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ENZIMAS COMO POTENCIALES SUPLEMENTOS ALIMENTICIOS: EVALUACION
DEL SINERGISMO DE PROTEINASAS ADICIONADAS A EXTRACTOS
ENZIMATICOS DEL SISTEMA DIGESTIVO DE DECAPODOS.

RESUMEN

En tecnologia de alimentos, los suplementos enzimaticos son utilizados para
incrementar la actividad enzimatica en el sistema digestivo y mejorar la digestion de tal modo
que la hidrolisis de los componentes poliméricos provenientes del alimento se incremente y
por ende la absorcion y asimilacion de los monomeros. El efecto de las enzimas
administradas en el alimento sobre la digestion y desarrollo de los animales que las consumen
ha sido investigado in vitro e in vivo. En los estudios sobre suplementacion de alimentos para
camaronicultura se han utilizado enzimas provenientes de plantas, microorganismos,
mamiferos o decapodos; sin embargo los resultados no siempre son significativamente
positivos. El efecto de los suplementos enzimaticos sobre el animal que los consume es
variable y las causas alin permanecen sin esclarecer, ya que los estudios sobre el destino de
las enzimas exdgenas y su modo de accion son realmente escasos. En este trabajo recurrio a
una aproximacion in vitro, utilizando al camardn patiblanco Litopenaeus vannamei como
modelo para comprender cual es el destino de las enzimas exdgenas utilizadas como
suplemento cuando se encuentran con las secreciones de la glandula digestiva. Diferentes
proteinasas fueron evaluadas como potenciales suplementos para evaluar su capacidad de
mantener su actividad en presencia de las secreciones de la glandula digestiva de L. vannamei
y si su presencia contribuye a la hidrolisis de un sustrato proteico. En los ensayos in vitro se
utilizaron proteinasas comerciales del tipo serino (tripsina y quimotripsina bovina, tripsina
porcina) o del tipo cisteino (bromelaina) y proteinasas digestivas provenientes del fluido
gastrico de otros decapodos que contienen principalmente proteinasas del tipo serino (el
cangrejo nadador de Cortez, Callinectes bellicosus; la langosta roja de California, Panulirus
interruptus y el cangrejo café Cancer pagurus) o del tipo aspartico (la langosta Europea,
Homarus gammarus y la langosta Americana, Homarus americanus). El extracto enzimatico
obtenido de la glandula digestiva de L. vannamei se mezclé con las proteinasas
experimentales de forma independiente. La actividad proteolitica total en las mezclas se
evaluo por zimograma, los resultados demostraron que las proteinasas provenientes del fluido
gastrico de decapodos permanecieron activas en presencia del extracto enzimatico de la
glandula digestiva de L. vannamei y contribuyeron a la protedlisis, mientras que las
proteinasas comerciales perdieron actividad rapidamente. Esta pérdida de actividad se
atribuy6 a la hidrdlisis producida por las isotripsinas e isoquimotripsinas de L. vannamei
sobre las proteinasas comerciales. El presente trabajo estudi6 particularmente la hidrdlisis de
las tripsinas de mamifero producida por las tripsinas del camaron. El estudio comparativo de
la estructura primaria, in silico, de las tripsinas de decapodos y mamiferos demostrd que las
ultimas tienen mas sitios de hidrolisis en comparacion con las tripsinas de algunos decapodos



del infraorden: Penaeidae, Palinura y Brachyura, incluyendo las tres isotripsinas de L.
vannamei. Aunque futuras investigaciones son necesarias, los datos sugieren que las serino
y aspartico proteinasas de decapodos que tienen un efecto sinérgico in vitro con las
proteinasas del camaron para hidrolizar un sustrato proteico, pueden mantener este efecto in
vivo. Este trabajo permitié sentar bases para el estudio de enzimas proteoliticas con potencial
uso como suplemento de alimento para organismos en cultivo como el camarén y otras
especies de decapodos. Ademas se establecido una estrategia para estudiar, in vitro, la
estabilidad de suplementos proteoliticos a las secreciones digestivas de diversas especies y
su contribucion a la protedlisis. PALABRAS CLAVE: Suplementos alimenticios,
proteinasas, Litopenaeus vannamei.



ENZYMES AS POTENTIAL FOOD SUPPLEMENTS: ASSESING SYNERGY OF
EXOGENOUS PROTEINASES ADDED TO ENZYME EXTRACTS FROM DECAPODS’
DIGESTIVE SYSTEM

In food technology, enzyme supplements are used to increase enzymatic activity in the
digestive system and improve digestion by increasing hydrolysis of polymeric food
components and hence monomer absorption and assimilation. The effect of enzymes as food
supplements on animals’ growth has been investigated in vitro and in vivo. In food
supplement studies for shrimp culture, enzymes from plants, microorganisms, mammals or
decapods have been used; however the results have not always been significantly positive
since their effect on the organism depends on their constant activity in the digestive system
to act on food components. Nevertheless, studies on the objective and mode of action of
exogenous enzymes are scarce. In this study an approximation in vitro was designed with
white leg shrimp Litopenaeus vannamei to understand the objective of these enzymes used
as supplement when they enter the digestive system and confront the secretions of the
shrimp’s digestive gland. In vitro assays were performed with commercial serine (bovine
chymotrypsin and trypsin, porcine trypsin), cysteine proteinases (bromelain), and digestive
proteinases from the gastric fluid of other decapods that contain mainly serine (Cortez
swimming crab Callinectes bellicosus, the California spiny lobster Panulirus interruptus,
and brown crab Cancer pagurus ) or aspartic proteinases (European lobster Homarus
gammarus and American lobster Homarus americanus). The enzyme extract obtained from
L. vannamei’s digestive gland was mixed in vitro with experimental proteinases
independently. Total proteolytic activity in the mixtures was evaluated by zymogram. The
results showed that the digestive proteinases from decapods remained active in the presence
of the enzyme extract from L. vannamei’s digestive gland, which contributed to proteolysis
of the protein substrates tested whereas the activity of commercial proteinases was lost
rapidly; this loss of activity was attributed to the hydrolysis produced by L. vannamei’s
isotrypsins and isochymotrypsins on commercial enzymes. This work studied mammalian
trypsin hydrolysis produced by shrimp trypsins. The comparative study of the primary
structure in silico, of mammalian and decapod trypsins showed that porcine and bovine
trypsins have more hydrolysis sites compared to those of some decapods from the Infraorder:
Penaeidae, Palinura, and Brachyura. Although further research is needed, data suggest that
decapod’s serine and aspartic proteinases have a synergistic effect in vitro with those in
shrimp to hydrolyze a protein substrate, which could be maintained in vivo. This work laid
the foundation to study proteolytic enzymes with potential use as food supplement for farmed
organisms such as shrimp and other decapod species. Furthermore, a strategy was established
to study in vitro the stability of protein supplements when they confront digestive secretions
of different species and their contribution to protein substrate hydrolysis. KEY WORDS:
Feed supplements, proteinases, Litopenaeus vannamei.
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1. INTRODUCCION

La digestion es un proceso vital para los seres vivos, este requiere de la hidrdlisis de
compuestos poliméricos como los carbohidratos, lipidos y proteinas para obtener los
nutrientes y la energia necesaria para su desarrollo, crecimiento, mantenimiento y
reproduccion. Este proceso ocurre gracias a la accidon mecanica, quimica y enzimadtica
dentro del tracto digestivo, con el objetivo de generar moléculas mas pequefias y sus
monodmeros, de tal forma que puedan ser absorbidos en el intestino y dirigidos al torrente
sanguineo para ser metabolizadas dentro de las células, con la finalidad de obtener energia
y precursores para el anabolismo celular. En el proceso de la digestion, la accion enzimatica
se caracteriza por su especificidad y eficiencia, e involucra principalmente la actividad de
proteinasas, lipasas y carbohidrasas de diferentes clases para hidrolizar los enlaces que
mantienen unidos a los monémeros de los macronutrientes organicos (Webb, 1990). La
proteina es uno de los macronutrientes mas importantes en la formulacion de alimentos
para animales cultivables y la acuicultura no es la excepcion. La importancia de las
proteinas radica en dos aspectos, el primero es que representan la fuente de aminoacidos
para la sintesis de novo de proteina celular y tisular, y el segundo es que son el insumo de
mayor valor en la fabricacion de alimentos (Amaya et al., 2007). Hasta la fecha se ha
demostrado que en ningn organismo el proceso de la digestion de la proteina es eficiente
al 100% y esto puede variar seglin la fuente de proteina utilizada en el alimento (Smith et
al., 1985; Xiang-He et al., 2013). De ahi surge la iniciativa de buscar ¢ implementar
diferentes estrategias para incrementar la eficiencia de la digestion y hacer un uso mas
eficiente del ingrediente, lo que disminuird el desecho de materia en heces y con ello
reducir el impacto en los sitios de cultivo, como un beneficio adicional. Dada la
importancia de las enzimas en el proceso digestivo, se ha propuesto la hipotesis de que la
adicion de enzimas al alimento puede aumentar la eficiencia de la digestion (Campbell y

Bedford, 1992).



Se estima que en el mercado mundial el uso de enzimas como suplemento para la
alimentacion animal tiene un valor aproximado de 3 a 5 mil millones de doélares al afio,
debido al rapido crecimiento de este mercado en los Ultimos afios (Adeola y Cowieson,
2011). El mercado de los suplementos enzimaticos para animales basicamente se divide en
60% fitasa y 40% para el resto de las enzimas, entre las cuales predominan las glucosidasas
como xilanasas (EC 3.2.1.8), glucanasas (EC 3.2.1.6) y en menor medida la a—amilasa, 3-
mananasa, o-galactosidasa, pectinasa y proteinasas pancreaticas (Campbell y Bedford,
1992; Sirvas-Cornejo et al., 2007; Cowieson y Ravindran, 2008; Adeola y Cowieson, 2011)
todas ellas de origen microbiano, vegetal y del sistema digestivo de mamiferos. Sin
embargo, recientemente algunos investigadores han explorado fuentes alternativas de
proteinasas con potencial uso como suplementos. En 1990 Forrellat et al. demostraron que
el extracto enzimatico de la glandula digestiva del camaron Penaeus schmitti adicionado al
alimento para postlarvas de P. schmitti, producen un efecto positivo sobre el crecimiento de
estas, generando un incremento del 23% en peso de los especimenes (Forrellat et al., 1990).
Por su parte, Garcia-Carrefio et al. (datos no publicados) adicionaron extractos enzimaticos
de la glandula digestiva de camaron adulto patiblanco L. vannamei y del camarén azul P.
californiensis para suplementar alimento destinado a postlarvas de P. californiensis y
estudiar el efecto sobre su desarrollo. En este estudio los autores registraron un incremento
del 64% en el peso de las postlarvas alimentadas con extracto enzimatico de glandula
digestiva de P. californiensis y del 47% si las postlarvas fueron alimentadas con extracto de
glandula digestiva de L. vannamei en relacion al grupo control; estos resultados
demostraron que las enzimas digestivas del camardn pueden ser una fuente alternativa util
como suplemento enzimatico para otros decapodos. Sin embargo, estas investigaciones no
contribuyeron a determinar cudl podria ser el mecanismo por el cual las enzimas exdgenas
podrian ejercer su efecto.

El objetivo del presente estudio fue monitorear la actividad de proteinasas de diferentes
origenes frente a las secreciones digestivas, utilizando como modelo al camardn patiblanco
L. vannamei, de tal forma que permita sentar bases en las que futuras investigaciones se
apoyen para modificar los mecanismos y progresar en el dominio del uso de enzimas como

suplemento.



2. ANTECEDENTES
2.1 Los suplementos enzimaticos en la alimentacion.

La utilizacion de los nutrientes le permiten al organismo mantener un equilibrio
homeostatico, por lo que las necesidades nutricionales de un individuo corresponden a la
suma de sus necesidades basicas y de otras variables dependiendo de su estado fisioldgico,
de su actividad y del medio en el que se desarrolla (Salas-Salvad6 et al., 2000). Para
mantener este equilibrio el organismo depende de un conjunto de procesos (digestion,
absorcion, metabolismo y eliminacion) que le permiten la utilizacion de los
macronutrientes y micronutrientes. Los macronutrientes son los nutrientes requeridos
diariamente en mayor cantidad que los micronutrientes. Las proteinas, lipidos y
carbohidratos son considerados macronutrientes orgdnicos que al ser hidrolizados y
metabolizados proveen al organismo de energia y precursores para la sintesis de nuevas
biomoléculas. Por su parte, los micronutrientes estdn representados por vitaminas y
oligoelementos que se ingieren en pequenas cantidades pero que son esenciales en el
mantenimiento del organismo ya que participan en un gran numero de reacciones
metabolicas (Teijon Rivera et al.,, 2006). Para que el organismo pueda absorber,
metabolizar y asimilar los macronutrientes organicos estos deben ser hidrolizados en
moléculas mas pequefias o0 mondmeros; para tal fin las enzimas son requeridas por su
capacidad de escindir los enlaces de estos polimeros y dado que el aprovechamiento de
estos macronutrientes no es 100% eficiente, se ha propuesto que el uso de enzimas
adicionadas al alimento puede optimizar el proceso de la digestion e incrementar el uso de
los macronutrientes.

Un suplemento por definicion es algo que se afade o completa una entidad para
hacerla integra o perfecta (Espafiola, 2001). Los suplementos alimenticios contienen uno o
mas ingredientes para complementar la alimentacion y en particular cuando el ingrediente o
ingredientes que se afaden son enzimas se denominan suplementos enzimaticos. Estos
productos pueden contener uno o varios tipos de enzimas en concentraciones y mezclas
diversas provenientes principalmente de plantas, microorganismos o del sistema digestivo
de mamiferos (http://productos.mercola.com/enzimas-digestivas/). Los suplementos

enzimaticos son utilizados para incrementar la eficiencia de la digestion al optimizar la



utilizacion de los nutrientes (Baidoo et al., 1998). El uso de las enzimas como suplemento
ha permitido el desarrollo de un mercado mundial de productos destinados a animales y
humanos. Los productos disponibles van desde enzimas aisladas hasta complejas mezclas
enzimaticas. Algunos ejemplos son: Roxazyme® G2, un producto comercial que contiene
una mezcla de enzimas derivadas del hongo Trichoderma longibrachiatum como celulasa
(endo,1,4-B-D-glucanasa; EC 3.2.1.4), glucanasa (endo-1,3-B-D-glucanasa; EC 3.2.1.6) y
xilanasa (endo-1,4-B-D-xilanasa; EC 3.2.1.8). Roxazyme® G2 es administrado como
suplemento alimenticio en aves de corral para conferir la capacidad de hidrolizar
polisacaridos no provenientes del almidon. Otro producto que se comercializa es Bromelain
2000 GDU Protein Digesting NOW® que contiene bromelaina (EC 3.4.22.32), una cisteino
endopeptidasa que proviene del tallo de la pifia (Ananas comosus). Estos son solo algunos
ejemplos de los cientos de productos que actualmente existen y se comercializan para uso
animal y humano.

