determinó la respuesta y capacidad osmorregulatoria, 
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las actividades de lipasa, proteolítica total y aminopeptidasa-N en hepatopáncreas y el 

contenido de triglicéridos y proteínas en órganos de reserva (hepatopáncreas, músculo de 

la quela, branquias anteriores y posteriores; Pinoni et al., 2011, 2013) a diferentes tiempos 

luego de la ingesta de alimento en condiciones de osmoconformación (35‰ de salinidad) 

(López Mañanes et al., 2000; Asaro et al., 2011; Pinoni et al., 2013) y en condiciones de  

baja (10‰)  y alta (37‰) salinidad. La capacidad osmorregulatoria, la cual se define como 

la diferencia entre el valor de la osmolalidad de la hemolinfa y el valor de osmolalidad del 

correspondiente medio externo, es una herramienta comúnmente utilizada para evaluar la 

perfomance osmorregulatoria (Charmantier et al., 1989; Lignot et al., 2000; Charmantier y 

Anger., 2011). Las actividades de lipasa, APN y proteolítica total en el hepatopáncreas y 

el contenido de lípidos y proteínas en sitios de reserva (hepatopáncreas, músculo de la 

quela, branquias  anteriores y posteriores (Artillo et al., 2008; Pinoni et al., 2011; 2013) se 

determinaron como índices de ajustes en componentes del metabolismo lipídico y/o 

proteico.  

Materiales y  Métodos 

 

Captura y mantenimiento de los animales 

 Se recolectaron machos adultos de Neohelice granulata en intermuda  con un 

ancho de caparazón mayor a 2,5 cm, en la planicie de marea de la laguna de Mar Chiquita 

(provincia de Buenos Aires, 37º32'-37º45’S; 57º19'-57º26’O). Los individuos se 

transportaron inmediatamente al laboratorio en recipientes con agua del sitio de 

recolección. Los cangrejos se aclimataron durante 13 días en acuarios a  35‰ de salinidad 

(condiciones de osmoconformación) (López Mañanes et al., 2000; Schleich et al., 2001; 

Asaro et al., 2011; Pinoni et al., 2013) y a  baja (10‰) y alta salinidad (37‰) en 

condiciones controladas de  temperatura (22± 2º C) y fotoperíodo (12 h. luz/ 12 h. 

oscuridad).  El agua se aireó y filtró permanentemente. Los acuarios se cubrieron con 
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nylon negro para reducir disturbios. Los individuos fueron alimentados tres veces por 

semana con alimento comercial balanceado Wardley USA  (0,07 g por individuo).  

Luego de este período, los individuos  fueron alimentados individualmente. El 

tiempo cero se tomó cuando la cantidad total de alimento ofrecido fue ingerida (lo que 

tomó como máximo 5 minutos). Los individuos fueron crioanestesiados a tiempo cero o a 

diferentes tiempos, que se indican en cada experimento, luego de la ingesta de alimento 

para realizar las correspondientes determinaciones.   

 

Preparación de muestras 

Los cangrejos se crioanestesiaron durante 20 minutos en hielo, luego se pesaron y 

midieron. Posteriormente se extirpó el hepatopáncreas, músculo de quela, branquias 

anteriores (1-5) y posteriores (6-8) (López Mañanes et al., 2000) y se pesaron 

inmediatamente.  Después de pesar las branquias anteriores y posteriores, el 

hepatopáncreas y  músculo de la  quela, se utilizaron inmediatamente para preparar los 

correspondientes homogenatos de la siguiente manera. Los hepatopáncreas se 

homogeneizaron en 50 mM Tris/HCl, pH 7,4 (4 ml g-1 de tejido) (x120 homogeneizador 

CAT, herramienta T10) y se centrifugó a 10.000 xg durante 15 min (Sorval, rotor SS34, 

refrigerado). Antes de la centrifugación, se separó una  alícuota del homogenato para  la 

determinación de los triglicéridos y  contenido de proteínas. El sobrenadante se separó en 

alícuotas de 200 μl y se almacenó a -20 º C. El  músculo de la  quela se homogeneizó en 

buffer (0,25 M sacarasa/0.5 mM de EGTA-Tris, pH 7,4) (8 mL g-1 de tejido) en 

homogeneizador CAT, herramienta T10 en hielo. El homogenato  se fraccionó en  

alicuotas de 400 μl y se almacenó a -20 º C.  Las branquias anteriores y posteriores se 

colocaron en  medio de homogeneización (0,25 M sacarosa/0.5 mM de EGTA-Tris, pH 

7,4) (4 mL g-1 de tejido) y se homogeneizaron en hielo con 20 golpes en el 
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homogenizador manual Potter-Elvehjem, 1700 rpm el homogenato se centrifugó a 2000 g 

(IEC-Centra 7R refrigerada) durante 5 minutos (Pinoni y Lopez Mañanes, 2009).  

Trabajos previos de nuestro grupo  muestran que en individuos de N. granulata de planicie 

de mareas en condiciones de osmoconformación se produce hiperglicemia post-pandrial  

entre 1-4h luego de la ingesta de alimento y una modulación de la actividad de amilasa y 

lipasas entre 2-4 h  sugiriendo el comienzo de procesos digestivos y absortivos a corto 

plazo luego de la ingesta de alimento (Méndez, 2010). Por otro lado,   el  hecho  que la 

defecación se produce durante un amplio periodo (desde antes de las 8 horas hasta al 

menos las 72 horas post-ingesta) (Méndez, 2010) sugiere que este cangrejo posee un ciclo 

digestivo largo en comparación a otros crustáceos  (McGaw y Reiber, 2000; Curtis et al., 

2010). 

 

Osmolalidad de la  hemolinfa  

Las muestras de  hemolinfa (aproximadamente 500 ul) se tomaron del seno 

infrabranquial en la base del quelípedo por medio de una jeringa y se transfirió a un tubo 

de centrífuga frío. El suero fue separado por centrifugación  a 10.000 × g (Beckman, 

Microfuge, B) durante 30 s. La osmolalidad se midió mediante un osmómetro automático  

(Osmomat 030 D, GONOTEC).
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Determinación de  actividades enzimáticas 

La actividad de lipasas según se describe en  la sección de Materiales y Métodos 

del capítulo 3 de la presente tesis.  

La actividad proteolítica total se determinó colorimétricamente midiendo la 

hidrólisis de azocaseína en buffer Tris 100 mM / HCl (pH 7,5) como se describió 

previamente (Pinoni et al 2011, 2013). La reacción se inició por la adición del sustrato 

azocaseína (concentración final 1 % p/v). La incubación se realizó a 45º C durante 30 min. 

La reacción se interrumpió mediante el agregado de TCA frío (10 % p/v). Se dejó en frío y 

luego se centrifugó a 2.500 r.p.m. durante 20 min. (IEC-Centra 7R, refrigerada). La 

azocaseína degradada se cuantificó en el sobrenadante por medición de la absorbancia en 

440 nm. Una unidad de actividad (U) se define como la cantidad de extracto de enzima 

que produce un aumento de 1 en A440. La actividad proteolítica se expresó como U x h-1 

x mg proteína -1. 

La actividad de APN se determinó según se describió en la sección de Materiales y 

Métodos del capítulo 2 de la presente tesis.   

 

Determinación de la concentración  de triglicéridos 

Los triglicéridos (TG) se midieron como se describió en la sección Materiales y 

Métodos del capítulo 3 de  la presente tesis.  

 

Determinación de la concentración de proteínas 

Según lo descripto en la sección Materiales y Métodos del capítulo 1 de la presente 

tesis. 
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Análisis estadísticos 

El análisis estadístico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para 

Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas de 

Levene  y un test de  normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizó un análisis de 

varianza  paramétrico (One Way ANOVA). Para identificar diferencias se utilizó un test a 

posteriori ANOVA (Test Holm-Sidak). Se consideraron diferencias significativas entre 

medias cuando el valor de  p fue menor a 0.05. 

 

Resultados 

 

Osmolalidad de la hemolinfa y capacidad osmorregulatoria en alta y baja salinidad a 

tiempo cero y a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento 

 

En  individuos expuestos a baja salinidad (10‰) la osmolalidad de la hemolinfa a 

tiempo cero y  a las 24, 48 y 72 h luego de la ingesta de alimento fue mayor 

(aproximadamente un 100%) que la osmolalidad del medio externo. Los valores de 

osmolalidad de la hemolinfa  a las 24 y 48 h luego de la ingesta de alimento fueron 

similares al valor a tiempo cero (Fig. 4.1.). La capacidad osmorregulatoria (hiper-

regulatoria) fue similar a tiempo cero y a 24 y 48h luego de la ingesta de alimento 

(Recuadro Fig 4.1) 
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Figura.4.1- Osmolalidad de la hemolinfa a tiempo cero y luego de 24, 48 y 72hs de la ingesta de 

alimento en individuos  de N. granulata mantenidos a 10 ‰ de salinidad. *Indica diferencias 

significativas con respecto al valor del medio externo. Letras iguales significan valores similares 

entre sí.  Los valores son las medias ± S.E para 5 individuos. (gl: 39; F:13; P:0,001) Recuadro: 

capacidad osmorregulatoria (diferencias entre la osmolalidad del medio y la osmolalidad de la  

hemolinfa). 

En  individuos expuestos a alta salinidad (37‰), la osmolalidad de la hemolinfa a 

tiempo cero y  a las 24 y 48 h luego de la ingesta de alimento fue menor 

(aproximadamente un 15%) que la osmolalidad del medio externo. Los valores de 

osmolalidad de la hemolinfa    a las 24 y 48 h luego de la ingesta de alimento fueron 

similares al valor a tiempo cero (Fig. 4.2). La capacidad osmorregulatoria  

(hiporregulatoria)  fue similar a tiempo cero y a 24 y 48h luego de la ingesta de alimento 

(Recuadro Fig 4.2) 
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Figura.4.2- Osmolalidad de la hemolinfa a tiempo cero y luego de 24 y 48 h de la ingesta de 

alimento en individuos  de N. granulata mantenidos a 37 ‰ de salinidad *Indica diferencias 

significativas con respecto al valor del medio externo. Letras iguales significan valores 

similares entre sí. Los valores son las medias ± S.E para 5 individuos. (gl: 25; F:6; P:0,004) 

Recuadro: capacidad osmorregulatoria (diferencias entre la osmolalidad del medio y la 

osmolalidad de la  hemolinfa) 

 

Actividades de enzimas digestivas en hepatopáncreas luego de la ingesta de alimento en 

diferentes condiciones de salinidad   

 

 

Actividad de lipasa 

 

En 35‰ de salinidad (salinidad a la cual N. granulata de la laguna costera de Mar 

Chiquita osmoconforma (López Mañanes, 2000; Schleich et al., 2001; Pinoni, 2009; 
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Pinoni y López Mañanes, 2009; Asaro et al., 2011)  la actividad de lipasa 24 h luego de la 

ingesta de alimento fue similar al valor a tiempo cero mientras que fue menor (alrededor 

de 60%) a las 48 h (Fig. 4.3.A). A las 72h la actividad de lipasa fue similar al valor a 

tiempo cero (Fig.4.3.A). 

En 10‰ de salinidad,   la actividad de lipasa a  2, 4, 24, 48 y 72 h luego de la 

ingesta de alimento fue similar a la correspondiente actividad a tiempo cero (Fig4.3.B).  

En 37‰ de salinidad,  la actividad de lipasa a las 2, 4 y  24 h luego de la ingesta 

fue similar al valor a tiempo cero, mientras que fue mayor (alrededor de   335 %)  a las 

48 h  (Fig.4.3.C). 
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Figura.4.3- Actividad de  lipasa  en hepatopáncreas a tiempo cero (t=0) y a diferentes tiempos 

luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  mantenidos a 35 ‰ de salinidad  

(osmoconformación) y en baja (10‰)  y alta  (37 ‰) (gl: 22; F:4,76; P:0,008) salinidad.  * Indica 

diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0. Los valores son las 

medias ± S.E. para 5 individuos. (gl: 20; F:4,38; P: 0,018) 

Actividad proteolítica total 

 

En 35‰ de salinidad, la actividad proteolítica total en hepatopáncreas a las  24 

luego de ingesta de alimento fue similar al valor a tiempo cero  mientras que fue menor 

A 

B C 
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(alrededor de 60%) a las 48 h (Fig4.4.A). A las 72h la actividad actividad proteolítica 

total fue similar al valor a tiempo cero (Fig 4.4.A). 

En 10‰ y 37‰ de salinidad,   no se encontraron diferencias significativas en la 

actividad proteolítica total en hepatopáncreas a ninguno de los tiempos estudiados luego 

de la ingesta de alimento con respecto al valor a tiempo cero (Fig.4.4.B y Fig.4.4C).  
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Figura.4.4- Actividad proteolítica en hepatopáncreas a tiempo cero (t=0) y a diferentes tiempos 

luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  mantenidos a 35 ‰ de salinidad  

(osmoconformación) y en baja (10‰)  y alta ( 37 ‰) salinidad. * Indica diferencias significativas 

con respecto a la correspondiente actividad a t=0. Los valores son las medias ± S.E. para 5 

individuos.  (gl: 18; F: 5,74; P: 0,008). 
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Actividad de Aminopeptidasa-N 

 

En 35‰ de salinidad, la actividad de APN en hepatopáncreas a las  24 luego de 

ingesta de alimento fue mayor (alrededor de un 50%). La actividad de APN disminuyó 

posteriormente hasta valores similares al de tiempo cero  a las 48 h y  72h luego de la 

ingesta de alimento (Fig.4.5.A). 

En 10‰ de salinidad  no se observaron diferencias significativas en la actividad 

de APN a ninguno de los tiempos estudiados (Fig. 4.5.B).   

 En 37‰ de salinidad, la actividad de APN a las 2, 4 y  24 h luego de la ingesta 

fue similar al valor a tiempo cero, mientras que fue mayor a las 48 h (alrededor 150%) 

(Fig.4.5.C). 
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Figura.4.5- Actividad de APN en hepatopáncreas a tiempo cero (t=0) y a diferentes tiempos 

luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  mantenidos a 35 ‰ de 

salinidad (osmoconformación) y en baja (10‰)  y alta ( 37 ‰) salinidad * Indica diferencias 

significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0. Los valores son las medias ± 

S.E. para 5 individuos. (gl:17, F:5,17,  P:0,013;  gl:16, F:3,96,  P:0,0028) 
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Contenido de sustratos de energía  en hepatopancreas luego de la ingesta de alimento 

en diferentes condiciones de salinidad  

 

  

Triglicéridos  (TG) 

 

En individuos expuestos a 35‰ la concentración de triglicéridos en 

hepatopáncreas fue mayor (alrededor de 420%) 24 h luego de la ingesta de alimento con 

respecto a tiempo cero y se mantuvo constante  a las 48 y 72 h (Fig.4.6.A). 

