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RESUMEN

Fueron encontradas actividades de peptidasas y proteinasas en ei
hepatopancreas de crustaceos. Se identifico actividades de carboxipeptidasa A y B.
aminopeptidasa, catepsina C. tripsina, quimotripsina y colagenasa en los sistemas
digestivos de Pleuroncodes planipes y Pacifastacus astacus. Las colagenasas de
crustaceos fueron serin proteinasas, demostrado por ensayos de inhibicion. La
hidrélisis de sustratos sintéticos por las preparaciones enzimaticas de los crustaceos
fueron bajas y la identidad de las enzimas que hidrolizaron sustratos de quimotripsina y
tripsina fueron parcialemente demostradas.

La quimotripsina del camaron Penaeus vannamei fue purificada. Esta
quimotripsina tiene un peso molecular de 33.2 kDa y un punto isoeléctrico de 3.1. La
enzima es termoestable a 25 y 37 °C y es sensible a pH acido. La quimotripsina de
camarén tiene un pH éptimo alcalino. La actividad de quimotripsina fue afectada por
inhibidores de serin proteinasas pero no por inhibidores de quimotripsina de
vertebrados como los de cetona de clorometilo. Las propiedades cinéticas de la
quimotripsina de camaréon muestran una baja eficiencia catalitica a sustratos sintéticos.
La identidad de la quimotripsina fue demostrada por evidencia estructural y catalitica.

La tripsina de Pacifastacus leniusculus fue también purificada. La tripsina del
langostino tiene un peso molecular de 18 kDa. EI AND complmentario que codifica para
la tripsina fue aislado, amplificado, clonado y secuenciado. La enzima es sintetizada
como zimogeno de acuerdo a la secuencia deducida de aminoacidos del péptido
percursor putativo. Los constituyentes que determinan la actividad de tripsina fueron
encontrados de manera conservada en la enzima de langostino, como es el sitio de
reconocimiento especifico. Los residuos de cisteina y los sitios de unién con calcio de
la tripsina de langostino fueron mas similares a los de tripsina de bacteria que a los de
vertebrados. No fue encontrada quimotripsina en el hepatopancreas de P. leniusculus.

Las propiedades cataliticas, la secuencia de aminoacidos y la diversidad de las
proteinasas de crustaceos apoyan la evolucién divergente de las proteinasas de

eucariotas.

La composicién de proteasas de crustaceos cultivados fue determinada
parcialmente con los resultados encontrados de las organismos estudiados. La
estructura de las proteasas de crustaceos muestra que la digestion de proteinas es
también regulada por la sintesis de zimégenos. La investigacion en proteasas de
camarones cultivados se ha enfocado en el efecto del alimento sobre la actividad
enzimatica y la digestibilidad proteica. Estas investigaciones podrian ser Utiles en Ia
optimizacion y manejo de los sistemas de cultivo. Las futuras lineas de investigacion en
las proteasas de crustaceos deberan incluir la suplementacién de dietas, el control de
calidad, los usos biotecnolégicos y los marcadores fisiologicos.



PREFACIO

La tesis se basa en los siguientes articulos, los cuales seran referidos en el texto por

ndmeros romanos:

|. Garcia-Carrefio, F. L. Hernandez-Cortés, M.P. and Haard, N. 1994. Enzymes with
peptidase and proteinase activity from the digestive systems of a freshwater and marine

decapod. J. Agricul. Food Chem. 42, 1456-1461. *

Il. Hernandez-Cortés. P. Whitaker, J. and Garcia-Carrefio, F. 1997. Purification and

characterization of chymotrypsin from Penaeus vannamei (Crustacea: Decapoda). J.

Food Biochem. In press.

Ill. Hernandez-Cortés, M. Cerenius, L. Garcia-Carrerio, F. and Séderhall, K. 1997.
Purification and cDNA cloning of trypsin from Pacifastacus leniusculus hepatopancreas.

To be submitted to European Journal of Biochemistry

IV. Garcia-Carrefio, F. and Hernandez-Cortés M. 1997. Enzymes from the digestive
system of shrimp I. State of the art and future trends in protein digestion. La

investigacién de Peneidos en Iberoamerica. CYTED-CIBNOR. In press*

“En estas publicaciones Hernandez-Cortés hizo ia misma contribucién que Garcia-

Carrefo.
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ABREVIATURAS

BAPNA
CCT
LeuNa
HA
HPA
PHMB
PMSF
SAAPFNA
SBTI
TAME
TPCK
ZPCK

Benzoil-Arg-p-nitroanilida
Gly-Phe-NH,

L-Leu-p-nitroanilida

Hippuryl-L-Arg

Hippuryl-L-Phe

Acido benzoico p-hidroxi-mercurico
Fluoro de feniimetilsulfonilo
Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida
Inhibidor de soya de la tripsina
Metil éster de p-toluenesulfonilo-Arg
Cetona de tosil-Phe-clorometilo

Cetona de carbobenzoxi-Phe-clorometilo



INTRODUCCION

La diversidad y versatilidad de las enzimas proteoliticas.

