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RESUMEN

La composicién de enzimas digestivas varia de manera importante entre los
diferentes grupos de animales, reflejando en forma compleja los procesos de
evolucion y adaptacion con respecto a la dieta. La informacion de enzimas
digestivas se ha enfocado principaimente a vertebrados, siendo mas reducida
para invertebrados. En gastrépodos marinos se ha descrito que en el sistema
digestivo existen enzimas que rompen la pared celular y otras enzimas que
participan en la hidrdlisis de proteinas. En abuldn, se ha reportado la existencia
de glucosidasas, lipasas y proteasas, pero no hay informacion de las especies que
se distribuyen en costas mexicanas. En este trabajo se da informacién sobre la
fisiologia digestiva del abul6n a partir de las enzimas que patrticipan en la digestion
de proteinas en juveniles de abulon azul Haliotis fulgens, alimentados con
diferente dieta. Extractos de visceras y hepatopancreas de tres grupos de
organismos: | y Il) organismos alimentados con macroalgas, pero de diferente talla
y lll) organismos alimentados con diatomeas, fueron analizados incluyendo
técnicas enzimaticas como: hidrélisis de sustratos por proteinasas, hidrélisis de
sustratos sintéticos especificos y técnicas electroforéticas. El mayor contenido de
proteinas para visceras y hepatopancreas se encontré en el grupo alimentado con
diatomeas. La mayor actividad proteolitica se presentd en el grupo |, en el
intervalo de pH de 2 a 5, siendo mayor en hepatopancreas que en visceras. Se
encontr6 actividad de tripsina, quimotripsina, pepsina y fosfatasa acida en todos
los extractos, no detectandose actividad para carboxipeptidasa A vy
carboxipeptidasa B. No se reveld actividad enzimatica con los métodos de
electroforesis utilizados. Los resultados muestran la importancia de continuar con
estudios acerca de la caracterizacién de las enzimas que participan en los
procesos digestivos, y de la digestibilidad del alimento en especies de abulén que

se distribuyen en costas mexicanas.



ABSTRACT

The composition of digestive enzymes varies widely among different groups of
animals, showing in a complex way the influences of evolutionary adaptation to
diet. Digestive enzyme information has been focused on vertebrates mostly, with
only sparse information describing invertebrate digestive processes. In the marine
gastropoda digestive system, the action of enzymes that break down cellular walils
and other enzymes that participate in protein hydrolysis have been described. The
existence of glucosidases, lipases, and proteases have been reported in abalone
species, but no studies have been done on the Mexican species. This work
provides information about digestion physiology, for the study of enzymes that
participate in protein digestion of the Mexican juvenile blue abalone Haliotis
fulgens. Were analyzed three groups: | and ll) both from the same spawning, had
different size, fed with macroalgae, and lil) organisms fed with diatoms. These
studies were done using enzymatic techniques including: proteinase substrate
hydrolysis, specific synthetic substrate hydrolysis, and electrophoresis techniques
in viscera and hepatopancreas extracts.. A higher protein content was found in
individuals fed with diatoms and the highest enzyme activity was found in group |.
The protease activity in hepatopancreas extracts was higher than in viscera and
was detected between pH 2 and 5. Trypsin, chymotrypsin, pepsin, and acid
phosphatase activity were found in both extracts, but carboxipeptidase A and
carboxipeptidase B activity were not found. No activity was found by
electrophoresis techniques used. These results shows the importance of
continuing with the characterization of digestive enzymes in juvenile abalone to
describe the action of enzymes in digestive processes and food digestibility of

Mexican species.



I. INTRODUCCION

En México, el abuldén es un recurso que se ha explotado comercialmente desde
hace mas de 120 afos. Llegd a ser el mas importante del mundo hace mas de
una década, cuando aportaba el 34% de la captura mundial con 2000 a 3000 t
anuales (Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1990, 1992). A partir de 1976, a pesar de
las medidas regulatorias impuestas por la Secretaria de Pesca para la proteccién
del recurso, tales como veda y talla minima de captura, la produccién decliné de
manera constante hasta llegar actualmente a menos de 300 t anuales (Mazén, et
al., 1996). Esto ha llevado a desarrollar infraestructura y tecnologia orientadas al
cultivo del organismo, como una de las alternativas mas viables para garantizar la
permanencia del recurso, aunado a la administracién racional de los recursos
abuloneros aun disponibles.

Las propiedades nutritivas del alimento y el crecimiento del abulén son factores
criticos para obtener cultivos exitosos. La tasa de crecimiento en el abulén, es
aproximadamente de 2 a 3 cm por afno, por lo que se requiere de 2 a 5 afos para
producir organismos de talla comercial (Hahn, 1989b). Aunado a esto, el
crecimiento es heterogéneo. En cultivo, el uso de alimentos inadecuados puede
hacer al animal susceptible a trauma y estrés, causando problemas durante el
cultivo, haciéndolo mas caro y prolongado. El alimento debe proveer los
requerimientos nutricionales y ser suministrado en cantidades suficientes. Los
estudios de nutricién para el abulén han consistido en: ganancia en peso vy talla
del organismo, y en algunos casos en la tasa de alimentacién y conversion
alimenticia, producida con alimento natural (macroalgas y diatomeas) y con dietas
artificiales (Hahn, 1989b). El desarrollo de alimentos artificiales para abulén
implica conocer los niveles éptimos de proteinas, lipidos y otros nutrientes (Hahn,
1989b). Ademas, es importante conocer tambien si la presentacién del alimento
suministrado es susceptible de ser degradado y asimilado por el animal, con la
participacion de enzimas digestivas.

Las enzimas digestivas desempefian una accion intermedia entre la ingestion del
alimento y su asimilacién. Son controladas por el suministro de comida y las
condiciones ambientales, ademas de la genética del organismo (Reid, 1978).
Diferentes estrategias de vida, relacionadas estrechamente con la posicién de la
especie en la red tréfica y los procesos evolutivos de adaptacion, inducen
patrones de enzimas especificos (Dittrich, 1992).

El estudio de enzimas proteoliticas ha sido mayor en vertebrados que en
invertebrados, y dentro del grupo de los invertebrados, algunos moluscos bivalvos.
Sin embargo, poco se conoce sobre aspectos bioquimicos de hidrolasas
digestivas de abuién.



En el presente trabajo, se describe la actividad proteolitica y las proteasas
digestivas en juveniles de abulén azul Haliotis fulgens. Se considera que un mejor
conocimiento del proceso digestivo del abulén azul, podria mejorar las
condiciones de cultivo en cuanto a la eleccibn de dietas que sean mejor
aprovechadas y que repercuta en un incremento en la tasa de crecimiento del
organismo.