 En condiciones de baja salinidad (10‰) se produjo un aumento en la 

concentración de triglicéridos en hepatopáncreas 4 h luego de la ingesta de alimento 

(alrededor de 529%)   (Fig.4.6.B).  

En individuos mantenidos en 37‰ de salinidad, no se observaron diferencias 

significativas en la concentración de trigliceridos en hepatopáncreas con respecto a 

tiempo cero a ninguno de los tiempos estudiados luego de la ingesta de alimento 

(Fig.4.6.C). 
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Figura.4.6- Concentración de TG en hepatopáncreas  a tiempo cero (t=0) y a diferentes 

tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  mantenidos a 35 ‰ 

de salinidad (osmoconformación) y en baja (10‰)  y alta (37 ‰) salinidad. * Indica 

diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0. Los valores son 

las medias ± S.E para 5 individuos. (gl: 17, F: 8,69, P:0,002; gl: 27,F: 5,66, P: 0,002) 

Proteínas 

En condiciones de osmoconformación (35‰ de salinidad) no se encontraron 

diferencias significativas  en la  concentración de proteínas en hepatopáncreas a 

diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento con respecto al valor a tiempo cero 

(Fig.4.7.A) 
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En condiciones de baja salinidad (10‰) la concentración de proteínas en 

hepatopáncreas a las 2 y 4 h luego de la ingesta de alimento fue menor (alrededor de un 

40-60%, respectivamente) que la concentración a tiempo cero  (Fig.4.7.B).  

Posteriormente, se produjo un incremento en la concentración de proteínas en 

hepatopáncreas alcanzando a las 24-72 h valores similares a tiempo cero (Fig.4.7.B). 

En individuos mantenidos a 37‰ no se encontraron diferencias significativas en la 

concentración de proteínas en hepatopáncreas luego de la ingesta de alimento a ninguno 

de los tiempos estudiados (Fig.4.7.C).   
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Figura.4.7.- Concentración de proteínas  en hepatopáncreas   a tiempo cero (t=0) y a 

diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  

mantenidos a 35 ‰ de salinidad (osmoconformación) y en baja (10‰)  y alta ( 37 ‰) 

salinidad * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a 

t=0. Los valores son las medias ± S.E. para 5 individuos. (gl:  29; F: 5,75; P: 0,001) 

 

Contenido de sustratos de energía  en músculo de la quela luego de la ingesta de 

alimento en diferentes condiciones de salinidad 

 

Triglicéridos  (TG)  

 

En individuos aclimatados a 35‰ la concentración de triglicéridos en músculo de 

la quela fue similar al valor a tiempo cero 24 h luego de la ingesta de alimento mientras 

que fue menor (alrededor de un 85%) con respecto a tiempo cero a las 48 h luego de la 
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ingesta de alimento (Fig.4.8.A),   Posteriormente, la concentración de triglicéridos 

dismimuyó siendo a las 72hs luego de la ingesta de alimento similar al valor a tiempo 

cero  (Fig.4.8.A).   

En 10‰ de salinidad, la concentración de triglicéridos en músculo de la quela fue 

similar al valor a tiempo cero 24 h luego de la ingesta de alimento mientras que fue 

menor (alrededor de un 90%) a las 48 hs y 72 h luego de la ingesta de alimento 

(Fig.4.8.B). En individuos mantenidos en alta salinidad (37‰) no se detectó TG en 

músculo de la quela a tiempo cero ni a ninguno de los tiempos luego de la ingesta de 

alimentos estudiados.  
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Figura.4.8.- Concentración de triglicéridos (TG) en músculo de la quela  a tiempo cero 

(t=0) y a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  

mantenidos a 35 ‰ de salinidad (osmoconformación) y en baja (10‰)  y alta (37 ‰) 

salinidad * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a 

t=0. Los valores son las medias ± S.E para 5 individuos.(gl: 12, F:5,32, P: 0,016; gl: 12, 

F:5,21, P: 0,019) 

Proteínas 

 

En 35‰ de salinidad, la concentración de proteínas en músculo de la quela 24 hs 

luego de la ingesta de alimento fue mayor (alrededor de un 210%) con respecto a la 

concentración a tiempo cero (Fig.4.9.A). A las 48 y 72 h luego de la ingesta de 

alimento, la concentración de proteínas se mantuvo en valores significativamente 

mayores que el valor a tiempo cero (Fig.4.9.A). 
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En 10‰ de salinidad, la concentración de proteínas en  músculo de la quela fue 

menor (alrededor de un 70%) a las 2 h y 4 h luego de la ingesta de alimento  con 

respecto al valor a tiempo cero  (Fig.4.9.B).  Posteriormente, la concentración de 

proteínas se incrementó siendo los valores a 24-72 h similares a los de tiempo cero 

(Fig.4.9.B).  

En 37‰ de salinidad, no hubo diferencias en la concentración de proteínas de 

músculo de la quela luego de la ingesta de alimento (Fg4.9.C). 
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Figura.4.9.- Concentración de proteínas  en músculo de la quela  a tiempo cero (t=0) y a 

diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  

mantenidos a 35 ‰ de salinidad (osmoconformación) y en baja (10‰)  y alta ( 37 ‰) 

salinidad * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a 

t=0. Los valores son las medias ± S.E. para 5 individuos. (gl: 1, F:10,  P: 0,001; gl: 19, F: 

3,4, P: 0,0044) 

 

Contenido de sustratos de energía  en branquias anteriores y posteriores  luego de la 

ingesta de alimento en diferentes condiciones de salinidad 

 

 

Triglicéridos (TG) 

No se detectaron  TG en branquias anteriores ni posteriores. 
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Proteínas 

 

En 35‰ de salinidad no se detectaron diferencias significativas en la   

concentración de proteínas en branquias anteriores y posteriores a los tiempos 

estudiados luego de la ingesta de alimento (Figs.4.10.A y 4.10.B).  
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Figura.4.10.- Concentración de proteínas  en branquias anteriores y posteriores a tiempo cero (t=0) y a 

diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  mantenidos a 35 ‰ 

de salinidad.* Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0. Los 

valores son las medias ± S.E. para 5 individuos. 

En baja salinidad (10‰), la concentración de proteínas en branquias anteriores a 

las 2-4 h luego de la ingesta de alimento fue menor (aproximadamente un 75%) del 

valor a tiempo cero (Fig.4.11.A). Por otro lado, la concentración de proteínas  en 

branquias posteriores a las 48hs luego de la ingesta de alimento fue mayor 

(aproximadamente 77%) del tiempo cero  (Fig. 4.11.B).  
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Figura.4.11.- Concentración de proteínas  en branquias anteriores y  posteriores a tiempo cero (t=0) y a 

diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  mantenidos a baja 

(10‰) salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0. Los 

valores son las medias ± S.E. para 5 individuos.(gl: 29;  F: 0,001; P: 0,001; gl: 28: F: 6,86; P: 0,001) 

 

En 37‰ de salinidad,  no se detectaron diferencias significativas en la   

concentración de proteínas en branquias anteriores o posteriores  (Figs.4.12.A y 4.12.B). 
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Figura.4.12.- Concentración de proteínas  en branquias anteriores y  posteriores a tiempo cero (t=0) y a 

diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata  mantenidos a  alta (37 ‰) 

salinidad * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0. Los valores 

son las medias ± S.E. para 5 individuos. 

Discusión 

 

Los cangrejos hiper/hiporreguladores son capaces de mantener la concentración 

osmótica de la hemolinfa dentro de un rango estable, por encima  o debajo de la del medio 

externo en baja y alta salinidad, respectivamente (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 

2012; Henry et al., 2013; Pinoni et al., 2013; Larsen et al., 2014). Trabajos previos de nuestro 

laboratorio muestran que individuos machos adultos  de N. granulata de planicie de mareas 

de la laguna costera de Mar Chiquita muestran una fuerte capacidad hiper-regulatoria a baja 

salinidad (6-10‰) e hiporregulatoria  a alta salinidad  (45-60‰) mientras que 

osmoconforman en 35 ‰  de salinidad (López Mañanes et al., 2000; Schleich et al., 2001; 

Pinoni et al., 2005; Pinoni y López Mañanes, 2009; Asaro et al., 2011; Pinoni et al., 2013; 

presente capítulo). Los resultados del presente capítulo muestran  que  individuos de N. 

granulata de la zona de planicie de mareas se comportaron como hiper-reguladores en 
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condiciones de baja salinidad (10‰) y como hiporreguladores  en alta salinidad (37‰)  

manteniendo la concentración osmótica de la hemolinfa por encima y por debajo de la del 

correspondiente medio externo, respectivamente (Figs 4.1 y 4.2). El mantenimiento de la 

capacidad osmorregulatoria (parámetro usualmente utilizado para evaluar la performance 

osmorregulatoria) (Charmantier et al., 1989; Lignot et al.,  2000; Charmantier y Anger., 2011) 

en valores similares luego de la ingesta de alimento en condiciones de baja y alta salinidad  

podría relacionarse con el hecho de que N. granulata es un osmorregulador fuerte (Curtis and 

McGaw., 2010). Se ha observado que algunas especies de cangrejos hiporreguladores débiles 

con una distribución o permanencia más limitada en áreas con condiciones más extremas de 

baja salinidad, no son capaces de balancear las demandas de la hiper-regulación y la digestión 

(Curtis y McGaw, 2010). En este contexto, se ha sugerido que más que la habilidad 

osmorregulatoria sola, la habilidad para enfrentar las demandas concomitantes de la 

osmorregulación y de los procesos digestivos y absortivos permitiría  explotar o persistir en 

áreas de baja salinidad (Curtis y McGaw, 2010). Así, los resultados presentados en este 

capítulo que muestran que la osmolalidad de la hemolinfa y la capacidad  hipo e 

hiperregulatoria exhibieron valores similares antes y a diferentes tiempos luego de la ingesta 

de alimento  podría asociarse con la ocupación exitosa  de  todo el intermareal de la laguna 

costera  de  Mar  Chiquita por N. granulata. Como hemos señalado anteriormente, la 

adaptación bioquímica a la salinidad ambiental en cangrejos osmorreguladores constituye un 

proceso complejo que implica la participación de diferentes enzimas y sistemas de transporte 

en branquias y en diferentes órganos y tejidos tales como hepatopáncreas y músculo (Jahn et 

al., 2006; Pinoni y López Mañanes., 2004, 2008, 2009; Athamena et al., 2011; Martins et al., 

2011; Pinoni et al 2013). Los diferentes cambios moleculares y bioquímicos (ej: en la 

actividad de  sistemas de transporte en branquias tales como diferentes ATPasas y de 

aminoácidos en la hemolinfa) involucrados en el proceso osmorregulatorio requieren energía  
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(Bianchini et al., 2008; Freire et al., 2008; McNamara y Faria., 2012; Romano y Zeng, 2012; 

Romano et al., 2014). Esto podría conducir a la modificación del metabolismo de lípidos, 

hidratos de carbono y/o proteínas resultando en una movilización diferencial de reservas de 

energía en diferentes órganos de reserva (Luvizzotto-Santos et al., 2003; Bianchini et al., 

2008; Romano y Zeng, 2012). La modulación de la actividad de enzimas digestivas, al ser un 

vínculo entre la digestión y la absorción, puede llevar a una disponibilidad diferencial de 

sustratos de energía (ej: lípidos/proteínas) para la aclimatación a diferentes salinidades (Li et 

al., 2008; Romano y Zeng., 2012; Pinoni et al.,  2013; Wang et al., 2013). La hiper e hipo-

osmorregulación en cangrejos requieren diferentes mecanismos (McNamara y Faria, 2012; 

Romano y Zeng, 2012; Henry et al., 2013; Larsen et al., 2014). Trabajos previos de nuestro 

laboratorio en N. granulata muestran que las respuestas a  largo plazo a la salinidad ambiental 

en machos adultos de N. granulata  de la zona de planicie de mareas involucra la modulación 

integrativa de varios componentes tales como la actividad de  Na+/K+-ATPasa en branquias 

anteriores y posteriores, y de Na+ ATPasa (la denominada segunda bomba de sodio) y 

fosfatasas alcalinas en músculo de la quela (Schleich et al., 2001; Pinoni et al., 2005; Pinoni, 

2009; Pinoni y López Mañanes., 2009; González et al., 2012) y de  la actividad de enzimas 

digestivas en hepatopáncreas y sustratos de energía (Asaro et al., 2011; Michiels et al., 2013; 

Pinoni et al., 2013).  Los ajustes diferenciales en enzimas clave en branquias y músculo de la 

quela en relación a baja y alta salinidad sugieren que diferentes mecanismos osmo-

regulatorios estarían operando en relación a la hiper e hiporregulación (López Mañanes et al., 

2000; Scheich et al., 2001; González et al., 2012, resultados no publicados). Los resultados 

del presente capítulo de esta tesis muestran que individuos de N. granulata de la zona de 

planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita exhiben respuestas diferenciales en la 

actividad de enzimas digestivas (lipasa, proteolítica total, APN)  en hepatopáncreas y en el 

contenido de reservas de energía (triglicéridos, proteínas) a diferentes tiempos luego de la 
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ingesta de alimento en baja y alta salinidad  sugiriendo la existencia de ajustes diferenciales a 

nivel bioquímico en la dinámica de procesos  digestivos, absortivos y en el metabolismo de 

lípidos y proteínas en relación al estado hipo e hiper-regulatorio.  