Las proteasas son enzimas que hidrolizan enlaces petidicos. Estas enzimas
juegan un papel importante en los procesos fisiolégicos. La coagulacion de la sangre
de vertebrados involucra una cascada de activacion de activaciéon proteolitica de
proteasas especificas que culmina con la transicion del fibrinogeno a la fibrina (Furie
and Furie, 1988). La accion fisiolégica de algunos péptidos es regulada por la
degradacion de proteasas como Ia inactivacion de la acetilcolina por la
acetilcolinesterasa (Lu et al., 1996). Los precursores de proteinas son hidrolizados por
proteasas para transformarlos en proteinas funcionales como las hormonas y los
factores de crecimiento (Neurath, 1986). Las proteasas mejor caracterizadas son las
enzimas pancreaticas por el interés que hay en la digestion de proteinas en animales
incluidos el humano. La informacién sobre la cinética, inhibicion, secuencia de
aminoacidos y estructura de estas enzimas nos permite entender la funcion y

mecanismo de catalisis.

La clasificacion de proteasas esta basada en la comparacion de $us sitos
activos, mecanismos de catalisis y estructura tridimensional (Garcia-Carrefio y
Navarrete del Toro, 1997). Las proteasas se clasifican de acuerdo a mecanismos de
catalisis y a la especificidad del sitio de hidrélisis. El primer grupo son las peptidasas o
exoproteasas que hidrolizan en los enlaces de péptidicos extremos. El segundo grupc
se denomina proteinasas o endoproteasas. Las proteinasas son enzimas que
hidrolizan enlaces peptidicos en el centro de la proteina. Las proteinasas se han
clasificado de acuerdo al grupo funcional que es responsable por la actividad catalitica
de la enzima y es nombrado en base a la naturaleza del aminoacido mas prominente

en el sitio activo. La posicién del grupo catalitico ha dido determinada por una enzima
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prototipo y los aminoacidos son numerados. La Unién Internacional de Bioquimica
reconoce cuatro clases de proteinasas: serin (Asp-102, Ser-195 e His-57), cistein (Cys-
25, His-159 y Asp-158), aspartico (Asp-33 y Asp-213) y metalo proteinasas (Zn, Glu-
270 y Tyr-248). Sin embargo, debido a diferencias en la posicion catalitica, hay

subdivisiones en las clases serin (Asp-32. Ser-221 e His-64) y metalo (Zn, Glu, 143 e

His-231).

Las serin proteinasas son la clase de proteinasas mas versatiles porque estan
involucradas en diversos procesos fisioldgicos (Neurath, 1986). La hidrdlisis es posible
porque las serin proteinasas tienen un sitio catalitico, un sitio de union, un sitio
especifico de reconocimiento del sustrato y un sitio no especifico para la union del
sustrato (Warshel et al., 1989). La especificidad de las serin proteasas es tal que,
reconocen un grupo de aminoacidos especificos que forman el enlace peptidico. Esta
especificidad esta relacionada con la substitucion de aminoacidos en el sitio primario

de unién con el sustrato, P, y diferencias menores en los sitios secundarios de union.

Los aminoacidos que forman el enlace peptidico al centro de la proteina son
hidrolizados selectivamente por las serin proteinasas. La quimotripsina hidroliza del
lado carboxilo de grandes aminoacidos aromaticos, la tripsina hidroliza al lado de
cadenas cargadas positivamente y la elastasa al lado de pequefias cadenas sin carga
(Branden y Tooze, 1991). La posicién de los residuos que determinan la especificidad
en las serin proteinasas también se conserva y corresponde a los aminoacidos 189,
216 y 226 como se indica por el sistema de numeracion de la quimotripsina. La cadena
especifica del sustrato es orientada para coincidir en un sitio de la enzima que se
denomina sitio especifico. En la tripsina y quimotripsina, la posicion 216 y 226
corresponde a residuos de Gly o Ala que permiten a las cadenas del sustrato penetrar
al interior del sitio especifico. En la elastasa, estas posiciones son reemplazadas por

Val y Thr llenan ia mayor parte del sitio de reconocimienco. La colagenasa de un
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cangrejo tiene intercambiado la geometria del sitio activo de Gly-189 y Asp-226

comparada con Asp-189 y Gly-226 de tripsina de vertebrados (Tsu y Craik, 1996).

La proteinas con producto de un proceso evolutivo de acuerdo con la similitud
de sus secuencias de aminoacidos, su conformacién, la homologias de dominios, la
comparacién de sus sitios activos, los mecanismos de accidn y sus estructuras
tridimensionales (Neurath, 1984). Las proteinas surgieron por evolucién convergente o
divergente. La convergencia implica cambio adaptativos en entidades poco
relacionadas parecen estar mas relacionadas de lo que son. Proteinas tienen
funciones, mecanismos o estructuras similares pero son diferentes en su secuencia de
aminodacidos o estructura tridimensional aparecieron por evolucién convergente
(Doolittle, 1994). Por otra parte, similitudes en la secuencias de aminoacidos y

estructura tridimensional implica evolucién divergente de las proteinas.

Asi, la caracterizacion de las secuencias de aminoacidos en proteinas es util
para entender la evolucion de familias de genes. Las proteainasas ejemplifican ambos
procesos evolutivos. Las proteinasas de mamiferos descendieron de ancestros
comunes por evolucién divergente (De Haen et al., 1975). Estas proteinasas tienen
similares funciones, sitios activos, secuencias de aminoacidos y estructuras
tridimensionales. Sin embargo, proteinasas de bacteria subtilisin tienen los mismo
aminoacidos que forman el sitio catalitico pero se encuentran en diferente posiciony la

estructura tridimensional también es diferente respecto a la de vertebrados.

