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RESUMEN

El entorno marino posee una gran diversidad de especies animales, en este entorno se
presentan diferentes habitats, como resultado tenemos una gran variedad de proteasas
adaptadas a las condiciones de diferentes ambiente. Estas proteasas presentan
caracteristicas especiales, las cuales pueden ser aprovechadas en un sinfin de procesos
industriales que involucren alguna transformacion proteolitica, incluso, éstas pueden
servirnos para estudios de adaptacion, digestibilidad, taxonomia, entre otros. El presente
trabajo tiene por objetivo el de caracterizar y comparar las proteinasas presentes en el
jugo gastrico de los braquiuros Callinectes bellicosus y C. arcuatus. Dicho conjunto de
proteinasas son biosintetizadas por la glandula digestiva y vaciadas en la camara
digestiva; éstas enzimas mostraron una actividad proteolitica maxima en un rango de pH
de 6.0-8.0 a 55 °C, dentro de estas proteinasas encontramos algunas con actividad triptica
y quimotriptica. Se encontraron diferencias cualitativas y cuantitativas entre las
proteinasas de cada especie. La viabilidad de la extraccion del jugo gastrico, nos perniite
seguir en un solo organismo los resultados experimentales; el hecho de que en algln
momento de su vida el ciclo de muda se interrumpe, hace de estos organismos un posible

modelo para describir el fenomeno de la digestion en decapodos.

Palabras clave: serin proteinasas, Callinectes, jugo gastrico.
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ABSTRACT

Greatly diverse animals occupy marine habitats, and each has proteinases adapted to the
environments. These proteinases could be used for proteolytic modification in industrial
processes or in research on adaptation, digestibility, or taxonomy. We characterized and
compared gastric juice proteinases from the crabs Callinectes bellicosus and C. arcuatus in
this work. The enzymes showed maximum proteolytic activity around 55°C, with pH in the
range 6.0-8.0. Fifty percent of the proteinases had serin proteinase activity, mainly due to
trypsin and chymotrypsin. Proteinase patterns varied depending on species, but not on
gender. In contrast, we found differences in protein and proteinase concentrations for each
species.

Key words: serin proteinases, Callinectes, gastric juice.
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INTRODUCCION

Biologia y ecologia de los braquiuroes

Los cangrejos verdaderos o braquiuros son un grupo de organismos que pertenecen a la
clase Malacostraca, los rasgos principales de esta clase son: a) ojos compuestos sobre un
tallo, b) 19 segmentos en el cuerpo (5 en la cabeza, 8 en el torax y 6 en el abdomen, c¢) un

par de anténulas, d) dos branqueas, €) en hembras, los 6rganos reproductores estan en el

sexto segmento toracico y en machos en el
octavo. La orden de los braquiuros es la
Decapoda, palabra griega que significa 10
patas, en cangrejos verdaderos, estas
estructuras se han modificado: el primer par

de patas es un par de pinzas grandes, las

cuales usa para cortar, o desgarrar su

. , : iasithissiia] l;]’:‘ g
alimento o como defensa, ademas en Figura 1. Anatomia de los cangrejos del género

I ies del o6 Callinectes sp. Fuente:
algunos casos como en especies del genero www.vims.edu/adv/ed/crab/guts3 html

Callinectes sp., el 0ltimo par de patas es

aplanado y ancho, esta modificacion le permite al organismo nadar (figura 1) (Bliss, 1982).
Los organismos de la Infraorden Braquiura se caracterizan por tener un abdomen reducido,
aplanado y arqueado hacia la superficie ventral del cefalotorax (Haefner, 1985). La especie
Callinectes arcuatus tiene espinas laterales muy largas y puntiagudas, el caparazon es muy
convexo y ligeramente granulado (especialmente en la region media), el tamafio en adultos
va desde 100 a 170 mm, aunque es comun encontrar individuos juveniles de 40 a 80 mm.
C. bellicosus presenta una espina lateral mas pequefia que C. arcuatus, (con relacion al
cuerpo), su caparazon es también convexo. Es frecuente confundir a estas dos especies, una
manera de diferenciarlas es observando el par de espinas frontales, en C. arcuatus estan
marcadas y puntiagudas, en el caso de C. bellicosus, éstas son obsoletas y redondeadas
(figura 2); otra caracteristica para diferenciarlas son las patas (para caminar), en C.

arcuatus son notablemente mas largas y de un azul mas intenso que en C. bellicosus.



Los habitos no son exclusivamente

nocturnos, por lo que se les puede e fg e )‘} ER
encontrar en el dia entre las | ¥ R Vo
macroalgas o inactivas en el fondo; en o ' n *
el Golfo de California se tiene una P S

i i ie. : . .
dominancia de la especie ¢ Figura 2. Espinas frontales en cangrejos del género

bellicosus Sobre C. arcuatus. Callinectes Sp. a. C. arcuatus. b. C. bellicosus.
Fuente: Brusca, 1980.

Respecto a la abundancia estacional,

tenemos que su maxmo valor se presenta en el verano.

Los cangrejos del género Callinectes sp. se distribuyen en costas de climas templados
tropicales, el suelo de estos ambientes es lodoso y arenoso, por ello es muy comin
localizarlos enterrados. Habitan en zonas de manglar, desembocaduras de rios, estuarios y
lagunas costeras, asi como en la plataforma continental hasta los 40 m de profundidad. Se
alimentan de moluscos, cangrejos y peces pequeiios, por ello son considerados
depredadores bentonicos e influyen en la estructura de la comunidad. En el Pacifico
podemos encontrar tres especies de este género: Callinectes arcuatus, C. bellicosus y C.
toxotes, la primera esta distribuida desde el sur de California hasta el Golfo de Peri. La
distribucion de C. bellicosus va desde San Diego, California hasta Mazatlan, Sinaloa,

ambas especies se localizan a lo largo del Golfo de California. C. toxotes se encuentra

-distribuida desde el sur del
Zoea
Golfo de California hasta Huevo .
Megalopa
Colombia  (Brusca, 1980; o . ‘,
, LoET . ""t;‘:
Hernandez-Moreno, 2000). PR Co
En cuanto al ciclo biologico de
los braquiuros, tenemos que e Ya Juveniles
L LA
presentan 5 estadios: huevo, Lo : LI
) ) =~ = Aduftos ¥
zoea, megalopa, juvenil y
Medificade de wwav. serc. a1, edu/educationluecmtd exybtdife cycle itm
adulto (figura 3) Durante los v
Figura 3. Ciclo biolégico del cangrejo Catlinectes sp.




tres primeros estadios, el organismo se encuentra en el océano y los dos ultimos
regularmente se localizan en lagunas costeras. Una vez que alcanza el estadio de adulto, el
individuo esta listo para aparearse, este se realiza entre machos y hembras maduras. Ya que
la hembra esta en el estadio de premuda tardia, los machos se acercan a ellas en espera de la
muda, durante la ecdisis los machos les ayudan a deshacerse del caparazon e
inmediatamente juntan ambos abdomenes con el fin de aparearse, asi permanecen durante
tres dias hasta que el caparazon de la hembra endurezca. Esta, ademas de ser una estrategia
reproductiva es de proteccion ya que poco después de la muda, el organismo es vulnerable

a cualquier ataque (Jivoff y Hines, 1998).

Proceso digestivo

Todos los seres vivos tienen un ciclo de vida determinado, durante este se efectuan
procesos fisiologicos tales como el movimiento, desarrollo, mantenimiento, reproduccion,
entre otras (Schmidt-Nielsen, 1981). Para realizar estos procesos, el organismo necesita
energia, la cual se obtiene de una fuente externa; para el caso de los heterotrofos es el
sustrato o alimento, compuesto de materia organica: carbohidratos, proteinas y lipidos.

(Svendensen, 1976).