En varias especies de crustáceos, los lípidos constituyen una fuente principal de 

energía para el mantenimiento de varios procesos fisiológicos (Sánchez Paz et al., 2006, 2007; 

Buchup et al., 2008).  Como se describió anteriormente en la presente tesis (capítulo 3), los 

lípidos digeridos son principalmente almacenados como triglicéridos  siendo el 

hepatopáncreas el principal sitio de reserva en la mayoría de las especies  (Wright y Ahearn, 

1997; Gonzalez-Baró et al., 1988; Pakasri et al., 1989; Muriana et al., 1993; Jones  y Obst, 

2000; García et al., 2002,  Sánchez Paz et al., 2006, 2007; Buckup et al., 2008; Dima et al., 

2009;  Pinoni et al., 2011, 2013). Variaciones en el  nivel de actividad de lipasa en el 

hepatopáncreas (sitio de inicio de la digestión intracelular y principal sitio de  absorción de 

nutrientes; Mc Gaw y Curtis, 2013; Carter y Mente, 2014) podrían constituir importantes 

ajustes a nivel bioquímico que potencialmente afectarían el metabolismo lipídico. Se ha 

sugerido que las lipasas en hepatopáncreas, desempeñarían un importante rol en el 

metabolismo de lípidos de reserva  y por ende en la movilización de metabolitos lipídicos en 

estados fisiológicos diferenciales (Sánchez Paz et al., 2006, 2007). En este contexto, los 

resultados presentados en el capítulo 3 de la presente tesis sugieren la relación entre  actividad 

de lipasa sensible a dopamina y AMPc y el contenido de triglicéridos  en hepatopáncreas de 

N. granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita.  Los 

resultados del presente capítulo que muestran la modulación (disminución a las 48 h seguido 

de un aumento)  luego de la ingesta de alimento de la actividad de lipasa y el aumento en la 

concentración de triglicéridos en hepatopáncreas de individuos mantenidos a 35‰ de 

salinidad (Fig.4.3.A y Fig.4.6A) sugieren, por un lado, el rol del hepatopáncreas de N. 

granulata en procesos iniciales de síntesis de macromoléculas  como se reportó para otros 
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crustáceos decápodos (McGaw y Curtis, 2013; Carter y Mente, 2014) y por otro lado, soporta 

la idea de una relación entre nivel de actividad de lipasa en hepatopáncreas y contenido de 

triglicéridos.  La disminución en el contenido de triglicéridos en músculo de la quela a las 48 

h post-ingesta (Fig.4.8.A) sugeriría la movilización de esta reserva probablemente para 

mantenimiento de diferentes procesos fisiológicos y soporta la idea del rol de este tejido en 

ajustes del metabolismo lipídico como sugerimos previamente (Pinoni et al., 2013). 

Trabajos previos de nuestro grupo sugieren  que la modulación diferencial de la 

actividad de lipasa en hepatopáncreas constituye uno  de los componentes involucrados en 

respuestas a la exposición a largo plazo a baja (6-10‰) y alta salinidad (45-60‰) en machos 

adultos de N. granulata  de la zona de planicie de mareas (Michiels, 2010; Pinoni et al., 

2013). El hecho que no se observaron cambios en la actividad de lipasa en hepatopáncreas 

luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos en condiciones de 

baja salinidad (10‰) y el  aumento en la actividad a las 48 h luego de la ingesta de alimento 

en condiciones de alta salinidad (37‰), respuestas diferenciales a su vez a las observadas en 

35‰ de salinidad  (osmoconformación)  (Fig.4.3.B y 4.3C)  sugiere la existencia de ajustes 

diferenciales en la dinámica post-ingesta de la actividad de lipasa y por ende en la capacidad 

lipolítica  del hepatopáncreas en relación a la hiper e hiporregulación. El aumento en la 

concentración de  triglicéridos en hepatopáncreas a las 4 h luego de la ingesta de alimento en 

baja salinidad (10‰) y su posterior disminución a largo plazo sugiere la existencia de 

mecanismos diferenciales de regulación del metabolismo (anabolismo/catabolismo) de lípidos 

en condiciones de hiper-regulación (Fig.4.6.B). Por otro lado, si bien la disminución en el 

contenido de triglicéridos en músculo de la quela en individuos mantenidos en 10‰ de 

salinidad a las 48 hs post-ingesta fue similar a lo observado en individuos en condiciones de 

osmoconformación, el mayor contenido de triglicéridos en baja salinidad comparado con los 

valores en 35‰ de salinidad sugieren ajustes en reservas de lípidos en este tejido en relación a 
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la hiperrregulación (Fig.4.8.B). Trabajos previos de nuestro laboratorio sugieren el rol del 

músculo de la quela en ajustes en el metabolismo lipídico en condiciones de aclimación a baja 

salinidad (Pinoni et al., 2013).  

 La mayor  concentración  de triglicéridos en hepatopáncreas de individuos expuestos 

a 37 ‰ de salinidad en comparación con la observada en individuos  de N. granulata 

mantenidos en  condiciones de osmoconformación (35 ‰) o baja salinidad sugiere  un rol 

principal  del mismo  como sitio de reserva de triglicéridos en condiciones de hiporregulación  

(Fig. 4.6). Además, el hecho que no se produjeron variaciones en el contenido de triglicéridos 

en hepatopáncreas en alta salinidad (Fig.4.6.C) podría sugerir que la modulación de esta 

reserva no estaría involucrada en procesos de ajustes post-ingesta en relación a la 

hiporregulación. Sin embargo, debido a que se produjo un aumento de la actividad de lipasa 

en hepatopáncreas a las 48 horas luego de la ingesta de alimento  (Fig.4.3.C) no puede 

descartarse  la posible existencia de ajustes a tiempos más largos post-ingesta en la 

concentración de triglicéridos.  Sorprendentemente, no se detectaron triglicéridos en músculo 

de la quela de individuos expuestos a 37 ‰ de salinidad a tiempo cero ni a diferentes tiempos 

luego de la ingesta de alimento  (Fig.4.8.C). En trabajos previos de nuestro laboratorio se 

detectaron triglicéridos en  músculo de la quela de individuos de N. granulata de la zona de 

planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita expuestos a largo plazo a 45‰ de 

salinidad aunque en una concentración menor con respecto a condiciones de 

osmoconformación sugiriendo la movilización de esta reserva en condiciones de alta salinidad 

(Pinoni et al., 2013). Si el hecho de no haber detectado triglicéridos en músculo de la quela de 

individuos expuestos a 37 ‰ de salinidad  se debe a su utilización en relación a la 

hiporregulación  y a ajustes diferenciales en procesos de  anabolismo/catabolismo de lípidos 

en este tejido  requiere mayor investigación. Por otro lado, el hecho que no se detectaron 

triglicéridos en branquias anteriores o posteriores en condiciones de osmoconformación o en 
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baja y alta salinidad está de acuerdo con lo encontrado a trabajos previos de nuestro 

laboratorio que sugiere que las branquias no constituirán órganos de reserva de estos sustratos 

de energía en este cangrejo (Pinoni et al., 2013).  En otras especies de cangrejos eurihalinos 

tales como Uca tangeri hemos detectado alto contenido de esta reserva en branquias en 

condiciones de osmoconformación  (resultado no publicados).  Los resultados presentados en 

el capítulo 3 de la presente tesis que mostraron la modulación por dopamina, glucagón y 

APMc de la actividad de lipasa y de dopamina y AMPc del contenido de triglicéridos in vitro 

en hepatopáncreas de N. granulata sugieren la existencia de diferentes vías de regulación por 

mensajeros químicos de componentes  a nivel bioquímico del metabolismo lípidico. Si el 

nivel  y/o ajustes diferenciales post-ingesta en la actividad de lipasa y contenido de 

triglicéridos en hepatopáncreas y/o músculo de la quela de individuos de  N.granulata  luego 

de la ingesta de alimento en osmoconformación y en baja o alta salinidad (presente capítulo) 

están  relacionados con la existencia de mecanismos diferenciales de modulación por  

mensajeros químicos requiere mayor investigación.   

Como se mencionó anteriormente, en crustáceos decápodos, el hepatopáncreas 

constituye el sitio principal   donde se lleva a cabo principalmente la digestión intracelular y 

el  sitio inicial de  síntesis de macromoléculas (ej: proteínas)  (McGaw y Curtis, 2013; Carter 

y Mente, 2014). En el capítulo 2 de la presente tesis se demostró la existencia de actividad de 

APN, ectopeptidasa con un rol principal en pasos finales de la digestión proteica    (Alpers, 

1987; Mentlein, 2004; Goodman, 2010; Fairweather et al., 2012) sugiriendo el rol del 

hepatopáncreas de N. granulata en dicho proceso. Las variaciones a diferentes tiempos luego 

de la ingesta de alimento   de componentes indicadores a nivel bioquímico de ajustes en el 

metabolismo proteico (actividad de APN, actividad proteolítica total) en individuos 

mantenidos en 35‰ de salinidad (condiciones de  osmoconformación) soportan la idea del rol 

del  hepatopáncreas como órgano involucrado en procesos de regulación del metabolismo 
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proteico en N. granulata (Fig.4.4.A y 4.5.A).  En este contexto, el aumento de la actividad de 

APN a las 24 h luego de la ingesta de alimento y la posterior disminución de esta  actividad a 

valores similares a tiempo cero (Fig.4.5.A) sugiere la capacidad para ajustes (aumento y 

vuelta a nivel basal) en pasos finales de la digestión de ítems proteicos dietarios.  La 

disminución de la actividad proteolítica total  a las 48 h post-ingesta y el mantenimiento de la 

concentración de proteínas sugiere la disminución de la capacidad proteolítica intracelular 

(Figs.4.4.A y 4.7.A). En varias especies de crustáceos decápodos, se ha descripto que la 

síntesis de proteínas en hepatopáncreas puede continuar hasta 2-3 días luego de la ingesta de 

alimento (Houlihan et al., 1990; Mente, 2003; Mente et al., 2003; McGaw y Curtis, 2013; 

Carter y Mente, 2014). Si en N. granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna 

costera de Mar Chiquita en condiciones de osmoconformación  ocurren ajustes en la síntesis 

de proteínas a tiempos mayores a los estudiados en esta tesis requiere mayor investigación. 

Por otro lado, el aumento en la concentración de proteínas a las 24 h luego de la ingesta de 

alimento en músculo de la quela y el mantenimiento en niveles similares a tiempos más largos 

(hasta 72 h) (Fig.4.9.A), sugiere que en N. granulata el mismo constituiría un sitio de reserva 

post-ingesta como ha sido sugerido por trabajos previos de nuestro laboratorio (Pinoni, 2009; 

Pinoni et al., 2013) y en otros crustáceos decápodos (Carter y Mente, 2014).  

  En varias especies de crustáceos decápodos, el metabolismo de proteínas juega un rol 

esencial en respuestas a nivel bioquímico a la salinidad soportando una adecuada provisión de 

aminoácidos necesaria para el mantenimiento de la osmorregulación  (Shinji et al., 2012; 

Romano y Zeng, 2012).  El hecho que no se encontraron diferencias significativas en la  

actividad proteolítica total  y en la actividad de APN a diferentes tiempos luego de la ingesta 

de alimento en hepatopáncreas de individuos en condiciones de baja o alta salinidad 

(Fig.4.4.B y C y Fig.4.5.B y C) sugiere el mantenimiento de la capacidad proteolítica del 

hepatopáncreas en relación a la osmorregulación. Sin embargo, la disminución en la 
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concentración  de proteínas a las 2-4 h luego de la ingesta de alimento en hepatopáncreas de 

individuos mantenidos en  baja salinidad (10‰)  y una posterior recuperación (mientras se 

mantuvo la actividad proteolítica total) (Fig.4.7.B) sugiere la existencia de ajustes en procesos 

de síntesis y/o degradación de proteínas y la posible modulación diferencial de distintas 

proteasas. Además, la diferente respuesta en relación a individuos en osmoconformación y en 

alta salinidad sugiere la existencia de ajustes relacionados a la hiper-regulación.  Las 

branquias posteriores constituyen el sitio principal de componentes a nivel bioquímico 

involucrados en la maquinaria hiper-regulatoria (López Mañanes et al., 2000; Bianchini et al., 

2008; McNamara et al., 2012; Romano y Zeng, 2012; Henry et al., 2013; Larsen et al, 2014). 

El aumento en el contenido de proteínas en branquias posteriores a las 48 h luego de la ingesta 

de alimento en condiciones de baja salinidad, junto con la disminución en el hepatopáncreas a 

tiempos más cortos (Fig.4.11.B),  sugieren que las mismas podrían constituir un sitio de 

reserva post-ingesta en condiciones de hiper-regulación (ej: de destino post-ingesta de 

aminóacidos). En  varias especies de crustáceos decápodos se ha demostrado que las 

branquias constituyen un sitio de síntesis de proteínas luego de la ingesta de alimento (Mente 

et al.,  2003, 2011; Carter y Mente, 2014).  Trabajos previos de nuestro laboratorio, muestran 

que las branquias anteriores juegan un importante rol en la adaptación bioquímica a baja 

salinidad en N. granulata y  Cyrtograpsus angulatlus  (López Mañanes et al., 2000, 2002; 

Schleich et al., 2001; Artillo et al., 2008; Pinoni, 2009; Pinoni et al., 2011; González et al., 

2012, resultados no publicados).  La disminución en la concentración  de proteínas a las 2-4h 

luego de la ingesta de alimento en branquias anteriores de individuos de N. granulata 

mantenidos en baja salinidad (10‰) y el posterior aumento en la misma hasta valores 

similares a tiempo cero sugieren la movilización de proteínas a corto plazo  y la existencia de 

ajustes en procesos de degradación y/o síntesis (Fig.4.11.A).  El hecho que no se produjeron 

modificaciones en el contenido de proteínas luego de la ingesta de alimento en condiciones de 
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alta salinidad (37 ‰) en ninguno de los órganos estudiados soporta la idea de la existencia de 

ajustes diferenciales a nivel bioquímico en relación a la osmoregulación pero además en 

relación al tipo de desafío osmótico que implica respuestas osmo-regulatorias diferenciales 

(hiper e hiporregulación). Como se mencionó más arriba, en varios crustáceos, el 

metabolismo proteico juega un rol esencial en la adaptación bioquímica a la salinidad, sin 

embargo esta no es una respuesta universal (Romano y Zeng, 2014). En N. granulata de otras 

áreas geográficas la salinidad afecta el metabolismo proteico in vitro pero las variaciones 

dependen del grado y tipo de desafio osmótico (Bianchini et al.,  2008), Este podría ser 

también el caso para N. granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna costera de 

Mar Chiquita.   

