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Resumen

El presente estudio se dividié en tres partes: la primera comprende la caracterizacion de enzimas digestivas de
adultos de la pigua Macrobrachium carcinus. La segunda parte consistié en la evaluacién in vitro de la
digestibilidad alcalina de extractos multienzimaticos de M. carcinus. En la tercera parte se determind la
secuencia del gen de tripsina a partir de la amplificacion del ADNc de adultos de M. carcinus. Como
resultados se obtuvo que la actividad proteolitica de M. carcinus se da a un pH 6ptimo de 8 y a una
temperatura Optima de 45°C, la actividad es inhibida por PMSF y por SBT1, lo que indica que la actividad
proteolitica en los extractos de M. carcinus se da principalmente debido a la presencia de serin proteasas. Los
ingredientes alimenticios utilizados, especialmente los de origen animal marino, mostraron alto (P>0.05)
grado de hidrdlisis. Se obtuvo una secuencia nucleotidica de 816 pb la cual codifica para una proteina de 272
aminoacidos con una masa molecular de 25 kDa. El alineamiento multiple mostré un rango de de identidad de
entre 18% y 24% con relacion a las secuencias del gen de tripsina de otras especies de invertebrados. La
combinacion de estudios de caracterizacion enzimética con las pruebas de digestibilidad in vitro puede
contribuir al disefio de dietas adecuadas para la reproduccion y cultivo intensivo de M. carcinus, ademas de
que el estudio de los genes involucrados en la digestion facilitan el entendimiento de la fisiologia de la

especie.
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Introduccion

En acuicultura el costo del alimento balanceado puede representar mas del 50% del gasto
de produccién (Molina & Pifia, 1999), por ello es importante encontrar estrategias de
alimentacion que permitan disminuir los costos de operacién de una granja, como la
formulacién de dietas especificas que satisfagan los requerimientos nutricionales en las
diferentes etapas del ciclo de vida de las especies a fin de producir volimenes altos de
biomasa a minimo costo y en menor tiempo. En este aspecto, México cuenta con una gran
cantidad de especies de alta importancia comercial como el robalo, la tilapia y camardn
blanco, solo por mencionar algunas, siendo este el crustaceo nativo de mayor produccion
para acuicultura, superando las de otros organismos acuéticos cultivados (Diario Oficial de
la Federacién, 2004).

En el sureste de México la especie de crustaceo con interés acuicola y que esta bajo estudio
desde hace algunos afios es el langostino nativo conocido como pigua, Macrobrachium
carcinus, siendo una especie de gran potencial acuicola debido a la alta fecundidad y
fertilidad en cautiverio, resistencia al manejo y condiciones de estrés, tiene un periodo
larval relativamente corto, es omnivoro, la carne es de buena calidad y de gran aceptacién
local. Se considera que la especie es de importancia econdémica para el golfo de México y
por ello ha surgido el interés por el conocer su fisiologia digestiva y de esta manera
encontrar las herramientas necesarias para su aprovechamiento (Manriquez-Santos, 2009).
Desde el punto de vista de la fisiologia digestiva, las proteasas digestivas son proteinas que
hidrolizan otras proteinas provenientes del alimento, por lo que desde hace muchos afios
han sido ampliamente estudiadas (Alarcon et al. 1997). Su conocimiento a través de la
determinacion de los pardmetros operacionales, como el pH, la temperatura y el efecto de
inhibidores especificos permiten comprender su modo de accion sobre los diferentes
sustratos (Stryer, 2003).
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En general, las enzimas requieren un pH y temperatura caracteristico (6ptimos), donde la
actividad es méxima y sus centros activos presentan una adecuada conformacién ionica
para llevar a cabo la catélisis con eficiencia. Desde el punto de vista bioquimico, las
enzimas en soluciones muy acidas o alcalinas, o temperaturas fuera de intervalos adecuados
se ven fuertemente afectadas, aunque pueden presentar altas resistencias por tiempos
relativamente prolongados (Lehninger et al., 2008). Sin embargo, desde el punto de vista
fisiologico, especiealmente en organismos acuaticos, las enzimas digestivas funcionan
fuera de los intervalos dptimos de pH y temperatura, lo que puede afectar la conformacion
secundaria, terciaria y/o cuaternaria sufriendo desnaturalizacion reversible o irreversible

disminuyendo su actividad (Asgeirsson et al., 1995).

Por otra parte, otro aspecto que puede afectar la accion de las enzimas digestivas son los
ingredientes con lo que los alimentos estan elaborados, p. ej. harinas de leguminosas, que
pueden contener inhibidores tripsicos, lo que disminuye la digestibilidad y por
consecuencia el aprovechamiento del alimento (Salvensen & Nagase, 1989).De esta
manera, el conocer el efecto de los inhibidores sobre la actividad de las enzimas digestivas,
especificamente proteasas, es una herramienta fundamental para la adecuada formulacién

de alimentos y su efecto de crecimiento y produccién en condiciones de cautiverio.

Por su parte, la tripsina es una endopeptidasa digestiva que tiene un peso molecular de
alrededor de 24-25 kDa (Walsh 1970, Cohen & Gertler 1981), esta presente en el tracto
digestivo de muchos animales y juega un papel importante en la activacién de
endopeptidasas digestivas. La tripsina formada a partir de tripsinégeno (zimdgeno o
proenzima inactiva de la tripsina) activa a otras moléculas de tripsin6geno y a otros

zimadgenos como el quimotripsindgeno y la proelastasa (Walsh, 1970).