Las biomoléculas del alimento forman complejos de gran tamafio, cada organismo debe
fraccionarlos para obtener energia, por ello realiza un proceso de digestion. Cada
organismo posee estructuras especializadas para realizar esta funcion; en el caso de los
braquiuros se tiene que el sistema digestivo estd formado por la boca, esoéfago, camara
cardiaca, camara pilorica, glandula digestiva, intestino y ano, en la figura 4 podemos

observar dichas estructuras (Bliss, 1982, Brunet, et al, 1994).

A continuacion se describe el paso del alimento a lo largo de estas estructuras: el alimento
sujetado por los quélipedos (pinzas), pasa a través de los terceros maxilipedos y estos a su
vez lo empujan hacia la boca, pasa por el esofago y llega al estbmago o camara cardiaca

(figura 4), aqui se encuentra con las enzimas digestivas de los jugos gastricos (secretadas



por la glandula digestiva);, dentro de la camara se tienen una serie de denticulos pareados
que sirven para moler el alimento. La camara pilorica conduce el alimento molido y
parcialmente degradado, directamente al intestino a una glandula filtradora bilobulada, esta
conduce a la glandula digestiva o hepatopéncfeas. El hepatopancreas es un organo grande
bilobulado, compuesto por un gran numero de tabulos, que estan formados de células
secretoras y endociticas; las funciones de esta estructura son la de digerir intracelularmente
las particulas de alimento, absorberlas y almacenarlas, ademas de empaquetar en vesiculas
los desechos no digeribles. El material de mayor tamafio que no puede pasar por la glandula
filtradora se desvia hacia la camara pilorica hasta el intestino, donde el epitelio digestivo
secreta una membrana peritrofica, la cual envuelve el material a ser expulsado por el ano
(Bliss, 1982, Dall y Moriarty, 1983; Icely y Nott, 1992; McGaw y Reiber, 2000; Ruppert y
Barnes, 1996).

e e TR
Sy ““"500 ;Tf @& ',s‘;:a‘
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Figura 4. Anatomia del aparato digestivo de un braquiuro. E= eséfago, CC= camara cardiaca,
DP= denticulos pareados, CP= cdmara pilérica , GF= glandula filtradora, HP= hepatopancreas,
ED= epitelio digestivo, A= Ano, SS= Heces

La digestion enzimatica en estobmago y hepatopancreas se efectua principalmente por
accion de enzimas hidroliticas (EC 3.x.x.x). El conjunto de enzimas presentes en estos
organos esta formado por proteasas (proteinasas y peptidasas), lipasas y carbohidrasas

principalmente.



Proteasas

Las enzimas son biomoléculas con capacidad catalitica y generalmente son de naturaleza
proteica (aunque también existen otras moléculas con capacidad catalitica, como cierto
tRNA). La actividad catalitica de las enzimas depende de la integridad de la estructura
nativa, por lo que todos los niveles de organizacion proteica son importantes para su
desempefio. Por ello cuando variamos los parametros operacionales como la temperatura,

pH, y fuerza ionica, la actividad de la enama se ve modificada.

La Union Internacional de Bioquimica a través de la Comision de Enzimas, disefid un
sistema de nomenclatura para las enzimas. Este se basa en la reaccion que catalizan estas
moléculas (Nelson y Cox, 2000). Las proteasas (EC 3.4.x.x) son enzimas responsables de
catalizar la hidrolisis de los enlaces peptidicos que forman la estructura primaria de las
proteinas. Estas enzimas estan involucradas en procesos bioquimicos y fisiologicos donde
sea necesaria la modificacion posttraduccional de proteinas; ejemplos de estos procesos
son: la digestion de las proteinas de los alimentos, la activacion de proenzimas,
prohormonas y neuropéptidos y la regulacion intracelular por proteosomas (Garcia-
Carrefio, 1992a). Las proteasas se dividen en dos grandes grupos: las peptidasas o
exopeptidasas (3.4.11-19.x) y las proteinasas o endopeptidasas (3.4.21-24.x); las primeras
hidrolizan enlaces peptidicos entre aminoacidos que se encuentran en los extremos de la
molécula, ya sea en su parte amino o carboxiloterminal, las ultimas llevan a cabo la

hidrolisis en  los

enlaces peptidiCOS Tyrgsne s.ostrale Lysine subs*rate Mo quirgle
. . : Y one . 1 (:l ‘; o "-.:C .
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(EC 3.4.22.X), asparto (EC 3.4.23.X) o metaloproteinasas (EC 3.4.24.X), el grupo esta
determinado por el aminoacido del sito catalitico, que participa en la catalisis; para el caso
de las metaloproteinasas, es necesaria la presencia de un cation divalente (Garcia-Carrefio y

Navarrete del Toro, 1997).

Las serin proteinasas, estas presentan residuos de serina, histidina (grupo imidazol) y acido
aspartico en el sitio activo. Las caracteristicas generales de catalisis de este grupo de
proteinasas son idénticas, solo los aminoacidos que dan la especificidad son diferentes. La
o-quimotripsina Yy la tripsina, sitio de union para el sustrato esta muy abierto por el residuo
de glicina (figura 5), de tal manera que un grupo lateral de cadena larga puede penetrar al
sitio. La diferencia entre estas dos proteinasas radica en el fondo de este hueco, mientras
que quimotripsina presenta un residuo de serina, la tripsina tiene uno de aspartato; la carga
negativa de este grupo forma un puente electrostatico con la carga positiva del grupo amino
de la lisina o con el grupo guanidinio de la arginina, estos Gltimos aminoacidos presentes en
el sustrato. De lo anterior podemos deducir que las proteinasas presentan cierta
especificidad, no solo por el enlace peptidico, sino por los residuos de aminoacidos que los
conforman (Whitaker, 1994). En la tabla I se enlista las especificidades de algunas serin

proteinasas.

Tabla I. Especificidad de algunas proteinasas

Enzima Especificidad
o-quimotripsina bovina Tyr, Phe, Trp
Quimotripsina B bovina Ty, Phe, Trp

Tripsina bovina Lys y Arg
Trombina bovina Lys y Arg
Elastasa bovina Ala
Subtilisina de Bacillus subtilis Tyr, Phe, Trp

Fuente: Whitaker, 1994



Proteasas en la industria

Desde épocas muy remotas el hombre ha usado a las enzimas en técnicas para modificar las
biomoléculas de los alimentos, de tal manera que el producto final adquiere caracteristicas
sensoriales agradables para el consumidor. El 50% de las enzimas utilizadas por la industria
tiene actividad proteolitica (Garcia-Carrefio y Navarrete del Toro, 1997), la variedad de
estas enzimas es amplia, ya que al presentarse en todos los organismos podemos encontrar

proteasas que catalizan reacciones a muy diversas condiciones ambientales.

El uso de enzimas en la industria es amplio debido a:
e actuan especificamente,

¢ la velocidad de reaccion se puede controlar,

¢ la mayoria se pueden inactivar facilmente,

e incrementa el rendimiento de los procesos.

Las enzimas pueden participar en procesos donde se necesite reducir viscosidad, mejorar
extracciones, realizar bioconversiones, cambiar propiedades funcionales, incluso son

utilizadas para limpiar tuberias (Boyce, 1986).

El origen de las proteasas empleadas en la industria es animal, vegetal, y microbiano. Las
mas importantes de origen animal son pepsina, tripsina y quimotripsina, en cuanto a las de
origen vegetal tenemos a papaina, ficina, bromelina. Las proteasas de origen microbiano,
pueden obtenerse por fermentacion, para su uso en alimentos estas enzimas deben ser de
organismos GRAS y cumplir con las recoméndaciones emitidas por la FAO y la FDA, esto
para disminuir los riesgos de salud de los posibles organismos consumidores. En la tabla IT
se pueden observar algunas aplicaciones de enzimas proteoliticas en esta industria (Garcia-

Carrefio, 1991; Shamsuzzaman y Haard, 1985; Simpson y Haard, 1987).