En conclusión, las diferentes respuestas en la actividad de enzimas digestivas en 

hepatopáncreas  luego de la ingesta de alimento en individuos expuestos a condiciones de baja 

(10 ‰) y alta (37‰) salinidad y en condiciones de osmoconformación (35‰) sugieren la 

existencia de ajustes digestivos y metabólicos postpandriales diferenciales a nivel bioquímico 

en relación al diferente estado osmorregulatorio (hiper o hiporregulación) en individuos de N. 

granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita.  Las 

diferentes respuestas en la actividades enzimáticas estudiadas y en el contenido de  sustratos 

de energía sugieren además la participación diferencial de diferentes rutas  metabólicas y 

probablemente de mecanismos diferenciales de regulación. Debido a que se desconocen las 

rutas de digestión-absorción en N. granulata se necesita mayor investigación para establecer 

la posible relación entre la actividad de enzimas digestivas en hepatopáncreas y las rutas 

metabólicas de almacenamiento y/o movilización de reservas de energía en diferentes 

condiciones de salinidad. Los resultados de este capítulo contribuyen a incrementar el 

conocimiento sobre las complejas respuestas integrales a nivel bioquímico a baja y alta 
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salinidad ambiental en camgrejos  hiper/hiporreguladores en general y en N. granulata en 

particular. 
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CAPÍTULO 5:  

Flexibilidad fenotípica en respuesta a un 

cambio abrupto de salinidad: actividad de 

enzimas digestivas y reservas de energía  en 

Neohelice ganulata
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Introducción 

 

Las condiciones de variabilidad irregulares en la salinidad ambiental en la zonas de 

planicie de mareas de estuarios y/o lagunas costeras   imponen a cangrejos 

hiper/hiporreguladores enfrentarse a  cambios temporales abruptos y amplios de  salinidad 

ambiental. Los cambios abruptos de salinidad (ej: cambios desde alta a baja salinidad o 

viceversa) imponen desafíos osmóticos diferenciales y de esta manera, pueden implicar 

cambios a corto plazo en la respuesta osmorregulatoria.  Diversos trabajos en cangrejos 

osmorreguladores han demostrado que varias especies son capaces de cambiar a corto plazo 

(≤ 24h) desde osmoconformación a hiper-regulación en respuesta a cambios abruptos desde 

agua de mar (33-35‰ de salinidad) a baja salinidad (Schleich et al., 2001; López Mañanes 

et al., 2002; Lucu y Towle, 2003; Kirschner, 2004; Freire et al., 2008; Mc Namara et al., 

2012; Henry et al., 2012; Havird et al., 2013). Sin embargo, estos estudios se han realizado 

con individuos privados de alimento (generalmente 48 h) y faltan estudios en relación a 

cambios de alta a baja salinidad (ej: desde condiciones de hipo a hiperregulación).  Debido 

a que los cangrejos que habitan estuarios y lagunas costeras pueden estar sujetos a cambios 

abruptos en la salinidad al mismo tiempo en que se produce la ingesta de alimento, falta 

aún investigar la posible existencia de modulación digestiva y metabólica a nivel 

bioiquímico en individuos recién alimentados y expuestos a un cambio abrupto a corto 

plazo (hasta 24 h) de alta a baja salinidad. 

     Como se señaló anteriormente en la presente tesis, la adaptación bioquímica de  

cangrejos eurihalinos en relación a diferentes condiciones de  salinidad ambiental es un 

proceso complejo que involucra la participación de diferentes enzimas y sistemas de 

transporte en branquias y en tejidos y órganos  extrabranquiales (Jahn et al., 2006, Pinoni y  
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López Mañanes, 2004, 2008, 2009, Martins et al., 2011; McNamara y Faria, 2012; Romano 

y Zheng., 2012; Michiels et al., 2013; Pinoni et al., 2013). En este contexto, las respuestas a 

corto (≤ 24h) y largo plazo a la salinidad ambiental pueden implicar cambios diferenciales 

en componentes involucrados a nivel bioquímico (Schleich et al., 2001; López Mañanes et 

al.,  2002; Pinoni et al.,  2005; Mc Namara et al., 2012; Romano et al., 2012; Henry et al., 

2013, Havird et al., 2013; Larsen et al 2014).  Trabajos previos de nuestro laboratorio 

muestran  que N. granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna costera de Mar 

Chiquita exhibe capacidad hiper-regulatoria a corto plazo en respuesta a un cambio abrupto 

desde condiciones de osmoconformación a baja salinidad (Schleich et al., 2001; Pinoni, 

2009; Pinoni et al., 2005). La respuesta diferencial de diferentes actividades enzimáticas en 

branquias y músculo de la quela sugiere la existencia de ajustes a corto plazo en relación al 

cambio en el estado osmorregulatorio (Schleich et al., 2001; Pinoni, 2009;  Pinoni et al., 

2005). Los resultados presentados en el capítulo anterior de la presente tesis muestran el  

mantenimiento de la capacidad hipo e hiperregulatoria a diferentes tiempos luego de la 

ingesta de alimento en condiciones de baja y alta salinidad de individuos de N. granulata de 

la zona de planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita sugiriendo la capacidad 

para balancear las demandas concomitantes de la osmorregulación y la digestión como ha 

sido sugerido para osmorreguladores fuertes (Curtis y  McGaw, 2010).   Las diferentes 

respuestas en la actividad de enzimas digestivas en hepatopáncreas luego de la ingesta de 

alimento en individuos expuestos a largo plazo a condiciones de baja (10 ‰) o alta (37‰) 

salinidad (capítulo 4,  presente tesis) sugieren la existencia de ajustes digestivos y 

metabólicos postpandriales diferenciales a nivel bioquímico en relación al diferente estado 

osmorregulatorio (hiper o hiporregulación).  En este contexto, y como se ha mencionado 

anteriormente, podría hipotetizarse que un cambio abrupto de salinidad (ej: de alta a baja 
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salinidad) que impliquen diferentes respuestas osmorregulatorias a corto plazo 

(hipo/hiperregulación) podrían conducir a ajustes digestivos y metabólicos diferenciales a 

nivel bioquímico.   

En este capítulo se describen estudios realizados para determinar   el efecto de un 

cambio abrupto desde alta a baja salinidad sobre la respuesta osmorregulatoria, la actividad 

de enzimas digestivas en hepatopáncreas y el contenido de reservas de energía en órganos 

de reserva en individuos expuestos al cambio de salinidad inmediatamente después de ser 

alimentados. .  

Materiales y Métodos 

 

Productos químicos 

La Azocaseina, el pNPpalmitato (p-nitrophenylpalmitato), la  L-alanina-p-

nitroanilida (L-Ala pNA), la  Na-Benzoyl-DL-Arginine-p-Nitroanilide (BPNA), el 

Tris-(hydroxymethylamino-methano) (Tris), el acido ethyleneglicol N,N’,N’-

tetraacetico y la sero albúmina bovina fueron de  Sigma (St. Louis, MO, USA),  el 

Coomassie blue G250  fue de Fluka (Alemania). Todas las soluciones se prepararon en 

agua destilada. 

 

Sitios de estudio y recolección de animales 

Los   individuos de N. granulata de la zona de planice de mareas fueron mantenidos 

en laboratorio durante 10 días en 37‰ de salinidad como se describió en el capítulo 4. Para 

estudiar el efecto de un cambio abrupto de alta a baja salinidad, los individuos fueron 

alimentados individualmente. Cuando la cantidad total de alimento ofrecido fue ingerida (lo 
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que tomó como máximo 5 minutos) los individuos fueron abruptamente transferidos  a 10 

‰ de salinidad (tiempo cero). Los individuos fueron crioanestesiados a  tiempo cero y 

luego de 2, 4 y 24 h  del cambio abrupto de salinidad para realizar las correspondientes 

determinaciones.   

Preparación de muestras 

Según lo descripto en la sección Materiales y Métodos del capítulo 4 

 

Osmolalidad de la  hemolinfa 

Se determinó como fue descripto en el capítulo 4 

 

Determinación de las actividades enzimáticas  

Se realizó de acuerdo a los descripto en los capítulos 2, 3 y 4 

 

Análisis estadísticos 

El análisis estadístico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para 

Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas de 

Levene  y un test de  normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Se utilizó un análisis de 

varianza  paramétrico (One Way ANOVA). Para identificar diferencias se utilizó un test a 

posteriori ANOVA (Test Holm-Sidak). Se consideraron diferencias significativas entre 

medias cuando el valor de  p fue menor a 0.05. 
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Resultados 

 

Efecto de un cambio abrupto de alta a baja salinidad en individuos alimentados 

Osmolalidad de la hemolinfa y capacidad osmorregulatoria 

 

A las 2, 4 y 24 h luego del cambio abrupto de 37 a 10‰ de salinidad, la osmolalidad 

de  la hemolinfa fue mayor (alrededor de 160%)  que la osmolalidad del medio externo 

(10‰) (Fig. 5.1).  No hubo diferencias significativas entre los valores de    osmolalidad a 

las 2, 4 o 24 h luego del cambio abrupto de salinidad (Fig. 5.1).  De esta manera, individuos 

alimentados y transferidos exhibieron capacidad hiper-regulatoria luego del cambio abrupto  

desde alta a baja salinidad. 
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Figura.5.1.- Osmolalidad de  la hemolinfa a diferentes tiempos luego de un 

cambio abrupto de alta  (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad de individuos de N. 

granulata alimentados (tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego de 

la ingesta de alimento.    Indica el valor de la Osmolalidad del medio a 

37‰. La línea discontínua  inferior indica la osmolalidad del  medio de 10 

‰ de salinidad. Letras iguales significan valores similares entre sí. Los 

datos son las medias ± S.E para 5 individuos para cada condición. (gl: 6,  T: 

3,81, P: 0,009; gl: 18,  F: 22,  P:0,001) 
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Actividad de enzimas digestivas en hepatopáncreas   

 

A las 2 y 4 h luego del cambio abrupto de 37 a 10‰ de salinidad, la actividad de 

lipasa fue similar con respecto al correspondiente valor antes de la transferencia. A las 24 h 

luego del cambio la actividad de  lipasa, disminuyó  alrededor de un 54%   con respecto al 

correspondiente valor antes de la transferencia  (Fig. 5.2). 
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Figura.5.2- Actividad de lipasa en hepatopáncreas a diferentes tiempos 

luego de un cambio abrupto desde alta  (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad 

de individuos de N. granulata alimentados (tiempo cero) y transferidos 

inmediatamente luego de la ingesta de alimento.   Los datos son la media 

± S.E. 5 individuos. *Indica diferente del valor a tiempo cero. *Indica 

diferente del valor a tiempo cero  (p <0,05)(gl:18, F: 4,52, P:0,019) 
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La actividad proteolítica total luego de 2 y 4 h del cambio de salinidad fue similar a 

la actividad antes de la transferencia, disminuyendo a las 24 h aproximadamente un 45% 

con respecto a la actividad a tiempo cero (Fig. 5.3).  
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Figura.5.3.- Actividad  proteolítica total a diferentes tiempos luego de un 

cambio abrupto desde alta  (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad de individuos de 

N. granulata alimentados (tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego 

de la ingesta de alimento.  Los datos son la media ± S.E 5 individuos. *Indica 

diferente del valor a tiempo cero  (p <0,05) (gl:7; F: 3,42,  P: 0.047) 

Similarmente, la actividad de  APN  a las 2 y 4 h de la trasferencia de los individuos 

desde alta a baja salinidad  fue similar con respecto al correspondiente valor antes de la 
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transferencia disminuyendo alrededor de un 30% con respecto a tiempo cero a  las 24 h 

luego del   cambio. (Fig. 5.4).  
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Figura.5.4.- Actividad de APN en  hepatopáncreas  a diferentes tiempos luego de un 

cambio abrupto desde alta  (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad de individuos de N. 

granulata alimentados (tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego de la 

ingesta de alimento.  Los datos son la media ± S.E 5  individuos. *Indica diferente 

del valor a tiempo cero  (p <0,05). (gl: 16, F: 4,52, P: 0,022) 

 

No se observaron diferencias significativas en la actividad de tripsina en 

hepatopáncreas a ningún tiempo después del cambio abrupto de salinidad (Fig.5.5). 
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Figura.5.5.- Actividad de tripsina en hepatopáncreas   a diferentes tiempos 

luego de un cambio abrupto desde alta   (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad de 

individuos de N. granulata alimentados (tiempo cero) y transferidos 

inmediatamente luego de la ingesta de alimento. Los datos son la media ± 

S.E 5 individuos.  
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Concentración de   reservas de energía   en hepatopáncreas 

 

Dos y 4 h después de la transferencia de alta (37 ‰)  a baja (10 ‰ )  salinidad, la 

concentración de triglicéridos en  hepatopáncreas fue similar al valor  a tiempo 0.   A las 24 

h luego de la transferencia, la concentración de  triglicéridos en hepatopáncreas fue mayor 

(alrededor de un 700%) que la concentración a tiempo cero (Fig. 5.6).  
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Figura. 5.6.- Concentración de triglicéridos  a diferentes tiempos luego de un 

cambio abrupto desde alta  (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad de individuos de N. 

granulata alimentados (tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego de la 

ingesta de alimento. Los datos son las medias ± S.E 5 individuos. *Indica diferente 

del valor a tiempo cero  (p <0,05)( gl: 16, F: 4,53, P: 0,022). 
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Similarmente, a las 2  y 4 h después del cambio abrupto de  salinidad, la concentración 

de proteínas en  hepatopáncreas fue similar al valor  a tiempo 0  siendo mayor (alrededor de 

un 47%) a las  24 h luego de la transferencia (Fig. 5.7).  
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Figura. 5.7.- Concentración de proteínas a diferentes tiempos luego de un cambio 

abrupto desde alta   (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad de individuos de N. granulata 

alimentados (tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego de la ingesta de 

alimento. Los datos son las medias ± S.E 5 individuos. *Indica diferente del valor a 

tiempo cero   (p <0,05) (gl:17, F: 4,46,  P:0,021). 
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Concentración de   reservas de energía   en músculo de la quela y branquias 

 

No se detectaron triglicéridos  en músculo de la quela antes o a ningún tiempo 

luego del cambio abrupto alta a baja salinidad.  No se determinó concentración de 

trigliceridos en branquias.  

No se encontraron diferencias significativas en la concentración de proteínas en 

músculo de la quela,   branquias anteriores o posteriores, luego de la transferencia de alta a  

baja salinidad  (Fig. 5.8).  
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Figura. 5.8.- Concentración de proteínas en branquia anterior (A), branquias 

posterior (B) y  músculo de la quela (C)  a diferentes tiempos luego de un cambio 

abrupto desde alta   (37 ‰) a baja (10 ‰) salinidad de individuos de N. granulata 

alimentados (tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego de la ingesta de 

alimento. Los datos son las medias ± E.S 5 individuos.  
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DISCUSIÓN 

 

 Las respuestas osmóticas a la salinidad pueden conducir a la modificación 

del metabolismo de lípidos y proteínas resultando en cambios en el contenido reservas de 

energía en diferentes sitios de reserva (Luvizzotto-Santos et al., 2003; Romano y Zeng, 

2012; Pinoni et al., 2013). Esta reorganización metabólica se ha asociado a  cambios 

moleculares y bioquímicos que requieren energía (Bianchini et al., 2008; McNamara y 

Faria, 2012; Romano and Zeng 2012, Romano et al., 2014). En N. granulata de planicie de 

mareas de la laguna de Mar Chiquita hemos demostrado la modulación diferencial de  

diferentes enzimas branquiales (ej: V-ATPasa, Na +-K + ATPasa, anhidrasa carbónica) en 

respuesta   a diferentes condiciones de salinidad lo que sugiere la existencia  de 

mecanismos de regulación diferenciales en relación a diferentes estados osmorregulatorios 

(López Mañanes et al 2000; Schleich et al., 2001; González et al., 2012).  