Se piensa que las variaciones de las serin proteinasas de eucariotas surgieron
por la duplicacién de genes y mutaciones (Neurath, 1984). Es asi como la especificidad
aparecié en este grupo de enzimas. Por procesos evolutivos divergentes, las
proteinasas de vertebrados adquirieron un mayor grado de especializacion
restringiendo su accién a un nimero selecto de enlaces peptidicos en sitios especificos

de los sustratos proteicos (Neurath, 1984). Esta especilizacidn esta relacionada con Ia
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funcion. Las proteases digestivas hidrolizan proteinas a aminoaciods (Stroud, 1975). El
proceso de coagulacion de la sangre es regulado por diversas serin proteinasas
secuencialmente activan ciertas protenzimas que se encuentran en el plasma por

proteolisis controlada (Furie and Furie, 1988).

Los patrones evolutivos de las proteinas pueden ser determinados a partir de
sus secuencia de aminoacidos. Los analisis de secuencia de la misma proteina de
especies diferentes genera informacién valiosa. Por lo tanto, la comparacion de
proteinasas podria ayudar a explicar las relaciones filogenéticas entre organismos a

nivel molecular.

Métodos para la identificacion de proteasas

El método mas facil para distinguir entre proteinasas especificas es la
evaluacion de la actividad con sustratos sintéticos. La deteccidn de la actividad de
proteinasas especificas es posible con estos ensayos en mezclas de enzimas o
muestras puras. Un sustrato sintético contiene un sitio suceptible de ser hidrolizado
formado por el aminoacido para el cual la proteinasa es especifica y de un grupo
quimico que se forma cuando la hidrélisis ocurre (Sarath et al., 1989). El grupo quimico
puede ser cromogénico, fluorogénico o marcado radioactivamente. La cantidad

detectada esta relacionada con la actividad de la enzima.

Las proteasas también pueden ser detectadas por medio de ensayos en fase
sélida tal como la electroforesis. Las enzimas que se resuelven en geles pueden ser
tefiidas por su actividad enzimatica (Othmar y Gersten, 1992a; Garcia-Carrefio et al..
1993). Esta técnica se conoce como electroforesis de sustrato en gel. Las proteinasas
pueden ser analizadas sobre el gel por su actividad particular. La localizacion de las
proteinasas in situ es posible con sustratos sintéticos y proteicos. El uso de los

sustratos sintéticos resuita en en el desarrollo de color en el gel, si una proteinasa esta
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en la muestra. Bandas claras sobre el gel son visualizadas cuando se utilizan sustratos
nativos como la gelatina (Paech et al., 1993z; Paech, et al., 1993b; Pourmotabbed et
al., 1994) o caseina (Garcia-Carrefio et al., 1993; Rasner et al., 1995; Komatsu et al.,
1896). El método de electroforesis de sustrato en gel es principaimente cualitativo. La
separacién en el gel y la deteccion por actividad enzimatica da evidencia de la pureza.

la presencia de isoenzimas, el peso molecular y sobre la enzima de interés (Othmar y

Gersten, 1992b).

Un tercer método de identificacion de proteasas es el uso de inhibidores
especificos. Algunos inhibidores son especificos para una clase de proteinasas o
selectivos de una proteinasa (Salvesen y Nagase, 1989). Los inhibidores ayudan a
caracterizar los mecanismos de hidrélisis y clasificar proteinasas desconocidas. Los
inhibidores reducen la actividad enzimatica bloqueando los aminoacidos en el centro
activo y los inactivadores quelando el cation involucrado en el sitio activo (Garcia-
Carrefio, 1992; Garcia-Carrefio, 1996). Asi, la reduccién de la actividad en ensayos
sélidos corrobora la clase de proteasa examinada (Garcia-Carrefio et al., 1993). La

Tabla 1 muestra algunos sustratos para proteasas y sus inhibidores

Tabla 1.

Sustratos e inhibidores sintéticos para proteasas
Abreviatura Descripcion
PMSF, STBI Inhibidores de serin proteinasas
TLCK Inhibidor de tripsina
TPCK, ZPCK Inhibidores de quimotripsina
LeuNA Sustrato de leucin aminopeptidasas
HA Sustrato de carboxipeptidasa B
HPA Sustrato de carboxipeptidasa A
CCT Sustrato de catepsina C
SAAPFENA Sustrato de quimotripsina

BAPNA, TAME Sustrato de tripsina




Proteasas digestivas de crustaceos

La digestion de la proteina en crutaceos es diferente porque no hay digestion
quimica (acida) o enzimatica en el estémago y algunas de las funciones del higado y el
pancreas se combinan en un solo 6rgano conocido como el hepatopancreas (Glass et
al., 1989). El hepatopancreas es el 6rgano responsable de la sintesis y secrecion de
proteasas digestivas en crutaceos (Gibson y Baeker, 1979). Dentro de las serin
proteinasas, la tripsina se ha encontrado en el hepatopancreas de crustaceos dulce
acuicolas (Zwilling et al., 1975; Guizani et al., 1992; Garcia-Carrefio y Haard, 1993; Kim
et al., 1994) y marinos (Honjo et al., 1990; Lu et al., 1990; Garcia-Carrefio et al., 1994:
Klein et al., 1996). La quimotripsina se ha encontrado en camarones (Tsai et al., 1986:
Van Wormhoudt et al., 1992) pero en otros crustaceos no se ha encontrado (Gates y
Travis, 1969; Galgani et al., 1984; Glass y Strark, 1994). La astacina y la
carboxipeptidasa B son metalo proteinasas en langostino (Titani et al., 1987: Titani et
al., 1984). Las cistein proteinasas han sido caracterizadas en langosta y camarén
(Laycock et al., 1989; Le Boulay et al., 1996). Otras actividades de proteasas han sido

descritas en varios crustaceos pero no han sido purificadas y por tanto no totalmente

caracterizadas.