En los crustaceos, el hepatopancreas es un organo que cumple a su vez las funciones del
higado y el pancreas y es productor de una gran cantidad de proteasas digestivas (Tsai et al.
1991). De esta manera, la tripsina de crustaceos fue aislada y caracterizada por primera vez

de la glandula digestiva del camarén Penaeus setiferus (Gates & Travis 1969). En la
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glandula digestiva de Penaeus japonicus, la tripsina constituye el 60% de las proteinas
totales solubles (Galgani et al. 1985). En el hepatopéancreas del langostino M. carcinus la
actividad enzimatica se lleva a cabo en su mayoria por serin proteasas donde se incluyen a

la tripsina y quimotripsina.

Materiales y métodos
Seleccién de adultos y obtencion de extracto enzimatico

Para el material biologico se utilizaron 20 hembras y 20 machos adultos (14.19 g + 2.44) de
M. carcinus, fueron capturados en el rio Usumacinta en el municipio de Tenosique,
Tabasco, posteriormente fueron transportados al Laboratorio de Acuicultura Tropical de la
DACBIOL-UJAT. Los reproductores se colocaron en cuatro tanques de plastico redondos
de 2000 L cada uno y se mantuvieron en ayuno por 24 horas, para que se vacie el tracto
gastro-intestinal. Posteriormente, los organismos fueron pesados, medidos y sacrificados,
por medio de la diseccién cefalica para obtener la seccion de hepatopancreas. Los
hepatopancreas fueron pesados, almacenados en tubos Eppendorf agregandoles
inmediatamente una determinada cantidad RNAlater (Qiagen, Turnberry Lane, Valencia,

CA) y se mantuvieron en un ultracongelador a -80°C hasta su analisis.
Determinacion de la proteina soluble

Para la determinacién de la concentracién de proteina soluble de cada muestra, se utilizo la
técnica de analisis Bradford (Bradford, 1976). Todas las medidas se realizaron por
triplicado. La recta patron se llevo a cabo con una solucién estandar de albdimina bovina (1
mg ml™). La actividad del extracto problema se determiné calculando la actividad en
unidades por ml: Unidad/ml = [Aabs*Volumen final reaccion (ml)][CEM*tiempo
(min)*Volumen extracto (ml)], siendo: Aabs: el incremento de absorbancia a una
determinada longitud de onda. CEM: el coeficiente de extincion molar del producto
obtenido calculado de la recta de regresién (ml mg™ cm™). Ademas de determinar la

actividad en unidades/mg proteina soluble = [Unidades mI™][mg proteina soluble mI™]* y

Mariquez-Santos, T. et al. 2011. Caracterizacion de enzimas digestivas, digestibilidad in vitro y sintesis de ADNCc del gen de tripsina en adultos de la pigua
Macrobrachium carcinus. En: Cruz-Sudrez, L.E., Ricque-Marie, D., Tapia-Salazar, M., Nieto-Lépez, M.G., Villarreal-Cavazos, D. A., Gamboa-Delgado,
J., Hernandez-Hernandez, L. (Eds), Avances en Nutricion Acuicola XI - Memorias del Décimo Primer Simposio Internacional de Nutricién Acuicola, 23-25
de Noviembre, San Nicolés de los Garza, N. L., México. ISBN 978-607-433-775-4.

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Monterrey, México, pp. 143-171.



147

finalmente, la determinacion en unidades de actividad enzimatica por individuo
Unidades/individuo = [Unidades mI™*][No. Adultos mI™*] ™
Caracterizacion de actividades especificas

Actividad de proteasas

La actividad de proteasas alcalinas se realizo por el método de Kunitz (1947) modificado
por Walter (1984) usando como sustrato caseina al 0.5 % en tampdn 50 mM Tris-HCI, 10
mM CaCl2 a pH 9, midiendo la cantidad de tirosina liberada (ABS 280 nm) mediante un
espectrofotometro UV/visible (Jenway, 6405, Oregon, USA). La unidad de actividad se
definié como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 ug de tirosina por
minuto. Para determinar el coeficiente de extincion molar de la tirosina, se realizé un recta
patron con diferentes concentraciones de tirosina. EI nimero de unidades de actividad
enzimatica utilizadas en cada ensayo se calculd a partir de los resultados de actividad
proteolitica utilizando 1000 U mg de proteina™ para el hepatopancreas. Todos los ensayos

se realizaron por triplicado.

Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad de proteasas alcalinas

La determinacion del pH éptimo de proteasas alcalina se determiné utilizando caseina (1
%) como sustrato tamponada en solucién universal (Stauffer, 1989) evaluando el pH 2 a 12.
Todos estos ensayos se realizaron por triplicado. El efecto del pH sobre la estabilidad de la
actividad proteasa alcalina se determiné preincubando el extracto a diferentes valores de pH
(2 a 12) durante 30, 60 y 90 min a 25 °C usando como sustrato caseina. Los resultados se

muestran en base a la actividad residual con respecto a un control sin preincubar.

Efecto de la temperatura sobre la Actividad y estabilidad de proteasas alcalinas

Para determinar la influencia de la temperatura sobre la actividad de la proteasa alcalina se
incubaron los extractos enzimaticos de los langostinos adultos en caseina (1 %),

estabilizandolos durante 10 min a temperaturas crecientes (25, 35, 45, 55 y 65 °C). La
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reaccion se inicio por la adicion del extracto. Todos estos ensayos se realizaron por
triplicado.

La influencia de la temperatura sobre la estabilidad de la actividad enzimatica se determino
preincubando el extracto a temperatura creciente (25, 30, 40, 50 y 60 °C) durante 0, 30, 60
y 90 min. Después de la preincubacion se determiné la actividad a intervalos de tiempo
regulares, tomando muestras que fueron enfriadas en un bafio de hielo a 4 °C durante 5 min.

A continuacion, se determind la actividad residual frente a un control sin preincubar.