Como anteriormente se menciond, actualmente, la fitasa y carbohidrasas son
enzimas ampliamente comercializadas, mientras que las proteinasas y lipasas son usadas en
menor medida (Campbell y Bedford, 1992; Sirvas-Cornejo et al., 2007; Cowieson y
Ravindran, 2008; Adeola y Cowieson, 2011). Es por ello que en la actualidad hay un gran
nimero de investigaciones enfocadas en el estudio del uso de carbohidrasas para aves de
corral (Herstad y McNab, 1975; Pettersson y Aman, 1989; Campbell y Bedford, 1992;
Viveros et al., 1994; Odetallah et al., 2005; Wang et al., 2006), ganado vacuno (Yang et
al., 1999; Rode et al., 1999; Morgavi et al., 2001; Beauchemin et al., 2003; Miller et al.,
2007) y porcino (Chesson, 1993; Baidoo et al., 1998; Omogbenigun et al., 2004; Zijlstra et
al., 2004; Diebold et al., 2004; Olukosi et al., 2007; Emiola et al., 2009), en un esfuerzo
por disminuir los tiempos de engorda, costos de manutencidn, asi como para incorporar
fuentes alternativas de nutrientes y energia. Por el contrario poco se ha estudiado sobre el
efecto de los suplementos enzimdticos en organismos acudticos como peces, donde
principalmente se han utilizado proteinasas y/o carbohidrasas debido a que la fuente del
alimento para estos animales contiene un gran porcentaje de proteina y carbohidratos
(Dabrowski y Glogowski, 1977, Munilla-Moran et al., 1990; Kolkovski et al., 1993;
Kolkovski, 2001; Yilmaz y Ikiz, 2006; Ogunkoya et al., 2006; Kumar et al., 2006). En



crustaceos las investigaciones enfocadas en el uso de suplementos enzimaticos son escasas,
en algunos casos se han obtenido efectos positivos sobre el desarrollo de algunas especies
de camaron (Forrellat et al., 1990; Sirvas-Cornejo et al., 2007), aunque en algunos otros
casos los resultados suelen ser variables (Maugle et al., 1983; Divakaran y Velasco, 1999).
También se han incluido algunas otras especies con interés ecologico, como el anfipodo

Gammarus fossarum (Bérlocher, 1982).

La variabilidad en los resultados no se limita a los organismos acuaticos; desde los
primeros estudios realizados con dietas para aves suplementadas con a-amilasa (Herstad y
McNab, 1975) se demostro que el efecto no necesariamente era significativamente positivo
(Officer, 1995; Divakaran y Velasco, 1999; Beauchemin et al., 2003; Garcia-Ruiz et al.,
2006; Cowieson et al., 2006). La variacion en los resultados se debe al desconocimiento del
destino y el modo de accidn de las enzimas en el tracto digestivo y al uso aleatorio de estas
como suplemento. Algunos autores han atribuido la falta de un efecto positivo al tipo de
enzima que se usa como suplemento (Beauchemin et al., 2003), a la concentracion de
enzima utilizada (Yilmaz y Ikiz, 2006) y a las diferencias anatomicas y fisiologicas de los
sistemas digestivos de los animales (Beauchemin et al., 2003). La variabilidad en los
resultados solo ha logrado desalentar o retrasar el uso de la tecnologia de enzimas para
mejorar la digestion, asi surge la necesidad de realizar investigaciones que permitan generar
conocimiento sobre el mecanismo de accion de las enzimas exdgenas para conocer sus
capacidades y seleccionar aquellas con potencial para ser utilizadas como suplementos
(Beauchemin et al., 2003). A la fecha no existe informacion suficiente que describa el
mecanismo de accion de las enzimas utilizadas como suplemento; debido a que hasta ahora
la mayoria de las investigaciones son de “caja negra” pues solo se enfocan en conseguir
acelerar el crecimiento de los animales y no sobre la actividad y destino de las enzimas
dentro del tracto digestivo. Pocos trabajos se han inclinado por una investigacién basica
generando algunos métodos para evaluar el fendmeno y estudiar la compatibilidad de las
enzimas exodgenas con el sistema digestivo del organismo blanco, esto es, el estudio
bioquimico de las enzimas cuando se encuentran en contacto in vitro, con secreciones del

sistema digestivo del animal de interés (Yu y Tsen, 1993; Morgavi et al., 2001). En el



tracto digestivo las enzimas deben enfrentar obstaculos fisicos, fisicoquimicos y bioldgicos
tales como la temperatura, pH, presencia de inhibidores y las proteinasas digestivas propias
del organismo (Yu y Tsen, 1993; Morgavi et al., 2001), por lo que las enzimas que se
ingieren deben enfrentar con éxito estos obstaculos para poder ejercer un efecto sobre la
digestion.

Particularmente en la acuicultura, la proteina es el componente mas abundante tanto
en los alimentos naturales como en las formulaciones (Kureshy y Davis, 2002), esto
impacta de manera directa los costos de la alimentacion y contribuye aproximadamente al
60% de los costos de produccion. Algunas investigaciones se han enfocado en identificar
ingredientes o estrategias que disminuyan los costos del alimento, manteniendo la calidad
nutricional igual o mejor que los ingredientes que actualmente se utilizan (Forster et al.,
2003). El uso de las enzimas como suplemento es una estrategia que se ha extendido en un
intento por incrementar la eficiencia de la digestion; sin embargo la eficiencia de la
digestion de la proteina en el alimento depende del organismo que la consume; por ejemplo
en el camardn japonés Penaeus japonicus se reportd una eficiencia del 73-77% (Koshio et
al., 1993) mientras que en Penaeus setiferus es del 52-82% (Brunson et al., 1997). Pero
también la eficiencia depende de la naturaleza de la proteina utilizada. Recientemente un
estudio reportd un rango del coeficiente de digestibilidad aparente para proteina del 15.6 al
92.5%, utilizando diferentes fuentes de proteina en el alimento para L. vannamei (Xiang-He
et al., 2013). Debido a lo anterior, los programas eficientes de alimentacion para el
aprovechamiento maximo de los ingredientes del alimento son motivo de interés para la
industria de los alimentos y es en este contexto que la adicién de enzimas al alimento es
una de las estrategias que se ha implementado con grandes expectativas (Divakaran y
Velasco, 1999).

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente estudio utilizo el extracto enzimatico de la
glandula digestiva de L. vannamei como una aproximacion in vitro del contenido
enzimatico en el tracto digestivo del camardén para estudiar y definir el destino de las
enzimas exdgenas que se pretenden utilizar como suplementos alimenticios. El extracto
enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei se mezclé independientemente, con

proteinasas comerciales del tipo serino o cisteino y proteinasas digestivas de decapodos del



tipo serino o aspartico para incrementar la actividad enzimatica. La actividad proteolitica
total en las mezclas fue evaluada en zimograma para rastrear la actividad de las proteinasas
evaluadas como potenciales suplementos. Por otro lado se selecciond un sustrato proteico
adecuado para evidenciar la contribucion a la hidrdlisis de las proteinasas utilizadas como
potenciales suplementos. Para evaluar la hidrolisis del sustrato proteico, las mezclas de
proteinasas y el sustrato fueron incubados a diferentes tiempos y los productos de su
hidrolisis analizados por SDS-PAGE. El estudio comparativo de la estructura primaria in

silico, de las proteinasas involucradas, permiti6 discutir acerca de los resultados.

2.2 El camardn como modelo de estudio.

Un organismo modelo es una especie no humana que se estudia exhaustivamente
para comprender algun fendémeno biologico particular, con la expectativa de que los
descubrimientos realizados en el organismo modelo proporcionaran informacion sobre el
funcionamiento de los procesos estudiados en otros organismos. Los organismos modelos
cuentan con suficientes datos bioldgicos que los hacen candidatos como ejemplos para
otras especies en las cuales el estudio del fendémeno se torna dificil. Esta estrategia es
posible gracias a la relacion filogenética entre los organismos vivos, y a la conservacion de
las vias metabolicas y el genoma en el transcurso de la evolucion (Twyman, 2002).

Los modelos pueden clasificarse en: 1) Modelos genéticos: Especies susceptibles de
analisis genético (crecimiento exponencial, tiempos de generacion corto, mapas genéticos
completos y detallados con mutantes disponibles); i1) Modelos experimentales: Especies
que pueden tener intervalos generacionales largos y mapas genéticos poco descritos, pero
que cuentan con ventajas experimentales como su facil manipulacién u obtencion de
muestras y iii) Modelos para genomica: Aquellos en que independientemente de sus
ventajas y desventajas genéticas o experimentales se eligen como organismos modelo ya
que ocupan una posicion central en el arbol evolutivo o porque el conocimiento de su
genoma les hace ideales para ser estudiados.

Actualmente la informacion que existe sobre el sistema digestivo de L. vannamei, su
proceso de digestion y las enzimas que participan en la hidrolisis de la proteina del

alimento ha generado conocimiento basico de alto nivel (Hernandez-Cortés et al., 1997,



Muhlia-Almazan y Garcia-Carrefio, 2002; Sainz et al., 2004; McGaw y Curtis, 2013). El
manejo experimental de esto organismos y la facilidad en la obtencién de las muestras
(granjas camaronicolas) hacen del camardon patiblanco un candidato como modelo
apropiado para proporcionar informacion sobre el destino de los suplementos enzimaticos y

su contribucidn en la digestion de los crustaceos decapodos.

2.2.1 El sistema digestivo de los decapodos.

El sistema digestivo de los decapodos ha sido objeto de estudios por cerca de 50 afios
(Dall, 1967; Al-Mohanna y Nott, 1986; Felgenhauer, 1992; McGaw y Curtis, 2013). Las
primeras investigaciones abordaron estudios comparativos anatémicos y morfologicos del
intestino. Basicamente este érgano es un conducto interno dividido en tres secciones con la
apertura en el esofago y paredes cubiertas de glandulas tegumentarias que secretan mucus,
el mucus lubrica el alimento para propulsarlo hacia el orificio posterior llamado ano. La
primera seccion denominada intestino anterior se subdivide en una camara cardiaca anterior
y una camara pildrica posterior mas pequeia (Brunet et al., 1994; Ceccaldi, 1998); es en
este sitio donde el alimento es procesado gracias a un grupo de finas estructuras
calcificadas parecidas a dientecillos conocido como molino géstrico. El alimento procesado
en el molino gastrico es filtrado hacia la cdmara pildrica, la filtraciéon es modulada por la
valvula cardio-pilorica que regula el paso del alimento separando las particulas de tal forma
que solo la fase soluble de la digestién y particulas de menos de 100 nm de didmetro
alcancen la camara pildrica. El material que es retenido en el filtro es empujado de regreso
al molino gastrico para ser procesado nuevamente; es por ello que la camara pilorica
posterior es reconocida como la regioén en la que se colecta el alimento filtrado para ser
transportado a la region del intestino medio (Barker y Gibson, 1977). El intestino medio se
inicia en la unidn con la cdmara pildrica y termina en un tubo en espiral (ciego). En esta
seccion se encuentra la glandula digestiva o hepatopancreas, 6rgano que se compone de
tubulos y microtubulos compuestos de células altamente especializadas (B, R, E y F)
responsables de la produccion y reciclado de las enzimas asi como de la absorcion de
nutrientes y agua (Al-Mohanna et al., 1985; Al-Mohanna y Nott, 1986; 1987). Por tltimo el

intestino posterior surge detrds del ciego y sigue a lo largo del abdomen hasta el ano. En



general estd cubierto por una cuticula simple rodeado de capas exteriores de musculo
estriado longitudinal y circular que se contraen a lo largo de su longitud para favorecer la
expulsion de la membrana mucoperitrofica y su contenido. En algunas ocasiones el

contenido puede permanecer en el intestino grueso hasta que llega un nuevo contenido.
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Fig. 1 Anatomia del sistema digestivo de decapodos. Se muestran las regiones del intestino anterior
(modificado de Wallace y Taylor, 1992).
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La sintesis de las enzimas digestivas ocurre en las células B y su secrecion se produce
hacia el lumen de los tibulos de la glandula digestiva. Sin embargo se ha reportado
actividad enzimatica en el intestino y fluido gastrico (Celis-Guerrero et al., 2004). Se ha
descrito que las enzimas secretadas por la glandula digestiva alcanzan el resto del tracto
digestivo, de tal modo que se ha reportado su presencia en las heces (Cordova-Murueta et
al., 2003).

En general se acepta que los decapodos como L. vannamei (Hernandez-Cortés et al.,
1997; Klein et al., 1998; Sainz et al., 2004), Panulirus interruptus (Celis-Guerrero et al.,
2004), Callinectes bellicosus (Diaz-Tenorio et al., 2006) y Cancer pagurus (Saborowski et
al., 2004) sintetizan principalmente proteinasas digestivas de la clase serino (tripsinas y
quimotripsinas), sin embargo recientemente se han reportado proteinasas tipo aspartico en
el fluido géstrico de algunos decapodos como la langosta Americana y Europea (Rojo et

al., 2010) y de la clase cisteino en Crangon crangon (Teschke y Saborowski, 2005).

2.2.2 Las proteinasas digestivas de los decapodos.

De acuerdo con la Comision de Enzimas (EC) de la Unién Internacional de Bioquimica
las enzimas se clasifican en seis grandes grupos de acuerdo al mecanismo de accion que
utilizan para llevar a cabo la reaccion quimica. Particularmente las proteinasas (EC
3.4.X.X) objeto del presente estudio, pertenecen al grupo de las hidrolasas debido a que
escinden enlaces peptidicos utilizando agua, por lo que se les clasifica en la subclase de las
peptidasas. Dentro de esta subclase existen tres sub-subclases 1) peptidasas (EC 3.4.11-
19.X), que hidrolizan enlaces peptidicos entre aminodcidos de los extremos amino y
carboxilo de la proteina; 2) proteinasas (EC 3.4.21-25.X), que hidrolizan enlaces peptidicos
internos de la proteina; y 3) peptidasas con mecanismo de accion desconocido (EC
3.4.99.X).

