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Resumen

El objetivo general de la presente tesis fue realizar un estudio de mecanismos de
ajuste a diferentes niveles (molecular, bioquimico y fisiolégico) en cangrejos
eurihalinos en relacion a su habitat y estilo de vida. Dentro del objetivo general se
realizaron estudios de caracterizacion y modulacion de enzimas digestivas en
hepatopancreas y del contenido de reservas de energia en los cangrejos eurihalinos
Neohelice granulata y Cyrtograpsus angulatus de la zona de planicie de mareas de la
laguna costera de Mar Chiquita (Pcia. de Buenos Aires) y de Uca tangeri de la Bahia de
Céadiz (Espafia) con el fin de establecer el posible rol como componentes en
mecanismos de ajustes digestivos y/o metabolicos en relacién a variables ambientales
clave. Para cumplir con el objetivo se llevaron a cabo estudios: de identificacion de
formas de a-amilasa presentes en hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 1); de
purificacion y caracterizacion parcial de la forma con mayor actividad amilolitica en
hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 1); de secuenciacion y caracterizacion de a-
amilasa en hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 1); de secuenciacion y
caracterizacion de isoformas de tripsina en hepatopéancreas de N. granulata (Capitulo 2);
del efecto de baja y alta salinidad sobre la expresion, nimero de formas y actividad total
de a-amilasa y tripsina en hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 3); sobre
modulacién de la actividad de carbohidrasas en hepatopancreas, y el contenido de
glucogeno y glucosa libre en 6rganos de reserva a diferentes tiempos luego de la ingesta
de alimento en baja y alta salinidad en diferentes estados osmorregulatorios en N.
granulata (Capitulo 4); del efecto de un cambio abrupto desde alta a baja salinidad
sobre la actividad de carbohidrasas y el contenido de glucégeno y glucosa libre en
individuos de N. granulata a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento

(Capitulo 5); sobre la existencia de ajustes post-prandiales en la actividad de enzimas
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digestivas en hepatopancreas, en la concentracion de glucosa en hemolinfa y en el
contenido de reservas de energia en individuos de N. granulata expuestos a emersion
inmediatamente luego de ser alimentados en condiciones de hiper e hiporregulacion
(Capitulo 6); del efecto de baja y alta salinidad sobre el nimero de formas de a-amilasa
y actividad de carbohidrasas en hepatopancreas y contenido de reserva de glucdgeno en
C. angulatus (Capitulo 7); de caracterizacion parcial y modulacion por baja y alta
salinidad de la actividad de a-amilasa, maltasa, sacarasa y tripsina en hepatopancreas de
U. tangeri (Capitulo 8). N. granulata exhibié al menos cinco formas de a-amilasa en el
hepatopancreas. Se purificod parcialmente la forma de a-amilasa con mayor actividad
(29 kDa), la cual exhibi6 halotolerancia, sensibilidad a diversos iones y capacidad para
degradar almidon y glucégeno. La clonacion parcial de una secuencia de a-amilasa en
hepatopancreas N. granulata y su posterior caracterizacion mostraron la presencia de:
tres sitios potenciales de glicosilacion, sitio de unién al Ca®*, sitios de reconocimiento
de sustrato y aminoacidos que participan en el sitio catalitico. La clonacién parcial y
posterior caracterizacion molecular de dos isoformas de tripsina en hepatopancreas de
N. granulata, mostraron que ambas presentan: los aminoacidos involucrados en la triada
catalitica, el residuo de D que determina especificidad de sustrato y la region del sitio
catalitico. N. granulata exhibi6é una modulacion diferencial por baja y alta salinidad en
la expresion y en la actividad de a-amilasa y tripsina y nimero de formas de a-amilasa.
N. granulata exhibi6 ajustes diferenciales en la actividad de diferentes enzimas
digestivas y reservas de energia luego de la ingesta de alimento en individuos
mantenidos en baja y alta salinidad, luego de un cambio abrupto de alta a baja
salinidad y luego de la emersion en condiciones de hiper e hiporregulaciéon. C.
angulatus exhibié dos formas de a-amilasa en hepatopancreas. La exposicion a largo

plazo a la baja y alta salinidad de C. angulatus no afect6 el nimero de formas de a-
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amilasa y la actividad de carbohidrasas, mientras que se observé una modulacion de las
reservas de glucogeno y glucosa libre en madsculo de la quela y/o branquias anteriores.
En hepatopancreas de U. tangeri se detecté la existencia de la actividad de
carbohidrasas y tripsina y su modulacion diferencial por baja y alta salinidad. Los
resultados de esta tesis representan un enfoque original que permite ampliar los
conocimientos sobre estrategias digestivas y metabdlicas a diferentes niveles en
animales en general y de organismos eurihalinos en particular y establecer aspectos
comparativos en relacion al habitat y estilo de vida, cubriendo un &rea de vacancia de la

fisiologia bioquimica, ecolégica y adaptativa.

Palabras clave: Enzimas digestivas, flexibilidad fenotipica, reservas de energia,

cangrejos eurihalinos, salinidad, emersidn, hepatopancreas, clonacién, purificacion.
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Abstract

The general aim was to study mechanisms of adjustment at different levels (i.e.
molecular, biochemical and physiological) in euryhaline crabs in relation to their habitat
and lifestyle. Within the general aim we made studies of characterization and
modulation of digestive enzymes in hepatopancreas and content of energy reserves in
the euryhaline crabs Neohelice granulata and Cyrtograpsus angulatus from Mar
Chiquita coastal lagoon (Buenos Aires Province) and Uca Tangeri from Bay from Céadiz
(Spain) in order to establish the possible role as components in mechanisms of digestive
and/or metabolic adjustments in relation to key environmental variables. To achieve this
aim, we carried out studies on: identification of amylase forms present in the
hepatopancreas of N. granulata (Chapter 1); purification and partial characterization of
form with the highest amylolytic activity in hepatopancreas of N. granulata (Chapter 1);
sequencing and characterization of a-amylase in hepatopancreas of N. granulata
(Chapter 1); sequencing and characterization of trypsin isoforms in hepatopancreas of
N. granulata (Chapter 2); the effect of low and high salinity on expression, number of
forms and total activity of a-amylase and trypsin in hepatopancreas of N. granulata
(Chapter 3); modulation of activity of carbohydrases in hepatopancreas, and glycogen
and glucose free content in storage organs at different times after food intake in low and
high salinity in different osmoregulatory conditions in N. granulata (Chapter 4); the
effect of an abrupt change from high to low salinity on carbohydrase activities and
glycogen and free glucose content in individuals of N. granulata at different times after
food intake (Chapter 5); the existence of postprandial adjustments in digestive enzyme
activities in hepatopancreas, hemolymph glucose concentration and energy reserves
content in individuals of N. granulata exposed to emersion immediately after feeding

upon conditions of hyper and hyporegulation (Chapter 6); the effect of low and high
V|IPagina



salinity on the number of a-amylase forms, carbohydrase activities and content of
glycogen in C. angulatus (Chapter 7); partial characterization and modulation by low
and high salinity of a-amylase, maltase, sucrase and trypsin activities, in hepatopancreas
of U. tangeri (Chapter 8). N. granulata exhibited at least five forms of a-amylase in
hepatopancreas. The a-amylase form with the highest activity (29 kDa) was partially
purified, which exhibited halotolerance, sensitivity to several ions and ability to degrade
starch and glycogen. Partial cloning of an a-amylase sequence in hepatopancreas of N.
granulata and its subsequent characterization showed the presence of three potential
glycosylation sites, Ca** binding site, substrate recognition sites and amino acids that
participate in the catalytic site. The partial cloning and subsequent molecular
characterization of two trypsin isoforms in hepatopancreas of N. granulata showed that
they presented: amino acids involved in the catalytic triad, D residue that determine
substrate specificity and the catalytic site region. N. granulata exhibited a differential
modulation by low and high salinity in the expression and activity of a-amylase and
trypsin and number of a-amylase forms. N. granulata exhibited differential adjustments
in the activity of different digestive enzymes and energy reserves after food intake in
relation to low and high salinity acclimation, after an abrupt change from high to low
salinity and after the emersion in hyper and hyporegulation conditions. C. angulatus
exhibited two forms of a-amylase in hepatopancreas. The long-term exposure to low
and high salinity of C. angulatus did not affect the number of forms of a-amylase and
the activity of carbohydrases, whereas a modulation of the reserves of glycogen and free
glucose was observed in muscle and /or anterior gills. In hepatopancreas of U. tangeri
was detected the existence of carbohydrases and trypsin activities and its differential
modulation by low and high salinity. The results of this work represent an original

approach that allows to increase the knowledge of about digestive and metabolic

VI|Pagina



strategies at different levels in animals in general and euryhaline organisms in particular
and to establish comparative aspects in relation to habitat and lifestyle, covering an area

of vacancy in biochemical, ecological and adaptive physiology.

Key words: digestive enzymes, phenotypic flexibility, energy reserves, euryhaline

crabs, salinity, emersion, hepatopancreas, cloning, purification.
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Introduccion general

La plasticidad fenotipica es la capacidad de expresar diferentes fenotipos en
respuesta a multiples condiciones ambientales (de Witt et al., 1998; Whitman y
Agrawal, 2009; Chevin y Lande, 2015; Murren et al., 2015; Wright y Turko, 2016;
Zhang et al., 2016). Mientras que la flexibilidad fenotipica es una categoria particular de
plasticidad fenotipica, involucrando variaciones reversibles, a distintos niveles de
organizacion bioldgica (desde molecular a organismo), que pueden aumentar la
posibilidad de supervivencia de especies que enfrentan variaciones espacio-temporales
en las condiciones ambientales (Piersma y Drent, 2003; Pfenning et al., 2010; Piersma y
van Gills, 2011; Buehler et al., 2012; Kelly et al., 2012; McWilliams y Karasov, 2014;
Wright y Turko, 2016). Debido a que el tracto digestivo constituye un puente funcional
entre la ingesta de alimento, procesamiento y asignacion de nutrientes y energia, la
flexibilidad digestiva tiene importantes implicancias para la performance de los
individuos, particularmente para aquellos que habitan ambientes altamente variables en
tiempo y/o espacio (Starck y Wang, 2005; Brzek et al., 2011; Karasov et al., 2011; del
Valle y Lopez Mafianes, 2012; Karasov y Douglas, 2013; McWilliams y Karasov, 2014;
Zhang et al., 2016). Las enzimas digestivas cumplen un rol fisioldgico esencial ya que
constituyen un vinculo entre la ingestion, absorcion y asimilacion de nutrientes
(Karasov et al., 2011; del Valle y Lopez Mafianes, 2012; Karasov y Douglas, 2013). En
este contexto, la modulacion diferencial de la actividad de enzimas digestivas en
respuesta a variaciones en condiciones ambientales claves que impliquen una
reorganizacion metabdlica conduce a ajustes en la capacidad digestiva y de esta manera
en la disponibilidad de diferentes nutrientes y metabolitos (Starck y Wang, 2005; Brzek

et al.,, 2011; Karasov et al.,, 2011; del Valle y Lopez Mafanes, 2012; Karasov y
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Douglas, 2013; McWilliams y Karasov, 2014; Zhang et al., 2016). En varias especies de
invertebrados y vertebrados, ademas de ajustes en procesos digestivos, puede ocurrir
una regulacion diferencial del metabolismo de reservas de energia en respuesta a
variaciones en condiciones ambientales (Clissold et al., 2010; del Valle y Lopez
Mananes, 2012). Sin embargo, los ajustes en la actividad de enzimas digestivas (ej.
enzimas involucradas) y de distintos sustratos de reserva (tipo de biomolécula y érgano
de reserva involucrados) parecen variar con la especie y el tipo y grado de desafio
ambiental. Asi, resulta evidente la importancia de llevar a cabo estudios integrativos
sobre modulacién de enzimas digestivas y del contenido de reservas para comprender
las respuestas de diferentes organismos frente a variaciones en factores ambientales
clave. Méas aln, establecer la existencia y conocer caracteristicas moleculares y
bioguimicas de enzimas digestivas especificas es importante no sélo para inferir la
potencial capacidad digestiva de los individuos para distintos sustratos dietarios y/o de
reserva (ej. carbohidratos, proteinas) sino también como paso previo para llevar a cabo
posteriores estudios sobre ajustes digestivos y/o metabdlicos en relacion a variables
ambientales. En este contexto, el conocimiento sobre existencia, caracteristicas
bioguimicas y modulacion a diferentes niveles (actividad/expresion) de enzimas
digestivas clave en cangrejos eurihalinos es aln escaso y fragmentario (Azzalina y
Trainer, 1985; Asaro et al., 2010, 20114, b; Pinoni et al., 2011, 2013; Wang et al., 2013;
Michiels, 2015; Michiels et al., 2013, 201543, b).

Los cangrejos eurihalinos que habitan la zona intermareal de estuarios y lagunas
costeras estan expuestos a amplias y abruptas variaciones espacio-temporales en
diferentes factores, particularmente en la salinidad ambiental. Para estos organismos, la
flexibilidad en el comportamiento osmorregulatorio (capacidad de mantener la

concentracion osmética de la hemolinfa) constituye una estrategia fisioldgica
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fundamental para su supervivencia y para la ocupacién y uso del habitat. La
osmorregulacion es un proceso complejo que requiere de una reorganizacion metabdlica
(Bianchini et al., 2008; Romano y Zeng, 2012). Por otra parte, por su estilo de vida,
varios cangrejos eurihalinos que habitan zonas de mareas pueden soportar periodos de
emersion variables por lo que presentan estrategias a distintos niveles que le permiten su
supervivencia bajo estas condiciones (Robertson et al., 2001; McGaw et al., 2007). Sin
embargo, se conoce muy poco sobre los ajustes digestivos (ej. modulacién de enzimas
digestivas) y metabdlicos (contenido de sustratos de reserva de energia) a nivel
bioguimico posiblemente asociados a la osmorregulacion y/o emersion (Pinoni, 2009;
Pinoni et al., 2013; Michiels et al., 2013, 2015; Wang et al., 2014)

En crustaceos decapodos, la homeostasis de glucosa es crucial para el adecuado
funcionamiento de distintos procesos fisioldgicos (Verri et al., 2001; Lorenzon, 2005;
Lorenzon et al., 2005, 2007; Obi et al., 2011; Dutra et al., 2008; Wang et al., 2016a). El
mantenimiento de los niveles de glucosa en hemolinfa depende principalmente de la
presencia y/o modulacién de enzimas digestivas que participan en la degradacion de
sustratos glucogénicos dietarios (ej. a-amilasa, maltasa, sacarasa) y de su absorcion en
el hepatopancreas (principal sitio de sintesis de enzimas digestivas y de absorcion de
nutrientes en crustaceos decapodos). Otra fuente importante de glucosa hemolinfatica
proviene de la degradacion de glucdgeno en distintos drganos y/o tejidos de reserva
(Verri et al., 2001; Lorenzon, 2005; Lorenzon et al., 2005, 2007; S&nchez-Paz et al.,
2006; Buckup et al., 2008; Obi et al., 2011; Dutra et al., 2008; Chung, 2014; Jimenez y
Kinsey, 2015; Wang et al., 2016a, b).

Las a-amilasas (a-1,4-glucano-4-gluconohydrolasa, EC 3.2.1.1) tienen una
importancia fisiologica central debido a su papel en la digestion de sustratos

glucogénicos clave tales como almiddon y glucégeno dietarios y/o glucégeno de reserva
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(Singh y Kayastha, 2014; Janecek et al., 2014; Xie et al., 2014; Date et al., 2015; Peng
et al., 2015; Tiwari et al., 2015; Azzopardi et al., 2016; Jane¢ek y Svensson 2016;
Rodriguez-Viera et al., 2016). Si bien existen diversos estudios de caracterizacion de a-
amilasa en hepatopancreas de crustaceos decapodos y se ha detectado la presencia de
varias formas aunque con un alto grado de variabilidad interespecifica (Dutta et al.,
2006; Van Wormhoudt et al., 1995; Perera et al., 2008a, b; Coccia et al., 2011; Castro et
al., 2012; Aragén-Axomulco et al., 2012; Rodriguez-Viera et al., 2016), la informacion
en cangrejos eurihalinos es escasa (Blandamer y Beechey, 1966; Azzalina y Trainer,
1985; Van Wormhoudt et al., 1995; Asaro et al., 2010, 2011a). Asi, y a pesar de su
inherente importancia fisioldgica, faltan estudios sobre existencia, identificacion de
formas, caracteristicas bioquimicas 'y modulacibn a diferentes niveles
(actividad/expresion) de a-amilasa en hepatopancreas de crustdaceos decapodos en
general y en cangrejos eurihalinos en particular. Por otro lado, la actividad de
disacaridasas (ej. maltasa y sacarasa) al estar involucradas en las etapas finales de
degradacion cumplen un rol esencial en la digestién de sustratos glucogénicos (Diaz-
Sotomayor et al., 2013; Lin et al., 2012, 2014, 2016; Dhital et al., 2013; Simsek et al.,
2015). Sin embargo, han sido muy poco estudiadas su existencia, caracteristicas
bioguimicas y modulacién por factores ambientales en hepatopancreas de cangrejos
eurihalinos (Asaro et al., 2010, 20114, b).

La tripsina (EC 3.4.21.4), una endopeptidasa del tipo serin-proteasa que
hidroliza enlaces peptidicos del lado del sitio carboxilico de residuos de Arg o Lys, es
una de las proteasas mas importantes en el tracto digestivo de varios vertebrados e
invertebrados (Sainz, 2004; Muhlia-Almazén et al., 2008; VVandermarliere et al., 2013,
Wang et al., 2014; Perera et al., 2015). En crustaceos decapodos, la tripsina es la

principal endopeptidasa en hepatopancreas (Johnson et al., 2002; Lemos et al., 2000;
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Sainz, 2004; Muhlia-Almazén et al., 2008; Vandermarliere et al., 2013; Wang et al.,
2013; Sacristan et al., 2014, 2015; Perera et al., 2015; Tantikitti et al., 2016). La alta
actividad de tripsina en el hepatopancreas de crustaceos decapodos ha sido asociada con
la presencia de varias isoformas (Muhlia-Almazéan et al., 2008; Perera et al., 2008a, b,
2015). No obstante, la clonacién y secuenciacion de diferentes isoformas de tripsina en
hepatopancreas solo se ha realizado en pocas especies de cangrejos (ej Paralithoes
camtscatices, Cancer pagurus, Scylla paramamosain) (Rudenskaya et al., 2004;
Hehemann et al., 2008; Jiang et al., 2011).

Los cangrejos eurihalinos Neohelice granulata, Cyrtograpsus angulatus y Uca
tangeri habitan ambientes que se caracterizan por cambios temporales y espaciales en la
salinidad ambiental (Spivak et al., 1994; Spivak, 1997; Pinoni et al., 2011; Luppi et al.,
2013; Spivak y Cuesta, 2009; Gonzélez Gordillo et al., 2003). N. granulata y C.
angulatus habitan en las zonas intermareales de las lagunas costeras templadas del este
sudamericano, encontrandose, particularmente, en ecosistemas de marismas y estuarios
(Boschi, 1964; Spivak, 1997; Iribarne et al., 2003; Mendez Casariego et al., 2011; Luppi
et al., 2013). N. granulata y C. angulatus representan las especies dominantes de
cangrejos en la laguna costera de Mar Chiquita (Pcia. Bs. As., Argentina) (37°32'-
37°45’S; 57°19'-57°26°0). Ambas especies poseen una fuerte capacidad hiper/hipo
osmorregulatoria (Schleich et al., 2001; Lopez Mafianes et al., 2002; Pinoni, 2009;
Pinoni y Lépez Mafianes, 2004, 2008a; Pinoni et al., 2005, 2013, 2015a; Asaro et al.,
20114, b; Michiels et al., 2013, 2015a; Michiels, 2015).

N. granulata es considerada una especie modelo para estudios bioquimicos,
fisiologicos y ecoldgicos (Spivak, 2010). N. granulata exhibe ajustes en la dinamica y
patrén de modulacién post-ingesta en baja y alta salinidad y de un cambio abrupto de

salinidad de la actividad de lipasas y proteolitica y en el contenido de triglicéridos y
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proteinas sugiriendo la existencia de ajustes post-prandiales en el metabolismo lipidico
y proteico (Michiels, 2015; Pinoni et al 2015a).

Por su estilo de vida, N. granulata puede permanecer fuera del agua por largos
periodos de tiempo (Schmitt y Santos, 1993; Maciel et al., 2008), siendo activo en
condiciones de emersidon (Boschi, 1964; Santos et al., 1987; Luquet y Ansaldo, 1996;
Luquet et al., 1998; Halperin et al., 2000; de Lima et al., 2015). Este comportamiento se
ha observado también en individuos de N. granulata de la planicie de mareas de la
laguna costera de Mar Chiquita (Spivak, 1997; Luppi et al., 2013; Bas et al., 2014).
Individuos de N. granulata sometidos a emersion en condiciones de privacion de
alimento y osmoconformacion, mostraron la modulacion de actividad proteolitica en
hepatopancreas sugiriendo ajustes digestivos y metabdlicos a nivel bioquimico (Pinoni,
2009). Sin embargo, faltan estudios sobre la existencia de posibles ajustes diferenciales
post-prandiales de la actividad de diferentes enzimas digestivas y del contenido de
distintas reservas de energia en individuos sometidos a emersion en condiciones de
salinidad que impliquen diferentes estados osmorregulatorios.

C. angulatus en condiciones de hiper e hiporregulacién presenta ajustes en
componentes involucrados en el metabolismo de lipidos y proteinas (enzimas digestivas
y contenido de reserva de energia) (Michiels et al., 2013; Michiels, 2015). Ademas,
demostramos la existencia de diferentes carbohidrasas (a-amilasa, maltasa y sacarasa)
en hepatopancreas de esta especie (Asaro et al., 2010, 2011b).

U. tangeri es la Gnica especie de cangrejo violinista que se encuentra presente en
Europa (Rosenberg, 2001; Spivak y Cuesta, 2009; Boa y Guerra-Garcia, 2015). Una de
las poblaciones de U. tangeri en la costa Atlantica del sur de Espafia, se encuentra en la
Bahia de Cadiz (Espafia; 36°23’-37’N, 6°8’-15’W). Sin embargo, a pesar de su

importancia ecolégica y econémica faltan estudios sobre su fisiologia digestiva en
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general y a nivel bioguimico en particular (ej. existencia y caracteristicas bioquimicas
de enzimas digestivas clave en hepatopancreas) y sobre flexibilidad digestiva en
relacion a la salinidad ambiental. Los individuos de U. tangeri exhiben una alta
capacidad osmorregulatoria y modulacion diferencial de metabolitos y reservas de
energia en distintos érganos en condiciones de baja y alta salinidad en relacion a la
osmorregulacién (Pinoni et al., 2015b).

El objetivo general de esta tesis fue estudiar mecanismos de ajuste a diferentes
niveles (molecular, bioquimico y fisioldgico) en cangrejos eurihalinos en relacion a su
habitat y estilo de vida. Dentro del objetivo general se realizaron estudios de
caracterizacién y modulacion de enzimas digestivas en hepatopancreas y del contenido
de reservas de energia en los cangrejos eurihalinos N. granulata y C. angulatus de la
zona de planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita (Pcia. de Buenos
Aires) y de U. tangeri de la Bahia de Cadiz (Espafia) con el fin de establecer el posible
rol como componentes en mecanismos de ajustes digestivos y/o metabdlicos en relacion
a variables ambientales clave. La laguna costera de Mar Chiquita se caracteriza por
presentar amplios, abruptos y frecuentes cambios en la salinidad debido a la influencia
de las mareas (diarias y estacionales) y al aporte de agua dulce que proviene de las
precipitaciones y de los arroyos que confluyen en ella. Este ambiente posee un clima
templado océanico con una amplitud térmica diaria y estacional. Las especies N.
granulata y C. angulatus (ambas miembros de la familia VVarunidae), son la especies
dominantes en la laguna costera de Mar Chiquita. C. angulatus se encuentra en la zona
inter y submareal, mientras que N. granulata habita zonas del intermareal medio.
Ademas, N. granulata es una especie semiterrestre y excavadora construyendo sus
cuevas en la zona de planicie de mareas y espartillar (Iribartne et al., 1997; Luppi, et al.,

2013). Por otro lado, Uca tangeri (familia Ocypodidae), es la Gnica especie de cangrejo
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violinista que se encuentra presente en Europa. ES una especie de cangrejo
semiterrestre, su alimentacion como su vida social tiene lugar en la bajamar. Durante la
pleamar, esta especie permanece en sus cuevas Y cierran la salida hacia el exterior. En la
zonas de planicie de mareas del Rio San Pedro (Bahia de Cadiz) los individuos de U.
cangeri estan expuestos a variaciones en la salinidad y temperatura ambiental (Boa y
Guerra-Garcia, 2015). N. granulata y C. angulatus tiene una relacion filogenéticamente
cercana dentro de la familia Varunidae, mientras que U. tangeri (familia Ocypodidae)
presenta una relacion filogenética alejada de N. granulata y C. angulatus (Schubart et

al., 2000; Ng et al., 2008).

Para cumplir con el objetivo general se llevaron a cabo:

* Estudios de identificacion por andlisis por zimograma de las formas de a-
amilasa presentes en hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 1).

* Purificacién parcial y posterior caracterizacion bioquimica de la forma
con mayor actividad amilolitica en hepatopéancreas de N. granulata (Capitulo 1).

* Estudios de secuenciacion y caracterizacion de a-amilasa en
hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 1).

* Estudios de secuenciacion y caracterizacion de isoformas de tripsina en
hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 2).

* Estudios sobre el efecto de baja y alta salinidad sobre la expresion,
numero de formas y actividad total de a-amilasa y tripsina en hepatopancreas de N.
granulata (Capitulo 3).

* Estudios sobre modulacién de la actividad de carbohidrasas (a-amilasa,

maltasa y sacarasa) en hepatopancreas, y el contenido de glucégeno y glucosa libre en
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organos de reserva a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en baja y alta
salinidad en diferentes estados osmorregulatorios en N. granulata (Capitulo 4).

* Estudios sobre el efecto de un cambio abrupto desde alta a baja salinidad
sobre la actividad de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa y sacarasa) en hepatopancreas y
el contenido de glucdgeno y glucosa libre en drganos de reserva en individuos de N.
granulata a diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento (Capitulo 5).

* Estudios sobre la existencia de ajustes post-prandiales en la actividad de
enzimas digestivas (carbohidrasas, proteolitica total y lipasa) en hepatopancreas, en la
concentracion de glucosa en hemolinfa y en el contenido de reservas de energia
(glucdgeno, triglicéridos y proteinas) en individuos de N. granulata expuestos a
emersion inmediatamente luego de ser alimentados en condiciones de hiper e hipo-
regulacion (capitulo 6).

* Estudios sobre el efecto de baja y alta salinidad sobre el namero de
formas de a-amilasa y actividad de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa y sacarasa) en
hepatopancreas, y contenido de reserva de glucogeno y glucosa libre en distintos
6rganos en C. angulatus (Capitulo 7).

* Estudios de caracterizacion parcial y de modulacion por baja y alta
salinidad de la actividad de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa y sacarasa) y tripsina en

hepatopancreas de U. tangeri (Capitulo 8).
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Capitulo 1:

a-amilasa en hepatopdncreas de Neohelice
granulata: purificacion parcial, caracterizacion

bioquimica y clonacion
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Introduccion

Las endo amilasas (o-1,4 glucan-4-gluconohidrolasa, EC 3.2.1.1) son enzimas
hidroliticas que catalizan la hidrolisis aleatoria de uniones internas a-D-(1, 4)
glucosidicas de a-glucanos (ej. almiddn, glucégeno y polimeros relacionados). En
animales, las amilasas tienen una importancia fisioldgica central debido a su rol en los
pasos iniciales de la digestion de sustratos glucogénicos clave tales como almidon y
glucdgeno dietarios y/o glucdgeno de reserva (Singh y Kayastha, 2014; Janecek et al.,
2014; Janecek y Svensson, 2016; Xie et al., 2014; Date et al., 2015; Peng et al., 2015;
Tiwari et al., 2015; Azzopardi et al., 2016; Rodriguez-Viera et al., 2016). A pesar de su
importancia fisioldgica, el conocimiento actual sobre la existencia de diferentes formas
de o-amilasa y/o sus caracteristicas bioquimicas en hepatopancreas de grupos de
importancia ecoldgica tales como cangrejos eurihalinos, sigue siendo escasa Yy
fragmentaria (Blandamer y Beechey, 1966; Azzalina y Trainer, 1985; Van Wormhoudt
et al., 1995; Asaro et al., 2010, 2011a; Wang e tal., 2013).

En crustaceos decapodos, el mantenimiento de los niveles de glucosa en la
hemolinfa es esencial para soportar las funciones regulares de varios dérganos (ej.
branquias y musculo) y en respuestas a varios factores (Verri et al., 2001; Lorenzon,
2005; Lorenzon et al., 2005, 2007; S&dnchez-Paz et al., 2006; Buckup et al., 2008; Obi et
al., 2011; Dutra et al., 2008; Chung, 2014; Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et al., 20164,
b). El hepatopancreas de crustaceos decapodos, cumple un papel central en la sintesis de
enzimas digestivas, digestion y absorcion de nutrientes, ademas de constituir uno de los
principales sitios de almacenamiento de sustratos energéticos (ej. glucogeno) (Ceccaldi,
1989; Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio, 2003; Ong y Johnston, 2006; Zeng et al.,

2010; Wang et al., 2013; Ribeiro et al., 2014; Sacristan et al., 2014, 2015, 2016;
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Saborowski, 2015; Bibo-Verdugo et al., 2015, 2016). En este contexto, una de las
fuentes principales de glucosa hemolinfatica es la digestion de sustratos glucogénicos y
la absorcion de glucosa via el hepatopancreas (Verri, 2001; Lorenzon, 2005; Lorenzon
et al., 2005, 2007; Dutra et al., 2008; Obi et al., 2011; Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et
al., 2016 a, b). Asi, el nivel y/o modulacion de la actividad de o-amilasa en
hepatopancreas tienen una importancia fisiolégica central ya que determinan la
habilidad para la digestiébn y/o utilizacion de carbohidratos glucogénicos. En el
hepatopancreas de varios crustaceos decapodos se ha observado la existencia de
diferentes formas de a-amilasa aunque con un alto grado de variabilidad interespecifica.
Ademas, se ha sugerido que la presencia de distintas formas de a-amilasa podria estar
relacionada con cambios en factores internos y externos (Le Moullac et al., 1996; Van
Wormhoudt y Sellos, 2003; Perera et al., 2008a, b; Coccia et al., 2011; Castro et al.,
2012; Aragon-Axomulco et al.,, 2012; Rodriguez-Viera et al., 2016). El trabajo
realizado por Van Wormhoudt et al. (1995) en Carcinus maenas muestra la presencia de
diferentes formas de a-amilasa en hepatopancreas de un cangrejo eurihalino. Por otro
lado, para nuestro conocimiento solo se ha realizado la clonacion y caracterizacion de la
secuencia de a-amilasa del hepatopancreas del camaron Peneus vannamei y la langosta
Panulirus argus (Van Wormhoudt y Sellos, 1996; Rodriguez-Viera et al., 2016). Hasta
el momento, no no hemos hallado trabajos sobre clonacion de o-amilasa en
hepatopancreas de cangrejos eurihalinos.

Neohelice (Chasmagnathus) granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna
costera de Mar Chiquita se comporta como omnivoro-detritivoro (Iribarne et al., 1997;
Bortolus e Iribarne, 1999; Bortolus et al., 2004; Lancia et al., 2013; Bas et al., 2014). En
hepatopancreas de N. granulata se determiné la existencia de una alta actividad de a-

amilasa, lo que permite sugerir que este cangrejo es capaz de digerir sustratos
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glucogénicos tales como almidon y glucégeno provenientes de la dieta y/o glucdgeno
almacenado como reserva de energia (Asaro et al., 2011a).

En este contexto, los objetivos del presente capitulo fueron:
a) Identificar diferentes formas de a-amilasa en hepatopancreas de N. granulata;
b) Llevar a cabo la purificacion parcial y estudiar caracteristicas bioquimicas de la
forma con mayor actividad amilolitica en hepatopancreas de N. granulata;
c) Llevar a cabo la clonacion de a-amilasa en hepatopancreas de N. granulata, como

paso preliminar para posteriores estudios de modulacién por salinidad (capitulo 3).

Materiales y métodos

Captura y mantenimiento de los animales

Machos adultos de Neohelice granulata en intermuda (Drach y Tchernigovtzeff,
1967; Moriyasu y Mallet, 1986) con un ancho de caparaz6n mayor a 2,5 cm, se
recolectaron en la planicie de mareas de la laguna de Mar Chiquita (provincia de
Buenos Aires, 37°32'-37°45’S; 57°19'-57°26°0). Los individuos se transportaron
inmediatamente al laboratorio en recipientes con agua del sitio de recoleccion. Los
cangrejos se aclimataron durante 10 dias en acuarios a 35%o de salinidad (condicion de
osmoconformacién) (Lopez Mafianes et al., 2000; Schleich et al., 2001; Asaro et al.,
2011a; Pinoni et al., 2013, 2015a; Michiels et al., 2015a) y en condiciones controladas
de temperatura (22+2°C) y fotoperiodo (12 h luz/12 h oscuridad). El agua se aired y
filtr6 permanentemente. Los acuarios se cubrieron con nylon negro para reducir
disturbios. Los individuos fueron alimentados tres veces por semana con alimento

comercial balanceado (proteinas: 36%, lipidos: 4%, hidratos de carbono: 51%) (0,07 g
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por individuo) y fueron privados de alimento 120 h antes de los experimentos (Méndez

et al., 2011, 2012).

Osmolalidad de la hemolinfa

Las muestras de hemolinfa (aproximadamente 500 pl) se tomaron del seno
infrabranquial en la base del quelipedo por medio de una jeringa y se transfiri6 a un
tubo de centrifuga. EIl suero se separé por centrifugacion a 10.000 x g (Beckman,
Microfuge, B) durante 30 s. La osmolalidad se midi6 mediante un osmdmetro

crioscopico (Osmomat 030 D, GONOTEC).

Preparacion del hepatopancreas

Los cangrejos se crioanestesiaron durante 20 minutos. Posteriormente, se
pesaron y se extrajo el hepatopancreas. Luego de pesar el tejido una seccion de
hepatopancreas (aproximadamente de 30-40 mg) se colocé en tubos conteniendo 1 ml
de RNAlater (Ambion), mantenidos por 96 h a 4°C y se almacend a -20°C hasta su
utilizacion para la extraccion de RNA. EIl remanente del hepatopancreas se coloco
inmediatamente en buffer de homogeneizacion (Tris/HCI 0,5 mM, pH 7,4) (4 ml de
buffer x g de tejido™) y se homogeneizé en homogeneizador CAT (tool T10) en hielo.
El sobrenadante se fracciond y se almacend a -20°C con glicerol 1,3% p/v (Asaro et al.,

2011a; Pinoni et al., 2015a; Michiels et al., 2015a).
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Purificacion parcial de a-amilasa

El extracto enzimatico de hepatopancreas de 13 cangrejos aclimatados a 35%o de
salinidad fue usado para la purificacion parcial de a-amilasa. El sobrenadante fue
inicialmente tratado con 10% p/v (NH4)2SOy4, por 4 h a 4°C y se centrifugd a 10000 x g
por 30 min a 4°C. Al sobrenadante obtenido se le agregd sulfato de amonio (60% p/v) y
se dejo toda la noche. Luego se obtuvo un precipitado por centrifugacion a 10000 x g
por 30 min a 4°C, el cual fue disuelto en buffer 50 mM Tris/HCI (pH 8,0), dializado
durante toda la noche contra el mismo buffer y utilizado como solucion enzimatica. La
solucién enzimatica se cargo en una columna de FPLC (cromatografia liquida veloz de
proteinas) (Superose 12 10/300 GL, GE Healthcare) equilibrada con el mismo buffer.
Las fracciones de 0,25 ml fueron colectadas a una tasa de 0,25 ml x min® y se
determiné la actividad de a-amilasa. La concentracion de proteinas en la fracciones

colectadas fue medida por monitoreo de la absorbancia en 280 nm.

Analisis por zimograma para la actividad de a-amilasa

El andlisis por zimograma (sustrato SDS-PAGE) para la actividad amilolitica se
realiz6 en las correspondientes muestras de acuerdo a Perera et al., (2008a) con
modificaciones menores. Las muestras no fueron hervidas o tratadas con
mercaptoetanol antes de la electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Después de la
electroforesis, los geles se sumergieron en solucion de almidon (1% w/v) a pH 6,0
durante 90 min y luego se tifieron con una solucion de yodo/KI (10 mM). La masa
molecular aparente se determind a través de la utilizacion de Marcadores de peso

molecular (MWM) (12-250 kDa, Amersham-gama del arco iris). Para el analisis por
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zimograma de la actividad amilolitica se sembré en el gel homogenato de

hepatopancreas de 5 individuos de N. granulata mantenidos a 35%o. de salinidad.

Determinacion de la actividad de a-amilasa

La actividad de a-amilasa se determind colorimétricamente midiendo la cantidad
de maltosa liberada (Biesiot y Capuzzo, 1990, con modificaciones). La reaccion se
inicié con la adicién de una alicuota adecuada de la correspondiente muestra (zona de
linealidad de la curva de actividad vs concentracion de proteinas) a una mezcla de
reaccién conteniendo almidén (15 mg x ml™) en buffer fosfato 50 mM pH 5,2 a 30°C.
Luego de la incubacidn durante 15 min, la reaccion se detuvo por adicion de 1,5 ml del
reactivo de 4cido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Después de 10 min a 100°C, se
coloco en hielo e inmediatamente se coloco a temperatura ambiente durante 5 min. La
cantidad de maltosa liberada se cuantificé por lectura de absorbancia en 540 nm. La
actividad de a-amilasa se expres6 como mg maltosa x min™ x mg proteina™. Para los
estudios de caracterizacion de la actividad de a-amilasa, el procedimiento fue el mismo
que el descripto anteriormente, excepto que la actividad se determind a distintas
temperaturas (4-70°C) de la mezcla de reaccion. Para estudiar el efecto de NaCl, la
actividad fue determinada en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de
NaCl (0,5-4 M) en la mezcla de reaccion. El efecto de diferentes iones sobre la
actividad de a-amilasa fue determinado por ausencia o presencia de 5 mM de K, Li",
Mn**, Co?*, Mg?, Ni?*, Ba?*, Cu?*, Zn?*, Cd**, Fe?* (como sales de cloruro o sulfato) en
la mezcla de reaccion. El efecto de Ca®* fue analizado por determinacion de la actividad
amilolitica en ausencia o presencia de 5 mM de Ca®* (como sal de cloruro), 5 mM de

EDTA o 5 mM de Ca?" mas 5 mM de EDTA en la mezcla de reaccion. Para estudiar el
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efecto de concentraciones crecientes de almiddn, el procedimiento fue el mismo que el
descrito anteriormente excepto que la actividad se determiné en presencia de varias
concentraciones de almidén (0,15-15 mg x ml?) en la mezcla de reaccion. Para
determinar la capacidad para la hidrolisis de glucdgeno, la actividad enzimatica fue
determinada como se describi0 anteriormente pero en presencia de varias
concentraciones de glucégeno (0,15-15 mg x ml™) en la mezcla de reaccion. Los valores
de Km (constante de Michaelis-Menden) y Vmax fueron estimados por analisis de los
datos usando una representacion grafica de Lineweaver-Burk (GraphPad Prism 5.01

software).

Determinacion de la concentracion de proteinas

La determinacion de proteinas se realizé por el método de Bradford (1976).

Como estandar se utilizé seroalblimina bovina (0,96 mg x ml™).