Estudios de inhibicién enzimatica

El efecto de los inhibidores sobre proteasas alcalinas se realizé de acuerdo con el método
descrito por Dunn (1989), utilizando Fenil-metil-sufonil fluoruro (PMSF), Inhibidor
tripsico de la soya (SBT1), Tosil fenilalaninclorometil cetona (TPCK), Tosil-lisin-cetona
(TLCK), fenantrolina y ovoalbimina, asi como el inactivador quelante
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). La actividad se expresé6 como el porcentaje de
inhibicidn respecto a un control de actividad sin inhibir. Todos los ensayos se realizaron

por triplicado.

Estudios de inhibicion por técnicas electroforéticas para proteasas alcalinas

El estudio de proteasas alcalinas se realiz6 por medio de un zimograma corriendo una
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) en un sistema discontinuo de acuerdo con la
metodologia descrita por Laemmli (1970) y adaptada por Garcia-Carrefio et al. (1993). La
electroforesis se llevd a cabo en la cubeta Mini PROTEAN® Il (Bio-Rad, Hércules, CA)
con 2 placas de geles verticales de 8x10x0.075 cm con capacidad para 10 muestras por
electroforesis. Cada placa estuvo compuesta por dos tipos de gel; un gel almacenador con 4
% de poliacrilamida (PAA) y un gel separador con poliacrilamida al 10 %, siendo las
condiciones de corrimiento a 100 v por gel durante 1 h. Para el célculo del peso molecular
se utiliz6 un marcador de bajo intervalo (LRMWM, Sigma, St. Louis, MO), ademas del
programa Quality One V. 4.6.5 (Hércules, CA, USA).
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Seleccion de ingredientes para la técnica de digestibilidad in vitro

Los ingredientes utilizados para la prueba de digestibilidad contienen las siguientes
proporciones de proteina cruda: harina de pescado (Proteinas e Insumos Marinos) 72 %;
gluten de trigo (Glatenes y Almidones de México), 68 %; pasta de soya (Pedregal®), 42 %;
harina de cerdo (National Renderers Association), 62 %; harina de sangre de res
(Pedregal®), 80 %: hidrolizado de pescado (Francia) 72 %; caseina bovina (ICN), 90 %:
harina de hueso y visceras de pollo (Pedregal®), 47 %; harina de jaiba (Pedregal®), 30 %;

levadura casera (Tradi-Pan®), 30 %.
Determinacion del grado de hidrolisis.

El grado de hidrélisis (GH) se determind utilizando un pH-STAT (Metrohom, Titrino 718,
Suiza), para ello se prepar6 una solucién acuosa de materia prima empleando una
modificacion de la metodologia propuesta por Saunders et al. (1972). Se ajust6 el pH a 8
con NaOH 0.1 N y se mantuvo a 37 °C durante 15 min, después se adiciond la preparacion
enzimatica a pH 8. La mezcla de reaccion se mantuvo a 37 °C en agitacion continua (500
rpm) durante 45 min. El grado de hidrolisis se calculd a partir del volumen de NaOH 0.05
N necesario para mantener el pH a 8.0. Se valor0 el nivel de autohidrolisis de los diferentes
ingredientes en ausencia de las proteasas digestivas. En todos los casos se determiné el GH
en ausencia del extracto enzimatico, que fue sustituido por un volumen equivalente de agua
destilada. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. El grado de hidrélisis, se expresa
como el porcentaje del nimero de enlaces peptidicos hidrolizados (h) con respecto al total
de la proteina (hyt), se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Célculo del grado de hidrolisis de una reaccion enzimatica (Alvarez-Gonzélez,
2003)

GH (%) = h_x 100

htot
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Donde:
h: Numero de enlaces peptidicos hidrolizados.
hiwt: NUmero de enlaces peptidicos totales del sustrato proteico

H=VbxNbx 1 x 1_

Donde: a MP
h: nimero de enlaces peptidicos hidrolizados

Vp: Consumo de base en ml

Np: Normalidad de la base

a: Constante de disociacion de los grupos a-NH;

MP: Masa de proteina en la mezcla de reaccion

Durante la determinacion del grado de hidrélisis de las materias primas, al adicionar el
extracto intestinal al pH Stat se tomaron muestras a 100, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 y
2700 segundos, las cuales fueron analizadas para cuantificacion de aminoacidos totales y
mediante electroforesis SDS-PAGE.

Anélisis de aminoécidos totales liberados durante la hidrolisis enzimatica

El analisis de aminoacidos libres totales fue determinado de acuerdo con la técnica
propuesta por Church et al. (1983), Posteriormente, se midié la absorbancia a 340 nm, y se
compar6 con un estandar elaborado con L-leucina. Los resultados se expresan como pg de
equivalentes de L-leucina liberados por cada mg de proteina. Los ensayos se realizaron por

triplicado.

Analisis de las muestras resultantes de la hidrélisis enzimatica mediante técnicas

electroforéticas

La electroforesis (SDS-PAGE) se desarrollo de acuerdo con la metodologia propuesta por

Laemmli (1970). La electroforesis se desarrollo a voltaje constante de 100 volts por gel a 5
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°C durante 45 min.

Andlisis del producto amplificado

La electroforesis de DNA se realiz6 en geles de agarosa al 0.8%, utilizando un buffer TBE
1X. En cada carril se carg6 la cantidad adecuada de DNA disuelto en tampon de carga
(Sambrook et al., 1989). Las electroforesis se llevaron a cabo a un voltaje constante de
100V, el gel se tifid en una solucion de Bromuro de Etidio. La visualizacion del ADN se
realiz6 mediante un transiluminador de luz ultravioleta. Los productos obtenidos de la RT-
PCR-3" y 5> RACE se mandaron a secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Analisis de similitud de la secuencia del gen de tripsina de M. carcinus

A partir de secuencias del gen de tripsina de crustaceos y otros artropodos obtenidos
previamente en la base de datos del GeneBank se realizd el alineamiento de estas
secuencias con la secuencia del gen de tripsina obtenida para M. carcinus. De esta manera,
se calcul6 el porcentaje de similitud y se analiz6 el dendograma, todo esto utilizando los
programas informaticos Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml) y