Las serin proteinasas juegan un rol importante en el proceso digestivc de los
crustaceos porque la desnaturalizacién acida de las proteinas no existe. De acuerdo
con Osnes (1985), las proteasas de crustaceos tienen menor especificidad comparada
con la enzimas bovinas. Las serin proteinasas de crustaceos son capaces de hidrolizar
proteina nativa como el colageno (lida et al., 1991; Tsu et al., 1994; Garcia-Carrefio et
al.. 1994; Roy et al., 1996), mientras las proteasas de vertebrados superiores no lo
hacen (Guizani et al., 1992). La degradacion del colageno nativo en crustaceos adultos
es muy util porque ellos se alimentan de crustaceos pequefios que frecuentemente

contienen cantidades relativamente grandes de colageno nativo, por tanto, parece que



las serin proteinasas del hepatopancreas de crustaceos estan adaptadas a hidrolizar

colageno (Chen et al., 1991).

La especificidad de las proteinasas de crustaceos es menor que las de
mamiferos, lo cual es demostrado por la hidrélisis de proteina de secuencia conocida.
Una tripsina de cangrejo hidroliza no solo al lado del carboxilo de aminoacidos
cargados positivamente, sino también entre los enlaces peptidicos ‘Gly-lle’, ‘Leu-Gly’,
‘Gly-lle’ y ‘lle-Ala’ de sustratos sintéticos (lida et al., 1991). La quimotripsina de P.
monodon prefiere enlaces del lado carboxilo de residuos de tirosil, fenilalanil y leucil y

en menor medida en residuos lisil, arginil y glutamii (Tsai et al., 1991).

El pH éptimo de las serin proteinasas de crustaceos es alrededor de 8 (Honjo et
al., 1990). Estas son sensibles al pH acido (Zwilling y Neurath, 1981; Hernandez-
Cortés et al., 1997a) y resistentes a la autdlisis (Tsai et al., 1991). Estas enzimas tienen
un punto isoeléctrico similar a otras proteinasas de invertebrados (Kim et al., 1994,
Eberhardt, 1892). El mecanismo de catalisis es similar a las serin proteasas de
mamiferos. El efecto de inhibidores y la baja eficiencia catalitica de las serin proteasas
de crustaceos (Hernandez-Cortés et al., 1997a; Hernandez-Cortés et al., 1997b)
muestra que los sitios secundarios de unién juegan un rol importante en el
reconocimiento del sustrato (Tsai et al., 1986). Por esta razén, la clasificacién de
proteinasas de crustaceos es complicada. La combinacion de las propiedades
enzimaticas y la secuencia de aminoacidos, permitira la determinacion de la clase a la
cual las proteinasas de crustaceos pertenecen cuando los ensayos usando inhibidores

y sustratos sintéticos no proporcionan informacion suficiente.



RESULTADOS Y DISCUSION

Proteasas de crustaceos (P I)

Sustratos sintéticos fueron usados para caracterizar individualmente la actividad
de proteasas. Actividad de peptidasas y proteinasas fueron encontradas en los
extractos digestivos de crustadceo marino, Pleurocondes planipes, y dulce acuicola,
Pacifastacus astacus. La caracterizacion se basé en la especificidad de las proteasas
de vertebrados. Actividad de peptidasa como Leu-aminopeptidasa, carboxipeptidasa A
y B, y catepsina C fue encontrada en los extractos de los crustaceos examinados.

Actividad de tripsina y quimotripsina también fue encontrada {Tabla 2).

La actividad de la quimotripsina fue demostrada cuando se uso el sustrato
sintético SAAPFNA. Las enzimas que hidrolizaron SAAPFNA tienen menor afinidad
comparadas con las quimotripsinas de vertebrados. Los extractos digestivos de
crustaceos no pudieron hidrolizar sustratos éster etil para quimotripsina de vertebrados
(Hernandez-Cortés, 1993). Cetonas de fenilclorometilo fallaron al inhibir la actividad de
quimotripsina de crustaceos (Garcia-Carrefio y col., 1994; Hernandez-Cortés y col.,
1997a). Debido a la incapacidad de hidrolizar varios sustratos sintéticos'para
quimotripsina y el nulo efecto inhibitorio sobre la quimotripsina de crustacees, otros han

fallado en detectar la actividad de quimotripsina en sistemas digestivos de crustaceos

(Glass and Stark, 1994).

Los extractos digestivos de crustaceos hidrolizaron coldgeno. Las colagenasas
digestivas fueron serin proteinasas como se muestra por inhibicién con PMSF,
contrastando con las colagenasas de vertebrados y bacterias las cuales son metalo
proteinasas. Los resuitados muestran que las proteinasas de crustaceos tienen

diferentes propiedades cataliticas comparadas con las proteinasas de vertebrados.