Clonacién de la secuencia parcial de ADNc de a-amilasa

Inicialmente, un grupo de primers degenerados se disefiaron de acuerdo a las
secuencias de ADNc altamente conservadas de o-amilasa de diferentes especies de
crustaceos, insectos, aves y peces (descripto por Rodriguez-Viera et al., 2016;
Oreochromis niloticus, GenBank acc. no. DQ064646; Gallus gallus, NCBI Reference
Sequence NM_001001473; Litopenaeus vannamei, GenBank acc. no. AJ496537;
Drosophila melanogaster, AY322195; Apis mellifera, GenBank acc. no. AB022908), y
se sintetizaron por IDT® (Integrated DNA Technologies). La secuencia de nucleétidos
se muestra en la tabla 1.1. EI ARN total fue aislado del hepatopancreas usando el kit

NucleoSpin RNA 11® (Macherey-Nagel) con un volumen apropiado de RA1 acorde al
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peso del tejido y digestién por DNAasas libre de RNAasas en la columna de acuerdo al
protocolo del fabricante. La cantidad de ARN se midi6 espectrofotométricamente en
260 nm con BioPhotometer Plus (Eppendorf) y su calidad se determiné a través de un
bioanalizador Agilent 2100 usando el nano kit RNA 600 (Agilent thecnlologies). Luego
de la transcripcion reversa para obtener la primer cadena de ADNc, (Super Script 11,
Life Technologies™), la amplificacién por PCR fue realizada con la ADN polimerasa
Velocity (BIOLINE) y las muestras fueron cicladas (98°C, 5 min; [98°C, 30 s; 65-55°C
en touchdown, 30 s; 72°C, 1 min] x 35 ciclos; 72°C, 10 min). Para su visualizacion, los
productos de PCR se corrieron en electroforesis en gel de agarosa al 1%, se utilizd
GelRed™ (Biotium) para su tincién. Los productos de PCR de tamafio esperado, se
cortaron del gel, se purificaron con los kit NucleoSpin® Gel y PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, Duren, Germany) y se clonaron en células de Escherichia coli (Top
10, Invitrogen™) utilizando el vector de clonacién pJET1.2/blunt del kit CloneJET PCR
Cloning Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Diversos clones para la a-
amilasa putativa se secuenciaron en ambas cadenas utilizando las secuencias de los
primers Forward y Rerverse de pJET1.2, por el método dideoxy en la compafiia de
secuenciacion StabVida (Caparica, Portugal). Todos los Kit se utilizaron de acuerdo a
las instrucciones de manufactura. La secuencia homologa para todos los productos de

PCR fueron confirmados por “blast” wusando el sitio “web” “NCBI”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  “Clustalw”  (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)  fue
utilizado para ensamblaje de fragmentos. El andlisis de homologia de secuencias de
proteinas putativo se llevd a cabo con blast en el sitio “web” “NCBI”. “ClustalO” se

utiliz6 para la alineacién de proteinas (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) la

secuencias de proteinas de a-amilasa de Marsupenaeus japonicas (AHN91844.1), L.
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vannamei  (AlJ02083.1), Panulirus argus (CDU84835.1), Daphnia pulex

(EFX81580.1).

Obtencidn del 3" final por Amplificacion Rapida de ADNc (3’ RACE)

El RNA total se utilizo6 como templado, el 3"final de a-amilasa fue amplificado
usando 3" final por Amplificacion Réapida de ADNc (3" RACE) (FirstChoice® RLM-
RACE kit, Life Technologies™). “Primers forward” especificos fueron disefiados en los
fragmentos previamente clonados (ver mas arriba) a dos o tres posiciones diferentes
(Tabla 1.1) y usados en combinacion con primers especificos provistos en el kit Againt
3’RACE adapter, como también un primer poli-T(V) para amplificar el 3"final. Los
“primers fowards” especificos fueron disefiados para lograr un solape de al menos 150
pb entre los clones de 3° RACE y los ADNc parciales obtenidos previamente. La
clonacion y secuenciacion de los productos de PCR fueron realizados como se describe
arriba. Un analisis de homologia de las secuencias de proteinas putativas se realiz6 a

través de “NCBI blast”.
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Tabla 1.1.- Secuencia de nucle6tidos de primers degenerados disefiados para identificacion
molecular de la secuencia parcial de ADNc de a-amilasa y primers especificos usados para la

identificacion del 3" RACE.

“Primers” . . o
Secuencia de nucleétidos Tamarfio amplificado
degenarados
amy Fw; 5-ATBGTSCAYYTBTTYGARTGG-3
amy Rw; 5-TVACVNBCTTBCCMGTGCA-3’ 1250 pb
amy Fw, 5-GGCCDTGGTGGGARMGDTAC-3 1155 ob
amy Rw, 5-CCRGARATSACRTCRCAGTA-3 P
amy Fw; 5-GCYDSCAARCACATGTGGCC-3
amy Rw; 5 -TTNCGGAADNBVACCATGTT-3 550 pb
Nombre de “primers Secuencia de o ) )
) Posicién Direccion
3'RACE” nucleétidos
Ng Amyelong3'Fwl  5-TCCGGGGACATTGAGAACTAC-3 266-287 “Forward”
Ng Amyelong 3" Fw2  5-CAACTCAAGTGGCTGGTCAAC-3’ 645-665 “Forward”
Ng Amyelong 3’Fw3  5-CCCCCTCACGACGATAGTTAC-3 906-926 “Forward”

Andlisis filogenético

El analisis filogenético de todas las secuencias traducidas se realiz6 utilizando el
programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013) con el algoritmo “Neighbor-Joining” basado
en la diferencias de aminoacidos (p-distancias) y deleciones de pares. La fiabilidad del
arbol se evalué con el método de bootstrap (1000 repeticiones). Las secuencias de
aminoacidos fueron obtenidas de la base de datos de proteinas “NCBI”

(www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed, consultado en octubre de 2015).

20| Pagina



Resultados

Andalisis por zimograma de actividad amilolitica en hepatopancreas de

Neohelice granulata

Para determinar la posible existencia de diferentes formas de a-amilasa, se
realizé un analisis por zimograma de hepatopancreas de individuos mantenidos a 35%o
de salinidad. En esta condicién de salinidad, la osmolalidad de la hemolinfa fue similar
(827 + 27 mOsmol Kg™?) a la del medio externo (820 + 12 mOsmol Kg™), por lo tanto
N. granulata osmoconforma a 35%o. de salinidad. El analisis por zimograma muestra que
se detectaron al menos cinco bandas con actividad amilolitica (Figura 1.1). Las bandas
pueden dividirse en dos grupos: un grupo “mas lento” con dos bandas y una masa
molecular aparente de aproximadamente 36 kDa. Un segundo grupo “mas rapido” con
una masa molecular aparente en el rango de 26-29 kDa. La banda de 29 kDa exhibio la

mayor actividad.
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Figura 1.1.- Zimograma de actividad amilolitica en hepatopancreas de individuos de N.
granulata mantenidos a 35%o de salinidad. Luego de la electroforesis, el gel fue inmerso en
solucion de almidon (1%) a pH 6,0 por 90 min y luego tefiido con solucion yodo/KI (10 mM).

La flecha blanca indica la banda con mayor actividad (29 kDa).

Purificacion parcial y caracteristicas bioguimicas de a-amilasa en

hepatopancreas de N. granulata

El extracto de hepatopéancreas de individuos mantenidos a 35%o de salinidad se
utiliz6 para obtener una fraccién enriquecida con la forma de a-amilasa de mayor
actividad en el zimograma (Figura 1.1). Con ella, posteriormente se realizd la
determinacion de caracteristicas bioquimicas. Inicialmente, la actividad amilolitica se

precipitd con sulfato de amonio entre 10-60% (no mostrado). Esta fraccion se dializd
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utilizando buffer Tris/HCI 50 mM pH 8,0 y luego se carg6 en una columna de FPLC
(Figura 1.2). En la figura 1.2A se muestra el perfil de proteinas (Ago) Yy de actividad
amilolitica en todas las fracciones colectadas de la columna. Las fracciones con los
picos con baja (41 a 42) y alta (46 a 48) actividad amilolitica se juntaron (“pool” Ay B,
respectivamente) y posteriormente se analizaron por zimograma (Figura 1.2B). El
analisis por zimograma mostrd que el pool B presentd principalmente la forma de 29
kDa. En base a lo observado en el andlisis por zimograma (Figura 1.2) se determinaron

posteriormente, caracteristicas bioquimicas del pool B (Figuras 1.3 a 1.7).
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Figura 1.2.- A) Perfil de elucion de FPLC de actividad amilolitica y proteinas. El extracto de
hepatopancreas de cangrejos mantenidos a 35%o se precipitd con sulfato de amonio (10-60%) y
el sobrenadante se dializ6 y se carg6 en una columna de FPLC como se describe en materiales y
métodos. (-) Azso; (----) actividad amilolitica. “Pool" A 'y B indican las fracciones con actividad
amilolitica. Los valores son la media de ensayos por triplicado. B) Zimograma de actividad

amilolitica de los grupos A y B. La flecha blanca indica la banda de mayor actividad (29kDa).

El efecto de la temperatura (4-70°C) sobre la actividad de a-amilasa fue similar

entre 4-20°C (Figura 1.3). La actividad aument6 de 20°C a 30°C, siendo maxima en el
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rango de 30-40°C. La actividad de a-amilasa a 50°C fue de, aproximadamente, un 90%
de la actividad a 30°C. La actividad de a-amilasa a 70°C fue un 80% menor que la

actividad determinada a 30°C.

S

~  200-

@©

=

T

T 150-

@®

s

= 100-

S

@®©

]

S 50-

©

@©

S

>

e 0 T T T T T T 1
< 0O 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 1.3.- Efecto de la temperatura (4-70°C) sobre la actividad
amilolitica de a-amilasa parcialmente purificada en hepatopancreas de N.
granulata. La actividad fue medida a pH 5,2 y en presencia de 15 mg x ml*
de almidon. Los valores de actividad son expresados en relacion a la
actividad a 30°C (100% = 4,3 mg maltosa mg™x proteina x min™). Los

valores son la media de ensayos por triplicado.

El efecto de concentraciones crecientes de NaCl (0-4 M) sobre la actividad
amilolitica se incrementd de 0 a 1,5 M de NaCl. A concentraciones mas altas (2-4 M), la
actividad disminuyd. En presencia de 4 M de NaCl alrededor de un 30% de la actividad

en ausencia de NaCl (Figura 1.4).
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Figura 1.4.- Efecto de concentraciones crecientes de NaCl (0-4 M)
sobre la actividad amilolitica de o-amilasa parcialmente purificada en
hepatopancreas de N. granulata. La actividad fue medida a pH 5,2;
30°C y en presencia de 15 mg x ml* de almidén. Los valores de
actividad se expresaron en relacion a la actividad en ausencia de NaCl
(100% = 6,16 mg maltosa x mg™ proteina x min™). Los valores son la

media de ensayos por triplicado.

Los cationes K*, Li*, Co*, Mg®" aumentaron la actividad entre 36-45%.
Contrariamente, en presencia del ion Cu®* la actividad disminuy6 alrededor de un 92%,
mientras que, los iones Zn?*, Cd**, Fe?* y Mn** disminuyeron la actividad entre un 55 y

24%. Los cationes Ni** y Ba?* no afectaron la actividad amilolitica (Figura 1.5).
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Figura 1.5.- Efecto de diferentes iones sobre la actividad amilolitica de
a-amilasa parcialmente purificada en hepatopancreas de N. granulata.
La actividad fue medida a pH 5,2, 30°C en presencia de 15 mg x ml™ de
almidon y en ausencia (control) o en presencia de los iones indicados (5
mM) (sal de cloruro o sulfato). Los valores de actividad son expresados
en relacion al control (100% = 7,5 mg maltosa x mg™ proteina x min™).

Los valores son la media de ensayos por triplicado.

La actividad amilolitica fue mayor (alrededor del 100%) en presencia de Ca?".
La actividad amilolitica en presencia de Ca?* mas EDTA o en presencia de EDTA (en

ausencia de Ca’*) no fue afectada (Figura 1.6).
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Figura 1.6.- Efecto del Ca®* sobre la actividad amilolitica de a-amilasa
parcialmente purificada en hepatopancreas de N. granulata. La
actividad se determind a pH 5,2 en presencia de 15 mg x ml™* de
almidon, 30°C y en ausencia o presencia de 5 mM de CaCl,, 5 mM de
EDTA o ambos. Los valores de actividad son expresados en relacién a
la actividad en ausencia de CaCl, y EDTA (100% = 3,3 mg maltosa x
mg™ proteina x min™). Los valores son la media de ensayos por

triplicado.

La actividad amilolitica exhibié una cinética de Michaelis-Menten (Km = 1,24
mg x ml%). La a-amilasa parcialmente purificada también hidrolizé glucégeno

exhibiendo una cinética de Michaelis-Menten (Km = 16,19 mg x mI™) (Figura 1.7).
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Figura 1.7.- Grafico de Lineweaver-Burk de la actividad de a-amilasa
parcialmente purificada del hepatopancreas de N. granulata utilizando almidén
0 glucégeno como sustratos. Las correspondientes actividades fueron medidas a

pH 5,2 y 30°C. Los valores son el promedio de ensayos por triplicado.

Clonacién y caracteristicas de la secuencia parcial de ADNc de a-amilasa

La secuencia parcial de nucle6tidos y aminoacidos deducida de a-amilasa de
hepatopancreas de N. granulata se muestra en la figura 1.8. La secuencia parcial de
ADNCc de a-amilasa se identifico y se subié a GenBack (nimero de acceso KU531567).
La secuenciacion revel6 que el ADNc parcial de a-amilasa tiene 1.367 pb. El codén de
terminacion (TAA) esté en la posicion 1.320 seguido de la region 3' no traducida. La
secuencia de ADNc de a-amilasa codifica 439 residuos de aminodacidos e incluye 3

sitios potenciales de O-glicocilacion (S*, S* y T™).
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P WWEWRYQPV SYNLV TR S G 18
5~ ggccatggtgggagcgttaccagcccgtgtcctacaacctggtgacccgctcaggg 56

D E S X MV S R C X X V X V | 38
gacgagtcagccttccangacatggtgagcaggtgcancancgtggncgtcaggatttac 116
ADI VM NHMTGWQP S X H G G D W 58

gctgacatagtgatgaaccatatgaccggctggcaaccctctnggcacgggggcgactgg 176
wW F L VRCXAQSLT XAV P Y S AY 78
tggttcctcgttcgatgecnggctcagagtcttacencecgecgtaccctactecgectat 236
DFNDGNZ CNZSGSGD I ENY G D A 98
gacttcaacgatgggaattgcaactcggggtccggggacattgagaactacggtgacgcg 296
N Q VRNICIKUL S G L NIDILNQGTDY 118
aaccaggtccgcaactgcaagctcagcggccttaacgacctcaaccagggaacagactac 356

VR GGMI1IT RDYMNNLTI GY GV A G F 138
gtgcggggcatgattcgagactacatgaacaatctgatcgggtacggcgtcgctgggttc 416
R vD ASKHMWPGDMOQATI F S S L 158
cgagttgacgcctccaaacatatgtggcctggcgatatgcaggccatcttcagcagcctc 476
N DL S TNY F P A S R P F VY Q E V 178
aacgacctgtccacgaattacttccccgccggatcacgccccttcgtttaccaggaagtg 536
I bL 666G E AITI T SDEY V GI G R V T 198

attgatctcggcggagaggccatcaccagcgatgagtacgtgggcatcggacgtgtgaca 596
E F KY G KFL G EAFWRGSNIOQL K W 218
gagttcaagtatggcaagttcctgggcgaggctttcaggggcagcaaccaactcaagtgg 656
L vV NFGESGWSGMMDIRTGNA ALV F V 238
ctggtcaacttcggtgagggctggggcatgatggaccgcggcaacgctctggtcttegtt 716
D NH DN QWRGHGAGGT DMI L TFR 258
gataaccacgacaaccagcgaggccacggtgccggcggtgatatgatcctgaccttccgt 776
D P KLYKMANAFMLAWPYGGY T 278
gaccctaaactgtacaagatggccaacgccttcatgctcgcctggccctatggttacacc 836
R v M S S Y Y WDQNWV G G S D Q ND 298
cgcgtcatgtcctcctactactgggaccaaaactgggtgggtggctctgaccaaaatgac 896
w 1 G PP HDUD RYNTULSPTEFT1T AD 318
tggatcggcccccctcacgacgatagatacaacacccttagccccaccttcatcgecggac 956
G S CGNDWMCEHIRWROQIDI Y I MV 338
ggcagctgcggcaacgactggatgtgtgagcaccgttggaggcagatctacatcatggtg 1016
E FRNVAHGTDMNUDWMWTDND N N 358
gagttcagaaatgttgctcacggcacggacatgaacgactggtgggacaacgacaacaac 1076
Q I A F CRGGRGZFTI1T AI NNZEG Y V 378
cagatagccttctgcaggggtggccgaggcttcatcgccatcaacaacgagggatatgtc 1136
L AQNIFOQTT CULSEGTYCDWV 1 S G 398
ctcgcgcagaacttccagacctgcttgtccgagggcacatactgcgacgtcatctccgge 1196
S L E GG A CTGK SV TV G S D G T A 418
tccctggagggcggggcgtgcacgggcaagagtgtgacggtgggcagcgacggaaccgcc 1256

Y 1 E A T S E D D G V L A H A N S K 438
tacatcgagatcgccacctcggaggacgacggcgtgctggccatccacgccaactccaag 1316
L * 439

ctttaaacatcaaccagccacacggaatcatacagagcagaggagaggtcaaaacactaa 1376
gaaaaacaaagaaaataacctcggaagaaagttarcaagaaaattacaacaacctaccat 1436
aacaacaacaacaacaacaacaacaggccaaaggaaaataaggaaaacaaacaaaaaaaa 1496
gaaaaagaaaagataacagagactcttcctatcaaaacaaaggagagaaaatcacacctg 1556
tcagattaatcaaaaggtgacgtttgaggattaaagaaaagaaaaaaaagtggatatata 1616
catataaaacaaaaataaaaa - 3~ 1637

Figura 1.8.- Secuencia de nuclettidos y de aminoacidos deducidos de ADNc de a-amilasa de N.
granulata. La secuencia deducida de aminoécidos se muestra en letras mayudsculas en negrita y
por encima de la secuencia de nucleétidos. EI coddn Stop (TAA) es representado en negrita,

cursiva y subrayada. Los sitios potenciales de O-glicocilacion se muestran en gris.
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El alineamiento muestra un alto grado de conservacion, especialmente en los

D141, E167 y D242) y en el

residuos de aminodacidos que participan en la triada catalitica (
sitio de unién del ion Ca®* (N** y D! (Figura 1.9). La comparacién de la secuencia de

a-amilasa de N. granulata con secuencias de otros crustdceos mostré una alta similitud

(77,40-67,51%) (Tabla 1.2).

ooTr=sz ooTr=sz ooor=s=z ooor=sz oovrsz ooors=z

ovovr=sz2

.granulata
-japonicus
-vannamei
.argus
-pulex

.granulata
-japonicus
-vannamei
.argus
-pulex

.granulata
-japonicus
-vannamei
.argus
-pulex

.granulata
-japonicus
-vannamei
.argus
-pulex

.granulata
-japonicus
-vannamei
.argus
-pulex

.granulata
-japonicus
-vannamei
.argus
-pulex

.granulata
-japonicus
-vannamei
.argus
-pulex

—----MLRVVPLVVLLAAASLAQWDPNSSNG-QAIVHLFEWKWPD I AAECENFLGPRGFAG
----MLRVAPLVVLLAAAAQAQWDPNSSNG-QV I VHLFEWKWSD I AAECENFLGPRGFAG
MLRMVVKVALAVTLLAASVLAQWDPHVTNG-QAIVHLFEWRWSD I ASECENFLGPRGYGG
MKT—IVLLLVAAFVADQATGQWNANYASGRTTMVHLFEWKWDD I AAECERFLGPKGYAG

——————————————————— PWWERYQPVSYNLVTRSGDESAFXDMVSRCXXVXVRIYADI
VQVSPPNEYVEVYQGEVKRPWWERYQPVSYKLVTRSGDENAFKDMVTRCNNVGVKI1YVDI
VQVSPPNEYVEVYQGDVKRPWWERYQPVSYKLVTRSGDENAFKDMVTRCNNVGVR1YVDA
VQVSPPNENVVVYQDEKSRPWWERYQPVSYKIATRSGDEASFKDMVNRCNNAGVR1YVDA
VQVSPPNEHIVIMQSTVQRPWWERYQPVSYKLVTRSGDENAFKSMVDRCNAVGVRIYVDC

-k ** **x * - ** *

VMNHMTGWQPSXHGGDWWFLVRCXAQSLTXAVPY SAYDFND-GNCNSGSGD IENYGDANQ
VMNHMSGGWPQGTGGSGGSSFDSGAQ-SYPGVPY SAFDFND-GNCHTGSGN IENYGDANQ
VINHMSGGWPMGTGASGGSSFDSGAE-SYPGVPY SAFDFND-GNCHTGSGN IENYGDANQ
VINHMSGWWPTGTAATGGSTFDAGAE-SYPAVPY SAFDFND-ANCHTASGT IEDYGDAEQ
VFNQMTPGSGTGIGG———SSVN GGSMSYPAVPYGPNDFTPRSSCPSNSGD IENYGNAQQ

*** ** * = *k Kk - ** * *

VRNCKLSGLNELNQGTDYVRGMIRDYMNNL IGYGVAGFRVDASKHMWPGDMQA IFSSLND
VRNCKLVGLNBLNQGTDYVRGK IRDYLNTL IGYGVAGFR IDASKHMWPGDMKA IFDSLNN
VRNCKLVGLNBLNQGTDYVRGK IREFMNKL 1SYGVAGFR IDASKHMWPGDMKA IFDSLDN
VRNCKLVGLNBLNQGTDYVRGK IRDYLNTLTSWGVAGFRVDATKHMWPGDLKAIFDSLDD
VRNCKLSGMPDLYQGSEYVRGKILEFLNKLTSYGVAGFRWDASKHMWPGDLKVLSDRLDN

Rk = * Ead ** **** * == * * ****** ** ******* - - * -

LST-NYFPAGSRPFVYQEV IDLGGEAITSDEYVG I GRVTEFKYGKFLGEAFRGSNQLKWL
LNT-DFFKAGSRPFIFQEV IDLGGEAISGQEYVGNGRVTEFRYGKYLGEAFRGNNQLQYL
LNT-DFFKAGARPF IFQEV IDLGGEA I SSGEYVGNGRVTEFRYGKYLGEAFRGNNQLKYL
LSP-HYFDAGSRPF IFQEV IDLGGEP ITSSQYVGNGRVTEFKYGKSLGESFNGNNPLKWF
LPTAKGFPAGSRPYIYMEVIDQGGEPITANEYFYIGRVTEFKYGRKLSDVFHKKTQLKYL

* ** ** == Fhkkk *k*k * -k ****** ** *

VNFGEGWGMMDRGNALVFVDNHDNQRGHGAGGDM I LTFRDPKLYKMANAFMLAWPYGYTR
KNFGEDWGMMDRANALVF IDNHDNQRGHGAGGDM I LTFRVSKWYKMANAFMLGWPYGYTR
NNFGEGWGM I DRHDALVF IDNHDNQRGHGAGGDM I LTFRVSKWYKMATAYMLAWPYGYTR
STFGESWGMVDRGNAVVF IDNHDNQR~---TGGDM I LTFRSSKWYKMANAYMLAWPYGFPR
VNWGVGWGLMPDGNALVF IDNHDNQRGHGGGGDL - LTFRESKLYKMAVSYMLAWPYGDTR

-k ** - * ** Rk e ***

* kX -

VMSSYYWDQNWVGGSDQNDW IGPPHDDRYNTLSPTFIADGSCGNDWMCEHRWRQ1Y IMVE
VMSSYYWDQWWENGQDKNDW IGPPQDDSFN I I SPSFNADGTCGNGW I CEHRWRQ 1 YNMVE
VMSSYYWDQWWENGQDKNDW IGPPHDGSFN I 1 SPS INADGSCGNGW I CEHRWRQ 1 YNMVE
VMSSFYWDQWWENGHDKNDWTGPPHDGSYN IVGPTFNPDDSCGNGW I CEHRWRQ 1 YNMVQ
VMSSYYWDQNLVNGQDQNDWVGPPHDSNFN ILSPT INADDSCGNGW I CEHRWRQ 1 YNMAK

*khkk -kkhkhk * K =kkk XXk -% =k = K== * =kkkh K-FxhkIAXAAkE EAAk X -
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N.granulata FRNVAHGTDMNDWWDNDNNQIAFCRGGRGFIAINNEGYVLAQNFQTCLSEGTYCDVISGS 399
M.japonicus FRNVAHGTDMNDWWDNGSNQIAFCRGDKGFLAINNDGWDLKETLQTCLPAGTYCDVISGS 472
L.vannamei FRNVAHGTDMNDWWDNGSNQIAFCRGNKGFLAINNDGWDLKETLQTCLPAGTYCDVISGS 472
P.argus FRNVAHGTDMNDWWDNGSNQ I SFCRGDRGF IAINNDPWDMKESRQTCLSSGTYCDVISGS 473
D.pulex FRNIVAGTTMNDWWDNGNNQIAFCRGGKGFIAINNEGSNMSQTLQTCLSAGTYCDIISGN 473
*** - R = = *** *kh*kk ** **** - -, Rk Rk = = ) ***
N.granulata LEGGACTGKSVTVGSDGTAYIEIATSEDDGVLAIHANSKL 439
M.japonicus KEGGSCTGKSVTVGGDGKAY IEITTMEDDGVLAIHANSKL 512
L.vannamei KDGGSCTGKSVTVGGDGKAYIEITTMEDDGVLAIHANSKL 512
P.argus KIQGSCTGKTVTVNADGFAY IEILNSEEDGVLAIHRDSKL 513
D.pulex LVNGQCTGKSVTVGSDGKAL ISIGNAEDDGVLAIHVESKL 513

* Fhkk-kkk **x * K * * =kkhkkkhkhkkk -kkk

Figura 1.9.- Comparacion de la secuencia de aminoacidos de diferentes especies de crustaceos
usando Clustal Omega. Los aminoécidos conservados que participan en la triada catalitica estan
marcados en negro. El sitio de unién del ion calcio estd marcado en gris. M. japonicas
(AHN91844.1), L.vannamei (AlJ02083.1), P. argus (CDU84835.1), D. pulex (EFX81580.1).
Los simbolos en la secuencia conservada indican: identidad (*), sustituciones conservadas (:) y

sustituciones semi-conservadas (.).

Tabla 1.2.- Porcentaje de identidad para la secuencia de aminodcidos de o-amilasa de N.

granulata y otras cuatro especies de crustaceos.

N. granulata M. japonicus L.vanammei P. argus D. pulex
N. granulata 100
M. japonicus 77,4 100
L. vanammei 75,57 92,97 100
P. argus 70,57 77,01 77,8 100
D. pulex 67,51 66,21 67,98 62,45 100

Derivados de pares de nucleétidos y alineamiento de secuencia de aminoacidos usando “ClustalO”.

Andlisis filogenético de a-amilasa de N. granulata

Con el objetivo de determinar la relacion de la secuencia de aminoécidos
deducida de a-amilasa de N. granulata con otras o-amilasas de varios animales
(crustaceos, insectos, moluscos y vertebrados) se construy6 un arbol filogenético usando

el analisis de “Neighbor-Joining” (Figura 1.10). Como grupo externo se utiliz6 la
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secuencia de la bacteria Streptococcus equines. El arbol obtenido del analisis
filogenético muestra que las secuencias de a-amilasas de animales se dividen en dos
grupos. Un grupo comprende las secuencias de a-amilasas de moluscos, vertebrados y
crustaceos, mientras que el otro grupo contiene a las secuencias de insectos. Como
esperabamos, la secuencia de a-amilasa de N. granulata se encuentra dentro del grupo

de los crustaceos.

C.gigasA|AAL37207.1|

C.gigasB|AAL37183.1|

S.forskali|AHA11414.1|
P.penguin|AEI58894. 1| Moluscos

P.maximalAEI58897.1|

WEP. fucatalAGN55420. 1|

S.violaceus|AFE48186.1|

H.discus1|ABO26610.1| J

0 D.reriol AAH62867. 1|
_|: T nigroviridis|CAD20312.1|

100 G.gallus|AAT34994. 1|
u E scrofa|AAF02828 1|
83 H.sapiens|AAAST724.1|

D.pulex|EEX81580.1|
P.argus|CDU84835.1|

100 Crustaceos
EL— A N.granulatalKV531567)
2% M.japonicus|AHNG1844. 1|
_?ﬁI:..vaﬁnamqu.‘JONSS. 1]

48 A.gambiae|AAA29357 1|
= D.melanogaster AAF57896.1|
A.mellifera| BAAE6909. 1|
81 100 B.mon|ACT64133.1| Insectos

D.saccharalis|AAP92665. 1|

" A.aegypt|AAB60934. 1|
26 T.castaneum|NP 0011078481
S.equinus|AAA97431.1| 3J Grupo externo

100

Vertebrados

a0
n

P
0.1

Figura 1.10.- Arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos deducidas de o-amilasa de
diferentes crustaceos incluyendo N. granulata, insectos, vertebrados y un grupo externo usando
el andlisis “Neighbor-joing” y basado en diferencia de aminodcidos (distancia p). La

confiabilidad del &rbol se evalu6 por bootstrapping (1.000 repeticiones). Las especies utilizadas
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y el nimero de acceso se muestran en el arbol. La localizacion de secuencia de a-amilasa de N.

granulata estad marcada con un tridngulo negro.

Discusidn

El uso de zimogramas utilizando almidon como sustrato, ha permitido la
identificacion de varias formas de o-amilasa (1 a 10 bandas) en hepatopancreas de
diferentes crustaceos decapodos (Van Wormhoudt et al., 1995; Perera et al., 2008a, b;
Coccia et al., 2011; Castro et al., 2012; Rodriguez-Viera et al., 2016). Por medio de esta
técnica, los resultados de este capitulo muestran en hepatopancreas del cangrejo
eurihalino Neohelice granulata en condiciones de osmoconformacién (35%. de
salinidad) la presencia de cinco formas con actividad amilolitica de una masa molecular
aparente dentro del rango de 26-37 kDa, y una forma de 29 kDa que exhibié la mayor
actividad. Estos resultados difieren de lo mostrado en hepatopancreas del cangrejo
eurihalino C. maenas en el cual se ha reportado la existencia de dos formas de a-amilasa
con una masa molecular aparente de aproximadamente 30 kDa (Van Wormhoudt et al.,
1995).

Con el objetivo de realizar una caracterizacion parcial de las actividades
amiloliticas presentes en el hepatopancreas de N. granulata, se realizd una purificacion
parcial de a-amilasa a partir de hepatopancreas de individuos mantenidos en 35%. de
salinidad, la cual incluyé la precipitacién con sulfato de amonio como paso inicial y una
cromatografia en FPLC de las fracciones activas . El andlisis por zimograma del pool B
con mayor actividad amilolitica obtenido de la columna de FPLC mostro la presencia,

principalmente, de la forma de 29 kDa. Por lo tanto, este pool se utiliz6 como fuente de
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enzima (a-amilasa parcialmente purificada) de hepatopancreas de N. granulata para
realizar posteriormente una caracterizacion bioguimica .

La méxima actividad amilolitica se encontrd entre 30-40°C, estos resultados son
similares a los encontrados para la a-amilasa parcialmente purificada de los copépodos
Acartia clause y Heliodiaptomus viduus (Mayzaud, 1985; Dutta et al.,, 2006). La
actividad amilolitica se mantuvo activa a baja (4°C) y alta (70°C) temperatura (56% y
34% de la actividad a 30°C, respectivamente). Dado que en la laguna costera de Mar
Chiquita, N. granulata esta expuesto a un amplio rango de temperaturas (Spivak, 1997;
Luppi et al., 2013; observacion personal), una actividad amilolitica en hepatopancreas
tolerante a un amplio rango de temperaturas podria jugar un rol en la aclimatacion
térmica (ej. mantenimiento de la capacidad de digestion de hidratos de carbono) como
hemos sugerido para las actividades de N-aminopeptidasa (APN) y lipasa en este
cangrejo (Michiels et al., 2015 a, b).

El estudio del efecto de varias concentraciones de NaCl y diversos iones es
comunmente usado para la caracterizacion de a-amilasas de crustaceos ya que pueden
regular diferencialmente esta actividad, aunque los efectos (activacién/inhibicién, sin
efecto) parecen ser especie-especifico (Mayzaud, 1985; Dutta et al., 2006; Figueiredo y
Anderson, 2009; Castro et al., 2012; Muralisankar et al., 2014; Wu et al., 2014,
Rodriguez-Viera et al., 2016). La presencia de iones especificos ingeridos junto con el
alimento pueden inhibir o potenciar la actividad de la a-amilasa y, por lo tanto, afectar
diferencialmente la tasa de digestion de carbohidratos (Dutta et al., 2006; Coccia et al.,
2011; Muralisankar et al., 2014; Wu et al., 2014). En la mayoria de aguas marinas y
salobres los principales iones inorganicos disueltos son el Na* y CI” por lo tanto, la
salinidad constituye una medida de la concentracion de NaCl disuelto en el agua

(Romano y Zeng, 2012; Kiiltz, 2015). Por otro lado, N. granulata de la zona de planicie
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de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita, esta expuesto a altas concentraciones
de Zn*?, Cu* y Mn*?, los cuales se acumulan en el hepatopancreas (Beltrame et al.,
2010, 2011). En este contexto, fue de interés evaluar el efecto de concentraciones
crecientes de NaCl y de varios iones sobre la actividad amilolitica de la a-amilasa
parcialmente purificada de hepatopéncreas de N. granulata. El hecho que la actividad
no fue afectada por concentraciones de NaCl entre 0,5y 1,5 M y ademas, se mantuvo en
valores de aproximadamente 50% y 30% aun en presencia de NaCl 2-3 My 4 M
respectivamente, indicaria que la a-amilasa de N. granulata es halotolerante,
similarmente a lo observado para la actividad de a-amilasa purificada de la langosta P.
argus (Rodriguez-Viera et al., 2016). Esto difiere de lo observado para la a-amilasa
parcialmente purificada a partir del copépodo H. viduus que exhibe una actividad
méaxima en ausencia de NaCl, hecho que se atribuyé a las condiciones experimentadas
por este organismo en su habitat de agua dulce (Dutta et al., 2006). La actividad
amilolitica de a-amilasa parcialmente purificada de hepatopancreas de N. granulata fue
mayor en presencia de K*, Li*, Co?* y Mg?®*, mientras que Ni** y Ba®" no tuvieron efecto
. La actividad de a-amilasa parcialmente purificada de H. viduus se incrementa en
presencia de K*, Co*, Ni*" y Ba®" (Dutta et al., 2006). Estos resultados sustentan la idea
que el efecto de diversos iones sobre la actividad amilolitica parece ser especie-
especifico (Castro et al., 2012). Por otro lado, la actividad enzimatica de N. granulata
fue menor en presencia de Mn?*, Cu®*, Zn**, Cd*" y Fe?*. Sin embargo, queda aln por
investigar si la disminucién de la actividad podria representar un impacto potencial en la
digestién y/o absorcion de hidratos de carbono. Todas las a-amilasas estudiadas hasta el
presente pertenecen al grupo de las metaloenzimas, las cuales presentan un sitio
conservado para la unién del Ca®* (Boel et al., 1990; D" Amico et al., 2000; Tsuji et al.,

2014; Peng et al., 2015; Azzopardi et al., 2016). El ion Ca** es un potente activador de
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a-amilasa en hepatopancreas de C. maenas (Blandamer y Beechey, 1966). EI aumento
de la actividad amilolitica de N. granulata por Ca?* fue contrarrestado por la presencia
de EDTA sugiere el efecto especifico de este cation.

La cinética de Michaelis—-Menten de la a-amilasa parcialmente purificada de
hepatopancreas de N. granulata en respuesta a concentraciones crecientes de almidon es
similar a la descripta de la a-amilasa parcialmente purificada de los copépodos A. clausi
y H. viduus (Mayzaud, 1985; Dutta et al., 2006) y para lo que hemos descrito
previamente para la actividad total de a-amilasa en hepatopancreas de este cangrejo
(Asaro et al., 2011a). La actividad de a-amilasa en hepatopancreas de N. granulata
exhibe capacidad para hidrolizar glucdgeno, similar a lo descripto de la actividad de a-
amilasa parcialmente purificada del copépodo H. viduus (Dutta et al., 2006). La
habilidad de hidrolizar almidén y glucdgeno permite sugerir que N. granulata es capaz
de utilizar carbohidratos glucogénicos de origen vegetal y/o animal, lo cual estaria en
relacion con su habito alimenticio en la planicie de la laguna costera de Mar Chiquita
(Iribarne et al., 1997; Bortolus y Iribarne, 1999; Bortolus et al., 2004; Lancia et al.,
2013; Bas et al., 2014). La capacidad de hidrolizar glucégeno de la o-amilasa
parcialmente purificada también podria estar relacionada con la utilizacién de esta
reserva en hepatopancreas (sitio de almacenamiento de glucégeno y que presenta un alto
contenido de glucosa libre, Pinoni et al., 2011, 2013; capitulos 4-7 presente tesis). En
crustaceos decapodos, se ha propuesto que cuando deben movilizarse y/o utilizarse las
reservas internas de las células, las enzimas digestivas serian activadas
intracelularmente y finamente reguladas (Sanchez-Paz et al., 2006). En nuestro grupo
hemos demostrado, la modulacion intracelular de lipasa en hepatopancreas de N.
granulata la cual podria estar relacionada con la modulacion en paralelo de reservas de

triglicéridos (Michiels et al., 2015b).
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Con el objetivo de ampliar los estudios de identificacién y caracterizacion
bioquimica de a-amilasa, se decidid realizar la clonacion y posterior determinacion de
las caracteristicas de la secuencia de esta enzima en hepatopancreas del cangrejo
eurihalino N. granulata. Se obtuvo una secuencia parcial de ADNc de a-amilasa de
hepatopancreas que tiene 1.637 pb y codifica 459 residuos de aminoacidos. En el
camaron P. vannamei, se ha descripto que las secuencias de o-amilasa consisten en
aproximadamente 1.600 pb, mientras que en la langosta P. argus la secuencia consiste
en 1.539 pb y los nucledtidos son altamente conservados (Van Wormhoudt y Sellos,
1996; Rodriguez-Viera et al., 2016). El alineamiento multiple de las secuencias
deducidas de proteinas revela que la secuencia de o-amilasa de N. granulata tiene
regiones conservadas tales como el sitio de unién al Ca*?, sitio de reconocimiento del
sustrato y el sitio catalitico (Asp, Glu y Asp), los cuales se encuentran cominmente en
amilasas de animales (Grossi de Sa y Chrispeels, 1997; Strobl et al., 1998; Janec¢ek et
al., 1997; Bezerra et al., 2014; Peng et al., 2015). Estas regiones son esenciales para el
funcionamiento de la a-amilasa (Kuriki e Imanaka, 1999; Kumari et al., 2012). Como
esperdbamos, el arbol resultante del analisis filogenético basado en las secuencias de
proteinas deducidas de diferentes grupos de animales (crustaceos, insectos, moluscos y
vertebrados) mostré que la secuencia de o-amilasa de N. granulata pertenece al grupo
de los crustaceos.