I.1. DESCRIPCION DEL ORGANISMO

El abuléon es un gastrépodo marino herbivoro del género Haliotis. Es desde 1918
un recurso pesquero de gran demanda en el mercado internacional y muy
importante para la Peninsula de Baja California, México, donde se encuentran
siete de las especies comercialmente explotadas: abulon pinto (Haliolis
kamtschatkana), abuldn plano (H. walallensis), abuldn rojo (H. rufescens), abuldn
negro (H. cracherodii), abulon azul (H. fulgens), abulén amarillo (H. corrugata) y
abulén chino (H. sorenseni). El abulén azul es la especie mas importante (Mazén
et al.,1996).

1.1.1. DESCRIPCION DEL GENERO Haliotis

Haliotis midae Linné (1758), es considerada la especie tipica y que reune las
caracteristicas de la familia: concha univalva de forma uniforme y oval circular,
dorsalmente muy convexa, notablemente aplanada, con una hilera de poros
respiratorios adyacentes a la cavidad branquial. Las estructuras sensoriales
epipodales estan generalmente bien desarrolladas y la masa visceral confinada
hacia la Ultima espira. El interior de la concha es tipicamente nacarado y el animal
posee un par de ctenidios bipectinados, tentaculos epipodales bien desarrollados
y radula ripidoglosada (Lindberg, 1992) (Fig. 1). Su clasificaciéon sistematica es la
siguiente (Cox, 1962; Hahn, 1989a):

Reino: Animal

Phylum: Mollusca

Clase: Gastropoda
Subclase: Prosobranchia
Orden: Arqueogastropoda
Suborden: Zygobranchia
Superfamilia: Pleurotomariacea
Familia: Haliotidae

Género: Haliotis



Fig. 1. Vista superior de un abuléon (Hahn, 1989a).

1.1.2. ANATOMIA DEL ABULON

Anatémicamente el género Haliotis estd conformado por: el pie, el cual no esta
completamente cubierto por la concha, similar a un par de labios y en cuyo
derredor estdn una serie de tentaculos que presumiblemente detectan
depredadores y alimento; la cabeza, localizada al frente del pie, y en cuya base
esta la boca, donde no hay dientes, pero si una radula que utiliza para raspar el
alimento; un par de branquias localizadas en la cavidad del manto, bajo una serie
de poros en la concha; el intestino esta escondido abajo del pie; el tracto digestivo
entero y las visceras estan anexos al musculo y consisten en boca, esofago,
estébmago e intestino como se observa en la Fig. 2 (Fallu, 1991).

W
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Fig. 2. Anatomia del abulén (Fallu, 1991).

A. SISTEMA DIGESTIVO

El tracto alimenticio se encuentra sobre el lado izquierdo del cuerpo, entre el
musculo y el borde del epipodio (Fig. 3), excepto la porcion del eséfago que pasa
a través del musculo del pie en la region de la cabeza. El tracto digestivo entero y
la viscera estan fuera de la gran masa muscular y estan sostenidos en su lugar
por los mUsculos ventral y dorsal (Cox, 1962). Este tracto consiste sucesivamente
de boca, eséfago, el estébmago en tres o cuatro partes y el intestino que pasa por
el corazon antes de terminar en el ano. El hepatopancreas o glandula digestiva es
rico en una emulsién de enzimas como catalasas, lipasas, maltasas, proteasas,
invertasas, ureasas y amilasas (Albrecht, 1921; Mc Lean, 1970; Gémez-Pinchetti
y Garcia-Reyna, 1993; Erasmus, 1996; Fleming et al., 1996; Knauer et al., 1996).
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Fig. 3. Tracto alimenticio de Haliotis, con visceras y concha removida
(Cox, 1962).

Siguiendo la morfologia y el movimiento del alimento a través del intestino, Mc
Lean (1970), describe que el material ingerido pasa al ducto de la glandula salival
abierta y es llevado al eséfago por fuertes corrientes ciliares. Del esé6fago, el
material es llevado a un largo y delgado musculo llamado posteséfago. Después
de que el animal se alimenta, esta camara empaqueta el alimento con fluidos
digestivos. Estudios in vitro mostraron que el epitelio del posteséfago es
permeable a pequefios materiales organicos. La glucosa y fenilalanina, fueron
encontradas en el epitelio del posteséfago en considerables cantidades, pero muy
poca proporcion es pasada a través del epitelio y transferida a la sangre. Sin
embargo, el posteséfago es una importante regiéon de absorcion, y la digestién del
alimento continta a medida que el mismo pasa a través del intestino.

En Haliotis el estomago es pequefio. Por debajo del posteséfago y separado del
estomago por un pliegue, se encuentran varios ductos largos de la glandula
digestiva y algunos mas pequefios que se comunican dorsalmente con el
estbmago. En el estdmago se encuentra un elongado protostiio mucoso
compuesto de alimento y material derivado de la glandula digestiva. Cerca del



estbmago se encuentra un segmento intestinal corto con una gran cantidad de
hilos entre lomas y surcos, de tal manera que el mayor contenido del intestino es
una masa de estos hilos con algunos fragmentos de algas entremezcladas. Del
estbmago el intestino se extiende anteriormente a la regién de la cabeza y
posteriornente a la del corazén y luego de nuevo al ano en la cavidad del manto.

Ducto de la
. Eséfago Glandula Digestiva
Glandula ’
Salival Postesofago
ot Estémago
Intestino Rt

Fig. 4. Tracto digestivo de H. rufescens Swainson, superficie dorsal
(McLean, 1970).

B. ALIMENTACION

Durante la etapa larval, las reservas vitelinas son suficientes para cubrir los
requerimientos energéticos (McShane, 1992). Durante el estado de vida libre y
hasta que comienzan una existencia benténica, su dieta consiste de plancton.
Las postlarvas y juveniles hasta de 5 mm se alimentan de algas rojas incrustantes
y diatomeas que raspan con la radula. El color de la concha cambia con la
alimentacién, de blanca cuando se alimentan de diatomeas a rojizas cuando
ingieren pigmentos de las algas coralinas. A medida que crecen dependen
principalmente de macroalgas como alimento, iniciando su consumo cuando
alcanzan una longitud de 10 mm; posteriormente la concha se torna color verde

oscura (Ino, 1966).

Estudios de campo y de laboratorio de algunas especies de Haliotis muestran una
variabilidad en la tasa de crecimiento. Tanto la calidad como la cantidad del
alimento algal propician variaciones de talla, asi como las estaciones, los lugares
y los arios, lo que se relaciona, en parte, con la disponibilidad de las algas (Day y
Fleming, 1992).