Durante mas de cinco décadas las enzimas digestivas de los decapodos han sido
objeto de estudio (DeVillez y Buschlen, 1967; Gates y Travis, 1969; Zwilling et al., 1969),
actualmente se reconoce que las enzimas digestivas se sintetizan en el intestino medio
(glandula digestiva) en donde se han identificado isotripsinas (DeVillez y Buschlen, 1967)

e isoquimotripsinas (Tsai et al., 1986a) como las proteinasas digestivas mas abundantes y
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activas en el tracto digestivo de la mayoria de los decapodos. La tripsina y quimotripsina
son proteinasas que pertenecen a la clase de las serino proteinasas (EC 3.4.21.X);
especificamente la tripsina y quimotripsina pertenecen a la Familia S1 (terminologia
utilizada para referirse a la familia de las serino proteinasas, S por serina y el nimero de la
subfamilia a la que pertenece) en donde el sub-sitio catalitico S1 es el aminoacido de la
enzima que interactia con el aminoacido en la posicion P1 del sustrato, el cual forma parte
del enlace peptidico a hidrolizar en el extremo amino. Los sitios S1° y P1’ se encuentran
hacia el extremo carboxilo del sustrato proteico, todas las proteinasas de esta familia son
endopeptidasas y presentan una triada catalitica conformada por 4cido aspartico (Asp'®?),
histidina (His") y serina (Ser!®). La triada catalitica se encuentra entre dos barriles B y la
especificidad por el sustrato estd dominada por la especificidad del sub-sitio S1 por el
aminoacido que contribuye con el carbonilo para escindir el enlace peptidico.

La tripsina (EC 3.4.21.4), es una enzima que tiene afinidad por Arg o Lys en P1, sin
embargo la afinidad por Arg sobre Lys es de 2 a 10 veces mayor. Por su parte la
quimotripsina (EC 3.4.21.1) tiene preferencia por los enlaces peptidicos formados por el
grupo carboxilo de Tyr, Phe, Trp y Leu. La comparacion de las estructuras de la tripsina y
quimotripsina reveld solo una diferencia significativa en la posicion 189 (Rawlings y
Barret, 2013), sugiriendo un simple mecanismo de discriminacion por el sustrato, sin
embargo a la fecha no se ha determinado con certeza que mecanismos estan involucrados
en la especificidad diferenciada de estas proteinasas.

En el sistema digestivo de la langosta roja P. interruptus (Celis-Guerrero et al.,
2004), Panulirus argus (Perera et al., 2008) C. bellicosus, Callinectes arcuatus (Diaz-
Tenorio et al., 2006), el cangrejo rojo Pleuroncodes planipes, Pacifastacus astacus
(Garcia-Carrefio y Haard, 1993), asi como en el camardn patiblanco L. vannamei
(Hernandez-Cortés et al., 1997; Sainz et al., 2004) y otras especies de Peneidos como P.
monodon, P. japonicus y P. penicillatus (Tsai et al., 1986b; Tsai et al., 1986a; Tsai et al.,
1991) se han encontrado principalmente tripsinas y quimotripsinas como las principales
proteinasas que participan en la digestion de la proteina en el alimento. La mayoria de las
tripsinas y quimotripsinas provenientes del sistema digestivo de estos decapodos son

termoestables y poseen caracteristicas que las diferencian de sus contrapartes en
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vertebrados como su particular e inusual actividad colagenolitica (Rudenskaya, 2003;
Perera et al., 2010). A algunas quimotripsinas de estos decapodos se le conoce con el
nombre de braquiurinas (EC 3.4.21.32), la palabra braquiurina tiene su raiz en la palabra
Braquiura que se refiere al infraorden del cangrejo violinista Uca pugilator, organismo en
el que se identifico por primera vez la actividad colagenolitica (Tsu et al., 1994; Tsu y
Craik, 1996). Este tipo de enzimas se han identificado en otros decapodos como cangrejos,
camarones y langostas (Zwilling et al., 1969; Gates y Travis, 1969; Rudenskaya, 2003;
Perera et al., 2010). En base a la especificidad por el sustrato las braquiurinas se clasifican
en tres grupos, el tipo la posee una amplia especificidad similar a la que se obtendria al
combinar tripsina, quimotripsina y elastasa, la braquiurina de U. pugilator pertenece a este
grupo (Page y Craik, 2013); las braquiurinas tipo Ib tienen actividad limitada hacia Arg
pero mantienen las otras caracteristicas de las braquiurinas tipo Ia. Las braquiurinas tipo II
poseen estrictamente especificidad de tripsina, sin embargo comparten caracteristicas como
el amplio rango de temperatura en el que mantienen su actividad (37-55°C) y de pH (4.5-
8.5). La funcion biologica de las braquiurinas es digestiva y su actividad es reflejo del
contenido de colageno en el tipo de alimento que es consumido por los crustaceos a base de
detritus, incluidos debris de plantas o desechos de animales como peces, moluscos,
nematodos y pequefios crustdceos (Page y Craik, 2013). La estructura de tripsinas de
decépodos ha sido poco estudiada, una de las pocas estructuras que han sido dilucidadas es
la tripsina (TrylIIl) de C. pagurus, esta proteinasa carece de los sitios de autolisis (Lys®! y
Arg!'!") presentes en las tripsinas de mamiferos. La hidrélisis del enlace peptidico en el
extremo carboxilo de la Lys®' y Arg!!7produce la exposicion de otros sitios susceptibles a la
hidrélisis produciendo la hidrélisis completa del domino N-terminal de la tripsina de
mamiferos (Varallyay et al., 1998). La carencia de la Lys®' y Arg!'” en la TrylIll de C.
pagurus le confiere resistencia a la autolisis (Hehemann et al., 2008), ademas la Trylll
incrementa su actividad en solventes organicos y bajas temperaturas (Saborowski et al.,
2004). Estas caracteristicas sugieren que las proteinasas de decdpodos podrian ser

explotadas en algunos procesos biotecnoldgicos.
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Por su parte las enzimas del grupo de las aspartico (EC 3.4.23.X) y cisteino
proteinasas (EC 3.4.22.X) han sido aisladas de diferentes fuentes bioldgicas (frutos,
bacterias, plantas y tejidos animales) sin embargo en el tracto digestivo de los decapodos
estas enzimas no son las mas abundantes o representativas, excepto en algunos casos
particulares. La catepsina D es una aspartico proteinasa que ha sido reportada como una de
las enzimas proteoliticas mas abundantes en el fluido géstrico de la langosta Americana y
Europea (Rojo et al., 2010) junto con las cisteino proteinasas. La catepsina D tiene un pH
optimo acido cercano a 4.0 e hidroliza preferentemente aminoacidos hidrofébicos en la
posicion P1° sobre polipéptidos desnaturalizados. A diferencia de las serino proteinasas, las
aspartico proteinasas utilizan una molécula de agua como nucleofilo para actuar sobre el
enlace peptidico a hidrolizar y todas son endopeptidasas. Contienen en su sitio catalitico
una diada de 4cido aspartico (Asp*® y Asp?!®) que actlia para unir y activar la molécula de
agua en el sitio catalitico. En estas mismas especies de langostas también se ha reportado la
presencia de cisteino proteinasas. En el grupo de las cisteino proteinasas (EC 3.4.22.X) el
nucledfilo que participa sobre el enlace peptidico ha hidrolizar es un grupo sulthidrilo de
una cisteina. El mecanismo catalitico es similar a las serino proteinasas, un nucleofilo y un
donador de protones son requeridos, en este caso el donador de protones es una His. En
algunas familias solo es requerida la diada His y Cys, mientras que en otras existe
evidencia del requerimiento de Asp para formar una triada necesaria para orientar el anillo
de imidazol de la His. El camaron gamba o quisquilla gris (C. crangon) es otro decapodo
en el que la actividad tipo cisteina predomina en los extractos enzimaticos de su glandula

digestiva (Teschke y Saborowski, 2005).

3. JUSTIFICACION.

En los ultimos afos el interés en el uso de suplementos enzimaticos para animales
de granja y acuicultura se ha extendido en un intento por incrementar la eficiencia de la
digestion teniendo como expectativa el crecimiento acelerado del animal o un incremento
en la sobrevida en fases criticas de su desarrollo; sin embargo el uso indiscriminado y
aleatorio de enzimas ha retrasado el desarrollo de conocimiento cientifico. Si bien es cierto

que a la fecha la tecnologia para la formulacién de suplementos enziméaticos (Beauchemin
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et al., 2003) ha progresado, se requiecre ampliar la investigacion que permita generar
conocimiento sobre el mecanismo de accion de las enzimas exdgenas con la expectativa de
reducir la variabilidad de la respuesta de los organismos a los suplementos utilizados. El
presente trabajo analizd y compard, in vitro, el efecto de proteinasas comerciales y

proteinasas digestivas de decapodos utilizando a L. vannamei como modelo de estudio.

4. HIPOTESIS

Si las proteinasas utilizadas como suplementos permanecen activas cuando se
encuentran en contacto con las secreciones digestivas de L. vannamei, entonces podran
tener un efecto sinérgico con las proteinasas digestivas del camaron para incrementar la

hidrolisis de un sustrato proteico.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.

Estudiar qué ocurre con las proteinasas comerciales y proteinasas digestivas de otros
decapodos cuando estas se enfrentan, in vitro, con el extracto enzimatico de la glandula
digestiva de L. vannamei.

5.2. Objetivos especificos.

I. Establecer un sistema in vitro para evaluar la estabilidad de las proteinasas utilizadas
como enzimas exdgenas y evidenciar su contribucion a la protedlisis.

II. Estimar y comparar in vitro, la contribucion de las proteinasas comerciales y proteinasas
digestivas de decapodos a la protedlisis.

III. Evaluar in vitro, la compatibilidad e integridad de las proteinasas comerciales y
proteinasas digestivas de decapodos en presencia de las proteinasas digestivas del camaron.
IV. Explicar la compatibilidad o incompatibilidad de las enzimas y su comportamiento

observado sobre su contribucion a la proteolisis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales experimentales.

Camarones juveniles de la especie L. vannamei (15+1.0 g) se obtuvieron en las
instalaciones del CIBNOR. Los especimenes se mantuvieron bajo condiciones controladas
para su aclimatacion (28 °C bajo flujo continuo de agua de mar filtrada y aireacion). La
glandula digestiva de 200 especimenes fue disectada y pesada, se homogenizaron dos veces
a 4 °C con agua destilada fria (1:3 p/v) durante 20 seg utilizando un homogenizador de
cocina a baja velocidad. EI homogenado se centrifugd a 10,000 g durante 30 min a 4 °C
para eliminar los lipidos y restos de tejidos. El sobrenadante acuoso que contiene el
extracto enzimatico de la glandula digestiva fue liofilizado y almacenado a -20 °C para su
posterior analisis.

Langostas adultas de la especie P. interruptus y cangrejos de la especie C.
bellicosus fueron adquiridos con distribuidores locales en La Paz, BCS Mé¢xico. El peso de
las langostas oscild de 250 a 500 g, mientras que los cangrejos pesaron de 200 a 250 g. Los
animales se mantuvieron en el laboratorio en acuarios con un flujo continuo de agua de mar
filtrada. La temperatura del agua para los cangrejos se mantuvo en 28 = 0.5 °C y las
langostas a 20 = 0.5 °C. Los animales fueron alimentados ad libitum con musculo de
pescado y calamar, antes del muestreo los animales se mantuvieron en ayuno durante 24 h.
El fluido gastrico se extrajo de la langosta y el cangrejo por medio de una jeringa
desechable de 10 mL a la que se le sustituyd la aguja por una sonda de plastico flexible. La
sonda se insert6 a través de la cavidad oral hasta llegar, via el es6fago, a la cdmara gastrica
en donde se obtuvo aproximadamente 1 mL de fluido gastrico por individuo. El fluido
gastrico fue centrifugado durante 10 min a 4 °C y 10,000 g para eliminar los restos de
tejido y alimento, el sobrenadante fue colectado y almacenado a -20 °C hasta su uso. Las
muestras se denominaron PI y CB para el fluido gastrico obtenido de P. interruptus y C.
bellicosus, respectivamente.

Cangrejos adultos de la especie C. pagurus fueron capturados en el Mar del Norte

alrededor de la isla de Helgoland, Alemania. Adultos de las langostas Europeas (Homarus
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gammarus) y Americanas (Homarus americanus) fueron adquiridas en el mercado local en
Bremerhaven, Alemania. Los especimenes se mantuvieron en condiciones controladas de
temperatura (13 + 0.5 °C) y salinidad del 35% y fueron alimentados con crustaceos
pequefios (C. crangon) en los laboratorios del Instituto Alfred Wegener Institute (AWI). El
fluido gastrico fue extraido utilizando una jeringa desechable con una sonda de plastico
flexible, las muestras fueron procesadas y almacenadas como se describi6é anteriormente.
Las muestras de fluido gastrico se denominaron CP, HG y HA para el fluido gastrico

obtenido de C. pagurus, H. gammarus y H. americanus, respectivamente.

6.2 Proteinasas a evaluar como potenciales suplementos.

El presente trabajo estudid y compar6 proteinasas (4cidas y basicas) comerciales y
digestivas de decépodos. Dentro de las proteinasas bésicas se incluyeron, tripsina del
pancreas bovino (10 mg; EC. 3.4.21.4, # T4665, Sigma-Aldrich), quimotripsina bovina (10
mg; EC 3.4.21.1, #C4129, Sigma-Aldrich), tripsina porcina (10 mg; EC 3.4.21.4, # T0134,
Sigma-Aldrich), tripsina metilada de pancreas porcino (20 pg; EC 3.4.21.4, # T6567,
Sigma-Aldrich) y proteinasas digestivas de decapodos que incluyen el fluido gastrico de P.
interruptus, C. bellicosus y C. pagurus, cada muestra esta representada por la mezcla del
fluido gastrico de 5 individuos.