En vertebrados, la amplia cantidad de formas de a-amilasa se atribuye a
diferentes genes que codifican distintas amilasas, asi como a modificaciones post-
transcripcionales y/o post-traduccionales (ej. glicosilacion y desamidacién) (Karn et al.,
1973; Zakowski y Brunes, 1985; Hirtz et al., 2005; Takashima y Amano, 2012). En
crustaceos decapodos, se ha clonado y secuenciando tres secuencias de ADNc de a-

amilasa en hepatopancreas del camar6n P. vannamei (Van Wormhoudt y Sellos, 1996) y
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una sola secuencia en la langosta P. argus (Rodriguez-Viera et al., 2016). En el presente
capitulo, los resultados del analisis por zimograma mostraron la existencia de cinco
formas de a-amilasa con actividad amilolitica. Sin embargo, los resultados de la
clonacion revelaron la presencia de una sola secuencia de ADNc de a-amilasa en
hepatopancreas de N. granulata, lo cual permite sugerir que las distintas formas
presentes podrian ser el resultado de modificaciones post-traduccionales de esta enzima.
Resultados similares fueron descriptos para anfipodos del género Gammarus (Borowsky
et al., 1984), el mejillon Mytilus galloprovincialis (Lombrafa et al., 2005) y la langosta
P. argus (Rodriguez-Viera et al., 2016). En la secuencia de ADNc de o-amilasa en
hepatopancreas de N. granulata se encontraron tres posibles sitios de O-glicosilacion, lo
que sugeriria que la glicosilacion podria explicar la existencia de cinco formas con
actividad amilolitica en este cangrejo. Se ha sugerido que las diferencias en la
glicosilacion puedan explicar la alta cantidad de formas de a-amilasa en crustaceos
(Van Wormhoudt et al., 1995). Sin embargo, hasta el momento solo el trabajo de
Rodriguez-Viera et al., (2016) ha mostrado la existencia de dos formas de a-amilasa en
hepatopancreas de P. argus que podrian deberse a diferencias en la glicosilacion. La
realizacion de estudios futuros permitiria dilucidar si la glicosilacion u otro mecanismo
post-traduccional (ej. proteolisis) estan relacionados con la presencia de diferentes
formas de a-amilasa en hepatopancreas de N. granulata.

En conclusion, los resultados del presente capitulo muestras la existencia de
diferentes formas de a-amilasa con actividad amilolitica en hepatopancreas del cangrejo
N. granulata. La purificacion parcial de la forma de a-amilasa con mayor actividad (29
kDa) y su posterior caracterizacion mostraron que exhibe caracteristicas bioquimicas
(halotolerancia, diferente sensibilidad a diversos iones y capacidad para degradar

almidon y glucdgeno), que podrian estar relacionadas con el habito alimentario y las
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condiciones ambientales que experimenta este cangrejo en su habitat. La clonacion
parcial de la secuencia de a-amilasa y posterior caracterizacion molecular mostraron
que presenta caracteristicas (tres sitios potenciales de glicosilacion, sitio de unién al
Ca®*, sitios de reconocimiento de sustrato y aminoacidos que participan en el sitio
catalitico) similares a las descriptas para otros crustaceos. Ademas, a través del analisis
filogenético, se observd que se encuentra dentro del grupo de los crustaceos. Por Gltimo,
la presencia de tres sitios de glicosilacion en la secuencia sugiere la existencia de
posibles modificaciones post-transcripcionales de a-amilasa en hepatopancreas de N.

granulata.
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Capitulo 2:

Tripsina en hepatopdncreas de Neohelice
granulata: clonacion parcial y caracterizacion

molecular
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Introduccion

Las proteinas estan implicadas en varios procesos fisiologicos tales como
transporte a través de membrana, movimientos coordinados, reacciones catalizadas por
enzimas, proteccion inmunolégica y mecanismos de sefializacion intracelular
constituyendo ademas, componentes estructurales en una amplia diversidad de
organismos (Zaia et al., 1998; Diniz et al., 2012, 2014; Jain et al., 2015; Tsiatsiani y
Heck, 2015). La existencia de un adecuado nivel de proteasas en el tracto digestivo es
crucial para sustentar un suministro suficiente de aminodcidos a partir de la dieta
(Muhlia-Almazan et al., 2008; Carter y Mente, 2014; Cournia et al., 2015; Perera et al.,
2015; Jain et al., 2015; Cao et al., 2015; Tantikitti et al., 2016).

Las proteasas, también llamadas enzimas proteoliticas, proteinasas o peptidasas,
son un grupo de enzimas que catalizan la hidrolisis de uniones peptidicas de proteinas.
De acuerdo al sitio de accion de la enzima, las proteasas pueden dividirse en
exopeptidadas y endopeptidasas. Estas ultimas, hidrolizan uniones peptidicas internas
lejos del extremo terminal de la cadena polipeptidica (Métyan et al., 2013; Rawlings,
2013; Jabalia et al., 2014; Sawant y Nagendran, 2014; Jain et al., 2015; Tsiatsiani y
Heck, 2015; Verma et al., 2016).

La tripsina (EC 3.4.21.4) es una endopeptidasa que pertenece al grupo de las
serinproteasas que hidroliza enlaces peptidicos del lado del sitio carboxilico de residuos
de Arg o Lys. Esta enzima han sido objeto de una gran cantidad de estudios debido a su
papel central en la digestion de proteinas, asi como en otros procesos fisioldgicos o
biotecnoldgicos importantes (Diaz-Mendoza et al., 2005; Delcroix et al., 2006; Muhlia-
Almazan et al., 2008; Page y Di Cera, 2008; Perera et al., 2012 a, b, 2015; Jain et al.,

2015; Tsiatsiani y Heck, 2015). La digestion de proteinas en crustaceos decapodos es
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llevada a cabo por diferentes proteasas, siendo la tripsina la principal y mas abundante
endopeptidasa encontrada en hepatopancreas (Lemos et al., 2000; Johnson et al., 2002;
Sainz, 2004; Muhlia-Almazéan et al., 2008; Vandermarliere et al., 2013; Perera et al.,
2015; Wang et al., 2014; Sacristan et al., 2014, 2015). La alta actividad de tripsina en
hepatopancreas de crustdceos decdpodos se ha asociado con la presencia de varias
isoformas (Muhlia-Almazéan et al 2008; Perera et al 2008a, b, 2015). Sin embargo, a
pesar de su rol central en el metabolismo proteico, la clonacién y secuenciacién de
tripsina en hepatopancreas solo se ha realizado en algunas especies de cangrejos (ej.
Paralithoes camtscatices, Cancer pagurus, Scylla paramamosain) (Rudenskaya et al.,
2004; Hehemann et al., 2008; Jiang et al., 2011).

Como mencionamos en el capitulo anterior, Neohelice granulata de la zona de
planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita se comporta como omnivoro-
detritivoro con una dieta con alto contenido de items de origen animal (Iribarne et al.,
1997; Bortolus e Iribarne, 1999; Bortolus et al., 2004; Lancia et al., 2013; Bas et al.,
2014). La presencia de una alta actividad proteolitica total en hepatopancreas de N.
granulata sugiere la capacidad de digestion de items proteicos (Pinoni, 2009; Pinoni et
al., 2011, 2013). , la actividad total de tripsina en hepatopancreas de este cangrejo ha
sido caracterizada parcialmente (Michiels, 2015).

El objetivo del presente capitulo fue llevar a cabo la clonacion y caracterizacion de
isoformas de tripsina en hepatopancreas de individuos de N. granulata como paso
preliminar al posterior estudio de modulacion por salinidad ambiental de las mismas
(capitulo 3). En este contexto, paralelamente se clond la B-actina como paso previo en
su utilizacion como gen de referencia en la cuantificacién de los niveles de ARNm de o-

amilasa y tripsina en hepatopancreas de N. granulata (capitulo 3).
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Materiales y métodos

Captura y mantenimiento de animales

Los individuos fueron mantenidos segun lo descripto en el capitulo 1.

Preparacion del hepatopancreas

El hepatopancreas se prepard segun lo descripto en el capitulo 1.

Clonacion de la secuencia parcial de ADNc¢ de tripsina y B-actina

Las secuencias de tripsina se clonaron siguiendo la metodologia indicada en el
capitulo 1.. Las secuencias de los “primers” degenerados utilizados para tripsina se
muestran en la tabla 2.1 del presente capitulo.ClustalO se utilizopara el alineamiento de
proteinas de tripsina de Neohelice granulata y otras especies de cangrejos: Scylla
paramamesain (ADB55592), Eriocheir sinensis 1 (ABQ02519.1), E. sinensis 2 (ABQ02520.1),
E. sinensis 3 (ABQ02521.1), Portunus trituberculatus 1 (ABQ02537.1), P. trituberculatus 2
(ABQ02538.1), P. trituberculatus 3 (ABQ02539.1), Charybdis japonica 1 (ABQ02512.1), C.

japonica 2 (ABQO02513.1), C. japonica 3 (ABQ02514.1), P. pelagicus (ABM65758.1),

Paralithodes camtschaticus (AAL67442.1).

Obtenciodn del 3" final por Amplificacion Rapida de ADNc Final (RACE) de

tripsina v B-actina

La obtencion del 3"RACE se determind segin materiales y métodos de capitulo

1. Los “primers forward” especificos se muestran en la tabla 2.1.
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Tabla 2.1.- Secuencia de nucle6tidos de primers degenerados disefiados para identificacion
molecular de la secuencia parcial de ADNc de tripsina y B-actina, al igual que los primers

usados para 3'RACE.

“Primers” degenerados Secuencia de nucledtidos Tar-n(iaﬁo
amplificado
tryp Fw, 5-CCAARATCATCCARCACGARG-3’ 284 pb
tryp Rv, 5-AGTCACCCTGGCANGMGTC-3"
tryp Fw, 5-TTCTGCGGHGCBTCCATCTACA-3’ 132 pb
tryp Rv, 5-CYTCGTGYTGGATGATYTTGG-3"
B-act Fw; 5'-ACCACAGCYGARMGKGAAAT-3' 293 pb
B-act Rv, 5'-TCCKGTCWGCRATGCCAGGGT-3'
Nombre de “primers” ] . L ) »
S RACE Secuencia de nucledtidos Posicion Direccion
Ng Tryelong3"Fwl 5-AAACAATACGCCGGGTTCACCC-3’ 18-39 “Forward”
Ng Tryelong3” Fw2 5 -TGACCTTCAACACCTTCGTT-3" 78-98 “Forward”
Ng Trypelong3” Fw3 5-GAGAACTGGGCCGTGTGTGCC-3" 25-45 “Forward”
Ng Trypelong 3" Fw4 5-TTGGACGTTSTTRAGGGT-3" 115-132 “Forward”
Ng Trypelong3” Fwb 5-CTGYGWYCRGSKRGRGSACT-3" 145-164 “Forward”
Ng Trypelong3 Fw6 5-CYSWCTRTCCTTCAKKTTGT-3" 80-98 “Forward”
Ng q PCR B-act Fwl 5-CCTCCTCCCTTGAGAAGTCC-3' 94-113 “Forward”
Ng q PCR -act Fw2 5-ATTCCAGCCTTCCTTCTTGG-3" 179-198 “Forward”

Andlisis filogenético

El analisis filogenético de la secuencias de aminoécidos de las isoformas de

tripsina se realiz6 como se describié en materiales y métodos del capitulo 1.

Resultados

Clonacién y caracteristicas de las secuencias parciales de ADNc de tripsina

A través de la clonacion y secuenciacion se encontraron e identificaron dos

isoformas de tripsina (tripsina 1 y 2). Las secuencias parciales de ADNc de las
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isoformas se subieron a GenBack (numero de acceso KU531568 y KU531569). La
secuenciacion reveld que los ADNc parciales tienen una extension de 689 pby 1.174 pb
para tripsina 1 y tripsina 2, respectivamente.

Las secuencias parciales de nucledtidos obtenidas y de aminoacidos deducidas
de las isoformas de tripsina estan representadas en las figuras 2.1 y 2.2,
respectivamente. Para tripsina 1, el coddn de terminacién (TAA) se encuentra en la
posicion 613 seguido de la region 3" no traducida que contiene un sitio de
poliadenilacion (AATAAA) en la posicion 656. La secuencia codifica 204 residuos de
aminoécidos e incluye los residuos de aminoécidos conservados que participan en la
triada catalitica (H*"-D®8-S*°), la especificidad de sustrato de tripsina (D***) y la regién

conservada del sito catalitico (CQGDSGGP) en la posicion 156-163.
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F CGASI1T Y S ENWAVC A 15
57 -ttctgcggcgcectccatctacagcgagaactgggecgtgtgtgee 45
G HCVQGEWDU FENWPUDYLQ 3
ggtcactgcgtccagggagaggacttcgagaaccctgactaccttcag 93
vV V..A 6 E Q DLDVVEGNE Q 47
gttgttgctggcgagcaagatttggacgttgttgagggtaatgagcag 141
E VVLS KT 1 QHEDY NG F 63
gaggttgttctgtccaagatcatccagcacgaagattacaacgggttc 189
T 1 S ND1I1 S L L QL S S P L T 79
accatcagcaacgacatttcccttctccaactgtcctcccctctgacc 237
FNTNWVSGS 1T GL QT V KE Y 95
ttcaacaccaacgttggatctatcggtctgcagactgtaaaggagtac 285
Il 6 DCVV S GWGTULTED G 111
atcggagactgcgttgtgtccggctggggcacactcacggaagatgge 333
s TP S 1 L QY V DV P TV S D 127
agcactccctctatccttcagtatgtcgatgtccccactgtcagtgac 381
AAE CRDAY G QNUD 1 DD S M 143
gctgaatgtcgcgacgcttacggacaaaacgacatcgatgactccatg 429
1 C AGLPEGG GV @Y A[CQ G DJ]159
atctgcgctggcctacccgagggaggagtggacgcctgccagggtgac 477
L ACGGULULTG I V S 175
tctggtggacctctggcgtgtggcggcctcctgaccggcatcgtgtece 525
W 6 Y 66 CARPGY P G VY TE 191
tggggctatggctgtgcccgccctggataccccggcgtgtacactgag 573
Y F T DWV E AN 204
gtggcctacttcacggactgggtcgaagctaatgcttcagggattgca 621
ttttcttctctctggctggtgtgctgccagacacaataaacacggcac 669
acacggcccagttctcatct-3~ 689

Figura 2.1.- Secuencia de nucleétidos y de amino4cidos deducida de ADNCc de tripsina 1 de
Neohelice granulata. La secuencia deducida de aminoacidos se muestra en letras mayusculas

en negrita y por encima de la secuencia de nucleétidos. EI codén Stop (TAA) y la secuencia
sefial de poliadenilacion (AATAAA) estan representadas en negrita, cursiva y subrayada. Los
aminoacidos conservados que participan en la triada catalitica (His-Asp-Ser) estan en gris. El
residuo de Asp que determina la especificidad del sustrato de tripsina se muestra en negro. El

recuadro sefiala el motivo conservado del sitio catalitico.

La figura 2.2 muestra la secuencia de ADNc y aminoacidos deducidos de la
isoforma 2 de tripsina. Similarmente a la isoforma 1, la secuencia presenta el codon de
terminacion (TAA) en la posicidn 456 seguida de la region 3'no traducida que contiene

los sitios de poliadenilacion (AATAAA) en las posiciones 497 y 1.065,
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respectivamente. La secuencia codifica 151 residuos de aminoacidos, e incluye D'** que
determina la especificidad de sustrato de tripsina y la region conservada del sitio

catalitico (CQGDSGGP) en la posicién 103-110.

K 1 I Q HEQYNGZFTL SN 15
57 - ccaaaatcatccagcacgaacaatacaacgggttcaccctcagcaac 47
D 1 S L L QL SQPLTFNTFV 32
gatatttcccttctccaactgtctcagcctctgaccttcaacaccttcgtt 98
G S 1 DL Q S EKUEY S GET CT V 49
ggatctatcgatctgcagagtgaaaaggagtacagtggagaatgcactgtg 149
Il G WG TTEEGGETP S V L Q 66
atcggctggggcactaccgaggaggggggcgaaactccctctgtccttcag 200
F v DULWPAVYTDAIETCREV Y G 83
tttgtcgatctccccgectgtcactgacgctgagtgtcgcgaagtttacgga 251
E EV EDSWM 1T CAGV S A G G V 100
gaagaagtcgaagactccatgatctgcgctggagtatccgcgggaggagtg 302
B A[C Q G DS G G P|LTOCG GG L L 117
gacgc ctgacgtgtggcggcctcctg 353
T 61 VS W GY G CARUPD S P G 134
accggcatcgtgtcctggggttatggctgtgcccgeccctgacagcceccgge 404
VY AEVAY FTDWVEANWVS 151
gtgtacgccgaggtggcctacttcacggactgggtcgaagccaatgtctecg 455
*

taaatgccattttcctctctggctggtgtgcagtcagacacaataaacaag 506
tcacagagaactttgctttcagtctttctagttgtaatggtgtttcgacat 557
gtatagtccagaccggtgccaaaatcaaattatacgagttataaatattga 608
gtacgttaagacgacggggtaatcgtgtgttttaagggaagcgcctggggt 659
tgattttttaacgaatatttcttaaatccacgaaatatgtttttctcgctc 710
aacatgtcgaggataccatgaaatatcaggtagtgaagttttttttttcta 761
gaatttaaagaatggcgtccctttaagacatttactaaccactaaagctct 812
ggcgttaaaactctcttccaataagtagccactgatatataacttttcgta 863
tacatcaaattctctgacacaaagactcacgcaaacacgcacgaacaatac 914
aacgacactcacaccaacactacaaaacacacacacacacacacacacaca 965
cacaccggtatcagtatcagtcaggtgaggtgtggtgtggcaggtcacctt 1016
cctcttaattaacaactcacctgaactgtctcataacatcaccaaatcaat 1067
aaagtcaatacctgttctatttagaggcgcccaaaacacatttctaagcgt 1118
tgccgagtccgatttccaaacacgatcataaacaaacacgtgtctattaac 1169
gtaaa-3~ 1174

Figura 2.2.- Secuencia de nuclettidos y aminoécidos deducida de ADNc de tripsina 2 de N.
granulata. La secuencia deducida de amino&cidos se muestra en letras maydsculas en negrita y
por encima de la secuencia de nucledtidos. El codén Stop (TAA) y las secuencias sefial de
poliadenilacion (AATAAA) estan representadas en negrita, cursiva y subrayada. Dos de los tres
aminoacidos conservados que participan en la triada catalitica (His-Asp-Ser) estan en gris. El
residuo de Asp que determina la especificidad del sustrato de tripsina se muestra en negro. El

recuadro sefiala el motivo conservado del sitio catalitico.
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El alineamiento multiple entre diferentes secuencias de proteinas deducidas de
tripsinas de diferentes especies de cangrejos presenta un alto grado de conservacion de
los residuos de aminoacidos involucrados en la triada catalitica (HDS), en el residuo de
D que determina la especificidad del sustrato y en la region del sitio catalitico
(CQGDSGGP) (Figura 2.3). Ademas, la secuencias de aminoacidos deducidas de ambas

isoformas de tripsina de N. granulata muestran un alto grado de identidad (55-89%) con

respecto a tripsinas de otros cangrejos (Tabla 2.2).

N.granulatal = = = ————m - FCG 3

N.granulata2 = = @ - 0

E.sinensisl = - DISFGFQFHFCG 12
E.sinensis2 = e DISFSSPFHFCG 12
E.sinensis3 = = -« DISFGFQFHFCG 12
S.paramamosain MKTLVLCLLVAGALAAPSRKPTFRRGLNRIVGGEDTVHGEFQYQLSLQDTSYSNPWHFCG 60
P_trituberculatusl ------—————-—-- - DISFGFAFHFCG 12
P_trituberculatus2 -----——— - DVSFGFAFHFCG 12
P_trituberculatus3 ------———— -~ DISFGFAFHFCG 12
C.japonical = = = —----mmmmmmmmm DTSYGYKFHFCG 12
C.japonica2 @ = = —----mmmmmmmm DVSYGYKFHFCG 12
C.japonica3 = = = —----mmmmmmmmm DNSWGTAWHFCG 12
P.pelagicus MRTLVLCLLVTGALAAPSRKPTFRRGLNRIVGGEDTLHGE IQYQLSLQDTSYTEPWHFCG 60
P.camtschaticus MKYLVFCLLLGAAFAAPSRKPTFRRGLNKIVGGTEVTPGE IPYQLSFQDTSFGGEFHFCG 60
N.granulatal AS1YSENWAVCAGHCVQGEDFENPDYLQVVAGEQDLDVVEGNEQEVVLSKI IQHE-BYNG 62
N.granulata2 = = @ - KIIQHE—EYNG 10
E_sinensisl ASTYNENWGVCAGHCVQGEDFNNPDYLQVVAGEQDLDVDEGNEQAIVLSKIIQHE-DYNG 71
E._sinensis2 ASTYNKNWGVCAGHCVQGDDFNNPDYLQVVAGEQELYVDEGNEQAIVLSKIIQHE-DYNG 71
E.sinensis3 ASTYNENWGVCAGHCVQGEDFNNPDYLQVVAGEQDLDVDEGNEQAIVLSKIIQHE-DYNG 71
S.paramamosain GTLYNEHWG I TACHCLQY-DVDNPG I VQAVAGEYTLEANDGSEQAARLDEI I LHP-YFDS 118
P_trituberculatusl ASIYNENWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQVVAGEHNRDVDEGNEQTVILSKIIQHE-DYNG 71
P_trituberculatus2 ASIYNENFAICAGHCVQGEDMDNPDYLQVVAGELDQDVTEGNEQSVILSKIIQHE-DYNG 71
P_trituberculatus3 ASIYSENWVVCAGHWVQGENMNPDDYLQVVAGEHNRDVDEGNEQTVILSKIIQHE-EYNC 71
C.japonical ASTYSENWVVCAGHWVQGENMYSQDYLQVVAGDHTLYVNDGYEQKVILSKIIQHETDYNS 72
C.japonica2 ASTYSENWVVCAGHWVQGENMYSQDYLQVVAGDHTLYVNDGYEQKVILSKIIQHE-EYNC 71
C.japonica3 ASTYNENWAICAGHCVQGDDFDNPNYLQVVAGEHNFDVNEGNEQTVVLSKI IQHE-DYNG 71
P_pelagicus GTLYNDHWG I TACHCLQY-DVANPG I VQAVAGEYYLKVNDGSEQPRKLDE I I LHP-HFDS 118
P.camtschaticus ASTYKDTWAICAGHCVQGEDFDSPASLQIVAGDHTLYSAEGNEQKIAVSKIIQHE-DYNG 119

kX K - -
N.granulatal FTHUSNDISLLQLSSPLTENTNVGS 18LOINIK-EYHGRCNVEGWCTRIERCS TPSHLOMVD 121
N.granulata2 FTSN ISLLQLSPLTFNT&GSILQK—EYGCWGWGTEGTPSHLQ D 69
E_sinensisl FTISNDISLLQLSSPLTFNSFVGPVGLQSVK-EY IGDCVVSGWGTTSEGGSTPSVLQYVD 130
E_sinensis2 FTISNDISLLQLSSPLTFNSFVGPVGLQSVK-EYMGDCVVSGWGTTSEGGSSPSVLQYVD 130
E_sinensis3 FTISNDISLLQLSSPLTFNSFVGSVGLQSVK-EY IGDCVVSGWGTTSEGGSTPSVLQYVD 130
S.paramamosain SLLVNBVALIHFPQTMVYDDYVNP IGLQEEKELVGVECTVTGWGALSEGGSAATVLQKVH 178
P_trituberculatusl FTISNDISLLKLSQPLTFNNFVGPIALPEAGHAASGDCIVSGWGALSEGGSSPSVLQKVS 131
P_trituberculatus2 WTISNDISLLKLSQPLTFNDFVAPIAIPAAGHAASGDCIVSGWGTTSEGGSTPSTLMKVT 131
P_trituberculatus3 FTISNDISLLKLSQPLTFNNFVGPIALPEAGHAASGDCIVSGWGALSEGGSSPSVLQKVS 131
C.japonical FTLGNDVSLLQLSESLTFDNRVKAIDLQSEK-EFLGECVVSGWGTTTEEGDSPDNLYYVD 131
C.japonica2 FTLGNDVSLLQLSESLTFDNRVKAIDLQSEK-EFLGECVVSGWGTTTEEGDSPDNLYYVD 130
C.japonica3 FTISNDISLLKFSQPLSFNDYVRAIDIPAQGHAASGDCIVSGWGTTSEGGSTPSVLQKVT 131
P_pelagicus GLLINBVAL IHFPEAMIYDEYVNP IGLQEEKNLVGVDCTVTGWGALSEGGNAASVLQKVH 178
P.camtschaticus FSISNDISLLQFASPLTFNSFVGP IALPAQGQVASGDCTCTGWGTTTEGGYSSDALLKVT 179
DO*Roc*oioLo-oIn *onos o* KA K K< *oo*

N.granulatal PH-VSDAECRBAYGONBIIDSM I CAGMISGGVDACQGDSGGPLIACGG----LLTGIVSW 176
N.granulata2 EP!—VTDAECREVYGE—EVEDSMICAG SIAGGVDACQGD GGPLECGG————LLTGIVSW 123
E_sinensisl VPT-VSDADCRAAYGEND IDDSMICAGLPEGGVDACQGDSGGPMVCGG-——-LLT----- 180
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.sinensis2
.sinensis3
_paramamosain
.trituberculatusl
.trituberculatus2
.trituberculatus3
-japonical
-japonica2
-japonica3
-pelagicus
.camtschaticus

TTOVTOOOTOUTTUOULMM

.granulatal
.granulata2
.sinensisl
.sinensis2
.sinensis3
_paramamosain
_trituberculatusl
_trituberculatus2
_trituberculatus3
-japonical
-japonica2
-japonica3
-pelagicus
.camtschaticus

TTUUTOOOT UTUODLnMMMZZ

VPT-VSDADCRAAYGESD IDDSMICAGLPEGGVDA
VPT-VSDADCRAAYGEND IDDSMICAGLPEGGVDA
VPT-VSDEECRISYY--GIEDSMICAGYPEGGKDA
VP1-VSDAECRDAYGQND IDDSMICAGVPEGGKDS
VP1-VSDEECRAAYGDSEVEDSMICAGVPEGGKDS
VP1-VTDAECCKHYGENQ IDDSMICVGLPEGGKDA
LPTV-TDTECRKHYGENQ IDDSMICAGLPEGGKDA
LPTVVTDAECCKHYGENQ IDDSMICVGLPEGGKDA
VP1-VSDDECRDAYGQSD IEDSMICAGVPEGGKDS
VPT-VSDEECRTSYS--GIEDSMICAGYPEGGKDA
MPI VSDADCRASYGESDIDDSMICAGVPQGGKDA

-* -* - ***** * ** *

GYGCARPEPGVYQEVAYFTDWVEANAS
GYGCARPPSPGVYQ EVAYFTDWVEANMS

GYGCARPNYPGVYTEVAYFVDWITANTV
GYGCARPNYPGVYCEVAYYVDWVLANSS

VCGG----LLT----- 180
VCGG----LLT----- 180
VCKG----YLTGIVSW 231
ACSDTGSPYLA----- 185
ACSDTGSTYLA----- 185
ACSDTGSPYLA----- 185
ACSDTGSTYLA----- 185
ACSDTGSTYLA----- 185
ACSDTGSTYLA----- 185

VCKG----YLTGIVSW 231
ACSDTGSPYLAGIVSW 238
* * -

Figura 2.3.- Alineamiento de las secuencias de proteinas de tripsinas de N. granulata y

diferentes especies de cangrejos usando Clustal Omega. Los aminoéacidos conservados que

participan en la triada catalitica (His-Asp-Ser) estan en gris. El residuo de Asp que determina la

especificidad del sustrato de tripsina se muestra en negrita y marcada con una flecha sobre la

columna. El recuadro sefiala el motivo conservado del sitio catalitico. Los aminoécidos que

difieren entre las isoformas de N. granulata se muestran marcados en negro. S. paramamesain

(ADB55592), E. sinensis 1 (ABQ02519.1), E. sinensis 2 (ABQ02520.1), E. sinensis 3

(ABQ02521.1), P. trituberculatus 1 (ABQO02537.1), P. trituberculatus 2 (ABQ02538.1), P.

trituberculatus 3 (ABQ02539.1), C. japonica 1 (ABQ02512.1), C. japonica 2 (ABQ02513.1),

C. japonica 3 (ABQO02514.1), P. pelagicus (ABM65758.1), P. camtschaticus (AAL67442.1).

Los simbolos en la secuencia conservada indican: identidad (*), sustituciones conservadas () y

sustituciones semi-conservadas (.).
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Tabla 2.2.- Porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos de tripsina de N. granulata

y otros cangrejos.

N. granulatal  N. granulata2

N. granulatal 100 88,30
N. granulata? 88,30 100

E. sinensisl 84,21 75,42
E. sinensis2 88,89 74,58
E. sinensis3 55,22 76,27
S. paramamosain 77,19 56,00
P. trituberculatusl 71,35 66,10
P. trituberculatus? 71,35 66,10
P. trituberculatus3 71,35 65,25
C.japonical 69,41 66,67
C. japonica2 68,42 66,10
C. japonica3 73,68 65,25
P. pelagicus 55,22 55,33
P. camtschaticus 67,65 66,23

Derivados de pares de nuclettidos y alineamiento de secuencia de aminoécidos usando ClustalO.

Andlisis filogenético de las isoformas de tripsina de N. granulata

El arbol filogenético se construy6 con el objetivo de determinar la relacion de la
secuencia de aminoacidos deducidas de tripsinas de N. granulata con tripsinas de otros
crustaceos usando el analisis de Neighbor-Joining (Figura 2.4). La secuencia de tripsina
de la bacteria Streptococcus equines se utilizd6 como grupo externo. En las relaciones
evaluadas se pueden distinguir dos grupos, un de ellos con tripsinas del grupo
Brachyura, y otro que incluye principalmente las tripsinas de Palinura (Panulinus
argus), Astacoidea, Penaeoidea, Caridea y Euphausiacea. Previamente, se evidencio la
relacion cercana entre tripsinas de Penaeidae, Caridea y Euphausiacea (Shi et al., 20009;

Perera et al., 2010a).
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Figura 2.4.- Arbol filogenético de las secuencias de aminoacidos deducidas de tripsina de
diferentes crustaceos incluyendo el cangrejo eurihalino N. granulata, y de un grupo externo
usando el analisis Neighbor-Joing y basado en las diferencias de aminoacidos (distancia p). La
confiabilidad del &rbol se evalu6 por bootstrapping (1.000 repeticiones). Las especies utilizadas
y el nimero de acceso se muestran en el arbol. La localizacion de las secuencias de tripsina de

N. granulata se indica con un triangulo negro.
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Clonacion de la secuencia parcial de ADNc de B-actina

La secuencia parcial de B-actina se identifico y subiendola ademas al GenBank

(numero de acceso, KU531570). La secuencia parcial y aminodcidos deducidos de -

actina de hepatopancreas de N. granulata se muestran en la figura 2.5. La secuenciacion

revelé una secuencia de ADNc de B-actina de 349 pb. La secuencia presenta el codén de

terminacion (TGA) en la posicion 327 a 329 y codifica 108 residuos de aminoécidos. La

secuencia de aminoécidos deducida de B-actina de N. granulata es muy similar a la

secuencia de otros cangrejos tales como Scylla serrata, S. paramamosain y E. sinesis

(98% de identidad en todos los casos) (datos no mostrados).

T AE R E I VR D 1 K E KL CY V A
57 - ccacagctgagagggaaatcgtgcgcgatatcaaggagaagctttgctatgtcget
L D F ESEMNVAAASSSLEIKSY
cttgacttcgaaagtgagatgaacgtggctgctgcctcctcctcccttgagaagtectac
E L PDGOQV I1 T I GNZERFIRAUPE S
gagctgcccgatggtcaggtcatcaccatcggcaacgagcgcttccgtgcaccagaatct
L F QP SFL GME SV G I HETV Y N
ctattccagccttccttcttgggtatggaatctgttggcattcacgagaccgtctacaac
s 1T M R CD 1 DI R KDULUFANNWVWMS
tccataatgagatgcgacattgacatcaggaaggacctgtttgcaaacaacgtaatgtct
G 6 T T MY P G I A
ggcggcaccaccatgtaccctggcatcgcatgaccggatctgcggaaaaattg-3~

18
56
38
116
58
176
78
236
98
296
108
349

Figura 2.5.- Secuencia de nucledtidos y aminoacidos deducidos de ADNc¢ de B-actina de N.

granulata. La secuencia de deducida de aminoacidos se muestra en letras mayusculas en negrita

y por encima de la secuencia de nucleotidos. El codon Stop (TGA) es representado en negrita,

cursivo y subrayado.
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Discusidn

Los estudios de determinacion sobre caracteristicas moleculares de enzimas
digestivas como tripsina en tracto digestivo constituyen un paso importante en el
conocimiento de la fisiologia bioquimica digestiva. En cangrejos eurihalinos solo se ha
realizado la clonacién de tripsina de hepatopancreas de Scylla paramamosain (Jiang et
al., 2011). La actividad total de tripsina en hepatopancreas de Neohelice granulata de la
planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita (Lancia et al., 2013; Michiels,
2015), ha sido parcialmente caracterizada en nuestro laboratorio (Michiels, 2015).

En varios crustaceos decapodos, se ha relacionado la presencia y el nivel de
actividad de enzimas digestivas en el hepatopancreas con la naturaleza de los
componentes dietarios que pueden ser potencialmente utilizados como sustratos para los
procesos metabdlicos (Pavasovic et al., 2004, 2007, Figueiredo y Anderson, 2009,
Ramirez-Otarola et al., 2011; Fairwather et al., 2012). N. granulata de la zona de
planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita se comporta como omnivoro-
detritivoro con una dieta con alto contenido de items de origen animal (ej. diatomeas,
nematodes, foraminiferos, poliquetos y restos de crustaceos) (Iribarne et al., 1997;
Bortolus e Iribarne, 1999; Bortolus et al., 2004; Lancia et al., 2013; Bas et al., 2014).
Por lo tanto, la presencia de una alta actividad proteolitica total y la posterior
identificacion y caracterizacion de la actividad de las diferentes proteasas presentes (ej.
tripsina) (Pinoni, 2009; Michiels, 2015), permitiria sugerir la capacidad de N. granulata
para la digestion de items proteicos presentes en su dieta.

La tripsina aparecio temprano en la evolucién y esta presente en todos los fila
(Muhlia-Almazén et al., 2008; Perera et al., 2015; Jain et al., 2015; Tsiatsiani y Heck,

2015). La diversidad de tripsina es particularmente alta en crustaceos decapodos (Perera
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et al., 2015) y es reconocida como una enzima polimdrfica (Klein, 1998; Muhia-
Almazan et al., 2008; Perera et al., 2015). En crustaceos, los genes que codifican
tripsina estdn organizados en familias multigénicas dando lugar a varias isoformas.
Hasta el momento, es escaso el conocimiento sobre el impacto fisiolégico de la
existencia de distintas isoformas (Perera et al., 2015). Nuestros resultados revelaron la
existencia de dos isoformas de tripsina y la secuencia de aminoacidos predicha para
tripsina 1 y 2 en hepatopéancreas de N. granulata. La secuencia parcial de tripsina 1
tiene una longitud de 689 pb, mientras que la isoforma 2 presenta una longitud de 1.174
pb, codificando 204 y 151 residuos de aminoacidos, respectivamente. En el cangrejo
eurihalino S. paramamosain, la secuencia de tripsina consiste en 881 pb (Jiang et al.,
2011). Las secuencias de aminoacidos de tripsina 1 y 2 fueron similares a las de otros
cangrejos (ej. Paralithodes camtschaticus y Scylla paramamosain) (Rudenskaya et al.,
2004; Jiang et al., 2011) .. Ambas isoformas de N. granulata presentan los residuos
conservados que forman el sitio activo (His, Asp y Ser), asi como los residuos de
aminoécidos His, Asp y Gly que determinan el sitio de union al sustrato (Muhlia-
Almazan et al., 2008; Perera et al., 2015). Ademas, como esperdbamos, el analisis
filogenético de tripsina de varios crustaceos mostrd que la secuencia de proteinas de las
dos isoformas de hepatopancreas en N. granulata pertenece al grupo de los braquiura y
que ambas isoformas se encuentran cerca de las secuencias de proteinas de los cangrejos
Charybdis japonica y Eriocheir sinensis.

En conclusidn, los resultados del presente capitulo muestran la existencia de dos
isoformas de tripsina en hepatopancreas de N. granulata, las cuales exhiben
caracteristicas comunes a la de otros cangrejos (ej. aminoacidos involucrados en la
triada catalitica, el residuo de D que determina especificidad de sustrato y la regién del

sitio catalitico). Ademas por analisis filogenético, se determind que ambas isoformas se
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encuentran cerca de las secuencias de proteinas de otros cangrejos. Estos resultados
constituyen un aporte importante para incrementar el conocimiento actual sobre
procesos digestivos a nivel molecular en cangrejos y para la posterior realizacion de
estudios sobre modulacion de esta enzima en relacion a factores externos e internos (ej.

salinidad ambiental) (capitulo 3).
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Capitulo 3:

Flexibilidad fenotipica en respuesta a la
salinidad en Neohelice granulata: expresion,
nimero de formas y actividad de a-amilasa y

tripsina
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Introduccion

La flexibilidad fenotipica implica cambios reversibles en las caracteristicas
fenotipicas de los individuos (desde molecular a organismo) que pueden aumentar las
posibilidades de supervivencia principalmente en aquellos que enfrentan cambios
frecuentes en las condiciones externas (Piersma y Drent, 2003; Pfenning et al., 2010;
Kelly et al., 2012; Buehler et al., 2012; McWilliams y Karasov, 2014; Murren et al.,
2015; Wright y Turko, 2016). Las enzimas digestivas desempefian un rol esencial, ya
que son un vinculo funcional entre la digestion, absorcion y asimilacion de nutrientes.
En varios animales, se ha propuesto que la modulacién de la actividad de enzimas
digestivas en respuesta a cambios en las condiciones ambientales puede conducir a
ajustes digestivos a nivel bioquimico (del Valle et al., 2004, 2006; Karasov et al., 2011;
Karasov y Douglas, 2013; Zhang et al., 2016). Sin embargo, los estudios sobre
modulacién de enzimas digestivas en grupos de importancia ecoldgica, tales como en
cangrejos eurihalinos, son adn limitados (Asaro et al., 201la; Wang et al., 2013;
Michiels et al., 2013, 2015a; Pinoni et al., 2011, 2013, 2015a).

Los cangrejos eurihalinos intermareales que habitan zonas de planicie de mareas
de lagunas costeras y estuarios estan expuestos a cambios en la salinidad ambiental
(McNamara y Faria, 2012; Henry et al; 2012; Romano y Zeng, 2012; Havird et al.,
2013, 2016). En este contexto, la adaptacion bioquimica a la salinidad ambiental es un
proceso complejo que involucra la participacién de diferentes ajustes en varios tejidos y
organos extrabranquiales tales como hepatopancreas (Pinoni y Lopez Marfianes, 2008a,
2009; Michiels et al.,, 2013, 2015a; Pinoni et al., 2013, 2015a). En cangrejos
osmorreguladores, los diferentes patrones de salinidad ambiental en el intermareal que

impliquen diferentes respuestas osmorregulatorias (hipo o hiperregulacion), pueden
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imponer desafios diferenciales que podrian llevar a ajustes en procesos
digestivos/absortivos a nivel molecular y/o bioguimico. Como mencionamos
previamente, el hepatopancreas de los crustaceos decapodos, tiene un papel principal en
la digestion y almacenamiento de nutrientes, siendo el principal sitio de sintesis de
enzimas digestivas (Ceccaldi, 1989; Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio, 2003; Ong y
Johnston, 2006; Zeng et al., 2010; Wang et al., 2013; Ribeiro et al., 2014; Saborowski,
2015; Sacristan et al., 2014, 2015, 2016; Bibo-Verdugo et al., 2015, 2016). Asi,
diferentes niveles de actividad de enzimas digestivas especificas en el hepatopancreas se
han relacionado con la posibilidad de una disponibilidad diferencial de sustratos (ej:
hidratos de carbonos, lipidos y proteinas) en relacién a la baja salinidad (L. et al., 2008;
Asaro et al., 2011a; Romano y Zeng., 2012; Wang et al., 2013; Michiels et al., 2015a).
No obstante, faltan estudios integrativos sobre la modulacion a nivel bioguimico y
molecular (ej. expresion genética, variacion en el nimero de formas de enzimas
digestivas claves tales como a-amilasa y tripsina) en relacion a la exposicion a baja y
alta salinidad ambiental. En este contexto, el trabajo de Nikapitiya et al., (2014) en el
cangrejo Macrophthalmus japonicas, evalu6 el efecto de la salinidad ambiental sobre
los niveles de expresidn de tripsina en el hepatopancreas de un cangrejo eurihalino.