Trabajos previos de nuestro laboratorio y resultados de la presente tesis (capítulo 4) 

sugieren la existencia de ajustes digestivos y metabólicos (ej: modulación de la actividad 

de enzimas digestivas/contenido de reservas de energía, cambios en la dinámica post-

pandrial) diferenciales a nivel bioquímico en relación a la hiper e hiporregulación en N. 

granulata de la planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita (Asaro et al., 

2011; Pinoni et al., 2013; capítulo 4 presente tesis). En este contexto, los diferentes 

cambios moleculares  asociados a las distintas respuestas osmorregulatorias  podrían 

implicar también ajustes diferenciales a corto plazo en la reorganización metabólica en 

relación a  un cambio abrupto de alta a baja salinidad (ej: desde hipo a hiperregulación). 

Los resultados presentados en este capítulo que muestran que individuos de N. granulata 

alimentados y transferidos inmediatamente desde alta (37‰) a baja (10‰) salinidad 

exhibieron respuestas de  la actividad de enzimas digestivas (disminución a las 24 h de la 
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actividad de lipasa, proteolítica total, APN) y en la concentración de reservas de energía  

(aumento en la concentración de triglicéridos y de proteínas a las 24 h) en hepatopáncreas 

que difieren a las observadas en individuos alimentados y mantenidos en baja y alta  

salinidad  (capítulo anterior) sugirien la existencia de ajustes digestivos y metabólicos a 

nivel bioquímico particulares en relación al cambio abrupto de salinidad desde 

condiciones de hipo a hiperregulación.    

El  hecho que la osmolalidad de la hemolinfa fuera similar a las 2, 4 y 24 h luego 

del cambio abrupto de alta a baja salinidad y más alta con respecto a  la del medio  de baja 

salinidad, sugiere la capacidad de los individuos alimentados e inmediatamente 

transferidos para hiper-regular a corto plazo luego de la transferencia  (Fig.5.1). La 

disminución en el hepatopáncreas en la actividad de  APN  y en la actividad de lipasa, y 

proteolítica total a las 24 h luego del cambio  abrupto de salinidad  (Figs. 5.2, 5.3 y 5.4) 

sugiere una disminución de la capacidad para la digestión final de items proteicos y de la 

capacidades  lipolítica y proteolítica en general del hepatopáncreas. Lo cual podría  podría 

llevar a ajustes en el contenido de sustratos de energía. Esta idea es soportada por el 

aumento observado  en la concentración de triglicéridos y proteínas en el hepatopáncreas 

luego del cambio abrupto de salinidad  (Figs.5.6 y 5.7).    Más aún, si la diferencia en el 

grado de aumento en la concentración de triglicéridos (700%) en comparación con el 

observado en la concentración de proteínas (60%) en hepatopáncreas podría estar 

relacionado con una regulación diferencial de diferentes rutas metabólicas requiere mayor 

investigación.  En secciones de hepatopáncreas de N. granulata de otras áreas geográficas 

se ha encontrado que un estrés hipo o hiperosmotico  in vitro induce ajustes diferenciales 

en distintas rutas metabólicas  (ej: cambios en el flujo de aminoácidos entre 

gluconeogénesis y síntesis de lípidos) (Martins et al., 2011).  Por otro lado, no puede 

descartarse que el aumento en la concentración de triglicéridos   en hepatopáncreas luego 
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de la transferencia se relacione con su almacenamiento y posterior utilización en relación a 

procesos  hiper-regulatorios si estos perduran a largo plazo. En este contexto,  los 

resultados del capítulo 4  de la presente tesis mostraron que en individuos de N. granulata 

expuestos a largo plazo a  10‰ de salinidad,  los niveles de triglicéridos en 

hepatopáncreas son particularmente bajos lo que sugiere su utilización en relación a la 

hiper-regulación.  El hecho de que no se produjeron cambios en la concentración de 

triglicéridos o proteínas en músculo de la quela o en la concentración de proteínas  en 

branquias anteriores y posteriores (Fig. 5.8)  soporta la idea del rol del hepatopáncreas 

como sitio principal y central de ajustes metabólicos a nivel bioquímico  a corto plazo 

luego de un cambio abrupto de alta a baja salinidad.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

En mamíferos, varios mensajeros químicos primarios (ej: hormonas peptídicas y 

aminas biogénicas)  y vías de transducción de señales están involucrados en la modulación 

de la actividad de enzimas digestivas y en el almacenamiento y/o movilización de reservas 

de energía  (Isenman et al., 1999; Kaspar et al., 2003; Warzecha et al., 2006; Dufresne et 

al 2006; Murphy et al., 2008; Murashita et al., 2008;  Williams et al., 2009; Dockray, 

2014; Trowers y Tischler, 2014). Si las variaciones en la actividad de enzimas digestivas y 

en el contenido de triglicéridos implica la modulación diferencial de vías de regulación 

mediada por mensajeros químicos primarios y secundarios (ej: dopamina/glucagón/AMPc;   

capítulos 2 y 3 de presente tesis)  en relación al cambio abrupto de salinidad requiere 

mayor investigación.  Los resultados presentados en los  capítulos 2 y 3 de la presente tesis 

muestran o la regulación  in vitro por dopamina de la actividad de APN y de la actividad 

lipolítica por dopamina y glucagón en hepatopáncreas de N. granulata sugiriendo su rol en 

mecanismos de modulación de la actividad d enzimas digestivas.  En este contexto, queda 

por investigar si la disminución en la actividad de APN y de lipasa en hepatopáncreas 

luego del cambio abrupto de alta a baja  salinidad están relacionados con cambios en los 
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niveles plasmáticos y/o en hepatopáncreas de dopamina y/o glucagón en respuesta al 

cambio de salinidad. Recientemente, se ha demostrado en el camarón L. vananamei la 

existencia de cambios a corto plazo (≤ 24 h)  en los niveles plasmáticos de dopamina 

luego de un cambio abrupto de agua de mar a baja salinidad (Pan et al., 2014).  
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Capítulo 6 

Estudios de caracterización parcial y 

modulación de actividad de enzimas 

digestivas en hepatopáncreas de 

Cyrtograpsus angulatus 
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Introducción 

 

La digestión constituye un proceso clave en el metabolismo, ya que determina el 

grado de disponibilidad de nutrientes   (ej: lípidos/proteínas) requeridos para el 

mantenimiento de diversas funciones bioquímico-fisiológicas.  La actividad de enzimas 

digestivas constituye un vínculo funcional entre la ingestión, absorción y asimilación de 

nutrientes (Karasov y Martínez del Río, 2007, Karasov, et al., 2011; Karasov y Douglas, 

2013).  El nivel de actividad de enzimas digestivas específicas  constituye uno de los 

factores claves que afecta la capacidad digestiva de los organismos (Bozinovic, 1993; 

2003,  Caviedes-Vidal et al., 2000; Balslev-Clausen et al., 2003; del Valle et al., 2004; 

2006; del Valle y López Mañanes, 2008). Así, conocer  las características de parámetros 

digestivos clave a nivel bioquímico (ej: existencia, características bioquímicas y 

modulación de actividad de enzimas digestivas) y los ajustes en los mismos en relación 

al ambiente y estados fisiológicos diferenciales constituye una herramienta fundamental 

para evaluar la performance de los individuos. En el cangrejo eurihalino Cyrtograpsus 

angulatus, faltan estudios sobre su fisiología bioquímica en general y sobre aspectos de 

su fisiología bioquímica digestiva particular (ej: existencia, características bioquímicas 

y modulación de actividad de enzimas digestivas),  a pesar de su importancia ecológica 

en  zonas intermareales de las lagunas costeras templadas del este sudamericano,  

particularmente, en ecosistemas de marismas y estuarios (Boschi, 1964; Spivak et al., 

1997, Iribarne et al., 1997, 2003)    

El cangrejo eurihalinos C. angulatus se lo encuentra desde Rio de Janeiro 

(Brasil) hasta la Patagonia (Argentina) en la costa Atlántica y la costa del Pacifico en 

Perú y Chile (Spivak, 1997). En la laguna costera de Mar Chiquita, C. angulatus 

constituye una de las especies dominantes de cangrejos,   C. angulatus es un especie 
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epirbentónica que habita entre las rocas o en las playas abiertas de la zona marino-

estuarial (Spivak et al. 1994, 1997, 2012). Estudios en campo, indican que C. angulatus 

se comporta como omnívoro-detritívoro (Spivak, 1997, Botto et al., 2005) pero la 

batería digestiva subyacente a nivel bioquímico no ha sido dilucidada aún.  En varios 

crustáceos decápodos, se ha  relacionado la presencia y el nivel de actividad de enzimas 

digestivas en el hepatopáncreas con la naturaleza de los componentes dietarios que 

pueden ser potencialmente utilizados para los procesos metabólicos (Pavasovic et al., 

2007, Figueiredo y Anderson, 2009, Ramirez-Otarola et al. 2011; Fairwather et al., 

2012). En este contexto, estudios previos de nuestro grupo muestran la existencia de 

actividad de amilasa y disacaridasas y de alta actividad proteolítica total en 

hepatopáncreas de C. angulatus sugiriendo la habilidad para la digestión de 

carbohidratos  y proteínas (Asaro, 2009; Pinoni, 2009, Asaro et al., 2010, 2011). Sin 

embargo, faltan estudios de determinación de existencia de actividad  y características 

bioquímicas de la actividad de lipasa y  proteasas tales como tripsina y N-

aminopeptidasas (APN),  

En la zona de  planicie de mareas C. angulatus  está expuesto a cambios 

abruptos,  frecuentes, y variables en la salinidad ambiental entre  4 a 40 ‰ (aunque 

extraordinariamente puede experimentar valores más bajos y más altos)(Anger et al., 

1994; Spivak et al, 1994; López Mañanes et al., 2002; Pinoni y López Mañanes, 2004; 

2008; Pinoni, 2009).  Como se ha descripto previamente en la presente tesis (capítulos 3 

y 4) los cangrejos eurihalinos que habitan zonas de mareas, aguas costeras y estuarios 

presentan adaptaciones a distintos niveles (bioquímico, fisiológico, morfológico y/o de 

comportamiento) que les permiten soportar un amplio rango de variación en la salinidad 

ambiental (Kirschner, 1991,  2004). Trabajos previos de nuestro grupo muestran que C. 

angulatus exhibe alta capacidad hiper-regulatoria en relación a diferentes condiciones 
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de baja salinidad   (López Mañanes et al., 2002; Pinoni y López Mañanes, 2004; 2008; 

Pinoni, 2009). La adaptación bioquimica a baja salinidad de C. angulatus involucra 

respuestas complejas e integradoras a nivel bioquímico que implican la modulación de 

diferentes actividades enzimáticas en branquias individuales y en músculo de la quela 

(López Mañanes et al, 2002,  Schelich et al.,  2001; Pinoni, 2009; Pinoni et al., 2005; 

Pinoni y López Mañanes, 2004; 2008). Por otro lado, estudios preliminares en nuestro 

laboratorio muestran la modulación de la actividad de fosfatasa alcalina, enzima que se 

ha propuesto desempeña un rol en la síntesis de enzimas digestivas en crustáceos 

decápodos (Barker y Gibson, 1977; Wang et al., 2014) en hepatopáncreas de individuos 

de C. angulatus expuestos   a baja salinidad, lo que sugiere la existencia de ajustes 

digestivos  en relación a la hiper-regulación (Pinoni, 2009, resultados no publicados). 

Sin embargo,  faltan estudios, sobre la posible modulación diferencial de la actividad de 

enzimas digestivas en hepaotpancreas en diferentes condiciones de salinidad ambiental 

Estudios realizados en nuestro laboratorio sugieren que las aminas biogénicas 

estarían involucradas en la regulación de distintos procesos fisiológicos claves en C. 

angulatus.  Así se ha  demostrado el efecto diferencial de serotonina sobre la actividad 

Na+-K+ATPasa de branquias individuales (Elhalem, 2003; Elhalem y López Mañanes, 

2003), y de dopamina in vivo sobre  la actividad de AP en músculo (Pinoni y López 

Mañanes, 2004), in vivo sobre glicemia y contenido de glucógeno (Lòpez Mañanes, 

2004, del Valle et al., 2012 a,b) e in vitro sobre la liberación de glucosa en 

hepatopáncreas (López Mañanes, 2004). Sin embargo, faltan estudios sobre el posible 

rol de aminas biogénicas sobre la regulación de enzimas digestivas claves en el 

hepatopáncreas de C. angulatus.  Los resultados presentados en los capítulos 2 y 3 de la 

presente tesis que mostraron la modulación in vitro de  la actividad de lipasa y APN en 
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hepatopáncreas de N. granulata sugieren el rol de esta amina biogénica en vías  de 

regulación de componentes  digestivos  a nivel bioquímico en hepatopáncreas. 

Materiales y  Métodos 

 

Productos químicos 

El pNPpalmitato (p-nitrophenylpalmitato), la Azocaseína, la   L-alanina-p-

nitroanilida (L-Ala pNA), la Na-Benzoyl-DL-Arginine-p-Nitroanilide (BAPNA), el 

tris-(hidroximetilamino-metano) (Tris), el ethyleneglicol N, N ', N'-tetraacético 

(EGTA), la seroalbúmina bovina, dopamina, histamina y  serotonina fueron de Sigma 

(St. Louis, MO, EE.UU.); el Coomasie blue G250 fue de Fluka (Alemania).  Todos los  

productos químicos utilizados fueron de grado analítico. Todas las soluciones se 

prepararon en agua destilada. 