Tabla II. Caracteristicas deseables en alimentos por la accion de las proteasas



Alimento Accion

Pan o Reduce el tiempo de amasado, mejora textura.
o Da cuerpo, sabor.

Cerveza o Formacion de nutrientes al fermentar.
o Ayuda a la filtracion y clarificacion.

o Coagulacion de la caseina.

Queso B
o Desarrolla sabores durante la maduracion.
o Recuperacion de proteinas de huesos.
Carnes .
o Mejora textura (ablanda)
Hidrolizados 5
) o Produccion de salsa de soya y de pescado.
proteicos
o Solubilizacién de proteina para concentrados.
Pescado

o Recuperacion de aceite o trozos de musculo en partes inaccesibles.

Fuente: Boyce, 1986

El entorno marino posee una gran diversidad de especies animales, dentro de ellas se
encuentran los invertebrados, este grupo posee una gran variedad de estrategias
alimenticias, dentro de las cuales las proteasas juegan un rol muy importante. En la
industria alimentaria el uso de las proteasas de crustaceos se ha extendido
considerablemente; dichas biomoléculas pueden ser usadas en procesos de eliminacion de
piel, escamas 0 membranas, incluso son empleadas para elaborar productos alimenticios
donde se requiera de la hidrolisis de proteinas, para impartirle propiedades organolépticas

deseables (Diaz-Lopez y Garcia-Carrefio, 2000).

La mayoria de los organismos mencionados son especies de importancia comercial, incluso
algunos son especies cultivables. Algunos objetivos de la acuicultura de crustaceos son
producir: a) alimento para humanos u otros animales, b) carnada para pesca, ¢) organismos
para reconstituir habitats naturales, d) organismos ornamentales (Provenzano, 1985).
Dentro de esta actividad, la falta de conocimiento sobre la biologia de los organismos ha

ocasionado el fracaso de proyectos o un alto costo de produccion. La alimentacion de estos



organismos representa un costo importante, de tal manera que es necesario optimizar este
rubro. Una manera de hacerlo es conociendo como se lleva a cabo el proceso digestivo de
estos organismos. Para lograrlo, es importante saber cuales son las enzimas participes de
este fenomeno, como se modula o se regula su actividad biologica en respuesta a estimulos

internos o externos.
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ANTECEDENTES

En peces se han caracterizado enzimas de ciego pilorico y estomago de Colossoma
macropomum, Dentex dentex, Sparus aurata, Gadus morhua, Brycon orbignyanus. En
estos organismos se ha encontrado tanto actividad proteolitica de proteinasas' acidas
(pepsina), como de alcalinas (tripsina, quimotripsina). (De Souza Bezerra et al., 2000,
Alarcon et al., 1998; Bjarnason et al., 1990; Garcia-Carrefio et al, 2002, Moyano et
al,1998).

En insectos, se tienen reportes sobre las caracteristicas de las enzimas digestivas presentes
en algunos coledpteros y lepidopteros (region digestiva media). Se ha encontrado
principalmente enzimas con actividad de serin proteinasas y cistein proteinasas (Noriega y

Wells, 1999, Ortego et al, 1996, Purcell et al, 1992; Zhu y Baker, 1999).

Los organismos de la orden Decapoda presentan proteasas digestivas, trabajos anteriores a
este, han analizado hepatopancreas o extractos de organismos completos. Ejemplos de estos
trabajos tenemos los realizados en Pleuroncondes planipes, Pacifistacus astacus, Penaeus
paulensis, P. schmitii, P. vannamei, Panulirus japonicus, Pleoticus muelleri y Artemesia
longinaris. En ellos se han encontrado actividad tanto de proteinasas como de peptidasas.
(Galgani y Nagayama, 1987, Garcia-Carrefio, 1992b; Garcia-Carrefio y Haard, 1993;
Garcia-Carrefio y Hernandez-Cortés, 1995; Lemos, et al.,1999; Lemos, et al., en prensa;
Fernandez Gimenez, et al. 2001; Fernandez Gimenez, et al., en prensa). Sobre la presencia
de enzimas digestivas en jugo gastrico, se tiene el reporte de Brockerhoff et al. (1970)
quienes encontraron que la langosta Homarus americanus presenta actividad de proteasas,

lipasas, nucleasas y carbohidrasas.

En hepatopancreas de los cangrejos Paraithodes camtschatica, Portunus pelagicus, Geryon
affinis y Chionoecetes japonicus se ha encontrado actividad de tripsina, carboxipeptidasa A
y colagenasa, resaltando principalmente la actividad de esta altima (Galgani, y Nagayama,

1988; Klimova et al., 1990; Dionysius, et al., 1993).
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Dendinger en 1987, caracterizO las proteasas digestivas de la glandula digestiva del
cangrejo Callinectes sapidus, encontré que el pH 6ptimo del conjunto de proteinasas es de
6.2, aunque hasta 7.5 aun se conserva alrededor del 90% de la actividad. Dentro de las
proteinasas encontradas se tiene que tripsina presenta una mayor actividad que de

quimotripsina.

En organismos juveniles de Callinectes arcuatus, se tienen reportes sobre la actividad de
enzimas digestivas en hepatopancreas, se encontré actividad de amilasas, proteasas y
lipasas en general, los resultados se relacionaron con el estadio de muda (Vega-Villasante,

et al., 1999).

El objetivo de este trabajo, ademas de caractenizar las proteinasas presentes en el aparato
digestivo del género Callinectes sp., es demostrar que estos organismos pueden ser un

modelo util para el estudio del fenomeno digestivo en decapodos.
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HIPOTESIS

En el jugo gastrico de los braquiuros se encuentra un conjunto de proteasas cuya

composicion es igual a la que se encuentra en la glandula digestiva.

La concentracion de proteina soluble y la actividad proteolitica varia entre especies y

género (macho y hembra).

Dentro del conjunto de proteinasas digestivas podemos encontrar que las enzimas con
actividad de tipo tripsina y quimotripsina, éstas son las principales responsables de la

actividad proteinolitica.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y comparar las proteinasas presentes en el jugo gastrico de los braquiuros

Callinectes bellicosus y C. arcuatus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar el patron de proteinasas presentes tanto en glandula digestiva como en jugo

gastrico de cada especie.

Comparar la concentracion de proteina, actividad enzimatica de proteinasas digestivas del

jugo gastrico entre especie y entre género.

Caracterizar las proteinasas presentes en el jugo gastrico mediante el uso de sustratos e

inhibidores especificos.

Establecer los valores optimos de pH y temperatura de la actividad proteolitica total.
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MATERIALES Y METODOS

Organismos

Los organismos se colectaron en los esteros de la Ensenada de La Paz con redes parabolicas’
y de cuchara. De los organismos recolectados, se seleccionaron 20 de cada especie de
cangrejo: Callinectes arcuatus (14 machos y 6 hembras), C. bellicosus (13 machos y 7
hembras). Se mantuvieron 15 dias en el laboratorio himedo para aclimatarlos (la salinidad
del agua a 35 ppm y la temperatura entre 27-28 °C). Se colocaron dos organismos en
tanques rectangulares de plastico de 70 L de capacidad, separados por una malla metalica
con recubrimiento plastico de 1.27 cm de luz de malla. Diariamente se les cambio el 80%
de agua y se les alimentd con calamar fresco, el dia de muestreo los organismos fueron

alimentados después de la toma de muestra.