Los individuos de Neohelice granulata de la planicie de la laguna costera de Mar
Chiquita se encuentran expuestos a cambios abruptos, frecuentes y altamente variables
en la salinidad ambiental (2-47%o. de salinidad) (Spivak et al., 1994; Fanjul et al., 2008;
Luppi et al., 2013; observaciones personales). En este contexto, previamente hemos
demostrado la existencia de respuestas complejas e integrativas en individuos de N.
granulata expuestos a largo plazo a baja y alta salinidad (L6pez Mafianes et al., 2000;
Pinoni y Ldépez Mafianes, 2009; Pinoni et al., 2005, 2013, 2015a). La modulacion

diferencial por salinidad de la actividad total de a-amilasa, en hepatopancreas de N.
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granulata ha sido observada en distintas condiciones de osmorregulacion
(hiper/hiporregulacion) (Asaro et al., 2011a). La existencia de distintas formas con
actividad amilolitica y la clonacién de una secuencia de a-amilasa en hepatopancreas de
N. granulata ha sido indicada y demostrada en el capitulo 1. Como mencionamos
anteriormente (capitulo 1) el nimero de formas de a-amilasa puede variar en respuesta a
diferentes factores (Le Moullac et al., 1996; Van Wormhoudt y Sellos, 2003; Perera et
al., 2008a, b; Coccia et al., 2011; Castro et al., 2012; Aragdn-Axomulco et al., 2012;
Rodriguez-Viera et al., 2016). En este contexto, los objetivos del presente capitulo son:
a) Estudiar el efecto de baja y alta salinidad sobre la expresion, nimero de formas y
actividad total de a-amilasa en hepatopancreas de N. granulata;

b) Estudiar el efecto de baja y alta salinidad sobre la expresion y actividad total de

tripsina en hepatopancreas de N. granulata.
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Materiales y métodos

Captura y mantenimiento de animales

Individuos de Neohelice granulata fueron capturados y mantenidos en condiciones
controladadas de temperatura y alimentacion como se describié previamente en el
Capitulo 1 y fueron aclimatados durante 10 dias en acuarios a 35%. de salinidad
(condiciones de osmoconformacion), a baja (10%. de salinidad, condicion de
hiperregulacion) y alta salinidad (37%. de salinidad, condicién de hiporregulacion)
(L6pez Mafanes et al., 2000; Schleich et al., 2001; Asaro et al., 2011a; Pinoni et al.,
2013, 2015a; Michiels, 2015). Se utiliz6 entre 5 y 8 individuos por salinidad. Los
individuos fueron privados de alimento 120 h antes de los experimentos (Méndez et al.,

2011, 2012).

Preparacion de hepatopancreas

El hepatopancreas se procesé de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos

del capitulo 1.

Osmolalidad de la hemolinfa

La osmolalidad de la hemolinfa se determin6é segin materiales y métodos del

capitulo 1.
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Cuantificacion de los niveles de expresion de ARNm de a-amilasa vy tripsina

El aislamiento del ARN total, cuantificacion y determinacion de la calidad
fueron determinados como se describidé previamente en el capitulo 1. Primero, varias
cantidades de ADNCc se aplicaron por triplicado (6 series de ¥z diluciones de 10 ng a
0,325 ng por reaccion) para verificar la linealidad del experimento y eficiencia de
amplificacién para cada uno de los pares de “primers” especificos disefiados (tabla 3.1).
Aunque el ensayo fue lineal a lo largo de las 6 series de diluciones (amy: r*> = 0.972,
eficiencia (E) = 0.99; p-actina: r* = 0.991, E = 1.01), se utilizaron 10 ng de ADNc en
cada reaccion de gPCR luego de la sintesis de primera banda de ADNc usando el Kit
sintesis ADNc gSCRIPTTM (Quanta Biosciences). Finalmente, cada mezcla de
reaccion (10 pl) contenia 4 ul de templado (10 ng), 0,5 pl de cada primer foward y
reverse a su correspondiente concentracion final (Tabla 3.1) y 5 pl de PerfeCTa SYBR®
Green FastMix™ (Quanta BioSciences). Las reacciones se llevaron a cabo en Hard-
Shell® PCR Placas de 96 pocillos WHT/CLR (Bio-Rad) cubiertas con el film adhesivo
Microseal® 'B' (Bio-Rad). Los procedimientos de termociclado se realizaron en un
sistema en tiempo real CFX Connect (Bio-Rad). El perfil térmico de PCR fue el
siguiente: 95 °C, 10 min; [95 °C, 30 s; 60 °C, 45 s] x 40 ciclos; curva de melting [60—
95°C, 20 min], 95 °C, 15 s. B-actina se utiliz6 como gen de referencia debido a su baja
variabilidad (menos de 0,20 CT con todas las diferencias observadas entre los grupos
experimentales). La cuantificacion relativa de genes se realizd6 mediante el método de

CT (Livak y Schmittgen, 2001).
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Tabla 3.1.- Secuencia de nucle6tidos de primers especificos disefiados para el analisis de PCRq

y tamafio amplificado para cada par de primers.

Concentracion  Tamafio

gPCR Secuencia de nuclettidos ) -
del “Primer” amplificado
Ng qPCR a-Amy Fw 5-TCCGGGGACATTGAGAACTAC-3
600 nM 136 pb
Ng qPCR a-Amy Rv 5-CGTACCCGATCAGATTGTTCA-3’
Ng qPCR Tryp 1 Fw 5°-CCCTTCTCCAACTGTCCTCC-3"
400 nM 145 pb
Ng qPCR Tryp 1Rv  5"-TGAAGGATAGAGGGAGTGCT-3
Ng qPCR Tryp 2 Fw 5-GCGAAGTTTACGGAGAAGAAG-3
400 nM 176 pb
Ng gPCR Tryp 2 Rv  5"-GGCGTACACGCCGGGGCTGTC-3
Ng qPCR B-act Fw  5-ATTCCAGCCTTCCTTCTTGG-3"
600 nM 105 pb

Ng qPCR B-actRv ~ 5"-TTTGCAAACAGGTCCTTCCT-3"

Analisis por zimograma para la actividad de a-amilasa

El analisis por zimograma se realiz6 siguiendo la misma metodologia indicada en el
capitulo 1.

Determinacion de actividades enzimaticas

La determinacién de la actividad de a-amilasa se realizd de acuerdo a lo
descripto en la seccién de materiales y métodos del capitulo 1 de la presente tesis.

La actividad de tripsina fue determinada usando benzoilo-Arg-p-nitroanilida
(BAPNA) como sustrato (Ezquerra et al., 1997) con algunas modificaciones (Michiels,
2015). La reaccion se inici6 mediante la adicion de sustrato (concentracion final 1,23
mM) a una mezcla de reaccion que contuvo una alicuota de la muestra correspondiente
en 50 mM buffer Tris pH 7,4. Después de la incubacion durante 15 min a 45°C, la
reaccion se detuvo por adicion de 250 ul de KOH. La actividad de tripsina se expresé

como mmoles x mg prot™ x min™.
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Para la determinacién de la actividad enzimatica se trabajé siempre con muestras

que no fueron descongeladas previamente.

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind segun lo descripto en la seccién de

materiales y métodos del capitulo 1 de la presente tesis.

Andalisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico Sigma-Stat 3.0
para el sistema operativo Windows, que realiza automaticamente una prueba previa para
la igualdad de varianza y normalidad.

La diferencia entre la osmolalidad de la hemolinfa y medio externo se analizaron
con el test paramétrico t-test.

Las diferencias en la expresion de amilasa en hepatopancreas en relacion a la
salinidad ambiental, se analizaron utilizando el test no paramétrico (Kruskal-Wallis).
Para estimar las diferencias entre las diferentes salinidades se utilizd el test a posteriori
método Dunn.

Las diferencias en la actividad de amilasa en relacion a la salinidad ambiental, se
analizaron utilizando el test paramétrico (One Way ANOVA) o no paramétrico
(Kruskal-Wallis). Para estimar las diferencias entre las diferentes salinidades se utilizd
el test a posteriori Holm-Sidak o Dunn.

Las diferencias en la expresion de tripsina 1 y 2 en relacién a la salinidad

ambiental se analizaron utilizando el test paramétrico (One Way ANOVA) o0 no
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paramétrico (Kruskal-Wallis). Para estimar las diferencias entre las diferentes
salinidades se utilizo el test a posteriori Holm-Sidak o Dunn.

Las diferencias en la actividad de tripsina en relacion a la salinidad ambiental se
analizaron utilizando el test no paramétrico (Kruskal-Wallis). Para estimar las

diferencias entre las diferentes salinidades se utilizo el test a posteriori Dunn.

Un p < 0,05 fue considerado significativo.

Resultados

Osmolalidad de la hemolinfa en individuos de Neohelice granulata

mantenidos a baja y alta salinidad

En individuos expuestos a baja (10%o) y alta (37%o) salinidad la osmolalidad de
la hemolinfa fue mayor (t : 8,089; p < 0,001) y menor (t : -2,507; p = 0,021) que la
osmolalidad del medio externo, respectivamente. Como se describi6 en el capitulo 1, la
osmolalidad de la hemolinfa fue similar del medio a 35 %o de salinidad (t: 1,051; p <

0,312) (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Osmolalidad (mOsmol Kg™) en medio externo y en hemolinfa de individuos de N.

granulata aclimatados a diferentes salinidades.

10 %o 35 %o 37 %o
Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa
255+15 646+30* 813+41 869+33 974+33 899+19*
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*Indica diferencias significativas del correspondiente valor en el medio externo. Los

datos corresponden a la media £ E.S. de 6-16 individuos.

Efecto de baja v alta salinidad sobre la expresion de a-amilasa en

hepatopancreas de N. granulata

En individuos de N. granulata mantenidos a baja salinidad (10%o), el nivel de
expresion de o-amilasa en hepatopancreas fue similar al observado en individuos
mantenidos a 35%o (H: 6,418; p: 0,04). En individuos expuestos a alta salinidad (37%o),
el nivel de expresion de a-amilasa en hepatopancreas fue mayor (alrededor de un 300%)
que el determinado en individuos mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacién)

(H:6,418; p: 0,04) (Figura 3.1).
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Figura 3.1.- Expresion de ARNm de a-amilasa en hepatopancreas de
individuos de N. granulata expuestos a diferentes condiciones de
salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a 35%o (p <

0,05). Los datos son las medias * E.S. para 5-7 individuos.
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Efecto de baja v alta salinidad sobre el nUmero de formas con actividad

amilolitica en hepatopancreas de N. granulata

Como se mostro en el capitulo 1 (Figura 1.1) y se muestra en la figura 3.2 del
presente capitulo, en hepatopancreas de individuos mantenidos a 35%. de salinidad se
detectaron cinco bandas con actividad amilolitica, la banda de 29 kDa exhibi6 la mayor
actividad. En individuos mantenidos a 10%o, el zimograma mostré la existencia de una
banda adicional de aproximadamente 30 kDa. En individuos mantenidos a 37%. de
salinidad, el hepatopancreas exhibi6 un patron similar de bandas que a 35%o.
Similarmente a lo observado a 35%. de salinidad, en individuos de N. granulata
mantenidos a baja y alta salinidad, el hepatopancreas exhibi6 la banda de 29 kDa con

mayor actividad amilolitica (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Zimograma de actividad amilolitica en hepatopancreas de individuos de N.
granulata expuestos a diferentes condiciones de salinidad. Luego de la electroforesis, el gel fue
inmerso en solucién de almidéon (1%) a pH 6,0 por 90 min y luego tefiido con solucion yodo/KI

(10 mM). Las flechas blancas indican las bandas de 29 y 30 kDa.

Efecto de baja y alta salinidad sobre la actividad total de a-amilasa en

hepatopancreas de N. granulata

En individuos mantenidos a 10%., la actividad total de o-amilasa en
hepatopancreas fue similar a la actividad de individuos mantenidos a 35%.. En
individuos mantenidos a 37%o, la actividad total de a-amilasa fue mayor (alrededor de

216%) a la actividad de cangrejos mantenidos a 35%o (F: 12,04; p< 0,001) (Figura 3.3).
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Figura 3.3.- Actividad total de a-amilasa en hepatopancreas de individuos
de N. granulata expuestos a diferentes condiciones de salinidad. * Indica
diferencias significativas con respecto a 35%o (p < 0,05). Los datos son las

medias * E.S. para 5-7 individuos.

Efecto de baja v alta salinidad sobre la expresion de isoformas de tripsina en

hepatopancreas de N. granulata

Ambas isoformas de tripsina (isoformas 1 y 2) presentaron diferentes patrones
de expresion de ARNm con respecto a la salinidad ambiental (Figura 3.2). El nivel de
expresion de ARNm de tripsina 1 fue similar en individuos mantenidos a 10%o con
respecto a 35%o de salinidad (H: 8,648; p: 0,013). El nivel de expresion de ARNm de
tripsina 1 en individuos mantenidos a 37%o fue mayor (alrededor de 341%) comparado
con respecto a los individuos mantenidos a 35%. de salinidad (F: 13,69; p < 0,001)

(Figura 3.4A).
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Los niveles de expresion de ARNm de tripsina 2 disminuyeron (alrededor del
68%) en individuos mantenidos a baja y alta salinidad con respecto a 35%. (H:8,648;

p:0,013) (Figura 3.4B).
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Figura 3.4.- Expresion de ARNm de tripsina 1 (A) y de tripsina 2 (B) en hepatopancreas de N.
granulata expuesto a distintas condiciones de salinidad. * Indica diferencias significativas con

respecto a 35%o (p < 0,05). Los datos son las medias + E.S. para 7-8 individuos.

Efecto de baja vy alta salinidad sobre la actividad total de tripsina en

hepatopancreas de N. granulata

La actividad total de tripsina en hepatopancreas de individuos de N. granulata
mantenidos a baja (10%o) y alta (37%0) salinidad fue similar a la actividad total en

individuos mantenidos a 35%. de salinidad (H: 5,524; p: 0,063) (Figura 3.5).
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Figura 3.5.- Actividad total de tripsina en hepatopancreas de N.
granulata expuesto a distintas condiciones de salinidad. Los datos son

las medias + E.S. para 7-8 individuos.

Discusidn
El efecto de baja y alta salinidad sobre la expresion, nimero de formas y
actividad total de a-amilasa y la expresion y actividad total de tripsina en
hepatopancreas de individuos de Neohelice granulata indico la existencia de ajustes
diferenciales y especificos a distintos niveles en relacion a la salinidad ambiental y
condicion de osmorregulacion.

En diferentes especies de crustaceos se ha propuesto que las variaciones en la
expresion, numero de formas con actividad amilolitica y/o actividad total de a-amilasa y
tripsina en el hepatopancreas estarian relacionadas con cambios en factores ambientales
y/o fisioldgicos (Le Moullac et al., 1996; Van Wormhoudt y Sellos, 2003; Perera et al.,
2008 a, b; Peng et al., 2015; Sacristan et al., 2014, 2015; Fan et al., 2016; Rodriguez-

Viera et al., 2016; Tantikitti et al., 2016). El concepto de adaptacién bioguimica se
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utiliza al definir los cambios a nivel bioquimico que ocurren durante la vida de un
organismo en relacion a cambios en factores internos y externos (Hochachka y Somero,
2002; Storey, 2004; Hochachka, 2005). En cangrejos eurihalinos, la adaptacion
bioguimica a baja y alta salinidad es un proceso complejo, el cual implica diferentes
cambios bioquimicos en hemolinfa y en varios tejidos (Pinoni y Lépez Mafianes, 2008a,
b, 2009; Romano y Zeng, 2012; Michiels et al., 2013, 2015a; Pinoni et al., 2013,
2015a). N. granulata de la laguna costera de Mar Chiquita, se comporta como
hiper/hiporregulador, ya que exhibe valores de osmolaridad de la hemolinfa por encima
y por debajo de la del correspondiente medio externo en individuos mantenidos a 10 y
37%o de salinidad, respectivamente, mientras que osmoconforman a 35%. (LOpez
Mafanes et al., 2000; Schleich et al., 2001; Pinoni et al., 2005; Pinoni y LOpez
Marnanes, 2009; Asaro et al., 2011a; Pinoni et al., 2013; Michiels et al., 2015a; presente
capitulo). ElI mayor nivel de expresion (alrededor del 300%) y el incremento
concomitante (alrededor del 216%) de la actividad total de a-amilasa en hepatopancreas
de N. granulata mantenidos en 37%o de salinidad comparado con individuos mantenidos
en 35%o0 (osmoconformacion) sugiere que la modulacion a nivel molecular de a-amilasa
(expresidn genética) es un componente involucrado en la respuesta a alta salinidad en
condiciones de hiporregulacion. Por otro lado, el analisis por zimograma, sugiere que la
respuesta a alta salinidad no implicaria cambios en el perfil de formas de a-amilasa. En
este contexto, queda por investigar si el incremento de la actividad total de a-amilasa en
hepatopancreas observado en 37%o de salinidad estaria relacionado con la modulacién a
otros niveles (ej. nivel traduccional y/o postraduccional). Un gen de a-amilasa sensible
a ecdisteroide se ha identificado en hepatopancreas de cangrejo rojo de rio Procambarus
clarkii (Peng et al., 2015). Si en individuos de N. granulata mantenidos a 37%o. de

salinidad, el incremento en la expresion y actividad total de a-amilasa en
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hepatopancreas estd relacionado con una capacidad digestiva diferencial para la
degradacion de almidon y/o glucdgeno lo cual permitiria el mantenimiento de la
homeostasis de glucosa en condiciones de hiporregulacion requiere mayor
investigacion.

El hecho que, en hepatopancreas de individuos de N. granulata mantenidos a
10%o de salinidad (condicion de hiper-regulacion), no se observaron cambios a nivel del
ARNmM de a-amilasa soportaria la idea de la existencia de ajustes diferenciales y
especificos a nivel molecular en relacion a la condicion osmorregulatoria. Sin embargo,
la existencia de una forma extra con actividad amilolitica de 30 kDa revelada por
zimograma, sugiere la posible regulacion post-transcripcional de esta enzima (ej.
glicosilacion, Rodriguez-Viera et al., 2016) que podria asociarse con el mantenimiento
de la actividad total de a-amilasa en hepatopancreas de N. granulata en condiciones de
hiperregulacion (10%. de salinidad). En el trabajo de Rodriguez-Viera et al., 2016 se ha
sugerido el rol digestivo de diferentes formas de a-amilasa en hepatopancreas de la
langosta P. argus que permitirian una variacion en la especificidad de digestion de
almidon y/o glucdgeno. Sin embargo, se desconoce aun si las diferentes formas de a-
amilasa en hepatopancreas de N. granulata presentan diferente capacidad hidrolitica.

En diferentes especies de crustaceos, se ha demostrado que la regulacion de
tripsina ocurre a diferentes niveles incluyendo el transcripcional y/o traduccional
(Muhlia-Almazan et al., 2008; Perera et al., 2015). Perera et al., (2012b) mostraron que
diferentes isoformas de tripsina de la langosta P. argus son reguladas
transcripcionalmente por la dieta. En Daphnia magna, se observd una expresion
diferencial de diversas isoformas de tripsina en respuesta a inhibidores de proteasas en
la dieta (Schwarzenberger et al., 2010). Los resultados del presente capitulo muestran

que los niveles de expresion de ARNm de las isoformas 1 y 2 de tripsina en
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hepatopancreas de N. granulata parecen estar diferencialmente afectados por baja
(10%0) vy alta salinidad (37%o). Similarmente a lo observado para la expresion de a-
amilasa, el aumento de la expresion de ARNm de tripsina 1 en alta salinidad (37%o),
mientras que no se observaron cambios a 10%, sustenta ain mas la idea de la existencia
de ajustes digestivos diferenciales (ej. digestiébn de carbohidratos y proteinas) en
condiciones de hiper e hiporregulacion. Por otro lado, la disminucion de la expresion de
tripsina 2 en individuos mantenidos a baja y alta salinidad, sugiere la existencia de
mecanismos especificos de regulacién de las diferentes isoformas de tripsina a nivel
transcripcional en hepatopancreas de N. granulata en relacion a la salinidad ambiental.
La regulacion diferencial de la expresion de tripsina 1 y 2 en baja y alta salinidad
sugiere la existencia de roles fisiologicos diferenciales de las distintas isoformas de
tripsina en relacion a la adaptacion bioquimica a la salinidad. Ademas, el hecho que la
actividad total de tripsina no fue afectada por la salinidad ambiental en ningin caso,
permite sugerir que cambios cualitativos de la enzima (ej. diferentes isoformas que
representan la actividad total de tripsina) pueden ocurrir en relacion a la exposicion a
baja y alta salinidad. En este sentido, se demostré que en la langosta P. argus, exhibe
diversas isoformas de tripsina con diferentes propiedades cataliticas o especificidad (e;.
diferencias en la eficiencia de digestion) (Perera et al., 2010b).

En conclusion, los resultados muestran una modulacion diferencial por baja y
alta salinidad de la expresion, nimero de formas y en la actividad total de a-amilasa en
hepatopancreas de N. granulata, asi como, en la expresion de las isoformas y actividad
total de tripsina, sugiriendo la existencia de mecanismos de regulacién a diferentes
niveles que podria conducir a ajustes digestivos diferenciales en relacion a la hiper-

hipo-regulacion.
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Capitulo 4:

Flexibilidad fenotipica en respuesta a baja y
alta salinidad luego de la ingesta de alimento:
actividad de carbohidrasas, glucégeno y glucosa
libre en organos de reserva en Neohelice

granulata
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Introduccion

En crustaceos decapodos y particularmente en cangrejos eurihalinos los
mecanismos involucrados en la adaptacion bioquimica a baja y alta salinidad desde una
perspectiva metabolica no estan aun totalmente comprendidos (McNamara y Faria,
2012; Romano y Zeng, 2012; Larsen et al., 2014; capitulo 3 presente tesis). En varias
especies de crustaceos, se ha demostrado que puede ocurrir una reorganizacion
metabdlica diferencial (ej. modulacién de actividad de enzimas digestivas y/o
movilizacion de reservas de energia) en relacion al tipo y grado de desafio osmético.
Diferentes niveles de actividad y/o modulacién de enzimas digestivas especificas en el
hepatopancreas se han relacionado con la posibilidad de una disponibilidad diferencial
de sustratos de energia en relacion a la salinidad ambiental (Li et al., 2008; Romano y
Zeng., 2012; Pinoni et al., 2013; Wang et al., 2013; Michiels et al., 2015a; capitulo 3
presente tesis). La existencia de respuestas a distintos niveles (molecular y/o
bioguimico) de carbohidrasas (o-amilasa, maltasa y sacarasa) en hepatopancreas y/o
movilizacion de reservas en el cangrejo eurihalino Nehoelice granulata expuesto a
condiciones de baja y alta salinidad sugiriere la existencia de ajustes diferenciales en el
metabolismo de hidratos de carbono en relacion a la hiper e hiporregulacion (Asaro et
al., 2011a; Pinoni et al., 2013; capitulo 3 presente tesis).

Por otra parte, trabajos realizados en diferentes cangrejos eurihalinos, indican
que mas que la habilidad osmorregulatoria sola, la habilidad para enfrentar las
demandas concomitantes de la osmorregulacion y de los procesos digestivos y
absortivos permitiendoa cangrejos hiperreguladores explotar o persistir en areas de baja
salinidad (Curtis y McGaw, 2010; Curtis et al., 2013; Penney et al., 2016). La

modulacién diferencial luego de la ingesta de alimento de la actividad de lipasa, N-
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aminopeptidasa (APN) y proteolitica total y/o en el contenido de triglicéridos y
proteinas en relacion a la hiper/hiporregulacién sugiere la existencia de ajustes
diferenciales post-prandiales en la dindmica y el patron de modulacién de componentes
involucrados en el metabolismo lipidico y proteico (Michiels, 2015). En este contexto,
el objetivo del presente capitulo fue determinar la capacidad osmorregulatoria, la
actividad de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa y sacarasa) en hepatopancreas, y el
contenido de glucdgeno y glucosa libre en érganos de reserva (hepatopancreas, musculo
de la quela y branquias anteriores y posteriores) a diferentes tiempos luego de la ingesta
de alimento en baja (10%) y alta (37%.) salinidad en diferentes estados
osmorregulatorios (L6pez Mananes et al., 2000; Asaro et al., 2011a; Pinoni et al., 2013;

Michiels, 2015; Michiels et al., 2015a; capitulo 1 y 3 presente tesis).

Materiales y Métodos

Captura y mantenimiento de los animales

Los animales fueron capturados y mantenidos durante 13 dias en las condiciones
especificadas en materiales y métodos del capitulo 3. Luego de este periodo, los
individuos fueron alimentados individualmente. El tiempo cero se tomd cuando la
cantidad total de alimento ofrecido fue ingerida (lo que tom6 como méaximo 5 minutos).
Los individuos fueron crioanestesiados a tiempo cero o a diferentes tiempos luego de la
ingesta de alimento para realizar las correspondientes determinaciones. Se utiliz6 entre

4-10 individuos para cada condicién.
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Preparacion de muestras

Los cangrejos se crioanestesiaron durante 20 minutos en hielo, luego se pesaron
y midieron. Posteriormente se extirpd el hepatopancreas, musculo de quela, branquias
anteriores (1-5) y posteriores (6-8) (LOpez Mafanes et al., 2000) y se pesaron
inmediatamente. Después de pesar las branquias anteriores Yy posteriores,
hepatopancreas y musculo de la quela, se utilizaron inmediatamente en preparar los
correspondientes homogenatos. El extracto de hepatopancreas se preparé segin lo
descripto en el capitulo 1. EI masculo de la quela se homogeneizé en buffer (0,25 M
sacarasa/0,5 mM EGTA-Tris, pH 7,4) (8 mL x g™ de tejido) en homogeneizador CAT,
herramienta T10 en hielo. EI homogenato se fraccioné en alicuotas de 400 pl y se
almacend a -20°C. Las branquias anteriores y posteriores se colocaron en medio de
homogeneizacion (0,25 M sacarosa/0,5 mM EGTA-Tris, pH 7,4) (4 mL x g™ de tejido)
y se homogeneizaron en hielo con 20 golpes en homogeneizador manual Potter-
Elvehjem, (1700 rpm). El homogenato se centrifugd a 2000 g (IEC-Centra 7R

refrigerada) durante 5 minutos.

Osmolalidad de la hemolinfa

La osmolalidad de la hemolinfa se determin6é segin materiales y métodos del
capitulo 1. Asaro et al., 2011; Pinoni et al., 2013) y en condiciones de baja (10%0) Yy
alta (37%o0) salinidad. La capacidad osmorregulatoria, se calculé como la diferencia
entre el valor de la osmolalidad de la hemolinfa y el valor de osmolalidad del
correspondiente medio externo. Esta es una herramienta cominmente utilizada para
evaluar la perfomance osmorregulatoria (Charmantier et al., 1989; Lignot et al., 2000;
Charmantier y Anger., 2011).
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Determinacion de las actividades enzimaticas

La actividad de a-amilasa se determind segun materiales y métodos de capitulo

Las actividades de maltasa y sacarasa fueron medidas colorimétricamente a
través de la cantidad de glucosa liberada (del Valle y Lopez Mafianes, 2008; Asaro et
al., 2011a). La reaccion se inici6 con la adicién de una alicuota adecuada de la
correspondiente muestra (zona de linealidad de la curva de actividad vs concentracion
de proteinas) a una mezcla de reaccion que contenia el correspondiente sustrato
(maltosa o sacarosa) 28 mM en buffer maleato 0,1 M/OHNa pH 5,2 a 37°C. Luego de la
incubacion durante 10 min, la reaccion se detuvo por adicion de 1,5 ml del reactivo de
glicemia (glucosa oxidada 10 kU/I, peroxidasa 1 kU/Il, 4-aminofenazona 0,5 mmol/l,
fosfatos 100 mmol/l pH 7,0 e hidroxibenzoato 12 mmol/l) (Wiener Lab AA). Después
de 5 min a 37°C, se cuantificd la cantidad de glucosa liberada por lectura de
absorbancia en 505 nm del complejo quinonimina rojo formado. La actividad de

disacaridasas se expresé como pg glucosa x min™ x mg de proteina ™.

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind segun lo descripto en la seccién de

materiales y métodos de capitulo 1.

Determinacion de la concentracion de glucégeno v glucosa libre

La concentracion de glucdgeno se determind segun Pinoni et al., (2011). La

correspondiente muestra se calent6 haste el punto de ebullision y se mantivo asi durante

78| Pagina



4 min y luego se incub6 en buffer acetato (pH 4,8) (1:2) en ausencia y presencia de 0,2
mg x ml™* de o-amiloglucosidasa durante 2,5 horas a 55°C. Luego de la incubacién se
determind colorimétricamente la concentracion de glucosa mediante el Kit para
glicemia enzimética (Wiener-Lab AA). La concentracion de glucosa libre se determind
a partir del tratamiento en ausencia de a-amiloglucosidasa. La concentracion de
glucdgeno se calculé como la diferencia entre los ensayos con y sin a-amiloglucosidasa.
La concentracion de glucégeno y de glucosa libre se expresaron como mg glucosa X ¢

tejido™.

Andalisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico Sigma-Stat 3.0
para el sistema operativo Windows, que realiza automaticamente una prueba previa para
la igualdad de varianza y normalidad.

El posible efecto de cambios de la salinidad luego de la ingesta de alimento
sobre la capacidad osmoregulatoria, actividad de a-amilasa, maltasa y sacarasa,
concentracion de glucogeno o glucosa libre en los diferentes 6rganos de reserva, fue
analizada con el test paramétrico (ANOVA) o no paramétrico (Kruskal-Wallis). Para
estimar las diferencias a los diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento con
respecto al tiempo cero se utilizo el test a posteriori (Holm-Sidak o Dunn).

Un p < 0,05 fue considerado significativo.
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Resultados

Capacidad osmorregulatoria en baja vy alta salinidad a tiempo ceroy a

diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento

La capacidad hiperregulatoria se mantuvo a distintos tiempos (2-72 h)luego de la
ingesta de alimento con respecto al tiempo cero en individuos mantenidos a 10%o (H:
9,55; p: 0,089) (Figura 4.1A).

Similarmente a lo observado a 10%., en individuos mantenidos a 37%. la
capacidad hiporregulatoria se mantuvo luego de la ingesta de alimento a los distintos

tiempos estudiados (2-48h) (F: 0,828; p: 0,51) (Figura 4.1B).
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Figura 4.1.- Capacidad osmorregulatoria a tiempo cero y a diferentes tiempos luego de la
ingesta de alimento en individuos de Neohelice granulata mantenidos a 10 y 37%o de salinidad.

Los valores son las medias £ E.S. para 5 individuos.
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Actividad de carbohidrasas en hepatopancreas luego de la ingesta de

alimento en diferentes condiciones de salinidad

Actividad de a-amilasa

En 35%0 de salinidad, (condicion de osmoconformacién) la actividad de o-
amilasa 24 h luego de la ingesta de alimento fue similar al valor a tiempo cero mientras
que a las 48 h fue menor (alrededor de 28%) y se mantuvo constante a las 72 h (F:5.48;
p: 0,009) (Figura 4.2A).

En individuos mantenidos a 10%o de salinidad, la actividad de a-amilasa a 2, 4,
24, 48 y 72 h luego de la ingesta de alimento fue similar a la actividad a tiempo cero (F:
2,18; p: 0,07) (Figura 4.2B).

Similarmente a lo descripto en individuos mantenidos a baja salinidad, la
actividad de o-amilasa a 37%o0 de salinidad fue similar al valor a tiempo cero y los

distintos tiempos luego de la ingesta (2-48 h) (H: 8,58; p: 0,07) (Figura 4.2C).
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Figura 4.2.- Actividad de a-amilasa en hepatopancreas a tiempo cero (t=0) y a diferentes
tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a 35%o de
salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37 %o) salinidad. * Indica diferencias
significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los valores son las

medias * E.S. para 4-5 individuos.

Actividad de maltasa

Los cangrejos mantenidos a 35%o de salinidad, tuvieron la actividad de maltasa a

las 24 h luego de la ingesta de alimento de manera similar al valor correspondiente al
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tiempo cero mientras que a las 48 h fue menor (alrededor de 28%).Este se mantuvo
constante hasta las 72 h (F: 12,92; p <0,001) (Figura 4.3A).

Los valores de actividad de maltasa obtenidos de los cangrejos mantenidos a
10%o y 37%o de salinidad, fueron significativamente similares al valor a tiempo cero (H:

4,88; p: 0,43) (F: 1,94; p: 0,14) (Figura4.3 By C).
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Figura 4.3.- Actividad de maltasa en hepatopancreas a tiempo cero (t=0) y a diferentes tiempos
luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a 35%o de salinidad
(osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37 %o) salinidad. * Indica diferencias significativas
con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S.

para 4-5 individuos.
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Actividad de sacarasa

En individuos mantenidos a 35%. de salinidad, la actividad de sacarasa en
hepatopancreas fue similar a los distintos tiempos luego de ingesta de alimento con
respecto al valor a tiempo cero (F: 0,60; p: 0,62) (Figura 4.4A).

En 10%. de salinidad, la actividad de sacarasa 2 h luego de la ingesta de
alimento fue similar al valor a tiempo cero. A las 4 h, la actividad de sacarasa fue menor
(alrededor de 21%). A las 24 h la actividad se incrementd hasta valores similares al
tiempo cero y se mantuvo a las 48 h luego de la ingesta. A las 72 h fue
aproximadamente un 208% mayor que la actividad a tiempo cero (F: 0,84; p: 0,49)
(Figura 4.4B).

En 37%o. de salinidad, la actividad de sacarasa en hepatopancreas fue similar a
los distintos tiempos luego de ingesta de alimento con respecto al valor a tiempo cero

(F: 1,39; p: 0,27) (Figura 4.4C).
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Figura 4.4.- Actividad de sacarasa en hepatopancreas a tiempo cero (t=0) y a diferentes tiempos
luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a 35%o de salinidad
(osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. * Indica diferencias significativas
con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S.

para 4-5 individuos.
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Contenido de glucogeno y glucosa libre en hepatopancreas luego de la

ingesta de alimento en diferentes condiciones de salinidad

Glucogeno

En individuos expuestos a 35%. de salinidad, la concentracién de glucégeno en
hepatopancreas fue similar a los tiempos estudiados luego de la ingesta de alimento con
respecto a tiempo cero (H: 2,71; p: 0,43) (Figura 4.5A)

En condiciones de baja salinidad (10%o), la concentracion de glucégeno en
hepatopancreas fue similar a los tiempos estudiados luego de la ingesta de alimento con
respecto a tiempo cero (F: 1,81; p: 0,13) (Figura 4.5B).

En individuos mantenidos en 37%o. de salinidad, se observé una disminucién en la
concentracion de glucdgeno en hepatopancreas luego de 24 h de la ingesta de alimento
(alrededor de 30%). Mientras que a las 48 h se produjo un aumento en la concentracion
de glucogeno alcanzando valores similares a tiempo cero (F: 3,62; p: 0,25) (Figura

4.5C).
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Figura 4.5.- Concentracion de glucégeno en hepatopancreas 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 (osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37 %o) salinidad. * Indica diferencias
significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los valores son las

medias * E.S. para 4-10 individuos.

Glucosa libre

En condiciones de osmoconformacion (35%o), la concentracion de glucosa libre en
hepatopancreas fue similar a los diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento con

respecto al valor a tiempo cero (F: 3,42; p:0,04) (Figura 4.6A).
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En individuos expuestos a 10%. de salinidad, la concentracion de glucosa libre en
hepatopancreas fue similar a las 2, 4 y 24 h con respecto al tiempo cero. Mientras que a
las 48 y 72 h luego de la ingesta de alimento fue menor (alrededor de un 49%) con
respecto a la concentracion a tiempo cero (F:3,0; p:0,02) (Figura 4.6B).

En individuos mantenidos a alta salinidad (37%o), la concentracién de glucosa
libre en hepatopancreas a las 2 y 4 h luego de la ingesta fue similar a la del tiempo cero.
A las 24 h luego de la ingesta de alimento fue menor (alrededor de 45%) que la
concentracion a tiempo cero. Posteriormente, se produjo un aumento en la
concentracion de glucosa libre en hepatopancreas alcanzando a las 48 h valores mayores

que a tiempo cero (F: 5,21; p: 0,006) (Figura 4.6C).
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Figura 4.6.- Concentracion de glucosa libre en hepatopancreas a tiempo cero (t=0) y a
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a
35%0 de salinidad (osmoconformacién) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. * Indica
diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los

valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.

Contenido de glucogeno y glucosa libre en musculo de la quela luego de la

ingesta de alimento en diferentes condiciones de salinidad
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Glucogeno

En individuos expuestos a 35%0 0 a baja (10%o) y alta (37%o) salinidad, no se
encontraron diferencias significativas en la concentracion de glucégeno en masculo de
la quela a ninguno de los tiempos estudiados luego de la ingesta de alimento con
respecto al valor a tiempo cero (F: 1,56; p: 0,24) (H: 5,33; p: 0,37) (F: 1,57; p: 0,22)

(Figura 4.7A).
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Figura 4.7.- Concentracion de glucdégeno en musculo 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%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. Los valores son

las medias + E.S. para 4-10 individuos.

Glucosa libre

En individuos expuestos a 35%0,10%0 y 37%o salinidad, la concentracion de glucosa

libre en musculo de la quela fue similar a los distintos tiempos estudiados luego de la
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ingesta de alimento con respecto al valor a tiempo cero (F: 1,25; p:0,32) (F: 2,27; p:

0,06) (F: 1,48; p: 0,24) (Figura 4.8).
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Figura 4.8.- Concentracion de glucosa libre en musculo 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%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. Los valores son

las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Contenido de glucogeno y glucosa libre en branquias anteriores luego de la

ingesta de alimento en diferentes condiciones de salinidad

Glucogeno

En 35%o de salinidad, la concentracion de glucégeno en branquias anteriores fue
similar a los diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento con respecto al valor a
tiempo cero (F: 1,33; p: 0,29) (Figura 4.9A).

En 10%o de salinidad, la concentracion de glucégeno en branquias anteriores fue
similar a las 2 h pero fue menor a las 4 y 24 h luego de la ingesta de alimento con
respecto al valor a tiempo cero. A las 48 h, la concentracion de glucdgeno subié hasta
valores similares a tiempo cero y se mantuvo constante hasta las 72 h (F: 2,55; p: 0,04)
(Figura 4.9B).

En 37%o de salinidad, no hubo diferencias en la concentracion de glucégeno en
branquias anteriores a los distintos tiempos estudiados luego de la ingesta de alimento

con respecto al valor a tiempo cero (F: 1,81; p: 0,16) (Figura 4.9C).
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Figura 4.9.- Concentracién de glucdgeno en branquias anteriores a tiempo cero (t=0) y a
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a
35%0 de salinidad (osmoconformacién) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. * Indica
diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los

valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.

Glucosa libre

En individuos expuestos a 35%o0 ,10%0 y 37%o salinidad la concentracion de
glucosa libre en branquias anteriores fue similar a los tiempos estudiados luego de la
ingesta de alimento con respecto al valor a tiempo cero (F: 0,64; p: 0,59) (H: 3,46; p:

0,62) (F: 0,76; p: 0,55) (Figura 4.10).
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Figura 4.10.- Concentracion de glucosa libre en branquias anteriores a tiempo cero (t=0) y a
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a
35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. Los valores son

las medias + E.S. para 4-10 individuos.