Las enzimas hidrolizaron SAAPFNA y colageno mostraon son termoestables a

30 °C. Estas proteinasa retienen menos del 40% de su actividad después de ser

incubadas por 60 minutos. Las enzimas tipo quimotripsina de crustaceos tienen un pH

dptimo de 6 v el éptimo de las colagenasas es apH 7.

Tabla 2

Actividad proteolitica en preparaciones de decapodos
Substrate Crayfish Red crab Control
LeuNa 0.0230 0.066 18.59  (Leucin aminopeptidasa)
HPA 31 124 144 (Carboxipeptidasa A)
HA 45 177 3568  (Carboxipeptidasa B)
CCT 0.093 0.163 11.25 (Catepsina)
SAAPFNA 0.022 0.255 1.009  (Quimotripsina)
BAPNA 0.65 9.46 881.2  (Tripsina)
COLLAGEN 1.819 0.985 2.453 (Colagenasa)

Caracterizacion de la quimotripsina del camaron blanco (P i)

La quimotripsina del hepatopancreas del camarén blanco Penaeus vannamei

fue purificada por medio de cromatografia de intercambio i6nico y de interaccion

hidrofébica. Un peso molecular de 33.2 kDa fue calculado usando electroforesis

desnaturalizante. La enzima es un solo polipéptido y tiene un punto isoeléctrico de 3.1.

L a secuencia amino terminal de 30 amino acidos fue determinada.

El pH 6ptimo de la quimotripsina del camarén blanco fue estimado alrededor

de 8 y mas del 80% de su actividad maxima es conservada entre pH 7 y 9. La actividad

remanente fue del 72% cuando se incubo a pH 10 o pH 6 durante 40 minutos. La

quimotripsina mostré sensiblilidad al pH acido, una total inactivacion de la enzima se

detecté a pH 3. La enzima retiene 84 % de su actividad después de 60 minutos de



incubacion a 50 °C. Sin embargo, a quimotripsina del camaron retiene 100% de su

actividad a 25 y 37 °C con el mismo tiempo de incubacion.

Los valores cinéticos Km y Vmax de la quimotripsina del camaroén blanco
fueron similares a aquellos encontrados en la quimotripsina de Penaeus monodon
(Tsai y col., 1991). Tiene baja eficiencia catalitica hacia sustratos sintéticos, pero
hidroliza enlaces peptidicos en del lado carboxil de la fenilalanina como cualquier otra
quimotripsina. El efecto del PMSF y STBI sobre la quimotripsina del camarén blanco
confirma que se trata de una serin proteinasa. Sin embargo, algunos inhibidores para
quimotripsinas de vertebrados como los de cetonas de clorometilo no redujeron la

actividad de la quimotripsina del camarén en grado alguno (Tabla 3).

TABLA 3
Efecto de inhibidores de proteasas sobre quimotripsina de camarén y bovino

Compuesto Proteasa afectada Quimotripsina de  Quimotripsina de bovino
P. vannamei

PMSF Serino 99* 92
SBT! Serino 100 100
TPCK Quimotripsina 0 98
ZPCK Quimotripsina 0 93

*Porcentaje de inhibicién. Cada compuesto y la enzima fueron incubados por una hora
a 25 °C. Alicuotas de esta mezcla fueron ensayadas con SAAPFNA

Proteinasas del hepatopancreas de Pacifastacus leniusculus (P 1ll)

Seis proteinasas fueron encontradas en el hepatopancreas del langostino.
Dos fueron purificadas después de cromatografias de afinidad e intercambio idnico. La

- proteinasa de 18 kDa fue identificada como tripsina porque fue inhibida por TLCK,



11

inhibidor de trypsina, hidroliza TAME, un sustrato de tripsina, y el extremo amino tiene
una secuencia similar a la de otras tripsinas. La proteinasa mas pequena (10 kDa)

hidroliza caseina pero no sustratos de quimotripsina o elastasa.

La genoteca del hepatopancreas del langostino fue tamizada (screened) con
un clon que codifica para serin proteinasas el cual fua aislado de la genoteca del
hemocito del langostino (Huan et al., 1997). Un fragmento de aproximadamente 900
pares de bases fue aislado, amplificado y clonado. Esta subclona fue secuenciaday la
secuencia de aminoacidos deducida fue homologa a otras tripsinas. La subclona
codifica para una proteina de 268 aminoacidos. La secuencia de aminoacidos
presuntiva tiene una region hidrofobica de 15 aminoacidos correspondientes al péptido
sefial, un péptido precursor de 13 residuos y un sito de corte antes de una Lys entre
los residuos 32 y 33. Esto apoya que la tripsina de langostino es sintetizada como
zimégeno como otras serin proteinasas de crustaceos (Aspan and Soderhal, 1990). Al

momento no se dispone aun de un modelo de activacion de las proteinasas digestivas

de crustaceos.