Toma y manejo de muestra

Para cada especie se realizaron 6 tomas de muestra de jugo gastrico (semanales), en la
primera se registraron datos morfométricos: peso, talla (largo de espina a espina) y ancho
del caparazon y se registré el nimero de quelipedos (pinzas) de cada organismo, asi como
el género; esta informacion se tomo después de la muda. Los organismos se muestrearon
semanalmente a la misma hora, extrayéndoles el contenido de la camara cardiaca (jugo
gastrico), lo cual se realizo mediante la inéercién, por la boca hacia la camara, de una sonda
de 16 mm de diametro, la succion se hizo con la ayuda de una jeringa; el volumen de jugo
gastrico obtenido fue variable (desde 100-1200 pL). El liquido se depositd en un microtubo
y se mantuvo en hielo hasta su centrifugacion (10,000 g, 4 °C, 30 min), el sobrenadante se
trasvaso a otro tubo y se congelo a —20 °C para su posterior liofilizacion. Al finalizar el
periodo de muestreo a los organismos sobrevivientes se les extrajo la glandula digestiva y
estomago (ambas camaras), éste ultimo se lavo con agua destilada, con el fin de eliminar al
maximo las proteinas del jugo gastrico; se registro el peso de los 6rganos y se almacenaron

individualmente a —20 °C para su posterior analisis.
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Se prepararon extractos enzimaticos del tejido de hepatopancreas y estomago segin lo
descrito en Garcia-Carreno y Haard, 1994. Las enzimas del hepatopancreas se extrajeron
empleando un homogenizador de tejidos, para las presentes en el estobmago se empled un
potter. En ambas situaciones se usO agua destilada en una relacion 1:2 (p/v), con el fin de
separar la parte insoluble, se centrifugd siguiendo las condiciones anteriores, se eliminé la

fase lipidica y la fase acuosa, se almacené a 4 °C para su posterior analisis.

Seleccion de los organismos a estudiar

Se seleccionaron diferentes organismos para cada una de las tres partes eh que se divide
este trabajo. Primera parte: comparacion de las proteinas y proteinasas presentes en jugo
gastrico y glandula digestiva. Segunda: comparacion de las proteinas y proteinasas
(concentracion de proteina y actividad enzimatica) entre especies y géneros. Por ultimo, la

caracterizacion de las proteinasas.

Para la primera se selecionaron 12 organismos (6 de cada especie y de estos 3 de cada
género); éstos reunieron las siguientes caracteristicas: a) sobreviviente a los 6 muestreos, b)

contar con muestra de hepatopancreas, estomago y jugo gastrico al momento de seleccion.

Para la segunda (n=20), se eligieron 10 organismos de cada especie, 5 de cada género. Se
seleccionaron los organismos de mayor tamafio (11.15 + 0.98 cm en C. arcuatus y 13.21 £+

1.89 cm para C. bellicosus).

Para la tercera combinando las caracteristicas especie-género, se hicieron 4 mezclas del
jugo gastrico del mismo dia de muestreo (tercero para C. bellicosus y primero para C.

arcuatus), los organismos se eligieron al azar.

Cuantificacion de proteina soluble
Se cuantificd la concentracion de proteina empleando el método de Bradford (1976), se
elabor6 una curva patréon usando como proteina estandar albumina sérica bovina (fraccion

V). El volumen final de la mezcla que contenia la proteina fue de 100 pL, a los cuales se le
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adiciono 1 mL del reactivo de Bradford, después de 5 minutos se leyo la absorbancia a 595
nm, para obtener el valor de concentracion en mg/mL, dicho valor se sustituyo en la

ecuacion lineal de la curva patron.

Cuantificacion de la actividad de proteinasas totales

La actividad en tubo se midio siguiendo la metodologia de Garcia-Carrefio (1992b), se
empled azocaseina como sustrato. A 5-10 pL de muestra se adicionaron 500 pL de buffer
Tris-HCl 20mM, pH 8.0. Para iniciar la reaccion de hidrolisis se agreg6 500 pL de
azocaseina al 1%, se uso acido tricloroacético al 20% para detener la reaccion. Después de
centrifugar (10,000 g, 5 min, 25 °C), la absorbancia del sobrenadante se registro a 366 nm,
haciendo blanco con el buffer. Para calcular la actividad especifica se dividio el cambio de

absorbancia por minuto entre la cantidad de proteina presente en la muestra.

Obtencion de valores 6ptimos de pH y temperatura
Para estos ensayos se siguid la misma metodologia para evaluar la actividad total de

proteasas, usando azocaseina como sustrato.

Para obtener el pH Optimo, se uso buffer universal (Stauffer, 1989) ajustado a valores de
pH de 4.0, 5.0, 6.0, 6.5,7.0,7.5,8.0y 9.0

Los ensayos de temperatura Optima se hicieron a 10 y 20 minutos a las siguientes

temperaturas: 5, 25, 35, 50y 75 °C. El buffer usado en este ensayo fue Tris-HCl 50mM, pH
7.0.

Caracterizacion de las proteinasas
Para caracterizar a las proteinasas presentes en el jugo gastrico se emplearon sustratos e
inhibidores especificos de acuerdo a Garcia-Carrefio et al. (1994). En la tabla III se detalla

esta informacion para cada proteinasa.
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Tabla ITI. Relacion de proteasas con sus sustratos e inhibidores especificos

Proteinasa Sustrato Inhibidor (Soluciones Stock)
BAPNA 1 mM en buffer Tris-
o e TLCK 10 mM en HCl 1 mM
Tripsina HCIl 50mM (pH 8.0), 20mM
e SBTI 250 uM
CaClz

SAPNA 0.1 mM en buffer Tris- e TPCK 5 mM en metanol
Quimotripsina HCIl 50mM (pH 8.0), 20mM e Quimostatina 10mM en
CaCl2 DMSO

Serin-
e PMSF 100 mM en metanol

proteinasas

Como ayuda en la caracterizacion, se evaluo el efecto de inhibidores sobre la actividad
proteolitica total con azocaseina como substrato; previo al ensayo de actividad, la mezcla

enzima:inhibidor se incubo durante 60 minutos.

Para corroborar los resultados de los ensayos en tubo, se empled6 SDS-PAGE al 10%
(Laemmli, 1970). Para visualizar la composicion de proteinas, el gel se tiid6 con una
solucion de azul de Coomassie-acido acético-metanol (0.05:40:7), posteriormente se
destifi6 con una la misma solucion sin el colorante. Se hicieron zimogramas para revelar
actividad proteinolitica en los extractos, de acuerdo a Garcia-Carrefio, et al. (1993): al
terminar el corrimiento electroforético, el gel se sumergié en una solucion de caseina al 3%
durante 30 min a 4 °C, esto con el fin de que la caseina se difundiera al gel;, posteriormente
se incubo a 25 °C por 90 minutos, durante este tiempo, las proteinasas hidrolizaron a la
caseina. Se tifio el gel con azul de Coomassie, las bandas blancas sobre el fondo azul nos
indicaron la presencia de proteinasas. Con el fin de conocer de que tipo son estas proteasas,
este ensayo se repitio corriendo las muestras previamente incubadas en 20% (v/v) de los
inhibidores mencionados anteriormente. De cada analisis de proteina se aplico 20 pgy 7

mU para los zimogramas.
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Se evalud la actividad de cada enzima usando sustratos sintéticos e inhibidores especificos,
usando el paquete computacional UV KinLab (Perkin Elmer) se registré el cambio de la
absorbancia en ¢l tiempo. La actividad de la enzima se calculd utilizando la siguiente

formula:

(Absaio./min) * (1000) * (Vt)
(8800) * (Prot)

Actividad =

Donde: Vi es el volumen final de ia reaccién en mL y Pret son los mg proteina afiadida a ia
reaccion. 8800 es el coeficiente de extincion de la p-nitroanilina liberada por la hidrolisis de

los sustratos sintéticos.