C. DISTRIBUCION MUNDIAL

Hay cerca de cien especies de Haliotis en el mundo. Se encuentran localizadas
en ambos hemisferios con las especies mas grandes distribuidas en regiones
templadas y las mas pequefias en regiones tropicales y articas. Un gran numero
de especies se encuentran en el centro y sur del Pacifico, y partes del Océano
Indico, pero ninguna de estas es de gran talla. El abulén se encuentra a lo largo
de la mayoria de las costas templadas y tropicales, excepto Sudameérica y el este
de Norteamérica (Fig. 5). Se presenta a lo largo de la costa oeste de
Norteamérica (Alaska a la costa occidental de la peninsula de Baja California);
oeste y costa sur de Asia (Rusia, Korea, Japén, China, Taiwan, Indonesia,
Borneo, Malasia, Camboya, Tailandia, India y SriLanka); islas del Océano
Pacifico; Australia; Nueva Zelanda; Africa (Egipto, Tanzania, Mozambique, Natal,
Madagascar, Cabo de la Buena Esperanza, Costa de Oro y las islas de Madeira y
Azores); y Europa (Francia, Espafa, ltalia, Yugoslavia y Grecia) (Cox, 1962). Si
existen haliétidos en otras areas aun no han sido registrados.

Fig. 5. Distribucion mundial de Abulén (Cox, 1962).



1.1.3. DISTRIBUCION EN MEXICO

En México, las especies de abuldon son identificadas por las caracteristicas
especificas del animal. Los nombres cientificos y comunes con que se conocen
las especies de abuldn mexicano, y que son las mas conspicuas de la Peninsula
(Fig. 6), son los siguientes (Guzman del Proo, 1992, 1994):

Haliotis corrugata Gray 1828
H. fulgens Philippi 1845

H. cracherodii Leach 1817
H. rufescens Swainson 1822
H. sorenseni Bartsch 1940
H. assimilis Dall 1878.

H. kamtschatkana
H. rufescens
H. walallensis

H. fulgens

H. cracherddii
H. sorenseni
H. corrugata

Abulén amarillo
Abulén azul
Abulén negro
Abulén rojo
Abulén chino
Abulén rayado

115 110
SRy \f"-'.. '<
(
—30
ZONA |
ZONA Il
ZONA IV
]
—-25 25.._
ZONAS
ESPECIES | L] fit W
A. azul 150 145 140 120 Ly
A. amarillo 140 135 130 110 =
A. negro 120 120 120
A. rojo 165 165
115" 110°

Fig. 6. Distribucién de especies de Abulén en Baja California y Zonas Pesqueras
con talla minima de captura en mm (Guzman del Proo, 1992).
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De estas especies, Haliotis fulgens es una de las especies mas importantes, ya
que junto con H. corrugata, contribuye con el 90 al 95% de la captura total en la
costa del Pacifico de Baja California. Esta especie se presenta desde las Islas
Coronado, B.C., hasta la punta sur de la Isla de Santa Margarita en Bahia
Magdalena B.C.S. (Guzman del Proo, 1992) (Fig.6). El intervalo de tallas mas
frecuente oscila entre 12.5 y 20 cm, y las tallas minimas de captura por zona
pueden observarse en la Fig. 6. Se distribuye desde la zona intermareal baja,
hasta los 18 m. Las mayores densidades se presentan entre 1.5 y 8 m de
profundidad. Vive adherido a fondos rocosos donde la diversidad y abundancia
de la flora y fauna asociada a los bancos juega un papel importante en el ciclo de
vida, que en combinacién con la variacién de los factores ambientales, determinan
las diferencias entre los patrones de distribuciéon y abundancia del recurso. Su
concha es ovalada, gruesa, con un gran numero de bordes en la superficie, de
color café rojizo a verde olivo en el exterior. En el interior tiene patrones cobrizos,
azules y verdes, sus conchas son apreciadas por su belleza (Hahn,1989a).

l.2. PROTEASAS

Las proteasas, son hidrolasas especificas para enlaces peptidicos formando la
estructura primaria de las proteinas (Dixon y Webb, 1979). El rompimiento de
cadenas polipeptidicas es una de las mas frecuentes e importantes
modificaciones enzimaticas de las proteinas (Beynon y Bond, 1989; Garcia-
Carrefio, 1992). Las podemos encontrar en animales, plantas y microorganismos.
En general se encuentran involucradas en el metabolismo de todos los
organismos, incluyendo la digestién, activacién de proenzimas y hormonas
(Beynon y Bond, 1989; Garcia-Carrefio, 1992; Garcia-Carrefio, 1996). Las
proteasas es el grupo de enzimas mas empleado en la industria, constituyendo el
50% del total; casi todas ellas de origen microbiano (Garcia-Carrefio, 1991).

La digestion de las proteinas ha captado la atencién de fisidlogos y bioquimicos.
Las proteasas digestivas de secreciones pancreaticas y gastricas son las enzimas
mejor caracterizadas. Mucho del conocimiento de la estructura de las proteinas y
funcién enzimatica ha sido derivado del estudio de estas proteasas.
Investigaciones de la cinética, especificidad e inhibicién, junto con el analisis
detallado de la secuencia de aminoacidos y su estructura, han permitido identificar
los componentes y la geometria de los sitios activos, y de estos, se ha deducido el
mecanismo de catdlisis de las proteasas digestivas. Como consecuencia, las
proteasas han sido clasificadas en clases (Garcia-Carrefio, 1992; Garcia-Carrefio
y Navarrete del Toro, 1997). Las enzimas proteoliticas son también la mejor
herramienta en la identificacién y aislamiento de dominios de proteinas con
funciones complejas (Neurath, 1989).



1.2.1. CLASIFICACION

Las proteasas se subdividen en dos grupos principales: 1) aquellas que hidrolizan
enlaces peptidicos entre el grupo amino o carboxilo terminal, conocidas como
exopeptidasas o peptidasas y 2) las que hidrolizan enlaces peptidicos internos,
conocidas como endopeptidasas o proteinasas. Las proteasas fueron clasificadas
inicialmente de acuerdo al tamafio molecular, carga o especificidad por el
sustrato. Un sistema mas racional para su clasificacion se basa en la
comparacién de los sitios activos, mecanismos de accién y estructura
tridimensional. Cuatro clases y seis familias de proteasas son reconocidas por la
Unién Internacional de Bioquimica (Tabla 1). Cada clase tiene un grupo catalitico
o0 residuos aminoacidos caracteristicos organizados en una configuracion
particular para formar el sitio activo (Neurath, 1989; Garcia-Carrefio, 1992).