La tripsina del langostino presenta los elementos estructurales de las serin
proteasas como el sitio catalitico (His-57, Asp-102 y Ser-195), los residuos que lo
estabilizan (lle-16 y Asp-102) y los residuos que determinan los sitios primarios y
secundarios de union (Asp-189, Gly-216 y Gly-226) (Fig. 1). El numero y la posicion de
los residuos de cisteina en Pacifastacus coinciden con otras tripsinas. Estos incluyen a
los segmentos Cys 42 y 58 (His), Cys 168 y 182 (Met) y Cys 191y 220 (Ser). Sin
embargo, los residuos de cisteina localizados en la posicion 22, 157 , 127 y 232
coinciden solo en vertebrados. La unién disulfuro Cys 136-201 es tipicamente
caracteristica de serin proteainasas de vertebrados y también se encuentra presente
en la tripsina de camarén (Klein, y col., 1996), quimotripsina de abuldn (Groppe y
Morse, 1993) y en la serin proteainsa del hemocito de Pacifastacus (Huang y col.,

1997). La tripsina del hepatopancreas del langostino no presenta esta union.
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El calcio determina algunos parametos funcionales de las serin proteinasas
como la estabilidad térmica, resistencia a la degradacion y activacion. Los sitios de
union con calcio también se encuentran conservados. Sin embargo, las tripsinas de
bacterias y crustaceos tiene sitios diferentes de union con el caicio localizados en Asp-

165 y Glu-230 que difieren a las posiciones de las tripsina de vertebrados (Rypniewski

et al., 1994).

189 o * 216 o 226
Elastasa-porcina s C S C v C T
Colagenasa-cangrejo G C S v G C D
Quimotripsina-camardn s C S 1 G C A
Quimotripsina-bovina A s C S C G C A
Quimotripsina-bovina B s C S C G C G
Tripsina-Pacifastacus D C S a G C G
Tripsina-langostino D C S a G C G
Tripsina-camardn D C S C G c G
Tripsina-bovina D C S C G C G

Fig 1. Sitio especifico de reconocimiento de sustrato de serin proteasas. Los circulos
indican los residuos conservados de cisteina que forman un puente disulfuro. Los
numeros indican la posicién del sitio de reconocimiento especifico y los residuos de
aminoacidos que lo forman estan en negritas. El asterisco indica el sitio catalitico de la
serina. La flecha indica un sitio conservado de cisteinas en vertebrados, las letras en
mindsculas indican las cisteinas no conservadas. Las secuencias se tomaron de la

base de datos SWISS-PROT.

La presencia de quimotripsina en crustaceos fue claramente demostrada (Van
Wourmouht y col., 1992; Garcia-Carrefio y col., 1994; Hernandez-Cortés y col., 1997a).
En P. monodon fue encontrada actividad de quimotripsina (Tsai y col.,1986) y se

encontraron clones que codifican para esta enzima (Hernandez-Cortés y col., 1997b).
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La quimotripsina fue también buscada en el hepatopancreas del langostino. No se

encontré actividad de quimotripsina o deteccidén de clones positivos.

La investigacion sobre proteasas en camarones cultivados (P 1V)

Las areas donde la investigacion de proteasas de camarones cultivados se
enfoca incluyen: 1) estudios descriptivos y de caracterizacién), 2) efecto del alimento
sobre la actividad enzimatica 3) digestibilidad de la proteina y 4) tecnologia de

alimentos.

Existen descripciones generales y revisiones sobre los sistemas digestivos de
crustaceos cultivados (Dall, 1992; Brow, 1995) y listas de enzimas que son
sintetizadas por estos organismo (Lovett y Felder, 1990a). Sin embargo, pocas
proteasas han sido completamente caracterizadas. Por ejemplo, proteasas digestivas
- como la tripsina (Klein y col., 1996), la quimotripsina (Hernandez-Cortés y col., 1997a)
y la catepsina-L (Le Boulay y col., 1996) son conocidas de varias proteasas presentes
en el hepatopancreas de camaroén (Fig. 2). Una caracterizacion total es necesaria para
la identificacion de proteasas, propiedades enzimaticas y estudios comparativos

incluyendo los ontogénicos (Lovett and Felder 1990b).

La fuente de proteina (Maugle y col., 1982; Lee y col., 1984) y la calidad de la
proteina del alimento tienen un efecto sobre la actividad de las proteasas de ios
sistemas digestivos de camarones (Ezquerra y col., 1997a). El efecto sobre la actividad
de las proteasas parecer ser una compensacion del organismo a diferentes dietas
(Rodriguez y col., 1994). Las variaciones de la actividad de las proteasas hacen a
estas enzimas candidatas para indicadores bioquimicos del estado fisiologico. Las
proteasas de organismos acudticos son responsables de la deteriorizacion de los

productos pesqueros como el enegrecimiento o melanosis (Jiang et al., 1991), el
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reblandecimiento (Kim et al., 1992) y autdlisis (Kawamura et al., 1984); por lo tanto, la

fuente proteica que se da a los crustaceos cultivados es también importante.

El tltimo topico sobre la digestion de crustacebs cultivados es la calidad de Ia
proteina, la cual es una de las preocupaciones de los productores. Diferentes dietas
han sido evaluadas por la digestibilidad protéica (Akiyama y col., 1989). Garcia-
Carrefio y col., (1997) han desarrollado un método in vitro para la digestibilidad de

proteina en alimento para camarén. La correlacion con los experimentos in vivo son

altos (Ezquerra y col., 1997b).

Futuras lineas en la investigacion de proteasas digestivas deberan incluir
estudios de suplementacion de dietas, vida de anaquel de organismos capturados,

regulacion metabdlica y elementos estructurales.