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Las especies seleccionadas para

este andlisis fueron: Litopeneaus vannamei (GeneBank accsesion no. X86369.1), L.
salmonis (GeneBank accsesion no. AJ783372.1 )Procambarus clarkii (GeneBank accsesion
no. AY596942.1), Portunus trituberculatus (GeneBank accsesion no. EF530725.1,
EF530724.1 y EF530723.1), Exopalaemon carinicauda (GeneBank accsesion no.
EF530722.1, EF530721.1 y EF530720.1), Metapenaeus ensis (GeneBank accsesion no.
EF530719.1, EF530718.1 y EF530717.1), Fenneropenaeus chinensis (GeneBank
accsesion no. EF530716.1, EF530714.1, EF530713.1, EF530712.1 y EF530711.1),
Drosophila melanogaster (GeneBank accsesion no. L11451.1), Apis mellifera (GeneBank
accsesion no. XM_001123295.2), Anopheles gambiae (GeneBank accsesion no.
HMO070255.1).
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Anadlisis estadistico

A todos los analisis se les hizo una prueba de normalidad y homocedasticidad; en los casos
donde estos postulados se cumplieron, se aplico andlisis de varianza de una via y prueba a
posteriori de Tukey. En los casos donde no se cumplio el postulado, se aplicaron pruebas de
Kruskal-Wallis y pruebas a posteriori de Tukey no paramétricas. Para todos los estadisticos
se utilizo el programa estadistico STATISTICA v 7.0. Todos los andlisis estadisticos se

realizaron con un valor de significancia de 0.05.

Resultados

Caracterizacion de actividades especificas

No se detectaron diferencias estadisticas para la concentracion de proteina soluble (U mL-
1) y las actividad de proteasas alcalinas entre hembras y machos (P>0.05) expresadas en

mU mg proteina-1, mU g de hepatopancreas (HP) -1 y mU individuo-1 (Tabla 1).

pH optimo y estabilidad de pH de proteasas alcalinas

El valor més alto estadisticamente (p<0.01) de actividad especifica (U mg de proteina-1 +
SD) para proteasa alcalinas fue a pH de 8 (13.8 + 0.16), siendo estadisticamente diferente
con relacion al resto de los valores evaluados (Fig. 1A). Las proteasas alcalinas mostraron
alta actividad a pH’s de 3, 4, 5, 6, 7, 9 y 10 donde su actividad residual se mantiene por
encima del 100% (Fig. 1B), es importante mencionar que el maximo valor de actividad
residual se obtuvo a pH 5, estabilizandose después de 30 min de pre-incubacion, mientras
que la actividad de las proteasas alcalinas a pH’s de 6 y 3 muestran disminucién a partir de

los 30 y 60 min de preincubacion respectivamente.
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Tabla 1. Actividad de proteasa digestivas (Promedio + desvest) de adultos de

Macrobrachium carcinus

Enzima SEXO muU/mg proteina mU/g de HP muU/individuo
_ Q 3.62 +0.59 0.059 + 0.001 0.018 + 0.0003
Proteasa alcalina
3 430+0.21 0.079 + 0.004 0.023 +0.001
Q 1.03*10™ + 1.38*10° 1.69*107 +2.26*10°  5.06*10° + 6.87*10°
Aminopeptidasa 1.63*10° + 4.901*10°
! 2.67*107+8.04*10°  8.13*10°® + 2.45*10°
1.33*10° £ 6.86*10" 2.17*107 +1.13*10°  6.63*10° + 3.43*10°
Tripsina 1.23*10° £1.18*10°
3 6 2.24*107 +2.17*10°  6.13*10® + 5.92*10°°
Quimotricsi Q 4.78*107°+ 1.47*10* 7.85*10° +2.41*10°  2.39*10° + 7.35*10”
urmotripsina
3 7.82%10°+ 3.58*10* 1.28*10* +5.87*10°  3.91*10° + 1.79*10°®
- Q 0.97 +0.13 0.016 + 2.109*10 0.005 + 6.427*10
Carboxipeptidasa A . .
3 0.42 +0.05 0.007 + 7.972*10° 0.002 + 2.429*10

Superindices diferentes entre las columnas muestran diferencias significativas (oc=0.05)

Temperatura Optima y estabilidad térmica de proteasas alcalinas

La actividad de proteasas alcalinas mas alta estadisticamente (P<0.05) se detect6 a los 45°C
alcanzando un valor de 14.67 + 0.16 U mg proteina-1 (Fig. 2A). La méxima actividad se
detecto a los 65 °C después de 90 min de preincubacidn; sin embargo a tiempos menores se
muestran fluctuaciones en la actividad. A temperaturas mas bajas la actividad residual se

mantuvo estable a los diferentes tiempos de preincubacion (Fig. 2B).
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Figura 1. A, Efecto del pH sobre la actividad de proteasas alcalinas. B, efecto del pH sobre
la estabilidad de proteasas alcalinas de extractos multienzimatico del hepatopancreas de

adultos de la pigua Macrobrachium carcinus.
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Figura 2. A, Efecto de la temperatura sobre la actividad de proteasas alcalinas. B, efecto de
la temperatura sobre la estabilidad de proteasas alcalinas de extractos multienzimaticos del

hepatopancreas de adultos de la pigua Macrobrachium carcinus.
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Efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas alcalinas