Tabla 1. Clases y familias de enzimas proteoliticas (Neurath, 1989).

RESIDUQOS
CLASE FAMILIA PROTEASA CARACTERISTICO
REPRESENTATIVA S DEL
SITIO ACTIVO *
Serino Serin Proteasas |  Quimotripsina Asp'’?, Ser >, His>"
(3.4.21.X) Tripsina
Elastasa
Kalicreina pancrea-
tica
Serin Proteasas Il Subtilisina Asp*, ser?', His*
(microbianas)
Cisteino Cistein Proteasas  Papaina Cys®, His'>, Asp >
(3.4.22.X) Actinidina
CatepsinaByH
de higado de rata
Asparticas Proteasas Penicilopepsina Asp>, Asp”"*
(3.4.23.X) Asparticas Proteasas acidas
Renina
Metaloproteasas Metaloproteasas |  CarboxipeptidasaA  Zn, GIu*”°, Try**®
(3.4.24 X) de bovino
Metaloproteasas lf Termolisina Zn, Glu'?, His?'

* El nimero de residuos corresponden a la secuencia de aminoacidos de la
enzima escrita en negritas.



Las serin proteinasas tienen un residuo serino en el sitio activo, asi como His y
Asp. Las cisteinicas (sulfhidril o tiol proteasas) se caracterizan por tener un
residuo Cys en su centro catalitico, ademas de His y Asp. Las asparticas
(proteasas acidas) se distinguen por tener un residuo de Asp en el sitio activo, y
presentan mayor actividad a pH acido. El grupo de las metaloproteasas, poseen
un residuo de Glu en el sitio activo y requieren de un catién bivalente como zinc,
calcio o magnesio para catalizar la hidrolisis del enlace peptidico (Garcia-Carrefio,
1992). El nombre da una idea del aminoacido principal localizado en el sitio

activo.

Seglin su mecanismo de accion, las proteinasas se pueden agrupar en las que
forman complejos covalentes entre el sitio activo de la enzima y el sitio de
hidrolisis del sustrato (proteasas tipo serino y cisteino) y las que no los forman
(proteasas tipo aspartico y metalo). La reaccién comun catalizada por enzimas
proteoliticas, es la hidrdlisis de los enlaces peptidicos de una proteina (Ecuacién
1):

H\ Ri H 0
X C | N C 0
\N/ \C/ \C/ \Y—M—b X-NH-CHR,-COOH +H,N-CHR - |-Y
AN
H O R, H

Ecuacion 1.

La naturaleza quimica del grupo Rt y Rz es el factor que da la especificidad a las
enzimas proteoliticas. Por ejemplo, a-quimotripsina hidroliza la cadena peptidica
cuando Ry es un residuo tirosil, fenilalanil o triptofanil; tripsina hidroliza la cadena
cuando R; es un residuo de arginil o lisil. Por otro lado, la pepsina y las
carboxipeptidasas, tienen especificidad por R, en la cadena. Ambas hidrolizan la
cadena peptidica solo si Rz es un residuo fenilalanil. En las carboxipeptidasas, el
constituyente Y debe ser un grupo hidroxilo (Whitaker, 1994).

A. SERIN PROTEASAS

La clase de las serin proteasas es la mejor caracterizada y fisiolégicamente la mas
versatil. Esta ejemplificada por tripsina, quimotripsina, elastasa (pancreoelastasa),
trombina, subtilisina y proteasas o-liticas de Sorangium sp. Los residuos
aminoacidos presentes en los sitios activos de estas enzimas se presentan en la

13



Tabla 1. El mecanismo catalitico se lleva a cabo por un estado de transicion
tetraédrico intermedio en la acilacion y desacilacion (Neurath, 1989). Este
mecanismo es similar con todas las proteasas serinicas. La conformacién global
de las serin proteasas pancredticas, es practicamente la misma: dos dominios
compactos, plegados similarmente, dispuestos simétricamente a través de dos
pliegues del eje de simetria. Todas estas enzimas tienen en comin que pueden
ser inhibidas por el diisopropilfosforogluoridato (DFP), el cual reacciona con los
grupos hidroxilo de un residuo seril especifico en el sitio activo de la enzima y son
endopeptidasas. En la secuencia de aminoéacidos los residuos seril e histidil son
similares para varias enzimas. Los factores generales del mecanismo de catalisis
para estos grupos de enzimas son idénticos; solamente los residuos de
aminoacidos especificos involucrados en el enlace con el sustrato son diferentes,
por ello difieren en su especificidad.

B. PROTEASAS CISTEINICAS

Estas proteasas incluyen varias catepsinas de mamiferos, proteasas citosolicas
activadas por calcio (calpainas) y proteasas de plantas. El residuo catalitico
principal es la Cys, que actia como la serina en la quimotripsina. El mecanismo
catalitico se lleva a cabo via tiol-éster intermediario y es facilitado por la cadena
adyacente de histidina y del acido aspartico (Neurath, 1989).

El grupo de enzimas incluye las de plantas superiores como papaina (de la
papaya) y bromelina (de la pifia), y enzimas microbianas como proteasas de
Streptococcus (cistein proteinasa estreptocédccica), que con excepcion de la
proteasa microbiana, tienen un comun y amplio pH éptimo de 6 a 7.5 de actividad
(Whitaker, 1994).

C. METALO PROTEASAS

Casi todas las enzimas proteoliticas de este grupo son exopeptidasas. Son
ejemplos la carboxipeptidasa A y B, que tienen estructura y sitios activos similares.
La carboxipeptidasa A (peptidil-L-amino-acido hidrolasa), la carboxipeptidasa B
(peptidil-L-lisin hidrolasa), la glicil-glicin dipeptidasa (dipéptido hidrolasa)
proveniente de musculo de rata y la carnosinasa requieren de zinc, mientras que
la prolidasa y la iminodipeptidasa requieren de magnesio. Estos son algunos
ejemplos de la gran cantidad de exopeptidasas encontradas en tejido animal.
Todas estas enzimas, son inhibidas por agentes quelantes de metales (Whitaker,
1994). La termolisina es una metaloendopeptidasa con un sitio activo,
especificidad y mecanismo similar a la carboxipeptidasa A. Otras
metaloendopeptidasas incluyen a la colagenasa microbiana y la proteinasa
hemorragica del veneno de serpiente.
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Las carboxipeptidasas A y B, son muy similares en su mecanismo de acciéon. La
carboxipeptidasa A prefiere los extremos C-terminal aromaticos y alifaticos de
naturaleza hidrofébica, mientras que la carboxipepidasa B requiere que el residuo
aminoacido del C-terminal sea arginina o lisina. La carboxipeptidasa A es una de
las proteasas mas investigadas por medio de analisis espectroscopicos y
cristalograficos.