Captura y mantenimiento de los animales 

Se recolectaron machos adultos de Cyrtograpsus angulatus en intermuda (Drach 

y Tchernigovtzeff, 1967, Moriyasu y Mallet, 1986), con un ancho de caparazón mayor a 

2,5 cm,  de la laguna de Mar Chiquita (provincia de Buenos Aires, 37º32'-37º45’S; 

57º19'-57º26’O). Los individuos se transportaron inmediatamente al laboratorio en 

recipientes con agua del sitio de recolección y se mantuvieron durante  10 días en agua 

de mar (35‰ ),  agua de mar diluida (10‰ ) o agua de mar concentrada (40 ‰) antes de 

los experimentos, en condiciones controladas de temperatura (22± 2º C) y fotoperíodo 

(12 h. luz/ 12 h. oscuridad). El agua se aireó y filtró permanentemente. Los acuarios se 

cubrieron con nylon negro para reducir disturbios. Los individuos fueron alimentados 

tres veces por semana con alimento comercial  balanceado Vitafish (0,07 g por 

individuo) y fueron privados de alimento 24-48 h antes de los experimentos. Los 

experimentos de caracterización se llevaron a cabo con individuos aclimados a 35‰. 



 

 113 

 

Efecto in vivo  de aminas biogénicas sobre la actividad de enzimas digestivas en 

hepatopáncreas 

Los individuos fueron crianestesiados durante 20 minutos y posteriormente 

inyectados en la base de la quelípedo con 100 ul de solución salina (NaCl 400 mM, KCl 

10 mM) en ausencia (control)  o en presencia de  dopamina, serotonina  o histamina 10-4 

M. Luego de 30 minutos de la inyección, se determinaron  las correspondientes 

actividades de enzimas digestivas en hepatopáncreas. 

 

Efecto in vitro  de aminas biogénicas sobre la actividad de enzimas digestivas en 

hepatopáncreas 

Para estudiar el efecto in vitro de distintos agentes sobre la actividad en enzimas 

digestivas se procedió de acuerdo a lo descripto en la sección  Materiales y Métodos del 

capítulo 2 incubando secciones de hepatopáncreas en presencia de 10-4 M. de dopamina, 

histamina o serotonina.  Se determinó la actividad de lipasa, proteolítica total y tripsina 

en el medio de incubación como indicador  de la posible secreción de enzima (Resch-

Sedlmeier y Sedlmeier, 1999; Lwalaba et al, 2010). 

Preparación de extractos enzimáticos 

La preparación de extractos enzimáticos se realizó según lo descripto en la 

seccion Materiales y Métodos del capítulo 1.  

Determinación de la concentración de proteínas 

Se realizó de acuerdo a lo descripto en la  sección Materiales y Métodos del 

capítulo 1. 
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Análisis estadístico 

Los resultados del efecto de la diferentes concentraciones de pNPP, L-Ala y 

BPNA  se analizaron por medio de análisis de regresión no lineal (GraphPad Prism 2.01 

software). Las curvas que se muestran son las que mejor ajustan a los datos 

experimentales. Los valores  Km (constante de Michaelis -Menten) se estimaron de las 

mismas (GraphPad Prism 2.01 software). El análisis estadístico fue realizado usando el 

programa Sigma-Stat 3.0 para Windows, el cual realiza automáticamente un test previo 

de igualdad de varianzas de Levene  y un test de  normalidad de Kolmogorov-Smirnov. 

Se utilizó un análisis de varianza  paramétrico (One Way ANOVA) se utilizó un test a 

posteriori ANOVA (Test Holm-Sidak). Para testear las diferencias de la actividad de 

enzimas digestivas en condiciones de osmoconformación y osmorregulación se utilizó 

un test-t para muestras independientes. Para identificar diferencias en la actividad de 

enzimas digestivas en presencia y/o ausencia de un agente determinado también se 

utilizó un test-t para muestras independientes.  Se consideraron diferencias 

significativas entre medias cuando el valor de  p fue menor a 0.05. 
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Resultados 

 

Actividad de lipasa en  hepatopáncreas de C. angulatus   

 

La actividad de lipasa en hepatopáncreas de C. angulatus se determinó en un rango 

de pH   de 5,4 a 10,0. La mayor actividad se encontró a pH 8,5. La actividad fue similar en 

el rango de   pH de 5.4 a 7.2 siendo alrededor de un 40-55% de la actividad determinada 

pH 8,5. A pH 10,0 la actividad disminuyó siendo alrededor de un 35‰ de la actividad a 

pH 8,5 (Fig.6.1).  
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Figura. 6.1 -. Efecto del pH (5,4 a 10,0) sobre la actividad de lipasa en 

hepatopáncreas de C. angulatus. Los datos son la media ± S.E para 5 

individuos (gl:24, F: 3,77, P:0,019). 
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La figura 6.2 muestra el efecto de la temperatura (4-45 º C) sobre la actividad de 

lipasa. La actividad disminuyó entre 4 y 20 ° C. A 37 º C la actividad aumentó, alcanzando 

valores similares a los correspondientes a 4 º C.  A 45 ° C la actividad fue similar a la 

actividad a 37 º C. 
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Figura.6.2- Efecto de la temperatura (4-45 º C) sobre la actividad de lipasa en 

el hepatopáncreas de individuos de C. angulatus. Los datos son las medias ± 

S.E de 3 individuos. 

 

 

 

Temperatura (Cº) 
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 El efecto de concentraciones crecientes de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) sobre la 

actividad de  lipasa se muestra en la figura 6.3. La actividad de lipasa en hepatopáncreas 

de C. angulatus exhibió una cinética de Michaelis-Menten (Km aparente = 0,019 mM).  
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Figura.6.3.- Efecto de la concentración p-nitrofenilpalmitato (pNPP) sobre la 

actividad de lipasa en hepatopáncreas de C. angulatus. Las curvas son las que 

mejor se ajustan a los datos experimentales (GraphPad Prism 2.01). Los datos 

son la media ± S.E para 5 individuos. 

 

 

 

Km=0,019mM 
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Caracterización de la actividad de tripsina en hepatopáncreas de C. angulatus 

 

La actividad de tripsina en hepatopáncreas aumentó desde pH 4,0 hasta pH 7,6. A pH 

11,0 la actividad de tripsina  fue aproximadamente  un 40% más baja que la actividad a pH 

7,4 (Fig.6.4). 
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Figura 6.4.- Efecto del pH (4,5 a 11,0) sobre la actividad de tripsina en 

hepatopáncreas de C.angulatus. La actividad se midió a 45 ° C y en 

presencia de 0,6 mM de BPNA. Los datos son la media ± S.E para 5 

individuos. (gl: 27, F: 5,54, P: 0,002) 

La actividad de tripsina fue similar entre 4 y 37ºC y aumentó  a 45 °C. A 70°C, la 

actividad disminuyó, aproximadamente un 80%, con respecto a la actividad a 45ºC 

(Fig.6.5) 
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Figura. 6.5.- Efecto de la temperatura (4 a 70ºC) sobre la actividad de 

tripsina en hepatopáncreas de C. angulatus. La actividad se midió a pH 7,6 

y en presencia de 0,6 mM de BPNA. Los datos son la media ± S.E para 5 

individuos.  

El efecto de distintas concentraciones de BAPNA (0,08 a 1,23 mM) sobre la 

actividad de tripsina se muestra en la figura. 6.5. La actividad de tripsina en 

hepatopáncreas de C. angulatus exhibió una cinética de Michaelis-Menten (Km aparente = 

0,36 mM).  
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Figura. 6.6.- Efecto de las concentraciones crecientes de BAPNA  (0,12 a 

2,32mM) sobre la actividad de tripsina en hepatopáncreas de C. angulatus. 

La actividad se midió a pH 7,6 a 45ºC. Los datos son la medias ± S.E para 5 

individuos.  

 

Caracterización de la actividad de APN en hepatopáncreas de C. angulatus 

 

La actividad de APN se incrementó desde pH 6,6  a 7,6. A pH 8,0 la actividad de 

APN fue alrededor de un 15% menor que la actvidad a pH 7,6 (Fig.6.7)  

Km=0,36mM 
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Figura. 6.7.- Efecto del pH (6,6 a 9) sobre la actividad de APN en 

hepatopáncreas de C. angulatus. La actividad se midió a 37 ° C y en presencia de 

0,41 mM de L-Ala pNA. . Los datos son la media ± SE para 5 individuos.  

 

La figura 6.8 muestra el efecto de la temperatura (4-45 º C) sobre la actividad de 

APN. La actividad se incrementó levemente entre los 4° C y 20° C y el mayor  valor de 

actividad se observó  a 37 ° C. A 45 ° C, la actividad de APN fue aproximadamente un 

47%  más baja que la actividad registrada a 37ºC.  



 

 122 

0 10 20 30 40 50
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

Temperatura (Cº)

A
c
ti

v
id

a
d

 e
s
p

e
c
if

ic
a
 d

e
 A

P
N

(u
m

o
le

s
 x

 m
g

-1
x
 m

in
-1

)

 

Figura.6.8.-Efecto de la temperatura (4-45ºC) sobre la actividad de APN en 

hepatopáncreas  de C. angulatus. La actividad se midió a pH 7,6 y en presencia 

de 0,41 mM de L-Ala pNA. Los datos son la media ± S.E para 5 individuos. (gl: 

19, F: 4,97, P: 0,013) 

El efecto de distintas concentraciones de L-Ala pNA (0,04 a 0,58 mM) sobre la 

actividad de APN se muestra en la figura. 6.9. La  actividad de APN en hepatopáncreas de 

C. angulatus  exhibió una cinética de Michaelis-Menten (Km aparente =0,07 mM). 

La actividad de APN en hepatopáncreas no fue inhibida por bestatina (13mM-

55mM)   (datos no mostrados)  
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Figura.6.9.- Efecto de las concentración de L-Ala pNA (0,04 a 0,58 mM) 

sobre la actividad de APN en  hepatopáncreas de C. angulatus. La actividad 

se midió a 37 ° C y a pH de 7,6. Los datos son la media ± S. E para 5 

individuos. 

Efecto de  baja y  alta salinidad sobre la actividad de enzimas digestivas en 

hepatopáncreas de C. angulatus 

 

Para determinar el efecto de baja y alta salinidad sobre la actividad de  lipasa, 

proteolítica total, tripsina y APN en  hepatopáncreas de C. angulatus los individuos se 

mantuvieron en 35, 10 y 40 ‰ salinidad, salinidades en las cuales este  cangrejo 

osmoconforma, hiper-regula e  hipo-regula, respectivamente (tabla 7.1).  

 

 

Km=0,07mM 
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Tabla 6.1. –  Osmolalidad (mOsm kg-1) en el medio externo y en hemolinfa de  C. 

angulatus   

  

35 ‰ 

 

10 ‰ 

 

40 ‰ 

 Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa 

 

Osmolalidad 

 

882± 6 

 

 

872± 21 

 

269± 15 

 

 

653± 14* 

 

1015 ±16 

 

 

878 ±8* 

*Indica diferencias significativas  del correspondiente valor en el medio externo.  Los 

datos corresponden a la media  ±E.S. de 5-10 individuos. 

En individuos mantenidos en baja salinidad (10‰) y alta salinidad (40 ‰), la 

actividad de  lipasa fue más alta   (aproximadamente 3 veces mayor) que la 

correspondiente actividad a 35 ‰ (37 micromoles pNP min-1 mg prot-1). (Fig.6.10).  
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Fig. 6.10 -. Actividad de lipasa  en hepatopáncreas de C. angulatus expuesto a 

diferentes condiciones de salinidad. * Indica diferencias significativas con 

respecto a 35‰. Un  p <0,05 fue considerado significativo. Los datos son las 

medias ± S.E para 5 individuos. (gl: 6, T: 3,6, P: 0,011; gl: 1,  T: 4,33,  P:0.003) 

 

En individuos expuestos  a baja salinidad (10 ‰) la actividad proteolítica total en 

hepatopáncreas fue más alta (300%) que la correspondiente actividad en  35 ‰ de 

salinidad (Fig.6.11). La actividad proteolítica total en hepatopáncreas de cangrejos 

expuestos a 40‰ fue similar a la actividad en  individuos expuestos a 35‰ de salinidad.   
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Fig. 6.11 -. Actividad proteolítica total   en hepatopáncreas de C. angulatus 

expuesto a diferentes condiciones de salinidad. * Indica diferencias significativas con 

respecto a 35‰. Un  p <0,05 fue considerado significativo. Los datos son las medias 

± E.S. para 5 individuos. (gl: 5, T: 3,40, P: 0,019) 

 

La actividad de APN en hepatopáncreas de individuos expuestos a 10 ‰ de salinidad 

fue aproximadamente un 200% más alta que en individuos expuestos a 35‰. La actividad 

de APN en hepatopáncreas de individuos de C .angulatus expuestos a  40‰  de salinidad 

fue similar a la correspondiente actividad en 35‰ (Fig.6.12) 
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Fig. 6.12 -. Actividad de APN  en hepatopáncreas de C. angulatus expuesto a 

diferentes condiciones de salinidad ambiental. * Indica diferencias significativas con 

respecto a 35‰. Un  p <0,05 fue considerado significativo. Los datos son las medias ± 

S.E. para 5 individuos. (gl: 4, T: 3,15, P: 0,035) 

No se observaron diferencias significativas entre los valores de actividad de tripsina 

en hepatopáncreas de individuos de C. angulatus expuestos a baja o alta salinidad y en 

35‰ de salinidad. 
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Efecto in vivo de aminas biogénicas sobre la actividad de lipasa  en hepatopáncreas de 

C. angulatus 

 

Actividad de lipasa 

 

En 35‰ de salinidad, la inyección de dopamina 10-4M  disminuyó 

significativamente la actividad de  lipasa (aproximadamente 45%) en hepatopáncreas 

(Fig.6.13).  Por el contrario, no se observó efecto de la inyección de dopamina sobre la 

actividad de lipasa en hepatopáncreas de individuos expuestos a 10 o 40 ‰ de salinidad 

(datos no mostrados). 
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Fig. 6.13 -. Efecto in vivo de dopamina 10-4M sobre la actividad de  lipasa en 

hepatopáncreas de C. angulatus. Barras negras: control; barras naranjas: DA 10-4 

M. * Indica diferencias significativas con respecto al correspondiente control. Un  

p <0,05 fue considerado significativo. Los datos son las medias ± E.S. para 5-10 

individuos. (gl: 11, T: 27, P: 0,019) 
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La inyección de histamina 10-4M produjo un aumento en la actividad de lipasa en 

hepatopáncreas de C.angulatus de alrededor de 200% en hepatopáncreas de individuos 

mantenidos en  35‰ de salinidad, (Fig.6.14), pero no tuvo efecto en individuos expuestos 

a 10‰ de salinidad (datos no mostrados). No se estudió el efecto  en individuos 

mantenidos en 40‰ de salinidad. 
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Fig. 6.14 -. Efecto in vivo de  histamina sobre la actividad de lipasa en hepatopáncreas 

de C. angulatus. Barras negras: Control; Barras verdes: Histamina 10-4 M. *Indica 

diferencias significativas  con respecto al correspondiente control. Un  p <0,05 fue 

considerado significativo. Los datos son las medias ±.S.E. para 5 individuos. (gl:8, 

T:3.03, P:0,016). 