La inhibicion de proteasas alcalinas entre sexos fue estadisticamente diferente (P<0.05) con
el uso de todos los inhibidores. La inhibicion con TLCK fue estadisticamente mayor
(P<0.05) para machos con un 75 % comparada con el de hembras con un 63 %. La
actividad de serin proteasas se inhibié en un 91% para hembras siendo estadisticamente
mayor (P<0.05) que para machos con 87 % utilizando PMSF. Con SBT1 la mayor
inhibicién (P<0.05) fue detectada en machos (89 %) comparados con el 85 % para
hembras. La actividad de quimotripsina fue mayormente inhibida (P<0.05) en machos con
61% comparado con la inhibicién en hembras con un 56% al utilizar TPCK. La actividad
de metal proteasas se inactivd (P<0.05) en un 95% para machos y fue menor para las
hembras con un 85% al utilizar EDTA, mientras que con la fenantrolina la mayor
inhibicién (P<0.05) fue de 83% para los machos y 75 % para hembras. Por ultimo, la
actividad de proteasas alcalina fue inhibida (P<0.05) en un 75 % para machos y en un 62 %
para hembras utilizando ovoalbdmina (Fig. 3A). El estudio de inhibicion de proteasas
alcalinas mediante técnicas electroforéticas (Fig. 3B) mostro, en el testigo (pozo 1), que
existen 8 bandas de actividad. Al utilizar PMSF (pozo 4) la actividad de las ocho bandas se
inhibié por completo; los inhibidores SBT1 (Pozo 3), TPCK (Pozo 5), fenantrolina (Pozo
6), EDTA (Pozo 7) y TLCK (Pozo 8) inhibieron la actividad de la banda d (81.0 kDa); la
ovoalbumina (Pozo 8), SBT1, TPCK y fenantrolina inhibieron la actividad de la banda e
(28.5 kDa); asimismo, SBT1, fenantrolina, EDTA y TLCK eliminaron la banda f (45.8

kDa). Para el resto de las bandas los inhibidores no tuvieron efecto.
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Figura 3. A, efecto de los inhibidores sobre la actividad de proteasa alcalina, in vitro. B,
zimograma del efecto de inhibidores sobre la actividad de proteasas alcalinas en extractos

multienzimaticos del hepatopancreas de adultos de la pigua Macrobrachium carcinus.

Digestibilidad in vitro
Determinacion del grado de hidrdlisis

El grado de hidrolisis para cada uno de los ingredientes de origen proteinico utilizados,
muestra que la levadura fue el ingrediente que presento mayor grado hidrolisis (P<0.05). La
mayoria de los ingredientes presentan un grado de hidrdlisis inicial alto y a partir de los
1000 segundos comienzan a estabilizarse, a excepcién de la harina de jaiba que se mantiene

constante a partir de los 500 segundos (Fig. 4).
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Figura 4. Grado de hidrolisis (GH) de diferentes ingredientes de origen proteico utilizando

extracto multienzimatico de adultos de M. carcinus.

Determinacion del grado de hidrolisis total

El extracto multienzimatico de los adultos de M. carcinus mostr6 diferencias (P>0.05),
importantes en la capacidad de hidrolizar las proteinas presentes en los diferentes
ingredientes utilizados (Tabla 2). Para la determinacién del grado de hidrélisis total se tomd
como control a la caseina y se toma como referencia con el 100 % de digestibilidad. Se
observd que la harina de cerdo, harina de hueso y visceras de pollo, harina de res, gluten de
trigo, harina de jaiba y levadura obtuvieron mas del 100 % de digestibilidad, siendo este

ultimo el ingrediente mayormente hidrolizado con el 189 % de digestibilidad.
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Tabla 2. Comparacion del grado de hidrolisis (GH %) y porcentaje de digestibilidad in vitro
de diversos ingredientes de origen proteinico, utilizando los extractos multienzimaticos de

los adultos de M. carcinus (Promedio £ desvest., n=3)

Ingrediente GH (%) Digestibilidad (%)
Caseina 31.5+3.4% 100.0 £ 10.7
Hidrolizado de pescado 28.1+9.9° 89.3+31.4
Harina de pescado 27.8+1.7° 88.3+5.4
Harina de cerdo 46.8 + 4.4° 148.6 + 13.9
Harina de hueso y visceras de

Pollo 34.3+0.4% 108.8 +1.2
Harina de sangre de res 49.7 +8.2° 1579+ 26.1
Gluten de trigo 34.1+2.4% 1085+ 7.5
Pasta de soya 30.9+0.1° 98.1+0.4
Harina de jaiba 379+19° 120.4 +6.0
Levadura de panaderia 59.5+1.7° 189.0+£55

Superindices diferentes entre las columnas muestran diferencias significativas (a=0.05)

Analisis mediante técnicas electroforéticas

El anélisis electroforético mostrd que los ingredientes de origen proteinico son degradados
de forma muy variable, las proteinas son hidrolizadas muy lentamente por las enzimas
presentes en el hepatopancreas de M. carcinus a péptidos de mediano peso molecular,
aunque en general las bandas de proteina solamente bajan de intensidad a lo largo del
tiempo de la hidrdlisis, lo cual se constat6 al observar bandas de diferente tamafio a lo largo
de la digestion, pero que nunca desaparecen. Para el caso de la levadura para panaderia se
observa que la degradacion proteinica es ligeramente mas rapida al principio de la hidrdlisis
y a partir de los 1500 segundos comienza a darse de forma gradual. La degradacion proteica

del hidrolizado de pescado se da de manera gradual a lo largo del tiempo de hidrolisis.
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Amplificacion de cDNA