Para lograr la accién de la enzima sobre el grupo carbonilo del enlace por
hidrolizar, estas enzimas utilizan la coordinacion con un i6n metalico, que por lo
general es el Zinc, aunque puede ser sustituido por otros metales. El ién metalico
provee una fuerte atraccion electrofilica para facilitar l1a accion del agua. Los
componentes del sitio activo incluyen, ademas del zinc, tres ligandos: dos de Glu
y uno de His. Otro Glu de la cadena (270), actua como nucledfilo, directamente o
con participacion de una molécula de agua. Dentro de las metaloendopeptidasas,
la termolisina bacteriana es la Unica de estructura y mecanismo de accion
conocido (Neurath, 1989).

D. PROTEASAS ASPARTICAS

Residuos de acido aspartico constituyen los grupos cataliticos del sitio activo. A
este grupo también se le conoce como proteasas acidas, con un pH 6ptimo entre
2 y 4 debido al pK del residuo aminoacido del sitio activo. Incluyen la
penicilopepsina bacteriana, la pepsina de mamiferos, la renina y ciertas proteasas
fungicas. La caracteristica de los residuos del sitio activo son los Asp 33 y 213
(de la penicilopepsina), que se encuentran geométricamente préximos. En el
rango de pH activo, uno de ellos esta ionizado y el otro no. Un potente inhibidor
de estas proteasas es la pepstatina, un hexapéptido que en estado de transicion
asemeja un sustrato normal (Whitaker, 1994).

La pepsina, es estable a pH de 2 a 5, arriba de pH 5, pierde rapidamente la
actividad por desnaturalizacién. Tiene un pH de actividad 6ptimo de 2 y
especificidad sobre Phe, Tyr o Trp (Whitaker, 1994).

1.2.2. ENSAYOS PARA PROTEASAS

Existen diferentes métodos para determinar la actividad de las enzimas
poteoliticas, que utilizan proteinas y compuestos sintéticos como sustratos. Las
proteinasas tienen la capacidad de hidrolizar pequefias moléculas sintéticas; este
hecho es importante para los estudios de especificidad por el sustrato y para las
propiedades cinéticas (Lehninger, 1984). Un método ampliamente utilizado se
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basa en el cambio en la solubilidad de una proteina en acido tricloroacético (TCA)
cuando se somete a la accion de una enzima proteolitica. Dos proteinas usadas
comunmente son: la caseina y la hemoglobina desnaturalizada. Cuando una
enzima proteolitica actiia sobre la proteina, el promedio de péptidos solubles
producidos esta en proporcion a la cantidad de enzima y el tiempo de accién
(Whitaker, 1994).

Pueden utilizarse también, derivados de proteinas, como azocaseina y
azoalbumina. Con sustratos cromogénicos, la determinacion de la actividad de
proteasas se basa en la solubilidad de péptidos coloreados de bajo peso
molecular en un sobrenadante, después de la precipitacion de fragmentos
‘grandes de azoproteinas (Sarath ef al., 1989). Los sustratos sintéticos usados en
la cuantificacion de la actividad de proteinasas, estan formados por un aminoacido
cromogénico que simula el enlace peptidico. Cuando la enzima rompe este
enlace, el compuesto que se desprende puede medirse directa o indirectamente
espectrofotométricamente, por métodos electroquimicos o fluorométricos
(Hernandez-Cortés, 1993).

El uso de sustratos sintéticos sirve para elucidar la especificidad y mecanismo de
accion de una enzima. Se requiere de varios ensayos para caracterizar los
mecanismos de catalisis de las proteasas, incluyendo: respuesta de la actividad
enzimatica, respuesta ante inhibidores, modificaciones del sitio activo,
dependencia de la actividad de acuerdo al pH y especificidad por el sustrato. Uno
de los métodos principales para determinar la clase de proteinasa a la que
pertenece una enzima, es a través de la reduccién de la actividad usando
inhibidores especificos. Un inhibidor enzimatico es aquel compuesto que
disminuye la tasa de hidrdlisis de una enzima sobre un sustrato (Neurath, 1989;
Garcia-Carrefio, 1992, 1993, 1996; Garcia-Carrefio y Navarrete del Toro, 1997)).

Para evaluar el mecanismo de catdlisis, determinar los grupos localizados en el
sitio activo de la enzima, e incluso establecer la secuencia de rutas metabdlicas,
se utilizan inhibidores especificos.. El tipo de enlace en la unién enzima-sustrato,
es determinante para su utilizacién. Los inhibidores pueden ser de dos tipos de
acuerdo a su naturaleza: 1) Inhibidores de bajo peso molecular, los cuales
bloquean irreversiblemente un aminoacido catalitico en el sitio activo o quelan el
catibn requerido; y 2) Inhibidores naturales que se comportan como
pseudosustratos y trabajan en forma reversible (Garcia-Carrefio, 1992, 1996).
Algunos inhibidores utilizados para caracterizar las clases de proteasas se
muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Identificacién de proteasas con inhibidores.

CLASE

INHIBIDOR RECOMENDADO Y ENZIMA CONTROL

Serino

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)

Inhibidor de soya para tripsina (SBTI)

Tosil lisil clorometil cetona (TLCK)

Tosil fenilalanil clorometilcetona (TPCK)

Control: tripsina y quimotripsina (bovina o porcina)

Cisteino

Yodoacetamida (IA)

Acido p-hidroximercurico benzoico (PHMB)
N-etil-maleimida (NEM)
Trans-epoxisuccinil-L-leucilamido-(4-guanidin butano)
Control: Papaina

Asparticas

Pepstatina A, en DMSO o Metanol.
Control: catepsina D, pepsina

Metalo

EDTA, EGTA, 1, 10-fenantrolina in DMSO o metanol
Control: termolisina, carboxipeptidasa A

(Garcia-Carrefio, 1993)



Il. ANTECEDENTES

En general, la mayoria de los estudios sobre enzimas proteoliticas esta
relacionada a proteasas serinicas, que por sus propiedades caracteristicas fueron
ubicadas entre las enzimas digestivas producidas a nivel pancreatico en
mamiferos. Posteriormente, han sido encontradas en todas las especies de
vertebrados investigadas, observando que su funcién no se encuentra restringida
a funciones digestivas en la region intestinal, sino también estan involucradas en
la fisiologia del organismo, como en el caso de la coagulacion por activacién de la
protrombina y el plasmindgeno (Neurath, 1989; Whitaker, 1994).