Para evidenciar la actividad enzimatica de enzimas de tipo tripsina se usdO BAPNA vy
TLCK, para actividad quimotriptica se emple6 SAPNA y quimostatina. Como controles se

utilizaron tripsina porcina tipo IX comercial y quimotripsina tipo II bovina.

Estadistica

La evaluacion estadistica de los resultados se realizaron con un analisis de varianza
(ANDEVA) de una sola via y anidado, las pruebas de rango maitiple se analizaron con la
prucba de la munima diftiencia significaiiva {LSD). El programa computacional usado fue

STATISTICA V 5 (StatSoft, Inc )

LR - i
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RESULTADOS

Sobrevivencia y comportamiento de los organismos en el laboratorio

Ya que no se tenia antecedentes acerca de la sobrevivencia y comportamiento de estos
cangrejos en el laboratorio humedo, este punto fue evaluado. Los organismos se
mantuvieron alrededor de 10 semanas en el laboratorio hiimedo, la sobrevivencia se califica
como aceptable, en la tabla IV se muestran los resultados. Los fallecimientos generalmente

se produjeron por fuga del organismo.

Se observo que la especie C. bellicosus se manipulaba con mas facilidad que la C.
arcuatus, ya que una vez sujetada, €sta se mantenia tranquila hasta su regreso al agua, no
asi la otra especie que debia ser manipulada con mayor cuidado pues algunos organismos

llegaron a presentar desprendimiento espontaneo de quelipedos.

La longitud promedio del caparazon fue de 12.90 + 1.46 cm para la especie C. bellicosus y
de 10.97 = 1.02 cm para C. arcuatus. No se consideré importante el peso del organismo, ya

que algunos fueron capturados sin quelipedos o durante el muestreo los perdieron.

Tabla IV. Sobrevivencia de los organismos capturados

Hembras Machos Total
Especie NI NF %SV NI NF %SV NI NF %SV
C. arcuatus 6 5 83.33 14 12 85.71 20 17 85.00
C. bellicosus 7 5 71.43 13 11 84.62 20 16 82.00

- NI= Namero inicial, NF= Numero final, % SV= Porcentaje de sobrevivencia

Proteinas y proteinasas presentes en el contenido de la camara cardiaca, tejido del
hepatopancreas y del estomago

Las proteinas y protemasas localizadas en los Organos disectados y jugo gastrico se
visualizaron en geles de poliacrilamida al 10%. En las figuras 6 y 7 podemos observar, un

perfil de proteinas similar, independientemente de los géneros {macho y hembra). La tinica
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diferencia cualitativa es una banda de alta masa molecular (>66 kDa), tanto en
hepatopancreas como en estomago. I.a composicion de proteina es diferente entre especies.
En relacion a la actividad de las proteinasas presentes en las muestras, se encontro que hay
diferencias cuantitativas entre muestras y entre géneros, mientras que entre especies se
presentan diferencias tanto cuantitativas como cualitativas (ver figuras 8 y 9). En la Gltima

parte de resultados se detalla mas acerca de este punto.

«Da I s
kDa
T 6.0
-
450 %0
- %o |
00 & 29.0 ine
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- g 24.0 =
20.0 i ; e
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Figura 6. Proteinas en C. bellicosus. Figura 7. Proteinas en C. arcuatus.
1=hembra, 2=macho, MWM= marcador 7=macho, 8=hembra, MWM= marcador
de masa molecular, G=jugo gastrico, de masa molecular, G=jugo gastrico,
H=hepatopancres, S=estomago. H=hepatopancres, S=estdmago.

Diferencias entre género y especie en la concentracion de proteina, actividad
enzimatica de proteinasas digestivas del jugo gastrico

De cada uno de los 20 organismos, se analizaron 6 muestras de jugo gastrico, obteniéndose
los valores de concentracion de proteina y de actividad proteolitica total, el promedio .y
desviacion estandar de estos valores se presentan en la tabla V. Los datos de los organismos
7 y 8 no se tomaron en cuenta para el ANDEVA anidado, ya que el primero dejo de comer
durante un periodo prolongado y el segundo mudo un dia anterior al muestreo; esto afecto a

la actividad proteolitica total, ademas de un cambio en el tipo y concentracion de proteasas

(figura 10).
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Figura 8. Proteinasas en C. bellicosus.
5=hembra, 6=macho, MWM= marcador
de masa molecular, G=jugo gastrico,
H=hepatopancres, S=estomago.

Tabla V. Concentracion de protema solub

(o)
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

G
H
M
M
H
H
H
H
M
M

" Callinectes bellicosus o
Proteina Actividad total

- (mg/mL GJ) (U/mL GJ)
23.83+£6.49 90.66 + 34.25
21.70+4.78 96.70+£20.55
2396 +464 1420+2720
3472+545 110.47+2458
3295+679 116.51+£21.79
2952+471 95.08+17.63
36.02+873 8524+4253
2991+1071 98.18+41.98
2942 +528 108.51 +£23.68
2954+234 96.43 £25.26

M

kDa
66.0

45.0
36.0

29.0
240

20.0

MWM 11G 11H 118 12G12H 128

Figura 9. Proteinasas en C. arcuatus.
11=macho, 12=hembra, MWM=
marcador de masa molecular, G=jugo
gastrico, H=hepatopancres, S=estomago.
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le y actividad proteohtlca total en jugo gastrlco

o

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

G
M
M
M
H
M
M
H
H
H

" Callinectes arcuatus
Proteina  Actividad total

(mg/mL GJ) _ (U/mL GJ)

24611256 10548%15.13
21.08 £4.99 82.34 £14.06
20.19 +£5.68 91.05 +23.82
15.65+2.73 63.67 £15.11
17.24 £ 3.31 76.52+£9.31
17.63+ 145 58.86 £14.43
15.72 +1.18 50.93 £10.84
1826+878 6444 £17.04
13.35+6.24 69.15 £29.36
17.27 £4.38

av

0= orgamsmo G= genero H= hembra,M - macho, GI= Jugo géstnoo

65.37 £ 12.65



Al examinar los resultados del ANDEVA anidado se encontrd que la concentracion de
proteina soluble varia entre las especies analizadas (P<0.01) y entre los géneros de éstas
(P<0.01). La actividad proteolitica total también varia en funcion de la especie (P<0.01) y

del género (P<0.05). Los graficos resultantes se pueden observar en el anexo 1.

12 3 4 & 8 1 2 3 4 B 6
Figura 10. Cambio en el perfil de proteinas y proteinasas,
del organismo 8 de C. bellicosus en postmuda.

1-6 = muestra semanal.

Las proteinas y proteinasas de cada organismo analizado se separaron en SDS-PAGE al
10%, se observd que se presentan diferencias tanto cualitativas como cuantitativas entre
especies (ver figuras 11 y 12), no asi entre género (macho y hembra) donde solo se
presentaron diferencias cualitativas. Ademas, el perfil de estas moléculas no cambia a

wavés del tiempo. En la siguiente seccion de resultados se detallan las diferencias.



kDa
66.0

45.0

36.0
29.0
240

MM 1 2 3 4 6 6 1 2 3 4 6 6

Figura 11. Conservacién en el tiempo del perfil de proteinas y proteasas en jugo
gastrico de la especie C. bellicosus. MWM= Marcador de masa molecular. 1-6 =
muestra semanal.

kDa

2

Figura 12. Conservacion en el tiempo del perfil de proteinas y proteasas en jugo
gastrico de la especie C. arcuatus. MWM= Marcador de masa molecular. 1-6 =

muestra semanal.
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pH optimo de las proteinasas presentes en el jugo gastrico de cangrejos del género
Callinectes sp.