Contenido de glucogeno y glucosa libre en branquias posteriores luego de la

ingesta de alimento en diferentes condiciones de salinidad

Glucogeno
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En individuos expuestos a 35%o, 10%0 y 37%o salinidad, la concentracién de glucégeno
en branquias posteriores fue similar a los distintos tiempos estudiados luego de la
ingesta de alimento con respecto al valor a tiempo cero (F: 6.78; p:0,62) (H: 8,72; p:

0,12) (H: 3,44, p:0, 48) (Figura 4.11).
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Figura 4.11.- Concentracion de glucdgeno en branquias posteriores a tiempo cero (t=0) y a
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a
35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. Los valores son

las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Glucosa libre

En individuos expuestos a 35%0 y a baja (10%0) y alta (37%0) salinidad la
concentracion de glucosa libre en branquias posteriores fue similar a los s tiempos
estudiados luego de la ingesta de alimento con respecto al valor a tiempo cero (H: 9,51;

p:0,02) (H: 13,15; p: 0,02) (H: 4,45; p: 0,34) (Figura 4.12).
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Figura 4.12.- Concentracion de glucosa libre en branquias posteriores a tiempo cero (t=0) y a
diferentes tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata mantenidos a
35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o) y alta (37%o) salinidad. Los valores son

las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Discusidn

Los individuos de Neohelicie granulata de la zona de planicie de mareas de la
laguna costera de Mar Chiquita exhiben una modulacién diferencial a diferentes
tiempos post-ingesta en condiciones de hiper/hiporregulacion de la actividad de o-
amilasa, maltasa y sacarasa en hepatopancreas, del contenido de glucdgeno y glucosa
libre en hepatopancreas y de la concentracién de glucégeno en branquias anteriores
sugiriendo la existencia de diferentes ajustes post-prandiales en componentes del
metabolismo de hidratos de carbono en relacién al estado osmorregulatorio.

En cangrejos hiperreguladores, se ha sugerido que mas que la habilidad
osmorregulatoria sola, la habilidad para enfrentar las demandas concomitantes de la
osmorregulacion y de los procesos digestivos y absortivos permitiria explotar o persistir
en areas de baja salinidad (Curtis y McGaw, 2010; Curtis et al., 2013; Penney et al.,
2016). Asi, se ha descripto que cangrejos hiperreguladores débiles con una distribucion
0 permanencia limitada en areas con valores extremos de baja salinidad, no son capaces
de balancear las demandas conjuntas de la hiperregulacion y la digestion (Curtis y
McGaw, 2010). En este contexto, el hecho que las capacidades hiper/hiporregulatorias
se mantuvieran en valores similares luego de la ingesta de alimento, podria relacionarse
con que N. granulata es un osmorregulador fuerte (Curtis y McGaw, 2010) y con su
ocupacion exitosa en diferentes zonas de todo el intermareal de la laguna costera de Mar
Chiquita como sugerimos previamente (Michiels, 2015).

En hepatopancreas de N. granulata expuestos a condiciones de baja (10%.) y alta
salinidad (37%0) y en condiciones de osmoconformacion (35%.) se determind la
existencia de modulacion diferencial post-prandial en la actividad de lipasa, proteolitica

total y APN, asi como también, una movilizacion diferencial de reservas de energia
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(triglicéridos y proteinas), sugiriendo la existencia de ajustes digestivos y metabdlicos
post-ingesta relacionados con el mantenimiento de la homeostasis de lipidos y proteinas
en relacion con el estado osmorregulatorio (Michiels, 2015). En varias especies de
crustaceos decépodos, los hidratos de carbono son una fuente importante de energia
para diferentes procesos fisioldégicos (Sanchez-Paz et al., 2006; Arturo et al., 2007;
Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et al., 2016 a, b). Asi, la existencia, nivel y/o
modulacién de la actividad de carbohidrasas clave en hepatopancreas juegan un rol
esencial en el metabolismo de hidratos de carbono (Saborowski, 2015; Wang et al.,
2016a). En crustaceos decapodos, el glucogeno constituye la principal reserva de
hidratos de carbono, aunque los sitios de almacenamiento varian segin la especie y/o
factores internos o externos (Schmitt y Santos, 1993; Vinagre y Da Silva, 1992; Oliveira
et al., 2003; Sanchez-Paz et al., 2006; Buckup et al. 2008; Pinoni et al., 2013; Bianchini
et al., 2008; Jimenez y Kinsey, 2015). En individuos de N. granulata mantenidos a largo
plazo a baja y alta salinidad, se observé una modulacion diferencial de la expresion y/o
actividad de a-amilasa, maltasa y sacarasa en hepatopancreas y del contenido de
glucdgeno y/o glucosa libre, lo que indicaria la presencia de ajustes diferenciales en
diferentes enzimas digestivas y/o contenidos de reserva en relacion a la
hiper/hiporregulacion (Asaro et al., 2011a; Pinoni et al., 2013; capitulo 3 presente tesis).
Como mencionamos anteriormente, el hepatopancreas es el sitio principal de sintesis de
enzimas digestivas y donde comienza y se lleva a cabo principalmente la digestion
intracelular y absorcion de nutrientes (Ceccaldi, 1989; Muhlia-Almazan y Garcia-
Carrefio, 2003; Ong y Johnston, 2006; Zeng et al., 2010; Wang et al., 2013; Ribeiro et
al., 2014; Saborowski, 2015; Sacristan et al., 2014, 2015,2016; Bibo-Verdugo et al.,
2015, 2016). Ademas en varias especies de crustaceos, se ha observado que el

hepatopancreas constituye un sitio de sintesis de macromoléculas (Mc Gaw y Curtis,
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2013; Carter y Mente, 2014; Penney et al., 2016). En este contexto, se ha determinado el
rol del hepatopancreas de N. granulata en procesos iniciales de absorcion y/o sintesis de
lipidos y proteinas luego de la ingesta de alimento (Michiels, 2015). Por otro lado,
demostramos la existencia de modulacion de la actividad intracelular de enzimas
digestivas en hepatopancreas de N. granulata y C. angulatus (Michiels, 2015).
Similarmente a lo observado previamente para las actividades de lipasa y proteolitica
total (Michiels, 2015), los resultados del presente capitulo muestran la disminucién
post-ingesta (48 y 72 h) de la actividad de a-amilasa y maltasa en hepatopancreas de
individuos de N. granulata mantenidos a 35%. de salinidad (condicion de
osmoconformacion). En tracto digestivo de vertebrados, la accion coordinada de a-
amilasa y maltasa es esencial para la digestion total de sustratos glucogénicos (Diaz-
Sotomayor et al., 2013; Lin et al., 2012, 2014, 2016; Dhital et al., 2013; Simsek et al.,
2015). La forma de mayor actividad de a-amilasa parcialmente purificada de
hepatopancreas de N. granulata exhibe capacidad de degradar glucogeno (capitulo 1).
En este contexto, la disminucion de la actividad de a-amilasa y maltasa luego de la
ingesta de alimento podria relacionarse con el mantenimiento de la concentracion de
glucdgeno y glucosa libre en hepatopancreas en condiciones de osmoconformacion. El
mantenimiento de la actividad de sacarasa luego de la ingesta de alimento a 35%. de
salinidad, sugiere por un lado la existencia de modulacién diferencial post-ingesta de la
actividad de carbohidrasas en condiciones de osmoconformacion. Por el otro lado
sugiere el mantenimiento de la capacidad para la digestion de sacarosa y su potencial
uso como fuente de fructosa en este cangrejo. El conocimiento sobre los mecanismos de
absorcion y metabolismo de fructosa en invertebrados en general y en crustaceos

decapodos en particular es escaso y fragmentario. En hepatopancreas de la langosta
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Homarus americanus se ha identificado un transportador de fructosa dependiente de
Na* (Ahearn et al., 1985; Sterling et al., 2009; Obi et al., 2011; Duka y Ahearn, 2014).

El musculo de la quela y las branquias anteriores y posteriores constituyen sitios
de almacenamiento de glucégeno en N. granulata (Artillo et al., 2008; Pinoni et al.,
2011, 2013). El hecho que no se produjeron variaciones en el contenido de glucégeno y
glucosa libre en masculo de la quela y branquias anteriores y posteriores luego de la
ingesta de alimento en 35%o de salinidad indica que no ocurriria una modulacion a largo
plazo post-ingesta de estas reservas en condiciones de osmoconformacion. Esto difiere a
lo observado para las reservas de proteinas y triglicéridos (Michiels, 2015) soportando
la idea de la existencia de ajustes diferenciales en componentes del metabolismo de
proteinas, lipidos e hidratos de carbono en individuos de N. granulata de la laguna
costera de Mar Chiquita (Pinoni et al., 2013).

En N. granulata la modulacion diferencial de enzimas digestivas en
hepatopancreas y de reservas de energia (distintas reservas y/u 6rganos) es uno de los
componentes subyacentes a la adaptacion bioquimica a la salinidad ambiental, aunque la
respuestas parecen ser dependientes del tipo y grado de desafio osmoético (Asaro et al.,
2011a; Pinoni et al., 2013, 2015a; Michiels, 2015; Michiels et al., 2015a; capitulo 3
presente tesis). El hecho que contrariamente a lo observado en 35%. de salinidad, en
individuos de N. granulata luego de la ingesta de alimento en condiciones de baja y alta
salinidad no se produjeron cambios en las actividades de a-amilasa y maltasa, sugiere la
existencia de ajustes diferenciales en la dindmica post-ingesta de estas actividades en
hepatopancreas en relacion a la hiper/hiporregulacion. EI mantenimiento de la actividad
de a-amilasa y maltasa en condiciones de osmorregulacion podria relacionarse con una
distinta capacidad de degradacion de diferentes sustratos glucosidicos (ej. glucégeno) en

el hepatopancreas luego de la ingesta de alimento. Los resultados presentados en los
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capitulos 1 y 3 de la presente tesis muestran la existencia de diferentes formas de a-
amilasa en hepatopancreas de N. granulata y de una forma extra en baja salinidad.
Ademas, la forma con mayor actividad amilolitica parcialmente purificada del
hepatopancreas exhibe capacidad de hidrolizar glucégeno (capitulo 1 presente tesis).
Los resultados del presente capitulo no nos permiten discernir si la diferente respuesta
post-ingesta de la actividad total de a-amilasa en condiciones de osmorregulacion y
osmoconformacion podria deberse a una modulacion cuantitativa y/o cualitativa de
diferentes formas de a-amilasa (ej. formas de o-amilasa con distinta actividad
hidrolitica) que podrian tener una potencial capacidad diferencial para degradar
glucogeno. En este contexto, para establecer si el mantenimiento post-ingesta de la
concentracion de glucdgeno en hepatopancreas de N. granulata en baja salinidad (10%o)
se debe a una modulacion post-prandial de una actividad de o-amilasa con menor
capacidad hidrolitica para este sustrato se requiere mayor investigacion. La disminucion
de la concentracion de glucosa libre en hepatopancreas a las 48 y 72 h luego de la
ingesta de alimento podria soportar esta idea. Por otro lado, el desenso post-ingesta en
alta salinidad (37%o) de la concentracion de glucégeno y glucosa libre a las 24 h y
posterior aumento a las 48 h permite reconocer la existencia de ajustes diferenciales en
relacion a la hiporregulacion. La hipo e hiperregulacién, en cangrejos eurihalinos
parecen implicar diferentes mecanismos que podrian conducir a diferentes
requerimientos metabolicos (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 2012;
Gonzélez et al., 2012). Estudios en algunas especies de crustaceos muestran que las
rutas metabdlicas energéticas basicas son en gran parte similares a las de vertebrados
(Jimenez y Kinsey, 2015). La gluconeogénsesis es responsable de la sintesis de glucosa
y glucdgeno a partir de precursores no glucosidicos (Moon, 1988; Nery y Santos, 1993;

Jimenez y Kinsey, 2015). En este contexto, en hepatopancreas de N. granulata de otras

102 |Pagina



areas geograficas (Rio grande, Brasil) se ha determinado la existencia de vias
gluconeogénicas y su modulacién por diferentes factores (ej. grado y tipo de desafio
osmético, anoxia, dieta) (Oliveira y Da Silva, 1997; Olivera et al., 2001, 2004; Martins
etal., 2011).

Por otro lado, la precencia de una modulacion luego de la ingesta de alimento de
la actividad de sacarasa mantenidos a 10%o de salinidad, mientras que no se produjeron
cambios a 37%o de salinidad indicaria la existencia de una regulacién especifica de esta
actividad. Ademas, estos cambios podrian conducir a ajustes en el metabolismo de
fructosa en hiperregulacién. ElI metabolismo de la fructosa ha sido ampliamente
estudiado en mamiferos (Lanaspa et al., 2012; Mirtschink y Krek, 2016).

Las branguias anteriores juegan un importante rol en la adaptacion bioquimica a
baja y alta salinidad (L6pez Mafanes et al., 2000; Schleich et al., 2001; Artillo et al.,
2008; Pinoni et al., 2011, 2013; Gonzalez et al., 2012). La disminucion de la
concentracion de glucdgeno en branquias anteriores a las 4 y 24 h y su posterior
recuperacion a las 48 h luego de la ingesta de alimento en baja salinidad (Figura 4.10B),
sugiere la existencia de ajustes en diferentes mecanismos de regulacion de esta reserva
(utilizacion a corto plazo y posterior almacenamiento a largo plazo). Como
mencionamos anteriormente, el hepatopancreas constituye un sitio principal de
absorcion de nutrientes (ej. glucosa) (Verri et al., 2001; Saborowski, 2015; Wang et al.,
20164, b). La disminucion en el contenido de glucosa libre en hepatopancreas a las 48 h
post-ingesta (Figura 4.6B) concomitantemente con el aumento a las 48 h del contenido
de glucdgeno en branquias anteriores, sugeriria el rol del hepatopancreas como fuente
de glucosa para ser utilizada en los procesos de sintesis de glucégeno en otros tejidos.
Estudios in vitro en individuos de N. granulata de otras areas geograficas mostraron la

existencia de captacion de glucosa por las branquias (Kucharski et al., 2002; Valle et al.,
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2009). En mamiferos, la distribucién y/o captacion de glucosa por diferentes tejidos
depende de la existencia y eficiencia de diferentes transportadores de glucosa (ej. GLUT
y SGLT) en membrana plasmatica (Caccia et al., 2007; Wilson-O’Brien et al., 2010;
Chen et al., 2015; Mulukutla et al., 2016). Sin embargo, es escasa la informacion de la
existencia y mecanismos de estos transportadores en crusticeos decapodos (Verri et al.,
2001; Zhao y Keating, 2007; Obi et al., 2011, 2013; Duka y Ahearn, 2014; Wang et al.,
2016b; Martinez-Quintana et al., 2014, 2015, 2016). El hecho que no se observaron
cambios en la concentracion de glucégeno y/o glucosa libre en misculo de la quela y
branquias posteriores luego de la ingesta de alimento en individuos mantenidos a baja y
alta salinidad sugeriria la existencia de mecanismos de regulacion especificos en
branquias anteriores luego de la ingesta de alimento en condiciones de
hiper/hiporregulacion soportando aun mas la idea de ajustes metabdlicos diferenciales
en relacion al estado osmorregulatorio.

Resultados previos en nuestro laboratorio, mostraron la modulacién in vitro por
dopamina, glucagén y AMPc de la actividad de lipasa y por dopamina y AMPc del
contenido de triglicéridos en hepatopancreas de N. granulata que sugieren la existencia
de diferentes vias de regulacion por mensajeros quimicos de componentes a nivel
bioguimico del metabolismo lipidico (Michiels, 2015; Michiels et al., 2015b). En
individuos de N. granulata de Rio grande (Brasil) se demostrd que la serotonina (5-HT)
estaria involucrada en la regulacion del metabolismo de glucdgeno en distintos tejidos
de reserva a través de la union a diferentes tipo de receptores (5-HT; y 5-HT>) (Inohara
et al., 2015). En hepatopancreas de N. granulata se observé la liberacién in vitro por
glucagén de glucosa. En el cangrejo eurihalino Cyrtograpsus angulatus, demostramos la
modulacién diferencial del contenido de glucdgeno en diferentes 6rganos de reserva por

dopamina, histamina y serotonina (datos no publicados). En este contexto, si el nivel y/o
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ajustes diferenciales post-ingesta en las actividades de carbohidrasas y en el contenido
de glucdgeno y/o glucosa libre en drganos de reserva en diferentes condiciones de
salinidad estan relacionados con la existencia de mecanismos de modulacién por
mensajeros quimicos requiere mayor investigacion.

En conclusion, las diferentes respuestas en la actividad de carbohidrasas en
hepatopancreas y contenido de glucégeno y glucosa libre en diferentes sitios de reserva
a distintos tiempos luego de la ingesta de alimento en individuos de N. granulata
mantenidos a baja (10%o) y alta salinidad (37%o), indican la existencia de ajustes post-
prandiales en diferentes componentes principales del metabolismo de hidratos de
carbono a nivel bioquimico en relacion al diferente estado osmorregulatorio (hiper o

hiporregulacion).
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Capitulo 5:

Flexibilidad fenotipica digestiva y metabdlica en
respuesta a un cambio abrupto de alta a baja
salinidad: actividad de carbohidrasas, glucégeno
y glucosa libre en drganos de reserva en

Neohelice granulata
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Introduccion

Los cangrejos eurihalinos que habitan la zona de planicie de marea de estuarios
y/o lagunas costeras pueden estar expuestos frecuentemente a cambios abruptos a corto
plazo en la salinidad ambiental. Estos cambios abruptos en la salinidad pueden imponer
desafios osmoticos diferenciales y por ende implicar cambios a corto plazo en la
respuesta osmorregulatoria (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng, 2012; Leone et
al., 2015; Lignot y Charmantier, 2015). Se ha demostrado que varias especies de
cangrejos osmorreguladores son capaces de cambiar a corto plazo (< 24h) la condicion
osmorregulatoria en respuesta a modificaciones abruptas en la salinidad ambiental tales
como de agua de mar a baja salinidad (Romano y Zheng, 2012; Henry et al., 2012;
Havird et al., 2013, 2016; Larsen et al., 2014; Michiels, 2015). Estos cambios en la
respuesta osmorregulatoria implican variaciones diferenciales en componentes a nivel
bioguimico involucrados en mecanismos osmo-ionoregulatorios (Schleich et al., 2001;
Lopez Mafanes et al., 2002; Pinoni et al., 2005; McNamara y Faria, 2012; Romano y
Zheng, 2012; Henry et al., 2012; Havird et al., 2013, 2016; Larsen et al., 2014). Los
cambios a corto plazo en los componentes de la maquinaria osmorregulatoria podrian
implicar una reorganizacion metabdlica diferencial y especifica (Schleich et al., 2001;
Bianchini et al., 2008; Romano y Zeng, 2012; Mitchell y Henry, 2014; Michiels, 2015).
Individuos de Neohelice granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna costera
de Mar Chiquita mostraron la respuesta diferencial de distintas actividades enziméticas
en branquias y musculo de la quela lo que sugiere la existencia de ajustes a corto plazo
en relacion al cambio abrupto en el estado osmorregulatorio (Schleich et al., 2001;
Pinoni, 2009; Pinoni et al., 2005). Ademas, individuos de N. granulata mantenidos a

largo plazo a baja y alta salinidad, presentan una modulacion diferencial de enzimas
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digestivas y de reservas de energia sugiriendo la existencia de ajustes digestivos y
metabdlicos post-prandiales diferenciales y/o especificos en relacion al estado
osmorregulatorio (Michiels, 2015; capitulo 4 presente tesis). En este contexto, podria
especularse que un cambio abrupto de salinidad que implique diferentes respuestas
osmorregulatorias a corto plazo luego de la ingesta de alimento conducirian a ajustes
digestivos y metabdlicos a nivel bioguimico. En N. granulata se observé la existencia
de ajustes especificos post-ingesta de componentes del metabolismo lipidico y proteico
especificos en relacién a un cambio abrupto de alta a baja salinidad (Michiels, 2015).

En base a lo anteriormente expuesto, se planteo el siguiente objetivo: estudiar el
efecto de un cambio abrupto de alta a baja salinidad luego de la ingesta de alimento
sobre la actividad de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa y sacarasa) en hepatopancreas,
concentracion de glucosa en hemolinfa y el contenido de glucégeno y glucosa libre en

6rganos de reserva.

Materiales y métodos

Sitios de estudio y recoleccion de animales

Individuos de Neohelice granulata de la zona de planicie de mareas de la laguna
costera de Mar Chiquita fueron mantenidos en laboratorio durante 10 dias en 37%. de
salinidad como se describié en el capitulo 3. 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 que tomé como méaximo 5
minutos) los individuos fueron abruptamente transferidos a 10%o. de salinidad (tiempo

cero). Los individuos fueron crioanestesiados a tiempo cero y luego de 2, 4 y 24 h del
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cambio abrupto de salinidad para realizar las correspondientes determinaciones. Se

utilizaron entre 4 a 5 individuos por condicion.

Preparacion de muestras

Segun lo descripto en la seccion materiales y métodos del capitulo 3.

Osmolalidad de la hemolinfa

Se determind como fue descripto en el capitulo 3.

Determinacion de las actividades enzimaticas

Se realizd de acuerdo a lo descripto en el capitulo 3.

Determinacion de la concentracion de glucosa en hemolinfa

La concentracion de glucosa se midio en el suero inmediatamente después de la
extraccion y centrifugacion de la hemolinfa como se describi6é previamente (Pinoni et
al., 2011, 2013). Una alicuota adecuada de hemolinfa se incub6 con 1,5 ml del reactivo
para glicemia (Kit Wiener Lab AA). Luego de 5 min a 37°C, la cantidad de glucosa se
determiné mediante la lectura de la absorbancia en 505 nm del complejo quinona

coloreada. Los resultados se expresaron como mg glucosa x ml™.

Determinacion de la concentracion de glucégeno v glucosa libre

Se realizd de acuerdo a los descripto en los capitulo 3.
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Andalisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico Sigma-Stat 3.0
para el sistema operativo Windows, que realiza automéaticamente una prueba previa para
la igualdad de varianza y normalidad.

Las diferencias en la capacidad osmorregulatoria entre los distintos tiempos
luego del cambio abrupto se analizaron con el test no paramétrico (Kruskal-Wallis).

Las diferencias en la actividad de a-amilasa, maltasa y sacarasa en
hepatopancreas, glucosa en hemolinfa, glucégeno y glucosa libre en los diferentes
organos de reserva luego de cambio abrupto de salinidad fue analizada con el test
paramétrico (ANOVA) o no paramétrico (Kruskal-Wallis). Para estimar las diferencias
a los diferentes tiempos luego del cambio abrupto con respecto al tiempo cero se utilizd
el test a posteriori Holm-Sidak o Dunn.

Un p < 0,05 fue considerado significativo.

Resultados

Capacidad osmorregulatoria luego de un cambio abrupto de alta a baja

salinidad

Los individuos alimentados y mantenidos a 37%. (tiempo cero), presentaron
capacidad hiporregulatoria, mientras que los individuos alimentados y transferidos de
37 a 10%o0 exhibieron capacidad hiperregulatoria a los distintos tiempos luego de la
transferencia. No se encontraron diferencias significativas entre los valores de
capacidad osmorregulatoria registrados a los distintos tiempos luego del cambio abrupto

(H: 2,66; p: 0.26) (Figura 5.1).
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Figura 5.1.- Capacidad osmorregulatoria a diferentes tiempos luego de
un cambio abrupto desde alta (37%o) a baja (10%0) salinidad de
individuos de Neohelice granulata alimentados (tiempo cero) y
transferidos inmediatamente luego de la ingesta de alimento. Letras
iguales significan valores similares entre si. Los datos son la media +

E.S 5 individuos

Actividades de carbohidrasas en hepatopancreas lueqo de un cambio

abrupto de alta a baja salinidad

Actividad de a-amilasa

La actividad de a-amilasa a las 2 y 4 h luego del cambio abrupto de 37 a 10%. de
salinidad fue similar con respecto al correspondiente valor antes de la transferencia

(tiempo 0). A las 24 h luego del cambio abrupto de salinidad, la actividad de a-amilasa
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disminuy6 alrededor de un 66% con respecto al valor registrado antes de la

transferencia (F: 3,72; p: 0,03) (Figura 5.2).
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Figura 5.2.- Actividad de a-amilasa en hepatopancreas a diferentes
tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%o) a baja (10%o)
salinidad de individuos de N. granulata alimentados (tiempo cero) y
transferidos inmediatamente luego de la ingesta de alimento. Los
datos son la media + E.S 4-5 individuos. * Indica diferente del valor a

tiempo cero (p < 0,05).

Actividad de maltasa

La actividad de maltasa luego de 2 y 4 h del cambio abrupto de salinidad se
mantuvo en valores similares a los registrados antes de la transferencia. A las 24 h, la
actividad disminuy6 aproximadamente un 78% con respecto a la actividad a tiempo cero

(F: 5,19; p: 0,012) (Figura 5.3).
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Figura 5.3.- Actividad de maltasa en hepatopancreas a diferentes
tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%o) a baja (10%o)
salinidad de individuos de N. granulata alimentados (tiempo cero) y
transferidos inmediatamente luego de la ingesta de alimento. Los
datos son la media = E.S 4-5 individuos. * Indica diferente del valor

a tiempo cero (p < 0,05).

Actividad de sacarasa

A las 2 y 4 h luego de la transferencia desde alta a baja salinidad los individuos
exhibieron una actividad de sacarasa similar a la registrada antes de la transferencia. A
las 24 h luego del cambio la actividad disminuyé alrededor de un 67% con respecto a

tiempo cero (F: 4,20; p: 0,02) (Figura 5.4).
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Figura 5.4.- Actividad de sacarasa en hepatopancreas a diferentes
tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%.) a baja
(10%o) salinidad de individuos de N. granulata alimentados
(tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego de la ingesta de
alimento. Los datos son la media + E.S 4-5 individuos. * Indica

diferente del valor a tiempo cero (p < 0,05).

Concentracion de glucosa en hemolinfa luego de un cambio abrupto de alta

a baja salinidad

La concentracion de glucosa en hemolinfa fue similar a los distintos tiempos
luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la concentracién a

tiempo cero (F: 1,15; p: 0,36) (Figura 5.5).
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Figura. 5.5.- Concentracion de glucosa en hemolinfa (HL) a
diferentes tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%o) a
baja (10%o) 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 3-4 individuos.

Concentracion de glucégeno vy glucosa libre en érganos de reserva luego de

un cambio abrupto de alta a baja salinidad

Hepatopancreas

La concentracion de glucégeno en hepatopancreas fue similar a los distintos
tiempos luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la

concentracion a tiempo cero (F: 1,11; p: 0,37) (Figura 5.6A)
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La concentracién de glucosa libre en hepatopancreas fue similar a los distintos
tiempos luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la

concentracion a tiempo cero (F: 1,02; p: 0,41) (Figura 5.6B).

A B

o 201 20+

c

]

=4 R

S 154 v 5 157

S 3 ST

s g = =

= . (@]

5ol 5 2 109

g X © =

T o 2o

£& 5 © o 54

8 E

c

]

O CI 1 1 1 1 1 1 1 C 1 1 1 1 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24 2 0 4 8 12 16 20 24 2

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 5.6.- Concentracion de glucogeno (A) y glucosa libre (B) en hepatopancreas a diferentes
tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%o) a baja (10%o.) 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 4- 5 individuos.

Musculo

La concentracion de glucégeno en musculo de la quela fue similar a los distintos
tiempos luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la
concentracion a tiempo cero (F: 0,84; p: 0,49) (Figura 5.7A).

La concentracion de glucosa libre en musculo de la quela fue similar a los
distintos tiempos luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la

concentracion a tiempo cero (F: 1,89; p: 0,17) (Figura 5.7B).
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Figura 5.7.- Concentracion de glucogeno (A) y glucosa libre (B) en masculo a diferentes
tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%o) a baja (10%o.) 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 4-5 individuos.

Branguias anteriores

La concentracion de glucdgeno en branquias anteriores fue similar a los distintos
tiempos luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la
concentracion a tiempo cero (F: 2,59; p: 0,09) (Figura 5.8A).

La concentracion de glucosa libre en branquias anteriores fue similar a los
distintos tiempos luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la

concentracion a tiempo cero (H: 12,25; p: 0,007) (Figura 5.8B).
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Figura 5.8.- Concentraciéon de glucégeno (A) y glucosa libre (B) en branquias anteriores a
diferentes tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%o) a baja (10%o0) 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 4-5 individuos.

Branquias posteriores

A las 2 h después del cambio abrupto no se observaron diferencias significativas
en la concentracion de glucégeno. A las 4 h la concentracion de glucdgeno fue menor
(alrededor de 50%) con respecto al tiempo 0. Posteriormente, se produjo un aumento en
la concentracion de glucégeno siendo a las 24 h 46% mayor que a tiempo cero (F: 8,93;
p: 0,001) (Figura 5.9A).

La concentracion de glucosa libre en branquias posteriores fue similar a los
distintos tiempos luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad con respecto a la

concentracion a tiempo cero (F: 1,15; p: 0,36) (Figura 5.9B).
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Figura 5.9.- Concentracion de glucogeno (A) y glucosa libre (B) en branquias posteriores a
diferentes tiempos luego de un cambio abrupto desde alta (37%o) a baja (10%o0) salinidad de
individuos de N. granulata alimentados (tiempo cero) y transferidos inmediatamente luego de la
ingesta de alimento. *Indica diferente del valor a tiempo cero (p < 0,05). Los datos son las

medias * E.S 4-5 individuos.

Discusidn

En varias especies de cangrejos osmorreguladores, los ajustes a corto plazo en
respuesta a cambios en la salinidad ambiental han sido asociados con la activacion de
diferentes mecanismos osmo-ionorregulatorios que involucran la participacion de varios
sistemas de transportes y enzimas en branquias y/o musculo (ej. Na'-K'-ATPasa,
anhidrasa carbonica y fosfatasa alcalina) (Lépez Mafianes et al., 2000; Jahn et al., 2006;
Pinoni y Lopez Mafanes, 2004, 2008b, 2009; Martins et al., 2011; Henry et al., 2012;
McNamara y Faria, 2012; Romano y Zheng, 2012; Mitchell y Henry, 2014; Harvid et
al., 2013, 2016). Los cambios en componentes de la maquinaria osmorregulatoria
involucrados en la respuesta a variaciones abruptas en la salinidad ambiental podrian

requerir de una reorganizacion metabolica diferencial y especifica (Luvizzotto-Santos et
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al., 2003; Romano y Zeng, 2012; Michiels, 2015; Lignot y Charmantier, 2015). En
individuos de Neohelice granulata expuestos a un cambio abrupto de alta (37%o) a baja
(10%0) salinidad luego de la ingesta de alimento mostraron la existencia de una
disminucidn en la actividad de lipasa, proteolitica total y N-aminopeptidasa (APN) en
hepatopancreas luego de 24 h y el aumento concomitante en las reservas de triglicéridos
y proteinas en hepatopancreas, lo que sugeriria la existencia de ajustes en los procesos
de degradacion y/o sintesis de macromoléculas (Michiels, 2015). Los resultados del
presente capitulo que muestran la existencia de cambios post-ingesta diferenciales de la
actividad de o-amilasa, maltasa y sacarasa en hepatopancreas y en la concentracion de
glucdgeno en branquias posteriores frente a un cambio abrupto de alta a baja salinidad
sugieren la existencia de ajustes especificos en componentes del metabolismo de
hidratos de carbono en relacion a un cambio a corto plazo en el estado osmorregulatorio
(hipo/hiperregulacién).

En base a su condicién de osmorregulador fuerte (Curtis y McGaw, 2010), los
individuos de N. granulata alimentados y expuestos inmediatamente a un cambio
abrupto de alta a baja salinidad fueron capaces de cambiar su condicién de hipo a
hiperregulacién, sugiriendo la existencia de flexibilidad en su respuesta
osmorregulatoria a corto plazo. La menor actividad de a-amilasa, maltasa y sacarasa en
hepatopancreas a las 24 h luego del cambio abrupto, similarmente a lo observado para la
actividad de lipasa, proteolitica y APN (Michiels, 2015), sugiere la existencia de ajustes
(disminucion) en la capacidad para la digestién de distintos sustratos (lipidos, proteinas
e hidratos de carbono) en relacion al cambio abrupto de hipo a hiperregulacion. Por otro
lado, el hecho que la modulacién de la actividad de carbohidrasas difiere a lo observado
en individuos alimentados y mantenidos a largo plazo en baja y alta salinidad (capitulo

4), sugiere que estos ajustes post-prandiales a nivel bioquimico estarian relacionados
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con el cambio abrupto de hipo a hiperregulacién. Si, por otro lado, la menor actividad
de a-amilasa implica una modulacion de formas con actividad amilolitica con distinta
capacidad para hidrolizar glucégeno (capitulo 1 y 3) requiere mayor investigaciéon. En
mamiferos, varias hormonas y/o mensajeros primarios estan involucrados en la
modulacién de la actividad de carbohidrasas (Korc et al., 1981; Balas et al., 1985;
Galand, 1989; Petersen et al., 2002). Resultados previos realizados en nuestro
laboratorio muestran la existencia de regulacién in vitro por dopamina de la actividad de
APN vy la actividad intracelular de lipasa por dopamina y glucagén en hepatopancreas
de N. granulata, sugiriendo que estos mensajeros estarian involucrados en mecanismos
de modulacion de la actividad de enzimas digestivas. En este contexto, se necesitan
futuros experimentos para establecer si la disminucion en la actividad de carbohidrasas
en hepatopancreas de N. granulata luego de un cambio abrupto de alta a baja salinidad
se deberia a una modulacién por mensajeros quimicos (ej. dopamina/glucagoén). En el
camarén L. vananamei se ha demostrado la existencia de cambios a corto plazo (<24 h)
en los niveles plasmaticos de dopamina luego de un cambio abrupto de agua de mar a
baja salinidad (Pan et al., 2014). Sin embargo, faltan estudios de este tipo en N.
granulata.

En cangrejos eurihalinos, se ha demostrado que diferentes factores pueden
modular el contenido de diversos sustratos de energia en 6rganos de reserva, esto podria
conducir a la modificacion del metabolismo de lipidos, proteinas y/o hidratos de
carbono (Luvizotto-Santos et al., 2003; Bianchini et al., 2008; Romano y Zeng, 2012;
Pinoni et al., 2011, 2013, 20154, b; Michiels, 2015; Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et
al., 2016a, b). EI mantenimiento de la concentracion de glucdgeno y glucosa libre en
hepatopancreas de N. granulata, contrariamente a lo observado en triglicéridos y

proteinas (Michiels, 2015), sugiere la existencia de una modulacion diferencial de
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distintos tipos de sustratos de reserva en este tejido. La homeostasis de glucosa
(mantenimiento de niveles adecuados de glucosa en la hemolinfa) es esencial para
soportar las funciones regulares de varios 6rganos y en respuestas a varios factores
ambientales (Verri et al., 2001; Lorenzon, 2005; Lorenzon et al., 2005, 2007; Sanchez-
Paz et al., 2006; Buckup et al., 2008; Obi et al., 2011; Dutra e tal., 2008; Chung, 2014;
Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et al., 2016a, b). Los resultados del presente capitulo
que muestran el mantenimiento de los valores de glucosa hemolinfatica sugieren que la
disponibilidad de este metabolito no seria una limitante post-ingesta en N. granulata
luego de un cambio abrupto de alta a baja salinidad. En varios crustaceos decapodos, la
mayor parte de la glucosa hemolinfatica proviene del hepatopéncreas donde es
absorbida hacia la hemolinfa, almacenada como glucégeno y/o puede ser sintetizada a
través de la via gluconeogénica (Verri et al., 2001; Obi et al., 2011; Jimenez y Kinsey,
2015; Wang et al., 2016a). EI mantenimiento de la concentracién de glucégeno y
glucosa libre en hepatopancreas sugiere el rol de este érgano para un suministro
adecuado y sostenido de glucosa hemolinfatica en N. granulata luego del cambio
abrupto. El hecho que individuos de N. granulata mantenidos a largo plazo a 10%o y
37%0 de salinidad exhiben una respuesta post-ingesta diferencial del contenido de
glucdgeno y/o glucosa libre (capitulo 4) soporta la idea de ajustes en hepatopancreas
especificos y diferenciales en diferentes componentes del metabolismo de hidratos de
carbono, dependiendo del grado y tipo de desafio osmético.

El masculo de la quela constituye un importante sitio de almacenamiento de
glucogeno en N. granulata de la laguna costera de Mar Chiquita (Artillo et al., 2008;
Pinoni et al., 2011, 2013, capitulo 4 presente tesis). Debido a que no se observaron
variaciones en el contenido de glucdgeno y/o glucosa libre en musculo de la quela,

similarmente a lo observado en la concentracion de proteinas y triglicéridos (Michiels,
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2015), sugeriria que la modulacion en el contenido de reservas de energia en este tejido,
no seria un de los componentes de los ajustes metabo6licos post-ingesta en relacion a un
cambio abrupto de salinidad. Hemos demostrado que ajustes en el contenido de
glucogeno y glucosa libre en branquias anteriores y posteriores son parte de los
mecanismos de la adaptacion bioquimica a la salinidad en N. granulata (LOpez
Mafianes et al., 2000; Schleich et al., 2001; Artillo et al. 2008; Pinoni, 2009; Gonzélez
et al., 2012; Pinoni et al., 2011; 2013; capitulo 4 presente tesis). Sin embargo, las
diferentes respuestas observadas sugieren la participacion diferencial de las branquias
anteriores y/o posteriores en estos ajustes dependiendo del grado y tipo de estrés
osmético. Asi, los resultados presentados en el capitulo anterior de la presente tesis
(capitulo 4) muestran que en condiciones de hiperregulacion solo se produjeron cambios
post-prandiales del contenido de glucégeno en branquias anteriores. Sin embargo, los
resultados del presente capitulo, muestran la modulacion en el contenido de glucégeno
en branquias posteriores, mientras que se mantuvo constante en branquias anteriores
luego del cambio abrupto de alta a baja salinidad. La disminucién en la concentracion
de glucdgeno a las 4 h en las branquias posteriores, sugiere la utilizacion de esta reserva
a corto plazo luego del cambio. El posterior aumento a las 24 h en el contenido de
glucogeno en branquias posteriores (hasta valores mas altos que los observados antes de
la transferencia), sugiere la existencia de ajustes temporales diferenciales en
mecanismos de regulacion del catabolismo/anabolismo de glucégeno en relacién al
cambio abrupto de salinidad luego de la ingesta de alimento. Por otro lado, la
modulacion diferencial en el contenido de glucégeno en branquias posteriores, podria
estar relacionada con cambios temporales en componentes de la maquinaria osmo-
ionoregulatoria con alto costo metabdlico (ej. Na'-K'-ATPasa). En branquias

posteriores de N. granulata de la laguna costera de Mar Chiquita se observo el aumento
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a corto plazo en la actividad de Na'-K'-ATPasa luego de un cambio abrupto de
salinidad seguido de una posterior disminucion a partir de las 24 h (Schleich et al.,
2001). Experimentos in vitro en branquias posteriores de N. granulata de otras zonas
geogréaficas (Rio Grande, Brasil) han demostrado la existencia y la activacion de
enzimas involucradas en la gluconeogénesis en diferentes condiciones de estrés
osmético, siendo esta via crucial para la sintesis y homeostasis de glucosa y para la
sintesis de glucogeno en este érgano (Martins et al., 2011).Experimentos in vitro en
branquias de N. granulata, mostraron que estas constituyen un sitio de captacion de
glucosa y de sintesis de glucogeno por la accion de la insulina (Kucharski et al., 2002).
Ademas, experimentos in vitro en branquias de N. granulata, mostraron la modulacién
del contenido de glucégeno por serotonina (5-HT) (Inohara et al., 2015). Experimentos
in vivo muestran que la dopamina e histamina afectan el contenido de glucégeno en
branquias anteriores y posteriores del cangrejo eurihalino Cyrtograpsus angulatus (del
Valle et al., 2012; datos no publicados). Sin embargo, se necesitan futuros estudios para
establecer si algunas de las vias anteriormente mencionadas estan involucradas en la
modulacién del contenido de glucégeno en branquias posteriores en individuos de N.
granulata de la laguna costera de Mar Chiquita luego de un cambio abrupto de
salinidad.