Muchos estudios sobre la estructura molecular y la actividad catalitica de la
quimotripsina de pancreas de mamiferos, incluyendo el mecanismo de activacioén
de zimégenos como el quimotripsindgeno han sido llevados a cabo. En contraste,
estudios de enzimas como quimotripsina y sus zimoégenos en invertebrados ha
estado limitada. Sin embargo, actividad como la de la tripsina, ha sido detectada
en algunos invertebrados; serin proteasas con especificidad tipo quimotripsina
han sido purificadas de tejidos de invertebrados para determinar su estructura
primaria (Groppe y Morse, 1993; Hernandez-Cortés, 1993). La Quimotripsina,
una serin proteasa, ha sido aislada y caracterizada de decapodos marinos y de
agua dulce (Garcia-Carrefio et al., 1994).

En crustaceos, el crecimiento y sobrevivencia con diferentes alimentos como
fitoplancton o zooplancton implica un alto grado de flexibilidad en la fisiologia
digestiva con base a las necesidades nutricionales. En Penaeus monodon, una
de las especies de camaron ampliamente cultivadas en el mundo, se ha
observado una variacién ontogénica de las enzimas digestivas y cambios en la
actividad enzimatica con respecto a la dieta, la etapa de desarrollo del organismo
y otros factores (Lee-Shing y Bon-Ning, 1992).

La distribucion de las enzimas digestivas en animales, se cree que es adaptativa
y se relaciona con los constituyentes de la dieta (Yonge, 1937). En bivalvos, que
tienen una dieta baja en proteinas, los niveles de protedlisis es también baja, lo
cual ha reflejado el poco interés en el estudio de la digestion proteica de estos
moluscos. Se ha encontrado que el estdmago y diverticulo digestivo son los
mayores sitios para la digestion proteica. Reid (1978), asevera que todos los
bivalvos son capaces de digerir proteinas, y que el mayor contenido de enzimas
proteoliticas gastricas son ftripsina, catepsina B, exopeptidasas, estearasas y
fosfatasas, que son secretadas en respuesta a la ingestién del alimento y fueron
encontradas en pequefas cantidades en el estdmago de bivalvos de las familias
Ostreidae, Mitilidae y Pectinidae. El complemento de enzimas digestivas en cada
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bivalvo puede variar con el habitat y el tipo de alimento que ingiere, y su
distribucidon en el mismo puede tener una significancia adaptativa y estar
relacionada con el tipo de dieta (Selvarani et al., 1989).

En halidtidos, los estudios sobre actividad enzimatica son escasos, y se han
orientado a enzimas que rompen polisacaridos estructurales y proteinas como:
celulasas, laminarasas, alginasas, carragenasas y agarasas. Erasmus (1996),
encontré en el hepatopancreas de Haliotis rufescens, enzimas producidas por
bacterias de tipo entérico como Vibrio, Alcaligenes, Flavobacteria, Pseudomonas y
Aeromonas, que participan en la hidrdlisis de polisacaridos algales como:
carboximetilcelulosa, laminarasa, alginasa, carragenasa y agarasa. En H.
coccinea canariensis, H. midae y H. rufescens (Albrecht, 1921; Mc Lean, 1970;
Gomez-Pinchetti y Garcia-Reyna, 1993; Knauer et al., 1996; Serviere et al., 1997),
los jugos digestivos del estdmago e intestino Illevan a cabo reacciones a pH acido
y son notablemente ricos en enzimas como: catalasas, lactasas, lipasas,
proteasas. Cho et al. (1983), encontraron que la actividad proteolitica de
extractos enzimaticos crudos de tracto digestivo de H. discus hannai, es mayor a
pH acido (3.2) o débilmente acido (5.4).

En Haliotis rufescens (abuldn rojo), se estudié la estructura primaria de una
enzima tipo quimotripsina, determinada por un anadlisis de la secuencia de
nucledtidos del RNA mensajero. Esta enzima fue localizada especificamente y en
altas concentraciones en el lumen del cuarto distal del segmento intestinal
(Groppe y Morse, 1993).

La presencia de algunas de las enzimas antes mencionadas esta relacionada con
la dieta suministrada al abuldn. Knauer ef al. (1996), encontraron que en
juveniles de H. midae alimentados con una dieta artificial, habia un gran
contenido de proteasas y bajos niveles de amilasa en el intestino, al compararlos
con animales que fueron alimentados con diatomeas, sugiriendo la existencia de
una relacion directa entre la concentracion de proteina y la presencia de
proteasas. Existen ademas, algunas evidencias de que la actividad digestiva del
abuldén se especializa con la edad. Uki y Watanabe (1992), observaron que
juveniles de H. discus hannai (13 mm) podian digerir mas eficientemente carne de
pescado tratada térmicamente que organismos de 52 mm, proponiendo que esto
puede deberse a una especializacién y decremento de la actividad de las
proteasas con la edad.

En paises con historia en el cultivo de abuldon como Japén, se han probado dietas
artificiales elaboradas con diferentes fuentes de proteina, encontrando un mayor
crecimiento que al utilizar dietas naturales (Wee et al., 1992; Knauer et al., 1996).
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Esto se explica por la calidad de la proteina utilizada, observando diferencias en
su digestibilidad al ser proporcionadas a abulones juveniles. Las algas tienen un
limitado contenido de proteina, lo cual redunda en la baja tasa de crecimiento del
abulén (Fleming et al, 1995). En Meéxico, poco se conoce sobre los
requerimientos nutricionales especificos del abulén. Los estudios nutricionales
que se han hecho, han consistido en la medida de la talla producida por
alimentacién natural como macroaigas, diatomeas y algunas dietas artificiales
preferentemente de bajo costo (Viana et al. 1993; Viana, 1994, Lépez y Viana
1995).

La mayoria de los estudios en moluscos gastrépodos, especificamente Haliotis, de
costas mexicanas, estan enfocados a su biologia, siembra, engorda, dinamica
poblacional, fecundidad y madurez gonadica (Guzman del Proo, 1992, 1994),
pero muy pocos de ellos se han enfocado a aspectos bioquimicos, razén por la
cual es importante realizar estudios sobre dietas, procesos digestivos y
digestibilidad, que pueden tener aplicacion en el desarrollio de cultivos de abuién
exitosos.
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Il. JUSTIFICACION

En México se ha consolidado una pesqueria de abulén, en torno a la cual gira
gran parte de la actividad econémica de la region Pacifico de la Peninsula de Baja
California. Su cultivo es considerado como una alternativa de produccién del
recurso. Sin embargo, aun existe desconocimiento en aspectos biolégicos como
reproduccion, digestién del alimento, cultivo de larvas y juveniles, para el
desarrollo de cultivos extensivos.