Se analizo la actividad de proteasas de las 4 mezclas de cada combinacion especie:género.
Se observo que los perfiles de pH 6ptimo obtenidos, eran similares (ver anexo 2), por ello,
se decidio analizar los datos por medio de un ANDEVA de una sola via, tomado el valor de
cada combinacion como una réplica. Se encontré que existia diferencia significativa entre
los valores de pH (P<0.01); analizando con una prueba de rango multiple, se encontré que
el valor optimo de pH para la actividad proteolitica, en el género Callinectes sp. es de 7.0,
aunque en el rango de 6.0 a 8.0 no se encontraron diferencias significativas (£<0.05), por lo

que podemos afirmar que el rango optimo de ambas especies es de 6.0 a 8.0.

Comporamente del pH en la actrndad prote slitica total

20 ‘
%
8§ ]
Q. 1
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Figura 13 Variacion de la actividad total a diferentes valores de pH usando
azocaseina como suswrato. Proteasas presentes en el jugo gastrico de Callinectes sp.

Temperatura éptima de las proteinasas presentes en el jugo gastrico de cangrejos del
geénero Callinectes sp.

Una vez que se establecio el valor optimo de pH, se realizaron ensayos para determinar la
temperatura optima (a 10 min) para la actividad de proteasas. Al igual que con el pH, este

factor present6 un perfil similar en los cuatro grupos (anexo 2). La temperatura a la que se
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registr6 mayor actividad a 10 minutos de reaccién, fue de 50 °C (figura 12). Los resultados
obtenidos a 20 minutos no se tomaron en cuenta, ya que las absorbancias obtenidas

sugerian que el sustrato se agot6 antes de finalizar el tiempo de reaccion (35 y 50 °C).

16.0

Actividad proteolitica
(U/mg prot)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (C)

Figura 14. Variacion de la actividad proteolitica de las enzimas gastricas de Callinectes sp..
Las reacciones se hicieron a pH 7.0 durante 10 minutos usando azocaseina como sustrato.

Caracterizacion de proteinasas presentes en el jugo gastrico de C. bellicosus y C.
arcuatus. ,

Con cada combinacion especie:género se realizaron ensayos de actividad total y especifica.
Los valores del promedio y desviacion estandar se muestran en la tabla 6; analizando los
datos, se encontr6 que entre las combinaciones existen diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05), excepto en la actividad total entre los géneros (macho y hembra) de
C. bellicosus. Ademas se observé que las hembras de cada especie poseen mayor actividad
que los machos, en cuanto al analisis por especie, C. bellicosus presenta mayor actividad
que C. arcuatus. En relacion a la actividad especifica, podemos observar que el conjunto de
proteinasas del jugo gastrico hidrolizaron tanto BAPNA como SAPNA, esta hidrolisis
disminuy6 en 100 % cuando las enzimas se incubaron con inhibidores especificos (TLCK y

quimostatina).
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Tabla VL. Actividad total y especifica en jugo gastrico de cangrejos Callinectes sp.

Control ¢ Ch/H" Cb/M" Ca/H" Ca/M”
Actividad NA 4559 +353" 4460+3.13° 38.82+039° 37.80+031°
Total
Actividad 4 c .
quimo- 27.70+1.10 52.44+143° 4559+347° 38.15+322 2895+306%8
triptica*
Actividad 3274032 1244+033" 961+143" 737+050% 6374055
triptica*
* Como controles se utilizaron tripsina porcina tipo IX y quimotripsina tipo II bovina.
& Actividad especifica expresada en U/mg de proteina NA= No analizado

* Actividad especifica expresada en U/mL de jugo gistrico  a-k = grupos estadisticamente diferentes

Cb= C. bellicosus, Ca= C. arcuatus, H= hembra, M= macho

Con el objetivo de conocer el tipo de proteasas y su proporcion, se realizaron ensayos de
reduccion de la actividad proteolitica total por accion de inhibidores especificos. En la tabla
7 se presentan los resultados, en negritas se muestran los valores que no son significativos,

ya que pueden considerarse como el error de la técnica.

En el jugo gastrico las proteinasas de tipo serina contribuyen con alrededor del 48.03 +
5.92% de la actividad total de proteinasas (SBTI), entre ellas tenemos que tripsina
contribuye con un 22.89 + 5.37%. El porcentaje de actividad de quimotripsina no es claro
pues solo en hembras de ambas especies se encontré alrededor de un 15.53 + 1.24% de

inhibicion total (quimostatina).

Tabla VII. Disminucion de la actividad proteolitica por la
presencia de inhibidores (% de inhibicion)
CbH Cb/M Ca/H Cb/M Try Chy

Control 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
TLCK 20.26 17.37  29.78 24.13 88.69 0.00
TPCK 7.04 6.03 7.12 2.73 9.96 92.91
PMSF 2420 3324 41.40 3694  93.59 93.65

SBTI 4498 4360 56.68 46.84 9733 43.46

Quimostatina 14.65 4.52 16.41 4.89 0.00 93.91
Cb= C. bellicosus, Ca=C. ar;cuatus, H= hembra, M= macho, Try= tripsina, Chy= quimotripsina
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Con el fin de saber el tipo de las proteinasas se realizaron ensayos de inhibicion y
evaluacion de la actividad en gel, por cada combinacion especie:género. Los resultados se
observan en las figuras 15-18; dentro de los rectangulos se pueden distinguir las bandas de

las proteasas inhibidas por accion de TLCK, TPCK, PMSF, quimostatina y SBTIL.

Para la especie C. bellicosus (figuras 15 y 16) se confirma que no esisten diferencias
cualitativas en el perfil de proteina y proteinasas entre géneros (macho y hembra). Dentro
de las proteinasas de esta especie podemos encontrar proteinasas con actividad de tripsina,
ya que en el carril con muestra incubada con TLCK, SBTI y PMSF se observa la falta de
bandas de proteinasas en el rango de 22-25 kDa. Respecto a moléculas con actividad de
tipo quimotripsina se #ienen dos bandas inhibidas con quimostatina y PMSF (33 y 37 kDa).
Se encontro la presencia de cinco proteinasas no identificadas, dos proteasas de tipo serin

proteinasas (39-44 kDa) y otras tres de 47,49y 57 kDa.

kDa: kDa
66.0: 68.0
’ 8%
45.0 k 45.0
N
20.0 ' 2o o
20.0 M 20.0

-

MWM P A TP PM CHY SB
Figura 15. Inhibicion de proteinasas

MWM P A TL TP PM CHY SB
Figura 16. Inhibicion de proteinasas

presentes en el jugo gistrico de hembras
de la especie C. bellicosus. MWM=
Marcador de masa molecular, P= Proteina,
A=actividad de proteasas (control), TL=
TLCK, TP= TPCK, PM= PMSF, CHY=
quimostatina, SB= SBTL

presentes en el jugo gastrico de machos de
la especie C. bellicosus. MWM=
Marcador de masa molecular, P= Proteina,
A=actividad de protcasas (control), TL=
TLCK, TP= TPCK, PM= PMSF, CHY=
quimostasina, SB= SBTI
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Analizando el perfil de proteinasas de los géneros (hembra y macho) de la especie C.
arcuatus en el carril de quimostatina, se observa una diferencia en la inhibicion de bandas
de tipo quimotripsina, ya que en hembras inhibicion es evidente, mientras que en machos

no, dichas bandas inhibidas se presentan a 28 y 31 kDa (figuras 17 y 18).

Esta especie también tiene la presencia de proteinasas de tipo tripsina en un rango de 20-25
kDa, solo se observan tres bandas bien definidas en este rango (20, 23 y 25 kDa), esto

puede visualizarse en el carril de muestras incubadas con TLCK, PMSF y SBTI.

Las bandas parcialmente identificadas como serin proteinasas se encuentran a 41 y 43 kDa.

Y dos mas no identificadas en la region de 54 y 63 kDa.