Por su parte dentro de las proteinasas acidas que se utilizaron esta la bromelaina (10
mg; EC 3.4.22.32, # B4882, Sigma-Aldrich), una cisteino proteinasa comercial de origen
vegetal y proteinasas digestivas del fluido gastrico H. gammarus y H. americanus, cada
muestra estd representada por la mezcla del fluido gastrico de 5 individuos. En el fluido

gastrico de estas langostas predomina la actividad de catepsina D, una aspartico proteinasa.

6.2.1 Preparacion de las soluciones con proteinasas comerciales.

Diez miligramos de cada enzima comercial se disolvieron de forma independiente
en 1 mL de agua destilada, las soluciones resultantes se denotan como tripsina bovina

(BTRY), quimotripsina bovina (BCHY), tripsina porcina (PTRY) y bromelaina (BR),
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respectivamente. Por su parte, la tripsina metilada porcina se diluyé en 15 uL de agua
destilada, la solucion se denota como tripsina porcina metilada (PTRY-CH3). La actividad
de las preparaciones de las proteinasas comerciales fue evaluada al pH Optimo
correspondiente para cada una de ellas, segin sea acida o basica. Para las serino proteinasas
se utilizé pH 8.0 y pH 6.0 para la cisteino proteinasa.

La actividad proteolitica total a pH 6.0 se determin6 utilizando como sustrato
hemoglobina bovina (Birschbach et al., 2014) (#H2625 Sigma-Aldrich) 0.5% p/v, disuelta
en amortiguador Mcllvaine (Diaz-Lopez et al., 1998). Un mL de Hb se mezcl6 con 20 uL
de la preparacion enzimdtica (provenientes de la solucion 10 mg/mL descrita
anteriormente), la mezcla se incub6 por 10 min a 25 °C, la reaccion se detuvo afiadiendo
500 uL de éacido tricloroacético (TCA) al 20%. Por ultimo la mezcla de reaccion se
centrifug6 a 10,000 g durante 10 min. Los péptidos generados por la hidrélisis enzimatica
fueron detectados espectrofotométricamente registrando la absorbancia a 280 nm.
Simultaneamente tubos preparados de la forma antes descrita pero sin enzima, fueron
utilizados como control.

La actividad se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:

U/mL = [Abs 280nm * Vol total, mL] / [0.051 * 10 min * VoI enzima, mL] (1)
Donde 0.051 es el coeficiente de extincion molar de la tirosina.

La actividad proteolitica total alcalina a pH 8.0 se determin¢ utilizando azocaseina
0.5% (p/v) (#A2765, Sigma-Aldrich) disuelta en amortiguador TRIS-HCI 50 mM de
acuerdo al método reportado por Garcia-Carrefio y Haard (1993). Veinte microlitros de
enzima (provenientes de la solucion 10 mg/mL descrita anteriormente), se mezclaron en
100 pL de azocaseina y 100 pL. de amortiguador TRIS-HCI. La mezcla se incubd durante
10 min, una vez concluido el tiempo de reaccioén se adicionaron 100 uL de TCA al 20%
(p/v) para detener la hidrolisis. La mezcla de reaccion se centrifugd (10,000 g durante 10
min) y el sobrenadante fue recuperado para registrar la absorbancia a 366 nm. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado y las unidades de actividad se expresan como el cambio

en la absorbancia por minuto por mL de extracto enzimatico.

U= Abs 366 nm - min™'- mL! (2)
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6.2.2 Preparacion de las proteinasas digestivas de decapodos.

La actividad proteolitica en el fluido gastrico obtenido de P. interruptus (PI), C.
bellicosus (CB) y C. pagurus CP) se determin6 a pH 8.0 utilizando azocaseina 0.5% (p/v)
(#A2765, Sigma-Aldrich) disuelta en amortiguador TRIS-HCI 50 mM tal como se
describi6 anteriormente. El fluido gastrico fue diluido hasta veinte veces y 10-20 uL fueron
utilizados. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y las unidades de actividad se
expresan como el cambio en la absorbancia por minuto por mL de extracto enzimatico
aplicando la férmula 2.

Por su parte, el fluido gastrico obtenido de H. gammarus (HG) y H. americanus
(HA) se diluyo veinte veces para determinar la actividad proteolitica a pH 6.0 de igual
forma que se describi6 para las proteinasas comerciales. Veinte microlitros de cada muestra
se mezcld con 1 mL de Hb 0.5% p/v, disuelta en amortiguador Mcllvaine. La mezcla se
incubo por 10 min, al concluir el tiempo la reaccion se detuvo anadiendo 500 pL. de TCA,
la mezcla se centrifugd y el sobrenadante fue recuperado. Los péptidos generados por la
hidrolisis enzimatica fueron detectados espectrofotométricamente registrando la
absorbancia a 280 nm. Como control se utilizaron tubos con el sustrato sin enzima.

Finalmente la actividad proteolitica del extracto enzimatico de la glandula digestiva
de L. vannamei se determind a partir de 50 mg de la muestra liofilizada disueltos en 1 mL
de agua destilada, a esta solucion se le denomind LV. La solucion LV se diluy6 50 veces y
10 uL se utilizaron para evaluar la actividad proteolitica a pH 8.0 y pH 6.0 utilizando

azocaseina o Hb como sustrato respectivamente.

6.3 Seleccion del sustrato proteico para evidenciar la sinergia entre las proteinasas

exogenas y las proteinasas digestivas de L. vannamei.

Se realizaron ensayos, independientes, con tres diferentes sustratos proteicos para
seleccionar aquel que por sus caracteristicas permitiera evidenciar si las proteinasas
utilizadas como potenciales suplementos contribuyen a su hidrélisis. El sustrato proteico
debia cumplir con dos condiciones: 1) Debia permitir evidenciar la contribucién de las

enzimas exogenas a la hidrolisis en presencia de L. vannamei y 2) debia ser hidrolizado por
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las proteinasas utilizadas como potenciales suplementos, con la expectativa de que la
presencia de las proteinasas exdgenas incremente la hidrolisis del sustrato proteico.

Se utiliz6 caseina bovina (CAS; #C7078 Sigma-Aldrich); hemoglobina bovina (Hb;
#H2625 Sigma-Aldrich) y albumina sérica bovina (BSA; #B4287 Sigma-Aldrich) en una
concentracion de 4 mg/mL en el amortiguador adecuado (TRIS-HCl 50 mM, pH 8.0 o
Mcllvaine pH 6.0). De manera independiente 125 mU de actividad proteolitica de cada
muestra a evaluar (proteinasas comerciales y proteinasas digestivas de decdpodos) fueron
mezcladas con 500 pL de cada uno de los sustratos proteicos (BSA, Hb o CAS). Las
mezclas fueron incubadas a 28 °C y agitadas a 500 rpm para permitir las condiciones
optimas de reaccion. Submuestras de 20 pL fueron colectadas a diferentes tiempos (5, 30,
60 y 120 min) y hervidas inmediatamente para detener la protedlisis. Cada submuestra se
mezcld con amortiguador de muestra (TRIS-HCI 0.125M, SDS 4%, azul de bromofenol
0.02% (p/v) a pH 6.8) en una proporcion 1:1 (v/v). La composicion de las submuestras (3
uL) fue analizada por SDS-PAGE. La electroforesis se llevo a cabo de acuerdo al método
de Laemmli (Laemmli, 1970), en geles de acrilamida 12% (8 x 10 cm y 0.75 mm). Cuatro
microlitros se utilizaron de marcador de peso molecular (# 17-0446-01, Amersham
Biosciences). Las condiciones de la electroforesis fueron 15 mA por gel en un bafio
circulante de 4 °C, en una unidad minivertical (SE260; Amersham Biosciences). Una vez
que el marcador del frente de corrida alcanz6 la parte inferior del gel, la corriente fue
suspendida. Los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250 al 0.05% en una solucion
acuosa de 40% de metanol y 7% acido acético durante al menos 4 h, después fue destefiido
con la misma solucién sin colorante azul. Los geles fueron fotodocumentados para su

posterior analisis.

6.4 Hidro6lisis de BSA producida por la mezcla de proteinasas.

El extracto enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei (LV) se mezclo, de
forma independiente, con cada una de las proteinasas exdgenas (proteinasas comerciales o
el fluido géstrico de los decapodos). Las mezclas se realizaron en microtubos de 1 mL; 125

mU de LV y 125 mU de proteinasa exdgena se mezclaron con 500 uL de una solucion de
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BSA con una concentracion de 4 mg/mL disuelta en el amortiguador adecuado segln sea el
caso (amortiguador TRIS-HCI 50 mM, pH 8.0 o Mcllvaine pH 6.0). La composicion de las
mezclas se detalla en la Tabla I. Una solucion de BSA en ausencia de proteinasas se utilizd

como control.

Tabla I. Mezclas de reaccion para evaluar la hidrolisis de BSA por enzimas digestivas de L.
vannamei con o sin proteinasas exdgenas.

Mezcla de reaccion Actividad y volumen en la mezcla de reaccion
Control 500 uL BSA
LV 125 mU LV + 500 uL BSA
LV +PC 125 mU LV + 125 mU PC + 500 uL BSA
PC 125 mU PC + 500 uL BSA
LV +FG 125 mU LV + 125 mU FG + 500 uL BSA
FG 125 mU FG + 500 uL BSA

Se utilizé BSA disuelta en TRIS-HCI pH 8.0 para evaluar proteinasas basicas o en amortiguador
Mcllvaine pH 6.0 para proteinasas acidas. Abreviaciones: LV = Extracto enzimatico de la glandula
digestiva de L. vannamei; PC = Proteinasa comercial, se refiere de forma general a las proteinasas
comerciales utilizadas en esta investigacion; y FG = Fluido géstrico, se refiere de forma general a
los fluidos gastricos de los decapodos evaluados en este trabajo.

Las mezclas de reaccion se incubaron a 28 °C con agitacion (500 rpm), submuestras
de 20 uL fueron recolectadas a diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 min) y hervidas por 5
min para detener la protedlisis. Al término del muestreo, 3 pL de cada submuestra fueron
analizados en geles de acrilamida para evaluar su composicion. Los geles fueron tefiidos

con azul de Coomassie R-250 como se describid anteriormente.
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6.5 Evaluacion de la actividad e integridad de las proteinasas exdgenas, en presencia del

extracto enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei.

La integridad y composicion de proteinasas en las mezclas de reaccion descritas en
la Tabla I fue evaluada en zimograma. Las mezclas de proteinasas mostradas en la Tabla I
se prepararon nuevamente en ausencia de BSA. A la mezcla de enzimas se le adiciond el
volumen necesario de amortiguador (TRIS-HCl o Mcllvaine) para completar 100 pL.
Cinco mU de actividad proteolitica de cada mezcla de reaccion se combinaron, en una
relacion 1:1 (v/v), con amortiguador de muestra 2X para resolver la composicion de
proteinasas en zimograma. Los geles en los que se aplicaron las muestras tratadas con
TRIS-HCI, se incubaron a 4 °C durante 30 min en una solucion de caseina (Caseina 3% en
amortiguador TRIS-HCI 50 mM pH 8.0), en seguida fueron incubados durante 90 min a 25
°C, al término de la incubacion el exceso de caseina fue retirada con 3 lavados breves (30
seg) de agua destilada para finalmente realizar la tincion con azul de Coomassie R-250. Los
geles en los que se aplicaron las muestras incubadas con amortiguador Mcllvaine, se
enjuagaron con agua destilada y posteriormente se realizaron lavados breves (30 seg) con
amortiguador Mcllvaine hasta ajustar a pH 6.0. El gel fue transferido a una solucién de Hb
(Hb 0.25% (p/v) en amortiguador Mcllvaine pH 6.0) e incubado 30 min a 4°C, seguidos de
90 min de incubacidn a 25 °C. Al término de la incubacion el exceso de Hb fue retirada con
3 lavados breves (30 seg) de agua destilada, posteriormente los geles se tifiieron con azul de

Coomassie R-250. Los geles fueron fotodocumentados para su posterior analisis.

6.6 Efecto de la concentracion de las proteinasas digestivas de L. vannamei sobre la

actividad de las proteinasas exdgenas.

Diferentes concentraciones del extracto enzimatico de la glandula digestiva de L.
vannamei (LV) fueron mezcladas de forma independiente, con cada una de las proteinasas
exdgenas (proteinasas comerciales y fluido gastrico de decapodos) en una concentracion
constante. En seis microtubos se colocaron seis diferentes concentraciones decrecientes de
LV (125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 y 3.9 mU) y en cada tubo se adicionaron 125 mU de

actividad de cada proteinasa exogena (proteinasas comerciales y fluido gastrico de
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decapodos) por separado. El volumen de reaccion se ajusté a 100 uL con amortiguador
TRIS-HCI pH 8.0 para proteinasas basicas o Mcllvaine pH 6.0 para proteinasas acidas.
Cinco mU de actividad de cada mezcla de reaccion se combino con amortiguador de
muestra 2X en una relacion 1:1 (v/v) para analizar su composiciéon en SDS-PAGE, los geles
fueron tratados como se describi6 en el apartado 6.5 para proteinasas acidas o basicas. Esta
técnica permitid evaluar la presencia o ausencia de proteinas con actividad proteolitica en
las mezclas de reaccion.

Al mismo tiempo fue necesario visualizar las proteinas responsables de la actividad
en las mezclas de reaccion descritas arriba. En forma paralela una nueva serie de seis
microtubos fue preparada. Se colocaron seis diferentes concentraciones decrecientes de LV
(125, 62.5,31.2,15.6, 7.8 y 3.9 mU) y en cada tubo se adicionaron 125 mU de actividad de
cada proteinasa exdgena (proteinasas comerciales y fluido gastrico de decapodos) por
separado. El volumen de reaccion se ajustd a 25 pL con amortiguador TRIS-HCI pH 8.0
para proteinasas basicas o Mcllvaine pH 6.0 para proteinasas acidas. Diez microgramos de
proteina por muestra se colocaron en SDS-PAGE para analizar su composicion. Después de
la electroforesis los geles se tifieron con azul de Coomassie R-250 Esta técnica reveld la

integridad de las proteinas responsables de la actividad en las mezclas de reaccion.

6.7 Aislamiento e identificacion de la(s) proteinasa(s) digestiva(s) de L. vannamei

responsable(s) de la hidrolisis de las proteinasas exogenas.