La inyección de serotonina 10-4M no tuvo efecto sobre la actividad de lipasa de 

hepatopáncreas de C. angulatus mantenidos en 35 ‰ de salinidad (datos no mostrados). 

No se estudió el efecto  en individuos mantenidos en 10 y 40‰ de salinidad. 
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Actividad proteolítica total 

 

Para estudiar el efecto in vivo de aminas biogénicas sobre la actividad de proteasas 

en hepatopáncreas de C.angulatus se trabajó con individuos mantenidos en 35‰ de 

salinidad. 

La inyección de serotonina 10-4M en individuos mantenidos en  35‰ de salinidad 

disminuyó aproximadamente un 15% la actividad de proteolítica total (Fig. 6.15).  
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Figura.6.15. Efecto in vivo de serotonina 10-4 M sobre la actividad proteolítica total de 

hepatopáncreas de C. angulatus. Barras negras: control;  Barras azules: serotonina 10-

4M. * Indica diferencias significativas con respecto al correspondiente control. Un          

p <0,05 fue considerado significativo. Los datos son la media ± S.E. para 5 individuos. 

(gl: 4, T: 0.08, P: 0,001) 
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Actividad de APN 

 

La inyección de histamina 10-4M no tuvo efecto sobre la actividad de APN  en 

hepatopáncreas de C.angulaus. 

 

Efecto in vitro de aminas biogénicas sobre la actividad de enzimas digestivas en 

hepatopáncreas de C. angulatus 

 

En estos experimentos se trabajó con individuos mantenidos en 35‰ de salinidad. 

 

Actividad de lipasa 

 

Histamina 10-4M produjo un aumento in vitro de aproximadamente un 83 % en la 

actividad de lipasa  en hepatopáncreas de C.angulatus (Fig 6.16). Histamina 10-4M no 

produjo liberación de lipasa a partir del hepatopáncreas. 
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Fig.6.16. Efecto in vitro de Histamina  sobre la actividad de lipasa en 

hepatopáncreas de individuos de  C. angulatus. Barras negras: Control; Barras 

verdes: Histamina 10-4 M. *Indica  diferencias significativas con respecto al 

correspondiente control. Un p <0,05 fue considerado significativo. Los datos son 

las medias ± S.E. para 5 individuos. (gl: 8, T: 3,11, P: 0,014) 

Dopamina 10-4M y serotonina 10-4M in vitro, no afectaron la actividad de lipasa en 

hepatopáncreas de individuos de  C. angulatus (resultados no mostrados). 

Actividad proteolítica total  

 

Dopamina 10-4 M y serotonina 10-4M no afectaron in vitro, la actividad proteolítica 

total en hepatopáncreas de individuos de  C. angulatus (resultados no mostrados). 
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Actividad de tripsina 

 

Histamina 10-4M in vitro produjo  una disminución de alrededor un 48% de la 

actividad de tripsina en hepatopáncreas (Fig 6.17). Histamina 10-4M no produjo liberación 

de tripsina a partir del hepatopáncreas. 
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Fig. 6.17 -. Efecto in vitro de Histamina  sobre la actividad de tripsina en 

hepatopáncreas de individuos de  C. angulatus. Barras negras: Control; Barras 

rojas: Histamina 10-4 M. *Indica significativamente diferente del 

correspondiente control. Un p <0,05 fue considerado significativo. Los datos 

son las medias ± S.E. para 5 individuos. (gl: 8, T: 3,08, P: 0,015) 
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Discusión 

 

Los resultados del presente capítulo constituyen la primer evidencia de la existencia 

de actividad de lipasa, tripsina y APN en hepatopáncreas del cangrejo eurihalino 

Cyrtograpsus angulatus. 

En varios crustáceos, la presencia y el nivel de actividad de enzimas digestivas en el 

hepatopáncreas ha sido relacionado con la naturaleza de los componentes dietarios que 

pueden ser potencialmente utilizados para los procesos metabólicos (Pavasovic et al., 

2007, Figueiredo y Anderson, 2009, Ramirez-Otarola et al., 2011; Fairwather et al., 2012). 

C angulatus de la planice de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita se comporta 

como omnívoro-detritívoro (Spivak, 1997).  La existencia  de actividad  de lipasa  y  de 

actividad de enzimas proteolíticas (endo y ectopeptidasas) en  hepatopáncreas   sugiere la 

capacidad de este cangrejo para la hidrólisis de  diferentes sustratos dietarios y  el rol del 

mismo en los pasos finales de la digestión de ítems proteicos de la dieta tal como 

sugerimos para N. granulata (capítulo 2 presente tesis). 

La mayor actividad de lipasa a pH 8,5 en hepatopáncreas  de C. angulatus (Fig. 6.1) 

está de acuerdo con lo que hemos  descripto previamente para esta actividad  en 

hepatopáncreas  de N. granulata (Michiels, 2010), para nuestro conocimiento el único 

cangrejo eurhalino en el cual se han descripto características bioquímicas de esta actividad 

en hepatopáncreas. Por otro lado, está de acuerdo también con lo descripto para estra 

actividad en hepatoáncrea de la  langosta de agua dulce Procambarus clarkii (Hammer et 

al., 2003), la langosta azul  Cherax quadricarinatus (López-López et al., 2003) y el  

cangrejo marino  Carcinus mediterranus (Smichi et al., 2012) y  se encuentra dentro del 

rango óptimo para la actividad de la lipasa en la langosta Panulirus arhus (Perera et al., 

2008) y el cangrejo  Cherax albidus (Coccia et al, 2011) y para las lipasas purificadas de 
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hepatopáncreas de C. mediterraneus. (Cherif et al., 2007; Cherif y Gargouri, 2009) y del 

langostino Macrobrachium borellii (Pasquevich et al, 2011). Por otro lado, la alta 

actividad de  lipasa en hepatopáncreas de C. angulatus a pH ácido (alrededor de 40-50% 

de la actividad máxima) es diferente de lo observado  en  hepatopáncreas de la langosta C. 

quadricarinatus (López-López et al, 2003). El mantenimiento de la actividad de  lipasa en 

hepatopáncreas de C. angulatus en un amplio rango  de pH (5,4 a 8,5) (Fig. 6.1) está de 

acuerdo con lo encontrado para esta actividad en hepatopáncreas de  N. granulata 

(Michiels, 2010) y en hepatopáncreas de la langosta P. arhus (Perera et al., 2008) y C. 

mediterranus (Smichi et al., 2012). La mayor  actividad de lipasa en hepatopáncreas de C. 

angulatus a 37 ° C (Fig. 6.2) está dentro del rango  de temperaturas óptimas (35-45°C) 

descripto para esta actividad en hepatopáncreas de C. quadricarinatus (López-López et al, 

2003 ), pero  difiere de lo descripto en hepatopáncreas de C. albidus (Coccia et al, 2011) y  

de C. mediterraneus en el cual se he descripto una  temperatura máxima de  60 ° C (Cherif 

y Gargouri, 2009; Schimi et al., 2012). Por otro lado, si el mantenimiento de actividad de  

lipasa en hepatopáncreas a baja temperatura (4° C) de la mezcla de reacción podría 

relacionarse con el mantenimiento de la capacidad lipolítica en condiciones de baja 

temperatura en el ambiente natural como se ha sugerido para el  copépodo Calanus 

glacialis (Freese et al., 2012) requiere mayor investigación. En este contexto,  C. 

angulatus de la laguna costera de  Mar Chiquita está comúnmente expuesto a bajas 

temperaturas (hasta 1°C) (Spivak et al, 1994; Observaciones personales).  El 

comportamiento michaeliano de la actividad de  lipasa en hepatopáncreas de C. angulatus 

(Fig. 6.3) coincide con lo  descripto anteriormente para esta actividad  en  hepatopáncreas 

de N. granulata (Michiels, 2010),  en el  cangrejo de río Procambarus clarki (Hammer et 

al., 2003) y para  enzima purificada a partir del hepatopáncreas de M. borellii  (Pasquevich 

et al., 2011). 
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 La actividad más alta de tripsina a pH 7,6-8,0 difiere de lo descripto para esta 

actividad en hepatopáncreas de  N. granulata (Capítulo1,  presente tesis) pero es similar a 

lo descripto para otros crustáceos decápodos tales como Penaeopsis serrata (Bate, 1881), 

Farfantepenaeus californiensis (Holmes, 1900), Homarus americanus (Brokehof et al. 

1970), Pleuroncodes planipes  (Vega-Vilassante et al., 1995), Pleoticus muelleri 

(Fernandez Gimenez et al. 2001), F. paulensis (Buarque et al., 2009) Metapenaeus 

bennettae  (Figueiredo y Anderson, 2009), F. subtilis (Buarque et al. 2010), M. 

rossenbergii (Sriket et al., 2012) y M. amazonicum (Silva Santos et al., 2014) (Fig.6.4). El 

mantenimiento de la actividad de tripsina en hepatopáncreas de C. angulatus dentro de un 

amplio rango de pH es similar a  lo encontrado en N. granulata (Capítulo 1, presente tesis) 

y en  otros crustáceos (García-Carreño, 1992; García-Carreño et al., 1994; Ceccaldi, 1997, 

Buarque et al, 2009, 2010). Sin embargo, a diferencia de lo observado en N. granulata 

(Capitulo 1 presente tesis), se observó una alta actividad de tripsina a pH básico (Fig.6.4). 

La máxima actividad de tripsina a 45°C (Fig.6.5) está de acuerdo con lo observado para la 

esta actividad en hepatopáncreas de  N. granulata (Capítulo1, presente tesis), P. serrata  

(Van Wormhoudt et al., 1980), F californiensis (Vega-Vilassante et al., 1995), F. 

paulensis  (Buarque et al 2009), F subtilis (Buarque et al., 2010) pero difiere de lo 

encontrado en P.  japonicus (Golgoni and Nagayama 1987), M. monodom (Jiang et al. 

1991) y M. amazonicum (Silva Santos et al. 2014) en donde esta actividad fue máxima a  

temperaturas de aproximadamente  65 °C. La actividad de tripsina exhibió una cinética de 

Michaelis-Menten similarmente a lo descripto para esta actividad en hepatopáncreas de N. 

granulata (capitulo 1, presente tesis) y para la actividad de esta enzima en hepatopáncreas 

de otros crustáceos decápodos tales como Macrobrachium lamarrei (Murthy y  Saxena, 

1979); el cangrejo de río Procambarus clarkii (Guizani et al., 1992) y el cangrejo real  

Paralithodes camtschaticus (Papilova et al., 2008).  
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Los trabajos sobre la presencia de APN en hepatopáncreas de crustáceos son escasos 

y fragmentarios (Saborowski et al., 2006, Rossano et al., 2011), siendo los estudios 

realizados sobre existencia y caracterización bioquímica de APN en hepatopáncreas de N. 

granulata (capítulo 2, presente tesis) los primeros en un cangrejo eurihalino. La alta 

actividad de APN entre el  rango de pH 7,6 a 9 (Fig. 6.7) fue similar a lo encontrado para 

N. granulata (Capítulo 2 presente tesis) y a lo  encontrado para esta actividad  en intestino 

de humanos (Sanderik et al., 1988) e intestino de las aves Zonotrichia capensis y Diuca 

diuca (Sabat et al., 1998). La mayor actividad de APN  a 37ºC está dentro del rango 

descripto para N. granulata (Capítulo 2 presente tesis). Sin embargo, la actividad de APN 

en hepatopáncreas de C. angulatus fue menor a 45ºC.  La actividad de APN en 

hepatopáncreas de C. angulatus exhibió una cinética  Michaelis-Menten similarmente a lo 

encontrado para esta actividad  en N. granulata (Capitulo 2 presente tesis).  

Diferencialmente a lo observado en N. granulata (Capítulo 2 presente tesis), la bestatina 

(13mM-55mM) no afectó la actividad de APN en hepatopáncreas de C. angulatus. Si las 

diferencias encontradas en algunas de las características bioquímicas entre las actividades 

de tripsina y APN en hepatopáncreas de N. granulata y C. angulatus se deben a la 

existencia de distintas isoformas en hepatopáncreas de estas especies requiere mayor 

investigación. 

Trabajos previos de nuestro laboratorio muestran que la adaptación bioquímica de C. 

angulatus de laguna de Mar Chiquita a la salinidad ambiental es un proceso complejo que 

implica la modulación diferencial e integrativa de la actividad de  Na+/K+ ATPasa  en 

branquias individuales anteriores y posteriores y de la actividad de  Na+/K+ ATPasa y 

fosfatasa alcalina en músculo de la  quela (López Mañanes et al, 2002; Pinoni y López 

Mañanes, 2004; 2008; Pinoni, 2009). La modulación diferencial de enzimas digestivas 

constituye uno de las respuestas a salinidad ambiental en N. granulata (Pinoni et al 2013; 
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capítulos 4 y 5 presente tesis). La mayor actividad de  lipasa en hepatopáncreas de C. 

angulatus  expuestos a  10 ‰ y  40‰  de salinidad (Fig.6.10), salinidades en las cuales  

este cangrejo hiper e hipo-regula, respectivamente (Tabla 6.1), sugiere que la modulación 

de la actividad lipolítica es un componente de la adaptación bioquímica a la salinidad en 

C. angulatus. La mayor actividad de lipasa en hepatopáncreas a baja y alta salinidad (Fig. 

6.10) sugiere un aumento potencial de la capacidad lipolítica en condiciones de 

osmorregulación, lo que podría conducir a una mayor disponibilidad de metabolitos 

lipídicos (Romano y Zeng, 2012, Pinoni et al., 2013; Romano et al., 2014). La mayor 

actividad  proteolítica total en el hepatopáncreas de individuos de C. angulatus mantenidos  

en 10 ‰ de salinidad (Fig. 6.11) en comparación con individuos a 35‰ (condición de 

osmorregulación) podría constituir un ajuste digestivo  (ej.: capacidad proteolítica del 

hepatopáncreas) que permita  incrementar la disponibilidad de metabolitos proteicos. Sin 

embargo, el hecho que la actividad proteolítica total fue similar en individuos mantenidos 

en 40‰ de salinidad sugeriría ajustes particulares en la capacidad proteolítica del 

hepatopáncreas en relación a la hiperregulación. La mayor actividad de APN en 

hepatopáncreas de individuos en 10‰ de salinidad soporta la idea de ajustes diferenciales 

(incremento de la capacidad para los pasos finales de la digestión de ítems proteicos) en el 

metabolismo proteico en relación a la hiperregulación. Por otro lado, el hecho que no se 

observaron diferencias en la actividad de tripsina en hepatopáncreas de C. angulatus 

sugiere la posible modulación por salinidad de otras proteasas en el hepatopáncreas.  