12 3 4

Cistein

% Quimotriosina

Serin

Tripsina
Serin

Fig. 2 Electroforesis de sustrato en gel de proteasas digestivas de camaron. Extractos
del hepatopancreas fueron incubados con diferentes inhibidores para detectar la clase
de proteinasa. La identidad de las proteinasas fue detectada por el efecto del inhibidor.
El PHMB reduce cistein proteinasa (carril 1); el TLCK es un inhibidor de tripsina (carril
2); el PMSF reduce la actividad de serin proteinasas incluyendo tripsina y quimotripsina
(carril 3). El extracto de hepatopancreas del camar6n sin inhibidor se muestra en el

carril 4.
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DISCUSION GENERAL

La digestion de la proteina en crustaceos es efectuada por la hidrdlisis de los
enlaces peptidicos por peptidasas y proteinasas. Los resultados en el hepatopancreas
de la langostilla y el langostino muestran que los crustaceos tienen las principales
proteasas digestivas (Pl). Ezquerra et al. (1997a, 1997c) también encontré actividad de
tripsina, quimotripsina y aminopeptidasa usando sustratos sintéticos en el
hepatopancreas de camarén. La habilidad de las serin proteinasas de crustaceos para
degradar colageno nativo fue demostrada con los resultados de la activdad
colagenolitica de las preparaciones de los hepatopancrea de la langostilla y el
langostino. Sin embargo, Ia hidrélisis de los sustratos sintéticos por las preparaciones
enzimaticas de los crustaceos fueron bajas comparadas con las de vertebrados,
especialmente las del langostino. Debido a la amplia especificidad de las proteasas de
crustaceos y la habilidad de las serin proteinasas para degradar colageno, las enzimas
que hidrolizaron los sustratos sintéticos de quimotripsina y tripsina fueron purificadas y

caracterizadas para determinar su identidad y propiedades.

Una enzima es clasificada de acuerdo con su mecanismo de catalisis. La
quimotripsina de camaron hidroliza enlaces peptidicos en el lado carboxilo de la
fenilalanina coincidiendo con la definicion de fa quimotripsina (PlI). TamEién tiene
propiedades cataliticas al igual que otras quimotripsinas como un pH optimo alcalino y
una termoestabilidad media como la encontrada para las enzimas de langostilla que
hidrolizaron SAAPFNA (P!). La secuencia amino terminal corresponde a la secuencia
deducida de aminoacidos de la quimotripsina de camaroén (Sellos and Van
Wourmhoudt, 1992). Debido a la baja especificidad de las proteasas de crustaceos
hacia sustratos e inhibidores sintéticos, se requirié evidencia estructural para definir la
actividad enzimatica. La quimotripsina tiene que presentar el sitio de reconocimiento
Ser-189, Gly-226 y Ala-226 lo cual es sustentado por la secuencia deducida de

aminoacidos de la quimotripsina de camarén (Sellos and Van Wourmhoudt, 1992). Sin
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embargo, esta quimotripsina tiene baja especificidad a inhibidores y sustratos sintéticos
lo que relfeja que los sitios secundarios de union tienen un papel importante en el
reconocimiento del sustrato. La quimotripsina de camarén tiene un punto isoelétrico
acido y es a su vez sensible a éste como otras quimotripsinas de organismos acuaticos

como la de poliquetos (Eberhardt, 1992) y bacalao (Kristjansson et al., 1995).

La tripsina hidroliza enlaces peptidicos del lado carboxilo de aminoacidos
cargados positivamente. La enzima purificada del hepatopancreas del langostino
hidrolizo al lado carboxilo de arginina (Pill). La secuencia amino terminal correspondid
a la secuencia deducida de aminoacidos de la tripsina de langostino. Los residuos que
determinan la actividad de tripsina estan presentes en la secuencia deducida de
aminoacidos de la enzima del langostino como es la activacion del zimégeno, el sitio
catalitico y los puentes disulfuro. La especificad de la tripsina es determinada por Asp-
189 que se encuentra en el fondo del sitio especifico de reconocimiento y es requerida
para la interaccion con arginina y lisina (Rypniewski et al., 1994). La especifidad de la
tripsina de langostino es también determinada por Asp-189. sin embargo esta enzima
tambiéen tiene baja especificidad a sustratos sintéticos. El nimero de aminoacidos
reemplazados y los reemplazos conservativos indican que la tripsina de langostino

tiene mayor homologia con la tripsina de bacterias que con las de verterbrados.

No fue encontrada quimotripsina en Pacifastacus. Esta enzima tampoco se
encuentra en el langostino Astacus (Brown, 1995). Astacus tiene una metalo
proteinasa, la astacina, la cual hidroliza del lado carboxilo de residuos leucina,
fenilalanina y tirosina (Stréker et al., 1990). La astacina podria compensar la ausencia
de quimotripsina porque hidroliza al lado de aminoacidos aromaticos com lo hace esta
dltima. Una proteinasa con el peso molecular de la astacina fue encontrada en
Pacifastacus pero su identidad no ha sido determinada aun. La baja hidrélisis de

SAAPFNA por la preparacidn enzimatica del hepatopancreas de langostino (PI) podria

ser un artefacto.