En el cultivo del abuldn, existen dos principales problemas relacionados a la
construccion de tejidos para el crecimiento: 1) El tiempo y energia que involucra
el organismo en alimentarse y procesar una gran cantidad de alimento, debido al
contenido de proteinas que tienen las algas y 2) El desconocimiento de la
digestion de las proteinas del alimento (Serviere et al., 1997). Esto podria explicar
el gran gasto de tiempo y energia que invierte el organismo durante el proceso
alimenticio, reflejado en su lento crecimiento, y por otro lado, la necesidad de
entender los mecanismos bioquimicos involucrados para la asimilacién de
aminoacidos y la construccion de tejidos.

En México, se estan haciendo intentos para formular dietas artificiales utilizando
diferentes fuentes de proteina (Viana et al, 1993; Lépez y Viana, 1995). Sin
embargo, es conveniente investigar dietas de origen natural para los diferentes
estadios de vida del organismo, asi como conocer ampliamente los procesos
digestivos que se llevan a cabo, evaluando la participacién de las proteasas en la
hidrélisis de las proteinas ingeridas con la dieta. El conocimiento de la nutricion
del abuldon, es esencial para una acuacultura rentable, y la composicién del
alimento dependera de como el organismo utiliza los componentes de la dieta, es
decir, de la bioquimica nutricional y fisiolégica de las especies en cultivo.

El planteamiento de esta propuesta de investigacién, se sustenta en
observaciones preliminares que evidencian la necesidad e importancia de realizar
estudios de caracterizacién de las proteasas en el sistema digestivo del abulén,
como la mejor manera de entender como estos organismos herbivoros utilizan las
proteinas de las macroalgas que consumen. El presente trabajo tiene como
finalidad la realizacién de un estudio descriptivo de las enzimas que participan en
la digestion del alimento, en juveniles de abuldn azul.
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IV. OBJETIVOS 22

General 771'6

Determinar la presencia de proteasas digestivas, su actividad, clasificacién y

localizacién en juveniles de abulén azul (Haliotis fulgens).

Particulares

1. Adecuar las técnicas para la deteccion de proteasas digestivas en organismos

juveniles de abuldn azul (H. fulgens).

2. Detectar la presencia de proteasas digestivas en visceras y hepatopancreas en

juveniles de abulén azul (H. fulgens).

3. Describir y clasificar el grupo de proteasas responsables de la actividad

proteolitica en visceras y hepatopancreas de H. fulgens, en la fase juvenil de su

desarrollio.

4. Aportar conocimiento de la fisiologia digestiva de juveniles de abulén a partir de

la identificacién de las enzimas que participan en el proceso digestivo.
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V. METODOLOGIA

V.1. ORGANISMOS

Los abulones (Haliotis fulgens) fueron proporcionados por el Laboratorio de
produccién de semilla de la S.C.P.P. “Progreso”, ubicado en la Bocana, B. C. S.
(Fig. 7). Los organismos fueron alimentados con macroalgas (Macrocystis pyrifera
y Eisenia arborea) o diatomeas, mantenidos en tinas y piletas de concreto, con
flujo de agua continuo del medio natural, aireacion y a temperatura de 20-25 °C.

CRIP (x)

UABC (+)— | - =N
ERENDIRA (x) _—"_ | Rk Ny

30 B.FALSA(*)

ISLA CEDROS (x)

P EUGENIA (x)

B. TORTUGAS (X) =
PTO. NUEVO (*) —

—25 n.
SANBUTO (x) — =

X = Lab. prod. semilla. .
+ = Lab. investigacién. )
* = Granja de engorda.

1|15° | H|o°

Fig. 7. Ubicacion del Laboratorio en La Bocana, B.C.S.
(Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1992)
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Se seleccionaron organismos juveniles de abulén azul, que se clasificaron en tres
grupos de acuerdo a la talla y alimento (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los grupos de organismos.

GRUPOy ,
No. DE TALLA (mm)  PESO(g) DESOVE  ALIMENTACION

ORG.

I. 152 27.95+2.10 2.92 +0.70 Nov. 1994 Macroalgas
Il '75 4500 £5.30 10.86+3.06 Nov. 1994 Macroalgas
111.155 2761473 243 +0.71 Dic. 1995 Diatomeas

Se sacrificd el niumero de organismos necesario para efectuar los ensayos
programados, lo cual estuvo relacionado con la cantidad de extracto enzimatico
obtenido por grupo. Se realizd un analisis quimico proximal de las macroalgas
con las cuales fueron alimentados estos organismos (Anexo 1).

V. 2. OBTENCION DE MUESTRAS

Los organismos fueron desconchados y eviscerados sobre hielo. Se hizo la
diseccion del sistema digestivo y se separaron visceras y hepatopancreas de cada
grupo de organismos. Las muestras fueron transportadas al laboratorio en
hieleras. Los extractos se prepararon por separado: grupo de organismo y tipo
de extracto (visceras o hepatopancreas), mezclando 1:1 peso/volumen con agua
destilada. Las muestras de visceras y hepatopancreas fueron homogeneizados
en un Polytron, sobre hielo para evitar desnaturalizacion y autohidrélisis. Para
eliminar residuos alimenticios, material sélido y lipidos, las muestras se
centrifugaron por 15 min a 10,500 g a 4 °C en una centrifuga Eppendorff modelo
5403. Los sobrenadantes acuosos fueron recuperados, separados vy
almacenados en alicuotas de 1 mL y mantenidos en congelacién a -30 °C hasta

su utilizacion.
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V. 3. CUANTIFICACION DE PROTEINA

La cuantificacion de proteina se hizo de acuerdo al método de Bradford (1976). A
10 pL de homogeneizado se adicion6é 1 mL de reactivo de Bradford. La mezcia se
mantuvo por 2 min a 25 °C. La absorbancia fue determinada con un
espectrofotdmetro Beckman DU 640 a 595 nm contra blanco de reactivo. La
concentracion de proteina se calculd por interpolacién de absorbancias con una
curva de calibracion preparada con albimina bovina como estandar, a diferentes
concentraciones. Si la concentraciéon de la muestra problema supera 18 mg de
proteina, se hacen diluciones de la muestra con agua destilada y se repite el
ensayo, multiplicando el resultado por el factor de dilucién utilizado.