En conclusidn, los resultados del presente capitulo que muestran la variacion en
la actividad de carbohidrasas (a-amilasa , maltasa y sacarasa) en hepatopancreas y en el
contenido de glucdgeno en branquias posteriores luego de un cambio abrupto de alta a
baja salinidad inmediatamente luego de la ingesta de alimento, sugieren la existencia de
ajustes post-prandiales diferenciales en componentes del metabolismo de hidratos de

carbono especificos en relacion al cambio en el estado osmorregulatorio.
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Capitulo 6:

Flexibilidad fenotipica en respuesta a la
emersion: actividad de enzimas digestivas,
glucosa en hemolinfa y reservas de energia en

Neohelice granulata
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Introduccion

La zona intermareal es un ambiente heterogéneo que se caracteriza no sélo por
los cambios en salinidad sino porque representa ademas un sitio de transicion entre el
ambiente acuatico y terrestre. Por su estilo de vida, varios cangrejos eurihalinos que
habitan zonas de mareas pueden soportar periodos variables de exposicion al aire
(emersion) por lo que presentan estrategias a distintos niveles que le permiten su
supervivencia bajo estas condiciones (Luquet et al., 1998; Robertson et al., 2001;
McGaw et al., 2007; Simonik y Henry, 2014, de Lima et al., 2015; Lu et al., 2015;
2016; Mitra y Zanman, 2016). En este contexto, varios cangrejos eurihalinos
semiterrestres con respiracion bimodal presentan una serie de adaptaciones a distintos
niveles (ej. morfoldgicas, fisioldgicas y de comportamiento) que les permite realizar un
intercambio respiratorio eficiente tanto en agua como en aire y de esta manera
sobrellevar periodos variables de emersion (Al-Wassia et al., 1989; Henry, 1994; Airries
y McMahon, 1996; Maciel et al., 2008; Lagos et al., 2011; Hsia et al., 2013; de Lima et
al., 2015). Estos ajustes podrian requerir una reorganizacion metabdlica diferencial en
adicién a las de la osmorregulacion (Pinoni, 2009). Sin embargo, se conoce muy poco
sobre ajustes a nivel bioquimico digestivos (ej. modulacion de enzimas digestivas) y
metabdlicos (contenido de sustratos de reserva de energia) posiblemente asociados a la
emersion.

Neohelice granulata es un cangrejo eurihalino semiterrestre que es capaz de
mantener elevados niveles de actividad tanto en el agua como durante periodos de
emersion (Boschi, 1964; Santos et al., 1987; Iribarne, 1997; Schmitt y Santos, 1993;
Maciel et al., 2008; Mendez Casariego et al., 2011; Luppi et al., 2013; Bas et al., 2014;

de Lima et al., 2015). En N. granulata de distintas &reas geograficas se han realizado

126 |[Pagina



diferentes estudios sobre su fisiologia respiratoria, la regulacion iénica y equilibrio
acido-base durante la emersion (Santos et al., 1987; Luquet y Ansaldo, 1997; Luquet et
al., 1998; Halperin et al., 2000, Pinoni y Lépez Mafanes, 2008b; Pinoni, 2009). En N.
granulata de Rio Grande (Brasil) se ha observado que la exposicién a la emersion en
condiciones controladas de laboratorio de individuos privados de alimento induce
cambios en glucosa hemolinfatica y reservas de energia (ej. glucdgeno y lipidos) en
diferentes érganos de reserva (Schmit y Santos, 1993; Dos Santos y Colares, 1986)
sugiriendo la existencia de ajustes metabdlicos en relacion a la emersién. Sin embargo,
faltan estudios integrativos sobre posibles ajustes digestivos post-prandiales (ej.
actividad de enzimas digestivas clave) y sustratos de energia en drganos de reserva (ej.
glucogeno, triglicéridos y proteinas) en relacion a la emersion en diferentes condiciones
de salinidad que impliquen estados osmorregulatorios diferenciales.

N. granulata en la planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita, se
mueve principalmente durante la marea alta pero también son activos durante la marea
baja durante la cual realizan excursiones exploratorias alrededor de sus cuevas y toleran
amplios periodos de emersion (Spivak et al., 1994; Spivak, 1997; Luppi et al., 2013;
Bas et al, 2014). Individuos de N. granulata expuesto a emersién en condiciones de
osmoconformacion y privados de alimento, exhibe modulacién de la actividad de Na'-
ATPasa, Na'-K'-ATPasa y fosfatasas alcalinas (AP) en masculo de la quela y sobre la
actividad de AP, proteolitica total y concentracién de proteinas en hepatopancreas
(Pinoni y L6pez Mafianes, 2008b; Pinoni, 2009) sugiriendo la existencia de ajustes en el
metabolismo proteico.

En individuos de N. granulata mantenidos a largo plazo en condiciones de
hiper/hiporregulacion y en relacion a un cambio abrupto de salinidad mostraron la

modulacién diferencial post-prandial de distintas enzimas digestivas en hepatopancreas
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y de la concentracion de reservas de energia (Michiels, 2015; capitulos 4 y 5 presente
tesis). Estos resultados indicarian la existencia de ajustes digestivos y metab6licos
diferenciales en relacion al tipo y grado de desafio osmotico. En este contexto, en el
presente capitulo se estudio la existencia de ajustes post-prandiales en la actividad de
enzimas digestivas (carbohidrasas, lipasa y proteolitica total) en hepatopancreas, en la
concentracion de glucosa en hemolinfa y en el contenido de reservas de energia
(glucdgeno, proteinas y triglicéridos) en individuos de N. granulata expuestos a
emersion inmediatamente luego de ser alimentados en condiciones de hiper e

hiporregulacion.

Materiales y métodos

Captura y mantenimiento de los animales

Individuos de Neohelice granulata de la zona de planicie de mareas fueron
mantenidos en laboratorio durante 10 dias en 10, 35 y 37%. de salinidad como se
describio en el capitulo 3. Para estudiar el efecto de la emersién, los individuos fueron
sumergidos durante 24 h (pre-emersion). Luego de las 24 h de sumergidos, se
alimentaron y cuando la cantidad total de alimento ofrecido fue ingerida (lo que tomé
como maximo 5 minutos) fueron expuestos al aire durante distintos tiempos. Los
individuos fueron crioanestesiados a tiempo cero (pre-emersién) y luego de 1y 4 h de
emersion. EI maximo de tiempo utilizado (4 h) se basa en lo previamente descripto por
Luquet et al., (1998) sobre la tolerancia de N. granulata a la emersion. Para evitar la
desecacion se colocd un papel himedo en el fondo de los recipientes. Se utilizd entre 3
a 10 individuos por condicidn.

Las determinaciones de individuos expuestos a 37% de salinidad, luego de 60

min de emersion no pudieron ser realizadas.
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Osmolalidad de la hemolinfa

La osmolalidad de la hemolinfa se determind segun lo descripto en la seccion de

materiales y métodos del capitulo 1.

Preparacion de extractos enzimaticos

La preparacion de extractos enzimaticos se realizd segun lo descripto en la

seccion Materiales y Métodos del capitulo 3.

Determinacion de la actividad de enzimas digestivas

La actividad de o-amilasa se determind segun lo descripto en la seccion de
materiales y métodos del capitulo 1.

La actividad de maltasa y sacarasa se determind segun lo descripto en la seccién
de materiales y métodos del capitulo 3.

La actividad de tripsina se determiné segun lo descripto en la seccion de
materiales y métodos del capitulo 2.

La actividad de lipasa se determind colorimétricamente por cuantificacion del p-
nitrofenol (pNP) liberado a partir de p-nitrofenilpalmitato (pNPP) (Markweg et al., 1995
con modificaciones (Michiels, 2010; Michiels et al., 2013). La reaccidn se inici6 con la
adicion de p-nitrofenilpalmitato (concentracién final 0,7 mM) a una mezcla de reaccion
conteniendo una alicuota adecuada de la correspondiente muestra (zona de linealidad de
la curva de actividad vs concentracién de proteinas) en buffer Tris/fHCI 50mM pH 8,5.

La incubacion se realiz6 a 37°C durante 5 min. La reaccion se interrumpié mediante el
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agregado de 0,5 ml de TCA 0,2% v/v. La cantidad de p-nitrofenol liberado se cuantificd
por lectura de absorbancia en 410 nm. La actividad de lipasa se expresé como pmoles
pNP x min™ x mg proteina™.

La actividad proteolitica total se determind colorimétricamente midiendo la
hidrolisis de azocaseina en buffer Tris 100 mM/HCI (pH 7,5) como se describid
previamente (Pinoni, 2009; Pinoni et al., 2011, 2013). La reaccion se inicié por la
adicién del sustrato azocaseina (concentracion final 1% p/v). La incubacion se realizé a
45°C durante 30 min. La reaccion se interrumpié mediante el agregado de TCA frio
(10% p/v). Se dejé en frio (0°C) y luego se centrifugd a 2.500 r.p.m. durante 20 min.
(IEC-Centra 7R, refrigerada). La azocaseina degradada se cuantifico en el sobrenadante
por medicion 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

proteolitica se expresé como U x h™ x mg protefna™.

Determinacion de la concentracion de proteinas

Se realiz6 de acuerdo a lo descripto en la seccion materiales y métodos del

capitulo 1.

Determinacion de la concentracion de glucosa en hemolinfa

La concentracion de glucosa en hemolinfa se determiné segln lo descripto en

materiales y métodos del capitulo 4.
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Determinacion de la concentraciéon de glucégeno v glucosa libre

La concentracion de glucdgeno y glucosa libre en los 6rganos de reserva se

determind segun lo descrito en la seccidén de materiales y métodos del capitulo 4.

Determinacion de la concentracion de triglicéridos

La concentracion de triglicéridos (TG) se midié por el método colorimétrico de
glicerol fosfato oxidasa (Wiener TG-Lab AA cod. 861110001) como se describid
previamente (Pinoni et al., 2011, 2013; Michiels, 2015). La muestra correspondiente se
incubd durante 5 min a 37°C (Pinoni et al., 2011). La cantidad de glicerol liberado se
determiné mediante la lectura de la absorbancia en 505 nm del complejo coloreado de

quinona.

Andalisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para
Windows, el cual realiza automaticamente un test previo de igualdad de varianzas y
normalidad.

La diferencia entre la osmolalidad de la hemolinfa a tiempo cero y la del medio
externo para cada salinidad, se analizaron con t-test.

Las diferencias en la osmolalidad entre los distintos tiempos luego de la
emersion con respecto al tiempo cero se analizaron con el test paramétrico (One Way
ANOVA).

Las diferencias en la actividad de a-amilasa, maltasa, sacarasa, lipasa y
proteolitica en hepatopancreas, concentracion de glucosa en hemolinfa, concentracion

de glucdgeno, TAG vy proteinas en los diferentes 6rganos de reserva a los distintos
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tiempos de emersion con respecto al tiempo cero, se analizaron utilizando el test
paramétrico (One Way ANOVA) o no paramétrico (Kruskall-Wallis) Para estimar las
diferencias entre los diferentes tiempos luego del cambio abrupto con respecto al tiempo
cero se utilizo el test a posteriori Holm-Sidak o Dunn.

Un p < 0,05 fue considerado significativo.

Resultados

Osmolalidad de la hemolinfa a distintos tiempos luego de la emersion en

individuos expuestos a baja y alta salinidad

En individuos sumergidos y alimentados en 35%o de salinidad (pre-emersion,
tiempo cero), la osmolalidad de la hemolinfa (796 mOmol x Kg™) fue similar a la
osmolalidad del medio externo (756 mOmol x Kg™) (t: 1,09; p: 0,28). Los valores de
osmolalidad de la hemolinfa se mantuvieron a los distintos tiempos de emersion (1-4h)
con respecto al tiempo cero (F: 3,65; p: 0,51) (Figura 6.1A).

En individuos sumergidos y alimentados en baja salinidad (10%o) (pre-emersion,
tiempo cero), la osmolalidad de la hemolinfa (651 mOmol x Kg™) fue mayor que la
osmolalidad del medio externo (299 mOmol x Kg™?) (t: 9,20; p < 0,001). Los valores de
osmolalidad de la hemolinfa se mantuvieron a los distintos tiempos de emersion (1-4h)
(F: 0,020; p: 0,97) (Figura 6.1B).

En individuos sumergidos y alimentados en alta salinidad (37%o) (pre-emersion,
tiempo cero), la osmolalidad de la hemolinfa (857 mOsmol x Kg™) fue menor que la
osmolalidad del medio externo (1.450 mOsmol x Kg™) (t: 19,67; p < 0,001 ). A las 4h
de la emersidn, los valores de osmolalidad de la hemolinfa se mantuvieron con respecto

al tiempo cero (t: 1,93; p: 0,09) (Figura 6.1C).
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Figura 6.1.- Osmolalidad de la hemolinfa a tiempo cero (pre-emersion, t=0) y a distintos
tiempos luego de la emersion en individuos de Neohelice granulata en condiciones post-ingesta,
mantenidos a 35%o de salinidad (osmoconformacion) y a baja (10%o) y alta (37%o) salinidad.

Los valores son la media + E.S. para 4-10 individuos.

Actividades de enzimas digestivas en hepatopancreas a distintos tiempos

luego de la emersién a baja y alta salinidad
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Actividad de a-amilasa

En individuos mantenidos a 35%. y a baja (10%0) y alta (37%o) salinidad, la
actividad de a-amilasa luego de 1 y 4 h de exposicion a la emersion fue similar al valor

a tiempo cero (F: 2,43; p: 0,12) (F:0,49; p: 0,62) (t: -1,78; p:0,11) (Figura 6.2).
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Figura 6.2.- Actividad de a-amilasa en hepatopancreas a distintos tiempos luego de la emersion
en individuos de N. granulata en condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de salinidad
(osmoconformacion) y en baja (10%o) 0 alta (37%o) salinidad. Los valores son las medias * E.S.

para 4-10 individuos.

134|Pagina



Actividad de maltasa

En individuos mantenidos a 35%. y a baja (10%o) y alta (37%o) salinidad, la
actividad de maltasa luego de 1y 4 h de exposicion a la emersidn fue similar al valor a

tiempo cero (F: 2,28; p: 0,14) (F: 1,85; p:0,19) (t: 0,13; p: 0,89) (Figura 6.3).
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Figura 6.3.- Actividad de maltasa en hepatopancreas a distintos tiempos luego de la emersion
en individuos de N. granulata en condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de salinidad
(osmoconformacion) y en baja (10%o) 0 alta (37%o) salinidad. Los valores son las medias + E.S.

para 3-10 individuos.
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Actividad de sacarasa

En individuos mantenidos a 35%. y a baja (10%o) salinidad, la actividad de
sacarasa luego de 1 y 4 h de exposicion a la emersion fue similar al valor a tiempo cero
(F: 1,17; p: 0,33) (F: 1,60; p: 0,23) (Figuras 6.4 Ay B).

En individuos mantenidos a alta salinidad (37%o), luego de 4 h de emersion la
actividad de sacarasa fue mayor (alrededor de 84%) con respecto al tiempo cero (t: -

2,32; p: 0,048) (Figura 6.4C).
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Figura 6.4.- Actividad de sacarasa en hepatopancreas a distintos tiempos luego de la emersion
en individuos de N. granulata en condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad
(osmoconformacion) y en baja (10%o) 0 alta (37%o) salinidad. * Indica diferencias significativas
con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p< 0,05). Los valores son las medias + E.S.

para 4-10 individuos.
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Actividad de lipasa

En individuos mantenidos a 35%. de salinidad, la actividad de lipasa fue similar a
los distintos tiempos de emersion con respecto al tiempo cero (F: 1,18; p: 0,33) (Figura
6.5A).

En individuos mantenidos a baja (10%o) salinidad, la actividad de lipasa 1 h luego
de la emersion fue similar a la registrada a tiempo cero, mientras que a las 4 h la
actividad fue mayor (alrededor de 50%) (F: 5,47; p: 0,01) (Figuras 6.5B).

En individuos mantenidos a alta (37%o) salinidad, a las 4 h la actividad de lipasa
fue mayor (alrededor de 60%) con respecto al tiempo cero (t: -2,66; p: 0,03) (figura

6.5C).
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Figura 6.5.- Actividad de lipasa en hepatopancreas a distintos tiempos luego de la emersion en
individuos de N. granulata en condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad
(osmoconformacion) y en baja (10%o) 0 alta (37%o) salinidad. *Indica diferencias significativas
con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S.

para 4-10 individuos.
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Actividad proteolitica total

En individuos mantenidos a 35%. salinidad, la actividad proteolitica total fue
similar a los distintos tiempos de emersion con respecto al tiempo cero (F: 2,49; p: 0,12)
(Figura 6.6A).

En individuos mantenidos a baja (10%o) salinidad, luego de 1 h de emersion la
actividad proteolitica total fue similar con respecto al tiempo cero. A las 4 h la actividad
fue mayor (alrededor de 41%) (F: 4,64; p: 0,02) (Figura 6.6B).

En individuos mantenidos a alta (37%o) salinidad, la actividad proteolitica total fue
similar a las 4 h de exposicion a la emersién con respecto al tiempo cero (t:-0,89; p:

0,39) (Figura 6.6C).
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Figura 6.6.- Actividad proteolitica total en hepatopancreas a distintos tiempos luego de la
emersion en individuos de N. granulata en condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de
salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o) 0 alta (37%o) salinidad. * Indica diferencias
significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0 (p < 0,05). Los valores son las

medias * E.S. para 4-10 individuos.
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Concentracion de glucosa en hemolinfa a distintos tiempos luego de la

emersion en baja y alta salinidad

En 35%o. de salinidad, a 1 y 4 h luego de la emersion la concentracion de glucosa
en hemolinfa fue similar al valor a tiempo cero (F: 1,11; p: 0,35) (Figura 6.7A).

En baja salinidad (10%o), la concentracion de glucosa en hemolinfa a 1 h luego de
la emersion fue mayor al valor a tiempo cero (alrededor de 145%) y se mantuvo
constante a las 4 h (F:5,86; p: 0,01) (Figura 6.7B).

En alta salinidad (37%o), la concentracion de glucosa en hemolinfa a las 4 h luego
de la emersion fue mayor (alrededor de 155%) con respecto al valor a tiempo cero (t: -

2,30; p: 0,05) (Figuras 6.7C).
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Figura 6.7.- Concentracion de glucosa en hemolinfa (HL) a tiempo cero (pre-emersion, t=0) y a
diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones post-
ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacién) y en baja (10%o) 0 alta (37%o)
salinidad. *Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente concentracion a

t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias * E.S. para 4-10 individuos.

Concentracion de sustratos de energia en hepatopancreas a distintos tiempos

de emersion en baja y alta salinidad
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Glucégeno

En individuos mantenidos a 35%. y a baja (10%0) y alta (37%o) salinidad, la
concentracion de glucdgeno en hepatopancreas fue similar a los distintos tiempos de
emersion con respecto al tiempo cero (F: 1,98; p: 0,17) (F: 3,12; p: 0,07) (t: - 0,86; p:

0,41) (Figura 6.8).
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Figura 6.8.- Concentracion de glucégeno en hepatopancreas a tiempo cero (pre-emersion, t=0)
y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones post-
ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacién) y en baja (10%o) 0 alta (37%o)

salinidad. Los valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Glucosa libre

En individuos mantenidos a 35%o0 y 10%o de salinidad, la concentracion de glucosa
libre en hepatopancreas fue similar a los distintos tiempos luego de la emersion (F: 1,04;
p: 0,37) (F: 0,19; p: 0,82) (Figura 6.9A y B).

En individuos mantenidos a alta salinidad (37%o), la concentracion de glucosa
libre en hepatopancreas fue menor a las 4 h luego de la emersion (alrededor de 14%) (t:

2,46; p: 0,04)(Figura 6.9C).
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Figura 6.9.- Concentracion de glucosa libre en hepatopancreas a tiempo cero (pre-emersion,
t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones
post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad y en baja (10%o) 0 alta (37%o.) salinidad. * Indica
diferencias significativas con respecto a la correspondiente concentracion a t=0 (p<0,05). Los

valores son las medias + E.S. para 3-10 individuos.
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Triglicéridos (TG)

En individuos expuestos a 35%. de salinidad, la concentracion de triglicéridos fue
mayor (alrededor de 91%) a 1 h luego de la emersidn con respecto al tiempo cero. A las
4 h disminuyé a valores similares al tiempo cero (F: 0,33; p: 0,012) (Figura 6.10A).

En individuos expuestos a 10%o de salinidad la concentracion de triglicéridos fue mayor
(alrededor de 123%) a 1 h luego de la emersidn con respecto al tiempo cero. A las 4 h
disminuyo a valores similares al tiempo cero (F: 7,22; p: 0,008) (Figura 6.10B).

En individuos expuestos a 37%o de salinidad, la concentracion de triglicéridos a las 4 h

fue similar al valor a tiempo cero (t: 0,91; p: 0,38) (Figura 6.10C).
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Figura 6.10.- Concentracion de triglicéridos (TG) en hepatopédncreas a tiempo cero (pre-
emersion, t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersién en individuos de N. granulata en
condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o)
0 alta (37%o0) salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente

concentracion a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S. para 4-9 individuos.

148 |Pagina



Proteinas

En individuos expuestos a 35%o y a baja (10%0) y a alta (37%0) salinidad, la
concentracion de proteinas en hepatopancreas fue similar a los distintos tiempos luego

de la emersion (F: 3,09; p: 0,07) (F: 4,01; p: 0,04) (t: -1,75; p: 0,13) (Figura 6.11).
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Figura 6.11.- Concentracion de proteinas en hepatopancreas a tiempo cero (pre-emersion, t=0)
y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones post-
ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacién) y en baja (10%o) 0 alta (37%o)

salinidad. Los valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Concentracion de sustratos de energia en musculo de la quela a distintos

tiempos de emersién en baja vy alta salinidad

Glucogeno

En individuos expuestos a 35%. de salinidad, la concentracién de glucégeno en
musculo de la quela luego de 1 h de emersién fue similar al valor a tiempo cero. A las 4
h la concentracion de glucdgeno fue mayor (alrededor de 74%) (F: 4,89; p: 0,02)
(Figura 6.12A).

En individuos expuestos a 10%. de salinidad, la concentracién de glucégeno en
musculo de la quela fue similar luego de la emersion con respecto al tiempo cero (F:
2,48; p: 0,11) (Figura 6.12B).

En individuos expuestos a 37%o. de salinidad, la concentracién de glucégeno en
musculo de la quela a las 4 h luego de la emersion fue mayor (alrededor de 80%) con

respecto al tiempo cero (t: -3,72; p: 0,007) (Figura 6.12C).
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Figura 6.12.- Concentracion de glucdgeno en musculo de la quela a tiempo cero (pre-emersion,
t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones
post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%0) o alta
(37%0) salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente

concentracion a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Glucosa libre
En individuos expuestos a 35%. y a baja (10%0) y alta (37%o) salinidad, la
concentracion de glucosa libre fue similar a los distintos tiempo de emersién con

respecto a tiempo cero (F: 5,15; p: 0,02) (F: 0,86; p: 0,44) (t: -1,92; p: 0,09) (Figura

6.13).
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Figura 6.13.- Concentracion de glucosa libre en musculo de la quela a tiempo cero (pre-
emersion, t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en
condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o)
0 alta (37%o) salinidad. Los valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Triglicéridos (TG)

No se detectaron TG en el musculo de la quela.

Proteinas

En individuos expuestos a 35%o y a baja (10%0) y a alta (37%0) salinidad, la
concentracion de proteinas en hepatopancreas fue similar a los distintos tiempos luego

de la emersion (F: 0,72; p: 0,50) (F: 2,91; p: 0,08) (t: -2,10; p: 0,08) (Figura 6.14).
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Figura 6.14.- Concentracion de proteinas en muasculo de la quela a tiempo cero (pre-emersion,
t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersién en individuos de N. granulata en condiciones
post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%0) o alta
(37%o) salinidad. Los valores son las medias + E.S. para 4-9 individuos.
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Concentracion de sustratos de energia en branguias anteriores a distintos

tiempos de emersién en baja vy alta salinidad

Glucogeno

En individuos expuestos a 35%. de salinidad, la concentracién de glucégeno en
branquias anteriores a los distintos tiempos de emersién fue similar con respecto al
tiempo cero (F: 0,47; p: 0,63) (Figura 6.15A).

En individuos expuestos a 10%. de salinidad, la concentracién de glucégeno en
branquias anteriores a los distintos tiempos de emersién fue similar con respecto al
valor a tiempo cero (F: 1,17; p: 0,33) (Figura 6.15B).

En individuos expuestos a 37%. de salinidad, la concentracién de glucégeno en
branquias anteriores a las 4 hs de exposicion a la emersion fue mayor (alrededor de

123%) con respecto al valor a tiempo cero (t:-2,64; p: 0,03) (Figura 6.15C).
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Figura 6.15.- Concentracion de glucdgeno en branquias anteriores a tiempo cero (pre-emersion,
t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones
post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%0) o alta
(37%0) salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente

concentracion a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Glucosa libre

En individuos expuestos a 35%o de salinidad, la concentracion de glucosa libre
en branquias anteriores fue similar luego de 1 h de emersion con respecto al valor de
tiempo cero. A las 4 hs la concentracion fue mayor (alrededor de 109%) (F: 9,23; p:
0,002) (Figura 6.16A).

En individuos expuestos a 10%0 y 37%o de salinidad, la concentracién de glucosa
libre en branquias anteriores a los distintos tiempos de emersion fue similar con

respecto al valor a tiempo cero (F: 0,51; p: 0,60) (t:-0,93; p: 0,38) (Figura 6.15B y C).
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Figura 6.16.- Concentracion de glucosa libre en branquias anteriores a tiempo cero (pre-
emersion, t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersién en individuos de N. granulata en
condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o)

0 alta (37%o0) salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente

concentracion a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Triglicéridos (TG)

No se detectaron TG en las branquias anteriores.

Proteinas

En individuos expuestos a 35%o y a baja (10%0) y a alta (37%0) salinidad, la
concentracion de proteinas en branquias anteriores fue similar a los distintos tiempos

luego de la emersion (F: 2.45; p: 0,12) (F: 0,56; p: 0,58) (t: 0,05; p: 0,95) (Figura 6.17).
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Figura 6.17.- Concentracion de proteinas en branquias anteriores a tiempo cero (pre-emersion,
t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones
post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%0) o alta

(37%o) salinidad. Los valores son las medias + E.S. para 4-10 individuos.
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Concentracion de sustratos de energia en branquias posteriores a distintos

tiempos de emersién en baja vy alta salinidad

Glucdgeno

En individuos expuestos a 35%o y 10%o de salinidad, a los distintos tiempos luego
de la emersion (1 y 4 h) la concentracion de glucégeno en branquias posteriores fue
similar con respecto al valor a tiempo cero (F: 1,48; p: 0,25) (F: 1,90; p:0,18) (Figura
6.18Ay B)

En individuos expuestos a 37%. de salinidad, a 4 hs de exposicion a la emersion, la
concentracion de glucdgeno en branquias posteriores fue mayor (alrededor de 102%)

con respeto al tiempo cero (t:-3,64; p: 0,007) (Figura 6.18C).
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Figura 6.18.- Concentracion de glucdgeno en branquias posteriores a tiempo cero (pre-
emersion, t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersién en individuos de N. granulata en
condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o)
0 alta (37%o0) salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente

concentracion a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S. para 3-9 individuos.
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Glucosa libre

En individuos expuestos a 35%o y 10%o de salinidad, a los distintos tiempos luego
de la emersién (1 y 4 h) la concentracion de glucosa libre en branquias posteriores fue
similar con respecto al valor a tiempo cero (F: 4,27; p: 0,03) (F: 3,08; p: 0,07) (Figura
6.19Ay B)

En individuos expuestos a 37%. de salinidad, a 4 hs de exposicion a la emersion, la
concentracion de glucosa libre en branquias posteriores fue mayor (alrededor de 66 %)

con respeto al tiempo cero (t:-2,50; p: 0,03) (Figura 6.19C).
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Figura 6.19.- Concentracion de glucosa libre en branquias posteriores a tiempo cero (pre-
emersion, t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersién en individuos de N. granulata en
condiciones post-ingesta, mantenidos a 35%o de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%o)
0 alta (37%o0) salinidad. * Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente

concentracion a t=0 (p < 0,05). Los valores son las medias + E.S. para 3-10 individuos.
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Triglicéridos (TG)

No se detectaron TG en las branquias posteriores.

Proteinas

En individuos expuestos a 35%o y a baja (10%0) y a alta (37%o) salinidad, la
concentracion de proteinas en branquias posteriores fue similar a los distintos tiempos
luego de la emersion (F: 3,31; p: 0,064) (F: 0,77; p: 0,47) (t: -0,94; p: 0,37) (Figura

6.20).
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Figura 6.20.- Concentracion proteinas en branquias posteriores a tiempo cero (pre-emersion,
t=0) y a diferentes tiempos luego de la emersion en individuos de N. granulata en condiciones
post-ingesta, mantenidos a 35%. de salinidad (osmoconformacion) y en baja (10%0) o alta

(37%o) salinidad. Los valores son las medias + E.S. para 3-10 individuos.

165|Pagina



Discusidn

Los resultados del presente capitulo muestran que individuos de Neohelice
granulata expuestos a emersion en condiciones de hiper/hiporregulacion exhiben una
modulacién diferencial post-ingesta de la actividad de sacarasa, lipasa y proteolitica
total en hepatopancreas y en el contenido de glucosa en hemolinfa, glucdgeno, glucosa
libre y triglicéridos en dérganos de reserva, sugiriendo la existencia de ajustes post-
prandiales particulares a nivel digestivo y/o metabdlico en relacién a la emersion en
diferentes estados osmorregulatorios.

El hecho que se mantuvieron los valores de osmolalidad de la hemolinfa a los
distintos tiempos luego de la emersion, sugiere que variaciones en la concentracion total
de osmolitos no constituiria un ajuste frente a la emersién. Sin embargo, no podemos
descartar la posible existencia de una modulacion diferencial de la concentracion de
iones fuertes (ej. Na* y CI), los cuales constituyen los principales osmolitos de la
hemolinfa (Luquet y Ansaldo, 1996; Luquet et al., 1998; Pinoni, 2009). En este
contexto, trabajos realizados en individuos de N. granulata de otras areas geograficas
(San Clemente del Tuyu; Argentina) (Luquet y Ansaldo, 1996; Luquet et al., 1998) y en
nuestro laboratorio en individuos de la laguna costera de Mar Chiquita (Pinoni, 2009)
mostraron un aumento temporal en la diferencia de concentracion de iones fuertes en
relacion a la emersion. En el cangrejo eurihalino Carcinus maenas se ha demostrado
que la emersion no afecta la concentracion osmética de la hemolinfa (Simonik y Henry,
2014). Por otro lado, en el cangrejo eurihalino Eurypanopeus depressus se observo un
aumento en la osmolalidad de la hemolinfa en relacion a la emersion (Van Horn y
Tolley, 2009). Por lo tanto, las respuestas en la concentracion osmética de la hemolinfa

a la emersion son especie-especificas.
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Como mencionamos anteriormente, en individuos de N. granulata se observo la
existencia de ajustes en el contenidos de reservas en relacién a la emersiéon (Pinoni,
2009). Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado en N. granulata en particular
y en cangrejos osmorreguladores en general, la existencia de una posible modulacién
post-prandial en diferentes enzimas digestivas en relacion a la emersion. Por otro lado,
en el cangrejo osmorregulador Cancer magister se ha observado una disminucion en el
procesamiento mecanico de la comida en los pasos iniciales de la digestion durante la
emersion (Airriess y McMahon, 1996). ElI mantenimiento de la actividad de
carbohidrasas, lipasa y proteolitica total en hepatopancreas de N. granulata de la laguna
costera de Mar Chiquita luego de la exposicion a la emersion en condiciones de
osmoconformacién (35%. de salinidad), sugiere el mantenimiento de la capacidad para
la digestion de diferentes items dietarios. Por otro lado, en individuos de N. granulata
expuestos a emersion en condicién de osmoconformaciéon y privados de alimento,
mostraron un incremento en la actividad proteolitica total en hepatopancreas (Pinoni,
2009), lo que sugiere la existencia de una modulacion diferencial de proteasas
dependiendo del estado alimentario al momento de la emersion.

En varias especies de crustaceos, los lipidos constituyen una de las fuentes
principales de energia para el mantenimiento de varios procesos fisioldégicos (Chang y
O’Connor, 1983; Sanchez Paz et al., 2007; Vinagre et al., 2007; Vinagre y Chung, 2016;
Buckup et al., 2008; Jimenez y Kinsey, 2015; Jahan et al., 2016; Samyappan et al.,
2015). Trabajos previos en nuestro laboratorio, mostraron que el hepatopancreas de N.
granulata es uno de los sitios principales de almacenamiento y utilizacion de
triglicéridos sugiriendo el rol de este 6rgano en ajustes en el metabolismo lipidico en
relacion a diferentes condiciones ambientales y/o fisiologicas (Pinoni et al., 2011, 2013;

Michiels, 2015). Los resultados del presente capitulo que muestran el aumento y
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posterior disminucion en la concentracion de triglicéridos sugiere que el hepatopancreas
constituye también un sitio de ajuste del metabolismo lipidico (anabolismo/catabolismo)
en relacion a la emersion en condiciones de osmorregulacion. Las lipasas (también
denominadas triacilglicerol acilhidrolasas, EC 3.1.1.3) juegan un papel importante en la
degradacion de lipidos dietarios como asi también en la hidrolisis de triglicéridos de
reserva (Casas-Godoy et al., 2012; Michiels et al., 2013, 2015b; Rivera-Pérez et al.,
2011a, b; Rivera-Pérez y Garcia-Carrefio, 2011; Rivera-Pérez, 2015; Saborowski,
2015). En este contexto, se ha sugerido que la modulacion de la actividad intracelular de
lipasa en hepatopancreas de varias especies de crustaceos decapodos estaria relacionada
con la modulacion del contenido de triglicéridos de reserva en este drgano (Sanchez Paz
et al., 2006, 2007; Rivera-Pérez et al., 2011a, b; Rivera-Pérez y Garcia-Carrefio, 2011;
Rivera-Pérez, 2015; Michiels et al., 2013, 2015b; Michiels, 2015). El aumento inicial (1
h luego de la emersién) observado en la concentracion de triglicéridos en
hepatopancreas luego de la emersién en condiciones de osmoconformacién en N.
granulata junto con el hecho que no se observaron cambios en la actividad de lipasa
sugiere la existencia de ajustes en procesos de sintesis (lipogénesis) mas que una
disminucién en procesos de degradacion (lipdlisis). En mamiferos, la lipdlisis es un
proceso altamente complejo que implica la modulacién (activacion/inhibicion)
diferencial (temporal, espacial y por diferentes mensajeros quimicos) de la actividad de
diferentes lipasas con roles especificos en diferentes pasos del proceso lipolitico
(Coleman y Mashek, 2011; Lampidonis et al., 2011; Zechner et al., 2012; Quiroga y
Lehner, 2012). En este contexto, la posterior disminucién en la concentracion de
triglicéridos en hepatopancreas luego de 4 h de emersion, a pesar del mantenimiento de
la actividad total de lipasa, podria atribuirse a la existencia de diferentes lipasas en

hepatopancreas y/o a la modulacion (ej. disminucidn) de vias lipogénicas. Sin embargo,
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esta idea requiere aun mayor investigacion. En hepatopancreas del cangrejo marino
Portunus trituberculatus se han identificado varios genes involucrados en la digestion
de lipidos (Wang et al., 2014) mientras que en el camaron P. vanammei se ha sugerido
la existencia de dos clases de lipasas (Rivera-Pérez y Garcia-Carrefio, 2011). Por otro
lado, el hecho que no se observaron variaciones en la concentracién de glucégeno y
glucosa libre sugieren que la modulacién post-prandial de componentes clave del
metabolismo de hidratos de carbono (ej. actividad de carbohidrasas y contenido de
glucdgeno y/o glucosa libre) en hepatopancreas no constituiria un ajuste en relacion a la
emersion en condiciones de osmoconformacion en N. granulata.

El masculo de la quela y las branquias anteriores y posteriores de N. granulata
son los sitios principales de almacenamiento y utilizacion de glucdgeno y glucosa libre
y el rol de estos drgano en ajustes en el metabolismo de hidratos de carbono en relacién
a diferentes condiciones ambientales y/o fisioldgicas (Artillo et al., 2008; Pinoni et al.,
2011, 2013, capitulo 4 y 5 presente tesis). Los resultados del presente capitulo que
muestran el aumento en la concentracién de glucégeno podrian sugerir que el muasculo
de la quela constituye un sitio de ajuste del metabolismo de hidratos de carbono en
relacion a la emersion en 35%o de salinidad. Trabajos previos en nuestro laboratorio,
mostraron un aumento en la actividad de la Na'-ATPasa en misculo de la quela luego
de 4 h de emersion en condiciones de osmoconformacion lo que sugiere cambios en la
demanda de energia metabdlica (Pinoni, 2009). Si el aumento en la concentracion de
glucégeno en musculo de la quela constituye una estrategia que permite la acumulacion
de esta reserva para su posterior utilizacion permitiendo sustentar el costo energético
metabolico de la actividad de Na*-ATPasa requiere mayor investigacion. El aumento en
la concentracion de glucdgeno junto con el mantenimiento de la concentracién de

glucosa libre {sugiere la posible existencia de una modulacion de vias gluconeogénicas
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para los procesos de sintesis de esta reserva. Por otro lado, hemos demostrado
previamente, la participacion diferencial de branquias anteriores y/o posteriores en
ajustes en relacion al metabolismo de hidratos de carbono en respuesta a diferentes
factores y/o estados fisioldgicos (Pinoni et al., 2011, 2013; capitulos 4 y 5 presente
tesis). Este parece también ser el caso para N. granulata luego de la emersidn en
condiciones de osmoconformacion ya que solo observamos una variacion (aumento) en
la glucosa libre en branquias anteriores. Por otro lado, el aumento de los niveles de
glucosa libre en branquias anteriores, mientras que se mantuvo constante la
concentracion de glucogeno, sugiere la existencia de ajustes en procesos de
gluconeogénesis. El hecho que no se observaron cambios en la glicemia soporta adn
mas la idea de ajustes post-prandiales en procesos gluconeogénicos para el
mantenimiento y/o aumento de la concentracion de glucosa libre en masculo de la quela
y branquias anteriores, respectivamente, y no en la captacién de glucosa por estos
tejidos luego de la emersion en condiciones de osmorregulacion en N. granulata. En
este contexto, estudios realizados en N. granulata de otras aéreas geograficas (Rio
Grande, Brasil) muestran la sintesis de glucosa a partir de sustratos no glucogénicos (ej.
triglicéridos) en musculo y branquias (Vinagre y Da Silva, 2002; Martins et al., 2011).
Contrariamente a lo observado luego de la emersion en condiciones de
osmoconformacidn, se observé una modulacion (aumento a las 4h) de la actividad de
lipasa y proteolitica total en hepatopancreas luego de la emersion en condiciones de
hiporregulacion (10%. de salinidad), lo que sugiere la existencia de ajustes especificos
dependiendo del estado osmorregulatorio en el momento de la emersion. El hecho que
resultados previos de nuestro laboratorio muestran una diferente modulacion post-
prandrial de la actividad de lipasa y proteolitica total en hepatopancreas de N granulata

mantenido a largo plazo en condiciones de hiperregulacion (Michiels, 2015), soporta la
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idea de la existencia de ajustes diferenciales post-prandiales en relacion a la emersion.
Similarmente a lo observado en N. granulata luego de la emersidén en condiciones de
osmoconformacidn, los resultados del presente capitulo muestran la modulacion de la
concentracion de triglicéridos en hepatopancreas (aumento seguido de una disminucién)
luego de la emersion en condiciones de hiperregulacion. EI hecho que resultados
previos de nuestro laboratorio en N. granulata muestran una diferente modulacion post-
prandial de la actividad de lipasa en hepatopancreas en condiciones de hiperregulacién
(Michiels, 2015), refuerza ain mas la idea de la existencia de ajustes diferenciales post-
prandiales en relacion a la emersion. Por otro lado, la similitud en el patron de
variaciones en el contenido de triglicéridos en hepatopancreas luego de la emersion en
condiciones de osmoconformacion e hiperregulacion sugieren ajustes similares en el
metabolismo de esta reserva. Sin embargo a diferencia de lo observado en condiciones
de osmoconformacion, el aumento de la actividad de lipasa a las 4 h a 10%. de
salinidad, sugiere la posible existencia de diferentes mecanismos operando en la
regulacion del contenido de triglicéridos luego de la emersion en hiperregulacion.
Contrariamente a lo observado luego de la emersion en 35%0 de salinidad, el
aumento de glucosa hemolinfatica luego de la emersion en baja (10%o) salinidad sugiere
la existencia de ajustes diferenciales en la glicemia en relacion al estado
osmorregulatorio. Como mencionamos anteriormente, la glucosa hemolinfatica en
crustaceos decapodos proviene principalmente de la digestion de sustratos glucogénicos
dietarios o de reserva y/o de su absorcién en hepatopancreas, y/o de la degradacion de
glucdgeno en otros sitios de reserva (Verri et al., 2001; Lorenzon, 2005; Lorenzon et al.,
2005, 2007; Sanchez-Paz et al., 2006; Buckup et al., 2008; Obi et al., 2011; Dutra e tal.,
2008; Chung, 2014; Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et al., 2016a, b). En este contexto,

el aumento observado en la glicemia luego de la emersion en hiperregulacion en N.
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granulata podria indicar la existencia de ajustes en diferentes componentes
involucrados en el metabolismo de hidratos de carbono en hepatopancreas y en otros
sitios de reserva principales tales como musculo y branquias. Sin embargo, el hecho que
no se observaron variaciones en la actividad de carbohidrasas clave en hepatopancreas y
en la concentracion de glucégeno y glucosa libre en masculo de la quela o branquias
anteriores y posteriores, sugiere el posible rol de otras potenciales fuentes de glucosa
(ej. hemocitos). En varias especies de crustaceos, se ha sugerido que el glucdgeno
presente en hemocitos puede ser utilizado como fuente de glucosa hemolinfatica
(Johnston et al., 1973; Chung, 2008).