Trabajos de investigación realizados en paralelo en nuestro laboratorio demostraron que la 

actividad de carbohidrasas (amilasa, sacarasa y maltasa) en  hepatopáncreas de C. 

angulatus son afectadas por salinidad y que la movilización de glucógeno desde branquias 

ocurre sólo en condiciones de alta salinidad (Asaro et al., 2012) reforzando así la hipotésis 
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sobre la existencia de ajustes específicos y diferenciales en relación a distintas condiciones 

de osmorregulación.  

Los resultados de los capítulos 2 y 3 de la presente tesis y los presentados en este 

capítulo, soportan la idea del rol de las aminas biogénicas en mecanismos de regulación de 

la actividad de enzimas digestivas en hepatopáncreas de cangrejos eurihalinos. 

Como mostramos anteriormente (Capítulo 3 presente tesis) dopamina 10-4M in vitro  

moduló la actividad de lipasa en hepatopáncreas de N. granulata sugiriendo el rol de esta 

amina biogénica en vías de regulación de  esta actividad y su efecto directo sobre este 

tejido. Los resultados del presente capítulo que muestran el efecto in vivo de dopamina  

10-4M sobre la actividad de lipasa en hepatopáncreas de C. angulatus sugieren, también, la 

participación de esta amina biogénica en vías de regulación de la actividad lipolítica en 

hepatopáncreas de C. angulatus. Sin embargo, el hecho que dopamina 10-4M no afectó in 

vitro la actividad de lipasa en hepatopáncreas de C. angulatus sugeriría la posible 

existencia de mecanismos de regulación indirectos por dopamina. Por otro lado, el hecho 

que la dopamina no tuvo efecto sobre la actividad de lipasa en hepatopáncreas de C. 

angulatus en cangrejos mantenidos en baja o alta salinidad, sugeriría  que la respuesta 

diferencial de esta actividad a la salinidad  podría ser, al menos parcialmente, atribuida a la 

existencia de una diferente participación de dopamina en mecanismos diferenciales de  

regulación en relación al estado osmorregulatorio. Trabajo previos en nuestro laboratorio 

han demostrado el efecto in vivo de dopamina 10-4 M sobre  los niveles de glucosa en  

hemolinfa,  la actividad de  fosfatasa alcalina en músculo de la quela  de C. angulatus. y el 

contenido de glucógeno de órganos de reserva de C. angulatus (Lòpez Mañanes, 2004; del 

Valle et al., 2012 a,b).  Así, la dopamina parece tener múltiples efectos sugiriendo su rol 

en vías de regulación que participan en el control de respuestas asociadas a la  adaptación 

bioquímica a la salinidad  y de  procesos digestivos y metabólicos (López Mañanes, 2004; 
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Pinoni y López Mañanes, 2004). Trabajos de nuestro grupo que muestran la estimulación 

in vitro por dopamina 10-4M de la liberación de glucosa a partir de hepatopáncreas de 

C.angulatus sugieren el efecto directo de esta amina biógenica en este tejido (López 

Mañanes, 2004).   Por otro lado, el hecho que dopamina 10-4M no tuvo efecto sobre la 

actividad proteolítica total in vivo o in vitro sugeriría la existencia de mecanismos 

diferenciales de regulación de la actividad de enzimas  digestivas. En este contexto 

serotonina 10-4M no afectó in vivo o in vitro la actividad de lipasa mientras que in vivo 

produjo una disminución de la actividad proteolítica total (Fig.6.15). Además, el hecho 

que serotonina 10-4M tuvo efecto in vivo sugeriría mecanismos indirectos de regulación de 

la actividad proteolítica.  

La histamina es una de las principales aminas biogénicas involucradas en la 

regulación de componentes a nivel bioquímico de procesos digestivos en mamíferos 

(Sander et al., 2006; Breuning et al., 2007; Ramsay et al., 2011). El efecto in vivo de 

histamina 10-4M sobre la actividad de lipasa en hepatopáncreas de C. angulatus (Fig.6.14) 

sugieren la participación de esta amina biogénica en la regulación de la actividad de 

enzimas digestivas en este cangrejo. La modulación diferencial (inducción de un aumento 

de la actividad) por histamina 10-4M con respecto al efecto por dopamina, de la actividad 

de lipasa en hepatopáncreeas de C. angulatus, sugiere el rol de estas aminas biogénicas en 

vias antagónicas de regulación. Además, la mayor actividad de lipasa inducida por 

histamina 10-4M in vitro, sugiere el efecto directo sobre este tejido (Fig.6.16), aunque, 

para nuestro conocimiento, no se ha reportado la existencia de receptores histamínicos en 

hepatopáncreas de crustáceos. Por otro lado, histamina 10-4M in vivo no tuvo efecto sobre 

la actividad de APN lo cual soporta aún más la idea de la existencia de mecanismos de 

regulación diferenciales de la actividad de enzimas digestivas por aminas biogénicas. En 

este contexto, histamina 10-4M in vitro produjo una disminución de la actividad de tripsina 
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(Fig.6.17)  diferencialmente al efecto encontrado sobre la actividad lipolítica. Más aún, el 

hecho que la histamina in vitro no estimuló la liberación de tripsina ni de lipasa a partir del 

hepatopáncreas, sugiere la existencia de modulación de actividad de tripsina y lipasa 

intracelular como se sugirió para el efecto de dopamina sobre la actividad lipolítica en 

hepatopancreas de N. granulata  (Capitulo 3 presente tesis). 

En conclusión, los resultados de este capítulo muestran la existencia de actividad de 

lipasa, tripsina y APN en hepatopáncreas de C. angulatus,  sugiriendo su capacidad  para 

la hidrólisis de distintos sustratos dietarios y la existencia de procesos de modulación 

diferencial de enzimas digestivas por salinidad y aminas biogénicas. 
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Discusión General y Consideraciones finales 

 

Los estudios  sobre diferentes aspectos de la fisiología bioquímica digestiva (ej: 

sobre actividad de enzimas digestivas clave) constituyen un área de fundamental 

importancia para  el conocimiento integrado de  estrategias digestivas a nivel bioquímico-

fisiológico.  Las enzimas digestivas cumplen un rol fisiológico esencial ya que constituyen 

el vínculo entre la ingestión, absorción y asimilación de nutrientes (del Valle y López 

Mañanes, 2012; Karasov et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013). En varios vertebrados, la 

modulación  diferencial de la actividad de enzimas digestivas clave constituye un 

mecanismo de ajuste a nivel bioquímico en respuesta a condiciones fisiológicas y/o 

ambientales (Balslev-Clausen et al., 2003; del Valle et al., 2004, 2006; del Valle y López 

Mañanes, 2008, 2009, 2011, 2012, Naya et al., 2008, 2009; Iglesias et al., 2009; Brezk et 

al., 2013; Liu et al., 2013; McWilliams et al., 2014).   

Diversos mensajeros químicos primarios (entre ellos aminas biogénicas y varias 

hormonas peptídicas) están involucrados en la compleja regulación de diferentes 

componentes a nivel bioquímico (ej: actividad de enzimas digestivas/reservas de energía) 

en procesos digestivos, secretorios y absortivos (Dufresne et al., 2006; Murphy et al., 

2008; Williams et al., 2009; Goodman, 2010; Williams, 2010; Stengel y  Taché, 2011;  de 

Araujo et al., 2012; Wang et al., 2012; Dockray, 2014; Trowers y Tischler, 2014). Sin 

embargo, faltan estudios en grupos de importancia ecológica tales como cangrejos 

eurihalinos intermareales. Los estudios de localización y  determinación de características 

bioquímicas de actividades enzimáticas digestivas clave en tracto digestivo  constituyen un 

paso básico fundamental en el conocimiento de la fisiología bioquímica digestiva. 

 Si bien es ampliamente reconocido que el hepatopáncreas de crustáceos decápodos 

desempeña un rol central en la digestión y absorción de nutrientes, siendo el sitio 
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principal de producción de enzimas digestivas  y un importante órgano endocrino 

(Ceccaldi,  1989; Fingerman et al., 1993; Muhlia-Almazan y Garcia-Carreño, 

2003; Huang et al., 2005; Zeng et al., 2010; McGaw y Curtis, 2013) los procesos y 

mecanismos de regulación de la actividad de enzimas digestivas (y de reservas de 

energía) están muy poco comprendidos. 

 Los cangrejos eurihalinos hiper/hiporreguladores son capaces de mantener la 

concentración osmótica de la hemolinfa dentro de un rango estable, por encima  o 

debajo de la del medio externo en baja y alta salinidad, respectivamente (Lucu y  

Towle 2003; Freire et al., 2008; McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 2012; 

Henry et al., 2013; Larsen et al., 2014). Los cambios moleculares y bioquímicos 

implicados en las respuestas osmorregulatorias (particularmente en branquias) han 

sido intensivamente estudiados pero, sin embargo, faltan estudios aún sobre 

algunos de los mecanismos involucrados a nivel bioquímico, particularmente desde 

una perspectiva  metabólica (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 2012). 

Las respuestas a nivel bioquímico a la salinidad ambiental constituyen un proceso 

complejo que implica la participación de diferentes enzimas y sistemas de 

transporte en diferentes órganos y tejidos (Jahn et al., 2006; Pinoni y López 

Mañanes, 2004, 2008, 2009; Athamena et al., 2011; Martins et al., 2011; Pinoni et 

al., 2013).  

 Los resultados de la presente Tesis representan un estudio integrativo de 

caracterización y modulación de la actividad de enzimas digestivas  en 

hepatopáncreas de de los cangrejos eurihalinos  Neohelice granulata y 

Cyrtograpsus angulatus de la laguna costera de Mar Chiquita (Pcia. de Buenos 

Aires).   
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 N. granulata de la zona de  planicie de mareas de la laguna exhibió  actividad de 

tripsina (endopeptidasa) en hepatopáncreas con características bioquímicas que 

sugieren una alta  capacidad para la digestión proteolitica (Capítulo 1).    

 Determinamos la existencia de actividad de APN (ectopeptidasa) en  

hepatopáncreas de N. granulata de la planicie de mareas de la laguna costera de 

Mar Chiquita la cual se caracterizó parcialmente. La existencia de actividad de 

APN en hepatopáncreas sugiere la capacidad para la digestión total de ítems 

proteicos.  El hecho que parte de  la actividad total de APN en  hepatopáncreas de 

N. granulata fue sensible a bestatina sugiere por un lado, la existencia de actividad 

de APN similar a la descripta en intestino de mamíferos y por otro de diferentes 

isoformas de APN. El aumento  in vitro de la actividad de APN  inducido por la 

amina biogénica  dopamina (mensajero químico primario con un importante rol en 

la regulación de diferentes procesos y respuesta a condiciones ambientales en 

crustáceos decápodos)  sugiere su  rol en la modulación de componentes a nivel 

bioquímico de la digestión proteica y  de APN en vías de regulación mediadas por 

dopamina  en hepatopáncreas (Capítulo 2). 

 Se demostró la  existencia de actividad de lipasa sensible in vitro a  dopamina, 

AMPc y glucagón  en  hepatopáncreas de N. granulata y la  modulación 

concomitante por dopamina y AMPc del contenido de triglicéridos en 

hepatopáncreas (Capítulo 3). Estos resultados sugieren la existencia de actividad  

de lipasa sensible a hormonas en hepatopáncreas, la existencia de modulación de 

actividad de lipasa intracelular, el rol de dopamina, glucagón y AMPc en dicha 

regulación, el efecto directo de dopamina y glucagón sobre el hepatopáncreas y la 

posible relación entre modulación de la actividad de lipasa por dopamina y AMPc 

y el metabolismo (ej: catabolismo) de  triglicéridos.  
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 Las  respuestas diferenciales de la actividad de lipasa, proteolítica total y APN en 

hepatopáncreas; del contenido de triglicéridos y proteínas en órganos de reserva 

(hepatopáncreas, músculo de la quela, branquias anteriores y posteriores)  a 

diferentes tiempos  luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata 

mantenidos en  baja y alta salinidad en  condiciones de hipo e hiperregulación, 

respectivamente,  sugieren la  existencia de ajustes diferenciales postpandriales (ej: 

en la dinámica) digestivos y metabólicos a nivel bioquímico en relación a la 

osmorregulación y al tipo de respuesta osmorregulatoria (hipo ó hiperregulación) 

(Capítulo  4). Por otro lado, las respuestas en la actividad de enzimas digestivas y 

el contenido de reservas de energía en individuos alimentados y transferidos  de 

alta (condiciones de hiporregulación)  a baja salinidad (condiciones de hiper-

regulación)  sugieren la existencia de ajustes diferenciales digestivos y metabólicos 

a nivel bioquímico particulares en relación al cambio abrupto de salinidad  

(Capítulo 5). 

 Se demostró la existencia de actividad de lipasa, tripsina y APN en hepatopáncreas 

de C. angulatus, las cuales se caracterizaron parcialmente lo que sugiere la 

capacidad potencial para la hidrólisis de diferentes ítems dietarios y, similarmente 

a lo sugerido para N. granulata, el rol del hepatopáncreas en pasos finales de la 

digestión de ítems proteicos de la dieta (Capítulo 6). Se demostró la sensibilidad 

diferencial de las  actividades proteolítica total y de lipasa a salinidad ambiental 

sugiriendo el rol de las mismas como componentes en ajustes digestivos a nivel 

bioquímico en relación al estado osmorregulatorio (Capítulo 6). Por otro lado la 

sensibilidad diferencial a la salinidad sugiere la existencia de mecanismos de 

modulación diferenciales en relación a la hipo e hiperregulación y la posible 

participación diferencial de distintas rutas metabólicas en dichos procesos. Los 
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resultados obtenidos sobre el efecto de diferentes aminas  biogénicas (dopamina, 

serotonina, histamina) sobre las actividades de lipasa, proteolítica total y tripsina 

en hepatopáncreas de C. angulatus sugieren el rol de estas aminas como 

mensajeros químicos primarios involucrados en la regulación de procesos 

digestivos y/o metabólicos a nivel bioquímico, la modulación intracelular de la 

actividad de enzimas digestivas y  la posible existencia de mecanismos indirectos y 

directos de regulación diferenciales y específicos (Capítulo 6). 
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