Mediante la técnica RACE se obtuvo una secuencia de ADNc de 816 pb (Fig. 5A) a partir
del hepatopancreas de M. carcinus que codifica para el gen de tripsina, con un peso
molecular de 110 kDa. EI marco de lectura abierto esta compuesto de 404 nucleotidos (372-
776) que corresponden a 135 aminoacidos. La secuencia aminoacidica esta compuesta de
272 aminoédcidos (Fig. 5B) con una masa molecular de 28 kDa. Presenta 4 regiones de
mayor hidrofobicidad, en una de ellas, de 5 aminoacidos, se encuentra el péptido sefial. El
sitio de activacion del percursor o zimdgeno se encuentra en el residuo 65. La secuencia
aminoacidica posee la triada catalitica His, Asp y Ser en los residuos 196, 233 y 250
respectivamente. La secuencia no posee uniones disulfuro caracteristicos de las serin

proteasas de los invertebrados.
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Figura 5. A) Electroforesis del fragmento amplificado, utilizando los oligos disefiados para
tripsina de M. carcinus. B) Secuencia nucleotidica del ADNCc de tripsina de M. carcinus y

la secuencia aminoacidica obtenida

M) marcador molecular HyperLadder 1® Biolane, 1) muestra de ADNc de tripsina de M. carcinus, 2) muestra
de ADNC de tripsina de L. vannamei, 3) control negativo. En la electroforesis se revel6 una banda de 110 kDa

de la muestra de ADNc del gen de tripsina de M. carcinus. (circulo rojo).
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Porcentajes de similitud

El alineamiento multiple realizado entre la secuencia de ADNc de tripsina de M. carcinus y
las secuencias obtenidas en la base de datos para crustaceos y artropodos mostrd un rango
de identidad de entre 18% y 24% (Tabla 3), el porcentaje de similitud mas alto lo tuvo con

E. carinicauda y M. ensis.

Tabla 3. Porcentaje de similitud entre el gen de tripsina de M. carcinus y el gen de tripsina de otras

especies de invertebrados obtenidos de la base de datos de GeneBank

Especis Pogcentzje
F.tritubenculons GeneBank accsssionno EF530T251 23
E_carinicawda PO 4 GeneBank sccsesionna EFS307221 23
E_carinirawda PCI | Gen=Bank accsssionna EFS30T211 an
E. carinicauds PO0) GeneBank accsesionno. EFS30T 0] 4
M snsiz ME] ] GensBank sccsssionne EF5307T191 21
M ensiz MEGS GensBank sccsssionne EF5307141 1
M gnsis MER] GreneBank sccsesionno EFS30T171 24
F.chinensis F513 GeneBank zccsesion no EFS30716.1 14
F_chingnsis F525 CremeBank zocsesion no EF5307141 24
F.chinensis F5I5 CGeneBank zccsesion no EFS307131 3
F.chinensis F514 GensBank accsesion no EF5307T121 23
F.chinensis FSIT GensBank accsesion na EF5307111 23
P clarkii GeneBank accsesionna. ASSOG042 1 n
L saimonis GensBank sccsssionno. AJTRIITEL 22
L vamngmer GensBank zccsssionno. X36369.1 21
I melgnagaer L11451.1 22
A melifferaXA_0011232952 18
A gambioepIMOTI2ES 1 21
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Discusion

pH 6ptimo y estabilidad de proteasas alcalinas

Las enzimas digestivas han sido estudiadas desde hace varios afios por su importancia
como auxiliares en la transformacion de alimentos en crustaceos decapodos (Garcia-
Carrefio & Haard, 1993; Garcia-Carrefio et al., 1997; Hernandez-Cortés et al., 1997; Lemos
et al., 1999; Albuquerque et al., 2002). Generalmente las proteasas de crustaceos muestran
su maxima actividad en rangos de pH de 5.5 a 9 (Garcia-Carrefio, 1992; Garcia-Carrefio et
al., 1994; Ceccaldi, 1997); sin embargo, Hernandez-Cortés (1997) demostré que la
quimotripsina de P. vannamei puede ser activada en un rango de pH de 5 a 11. Las
proteasas digestivas de lepiddpteros y coledpteros muestran su maxima actividad en rango
de pH de 10 a 11 y de 6 a 7 respectivamente (Purcell et al., 1992; Ortego et al., 1996). La
langosta americana (Homarus americanus) y la langosta espinosa japonesa (Panulirus
japonicus) tienen un rango de pH Optimo de 7 a 8 (Brokerfort et al., 1970; Galgani &
Nagayama 1987), mientras que la méaxima actividad alcalina de los extractos
multienzimatico de M. carcinus se obtuvo en rango de pH de 7.5 a 10.0, lo que indica que
las proteasas de este organismo acttan de manera éptima en pH neutro y alcalino similar a
lo reportado para otras especies de crustaceos. Aunque se debe mencionar la presencia de
una alta actividad en un pH de 3, lo cual concuerda con lo reportado en el bogavante
Homarus gammarus y la langosta espinosa Panulirus interruptus (Glass & Stark, 1994,
Celis-Guerrero et al., 2004), indicando que existe una proteasa acida en estas especies,
aungue no se sabe a ciencia cierta el papel fundamental de esta proteasa acida en el
hepatopancreas.

Por otra parte, la estabilidad a los cambios de pH de las proteasas alcalinas mostré alta
resistencia a la mayoria de pH’s evaluados y manteniendo su actividad relativa por encima
del 100 %. A pesar de que la mayor estabilidad de las proteasas alcalinas se obtuvo a pH 5,
se observa que a pH 6 y 3 la estabilidad de las proteasas es alta y por lo tanto el pH de 3
indica, por un lado, que estas proteasas son altamente resistentes a condiciones de pH

acido, como se observo en el caso de la determinacion del pH 6ptimo y por otro, que en los
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extractos enzimaticos de este organismo existe una proteasa acida de la que hasta ahora no
se tiene explicado su papel funcional como ya se explico anteriormente para P. interruptus

y H. gammarus.