En individuos de N. granulata se observé respuestas diferenciales de la actividad
de enzimas digestivas y de reservas de energia en relacion a la baja y alta salinidad,
sugiriendo la existencia de ajustes diferenciales y especificos en relacién a la hiper e
hiporregulacion (Asaro et al., 2011a; Pinoni et al., 2013, 2015a; Michiels et al., 2013,
2015a). Los resultados del presente capitulo que muestran la regulacion de sacarasa y
lipasa luego de la emersién en alta salinidad (37%. de salinidad; hiporregulacion)
sugieren la existencia de ajustes post-prandiales especificos en relacion al estado
hiporregulatorio en el momento de la emersion. En este contexto, contrariamente a lo
observado en osmoconformacién e hiperregulacién se observd un aumento en la
actividad de sacarasa, lo que indicaria una modulacién diferencial en el metabolismo de
hidratos de carbono (ej. metabolismo de glucosa y/o fructosa) luego de la emersion en
hiporregulacion. La disminucion en la concentracion de glucosa libre en
hepatopancreas, junto con el aumento en la concentracion de glucdgeno y/o glucosa
libre en musculo de la quela y en branquias anteriores y posteriores permitiria sugerir la
existencia de una posible movilizacion de glucosa desde el hepatopancreas hacia el

musculo y las branquias. EI aumento observado en glicemia a las 4 h luego de la
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emersion reforzaria esta idea, aunque no podemos descartar la participacién de otras
fuentes de glucosa (ej. a partir de hemocitos) como sugerimos previamente. Estos
resultados, concuerdan con lo sugerido para individuos de N. granulata de otras areas
geograficas expuestos a emersion (Schmitt y Santos, 1993). Por otro lado, similarmente
a lo observado a 10%. de salinidad, en condiciones de hiporregulacion se observd un
aumento en la actividad de lipasa, lo cual sugiere la existencia de ajustes post-prandiales
de esta actividad luego de la emersion en diferentes estados osmorregulatorios
(hiper/hiporregulacion). Sin embargo, contrariamente a lo observado en 35 y 10%. de
salinidad, en alta (37%o) salinidad no se produjeron variaciones en la concentracion de
triglicéridos en hepatopancreas, lo que surgiere que la modulacion post-prandial de esta
reserva no constituiria un ajuste en relacion a la emersion en condiciones de
hiporregulacion. Sin embargo, debido a que se produjo un aumento en la actividad de
lipasa en hepatopancreas luego de 4 h de emersién, no puede descartarse la existencia

de ajustes a tiempos mas largos en la concentracion de triglicéridos.

Por otro lado, la modulacion del contenido de proteinas en diferentes 6rganos de
reservas (hepatopancreas, musculo de la quela y branquias anteriores y posteriores)
constituye uno de los ajustes diferenciales frente diferentes factores ambientales y/o
fisioldgicas de N. granulata (Pinoni et al., 2011, 2013; Michiels, 2015). Debido a que la
concentracion de proteinas no fue afectada en ningun 6rgano de reserva estudiado luego
de la emersién en condiciones de osmoconformacién e hiper/hiporregulacion (Figuras
6.11, 6.14, 6.17 y 6.20), sugiere que esta reserva no estaria involucrada en ajustes post-
prandiales en relacion a la emersion en N. granulata. Estos resultados concuerdan con
lo observado previamente en nuestro laboratorio en hepatopancreas de N. granulata

privados de alimento en relacion a la emersién (Pinoni, 2009).
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En conclusion, las respuestas de la actividad de enzimas digestivas en
hepatopancreas y del contenido de diferentes sustratos de reserva frente a la emersion
inmediatamente luego de la ingesta de alimento de individuos de N. granulata, sugieren
la existencia de ajustes digestivos y metabdlicos post-prandiales especificos en relacion
a la emersion en diferentes estados osmorregulatorios (hiper o hiporregulacion). En
individuos de N. granulata de la zona de San Clemente del Tuyu (pcia. de Buenos aires)
se ha sugerido que el control de la diferencia de iones fuertes (diferencia entre la
concentracion de Na* y de CI") en la hemolinfa se realiza por medio de la toma activa de
Na" a través de las branquias constituyendo un ajuste compensatorio a corto plazo luego
de la emersién (Luquet et al., 1998). Como mencionamos anteriormente, la hiper e
hiporregulacion en N. granulata de la laguna costera de Mar Chiquita en particular y en
otras especies estudiadas (ej. Cyrtograpsus angulatus) implica una diferente
participacion y modulacién de componentes (ej. diferentes ATPasas) de la maquinaria
osmorregulatoria branquial. En este contexto, futuros estudios deberian focalizarse en
establecer si las variaciones post-prandiales luego de la emersion en baja y alta salinidad
de parametros digestivos y metabdlicos a nivel bioquimico en N. granulata estan
relacionadas con posibles demandas diferenciales de energia metabdlica de la emersién

y del estado osmorregulatorio.
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Capitulo 7:

Estudios sobre el efecto de la salinidad
ambiental sobre actividad de carbohidrasas y
nimero de formas de a-amilasa en
hepatopdncreas, glicemia y reservas de
glucogeno y glucosa libre en el cangrejo

eurihalino Cyrtograpsus angulatus
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Introduccion

Cyrtograpsus angulatus es un cangrejo eurihalino que se encuentra desde Rio de
Janeiro (Brasil) hasta la Patagonia (Argentina) en la costa Atlantica y la costa del
Pacifico en Per y Chile (Spivak, 1997). En la laguna costera de Mar Chiquita, C.
angulatus constituye una de las especies dominantes de cangrejos intermareales,
estando expuesto a cambios abruptos, frecuentes y altamente variables en la salinidad
ambiental (desde 4 a 40%o de salinidad) (Anger et al., 1994; Spivak et al., 1994; Lépez
Marianes, et al., 2002; Pinoni y Lopez Mafanes, 2004, 2008; Pinoni, 2009; Michiels et
al., 2013, Michiels, 2015; observaciones personales). Diferentes estudios indican que C.
angulatus de la laguna costera de Mar Chiquita se comporta como omnivoro-
detritivoro-carrofiero (Spivak, 1997; Botto et al., 2005). En hepatopancreas de este
cangrejo se determino, la existencia de actividad de diferentes enzimas digestivas (e].
carbohidrasas, lipasa, proteolitica total y proteasas), sugiriendo su capacidad para
digerir diferentes items dietarios tales como carbohidratos, lipidos y proteinas (Pinoni,
2009; Asaro et al., 2010, 2011b; Michiels et al., 2013; Michiels, 2015). C. angulatus
exhibe capacidad hiper e hipo-osmorregulatoria (L6pez Mafanes et al., 2002; Pinoni y
Lopez Mananes, 2004; 2008; Pinoni, 2009; Asaro et al., 2012; Michiels et al., 2013).
Sin embargo, faltan estudios sobre su comportamiento osmorregulatorio dentro de un
amplio rango de salinidad (6-40%. de salinidad). La adaptacién bioquimica a baja
salinidad de C. angulatus involucra respuestas complejas e integrativas a nivel
bioguimico tales como la modulacion de diferentes actividades enzimaticas en
branquias individuales y en musculo de la quela (Schelich et al., 2001; Lopez Mafianes
et al, 2002; Pinoni, 2009; Pinoni et al., 2005; Pinoni y Lopez Mafianes, 2004, 2008).

Ademas, se observo la modulacion diferencial de la actividad de lipasa, proteolitica
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total, N-aminopeptidasa (APN) y tripsina en hepatopancreas y en el contenido de
triglicéridos y proteinas de C. angulatus en respuesta a baja (10%.) y alta (40%o)
salinidad ambiental sugiriendo la existencia de ajustes en el metabolismo de lipidos y
proteinas en condiciones de hiper e hiporregulacion (Michiels et al., 2013; Michiels,
2015). Como mencionamos anteriormente en la presente tesis, la homeostasis de
glucosa en crustaceos decapodos es esencial para el adecuado funcionamiento de
distintos procesos fisioldgicos. La digestion de diferentes sustratos glucogénicos (ej.
almiddn, glucdgeno y disacaridos) y la absorcion de glucosa a través del hepatopancreas
(principal sitio de sintesis de enzimas digestivas y absorcion de nutrientes en crustaceos
decapodos) constituyen una de las fuentes principales de glucosa hemolinfatica (Verri et
al., 2001; Lorenzon, 2005; Lorenzon et al., 2005, 2007; Sanchez-Paz et al., 2006;
Buckup et al., 2008; Obi et al., 2011; Dutra e tal., 2008; Chung, 2014; Jimenez y
Kinsey, 2015; Wang et al., 2016a, b). De esta manera, el nivel de actividad de
carbohidrasas clave (ej. a-amilasa, maltasa y sacarasa) en hepatopancreas juega un rol
central en la digestion, absorcion y utilizacién de carbohidratos glucogénicos. Se ha
demostrado por analisis por zimograma, la existencia de varias formas de a-amilasa en
hepatopancreas aungue el nimero de formas presentes parece ser especie-especifico (Le
Moullac et al., 1996; Van Wormhoudt y Sellos, 2003; Perera et al., 2008a, b; Coccia et
al., 2011; Aragon-Axomulco et al., 2012; Rodriguez-Viera et al., 2016; capitulo 1
presente tesis). Los resultados presentados en el capitulo 3 de la presente tesis en
Neohelice granulata, constituyen la primer evidencia sobre la existencia de variaciones
en el perfil de formas de a-amilasa en respuesta a la salinidad ambiental en cangrejos

eurihalinos. En este contexto, los objetivos del presente capitulo fueron:
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a) Determinar la existencia de formas de a-amilasa a través de andlisis por zimograma en
hepatopancreas de C. angulatus en condiciones de osmoconformacion (35%. de
salinidad).

b) Determinar la osmolalidad en hemolinfa y capacidad osmorregulatoria de C.
angulatus en baja (6-10%o) y alta (40%o) salinidad.

c) Estudiar el efecto de baja (6-10%0) y alta (40%o) salinidad sobre la actividad y
namero de formas de a-amilasa en hepatopancreas de C. angulatus.

d) Estudiar el efecto de baja (6-10%0) y alta (40%o.) salinidad sobre la actividad de
maltasa y sacarasa en hepatopancreas de C. angulatus.

e) Estudiar el efecto de baja (6-10%o) y alta (40%o) salinidad sobre la concentracién de
glucosa en hemolinfa, y de glucégeno y glucosa libre en dérganos de reserva de C.

angulatus.

Materiales y métodos

Captura y mantenimiento de los animales

Machos adultos de Cyrtograpsus angulatus en intermuda (Drach vy
Tchernigovtzeff, 1967; Moriyasu y Mallet, 1986), con un ancho de caparazon mayor a
2,5 cm, se recolectaron de la laguna costera de Mar Chiquita (provincia de Buenos
Aires, 37°32'-37°45’S; 57°19'-57°26’0). Los individuos se transportaron
inmediatamente al laboratorio en recipientes con agua del sitio de recoleccion y se
mantuvieron durante 10 dias en agua de mar (35%o), agua de mar diluida (6-10%o) 0
agua de mar concentrada (40%o) antes de los experimentos, en condiciones controladas
de temperatura (22+ 2°C) y fotoperiodo (12 h luz/12 h oscuridad). El agua se aire6 y

filtr6 permanentemente. Los acuarios se cubrieron con nylon negro para reducir
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disturbios. Los individuos fueron alimentados tres veces por semana con alimento
comercial balanceado (proteinas: 43,4 %, lipidos: 12,9%, hidratos de carbono: 21,9%)
(0,07 g por individuo) y fueron privados de alimento 24 h antes de los experimentos

(Michiels et al., 2013; Asaro et al., 2012). Se utiliz6 entre 4 a 8 individuos por salinidad.

Osmolalidad de la hemolinfa

La osmolalidad de la hemolinfa se determind segun lo descripto en la seccion de

materiales y métodos del capitulo 1.

Preparacion de extractos enzimaticos

La preparacion de extractos enzimaticos se realizd segin lo descripto en la

seccion materiales y métodos del capitulo 3.

Determinacion de la actividad de enzimas digestivas

La actividad de o-amilasa se determind como fue descripto en la seccion de
materiales y métodos del capitulo 1.
La actividad de maltasa y sacarasa se determind como fue descripto en la

seccion de materiales y métodos del capitulo 3.

Determinacion de la concentracion de proteinas

Se realiz6 de acuerdo a lo descripto en la seccion materiales y métodos del

capitulo 1.
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Analisis por zimograma para la actividad de a-amilasa

El zimograma se realizd segln lo descripto en la seccion de materiales y

métodos del capitulo 1.

Determinacion de la concentracion de glucosa en hemolinfa

La concentracion de glucosa en hemolinfa se determind segun lo descripto en

materiales y métodos del capitulo 3.

Determinacion de la concentraciéon de glucoégeno v glucosa libre

La concentracion de glucdgeno en los 6rganos de reserva se determind segun lo

descrito en la seccidén de materiales y métodos del capitulo 3.

Andalisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para
Windows, el cual realiza automaticamente un test previo de igualdad de varianzas y
normalidad.

La diferencia entre la osmolalidad de la hemolinfa y medio externo se analizaron
con el test paramétrico (t-test) o no paramétrico (Mann-Whitney).

La diferencia entre la capacidad osmorregulatoria entre 6 y 10%o se analizaron
con el test no paramétrico (Mann-Whitney).

Las diferencias en las actividades de a-amilasa, maltasa y sacarasa en

hepatopancreas, concentracion de glucosa en hemolinfa, concentracion de glucégeno o
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glucosa libre en drganos de reserva en relacion a la salinidad ambiental, se analizaron
utilizando el test paramétrico (One Way ANOVA) o no paramétrico (Kruskal-Wallis).
Para estimar las diferencias entre las diferentes salinidades se utilizo el test a posteriori
Holm-Sidak o Dunn.

Un p < 0,05 fue considerado significativo.

Resultados

Zimograma de actividad amilolitica en hepatopancreas de Cyrtograpsus

angulatus

La existencia de diferentes formas de a-amilasa, se realizd un analisis por
zimograma de hepatopéancreas de individuos de C. angulatus mantenidos a 35%o de
salinidad (osmoconformacion). La figura 7.1 muestra que fueron detectadas al menos 2
bandas con actividad amilolitica con una masa molecular aparente de 31 y 38 kDa. La

banda de 31 kDa exhibio la mayor actividad.

181 |Pagina



kDa

102 —>

76 —>

52 —»

38— <— 38 kDa
31 — <«— 31 kDa

Figura 7.1.- Zimograma de actividad amilolitica en hepatopancreas de individuos de C.
angulatus mantenidos a 35%o de salinidad. Luego de la electroforesis, el gel fue inmerso en
solucion de almidon (1%) a pH 6,0 por 90 min y luego tefiido con solucion yodo/KI (10 mM).

Las flechas indican las bandas de 31 y 38kDa.

Osmolalidad de la hemolinfa de individuos de C. anqulatus

En individuos aclimatados a 6 y 10%. de salinidad, la osmolalidad de la
hemolinfa fue alrededor de cuatro a dos veces mayor a la del medio externo,
respectivamente (T: 57; p: 0,002) (T: 21; p < 0,001). La osmolalidad en individuos
mantenidos a 35%. de salinidad fue similar con respecto al medio externo (T: 56; p:
0,181). En 40%o. de salinidad, la osmolalidad de la hemolinfa fue mas baja que la del
medio externo (t:-4,188; p: 0,002) (Figura 7.2). La capacidad osmorregulatoria fue
mayor en 6%o de salinidad que en 10%. de salinidad (T: 52; p: 0,029) (Figura 7.2,

recuadro).
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Figura 7.2.- Osmolalidad de la hemolinfa a distintas salinidades en individuos de C. angulatus.
* Indica diferencias significativas con respecto al valor del medio externo (p < 0,05). Los
valores son las medias + E.S. para 6-8 individuos. Recuadro: capacidad osmorregulatoria
(diferencias entre la osmolalidad del medio y la osmolalidad de la hemolinfa). + Diferencia

significativa (p < 0,05).
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Actividad y nimero de formas de a-amilasa en hepatopancreas de

individuos de C. angulatus expuestos a baja y alta salinidad

La actividad de a-amilasa en hepatopancreas de individuos de C. angulatus

aclimatados a baja o alta salinidad fue similar con respecto a los individuos mantenidos

a 35%o (F: 0,271; p: 0,845) (Figura 7.3A).

En individuos mantenidos en baja (6 y 10%o) y alta (40%o) salinidad, el anélisis

por zimograma mostré un patrén similar de bandas que el observado a 35%o.

Similarmente a lo observado en 35%. de salinidad, en individuos de C. angulatus

mantenidos a baja y alta salinidad, el hepatopancreas exhibié la banda de 31 kDa con

mayor actividad amilolitica (Figura 7.3B).

5000+
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Figura 7.3.- Actividad de o-amilasa (A) y zimograma con actividad amilolitica (B) en

hepatopancreas de individuos de C. angulatus mantenidos a distintas salinidades (6-40%o de

salinidad). Las flechas de la derecha indican las bandas de 31 y 38 kDa. Los valores son las

medias + E.S. para 5 individuos.
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Actividad de maltasa y sacarasa en hepatopancreas de individuos de C.

anqulatus expuestos a baja y alta salinidad

Actividad de maltasa

La actividad de maltasa en hepatopéancreas de individuos de C. angulatus
mantenidos en baja o alta salinidad fue similar con respecto a aquellos mantenidos en

35%o (F: 0,11; p: 0,95) (Figura 7.4).

6 10 35 40
Salinidad (%o)

Actividad especifica de maltasa

Figura 7.4-. Actividad de maltasa en hepatopancreas de individuos de C.
angulatus mantenidos a distintas salinidades (6-40%o de salinidad). Los

valores son las medias + E.S. para 4-6 individuos.

Actividad de sacarasa

La actividad de sacarasa en hepatopancreas de individuos de C. angulatus
expuestos a baja o alta salinidad fue similar con respecto a individuos expuestos en

35%o de salinidad (H: 4,15; p: 0,24) (Figura 7.5).
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Figura 7.5-. Actividad de sacarasa en hepatopancreas de individuos de C.
angulatus mantenidos a distintas salinidades (6-40%o de salinidad). Los

valores son las medias + E.S. para 5-7 individuos.

Glucosa en hemolinfa de individuos de C. angulatus expuestos a baja y alta

salinidad

La concentracion de glucosa en hemolinfa de cangrejos mantenidos a baja y alta
salinidad fue similar a la de individuos en 35%o de salinidad (F: 0, 51; p: 0,67) (Figura

7.6).
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Figura 7.6.- Concentracion de glucosa en hemolinfa (HL) en individuos
de C. angulatus mantenidos a distintas salinidades (6-40%. de

salinidad). Los valores son las medias + E.S. para 5-8 individuos.

Glucogeno v glucosa libre en 6rganos de reserva de individuos de C.

anqulatus mantenidos a baja y alta salinidad

Glucogeno

La concentracion de glucdgeno en hepatopancreas, musculo de la quela y
branquias posteriores de cangrejos mantenidos en baja (6 y 10%o) y alta (40%o) salinidad
fue similar al correspondiente valor en 35%o de salinidad (F: 012;p:0,94) (F0,17; p:0,91)
(H:0,77;p:0,85) (Figura 7.7).

La concentracion de glucdgeno en branquias anteriores, fue menor en cangrejos
aclimatados a 6 y 40%o0 de salinidad, (alrededor de 55 y 77% respectivamente) que en
35%o de salinidad. En 10%o. de salinidad, la concentracién de glucdgeno fue similar a la

observada en 35%o de salinidad (F: 15,5; p< 0,001) (Figura 7.7).

187 |Pagina



w N a1
o o o
L L ]
J—]
| —
}—
]

N
T

(mg x g tejido'l)

Concentracion de glucégeno

- 5
1]
1)
1)
1]
I—

6 10 35 40
Salinidad (%o)

Figura 7.7.- Concentracion de glucogeno en hepatopancreas (HP), musculo de la
quela (M), branquias anteriores (BA) y branquias posteriores (BP) en individuos
de C. angulatus mantenidos a distintas salinidades (6-40%. de salinidad). Los
valores son las medias + E.S. para 5-7 individuos. * Significativamente diferente

del correspondiente valor a 35%o. de salinidad (p < 0,05).

Glucosa libre

La concentracion de glucosa libre en hepatopancreas y branquias anteriores y
posteriores no fue afectada por la salinidad (F: 0,96; p: 0,42) (H: 0,78; p: 0,86) (H: 1,94;
p: 0,58). Mientras que la concentracion de glucosa libre en masculo de la quela fue

mayor a 6 y 40%o de salinidad que a 35%o de salinidad (H: 8,45; p: 0,03) (Figura 7.8).
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Figura 7.8.- Concentracion de glucosa libre en hepatopancreas (HP), musculo
de la quela (M), branquias anteriores (BA) y branquias posteriores (BP) en
individuos de C. angulatus mantenidos a distintas salinidades (6-40%. de
salinidad). Los valores son las medias + E.S. para 5-8 individuos. *
Significativamente diferente del correspondiente valor a 35%o de salinidad (p <

0,05).

Discusidn

Por medio de analisis por zimograma, se han identificado en hepatopéncreas de
diferentes crustaceos decapodos entre 1 y 10 formas de a-amilasa dependiendo de la
especie (Van Wormhoudt et al., 1995; Perera et al., 2008a, b; Coccia et al., 2011; Castro
et al., 2012; Rodriguez-Viera et al., 2016; capitulo 1 presente tesis). Los resultados del
presente capitulo muestran la presencia en hepatopancreas del cangrejo eurihalino
Cyrtograpsus angulatus en condiciones de osmoconformacién (35%. de salinidad), de
dos formas de a-amilasa con una masa molecular aparente de 31 y 38 kDa, siendo la
forma de 31 kDa la que presenta mayor actividad. Estos resultados son similares a los

encontrados en el cangrejo eurihalino Carcinus maenas, en el cual se reportd la
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existencia de dos formas de a-amilasa con una masa molecular aparente de
aproximadamente 30 kDa (Van Wormhoudt et al., 1995). Sin embargo, difiere a lo
mostrado para Neohelice granulata, en el cual observamos cinco formas de a-amilasa
con una banda de 29 kDa con mayor actividad amilolitica en condiciones de
osmoconformacién (capitulo 1 presente tesis). Van Wormhoudt et al., 1995 sugirieron
que los crustaceos decapodos con habito alimentario omnivoro (ej. consumo de detritos,
plantas y animales) suelen presentar un alto namero de formas de a-amilasa, aunque se
han observado algunas excepciones. En este contexto, una de las excepciones podria ser
C. angulatus, el cual se ha definido como omnivoro-detritivoro-carrofiero (Spivak,
1997; Botto et al., 2005). Sin embargo el significado de la presencia de un alto namero
de formas de a-amilasa en hepatopancreas de crustaceos decapodos sigue siendo poco
comprendido (Rodriguez-Viera et al., 2016).

Los individuos de C. angulatus en la laguna costera de Mar Chiquita se comportan
como hiper/hiporreguladores ya que exhiben valores de osmolalidad de la hemolinfa por
encima y por debajo de la del medio externo en condiciones de baja (6-10%o) y alta
salinidad (40%o), respectivamente, mientras que osmoconforman a 35%. de salinidad
(Lopez Mananes et al., 2002; Pinoni y Lopez Mafianes, 2004, 2008; Asaro et al., 2012;
Michiels et al., 2013; Figura 7.2 presente tesis). Como mencionamos anteriormente, la
comparacion de los valores de capacidad osmorregulatoria de un individuo sometido a
un amplio rango de salinidades permite evaluar la posible performance diferencial
dependiendo del tipo y grado de desafio osmético (es decir, un valor mas alto indica una
mayor capacidad osmorregulatoria para esa condicion) (Charmartier et al., 1989; Lignot
et al., 2000; Charmartier y Anger, 2011). En varias especies de cangrejos eurihalinos, la
adaptacion bioquimica a la salinidad implica distintos cambios a nivel molecular y/o

bioquimico que pueden requerir una reorganizacion metabdlica y por ende conducir a
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una modificacion en el metabolismo de hidratos de carbono, lipidos, y/o proteinas
(Bianchini et al., 2008; McNamara y Faria, 2012 Romano y Zeng, 2012; Pinoni et al.,
2013; Larsen et al., 2014; Michiels, 2015a).

En este contexto, en hepatopancreas de C. angulatus se determind Ila
modulacién diferencial de la actividad de lipasa, proteolitica total y APN en condiciones
de osmorregulacién, sugiriendo la existencia de ajustes especificos de estas enzimas en
relacion con el tipo de desafio osmdtico (Pinoni, 2009; Michiels et al., 2013; Michiels,
2015).Para incrementar el conocimiento sobre las respuestas a nivel bioquimico y
fisioldgico de C. angulatus, en esta tesis (presente capitulo) se determiné el efecto de
baja (6-10%o) y alta salinidad (40%o.) sobre la actividad de carbohidrasas (a-amilasa,
maltasa y sacarasa) y nimero de formas con actividad amilolitica en hepatopancreas, la
concentracion de glucosa en hemolinfa y el contenido de glucdgeno y glucosa libre en
organos de reserva de energia para evaluar la posible existencia de ajustes en
componentes involucrados en el metabolismo de hidratos de carbono. Los resultados del
presente capitulo que muestran el mantenimiento de los valores de glucosa
hemolinfatica (Figura 7.6) sugiere que la disponibilidad de este metabolito no seria una
limitante en individuos de C. angulatus en condiciones de hiper/hiporregulacion. Como
se menciond anteriormente, la digestion de sustratos glucogénicos (ej. almidon,
glucégeno y disacaridos) y la absorcion de glucosa a través del hepatopancreas
constituyen una de las fuentes principales de glucosa hemolinfatica (Verri et al., 2001;
Obi et al.,, 2011; Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et al., 2016 a). EIl hecho que la
actividad de enzimas clave (ej. a-amilasa, maltasa y sacarasa) para la degradacion
completa de los principales sustratos glucogénicos se mantuvo en altos niveles en
hepatopancreas sugiere que esta especie es capaz de mantener la capacidad para la

digestién de distintos sustratos glucogénicos en baja y alta salinidad. Por otro lado, el
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hecho que las actividades de a-amilasa, maltasa y sacarasa en hepatopancreas no fueron
afectadas por la salinidad ambiental, contrariamente a lo observado para la actividad de
lipasa, proteolitica total y APN (Michiels et al., 2013; Michiels, 2015) apoya la idea de
la existencia de mecanismos de modulacion diferenciales y especificos de la actividad
de enzimas digestivas en relacion a baja y alta salinidad. Se ha observado que
individuos de N. granulata también exhiben una modulacion diferencial de
carbohidrasas, lipasa y proteasas en respuesta a distintas condiciones de salinidad
(Pinoni et al., 2013, 2015; Michiels et al., 2015a; capitulo 3 de la presente tesis
doctoral).

Diferentes trabajos sugieren que el nimero de formas de o-amilasa en
hepatopancreas de varios crustdceos puede variar en relacion a distintos factores
externos e internos (Le Moullec et al., 1996; Van Wormhoudt y Sellos, 2003; Perera et
al., 2008a, b; Coccia et al., 2011; Castro et al., 2012; Aragdn-Axomulco et al., 2012;
Rodriguez-Viera et al., 2016; capitulo 3 presente tesis) aunque las respuestas parecen
ser especie-especificas. En este contexto, los resultados del presente capitulo que
muestran que no existen diferencias en el ndmero de formas de a-amilasa en
hepatopancreas de C. angulatus en condiciones de baja y alta salinidad, difiere de lo
encontrado para N. granulata en baja salinidad (capitulo 3), soportando la idea de
variabilidad interespecifica previamente sugerida.

Como hemos mencionado, una de las principales fuente de glucosa
hemolinfatica proviene del hepatopancreas en donde se almacena como glucgeno o es
sintetizada a través de las vias gluconeogénicas (Verri et al., 2001; Obi et al., 2011,
Jimenez y Kinsey, 2015; Wang et al., 2016 a, b). El hepatopancreas de C. angulatus
exhibié una baja concentracion de glucégeno, pero altos niveles de glucosa libre,

sugiriendo el rol de este dérgano en el metabolismo de hidratos de carbono,
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probablemente para mantener un suministro adecuado y sostenido de glucosa. EI menor
contenido de glucégeno en branquias anteriores en individuos de C. angulatus
mantenidos a 6 y 40%. de salinidad, sugiere la utilizacion de esta reserva en condiciones
de hiper e hiporregulacién. Sin embargo, dado que no se produjeron cambios a 10%o de
salinidad, las variaciones en la concentracion de glucégeno en branquias anteriores
parecen depender del grado y/o tipo de desafio hipo-osmoético. En este contexto, se
demostr6 que C. angulatus exhibié una mayor capacidad hiperregulatoria a 6%. de
salinidad comparado con 10%. de salinidad (Figura 7.2, recuadro). Previamente,
demostramos que en este cangrejo, las branquias anteriores tienen un rol importante en
la adaptacién bioquimica a baja salinidad, exhibiendo ajustes bioquimicos diferenciales
(ej. actividad Na'-K*-ATPasa) en relacion con el grado y/o tipo de desafio hipo-
osmético (Lopez Marianes et al., 2002; Elhalem y Lopez Mafianes, 2003, 2004; datos no
publicados). Queda por investigar el rol de mensajeros quimicos primarios sobre la
modulacién en el contenido de glucégeno en las branquias anteriores de C. angulatus en
baja (6%o) 0 alta (40%0) salinidad. Estudios in vitro realizados en nuestro laboratorio
muestran que la dopamina disminuye el contenido de glucdgeno en branquias anteriores
de C. angulatus mantenidos a baja salinidad (datos no publicados). Por otro lado,
nuestros resultados no nos permiten establecer si la disminucion en el contenido de
glucogeno en branquias anteriores (mientras que el contenido de glucosa libre no es
afectado) en 6 y 40%o de salinidad se relaciona con una posible utilizacion inmediata de
glucosa para el mantenimiento de la maquinaria osmorregulatoria (ej. modulacion de la
actividad de Na'-K*-ATPasa). EI masculo de la quela constituye un importante sitio de
reserva de glucégeno en C. angulatus. Dado que el contenido de glucdgeno en este
tejido no fue afectado por la exposicién a las distintas salinidades, podria indicar que no

ocurriria una movilizacion de esta reserva en respuesta a la salinidad ambiental. Esto
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concuerda con lo que hemos demostrado en individuos de N. granulata de la zona de
planicie de mareas de la laguna costera Mar Chiquita (Pinoni et al., 2013). Sin embargo,
el incremento en la concentracion de glucosa libre en el musculo de la quela a 6 y 40%o
de salinidad sugiere un rol de este tejido en ajustes a nivel bioquimico frente a baja y
alta salinidad. La realizacion de futuros estudios permitirian dilucidar si el distinto
contenido de glucosa libre en musculo de la quela en 6 y 40%o de salinidad (mientras
que el contenido de glucégeno no fue afectado) estad relacionado con la modulacion
diferencial de vias gluconeogénicas, lo que podria conducir a la formacién de glucosa a
partir de otras fuentes y/o a la captacion de glucosa a partir de la hemolinfa. La hiper e
hiporregulacion en cangrejos parecen requerir diferentes mecanismos y ajustes a nivel
bioguimico (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng 2012; Pinoni et al., 2013;
Michiels et al., 2013, 2015a; presente tesis). Experimentos in vitro realizados con
secciones en musculo de N. granulata de otras areas geogréaficas mostraron que el estrés
hipo e hiperosmoético induce diferentes ajustes en vias metabdlicas (Martins et al.,
2011). EI hecho que el contenido de glucosa libre en masculo de la quela fue afectado
en 6%o de salinidad pero no en 10%o. apoya aln mas la existencia de respuestas
diferenciales en funcion del grado de desafio hipo-osmotico.

Por otro lado, el hecho que el patrén de ajustes en componentes del metabolismo
de hidratos de carbono difiere a lo encontrado en trabajos previos de nuestro laboratorio
en relacion a parametros del metabolismo lipidico y proteico sugiere la existencia de
una reorganizacion metabdlica compleja y ademas especifica de diferentes rutas
metabdlicas en C. angulatus de la laguna costera de Mar Chiquita en relacion a la

hiper/hiporregulacion.
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Capitulo 8:

Estudios de caracterizacion parcial y modulacion
por salinidad ambiental de actividad de
carbohidrasas y tripsina en hepatopancreas del

cangrejo eurihalino Uca tangeri
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Introduccion

Los cangrejos violinistas (genero Uca) estan representados por
aproximadamente 94 especies de cangrejos semiterrestres intermareales (Rosenberg,
2001; Boa y Guerra-Garcia, 2015). Uca tangeri es la Unica especie de cangrejo
violinista que se encuentra en Europa, el cual presenta una distribucion geogréafica desde
el sur de Espafa y Portugal (~ 34 ° S) hasta Angola (~ 16 ° S) a lo largo de toda la costa
oeste africana (Rosenberg, 2001; Spivak y Cuesta, 2009; de Gibert et al., 2013,
Rodriguez-Tovar et al., 2014; Boa y Guerra-Garcia, 2015). A pesar de su importancia
ecoldgica y econdmica no se han realizado estudios aun sobre su fisiologia digestiva,
particularmente sobre la existencia, caracterizacidon bioquimica y modulacion de
actividad de enzimas digestivas clave en hepatopancreas. En la zona de planicie de
mareas de las marismas del rio San Pedro (Bahia de Cadiz, Espafia, 36°23'-37 'N, 6°8'-
15'W), los individuos de U. tangeri estan expuestos a amplios cambios en la salinidad
ambiental (Gonzélez Gordillo et al., 2003). En este contexto, estudios realizados en
colaboracion entre nuestro laboratorio y el laboratorio de biologia y acuicultura (depto.
de Biologia, Facultad de Ciencias del Mar y Ambientales, Universidad de Cédiz,
Espafia), demostraron que machos adultos de U. tangeri de la Bahia de Cadiz exhiben
capacidad hiper/hiporregulatoria y una modulacion diferencial de metabolitos y
sustratos de reserva en condiciones de baja y alta salinidad en relacién a la
hiper/hiporregulacion (Pinoni et al., 2015b; Pinoni et al., enviado a publicar). Como
mencionamos anteriormente, la modulacion diferencial de la actividad de diferentes
enzimas digestivas en hepatopancreas constituye uno de los ajustes a nivel bioquimico
en relacién a la exposicion a baja y alta salinidad en cangrejos eurihalinos, aunque las

respuestas parecen ser dependientes del tipo y grado de desafio osmoético y/o de la
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especie (Asaro et al., 2011a; Romano y Zeng, 2012; Wang et al., 2013; Michiels et al.,
2013, 2015a; Pinoni et al., 2013, 2015a, b; presente tesis).

En este contexto, como parte de nuestros estudios integrativos en cangrejos
eurihalinos sobre la identificacion y caracterizacion de actividad de enzimas digestivas
en hepatopancreas y su modulacién por diferentes factores, el objetivo de este capitulo
fue determinar la existencia y caracteristicas bioquimicas de la actividad de a-amilasa,
maltasa, sacarasa y tripsina y su respuesta a baja y alta salinidad ambiental en

hepatopancreas del cangrejo eurihalino U. tangeri.

Materiales y métodos

Captura y mantenimiento de los animales

Machos adultos de Uca tangeri, se recolectaron durante la marea baja en Rio
San Pedro, una entrada poco profunda de la zona del saladar en la costa oriental de la
Bahia de Cadiz, Espafia (36°23’-37°N, 6°8’-15’W). La salinidad en esta area varia entre
12 a 46%o de salinidad, aunque frecuentemente se puede observar valores méas altos
(55%0) (Gonzalez Gordillo et al., 2003; de la Paz et al., 2008; Ferr6n et al., 2009; Pinoni
et al.,, 2015b). Los individuos se transportaron inmediatamente en recipientes al
laboratorio del departamento de biologia (Facultad de Ciencias Marinas y Ambientales,
Universidad de Cadiz, Espafia). Los individuos de U. tangeri se mantuvieron en
acuarios a diferentes salinidades: agua de mar diluida (12%.), agua de mar (33%o) 0
agua de mar concentrada (55%0) por una semana antes de los experimentos en
condiciones controladas de temperatura (22+2°C) y fotoperiodo natural (Pinoni et al.,
2015b). El agua se aired, se filtrd y se cambio cada dos dias para mantener constante los

pardmetros fisicoquimicos. Los individuos fueron alimentados tres veces por semana
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con alimento comercial balanceado (proteinas: 57%, lipidos: 18%, hidratos de carbono:
13,4%) (0,07 g por individuo) y fueron privados de alimento 24 h antes de los

experimentos (Pinoni et al., 2015b).

Preparacion del hepatopancreas

Los cangrejos se crioanestesiaron durante 20 minutos. Posteriormente, se
pesaron y se extrajo el hepatopancreas. Luego de pesar el tejido, se colocd en un
Eppendorf, se puso rapidamente en nitrégeno liquido y se liofiliz6 por 48 h (Advantage
2.0 liofilizador). Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de fisiologia bioquimica
y adaptativa (Universidad Nacional de Mar del Plata, Argentina) para la preparacion del
tejido, el cual se realiz6 segun lo descripto en la seccion materiales y métodos del

capitulo 1. Se ultilzo entre 5-8 individuos por salinidad.

Determinacion de la actividad de enzimas digestivas

La actividad de o-amilasa se determind segun lo descripto en la seccion de
materiales y métodos del capitulo 1.