El extracto de la glandula digestiva de L. vannamei es un extracto crudo,
principalmente compuesto de cinco serino proteinasas: dos isoquimotripsinas, tres
isotripsinas A, B, y C y en menor proporcion otras proteinasas. Cromatografia de
intercambio i6nico se utilizO para fraccionar el extracto enzimatico de L. vannamei.
Cincuenta miligramos del extracto enzimatico liofilizado se disolvieron en 1 mL de
amortiguador TRIS-HClI 50 mM, pH 7.5; 50 uLde esta solucion se adicionaron a la
columna Q-Sepharose (# 71-7128-00, Amersham Biosciences), equilibrada con
amortiguador TRIS-HCI, pH 7.5. La elucion de las proteinas se realizo con NaCl a

diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.7 y 1.0 M), el tamafo de las fracciones
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colectadas fue de 250 pL. La actividad de tripsina o quimotripsina se analizé con sustratos
especificos (Gonzalez-Zamorano et al., 2013) y se selecionaron las fracciones con mayor
actividad. Las fracciones seleccionadas fueron desaladas y concentradas utilizando una
unidad de filtro para centrifuga (Amicon Ultra-15, Merck Millipore, Billerica, MA) a una
velocidad 4,000 g y 4 °C para estimar la composicion de proteinasas en 10 pL de cada
fraccion utilizando zimogramas.

Una fraccion con las cinco serino proteinasas (SP) se obtuvo por cromatografia de

exclusion molecular, usando el método modificado de (Rivera-Pérez et al., 2011).

6.8 Estudio estructural comparativo de tripsinas de decapodos y tripsinas de mamifero, in
silico.

La estructura primaria de las tripsinas se obtuvo de http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Las

tripsinas reportadas para diferentes especies de decapodos localizadas en la base de datos
fueron utilizadas para establecer un alineamiento con la tripsina de Bos taurus (P00760.3) y
Sus scrofa (PO0761.1), utilizando el programa ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Dentro de las tripsinas de decdpodos se

incluyeron las isotripsinas A, B y C de L. vannameli, asi como otras tripsinas reportadas
para Marsupenaeus japonicus, P. argus, Portunus pelagicus, Portunus trituberculatus,
Charybdis japonica y Eriocheir sinensis. Se generaron modelos tridimensionales para la
tripsina A, B y C de L. vannamei utilizando el programa Swiss-Model

(http://swissmodel.expasy.org/), el programa cuenta con una base de datos de estructuras

cristalograficas. Las isotripsinas de L. vannamei poseen 74-75% de identidad con la
estructura cristalografica de la tripsina del cangrejo de rio Pontastacus leptodactylus (PDB
codigo 2191A).

Por otro lado se analiz6 la estructura primaria de las tripsinas en busca de sitios
posibles de N- y  O-glicosilacion utilizando  NetNGlyc 'y  NetOGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services) para predecir posibles sitios de union a carbohidratos. La
glicosilacion se corrobord experimentalmente para las isotripsinas A, B y C del extracto de

la glandula de L. vannamei. Una muestra (10 pg de proteina) del extracto enzimatico de la
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glandula digestiva del camardn fue analizada por SDSD-PAGE. El gel se sumergi6 en 100
mL de solucion de fijado (50% metanol y 5% acido acético en H20) e incubado por 45 min
y 25 °C, la solucion fue renovada y la incubacion se reanud6 por 45 min adicionales. En
seguida el gel se lavo en dos ocasiones con acido acético glacial 3% durante 20 min para
iniciar la oxidacion. Para la oxidacion de los carbohidratos el gel se sumergio por 30 min en
25 mL de acido periodico disuelto en 4cido acético 3%. Al término de la oxidacion se
repitio el lavado del gel con acido acético glacial 3% para permitir la tincion, el gel se
incubod en obscuridad durante 120 min en 25 mL de solucién de tefiido (Pro-Q ® Emerald
300 (# P21857, Molecular Probes), la solucion de tefiido fue retirada con dos lavados de 20
min con &cido acético 3%. El gel se fotodocument6 en un transiluminador de UV a 300 nm.
Esta técnica detecta hasta 0.5 ng de glicoproteinas, lo que representa 50 veces mas que el
método de Schiff. Como controles positivos y negativos se utilizaron estandares
moleculares que contienen proteinas glicosiladas y no glicosiladas (CandyCane™

Glycoprotein Molecular Weight Standar (# C21852, Molecular Probes).
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis de la actividad proteolitica total y proteina soluble en las preparaciones

enzimaticas comerciales y de decapodos.

Se analizé la actividad proteolitica y la proteina soluble en cada una de las

preparaciones enzimaticas de acuerdo a las técnicas descritas en el apartado 6.

Mediante el anélisis con azocaseina a pH 8.0 se confirm¢ la actividad proteolitica
en el extracto enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei (LV) y los fluidos
gastricos de C. bellicosus (CB) y P. interruptus (PI). De la misma forma se procedié con
las serino proteinasas comerciales (tripsina porcina, tripsina bovina y quimotripsina
bovina). En la tabla II se muestran los resultados obtenidos para la actividad proteolitica
total y la concentracion de proteina soluble presente en las preparaciones enzimaticas
utilizadas en el presente estudio. Los resultados se muestran solo a pH 8.0, la actividad de

estas muestras disminuy6 cuando el pH decrecié (datos no mostrados).

Tabla II. Actividad proteolitica y proteina soluble en las preparaciones para proteinasas
basicas.

., L Actividad [U/mL]a  Proteina soluble
Preparacion enzimatica

pH 8.0 [mg/mL]
Tripsina bovina (BTRY) 152+04 13.7+1.0
Quimotripsina bovina (BCHY) 10.2+£0.7 15.1+£0.9
Tripsina porcina (PTRY) 234+ 1.0 11.5+0.3
P. interruptus (PT) 558+ 1.5 38.5+0.6
C. bellicosus (CB) 90.1 1.1 33.4+0.8
C. pagurus (CP) 93.8+1.3 14.8+£0.2
L. vannamei (LV) 27.1+£0.7 17.5+0.8

Cada muestra fue analizada por triplicado, X + SD, CV<5%.
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La actividad proteolitica en la preparacion enzimatica de bromelaina y el fluido
gastrico de la langosta Americana y Europea fue evaluada a pH 6.0 (Tabla III). La actividad
de estas muestras disminuy6 considerablemente a medida que el pH se incrementd (datos
no mostrados). Cada una de las soluciones se diluyd tanto como fue necesario para ser

evaluada.

Tabla III. Actividad proteolitica y proteina soluble en las preparaciones para proteinasas
acidas.

Preparacion enzimatica Actividad proteolitica Proteina soluble
total [U/mL] a pH 6.0 [mg/mL]

Bromelaina (BR) 32.9+£0.8 2.1320.6

H. gammarus (HG) 47.6 £1.7 38.5£0.8

H. americanus (HA) 34.1+1.1 29.4+0.8

L. vannamei (LV) 19.3+0.9 17.5+0.8

Cada muestra fue analizada por triplicado, X + SD, CV<5%.

Los resultados mostraron que H. gammarus y H. americanus poseen principalmente
proteinasas acidas ya que al incrementar el pH la actividad de estas muestras disminuyo.
Por el contrario L. vannamei, C. bellicosus, C. pagurus y P. interruptus contienen

principalmente proteinasas basicas.

7.2 Seleccion del sustrato proteico para determinar la sinergia de las proteinasas evaluadas

y sus mezclas.

Tres diferentes sustratos proteicos fueron utilizados para estimar la actividad
proteolitica de las preparaciones enzimaticas evaluadas en el presente trabajo. Los
resultados permitieron la seleccion del sustrato proteico adecuado para evidenciar la
contribucion de las enzimas exdgenas evaluadas como potenciales suplementos, cuando se
mezclan con el extracto enzimatico de L. vannamei (LV). El grado de hidroélisis de caseina
bovina (CAS), hemoglobina bovina (Birschbach et al., 2004) y albtimina sérica bovina
(BSA) fue determinado monitoreando por SDS-PAGE los productos de hidroélisis
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generados. El grado de hidrolisis de CAS, Hb y BSA se determind cualitativamente por la
ausencia de las proteinas de 32, 17 y 66.4 kDa que corresponden a cada uno de los sustratos
proteicos y la aparicion de polipéptidos de menor peso molecular. Los datos obtenidos
(Tabla I'V), demostraron que la CAS y Hb son susceptibles a la hidrélisis en presencia de la
mayoria de las proteinasas utilizadas, mientras que la BSA fue hidrolizada en mayor o
menor medida por las proteinasas comerciales y digestivas de decapodos con excepcion de

las proteinasas digestivas de LV.

Tabla I'V. Hidrolisis de los sustratos proteicos producida por el extracto enzimatico de L.
vannamei y las proteinasas exogenas (comerciales o fluidos gastricos de decapodos).

Sustrato LV BTRY | PTRY | BCHY BR CB PI CP HG HA
proteico
CAS 4 4 e et 4 e - N/D N/D N/D

Hb -+ + + +++ + ++ ++ N/D N/D N/D

BSA + A+ +++ | +++ ++ +++ -+ ++

Las muestras fueron analizadas en geles de acrilamida al 12%. De forma cualitativa se representa la
presencia o ausencia de BSA (66.4 kDa): Totalmente hidrolizada, ++++ (0% de la BSA remanente)
o parcialmente hidrolizada, +++ (25% de BSA remanente), ++ (50% de BSA remanente) y + (75%
de proteina remanente) a los 120 min de reaccion. Abreviaciones: LV = extracto enzimatico de la
glandula digestiva de L. vannamei; BTRY = solucion de tripsina bovina; PTRY = solucion de
tripsina porcina; BCHY = quimotripsina bovina; BR = bromelaina; CB = fluido géstrico de C.
bellicosus; PI = fluido gastrico de P. interruptus; CP = fluido gastrico de C. pagurus; HG = fluido
gastrico de H. gammarus; HA = fluido gastrico de H. americanus; CAS = caseina bovina; Hb =
hemoglobina bovina; y BSA = albiimina sérica bovina.

La protedlisis de BSA generada por las diferentes preparaciones enzimaticas
monitoreada a través de SDS-PAGE se muestra en la Fig. 3. La solucion de BSA sin
enzimas se utiliz6 como control. El grado de hidrolisis de BSA se determino
cualitativamente por la ausencia de BSA (66.4 kDa) y por la aparicion de polipéptidos de
menor peso molecular. La proteolisis fue comparada con el control y con la protedlisis de
BSA generada por LV. En la Fig. 3 se muestra que las enzimas exdgenas (proteinasas

comerciales y digestivas de decapodos) tienen la capacidad para hidrolizar BSA de mejor
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forma que lo hace LV, se espera que LV en presencia de las proteinasas exogenas

incremente la hidrolisis de BSA.
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Figura 3. Hidrolisis de BSA evaluada por SDS-PAGE. Quinientos microlitros de BSA 4 mg/mL
fueron mezclados de forma independiente con cada proteinasa exdgena, la hidrolisis se monitoreo a
diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 min). Panel A: (arriba) BSA sin proteinasas (control negativo),
(abajo) hidrolisis de BSA producida por LV. Panel B: (arriba) hidrolisis de BSA producida por las
proteinasas comerciales (BTRY, PTRY, BCHY y BR), (abajo) hidrdlisis de BSA producida por las
proteinasas digestivas de decapodos (CB, PI, CP, HG y HA). Abreviaciones: LV = extracto
enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei; BTRY = solucion de tripsina bovina; PTRY =
solucion de tripsina porcina; BCHY = quimotripsina bovina; BR = bromelaina; CB = fluido gastrico
de C. bellicosus; PI = fluido gastrico de P. interruptus; CP = fluido gastrico de C. pagurus; HG =
fluido gastrico de H. gammarus; HA = fluido gastrico de H. americanus; y BSA = albimina sérica
bovina.
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7.3 Hidrolisis de BSA originada por las proteinasas digestivas de L. vannamei en presencia

de proteinasas exdgenas a pH basico.

Los resultados anteriores demostraron que las proteinasas exogenas (proteinasas
comerciales y digestivas de decdpodos) tienen la capacidad de hidrolizar BSA. Estos datos
sugieren que eventualmente pueden auxiliar a las proteinasas digestivas de LV para
incrementar la hidrélisis de BSA. De forma independiente LV se mezclé con cada
proteinasa exogena en una relacion 1:1 (mU/mU) y 500 uL de BSA (4 mg/mL). La
hidrolisis de BSA en las mezclas de reaccion fue monitoreada por SDS-PAGE. Los
resultados muestran que solo algunas proteinasas exogenas auxilian a LV para incrementar
la hidrolisis de BSA. La Fig. 4 muestra que la presencia de PTRY no aument6 la hidrélisis
de BSA al sumarse con las proteinasas digestivas de LV (Fig. 4B), mientras que CB se
sumoé a LV para incrementar la hidrdlisis de BSA (Fig. 4C). La capacidad de PTRY para
hidrolizar BSA disminuyd cuando se mezclé con LV mientras que CB mantiene su
capacidad de hidrolisis y se suma a las proteinasas de LV. Los resultados para tripsina
bovina (BTRY) y quimotripsina bovina (BCHY) presentan la misma tendencia que los
resultados presentados para PTRY, mientras que los resultados obtenidos para el fluido
gastrico de P. interruptus (PI) y C. pagurus (CP) son consistentes con los resultados
presentados para CB.

En conclusion las tres serino proteinasas comerciales (PTRY, BTRY y BCHY)
utilizadas en el presente trabajo, no contribuyeron a la hidrolisis de BSA cuando se mezclan
con LV, mientras que las serino proteinasas digestivas de decapodos (CB, PI y CP) se

suman a las proteinasas de L'V para contribuir e incrementar la hidrolisis de BSA.
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Figura 4. Hidrolisis de BSA generada por las proteinasas de L. vannamei en presencia de serino
proteinasas exogenas. BSA sin enzimas fue utilizada como control (Panel A). Productos de
hidrolisis de BSA generada por LV en presencia de PTRY (Panel B) o CB (Panel C) a diferentes
tiempos (5, 30, 60 y 120 min) analizados en SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie.
Abreviaciones: LV = extracto enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei; PTRY =
solucion de tripsina porcina; CB = fluido gastrico de C. bellicosus; y BSA = albiimina sérica
bovina.