K
Da xDa

66.0 o 66.0 ..
5.0 = 46.0

A~

%o . W 36.0

280 i 290 =
24,0 -

» 20 .. &

MAM P A TL TP PM CHY SB _ _
Figura 18. Inhibicion de proteinasas

Figura 17. Inhibiciébn de proteinasas
presentes en el jugo gastrico de
hembras de la especie C. arcuatus.
MWM= Marcador de masa molecular,
P= Proteina, A=actividad de proteasas
(control), TL= TLCK, TP= TPCK, PM=
PMSF, CHY= quimostatina, SB= SBTL

presentes en el jugo gastrico de machos
de la especie C. arcuatus.

MWM= Marcador de masa molecular,
P= Proteina, A=achividad de proteasas
(control), TL= TLCK, TP= TPCK, PM=
PMSF, CHY= quimostatina, SB= SBTI
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DISCUSION

La Biotecnologia modema es una actividad multidisciplinaria, que permite el estudio
integral y la manipulacion de los sistemas biologicos. A partir de esto, se busca el uso
inteligente y respetuoso de la biodiversidad, mediante el desarrollo de tecnologia eficaz,
limpia y competitiva para facilitar la solucion de problemas importantes de los sectores

productivos de un pais (Bolivar-Zapata, 2001).

Es importante tener en cuenta que los organismos estan sujetos a factores anatomicos,
fisiologicos y ecologicos; la combinacion de estos determina el comportamiento del .
organismo. Por ello con la comprension de cada uno de los fenomenos que rigen a un

organismo nos sera posible aprovechar al maximo este recurso.

Este trabajo contribuye al conocimiento de la fisiologia de un grupo importante de los
invertebrados: los braquiuros, estos cangrejos se encuentran en diferentes habitats, dando
como resultado una gran variedad de proteasas adaptadas a diferentes entornos. Estas
proteasas presentan caracteristicas especiales, las cuales pueden ser aprovechadas en un sin
fin de procesos industriales que involucren alguna transformacion proteolitica, incluso,

éstas pueden servirnos para estudios de adaptacion, digestibilidad, taxonomia, entre otros.

Sobrevivencia y comportamiento de los organismos en el laboratorio

Los cangrejos del género Callinectes sp. son organismos que pueden ser facilmente
obtenidos en la region ya que son abundantes. Se considera que son resistentes al manejo
en la recoleccion, transporte y adaptacion al laboratorio himedo. El mantenimiento no es
costoso, ya que no requieren de alimentacion especial o condiciones especiales a las

predominantes en el laboratorio.

En cuanto al comportamiento la especie C. arcuatus podemos decir que ésta es mas
agresiva que C. bellicosus, por tanto el manejo de esta tltima es menos complicado. Por

especie, detectamos que el género femenino era mas agresivo y esto coincide con lo
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descrito por Jivoff y Hines (1998) quien indica que la diferencia de comportamiento radica

en las variaciones de los niveles hormonales de estas.

En trabajos futuros se recomienda utilizar organismos que hayan completado todo el ciclo
de muda, del género masculino. Esto es porque durante el ciclo de muda, el organismo
experimenta cambios fisiologicos y bioquimicos significativos (Chang, 1995). La
preferencia del género masculino radica en que estos organismos son menos agresivos que

las hembras, son de mayor tamatiio, facilitando asi la extraccion de jugo gastrico.

Estos organismos nos ofrecen la viabilidad de obtener el jugo gastrico, ya que éste contiene
las proteinasas responsables de la digestion de proteina, es posible realizar ensayos de
digestibilidad en un mismo organismo, asi no habria necesidad de sacrificarlo para la
obtencion del hepatopancreas. Con ello los resultados de los experimentos serian mas
certeros ya que se eliminaria la variacion entre organismos, ademas de que se ahorraria en

el costo y espacio de los experimentos.

Proteinas y proteinasas presentes en jugo gastrico, hepatopancreas y estomago

Segin lo descrito por Bliss, 1982, Dall y Moriarty, 1983; Icely y Nott, 1992; McGaw y
Reiber, 2000; Ruppert y Barnes, 1996, .las enzimas presentes en el estomago de los
braquiuros provienen del hepatopancreas. Por ello, no se esperaba encontrar proteinasas en
el tejido del estomago, a pesar de esto, por lo que la actividad registrada puede atribuirse a
contaminacion, ya que el lavado que se hizo no fue suficiente, permaneciendo asi, una
pequefia cantidad de jugo gastrico, dentro de la camara membranosa. Comparando el perfil
de proteinasas en el hepatopancreas y jugo gastrico observamos que, en términos
cualitativos, es igual, lo cual indica que las enzimas son vaciadas al estomago y no
producidas por éste. Asi que la digestion de proteina se da por proteinasas del

hepatopancreas.
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En cuanto al perfil de proteinas podemos decir que las proteinas de alta masa molecular
(>66 kDa) presentes en los extractos de estobmago y hepatopancreas, pueden ser proteinas

de la membrana celular, ya que estas muestras provienen de tejidos homogenizados..

Diferencias entre género y especie en la concentracion de proteina, actividad
enzimatica de proteinasas digestivas del jugo gastrico

Probablemente las variaciones en el perfil de proteina de los organismos se deben a la
presencia de proteina del alimento. A pesar de que los organismos no habian ingerido
alimento el dia del muestreo, algunos aun tenian restos de calamar sin ingerir;, segun
McGaw y Reiber (2000) la camara se vacia después de 8 a 10 h después de la ingesta del

alimento.

Si bien solo se encontraron diferencias cuantitativas entre el perfil de proteinas y
proteinasas entre machos y hembras de la misma especie, la concentracion de estas varia
segin el organismo. Dichas variaciones pueden deberse a condiciones externas como el
ayuno (Mulhia-Almazan y Garcia-Carrefio, en revision), calidad y cantidad de proteina en
el alimento (Cordova-Murueta, 2002) e internas del organismo como etapa ontogénica del
organismo, (Gawlicka, et al., 2000; Fang y Lee, 1992, Lovett y Felder, 1990, Lemos, et al.,
1999), estadio de muda (Chang, 1995, Vega-Villasante, et al.,1999), género (Noriega y -
Wells, 1999), ciclo circadiano (Hemandez-Cortes, 1999).

La variabilidad encontrada entre los organismos ya sea, de la misma especie y género
(macho y hembra), nos refuerza mas la ventaja que nos ofrece estos organismos de dar el

seguimiento de un solo cangrejo en los experimentos.

pH optimo de las proteinasas presentes en el jugo gastrico de cangrejos del género
Callinectes sp.

El valor de pH optimo es considerado un parametro operacional ya que se obtiene bajo
ciertas condiciones, incluso estas, pueden no ser las predominantes en el sitio de donde se

aislo. Generalmente bajo ésta condicion se presenta una mayor actividad enzimatica, esto
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puede atribuirse a dos razones: que la enzima es mas estable en esta condicion o tiene

influencia en la union y catalisis (Whitaker, 1994).

Estudios anteriores en insectos nos indican que las enzimas digestivas de coleopteros y
lepidopteros presentan una mayor actividad a valores de pH 10-11 y algunos organismos de
6-7 (Purcell, et al., 1992; Ortego, et al., 1996).

En decapodos, se sabe que el pH Optimo es de 7-8 para Homarus americanus y Panulirus
Jjaponicus (Brockerhoff, 1970; Galgani, y Nagayama, 1987). Las proteasas digestivas en
hepatopancreas de los braquiuros Geryon affinis y Chionoecetes japonicus, presentan un
pH optimo de 6-7 (Galgani, y Nagayama, 1988). Dendinger (1987), encontré6 que las
proteasas del hepatopancreas de C. sapidus presentaban una mayor actividad a pH 6.2, ain

a pH 7.5 conservaba el 90% de la actividad total.