Temperatura optima y estabilidad de proteasas alcalinas

La temperatura Optima de la actividad de las proteasas alcalinas de adultos de M. carcinus
fue de 45°C, que es similar a lo observado en especies de cangrejos como C. affinis y
Chionoecetes sp. (Galgani & Nagayama, 1987) y la langosta espinosa Panulirus interruptus
(Celis-Guerrero et al., 2004). La estabilidad de las proteasas de M. carcinus se observa
entre 35°C y 55°C con 30 min de incubacion, se han reportado valores similares en dos
especies de cangrejos, Callinectes bellicosus y C. arcuatus (Diaz-Tenorio et al., 2006), el
cangrejo Pacifastacus astacus (Garcia-Carrefio y Haard, 1993) con una actividad residual
del 75% entre 30°C y 50°C durante 30 min de incubacion, lo cual concuerda fuertemente
con la forma en que los crustaceos tienden a alimentarse al permanecer largo tiempo
triturando y digiriendo el alimento, de tal modo que les permite maximizar la capacidad de
hidrolizar y asimilar los nutrientes dentro del hepatopancreas (Ceccaldi, 1997 & Vega-
Villasante et .al, 1999).

Caracterizacién mediante inhibidores y uso de SDS-PAGE

Las zonas de actividad proteolitica con extractos de M. carcinus presentan un rango de peso
molecular entre 17.8 a 94.0 kDa, lo que coincide con estudios realizados con el cangrejo
Pacifastacus astacus, donde se observan bandas de actividad con rangos de peso molecular
entre 14 a 81 kDa, algunas de éstas bandas corresponden a tripsina y quimotripsina (Garcia-
Carrefio et al., 1993). El estudio de inhibidores tanto in vitro como por medio de
zimogramas en adultos de M. carcinus mostraron una inhibicion residual de mas del 80%
por PMSF y SBT1, indicando la presencia de serin proteasas (Garcia-Carrefio Haard
1993); SBT1 inhibié dos bandas (45.8 y 28.5 kDa) mientras que PMSF inhibié todas las

bandas de actividad proteolitica; en estudios recientes con Artemisa longinaris (Fernandez-
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Giménez, et al., 2002), se encontrd que la tripsina tiene peso molecular con rango de 14.79
a 17.32 kDa y la quimotripsina en rango de 21.38 a 27.54k Da. En el hepatopancreas de P.
monodon, P. japonicus, Marsopenaeus japonicus, P. penicillatus, Fenneropenaeus
penicillatus., P. vannamei, Metapenaeus conoceros y Macrobrachium rosenbergii el
contenido de proteinasas serinicas es muy alto (Tsai et al., 1986). La inhibicién de la
hidrélisis por PMSF, SBT1 y TLCK indica que una gran parte de la actividad proteolitica
en los extractos de M. carcinus se da debido a la tripsina como se ha demostrado en otros
estudios con la langostilla (Garcia-Carrefio & Haard, 1993), esta enzima es una de las mas
importantes en los decapodos (Gates & Travis, 1969; Zwilling & Nuerath, 1981). Por otra
parte, la ovoalbumina inhibi6 el 75% la actividad residual de las proteasas de M. carcinus;
resultados similares se obtuvieron en larvas de el camaron blanco L. vannamei (Alarcon et
al., 2007), lo cual se explica por que el habito alimenticio de camarones y palemonidos en
su ambiente natural es principalmente omnivoro, pero con cierta tendencia al carnivorismo
(Fernandez et al., 1987; Wikins, 1976), por lo que el uso de inhibidores proteoliticos
generales, como SBT1 (que proviene de la soya) y PMSF, asi como los especificos como
TLCK y ZPCK, muestran que el uso de ingredientes vegetales dentro de la dieta de este
tipo de organismos podria tener un efecto negativo directo al momento de ser cultivados, ya
sea en engorda o para el proceso de reproduccion, disminuyendo la calidad de la semilla o

larvas recién eclosionadas.

Digestibilidad in vitro

Las técnicas de digestibilidad in vitro se aplican para obtener informacién sobre la
capacidad enzimatica que tiene cada especie para degradar diferentes tipos de proteinas,
para realizar el seguimiento de la hidrdlisis de las distintas fracciones proteinicas durante el
proceso de digestion (Ofia et al., 2003). La informacion sobre el pH éptimo se utilizé en los
ensayos de digestibilidad in vitro por que proporcioné informacion sobre el rango en el cual
las enzimas mantienen mas del 90 % de actividad. Los ingredientes que presentaron el
mayor GH y porcentaje de digestibilidad fueron la harina de cerdo, la harina de sangre de

res y la levadura con respecto al resto de los ingredientes probados; estos resultados son
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muy altos si se compara con otros crustaceos como el camaron blanco Penaeus vannamei
(Nieto et al., 2005), en donde el grado de hidrdlisis de los ingredientes estudiados mostrd
un rango de 36.8 a 64.16 %; o con Penaeus monodon (Syama et al., 2003), donde el
porcentaje de digestibilidad con diferentes dietas fue de 69.9 %. El porcentaje de hidrolisis
de M. carcinus es similar a Penaeus notialis (Galindo et al, 2001), el cual present6 un GH
de 90.07 % con ingredientes que contenian 40% de proteina cruda.

En este sentido, se observo que la mayoria de los ingredientes obtuvieron una digestibilidad
incluso por encima del 100 %, estos resultados muestran la alta capacidad que tiene M.
carcinus de digerir tanto ingredientes de origen animal como ingredientes de origen
vegetal. Los valores de GH altos que presenta M. carcinus sugieren que las proteinas de
estos ingredientes son mas facilmente digeribles por esta especie en comparacion con otras
especies de crustaceos ya estudiados, por lo que estd especie puede ser un excelente
candidato para lograr desarrollar un alimento para su reproduccion, sin que haya necesidad
de crear alimentos en relacion a los sexos al presentar una capacidad digestiva similar entre
ellos. Cabe resaltar que los ingredientes con mayor digestibilidad pueden ser los mejores
candidatos para la elaboracion de dietas especificas y con ello lograr la Optima
reproduccion de M. carcinus, puesto que entre mayor sea la digestibilidad mayor sera la
eficiencia alimenticia (Cruz-Suarez, 2002). También es importante tomar en cuenta que el
uso de alimentos balanceados con un adecuado contenido de nutrientes puede mejorar la
produccidn de esta especie e incrementar las utilidades.