7.4 Hidrolisis de BSA originada por las proteinasas digestivas de L. vannamei en presencia

de proteinasas exdgenas acidas.

De forma independiente LV se mezclo con cada proteinasa exdgena en una relacion
1:1 (mU/mU) y 500 pL. de BSA (4 mg/mL). La hidrolisis de BSA en las mezclas de
reaccion fue evaluada en SDS-PAGE. Los resultados mostraron que solo algunas
proteinasas exogenas incrementan la hidrolisis de BSA. La presencia de BR no aumento la
hidrolisis de BSA al sumarse con las proteinasas de LV (Fig. 5B). La capacidad de BR para
hidrolizar BSA disminuy6 en presencia de LV. Por el contrario la mezcla de HA con LV
(Fig. 5C) increment6 la hidrolisis de BSA a los 120 min. Estos resultados sugirieron que

HA y LV trabajan sinérgicamente para hidrolizar la BSA.
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Figura 5. Hidrolisis de BSA producida por las proteinasas digestivas de L. vannamei en presencia
de proteinasas exdgenas acidas. Panel A: BSA sin enzimas (control negativo). Panel B: hidrdlisis de
BSA a diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 min) generada por LV en presencia de BR. Panel C:
hidrolisis de BSA a diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 min) generada por LV en presencia de HA.
Como control positivo se analizé la hidrolisis de BSA generada por BR, HA y LV por separado.
Las muestras se examinaron con SDS-PAGE vy tincién con azul de Coomassie. Abreviaciones: LV
= extracto enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei; BR = solucion de bromelaina; HA =
fluido gastrico de H. gammarus; y BSA = albumina sérica bovina.

Hasta este momento los resultados sugieren consistentemente que las proteinasas
comerciales no contribuyen con LV para hidrolizar BSA, aun cuando estas son capaces de
hidrolizar BSA en ausencia de LV. Por el contrario, las proteinasas digestivas de otros
decapodos son capaces de sumarse a la actividad de las proteinasas de LV e incrementar la

hidrolisis de BSA.

7.5 Actividad e integridad de las serino proteinasas exogenas en presencia del extracto

enzimatico de L. vannamei.

Paralelamente al andlisis de la hidrdlisis de BSA producida por LV en presencia de

las serino proteinasas exdgenas, la actividad proteolitica de las proteinasas en dichas
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mezclas fue analizada por zimograma. De forma independiente LV se mezclo con tripsina
porcina (PTRY) o fluido gastrico C. bellicosus (CB) en una proporcion 1:1 (mU/mU), de la
misma forma que se procedio en el apartado 7.3 con excepcidn de la presencia de BSA que
en este procedimiento fue omitida. Los resultados demostraron que PTRY perdid su
actividad en presencia de LV (Fig. 6A) mientras que las proteinasas digestivas de CB se
mantuvieron activas cuando se mezclaron con LV (Fig. 6B), esto explica porque solo CB
puede ayudar a incrementar la hidrdlisis de BSA en contribucion con LV. Los resultados
para tripsina bovina (BTRY) y quimotripsina bovina (BCHY) son similares a los resultados
presentados para PTRY, mientras que el fluido gastrico de P. interruptus (PI) y C. pagurus
(CP) tiene el mismo efecto que las proteinasas digestivas de C. bellicosus (CB). En
conclusion las tres proteinasas comerciales (PTRY, BTRY y BCHY) utilizadas en este
estudio, pierden su actividad en presencia de LV, mientras que las proteinasas digestivas de

decapodos (CB, CP y PI) permanecen activas en presencia de LV.
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Figura 6. Actividad proteolitica de proteinasas exdgenas basicas en presencia de proteinasas
digestivas de L. vannamei. Panel A: mezcla de LV con PTRY. Panel B: mezcla de LV con CB. La
actividad proteolitica en las mezclas se analiz6 a diferentes tiempos (5, 30, 60 y 120 min) en
zimogramas a pH 8.0. Abreviaciones: LV = extracto enzimatico de la glandula digestiva de L.
vannamei; PTRY = solucién de tripsina porcina; y CB = fluido gastrico de C. bellicosus.
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7.6 Actividad e integridad de las cisteino y aspartico proteinasas exogenas en presencia del

extracto enzimatico de L. vannamei.

La actividad proteolitica total de las mezclas de proteinasas exodgenas acidas
(cisteino y aspartico) con LV se evaluo en zimograma a pH 6.0. De forma independiente se
prepararon mezclas de LV con bromelaina (BR), LV con fluido gastrico de H. gammarus y
LV con fluido gastrico de H. americanus en una relacion 1:1 (mU/mU), el volumen de las
mezclas se ajusté 100 pL. con amortiguador Mcllvaine pH 6.0. Los resultados demostraron
que BR perdi6 su actividad proteolitica en presencia de LV (Fig. 7A), mientras que las
proteinasas digestivas de HA (Fig. 7B) y HA (datos no mostrados) se mantienen activas
cuando se mezclan con LV. Lo anterior explica porque la mezcla de BR con LV es incapaz
de incrementar la hidrolisis de BSA mientras que la presencia de HA o HG ejerce un efecto
sinérgico con LV sobre la hidrolisis de BSA. En la Fig. 7 se indican las principales
proteinasas de LV que mantienen actividad a pH 6.0 [dos quimotripsinas (ChyH y ChyL) y
tres tripsinas (A, B, y C)].

Chy—»
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LV LV+BR BER LV LV+HA HA

Figura 7. Actividad de proteinasas exdgenas acidas en presencia de proteinasas digestivas de L.
vannamei. Panel A: mezcla de BR con LV. Panel B: mezcla de HA con LV. La actividad
proteolitica en las mezclas se evaltio en zimograma a pH 6.0 en diferentes tiempos (30, 60 y 120
min). Abreviaciones: LV = extracto enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei; BR =
solucion de bromelaina; y HA = fluido gastrico de H. americanus.
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Los resultados demostraron que la proteinasa comercial BR no contribuy6 a la
protedlisis debido a que pierde actividad en presencia de LV; mientras que las proteinasas
digestivas de los decapodos se suman a la actividad de LV para contribuir a la hidrolisis de

BSA.

7.7 Efecto de la concentracion de las proteinasas digestivas de L. vannamei sobre la

actividad de las proteinasas exdgenas comerciales.

Se investigd la hidrolisis como primera opcion para determinar la causa por la que
las proteinasas comerciales pierden actividad en presencia de LV. El presente trabajo
analiz¢ la posible hidrolisis sobre la tripsina porcina (PTRY) y tripsina bovina (BTRY). De
forma independiente y por duplicado se prepararon seis mezclas de LV con PTRY (Fig.
8A) y seis mezclas de LV con BTRY (Fig. 8B). En cada mezcla la concentracion de PTRY
y BTRY se mantuvo constante (125 mU), mientras que la concentracion de LV fue en
decremento (125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 y 3.9 mU). Las muestras se analizaron en SDS-
PAGE para zimograma y tinciéon con azul Coomassie. Los resultados mostraron que la
actividad de la tripsina porcina o bovina disminuy6 a medida que la concentracion de LV se
incrementd. La actividad de PTRY o BTRY se observo solo en aquellas muestras en las
que la concentracion de LV disminuy6 al menos cuatro veces. En la Fig. 8 (panel
izquierdo) es posible observar algunos productos de hidrolisis de BTRY o PTRY en los
carriles 1-6 y la disminuciéon de la banda de proteina que contiene la actividad de
proteinasa. Es importante mencionar que estos resultados se han observado utilizando
proteinasas digestivas de otros decapodos; el presente trabajo demostré que serino
proteinasas digestivas de C. bellicosus, P. interruptus y P. californiensis tienen Ia

capacidad para hidrolizar BTRY (datos no mostrados).
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Figura 8. Hidrolisis de tripsina porcina y bovina en presencia de proteinasas digestivas de L.
vannamei. Panel A: mezcla de BTRY con LV. Panel B: mezcla de PTRY con LV. La concentracion
de BTRY y PTRY se mantuvo constante (125 mU) mientras que la concentracion de LV fue en
decremento (125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 y 3.9 mU), carril 1-6. Las imagenes a la izquierda
corresponden a SDS-PAGE tenidos con azul de Coomassie y a la derecha zimograma. Las flechas
indican la presencia de BTRY o PTRY en la mezcla donde la concentracion de LV no es suficiente
para inactivarlas por hidrélisis. Abreviaciones: LV = extracto enzimatico de la glandula digestiva de
L. vannamei; BTRY = solucion de tripsina bovina; y PTRY = solucion de tripsina porcina.
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7.8 Serino proteinasas digestivas de L. vannamei responsables de la hidrolisis de tripsina

bovina y porcina.

El extracto enzimatico de la glandula digestiva de L. vannamei (LV) es una mezcla
compleja de proteinasas en la que predominan cinco serino proteinasas, dos
isoquimotripsinas (ChyL y ChyH) y tres isotripsinas (A, B y C). Dada la complejidad del
extracto se planted investigar el papel que juegan las principales serino proteinasas
presentes en LV, en la hidrdlisis de la tripsina bovina y porcina. LV fue fraccionado
mediante cromatografia de exclusion molecular e intercambio i6nico.

Las fracciones obtenidas por cromatografia se denominaron SP, BII, Bl y ABC. La
fraccion SP contiene las cinco principales serino proteinasas (ChyL, ChyH, A, By C); la
fraccion ABC contiene las isotripsinas A, B y C, la fraccion BII presenta actividad de
ChyL, A, By C y por ultimo la fraccion BI que presenta actividad de ChyH. Cada fraccion
se mezclo de manera independiente con BTRY en una relacion 1:1 (mU/mU). La
composicion de las mezclas se analizé en zimogramas (Fig. 9) para evaluar el efecto de su
presencia sobre la actividad de la BTRY.
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Figura 9. Pérdida de la actividad de tripsina bovina en presencia de las serino proteinasas de L.
vannamei. Mezclas independientes de BTRY con las fracciones SP, ABC, BII, y BI se evaluaron en
zimograma. La flecha indica la actividad residual de BTRY en la mezcla de enzimas. Abreviaturas:
SP = fraccién cromatografica con actividad de isoquimotripsinas (ChyH y ChyL) e isotripsinas (A,
By C); ABC = fraccién con actividad de A, B y C; BI = fraccion con actividad de ChyL y tripsinas
A, By C; Bl = fraccion con actividad de ChyH; y BTRY = solucién de tripsina bovina.



37

Los resultados demostraron que la tripsina bovina pierde su actividad debido a la
hidrolisis producida por las serino proteinasas de LV. Los datos sugieren que BTRY tiene
un mayor numero de sitios susceptibles a la hidrélisis o que estos se encuentren expuestos
de tal forma que las proteinasas de LV pueden actuar sobre ellos. Hasta este momento los
resultados indican que quimotripsinas y tripsinas de decapodos utilizan a la tripsina bovina
y porcina como sustrato, es interesante entender qué caracteristicas le permiten a una
tripsina utilizar a otra tripsina como sustrato. Las tripsinas de L. vannamei también tienen la
capacidad de hidrolizar tripsina porcina (Fig. 10).
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Figura 10. Pérdida de la actividad de tripsina porcina producida por las tripsinas de L. vannamei. La
mezcla de PTRY con la fraccion ABC se incubd por 5 min. La actividad se evaltuo en zimograma.
Abreviaturas: ABC = fraccion con actividad de las isotripsinas (A, B y C); y PTRY = solucion de
tripsina porcina.

7.9 Estudio estructural in silico de las proteinasas digestivas de L. vannamei, responsables

de la hidrolisis de la tripsina bovina y porcina.

Los resultados sugirieron que el nimero de sitios susceptibles a la hidrolisis en la
tripsina porcina y bovina es mayor que en las quimotripsinas y/o tripsinas de L. vannamei.

Un analisis comparativo de la estructura primaria de tripsinas de mamiferos y decapodos
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disponibles en las bases de datos (infraorden: Penaeidae, Palinura y Brachyura) demostro
que la tripsina de bovino y porcino posee un mayor nimero de residuos Lys que las
tripsinas de decapodos (Fig. 11 y tabla V). Otra caracteristica estructural que marca una
diferencia importante entre tripsinas de mamiferos y decapodos, es la presencia de
potenciales sitios de glicosilacion. Todas las tripsinas de decapodos analizadas en el
presente trabajo presentan de uno hasta siete probables sitios de glicosilacion (Fig. 11 y

Tabla V). Las quimotripsinas del camardn también poseen posibles sitios de glicosilacion

(Tabla VI).