17

La estructura de la tripsina del langostino, la ausencia de la quimotripsina en
éste, las propiedades cataliticas de la quimotripsina de camardn y la habilidad de las
serin proteinasas de crustaceos para hidrolizar coldgeno sugieren que éstas enzimas
podrian ser un punto de divergencia anterior a las ramas que dieron origen a la tripsina

y quimotripsina de vertebrados.

Los resultados de esta investigacion contribuyen a clarificar la composicion de
enzimas de crustaceos cultivados (PIV). Las propiedades cataliticas encontradas en
camardn, langostilla y langostino servirdn como referencia a los estudios bioquimicos
de nuevas proteasas en otros crustaceos. Las caracteristicas cataliticas de la
quimotripsina de camardn como el amplio espectro de hidrdlisis de enlaces peptidicos,
las sensibilidad al acido y sus propiedades termoestable medias la hacen candidata
para aplicaciones en la tecnologia de alimentos. Los aspectos practicos de la
caracterizacion de proteasas de crustaceos pueden explicar como digieren éstos la
proteina. La tripsina y quimotripsina no son las Unicas proteinasas en los peneidos y
los crustaceos de agua dulce parecen tener otras con mayor especificidad; por lo tanto,
la digestibilidad de proteina tiene que considerar otras proteinasas. La activacion de
zimoégenos y la presencia de inhibidores tiene que ser investigada para entender como
la digestién es regulada en estos organismos. Finalmente, si la vida de énaquel de los
productos pesqueros esta siendo determinada por proteasas endogenas, la

investigacion sobre la regulacién de éstas ayudara a incrementar la calidad de estos

productos.



CONCLUSION

La digestion de proteinas por los crustaceos es llevada a cabo por proteinasas y
peptidasas. Las serin proteinasas de crustaceos hidrolizan colageno. La especificidad
de las proteasas de crustaceos hacia sustratos sintéticos es baja. Entre las serin
proteinasas, la quimotripsina estuvo presente en decapodos marinos como el camaron
Penaeus vannamei. Esta quimotripsina tiene un pH 6ptimo alcalino y un punto
isoeléctrico acido. Otras caracteristicas cinéticas de la quimotripsina del camaron
incluyen sus propiedades termoestables medias y su sensibilidad a pH acido. La
identidad de la quimotripsina fue demostrada tanto por su mecanismo catalitico como
por evidencia estructurai de la enzima pura.

La tripsina es otra serin proteinasa que los crustaceos tienen. La estructura
primaria de la tripsina de Pacifastacus apoya estudios previos de proteinasas de
crustaceos que son sintetizadas como zimégenos. Las tripsinas de crustaceos
comparten la mayor parte de las caracteristicas moleculares con las proteinasas de
otras especies. Estas caracteristican incluyen la regién catalitica, el sitio de
reconocimiento del sustrato y seis residuos de cisteina conservados. La identidad de
la tripsina fue demostrada por la secuencia y posicion de los aminoacidos que
determinan la especificidad de tripsina. Los sitios de union con calcio y el nimero de
residuos de cisteina no conservados, muestran que las tripsinas de crustaceos son
mas similares a las tripsina de bacterias que a las de vertebrados. La quimotripsina no
fue encontrada en Pacifastacus.

La diversidad de las proteasas de crustaceos muestran que la evolucion de las
proteasas tiene mas de un punto de divergencia. Esto es apoyado por la presencia de
peptidasas y proteinasas como en vertebrados, la capacidad de hidrolizar colageno por
las serin proteinasas de crustaceos, las propiedades cataliticas de la quimotripsina de
camarén, la estructura de la tripsina de langostino y la auscencia de quimotripsina en

esta especie.

La presente caracterizacion de las proteasas de crustaceos y la futura
investigacién ayudara a los sistemas de cultivo a través de mejores dietas,
suplementacién de las mismas y control de calidad de productos pesqueros vivos y
almacenados. Las caracteristicas de las proteasas de crustaceos las hacen tambiéen
interesantes en los procesos de tecnologia de alimentos.
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PERSPECTIVAS

Varias areas en la investigacion de proteasa de crustaceos pueden ser
investigadas. El primer objetivos deberia ser un trabajo extra en la biogquimica
relacionada a la caracterizacion de proteasas. En particular la tripsina y quimotripsina
debe ser examinada por actividad colagenolitica para determinar la participacion de las
serin proteinasas en la degradacioén del colageno. La identidad de las proteasa no
purificadas en crustaceos tiene que ser también determinada. Las propiedades
cataliticas son una condicién para el entendimiento de la digestion de proteina. La
regulacién de proteasa es un tarea que debera incluir la activacion de zimégenos,
inhibidores, estimuladores y expresién génica. En esta direccion, la sustitucion de
aminoacidos por mutacion dirigida complementara los estudios de funcion. La
caracterizacion de las proteasas de crustaceos debera estar ligada a aplicaciones
biotecnolégicas. La investigacion de la estructura como la cristalografia de la
quimotripsina y tripsina incrementara el conocimiento de sus propiedades funcionales.
El énfasis en las secuencias de nuevas proteasas de crustaceos contribuira a
establecer relaciones filogenéticas. En este punto, la astacina tiene que ser buscada
en varios crustaceos para determinar cuando aparecié esta enzima. Finalmente,

deberan inlcuirse estudios sobre la ontogenia de proteasas de crustaceos y estudios

comparativos.
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