La harina de pescado ademas de presentar una de las digestibilidades mas bajas, se sabe que
su uso en la fabricacion de alimentos para crustaceos afecta los costos de produccién puesto
que es una materia prima que se debe importar y ademas del fuerte impacto que causa sobre

la calidad de las aguas (Naylor et al., 2000).

Sintesis de ADNCc del gen de tripsina

En este estudio se obtuvo una secuencia de ADNCc de 816 pb a partir del hepatopancreas de
M. carcinus, utilizando oligosnucle6tidos disefiados para el gen de tripsina de diversos

crustaceos e invertebrados. La existencia de un precursor de tripsina de M. carcinus
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sostiene la idea de que las proteasas digestivas son sintetizadas como zimogenos en las
células B (Gibson & Barker 1979) este mismo resultado se obtuvo al sintetizar ADNc de
tripsina del hepatopéncreas de L. vannamei y Pacifastacus leniusculus. Las uniones
disulfuro (Cys) son caracteristicos de las serin proteasas de los invertebrados (Klein et al.
1996). La tripsina de M. carcinus aparentemenete no presenta estos residuos, aspecto que se
presenta también en el tripsindgeno de P. leniusculus y la tripsina de Astacus fluviatilis
(Titani et al., 1983); esto respalda lo sugerido por Rypniewski et al. (1994) que indican que
las uniones disulfuro no son esenciales, aunque si pueden mejorar la actividad enzimatica.

Se realiz6 un alineamiento multiple con secuencias de tripsina de otros organismos
obtenidos de la base de datos del GeneBank confirmando que la secuencia de ADNc
obtenida para M. carcinus que codifica un gen de tripsina. Posteriormente, a esta secuencia
se le realiz6 un analisis de similitud, el cual revel6 que existen valores bajos (18 a 24%)
comparado con las secuencias de P. trituberculatus, E. carinicauda, M. ensis, F. chinensis,
P. clarkii, L. salmonis, L. vannamei, D. melanogaster, A. mellifera y A. gambiae. Este
hecho indica que el gen de tripsina es diverso entre los crustaceos y que tal diversidad esta
relacionada con la variedad de las funciones bioldgicas (Muhlia-Almazan et al., 2003)
ademas de aparentemente ser diferente en crustdceos de la familia Palemonidae con

relacion a otras familias de crustaceos.

El dendograma de alineacién de M. carcinus sugiere que existe una relacion mas cercana
del gen de tripsina de M. carcinus con algunos insectos como A. mellifera, D. melanogaster
y A. gambiae (Fig. 5) en comparacion con crustaceos peneidos, indicando que el gen de
tripsina de M. carcinus tiende a ser mas ancestral como una posible respuesta a
adaptaciones bioldgicas por el ambiente. Una de estas adaptaciones podria ser la alta
estabilidad del la tripsina de M. carcinus a temperaturas altas y pH muy bajos (Manriquez-
Santos, 2009) en relacion a la tripsina de crustaceos (Muhlia-Almazan et al., 2003). Estas
diferencias pueden deberse a que es una especie que cubre su ciclo de vida tanto en
ambientes dulceacuicolas como salobres de zonas costeras, donde se reproduce y la larva

tiende a alimentarse de una gran diversidad de plancton hasta pasar a la etapa de postlarva y
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cambiar su habito alimenticio a tipo omnivoro, lo que ocasiona que provoca que Sus

enzimas digestivas puedan ser atipicas.

Desde el punto de vista de la fisiologia digestiva en crustaceos la tripsina es una de las
proteasas de mayor importancia ya que representa por si sola el 60% de la actividad
protedsica del hepatopancreas. Es de esta forma, que el conocimiento de su funcion en la
hidrolisis de los aminoécidos esenciales durante la digestion de los crustdceos podria
ayudar a resolver el problema de la calidad de las proteinas que se utilizan en la elaboracién

de alimentos balanceados (Cruz-Suérez et al., 2007).

Conclusiones

Las proteasas digestivas de M. carcinus son tolerantes a pH neutro y alcalino. La alta
tolerancia de las proteasas a pH &cido se debe a la presencia de una enzima &cida que aun
no ha sido estudiada detalladamente en otras especies de decapados. Los altos porcentajes
de inhibicion por la presencia de PMSF Y SBT1 indican la presencia de serin proteasas y
que una gran parte de la actividad proteolitica se da debido a la tripsina, lo cual ha sido
detectado en otros crustaceos. Los estudios de caracterizacion enzimatica pueden contribuir
al disefio de dietas adecuadas para la reproduccion y cultivo intensivo de M. carcinus, con
la posibilidad de disminuir el costo al usar ingredientes adecuados en la formulacion,
seleccionados en base a la fisiologia digestiva de esta especie.

Los mejores porcentajes de digestibilidad fueron obtenidos por las harinas de cerdo, harina
de sangre de res y la levadura de panaderia; sin embargo, el ingrediente que mayor cantidad
de aminodcidos libres totales presentd fue el hidrolizado de pescado, por lo cual son
ingredientes que pudieran ser usados como base para crear una dieta para la reproduccion
de esta especie, aunque su uso efectivo tendria que ser evaluado en condiciones reales de

cultivo.

La obtencion de una secuencia de ADNCc de tripsina de 816 pb a partir del hepatopéancreas

de M. carcinus codifica para una proteina de 272 aminoéacidos, siendo diferente a las
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secuencias de otros crustaceos, lo cual puede responder a las diferencias en los habitos
alimenticios de esta especie a lo largo de su ciclo de vida y a las adaptaciones
morfofisioldgicas en relacion a los diversos ambientes donde habita.
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