ek KK * ok KK . ... . *

B. taurus IVGGYTCGANTVPY—-———— QVSLNSGYHFCGGSLINSQWVVSAAHCYJ————-——— SGIQV 48
S.scrofa IVGGYTCAANSIPY—-———— QVSLNSGSHFCGGSLINSQWVVSAAHCYl————-—-—— SRIQV 48
L.vannamei A IVGGTDATPGELPYQLSFQODISFGFAWHFCGASIYNENWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
L.vannamei B IVGGSDATPGELPYQLSFQDVSFGFAFHFCGASIYNENWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
L.vannamei C IVGGSEVTPGELPYQLSFQDNSWGTAWHFCGASIYNENWAICAGHCVQGDDFDEPSYLQV 60
M.japonicus 00— mmmmm—m— e ———— o FCGASIYNENWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 32
M. japonicus IVGGSEVTPGELPYQLSFQDVSFGFAFHFCGASIYNENWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
P.argus IVGGDDVKPGEIPYQLSFQDISWGSAFHFCGASIYNEHWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
P.argus IVGGDDDKPGEIPYQLSFQDISWGSAFHFCGASIYNEHWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
P.argus IVGGEDAEPGKIPYQLSFQDISWGSAFHFCGASIYNEHWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
P.argus IVGGTDVTPGEIPYQLSFQDISFGFAFHFCGASIYNDRWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
P.argus IVGGEDAEPGEIPYQLSFQDISLGFAFHFCGASIYNEHWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 60
P.pelagicus IVGGEDTLHGEIQYQLSLODTSYTEPWHFCGGTLYNDHWGITACHCLQ-YDVANPGIVQA 59
P.trituberculatus ——————————————————— DISFGFAFHFCGASIYSENWVVCAGHWVQGENMNPDDYLQV 41
P.trituberculatus ——————————————————— DVSFGFAFHFCGASIYNENFAICAGHCVQGEDMDNPDYLQV 41
P.trituberculatus = ——————————————————— DISFGFAFHFCGASIYNENWAICAGHCVQGEDMNNPDYLQV 41
C.japonica @ —m———mmmmm—————————— DNSWGTAWHFCGASIYNENWAICAGHCVQGDDEDNPNYLQV 41
C.japonica 0 —————mmm——————————- DVSYGYKFHFCGASIYSENWVVCAGHWVQGENMYSQDYLQV 41
C.japonica = —mmm—mm—m—————————— DTSYGYKFHFCGASIYSENWVVCAGHWVQGENMYSQDYLQV 41
E.sinensis 00 —emmmm—m—m—m——————————— DISFGFQFHFCGASIYNENWGVCAGHCVQGEDENNPDYLQV 41
E.sinensis 0 @ —mmmmmmmmm————————— DISFGFQFHFCGASIYNENWGVCAGHCVQGEDENNPDYLQV 41
R LR
B. taurus RLGEDNINVVEGNEQFISASKSIVHP—SYNSNTLNNDIMLIFLKSAASLNSRVASISLPT 107
S.scrofa RLGEHNIDVLEGNEQFINAANMI ITHP-NENGNTLDNDIMLINLSSPATLNSRVATVSLPR 107
L.vannamei A VAGELNQDVDEGTEQTVILSIMI IQHE-DYNGFTISNDISLLIMLSQPLSENDNVRAIDIPA 119
L.vannamei B VAGEHNRDVDEGNEQTVVLSIMI IQHE-DYNGFTISNDISLLQLSQPLSFNDFVAPIALPE 119
L.vannamei C VAGEHNFDVNEGNEQTVVLSKIIQHE—DYNGFTISNDISLLEFSQPLSFNDYVRAIDIPA 119
M. japonicus VAGEHNRDVDEGNEQTIILSINI IQHE-GYNGFTISNDISLLQLSQPLTFNDYVGPIALPE 91
M. japonicus VAGEHNQDVTEGNEQTVVLSKIIQHE—DYNGFTISNDISLLELSAPLSFNDYVSPIAIPE 119
P.argus VAGEHNMAVNEGNEQAVVLSIMI IQHE-DYNAFTISNDISVLQLSSPLTFNDYVQPIALPA 119
P.argus VAGEHNMAVNEGNEQAVVLSINI IQHE-DYNAFTISNDISVLQLSSPLTFNDYVQPIALPA 119
P.argus VAGEHNMAVNEGNEQAVVLSKIIQHE—DYNAFTISNDISVLQLSSPLTFDDYVEAIALPA 119
P.argus VAGEHDMDVNEGNEQTVPLSIMI IQHE-DYNGFTISNDISVLHLSSPLTEFNDYVQPIALPA 119
P.argus VAGELDMGVNEGNEQTVPLSJMI IQHE-DYNGFTISNDISVLHLSSPLTENDYVQPIALPA 119
P.pelagicus VAGEYYLHVNDGSEQPRELDEIILHP—HFDSGLLINDVALIHFPEAMIYDEYVNPIGLQE 118
P.tituberculatus VAGEHNRDVDEGNEQTVILSINTI IQHE-DYNGFTISNDISLLJLSQPLTENNFVGPIALPE 100
P.tituberculatus VAGELDQDVTEGNEQSVILSIMI IQHE-DYNGWTISNDISLLIMLSQPLTENDEFVAPIAIPA 100
P.tituberculatus VAGEHNRDVDEGNEQTVILSIMI IQHE-EYNCFTISNDISLLIMLSQPLTENNEFVGPIALPE 100
C.japonica VAGDHTLYVNDGYEQKVILSKIIQHE—EYNCFTLGNDVSLLQLSESLTFDNRVEAIDLQS 100
C.japonica VAGEHNFDVNEGNEQTVVLSKIIQHE—DYNGFTISNDISLLEFSQPLSFNDYVRAIDIPA 100
C.japonica VAGDHTLYVNDGYEQEVILSKIIQHETDYNSFTLGNDVSLLQLSESLTFDNRVRAIDLQS 101
E.sinensis VAGEQDLDVDEGNEQAIVLSIMI IQHE-DYNGFTISNDISLLQLSSPLTENSEFVGSVGLQS 100
E.sinensis VAGEQDLDVDEGNEQAIVLSJ§I IQHE-DYNGFTISNDISLLQLSSPLTFNSFVGPVGLQS 100
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Figura 11. Comparacion de la estructura primaria de tripsina bovina y porcina con tripsinas de
decapodos. Una alineacion multiple de la estructura primaria de la tripsina bovina (Bos taurus) y
tripsina porcina (Sus scrofa) con la estructura primaria de tripsinas de decapodos permitio
determinar similitudes y diferencias entre ellas. Aminoécidos lisina (Lys) se indican en color negro
y la arginina (Arg) en gris. Los sitios potenciales de glicosilacion se obtuvieron con herramientas
bioinformaticas (http://www.cbs.dtu.dk/services) que predicen sitos de N-glicosilacion y O-
glicosilacion. Se identificaron la Thr'*® 2 Thr'3> 1% %2y Asn™ en las tripsinas A, B y C
respectivamente. Los sitios potenciales de glicosilacion se resaltan en negrita y subrayadas.

Tabla V. Comparacion del namero de Lys, Arg y sitios predichos de glicosilacion entre la
estructura primaria de tripsina bovina, porcina y decapodos.

Especie No. Acceso Numero de Numero de Numero de sitios
NCBI Lys (K) Arg (R) predichos de
glicosilacion Thr (T)
0 Asn (N)
B. Taurus P00760.3 13 2 -
S. scrofa P00761.1 9 4 -
L. vannamei A CAA60129.1 5 3 2
L. vannamei B CAAT75311.1 4 2 3
L. vannamei C CAAT75311.1 5 3 1
M. japonicus ACEB0257.1 3 1 1
M. japonicus AAT09989.1 4 2 5
P. argus ADB66711.1 2 2 1
P. argus ADB66713.1 2 2 1
P. argus ADB66715.1 3 2 2
P. argus ADB66712.1 3 2 1
P. argus ADB66714.1 3 7 1
P. pelagicus ABM65758.1 4 2 -
P. trituberculatus  ABQ02513.1 4 1 1
P trituberculatus  ABQ02514.1 4 1 7
P. trituberculatus  ABQ02512.1 4 - 1
C. japonica ABQO02513.1 4 2 6
C. japonica ABQO02514.1 5 - 2
C. japonica ABQO02512.1 6 2 2
E. sinensis ABQO02521.1 2 1 2
E. sinensis ABQ02519.1 2 1 2

Tabla VI. Sitios potenciales de glicosilacion en quimotripsinas de L. vannamei.

Quimotripsina No. Acceso Numero de Numero de Numero de sitios
NCBI Lys (K) Arg (R) predichos de
glicosilacion Thr (T)
0 Asn (N)
Chy BII CAAT71673.1 3 5 6
Chy BI CAAT71672.1 5 5 6
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La glicosilacion de las isotripsinas de LV se determin6 experimentalmente en SDS-

PAGE (Fig. 12).
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Figura. 12. Glicosilacion en las isotripsinas de L. vannamei. El extracto enzimatico de L. vannamei
se resolvio en SDS-PAGE. Las isotripsinas de A, B y C de L. vannamei se indican con flechas. a)
tincion con azul Coomassie y b) tincion para glicoproteinas (Pro-Q ® Emerald 300). MW:
CandyCane™ Glycoprotein Molecular Weight Standars, incluye controles positivos [ol-
macroglobulina (180 kDa), glucosa oxidasa (82 kDa) y a-glicoproteina acida (42 kDa)] y controles
negativos [Fosforilasa b (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa) y
lisozima (14 kDa)].

Los resultados sugieren que los carbohidratos potencialmente unidos a las tripsinas y
quimotripsinas de los decapodos pueden participar protegiendo a la enzima de la protedlisis
por impedimento estérico. Ademas se sugiere que el mayor niumero de residuos Lys en la
estructura primaria de BTRY y PTRY tiene un papel importante en la susceptibilidad de
estas tripsinas a ser hidrolizadas por las tripsinas de L. vannamei o de otros decapodos. Para
apoyar la hipdtesis sobre la susceptibilidad de las tripsinas debido al numero de Lys en su

estructura, se utilizo tripsina porcina metilada (PTRY-CHj3). La PTRY-CHs es una proteinasa
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que se encuentra modificada en todas sus Lys con grupos metilo, tal como se muestra en la
Fig. 13. La carga positiva en Arg y Lys es muy importante en el mecanismo de reaccion de
las tripsinas (Fig. 14) (Perona y Craik, 1995), en la PTRY-CH; la carga positiva en las Lys
esta ausente y se ha demostrado que es menos susceptible a la protedlisis. Este trabajo
compard la hidrolisis de la PTRY y de la PTRY-CH; frente a las tripsinas de L. vannamei
(A, By C) (Fig. 15).

Figura. 13. Modificacion de Lys con grupos metilo (e-N,N-dimetil-lisina). La tripsina porcina se
modifica en el grupo amino libre de las Lys con grupos metilo para obtener ¢-N,N-dimetil-lisina, de
tal forma que la carga positiva de la Lys es eliminada.
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Figra.15. Hidrolisis de tripsina porcina y tripsina porcina metilada producida por isotripsinas de L.
vannamei. (a) La tripsina porcina metilada (PTRY-CHs) y (b) tripsina porcina (PTRY) fueron
incubadas durante 5 min en presencia de las isotripsinas A, B y C de L. vannamei (ABC). Las
flechas indican la posicion de la tripsina porcina.

Los resultados demostraron que la tripsina porcina metilada (PTRY-CH3) resiste a la
hidrolisis ocasionada por las isotripsinas de L. vannamei (Fig. 15). Lo anterior indica que al
reducir el numero de Lys con carga positiva sobre la tripsina porcina disminuye también su
hidroélisis. Este dato apoya la hipotesis sobre la susceptibilidad de las tripsinas de bovino y
porcino debido al mayor numero de Lys en su estructura. Adicionalmente se utilizd un
modelo tridimensional de la isotripsina A y quimotripsina BII de L. vannamei para realizar

un analisis comparativo con la estructura tridimensional de la tripsina bovina que permita

apreciar posibles caracteristicas que expliquen el fendmeno.

7.10 Analisis comparativo del modelo tridimensional de tripsina A de L. vannamei y
tripsina bovina.
La isotripsina A de L. vannamei tiene 74% de identidad con la tripsina del cangrejo

de rio Pontastacus leptodactylus (PDB codigo 2f91A) y la quimotripsina II (Chyll)
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mantienen 75% de identidad con la colagenasa de U. pugilator (PDB codigo 1azzB) de
acuerdo con la base de datos de SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/).

El analisis con PyMol de los modelos computacionales obtenidos para las proteinasas
de L. vannamei y la estructura tridimensional de la BTRY, permiti6 observar la posicion y
el niimero de Lys (K) y Arg (R) presentes en estas moléculas (Fig. 16). BTRY posee 13 K
y 2 R en su estructura (Fig. 16a), en total posee 15 sitios potenciales donde la isotripsina A
puede hidrolizar. Por el contrario la isotripsina A tiene 5 Ky 3 R (Fig.16b), en total 8 sitios
potenciales de hidrolisis. Por ser aminoécidos basicos, la K y R se encuentran generalmente

en la superficie de la estructura terciaria en las proteinas.
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Figura.16. Comparacion del modelo estructural de la isotripsina A y tripsina bovina. a) Tripsina
bovina BTRY y b) isotripsina A. El modelo se analizé en PyMol, se indica la triada catalitica en
color blanco, las Lys (K) en rosa y Arg (R) en verde.

La Fig. 17 muestra una comparacion de la superficie molecular de BTRY y la isotripsina A,

la comparacion revela la presencia de K y R predominantemente en la superficie de BTRY

(Fig. 17A).
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Figura.17. Comparacion de la superficie molecular de tripsina bovina e isotripsina A de L.
vannamei. a) tripsina bovina mostrando de frente la triada catalitica (color blanco) y a’) modelo de
la tripsina bovina con un giro de 180° en el plano horizontal. b) isotripsina A mostrando la triada
catalitica (color blanco) y b") modelo de la isotripsina A girada 180° en horizontal. Se indican K en
verde y R en rosa.

Por su parte la quimotripsina BII posee 3 K y 5 R en total 8 sitios potenciales de
hidrolisis, mientras que BTRY contiene 9 Y, 4 W, 3 F y 2 M, 18 hipoteticos sitios de
protedlisis (modelo no mostrado): Este andlisis estructural revela y sugiere que BTRY, en

este contexto tiene desventaja.