La actividad de maltasa y sacarasa se determind segun lo descripto en la seccién
de materiales y métodos del capitulo 3.

La actividad de tripsina se determiné segun lo descripto en la seccion de
materiales y métodos del capitulo 4.

Para los experimentos de caracterizacion de las enzimas digestivas estudiadas
(a-amilasa, maltasa, sacarasa y tripsina) se utilizaron individuos expuestos a 33%o de

salinidad (condicion de osmoconformacion, Pinoni et al., 2015b).
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Para los estudios de caracterizacion, la actividad de a-amilasa se determiné
como se describié anteriormente pero en presencia de diferentes pHs de la mezcla de
reaccion (buffer fosfato 50 mM en el rango 5,2-8,0) y temperaturas (4-45°C). Para el
estudio de distintas concentraciones de almidon sobre la actividad de a-amilasa se
determin6é a pH 6,0 a 30°C y en presencia de concentraciones crecientes de sustrato
(0,06-18 mg x ml™) en la mezcla de reaccién. La actividad de disacaridasas (maltasa y
sacarasa) se determiné como se describié anteriormente pero a diferentes pHs de la
mezcla de reaccién (buffer maleato en el rango 3,5-8,0) y temperaturas (4-45°C). Para
el estudio de distintas concentraciones de sustrato sobre la correspondiente actividad se
determin6 a pH 6,4 a 30°C y en presencia de concentraciones crecientes de maltosa o
sacarosa, segun corresponda (0,56-42 mM) en la mezcla de reaccion. La actividad de
tripsina se determiné como se describié anteriormente a diferentes pHs (4,5-10,0) y
temperaturas (4-45°C) de la mezcla de reaccién. Para el estudio de distintas
concentraciones de BAPNA sobre la actividad de tripsina, se determin6 a pH 7,4 a 45°C
en presencia de concentraciones crecientes del sustrato (0,083-2,32 mM) en la mezcla

de reaccion.

Determinacion de la concentracion de proteinas

Se realiz6 de acuerdo a lo descripto en la seccion materiales y métodos del

capitulo 1.
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Andalisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para
Windows, el cual realiza automaticamente un test previo de igualdad de varianzas y
normalidad.

El efecto de diferentes pHs o temperaturas sobre la actividad de a-amilasa,
maltasa, sacarasa y tripsina en hepatopancreas de U. tangeri se analizaron utilizando el
test paramétrico (One Way ANOVA) o no paramétrico (Kruskal-Wallis). Para estimar
las diferencias entre los diferentes pHs o temperaturas se utilizo el test a posteriori
Holm-Sidak o método Dunn. Los resultados del efecto de distintas concentraciones del
correspondiente sustrato sobre las actividades enzimaticas se analizaron por medio de
un analisis de regresion no lineal (GraphPad Prism 5.1 software). Las curvas que se
presentan son las que mejor se ajustan a los datos experimentales. Los valores de Km
(constante de Michaelis-Menten) se estimaron a partir de esas curvas.

La diferencia entre la osmolalidad de la hemolinfa y medio externo se analizaron
con el test paramétrico ( t-test) o no paramétrico (Mann-Whitney).

Las diferencias en la actividad de a-amilasa, maltasa, sacarasa y tripsina en
relacion a la salinidad ambiental se analizaron utilizando el test paramétrico (One Way
ANOVA) o no paramétrico (Kruskal-Wallis). Para estimar las diferencias entre las
diferentes salinidades se utiliz6 el test a posteriori Holm-Sidak 0 método Dunn.

Un p < 0,05 fue considerado significativo.

200 | Pagina



Resultados

Caracterizacion parcial de la actividad de a-amilasa en hepatopancreas de

Uca. tangeri

La actividad de a-amilasa se determin6 dentro del rango de pH de 5,2-8,0. La

actividad se mantuvo en un amplio rango de pH (5,2-8,0) (H: 21.53; p <0,001) (Figura

8.1).
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Figura 8.1.- Efecto del pH (5,2-8,0) sobre la activad de a-amilasa

en hepatopancreas de U. tangeri. La actividad se midié a 30°C y en

presencia de 15 mg x ml™ de almidén. Los datos de actividad de a-

amilasa son representados en relacion a la actividad a pH 6,0

(100%; 1388 pmaltosa x min x mg prot™). Letras distintas indican

diferencias significativas entre si. Los datos son la media + E.S.

para 6 individuos.
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La actividad de a-amilasa fue similar dentro de un amplio rango de temperatura,

solo observandose una diferencia significativa entre 20 y 30°C (F: 3,01; p: 0,03) (Figura

8.2).
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Figura 8.2.- Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la actividad de
a-amilasa en hepatopancreas de U. tangeri. La actividad se midio6 a
pH 6,0 y en presencia de 15 mg x ml™ de almidén. Los valores de la
actividad de a-amilasa son expresados en relacion a la actividad a
30°C (100%; 1556 pmaltosa x min x mg prot™). Letras distintas
indican diferencias significativas entre si Los datos son la media +

E.S. para 5-6 individuos.

. La actividad de a-amilasa en hepatopancreas de U. tangeri exhibi6 una cinética

de Michaelis-Menten (Km= 3,81 + 0,49 mg x ml™) (Figura 8.3).
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Figura 8.3.- Efecto de concentraciones crecientes de almidon sobre la
actividad de a-amilasa en hepatopancreas de U. tangeri. La actividad
se midi6 a pH 6,0 y 30°C. Los valores de actividad son expresados en
relacion al correspondiente actividad en presencia de 15 mg x ml*
(100%; 1292 umaltosa x min x mg prot™). Los datos son la media +

E.S. para 6 individuos.

Caracterizacion parcial de la actividad de maltasa en hepatopancreas de U.

tangeri

La actividad de maltasa se determind dentro del rango de pH de 3,5 a 8,0. La
actividad de maltasa se mantuvo en un amplio rango de pHs (3,5 a 8,0) (F: 3,38; p:

0,015) (Figura 8.4).
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Figura 8.4.- Efecto del pH (3,5-8,0) sobre la activad de maltasa en
hepatopancreas de U. tangeri. La actividad se midi6 a 30°C y en
presencia de 28 mM de maltosa. Los datos de actividad de maltosa
son representados en relacion a la actividad a pH 6,4 (100%;
1494,81 pg glucosa x min x mg prot™). Letras distintas indican
diferencias significativas entre si Los datos son la media = E.S.

para 6 individuos.

La actividad de maltasa fue similar dentro del rango de temperatura de 4-20°C y
aumento a 30°C. A 45°C, la actividad fue de un 25%, menor que la actividad a 30°C (F:

8,39; p <0,001) (Figura 8.5).
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Figura 8.5.- Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la
actividad de maltasa en hepatopancreas de U. tangeri. La
actividad se midi6 a pH 6,4 y en presencia de 28 mM de
maltosa. Los valores de la activad de maltasa son expresados en
relacion a la actividad a 30°C (100%; 1539 pg glucosa x min x
mg prot™?). Letras distintas indican diferencias significativas

entre si. Los datos son la media + E.S. para 5 individuos.

La actividad de maltasa en hepatopancreas de U. tangeri exhibié una cinética de

Michaelis-Menten (Km= 5,82 + 1,05 mM) (Figura 8.6)
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Figura 8.6.- Efecto de concentraciones crecientes de maltosa sobre la
actividad de maltasa en hepatopancreas de U. tangeri. La actividad se
midio a pH 6,4 y 30°C. Los valores de actividad de maltasa son expresados
en relacion al correspondiente actividad en presencia de 28 mM (100%;
1183ug glucosa x min x mg prot™). Los datos son la media + E.S. para 5-6

individuos.

Caracterizacion parcial de la actividad de sacarasa en hepatopancreas de U.

tangeri
La actividad de sacarasa se determind dentro del rango de pH de 3,5 a 8,0. La
actividad de sacarasa fue similar dentro del rango de pH entre 3,5 a 6,0. La actividad fue
maxima a pH 6,4. A pHs 7,4 y 8,0 la actividad disminuy6 alrededor de 61% con

respecto a la actividad a pH 6,4 (F: 10,09; p <0,001) (Figura 8.7).
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Figura 8.7.- Efecto del pH (3,5-8,0) sobre la activad de sacarasa en
hepatopancreas de U. tangeri. La actividad se midi6o a 30°C y en
presencia de 28 mM de sacarosa. Los datos de actividad de sacarasa son
representados en relacion a la actividad a pH 6,4 (100%; 269 pg glucosa
x min x mg prot™). Letras distintas indican diferencias significativas entre

si. Los datos son la media + E.S. para 5 individuos.

La actividad de sacarasa fue similar dentro del rango de temperatura de 4-20°C.
La actividad aument6 a 30°C. Entre 37 y 45°C la actividad fue similar al valor a 30°C

(H: 19,04; p < 0,001) (Figura 8.8).
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Figura 8.8.- Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la
actividad de sacarasa en hepatopancreas de U. tangeri. La
actividad se midi6 a pH 6,4 y en presencia de 28 mM de
sacarosa. Los valores de la activad de sacarasa son
expresados en relacion a la actividad a 30°C (100%; 274 ug
glucosa x min x mg prot™). Letras distintas indican diferencias
significativas entre si. Los datos son la media + E.S. para 6

individuos.

. La actividad de sacarasa en hepatopancreas de U. tangeri exhibié una cinética

de Michaelis-Menten (Km= 8,14 + 9,83 mM) (Figura 8.9).
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Figura 8.9.- Efecto de concentraciones crecientes de sacarosa sobre la actividad
de sacarasa en hepatopéancreas de U. tangeri. La actividad se midié a pH 6,4 y
30°C. Los valores de actividad de sacarasa son expresados en relacion al
correspondiente actividad en presencia de 28 mM (100%; 1183 pg glucosa X

min x mg prot™). Los datos son la media + E.S. para 5- 6 individuos.

Caracterizacion parcial de la actividad de tripsina en hepatopancreas de U.

tangeri

La actividad de tripsina se determind dentro del rango de pH de 4,5 a 10,0. A pH
4,5 la actividad fue de aproximadamente un 58% con respecto al valor determinado a
7,4. En el rango de pHs entre 5,2 a 10,0 la actividad fue similar (F: 9,3; p < 0,001)

(Figura 8.10).
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Figura 8.10.- Efecto del pH (4,5-10,0) sobre la actividad de tripsina
en hepatopancreas de U. tangeri. La actividad se midio a 45°C y en
presencia de 1.16 mM de BAPNA. Los datos de actividad de tripsina
son representados en relacion a la actividad a pH 7,4 (100%; 1,34
umoles x min x mg prot?). Letras distintas indican diferencias
significativas entre si. Los datos son la media = E.S. para 6

individuos.

La actividad de tripsina fue similar dentro del rango de temperatura de 4 a 45°C

(F: 2,49; p: 0,069) (Figura 8.11)
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Figura 8.11.- Efecto de la temperatura (4-45°C) sobre la actividad
de tripsina en hepatopéancreas de U. tangeri. La actividad se midio
a pH 7,4y en presencia de 1,16 mM de BAPNA. Los valores de la
activad de tripsina son expresados en relacion a la actividad a 30°C
(100%; 274 pg glucosa x min x mg prot™). Letras distintas indican
diferencias significativas entre si. Los datos son la media + E.S.

para 5-6 individuos.

La actividad de tripsina en hepatopancreas de U. tangeri exhibié una cinética de

Michaelis-Menten (Km= 0,22 £+ 0,4 mM) (Figura 8.12).
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Figura 8.12.- Efecto de concentraciones crecientes de BAPNA sobre la
actividad de tripsina en hepatopéncreas de U. tangeri. La actividad se midié
a pH 7,4 y 45°C. Los valores de actividad de tripsina son expresados en
relacion al correspondiente actividad en presencia de 1,16 mM (100%; 1,49

pmoles x min x mg prot™). Los datos son la media + E.S. para 6 individuos.

Efecto de baja y alta salinidad sobre la actividad de enzimas digestivas en

hepatopancreas de U. tangeri

Para determinar el efecto de baja y alta salinidad sobre la actividad de a-amilasa,
maltasa, sacarasa Yy tripsina en hepatopancreas de U. tangeri, los individuos se
mantuvieron a 12, 33 y 55%0. de salinidad, salinidades en las cuales este cangrejo
hiperregula, osmoconforma e hiporregula, respectivamente (T: 10; p: 0,007) (t:-1,71; p:

0,10) (T: 58; p: 0,004) (T: 58; p: 0,004) (Tabla 8.1).
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Tabla 8.1. Osmolalidad (mOm x Kg*) en medio externo y en hemolinfa de U. tangeri.

12%o 33%o 55%o
Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa
287+29 681+20* 765+ 4.4 695+7 1386+12,30 820+27*

*Significativamente diferente de la correspondiente concentracion del medio externo.
(p<0,05). Los datos son la media = S.E. n=7 individuos.

Actividad de a-amilasa

En individuos expuestos a baja salinidad (12%o) la actividad de o-amilasa en
hepatopancreas fue similar a la correspondiente actividad a 33%. de salinidad. La
actividad de a-amilasa en hepatopancreas de cangrejos expuestos a 55%o de salinidad
fue menor (20%) a la actividad en individuos expuestos a 33%o. de salinidad (F: 3,6; p:

0,04) (Figura 8.13).

3000+

2000+

de amilasa
(pmaltosa x min™t x mg prot 1)

1000+

Actividad especifica

12 33
Salinidad (%o)

Figura 8.13.- Actividad de o-amilasa en hepatopancreas de U. tangeri
expuesto a distintas condiciones de salinidad. * Indica diferencias
significativas con respeto a 33%. (p < 0,05). Los datos son las medias + S.E.

para 6-7 individuos.
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Actividad de maltasa

En individuos expuestos a baja salinidad (12%o) la actividad de maltasa en
hepatopancreas fue similar a la correspondiente actividad a 33%. de salinidad. La
actividad de o-amilasa en hepatopancreas de cangrejos expuestos a 55%o de salinidad
fue menor (35%) a la actividad en individuos expuestos a 33%. de salinidad (H: 7,35; p:

0,02) (Figura 8.14).

= N
a o
o o
o o
1 1

1000+

500+

Activiad especifica
de maltasa

(ng glucosa x min x mg prot™)
<?

12 33 55
Salinidad (%o)

Figura 8.14.- Actividad de maltasa en hepatopancreas de U. tangeri
expuesto a distintas condiciones de salinidad. * Indica diferencias
significativas con respeto a 33%o. (p < 0,05). Los datos son las medias +

S.E. para 7-8 individuos.
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Actividad de sacarasa

En individuos expuestos a baja salinidad (12%o.) la actividad de sacarasa en
hepatopancreas fue similar a la correspondiente actividad a 33%. de salinidad. La
actividad de sacarasa en hepatopancreas de cangrejos expuestos a 55%o de salinidad fue
menor (32%) a la actividad en individuos expuestos a 33%o de salinidad (F: 5,76; p:

0,01) (Figura 8.15).

w
o
T

N
o
T

1004

Activiad especifica
de sacarasa

(ng glucosax mint x mg prot™)
o

12 33 55
Salinidad (%)

Figura 8.15.- Actividad de sacarasa en hepatopancreas de U. tangeri
expuesto a distintas condiciones de salinidad. * Indica diferencias
significativas con respeto a 33%. (p < 0,05). Los datos son las medias +

S.E. para 7-8 individuos.

Actividad de tripsina

En individuos expuestos a baja salinidad (12%o.) la actividad de tripsina en

hepatopancreas fue similar a la correspondiente actividad a 33%. de salinidad. La
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actividad de tripsina en hepatopancreas de cangrejos expuestos a 55%o de salinidad fue
menor (21%) a la actividad en individuos expuestos a 33%o de salinidad (F: 3,95; p:

0,06) (Figura 8.16).

2.5

Actividad especifica
de tripsina
(umoles x minx mg prot™)

33 55
Salinidad (%o)

Figura 8.16.- Actividad de tripsina en hepatopancreas de U. tangeri expuesto a
distintas condiciones de salinidad. * Indica diferencias significativas con respeto

a 33%o (p < 0,05). Los datos son las medias + S.E. para 7-8 individuos.

Discusidn
Los resultados del presente capitulo constituyen la primer evidencia de la
existencia de actividad de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa, sacarasa) y proteasas
(tripsina) en hepatopancreas del cangrejo eurihalino Uca tangeri. En varios crustaceos
decapodos, se ha relacionado la presencia y el nivel de actividad de enzimas digestivas
en hepatopancreas con la naturaleza de los componentes dietarios que pueden ser
potencialmente utilizados para los procesos metabélicos (Pavasovic et al., 2004, 2007,

Figueiredo y Anderson, 2009; Coccia et al., 2011; Castro et al., 2012; Rivera-Pérez,
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2015; Sacristén et al., 2015; Bibo-Verdugo et al., 2016; Rodriguez-Viera et al., 2016).
La existencia y nivel de actividad de a-amilasa, maltasa, sacarasa y tripsina en
hepatopancreas sugiere que este cangrejo exhibe una bateria bioquimica adecuada para
hidrolizar diferentes sustratos dietarios (ej. almiddén, glucdgeno, disacaridos y
proteinas). Ademas, la presencia de estas actividades enzimaticas en hepatopancreas de
U. tangeri podria relacionarse con la capacidad para degradar sustratos de reserva (gj.
glucdgeno), como hemos sugerido en trabajos realizados en nuestro laboratorio y en la
presente tesis para los cangrejos eurihalinos Neohelice granulata y Cyrtograpsus
angulatus de la laguna costera de Mar Chiquita (Asaro et al., 2010, 2011a, b; Michiels
et al., 2013, 2015b, Michiels, 2015; capitulos 1, 2 y 4 presente tesis).

La mayor actividad de a-amilasa en hepatopancreas de U. tangeri fue observada
dentro del rango de pHs 5,7- 6,4 siendo similar a lo descripto para la actividad de a-
amilasa parcialmente purificada de hepatopancreas de N. granulata (pH 6,0) (capitulo
1). Por otro lado, difiere de lo observado en hepatopancreas de los cangrejos eurihalinos
C. angulatus y Scylla serrata (Asaro et al., 2010; Pavasovic et al., 2004), de los
cangrejos violinistas Uca minax, U. pugnax y U. pugilator (Azzalina y Trainer, 1985) y
el cangrejo marino Thalamita crenata (Van Weel, 1960). La mayor actividad de a-
amilasa en hepatopancreas de U. tangeri a 30°C, fue similar a lo descripto para la
actividad de a-amilasa parcialmente purificada de hepatopancreas de N. granulata
(capitulo 1 presente tesis), pero difiere de lo descripto para esta actividad en
hepatopancreas del cangrejo eurihalino S. serrata (Pavasovic, 2004). U. tangeri de la
Bahia de Céadiz estd cominmente expuesto a variaciones diarias y estacionales en la
temperatura ambiental (-1°C a 43°C) (Agencia Estatal de Meteorologia de Espafia

(AEMET): http://www.aemet.es). Una alta actividad amilolitica en hepatopancreas de

U. tangeri en baja (4°C) y alta (45°C) temperatura podria jugar un rol importante en la
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aclimatacion térmica de este cangrejo (ej. mantenimiento de la capacidad de hidrolisis
en los pasos iniciales de digestion de hidratos de carbono) como hemos sugerido
previamente para la actividad de a-amilasa parcialmente purificada en N. granulata
(capitulo 1 presente tesis). EI comportamiento michaeliano de la actividad de a-amilasa
en respuesta a varias concentraciones de almidén, esta de acuerdo con lo descrito
anteriormente para esta actividad en hepatopancreas de N. granulata y C. angulatus
(Asaro et al., 2010, 2011a).

El mantenimiento de la actividad de maltasa dentro un amplio rango de pHs,
permitiria la hidrélisis de maltosa dietaria ain cuando los valores de pH del
hepatopancreas varien. Este resultado, difiere de lo descripto para esta actividad en
hepatopancreas de N. granulata (Asaro et al., 2011a) pero es similar a lo descripto para
C. angulatus (Asaro et al., 2010). El aumento de la actividad de maltasa a 30°C en
hepatopancreas de U. tangeri esta de acuerdo a lo observado para esta actividad en
hepatopancreas de N. granulata (observaciones personales). Contrariamente a lo
observado para la actividad de a-amilasa, la actividad de maltasa fue menor a 4°C, lo
cual permitiria sugerir que las bajas temperaturas podrian afectar los pasos finales de la
hidrolisis de hidratos de carbono. La actividad de maltasa en el hepatopancreas de U.
tangeri exhibié un cinética Michaelis—Menten, similarmente a lo descripto para esta
actividad en hepatopancreas de N. granulata y C. angulatus (Asaro et al., 2010, 2011a).
Nuestros estudios sobre existencia y caracterizacion bioguimica de sacarasa en
hepatopancreas de N. granulata y C. angulatus constituyen los primeros realizados en
cangrejos eurihalinos (Asaro et al., 2011a, b). La actividad de sacarasa fue maxima a pH
6,4 (Figura 8.7) y concuerda con lo encontrado para esta actividad en el camardn
Macrobranchium lamarrei (Saxena y Muethy, 1982), pero difiere a lo observado

previamente en nuestro laboratorio en hepatopancreas de N. granulata y C. angulatus
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(Asaro et al., 20114, b). La mayor actividad de sacarasa detectada dentro del rango de
temperatura de 30 a 45°C difiere de lo encontrado para esta actividad en M. lamarrei
(Saxena y Murthy, 1982). Similarmente a lo observado previamente para la actividad de
sacarasa en hepatopancreas de N. granulata, C. angulatus y M. lamarrei (Asaro et al.,
2011a, b; Saxena y Murthy, 1982), la actividad de sacarasa en hepatopancreas de U.
tangeri exhibié una cinética de Michaelis—Menten. El mantenimiento de la actividad de
tripsina en un amplio rango de pH concuerda a lo encontrado en N. granulata y C.
angulatus (Michiels, 2015). Ademas, similarmente a lo observado para la actividad de
a-amilasa, el mantenimiento de una alta actividad en un amplio rango de temperaturas
sugiere el mantenimiento de la capacidad proteolitica a temperaturas extremas como
sugerimos previamente para esta actividad en C. angulatus (Michiels, 2015).
Similarmente a lo que hemos observado en N. granulata y C. angulatus (Michiels,
2015), la actividad de tripsina en hepatopancreas de U. tangeri exhibié una cinética de
Michaelis—Menten.

En varias especies de cangrejos eurihalinos, la modulacion diferencial de la
actividad de diferentes enzimas digestivas en hepatopancreas constituye uno de los
ajustes a nivel bioquimico frente a la exposicion a baja y alta salinidad aunque las
respuestas parecen ser dependientes del tipo y grado de estrés osmoético y/o de la especie
(Asaro et al., 2011a; Romano y Zeng, 2012; Wang et al., 2013; Michiels et al., 2013,
2015a; Pinoni et al., 2013, 2015a, b; presente tesis). En este contexto, en los cangrejos
eurihalinos N. granulata y C. angulatus mostramos la existencia de una modulacion
diferencial por salinidad ambiental de la expresion y/o actividad de diferentes enzimas
digestivas involucradas en el metabolismo de hidratos de carbono (ej. a-amilasa,
maltasa y sacarasa) y proteinas (ej. tripsina) en relacién al estado osmorregulatorio

(Asaro et al., 2011a; Pinoni et al., 2013, 2015a; Michiels et al., 2013, 2015; Michiels,
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2015; capitulos 3 a 7 de la presente tesis doctoral). U. tangeri de la Bahia de Cadiz se
comporta como hiper/hiporregulador, ya que los valores de osmolalidad de hemolinfa
son mayores o menores al correspondiente valor del medio externo en individuos
mantenidos a 12 y 55%. de salinidad, respectivamente, mientras que osmoconforma a
33%o de salinidad (Pinoni et al., 2015b, Tabla 8.1 presente capitulo). Resultados previos
en machos adultos de U. tangeri de la Bahia de Cé&diz (Espafia), mostraron una
modulaciéon diferencial de diferentes metabolitos y sustratos de energia sugiriendo
ajustes en el metabolismo de hidratos de carbono y proteinas en relacion al estado
osmorregulatorio (Pinoni et al., 2015b, Pinoni et al., enviado a publicar). Sin embargo,
como mencionamos anteriormente, hasta el momento no hay informacién sobre la
modulacion por salinidad ambiental de la actividad de enzimas digestivas clave (ej.
carbohidrasas/proteasas) en hepatopancreas de esta especie. Por lo tanto en este capitulo
estudiamos, el efecto de baja y alta salinidad sobre la actividad de a-amilasa, maltasa,
sacarasa Y tripsina en hepatopancreas de U. tangeri de la Bahia de Cédiz.

La menor actividad de a-amilasa, maltasa, sacarasa y tripsina en hepatopancreas
de individuos de U. tangeri mantenidos a alta (55%.) salinidad (condicién de
hiporregulacion) sugiere que la modulacion de carbohidrasas y proteasas clave
constituye uno de los ajustes a nivel bioquimico subyacentes a la hiporregulacion. Estos
resultados son similares a los observados en el cangrejo Eriocheir sinensis (Wang et al.,
2013), pero difieren a los que observamos en N. granulata y C. angulatus (capitulo 3).
La disminucidn de la actividad de carbohidrasas y tripsina en hepatopancreas y por ende
potencialmente en la capacidad digestiva para hidratos de carbono y proteinas podria
relacionarse con el mantenimiento de sustratos de reserva en hepatopancreas en alta
salinidad (Pinoni et al., enviado a publicar). Por otro lado, si la disminucién en alta

salinidad de las actividades enzimaticas estudiadas se debe a una variacién en la
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expresion de ARNm y/o formas como observamos para a-amilasa y tripsina en N.
granulata (capitulo 3 presente tesis) y/o a modulacion de enzimas pre-existentes en

hepatopancreas de U. tangeri requiere mayor investigacion.

En hepatopancreas de N. granulata se observo una regulacion in vitro de N-
aminopeptidasa (APN) por dopamina y glucagén (Michiels et al., 2015 a, b) y la
regulacién in vivo e in vitro, de las actividades de lipasa, proteolitica total y tripsina en
hepatopancreas de C. angulatus por histamina y serotonina (Michiels et al., enviado a
publicar) sugiriendo el rol de diferentes aminas biogénicas como mensajeros quimicos
primarios para la regulacion de la actividad de enzimas digestivas en hepatopancreas.
En este contexto, futuros estudios deberian focalizarse en establecer si alguno/s de estos
mecanismos estan involucrados en la disminucién de la actividad de carbohidrasas y

tripsina en hepatopancreas de U. tangeri en condicidn de hiporregulacién.

La hiper e hiporregulacién en cangrejos parecen requerir diferentes mecanismos
y ajustes a nivel bioquimico que podrian conducir a una diferente reorganizacién
metabdlica (McNamara y Faria, 2012; Romano y Zeng 2012; Pinoni et al., 2013;
Michiels et al., 2013, 2015a; presente tesis). Este parece ser también el caso para U.
tangeri ya que a diferencia de lo observado en alta salinidad (hiporregulacion), la
exposicion a baja salinidad en condiciones de hiperregulacion, no afecto la actividad de
carbohidrasas y tripsina (Figuras 8.13-8.16), sugiriendo la existencia de ajustes
digestivos diferenciales a nivel bioquimico en relacion al estado osmorregulatorio. Por
otro lado, no podemos descartar la existencia de una modulacién cuali/cuantitativa de
formas de a-amilasa y tripsina con distinta capacidad hidrolitica posiblemente presentes
en hepatopancreas de U. tangeri que permitan mantener la capacidad hidrolitica total

como sugerimos previamente para N. granulata (capitulo 3).
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En resumen, los resultados del presente capitulo constituyen la primer evidencia
experimental de la existencia de actividades de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa y
sacarasa) y proteasas (tripsina) en hepatopancreas de U. tangeri y de su modulacion
diferencial por baja y alta salinidad ambiental sugiriendo la existencia de ajustes

especificos a nivel bioquimico en relacion a la hiper/hiporregulacion.
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Discusion general

El procesamiento y distribucion de nutrientes son criticos para la supervivencia
de los organismos (Karasov et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013). En este contexto, al
constituir un paso limitante para la entrada de nutrientes, los procesos digestivos tienen
obvias implicancias para todos los procesos fisioldgicos (Sabat et al., 1998; Karasov et
al., 2011; Karasov y Douglas, 2013). La flexibilidad fenotipica, una categoria de
plasticidad fenotipica, involucra variaciones reversibles, a distintos niveles, dentro de un
individuo, las cuales pueden incrementar las posibilidades de supervivencia de
organismos que enfrentan cambios espacio-temporales abruptos y frecuentes en
condiciones ambientales clave (Piersma y Drent, 2003; Pfenning et al., 2010; Piersma y
van Gills, 2011; Kelly et al., 2012; Buehler et al., 2012; McWilliams y Karasov, 2014;
Wright y Turko, 2016). La flexibilidad fenotipica del sistema digestivo (ej. a nivel
molecular y bioquimico) puede conducir a cambios compensatorios en la capacidad
digestiva en respuesta a condiciones cambiantes del ambiente (del Valle et al., 2004;
2006; Starck y Wang, 2005; del Valle y Lépez Mafianes, 2008, 2011, 2012; Brzek et al.,
2011; Karasov et al., 2011; Karasov y Douglas, 2013; McWilliams y Karasov, 2014;
Zhang et al., 2016). Las enzimas digestivas cumplen un rol esencial en los procesos
digestivos al ser un nexo entre la digestion y absorcién de nutrientes y en muchos casos,
estar involucradas en la digestion de sustratos de reserva de energia. En varias especies
de vertebrados e invertebrados, la modulacion de la actividad de enzimas digestivas
constituye uno de los ajustes a nivel bioquimico en respuesta a cambios en factores
ambientales clave lo cual se ha sugerido podria incrementar la eficiencia para la
digestion de nutrientes y de esta manera contribuir a una mayor asimilacion de

metabolitos a partir del alimento (Starck y Wang, 2005; Brzek et al., 2011; Karasov et
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al., 2011; del Valle y Lépez Mafanes, 2012; Karasov y Douglas, 2013; McWilliams y
Karasov,2014; Zhang et al., 2016). Sin embargo, estas respuestas parecen variar en
relacion al tipo y grado de desafio ambiental y de la especie.

En crustdceos decapodos, el hepatopancreas constituye el sitio principal de
sintesis de enzimas digestivas siendo un érgano multifuncional con un rol esencial en la
digestién, absorcion y almacenamiento de nutrientes (Ceccaldi, 1989; Muhlia-Almazan
y Garcia-Carrefio, 2003; Ong y Johnston, 2006; Zeng et al., 2010; Wang et al., 2013;
Ribeiro et al., 2014; Sacristan et al., 2014, 2015; Saborowski, 2015; Bibo-Verdugo et
al., 2015, 2016). En este contexto, los estudios sobre identificacion y caracterizacion
bioguimica (ej. actividad, nimero de formas) de enzimas digestivas en hepatopancreas
constituyen un paso primordial para el conocimiento de la fisiologia bioquimica
digestiva de crustaceos decapodos. Los crustaceos decdpodos exhiben un amplio
espectro de enzimas digestivas en hepatopancreas, algunas de las cuales han sido
caracterizadas bioquimicamente en algunas especies y se ha demostrado su modulacion
por factores internos y externos (Blandamer y Beechey, 1966; Mayzaud, 1985; Van
weel et al., 1960; Saxena y Murphy, 1982; Dutta et al.,2006; Pavasovic et al., 2007;
Perera et al.,2008a; Buarque et al., 2009; Figueiredo y Anderson, 2009; Asaro et al.,
2011a; Castro et al., 2012; da Silva et al.,2014; Bibo-Verdugo et al., 2015, 2016;
Rodriguez-Viera et al., 2016). El conocimiento sobre existencia, caracteristicas
bioguimicas y modulacién de enzimas digestivas en cangrejos eurihalinos es alin escaso
y fragmentario (Bladamer y Buchey, 1966; Azzalina y Trainer, 1985; Asaro et al., 2010,
20114, b; Michiels, 2015; Michiels et al., 2013, 2015a, b). Los cangrejos eurihalinos que
habitan la zona intermareal de la laguna costera de Mar Chiquita y la Bahia de Cadiz
estan expuestos a un ambiente marcadamente heterogéneo, con variaciones frecuentes

en la salinidad. Debido a quela modulacion de enzimas digestivas constituye uno de los
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principales ajustes en relacion a variables ambientales clave en varios organismos,
resulta evidente la importancia de estudios integrativos sobre la posible modulacion
diferencial cuali/cuantitativa y/o temporal de enzimas digestivas especificas en
hepatopancreas y del contenido de reservas en diferentes 6rganos de reserva en relacién
a diferentes desafios ambientales en cangrejos eurihalinos intermareales. En este
sentido, los resultados de la presente tesis representan un estudio integrativo de
caracterizacién y modulacion de la actividad de enzimas digestivas en hepatopancreas y
de reservas de energia en los cangrejos eurihalinos Neohelice granulata y Cyrtograpsus
angulatus de la zona de planicie de mareas de la laguna costera de Mar Chiquita (Pcia.

de Buenos Aires, Argentina) y Uca tangeri de la Bahia de Cadiz (Espafia).

Las especies N. granulata y C. angulatus (ambas miembros de la familia
Varunidae), son la especies dominantes en la laguna costera de Mar Chiquita. C.
angulatus se encuentra en la zona inter y submareal, mientras que N. granulata habita
zonas del intermareal medio. N. granulata esuna especie semiterrestre y puede
experimentar periodos de emersion variables. Por otro lado, C. angulatus es omnivora,
detritivora y carrofiera mientras que N. granulata es omnivora-detritivora (Spivak et al.,
1994). Uca tangeri (familia Ocypodidae) es una especie de cangrejo omnivoro y
semiterrestre. En la zonas de planicie de mareas del Rio San Pedro (Bahia de Cadiz) los
individuos de U. cangeri estan expuestos a variaciones en la salinidad y temperatura
ambiental. Durante el invierno no se detectaron cangrejos y las cuevas permanecen

cerradas durante la marea baja (Boa y Guerra-Garcia, 2015).

Por lo tanto, en base a los resultados obtenidos en la presente tesis, se puede

sugerir que estas especies presentarian ajustes digestivos y metabdlicos diferenciales
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que serian especies-especificos y estarian en relacion con sus habitats, estilos de vida y
habitos alimentarios particulares. De esta manera, en esta tesis doctoral:

Demostramos por analisis por zimograma la existencia de diferentes formas con
actividad amilolitica en hepatopancreas de N. granulata. Se realiz6 una purificacion
parcial de la forma de a-amilasa con mayor actividad (29 kDa), la cual exhibid
caracteristicas bioquimicas que podrian estar relacionadas con el habito alimentario y
condiciones ambientales que experimenta este cangrejo en la zona de planicie de mareas
de la laguna costera de Mar Chiquita. La clonacion parcial de a-amilasa y la
caracterizacién de su secuencia mostraron que presenta caracteristicas moleculares
similares a otros crustaceos. El analisis filogenético revelé que la a-amilasa de N.
granulata se encuentra dentro del grupo de los crustaceos. Ademas, sugerimos la
posible existencia de modificaciones post-transcripcionales en o-amilasa de
hepatopancreas de N. granulata (Capitulo 1).

Demostramos la existencia de dos isoformas de tripsina (tripsina 1 y 2) en
hepatopancreas de N. granulata, las cuales mostraron caracteristicas comunes a la de
otros cangrejos. Por analisis filogenético determinamos que ambas isoformas se
encuentran cerca de las secuencias de proteinas de otros cangrejos (Capitulo 2).

Demostramos la modulacion diferencial en respuesta a la exposicion a largo
plazo a baja (10%o) y alta salinidad (37%.) (condiciones de hiper e hiporregulacion,
respectivamente) de la expresion, nimero de formas y actividad total de a-amilasa y de
la expresion de isoformas y actividad total de tripsina en hepatopancreas de N.
granulata sugiriendo la existencia de ajustes digestivos diferenciales a distintos niveles
(molecular/bioquimico) en componentes involucrados en el metabolismo de hidratos de

carbono y proteinas en relacion al estado osmorregulatorio (Capitulo 3).
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Las respuestas diferenciales de la actividad de carbohidrasas (a-amilasa, maltasa
y sacarasa) en hepatopancreas y del contenido de glucégeno y glucosa libre en
diferentes drganos de reserva (hepatopancreas, muasculo de la quela, branquias
anteriores y posteriores) a distintos tiempos luego de la ingesta de alimento en
individuos de N. granulata mantenidos a largo plazo a baja (10%.) y alta salinidad
(37%0), sugieren la existencia de ajustes digestivos y metabolicos post-prandiales
diferenciales en relacion a al estado osmorregulatorio (hiper e hiporregulacion) (capitulo
4).

La variaciéon en la actividad de carbohidrasas en hepatopancreas y en el
contenido de glucdgeno en branquias posteriores luego de un cambio abrupto de alta a
baja salinidad inmediatamente luego de la ingesta de alimento sugieren la existencia de
ajustes post-prandiales diferenciales en componentes del metabolismo de hidratos de
carbono especificos en relacion al cambio en el estado osmorregulatorio (capitulo 5).

Las respuestas de la actividad de enzimas digestivas (carbohidrasas, proteolitica
total y lipasa) en hepatopancreas y del contenido de diferentes sustratos de reserva
(glucdgeno, triglicéridos y proteinas) frente a la emersién inmediatamente luego de la
ingesta de alimento de individuos de N. granulata sugieren la existencia de ajustes
digestivos y metabdlicos post-prandiales a nivel bioquimico especificos en relacion a la
emersion en diferentes estados osmorregulatorio (hiper o hiporregulacién) (Capitulo 6).

Demostramos la existencia en hepatopancreas de C. angulatus de dos formas
con actividad amilolitica. La exposicion a largo plazo a baja (6-10%o) y alta (40%o)
salinidad (condiciones de hiper e hiporregulacion, respectivamente) no afecto el nimero
de formas de a-amilasa o la actividad total de a-amilasa, maltasa y sacarasa soportando
la idea que los ajustes en enzimas digestivas en hepatopancreas serian especificos para

diferentes especies de cangrejos eurihalinos. Las variaciones en el contenido de
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glucégeno y glucosa libre en muasculo de la quela y branquias anteriores sugiere la
existencia de ajustes en el metabolismo de hidratos de carbono en relacion al estado
osmorregulatorio (Capitulo 7).

En U. tangeri demostramos la existencia de actividad de a-amilasa, maltasa,
sacarasa Y tripsina en hepatopancreas, las cuales fueron caracterizadas parcialmente. La
existencia en hepatopancreas de estas actividades sugiere la capacidad potencial de este
cangrejo para la digestion de diferentes sustratos glucogénicos (ej. almidén, maltosa y
sacarosa) y proteicos. Ademas, demostramos la existencia de modulacion diferencial de
la actividad de carbohidrasas y tripsina en baja (12%o0) y alta (55%) salinidad
(condiciones de hiper e hiporregulacion, respectivamente) lo que permitiria sugerir la

existencia de ajustes digestivos diferenciales en relacion tipo de desafio osmético.

Conclusién

Los resultados presentados en esta tesis cubren un &rea de vacancia en el
conocimiento de la fisiologia digestiva y metabdlica y de las estrategias a distintos
niveles (ej. molecular, bioquimico y fisioldgico) de crustaceos decapodos en general y
de cangrejos eurihalinos intermareales en particular en relacién a variables ambientales
clave. En este contexto, los resultados sugieren la existencia de complejos ajustes
digestivos y metabdlicos especificos y diferenciales (modulacion a distintos niveles de
enzimas digestivas y de reservas de energia) en relacion a diferentes condiciones y/o
variaciones en factores clave.

Por otro lado sienta las bases para la realizacion de futuros estudios sobre la
posible existencia de diferentes vias de regulacion que podrian estar involucradas en la

modulacién a diferentes niveles (molecular, bioquimico) de enzimas digestivas y
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sustratos de reserva, como parte de las estrategias a nivel bioquimico fisioldgico en

cangrejos eurihalinos en relacion a variaciones en las condiciones ambientales.
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