McGaw y Reiber (2000) describieron que el tiempo de residencia del alimento en el
estomago es de 8-10 h, y el de digestion total (vaciado total del aparato digestivo) es de 18-
24. Con lo anterior y sabiendo que el pH del jugo gastrico varia entre 5.8 y 6.2, podemos
decir que el organismo digiere el alimento eficientemente, lo cual facilita el paso de
moléculas mas pequeifias al hepatopancreas, las cuales seran digeridas y absorbidas por
células especializadas. Con el fin de confirmar esto, es necesario realizar un experimento

donde se haga un balance de materia y energia en el organismo.

Podemos decir que el rango de pH 6ptimo encontrado en este trabajo para ambas especies
(6.0 a 8.0), es el que predomina entre las proteinasas digestivas de los decapodos. Esta
informacion nos es de mucha utilidad para la evaluacion de digestibilidad in vitro, ya que el
pH al que se realizan las evaluaciones es de 8.0 (Tonglet, et al., 2001), asi que éste es
estadisticamente igual al pH Optimo (7.0) y al predominante en el estomago del género

Callinectes sp.
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Temperatura éptima de las proteinasas presentes en el jugo gastrico de cangrejos del
género Callinectes sp.

Este valor es también un parametro operacional ya que es un dato obtenido bajo
condiciones especiales. Este factor afecta a la reaccion enzimatica, pues influye en la
estabilidad de la molécula, pH del medio, afinidad de las enzimas a inhibidores o
activadores. Dicho valor debe ir acompafiado del tiempo de reaccion ya que entre mayor
sea la temperatura, la velocidad de reaccion incrementa dentro de un pequefio intervalo de
tiempo, para después decrecer, la causa de ello es que la tasa de desnaturalizacion de la

enzima se incrementa.

Si comparamos el resultado obtenido en este trabajo (55 °C) con lo reportado en los
braquiuros Geryon affinis y Chionoecetes japonicus (45-55 °C), en la langosta Panulirus
Jjaponicus (60 °C); podemos decir que la temperatura Optima promedio para decapodos esta
alrededor de 53 °C. Dicho valor sera util para su posible uso, en la industria alimentaria ya

que existen procesos que requieren de una proteolisis a altas temperaturas.

Caracterizacion de proteinasas presentes en el jugo gastrico de C. bellicosus y C.
arcuatus

Al igual que en otro decapodos, las proteinasas de los organismos del género Callinectes,
presentan un gran porcentaje de actividad serin-proteolitica, y gran parte de esta actividad
puede ser atribuida a enzimas con actividad de tripsina y quimotripsina. (Galgani y
Nagayama, 1987, Garcia-Carrefio, 1992b; Garcia-Carrefio y Haard, 1993; Garcia-Carrefio y
Hernandez-Cortés, 1995; Lemos, et al.,1999; Lemos, et al.,en prensa; Fernandez Gimenez,

et al. 2001; Fernandez Gimenez, et al., en prensa)

Las tripsinas del género Callinectes sp. se presentan alrededor de 20.0-25.0 kDa, y las
quimotripsinas de 28.0 y 31 kDa para el caso de C. arcuatus y de 33.0 y 37.0 kDa C.
bellicosus. En ambas especies se encuentran otras serin proteinasas, posiblemente alguna de
ellas tenga actividad colagenolitica, ya que los braquiuros al ser carrofieros presentan

proteinasas con esta actividad (Klimova, et al., 1990; Galgani y Nagayama, 1988).
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Al igual que en el presente trabajo, Fernandez Gimenez (2001) también encontré proteinas
con actividad proteolitica (masa molecular > 66kDa), se requerira del uso de inhibidores de

otro tipo de proteinasas para identificar la acvidad especifica de estas.
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CONCLUSIONES

Los cangrejos del genero Callinectes sp. pueden considerarse buenos modelos para
describir el fenomeno de la digestion en decapodos, ya que son organismos relativamente
faciles de capturar, no requiere de condiciones especiales de mantenimiento, durante su
ciclo biologico presenta menos estadios ontogénicos y durante el estadio adulto, se

interrumpe el ciclo de muda.

Al llegar a una talla mayor 2 9 cm, es posible la extraccion de jugo gastrico, ya que las
proteinasas presentes en &l son las mismas a las del hepatopancreas, s posible realizar
estudios, en el mismo organismo, sobre el efecto de diversos factores sobre la regulacion de

la actividad proteolitica; ademas de estudio de digestibilidad in vitro.

n el género Callinectes sp., la cantidad de proteina y la actividad proteinolitica son

factores que varian segun la especie y el género (macho y hembra)

L . L .
as proteasas presentes en el jugo gastrico de Callinectes sp. presentan actividad méxima

en un rango de pH de 6.0 a 8.0 a una temperatura de 55 ° durante 10 minutos.

n el jugo gastrico del género Callinectes sp. se encuentran proteinasas de %po serina, las
cuales en su mayoria son de tipo tripsina y quimotripsina.
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Grificos resultantes del ANDEVA anidado para la proteina soluble y actividad total
del jugo gastrico de C. arcuatus 'y C. bellicosus.

Proteina soluble (mg/ral)

Proteina soluble en jugo géstrico de Calltnectes belliconts y C. arcuatus

36 —
B
32
g 28
£
= 8 S
2
2
E:
Tl
[ o
i
16 1
12 Cbellicosus C arcuatys
Proteina soluble en jugo gastrico de hembra y macho
36
12 o
28
o
ﬁ : P Saammtal
IR
% l_mT_“_
T |
16 o E .
L——
12 Hembra Macho I}dncho
ESPECIE: 1 ESPECIE: 2

[ %8td. Dev.
{1 3Std Esr.
O Mean



Ativ idadrote oliticaotal (U/mL GJ)

Activdad proteoliticdotal (U/mL de GJ)

Actividad proteolitica total en jugo gastrico
de Callinectes bellicosus y C. arcuatus

120 o
110
100 o
90 _“r—'
2
80 )
n
70 - i
|
!
]'z
60 il
50 N
C. bellicosus € arcuatis
Actividad proteolitica total en jugo gistrico de hembras y machos
1: C bellicosus, 2. C. arcuatus
130
120 .
.
110% |
o ! SR,
' o B
100 B |
o
" (
i o
o |
g iy
e ]

Hembra Macko
ESPECIE: 1

Hembra Macho
ESPECIE: 2

45

T 45td. Dev.
] 4std En.

0 Mean

T +8td. Dev

.l 4Std. Em

0  Mean



46

ANEXO 2

Graficos resultantes de la actividad total del jugo gastrico de C. arcuatus y C.

bellicosus en ambos géneros, a diferentes valores de pH y temperaturas.
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ANEXO 3

Caracteristicas de los inhibidores utilizados en este trabajo (Beynon y Bond, 2001).

PMSF: Es una molécula que inhibe a todas las serin proteinasas mediante una reaccion
irreversible. Presenta una masa molecular de 174.2. La concentracion efectiva es de 0.1 a 1

mM, presenta una vida media de 1h a pH 7.0.

Quimeostatina: Inhibidor reversible que actia sobre proteinasas con actividad de
quimotripsina y de algunas cistein proteinasas. Su masa molecular es de 604.7. Es estable

por varias horas, principalmente se usa en concentraciones de 10-100 uM.

SBTI: Inhibidor protéico de alta masa molecular (20 100), que actia sobre serin
proteinasas en una concentracion equimolar. Presenta una inhibicion reversible y se disocia

a valores bajos de pH.

TLCK: Inhibidor sintético que afecta la actividad proteolitica de enzimas de tipo tripsina.
Es util a bajas concentraciones (10-100 uM), su accion es irreversible. Esta molécula

cuenta con una masa de 332.5.

TPCK: Tiene una masa molecular de 351.5, inhibe enzimas con actividad quimotriptica en

concentraciones de 10-100 pM, es estable por varias horas.
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