Ademas de la exposicion de los posibles sitios de hidrolisis (K o R) el presente
trabajo sugiri6 que las tripsinas de decdpodos podrian estar protegidas de la protedlisis por
impedimento estérico. Sitios posibles de glicosilacion se han detectado en las tripsinas y
quimotripsinas de L. vannamei y otros decapodos. Solo como una aproximacion se
localizaron los sitios potenciales de glicosilacion en el modelo tridimensional de la
isotripsina A para observar la proximidad a K o R (Fig. 18). Es posible que un

oligosacérido unido a la T'3® proteja a R y K situadas justo debajo de esta treonina.
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Figura.18. Proximidad de sitios de glicosilacion a los sitios potenciales de hidrdlisis en la isotripsina
A de L. vannamei. a) isotripsina A mostrando de frente la triada catalitica, indicada en color blanco.
b) tripsina A girada 90° en horizontal, hay una T entre una K y una R. Se indican las K en color
verde, las R en color rosa 'y T en color azul cian.
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8. DISCUSION

La actividad proteolitica total en el extracto enzimdtico de la glandula digestiva de L.
vannamei disminuye a medida que el pH decrece, estos datos reafirman lo observado por
otros autores con relacion a la presencia predominante de serino proteinasas en la glandula
digestiva de este decapodo (Hernandez-Cortés et al., 1997; Klein et al., 1998; Sainz et al.,
2004). De igual manera la actividad proteolitica total registrada para las muestras del fluido
gastrico provenientes de C. bellicosus, C. pagurus y P. interruptus decrece si el pH
disminuye. La mayor actividad proteolitica en el fluido gastrico de los organismos arriba
mencionados se registr6 a pH 8.0 ya que cuentan predominantemente con proteinasas
digestivas del tipo serino. Por el contrario y de acuerdo a otros autores (Rojo et al., 2010),
la actividad proteolitica en el fluido gastrico de H. gammarus y H. amerianus se
incrementd a medida que el pH disminuy6, corroborando que en estos decapodos la
presencia de proteinasas digestivas 4cidas (aspartico y cisteino proteinasas) es
predominante. En el caso de las proteinasas comerciales (bromelaina, tripsina bovina y
porcina) unicamente se corrobord el pH optimo. Estos datos permitieron determinar el
volumen de extracto enzimdatico necesario para preparar las mezclas de proteinasas para su
evaluacion, asegurando que la composicion guarde la proporcion 1:1 (una mU de actividad
proteolitica de enzima exogena por cada mU de extracto enzimatico de L. vannamei). El
presente trabajo se realizd monitoreando la actividad a pH 8.0 y 6.0 de tal modo que fuese
posible evaluar las mezclas de proteinasas en condiciones basicas y dcidas manteniendo en
todo momento la misma proporcién en relacion a la actividad proteolitica de las proteinasas
involucradas. La integridad de las proteinasas en las mezclas se evalud en zimogramas y su
capacidad proteolitica se valoro utilizando albumina sérica bovina (BSA). Se demostrd que
las proteinasas digestivas de L. vannamei no tienen la capacidad para hidrolizar BSA
mientras que las proteinasas exogenas (comerciales y proteinasas digestivas de otros
decapodos) si poseen dicha capacidad. El uso de BSA como sustrato proteico permitio
evaluar la contribucion y sinergia de proteinasas exdgenas evaluadas como potenciales
suplementos y las proteinasas digestivas de L. vannamei. Se demostré que particularmente

las proteinasas digestivas de decapodos tienen un efecto sinérgico con las proteinasas



48

digestivas de L. vannamei para hidrolizar BSA, por el contrario las proteinasas comerciales
no comparten esta caracteristica; aun cuando poseen la capacidad de hidrolizar
eficientemente la BSA. Los resultados experimentales demostraron que estas observaciones
derivan de la pérdida de actividad proteolitica de las proteinasas comerciales en presencia
de las proteinasas digestivas del camaron. Particularmente en el presente trabajo se
demostr6é que las tripsinas y quimotripsinas digestivas de L. vannamei hidrolizan tripsina
porcina y bovina. En comparacion y a diferencia de las proteinasas comerciales, las
proteinasas digestivas de los decapodos se mantuvieron activas por al menos dos horas, en
presencia de las proteinasas digestivas de L. vannamei sugiriendo que de algin modo las
proteinasas de decapodos no son reconocidas como sustratos por las proteinasas presentes
en el extracto enzimatico de la glandula digestiva del camardn, sugiriendo un posible
reconocimiento estructural que permita a las proteinasas de organismos relacionados

filogenéticamente permanecer en un espacio sin generar cambios fisicos entre estas.

El andlisis de la estructura primaria y terciaria de las tripsinas de mamifero (bovino y
porcino) y su comparacion con tripsinas de decapodos contribuyo a sugerir, en parte,
porque las proteinasas digestivas de L. vannamei tienen la capacidad de utilizar como
sustrato a las tripsinas de mamifero. Como una primera consideracién es importante
recordar que las tripsinas (EC 3.4.21.4) y quimotripsinas (EC 3.4.21.1) como parte del
grupo de las serino proteinasas presentan la misma triada catalitica (Asp'®?, His*’, Ser!'®),
la diferencia estriba en que los aminodcidos que componen el bolsillo de uniéon son
diferentes, produciendo la divergencia en la especificidad de estas enzimas. La tripsina
hidroliza enlaces peptidicos en el extremo carboxilo de aminoécidos bésicos (Lys y Arg)
mientras que las quimotripsinas hidrolizan en el extremo carboxilo de aminoacidos
aromaticos (Phe, Tyr, Trp). Por otro lado se ha determinado que algunas quimotripsinas de
decapodos poseen actividad colagenolitica, confiriendo la capacidad de reconocer e
hidrolizar un mayor nimero de aminoéacidos (aromaticos, bdasicos, alifaticos y 4cidos)
disminuyendo su especificidad (Tsai et al., 1986b). En el contexto del presente estudio se

sugiere que esta inespecificidad sea una ventaja; debido a que la probabilidad de que las
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quimotripsinas de decapodos encuentren sitios susceptibles de hidrolisis sobre las tripsinas
y quimotripsinas de mamiferos se incrementa.

En 1996 Tsu y Craik sefialaron por primera vez que la quimotripsina aislada de la
glandula digestiva del cangrejo Uca pugilator presenta actividad colagenolitica. Esta
caracteristica la comparten otras quimotripsinas de decdpodos; por ejemplo la
quimotripsina aislada del cangrejo rey (Paralithodes camtschaticus), la cual mantiene 74%
de identidad con la colagenasa de U. pugilator (Rudenskaya, 2003). A las colagenasas de
decapodos en un principio se les asigno el nombre de braquiurinas, nombre que deriva de
Brachyura el subgrupo filogenético de los cangrejos en el que se describieron por primera
vez. La capacidad tnica de las braquiurinas para hidrolizar colageno es una particularidad
que refleja las caracteristicas especiales de la alimentacion en los decapodos, la cual incluye
la piel y el tejido muscular de peces, moluscos y nematodos, estas fuentes contienen
grandes cantidades de colageno (proteina que es extremadamente estable a las otras
proteinasas digestivas). Las braquiurinas ademas se caracterizan por mantener su actividad
en un amplio rango de pH (4.5-9), lo que las hace particularmente especiales. Actualmente
existe evidencia sugiriendo que las quimotripsinas de L. vannamei son braquiurinas. En
1992, Van Wormhoudt reportd el extremo N-terminal de dos enzimas con actividad
colagenolitica en la glandula digestiva de L. vannamei (Nos. de acceso NCBI: AAB24454.1
reportada como quimotripsina Il y AAB24454.1 reportada como quimotripsina I). La
quimotripsina I (Chyl) tiene 100% de identidad con el extremo amino de la quimotripsina
BI (No. acceso: CAA71672.1) y quimotripsina II (Chyll) un 80% de identidad con la
proteinasa BII (No. de acceso: CAA71673.1). Estos datos sugieren que una o las dos
quimotripsinas de L. vannamei son braquiurinas. Otros datos que apoyan esta hipotesis es el
amplio rango de pH (4 a 9) en el cual mantienen su actividad y su alto porcentaje (75%) de
identidad con la colagenasa de U. pugilator (PDB cé6digo 1azzB) de acuerdo con la base de

datos de SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/). Lo anterior sugiere que la

actividad colagenolitica de las quimotripsinas del camardn puede conferirle ventaja sobre
las tripsinas o quimotripsinas de mamiferos.
Otra caracteristica estructural interesante, presente solo en las quimotripsinas del

camaron son sitios potenciales de glicosilacion en su secuencia de aminodcidos. Esta
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caracteristica también esta presente en la colagenasa de U. pugilator que posiblemente
estabiliza a estas enzimas como se ha demostrado para otras proteinas (Marshall y
Rabinowitz, 1975; Marshall, 1978; Srivastava, 1991; Wang et al., 1996), es importante
resaltar que estos sitios potenciales de glicosilacion se encuentran cercanos a Lys o Arg,
sitios reconocidos por las tripsinas, sugiriendo que los oligosacdridos unidos a esta

proteinasas protegen por impedimento estérico los sitios susceptibles a la protedlisis.

Por su parte, la primera estructura primaria de una tripsina en un crustaceo decapodo
se reportd en Astacus fluviatilis por Titani y colaboradores (1983), mas tarde en 1996 Klein
y colaboradores reportaron la estructura primaria de tres isoformas de tripsina deducidas de
la secuencia de cDNA en L. vannamei. El estudio comparativo de la estructura primaria de
tripsina bovina y porcina en relacion con tripsinas de decapodos, se demostré que la
tripsina bovina y porcina contiene de dos a seis veces mds Lys que las tripsinas de
decapodos como P. argus y E. sinensis. El modelo tridimensional de la isotripsina A de L.
vannamei evidencio la presencia de Lys sobre la superficie molecular de estas enzimas, tal
como se esperaba para un aminoacido basico, predominando en la superficie de la tripsina
bovina. Esta diferencia estructural podria, en parte, explicar porque las tripsinas de
mamiferos son susceptibles a la proteolisis generada por tripsinas de decapodos. El nlimero
de Lys presentes y en la superficie de la tripsina bovina y porcina determinan la
susceptibilidad que tienen de ser hidrolizadas por las tripsinas de L. vannamei. Una forma
de disminuir la protedlisis de la tripsina porcina en presencia de tripsinas del camarén es
modificando las Lys con grupos metilo, eliminando asi la carga positiva sobre estos
aminodcidos. Otra explicacion radica en la presencia de carbohidratos unidos
covalentemente a las proteinasas digestivas del camaron, caracteristica que parece estar
presente en proteinasas digestivas de otros decapodos a diferencia de las tripsinas y
quimotripsinas de decdpodos que nos son glicoproteinas. En 2004 Sainz y colaboradores
sugirieron que las isotripsinas de L. vannamei eran glicoproteinas que poseian posiblemente
residuos de N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-B-D-glucosamina y/o oligdbmeros de N-
acetil-B-D-glucosamina. En el presente trabajo un analisis in silico determiné sitios

potenciales en donde los oligosacaridos podrian estar unidos. En la isotripsina A se
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identificaron dos treoninas (Thr'3® '%?), en la isotripsina B (Thr!3> 136 142) y en Ia tripsina C
una asparagina como sitio potencial (Asn**). De 2-7 sitios potenciales de glicosilacion
fueron encontrados en otras tripsinas reportadas para M. japonicus, P argus, P. pelagicus,
P. trituberculatus, C. japonica y E. sinensis. Se ha demostrado que los carbohidratos
unidos covalentemente pueden proteger y estabilizar a las proteinas. En base a lo anterior,
se sugiere que las isotripsinas de L. vannamei estén protegidas de la protedlisis por
impedimento estérico, es de notar que algunos de estos sitios potenciales de glicosilacion se
encuentran cerca de Lys o Arg; sugiriendo que los carbohidratos protegen estéricamente
estos sitios susceptibles a la proteolisis. En conclusion los datos sugieren que el nimero de
residuos de Lys y su cercania con sitios de glicosilacion son caracteristicas que le permiten
a las isotripsinas de L. vannamei resistir a la proteolisis y utilizar a las tripsinas de bovino y
porcino como sustratos.

Por otro lado, los resultados obtenidos con proteinasas exdgenas acidas (cisteino y
aspartico) fueron consistentes con lo ya mencionado para las proteinasas exdgenas basicas,
las Unicas proteinasas que se mantienen activas frente a las proteinasas digestivas del
camaron son proteinasas digestivas de otros decapodos. Los resultados demostraron que
solo la catepsina digestiva de las langostas mantienen su actividad en presencia de las
enzimas digestivas de L. vannamei. Esta resistencia a la protedlisis le permite sumarse a la
actividad de las proteinasas de L. vannamei para incrementar la hidrolisis de BSA,
produciendo de este modo un efecto sinérgico. Por el contrario la bromelaina perdié su
actividad en presencia de las proteinasas de L. vannamei, incapacitandola para hidrolizar la
BSA. Por otro lado la incorporacion de proteinasas con especificidad diferente a las serino
proteinasas de L. vannamei permitié observar que es posible que catepsina D escinda
enlaces peptidicos de tal forma que permita a las serino proteinasas del camardn hidrolizar
la BSA, la hidrdlisis de BSA es mayor cuando estas proteinasas actian en conjunto que
cuando estan separadas.

Esta investigacion proporciona informacion relevante que intenta dilucidar qué ocurre
cuando las proteinasas exdgenas ingresan al sistema digestivo y se encuentran con las
proteinasas digestivas, utilizando como modelo L. vannamei. Los resultados obtenidos

permitieron demostrar que las proteinasas exdgenas pueden ser hidrolizadas por las
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proteinasas digestivas del organismo que las consume. Por lo que una seleccion de los
suplementos enzimaticos es crucial para asegurar un efecto sobre el consumidor. El
presente trabajo permitié explicar, en parte, porque algunas proteinasas son hidrolizadas

mientras que otras se mantienen integras y participan activamente en la prote6lisis.

9. CONCLUSIONES

-Las proteinasas utilizadas como suplementos que mantienen su actividad frente a las
secreciones de la glandula digestiva de L. vannamei pueden establecer sinergia con las
proteinasas digestivas del camardn para incrementar la proteolisis.

- Las serino proteinasas de L. vannamei tienen la capacidad para hidrolizar tripsina
porcina y bovina, quimotripsina bovina y bromelaina de pifia, debido a sus caracteristicas
estructurales y bioquimicas.

- Dado que las serino proteinasas de decapodos comparten varias caracteristicas
estructurales y bioquimicas, se sugiere que las serino proteinasas de otros decapodos
compartan la capacidad para hidrolizar tripsina bovina y porcina, tal como se confirmé
experimentalmente con las proteinasas digestivas de C. bellicosus, P. californiensis y P.
interruptus.

-La hidrolisis de la tripsina porcina y bovina, quimotripsina bovina y bromelaina,
disminuye cuando su concentracion supera de 4 a 8 veces la actividad de las proteinasas
digestiva de L. vannamei.

-El uso de proteinasas digestivas de decapodos como enzimas exdgenas para
incrementar la actividad proteolitica en decdpodos resulta ser una opcion que tiene grandes
posibilidades de ejercer un efecto positivo in vivo.

-El presente trabajo permitié establecer un sistema in vitro, apoyado en dos técnicas
ya existentes, zimograma y SDS-PAGE, para evaluar la compatibilidad, integridad y

contribucion de las proteinasas utilizadas como enzimas exdgenas.
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9.1 RECOMENDACIONES GENERALES.

Investigaciones futuras son necesarias para determinar las caracteristicas que le
permiten a las proteinasas digestivas de especies diferentes de decapodos permanecer en un
especio sin afectar su actividad bioldgica.

Para que una enzima exdgena tenga mayor probabilidad de éxito al ser utilizada como
suplemento enzimatico tres condiciones deben cumplirse: 1) debe mantenerse activa, 2)
debe tener la capacidad de hidrolizar el sustrato en cuestion, y 3) la concentracion debe ser

suficiente para ejercer su efecto.
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