Las pruebas se hicieron por triplicado para seis diferentes alicuotas de extractos.
El analisis estadistico de los datos se hizo por un analisis de variancia anidado de
dos niveles (Sokal y Rohlf, 1981), con el objeto de comparar 1) los homogenados
dentro del mismo grupo, 2) los extractos del grupo | contra el grupo I, 3) evaluar
los subgrupos (constituidos por el niUmero de réplicas).

V.4. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

La actividad proteolitica de las muestras fue determinada por el método de
Garcia-Carrefio y Haard (1993), utilizando azocaseina al 1% en amortiguador
universal (Stauffer, 1989), a diferente pH (anexo 2). Para determinar las
condiciones éptimas de ensayo, se hicieron las siguientes determinaciones:

1°. Con la técnica de Garcia-Carrefio y Haard (1993), fueron evaluados
concentraciones de 10, 20, 50 y 100 pug de proteina. Visceras y hepatopancreas
fueron probados por separado, haciendo una preparacion de 0.5 mL de
amortiguador universal a 25 °C, en el rango de pH de 2.0 a 12.0 (ajustado con
HCI), 0.020 mL del homogeneizado y 0.5 mL de azocaseina al 1%. Esta reaccién
fue detenida después de 60 min agregando 0.5 mL de una solucién de acido
tricloro acético (TCA) al 20%. La mezcla de reaccion fue centrifugada en tubos
Eppendorff por 5 min a 14,500 g, donde los péptidos solubles en TCA fueron
separados del resto del sustrato no digerido, registrando la absorbancia a 366 nm.
En los controles, el TCA fue agregado antes que el sustrato. Las unidades de
actividad fueron definidas como el cambio de absorbancia (366 nm) por mg de
proteina en el ensayo. Se elige la minima concentracién de proteina que pueda
detectarse espectrofotométricamente y de resultados reproducibles.
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2° Se determind el comportamiento del extracto crudo en los diferentes valores
de pH.

3° Escogiendo el pH &cido y alcalino donde se observé la maxima actividad en
hepatopancreas y en visceras, se hizo una cinética durante 90 min, registrando la
actividad a intervalos de 10 min, para conocer el tiempo en el cual la reaccion es
lineal.

4°. Se observé el efecto en la actividad enzimatica al incorporar al amortiguador
las siguientes substancias: 40 milimolar (mM) de CaCl,, 4 mM de L-Cys con 2 mM
de EDTA y NaCl a concentraciones de 0.513, 0.598 y 0.684 M (30, 35 y 40 partes
por millén respectivamente).

Los ensayos fueron hechos por tripiicado, utilizando dos alicuotas de cada
extracto. Para evaluar las diferencias significativas entre los extractos del mismo
grupo y del grupo | contra el grupo I, se hizo un analisis discriminante validado
con una prueba de Tukey, con el objeto de evaluar el comportamiento de Ia
actividad enzimatica en: 1) cada pH probado dentro del mismo grupo, 2) entre
cada uno de los grupos y 3) entre los homogeneizados del mismo grupo. En
términos de tiempo, el método grafico es preferido para seleccionar con mayor
precision y demostrar claramente la linearidad de los datos. El efecto de las
sustancias incorporadas al ensayo, fueron comparadas con respecto al control
dentro de cada grupo, por un analisis de varianza simple (Sokal y Rohif, 1981).

V.5. ACTIVIDAD TRIPSINA 'Y QUIMOTRIPSINA

La actividad tipo tripsina fue ensayada utilizando benzoil-Arg-p-nitroanilida
(BAPNA) como sustrato, con la técnica de punto final de Garcia-Carrefio y Haard
(1993). El sustrato fue preparado a una concentraciéon 1 mM, disuelto en 2 mL de
DMSO a 37 °C , y aforado a 100 mL con una solucién de TRIS-HC! 50 mM con 20
mM de CaCl,, pH 7.5. La mezcla de reaccién fue mantenida a 25 °C durante el
periodo de ensayo. A 1.25 mL de sustrato fresco se agregan 0.025 mL de la
preparacién enzimatica. Después de 10 min, fue detenida la reaccion con 0.25
mL de CH3COOH al 30%, y se registraron las lecturas a 410 nm contra blanco de
agua. La hidrdlisis de BAPNA fue evaluada de acuerdo a Dimes ef al. (1994), y
obtenida con la formula:

uMol de p-nitroanilina = (AA 410nm/min x 1000 x mL mezcla) / (8800 x mg de prot.)
liberada/min/mg prot.
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donde 8800 es el coeficiente de extinciéon de la p-nitroanilina (Erlanger, 1961).

Adicional al ensayo de punto final, para determinar actividad tipo tripsina, puede
optarse por una cinética a 25 °C registrando durante 5 min el incremento de
absorbancia a 410 nm, mezclando 0.010 mL de la preparaciéon enzimatica con 1
mL de sustrato y los calculos se hacen con la férmula anterior.

La actividad quimotripsina fue ensayada utilizando succinil-(Ala),-Pro-Phe-p-
nitroanilida (SAPFNA) como sustrato. El ensayo se hizo a 25°C, y la hidrélisis de
SAPFNA fue continuamente registrada, como el incremento en la absorbancia a
410 nm. A 0.010 mL de la preparacion enzimatica fueron agregados 0.690 mL de
una solucion 0.1 mM de SAPFNA en TRIS-HC! 50 mM con 20 mM de CaCl; a pH
7.5. La absorbancia fue registrada durante 5 min. La hidrélisis de SAPFNA fue

obtenida por:

uMol de p-nitroanilina = (AA 410nm/min x 1000 x mL mezcla) / (8800 x mg de prot.)
liberada/min/mg prot.

donde 8800 corresponde al coeficiente de extincién de la p-nitroanilina (Erlanger,
1961).

Los ensayos se hicieron por triplicado, tomando de cada uno de los grupos dos
alicuotas por homogeneizado utilizado. Para comparar entre la actividad de
tripsina y quimotripsina entre los extractos dentro de un mismo grupo, y entre los
grupos | y I, se hizo un analisis de varianza anidado de dos niveles (Sokal y Rohlf,

1981).
V.6. ACTIVIDAD DE CARBOXIPEPTIDASA A y CARBOXIPEPTIDASA B

La actividad de carboxipeptidasa A, fue evaluada utilizando el método de Folk y
Schirmer (1963). De una solucién 1 mM de Hipuril-L-Phe (HLPA) en 25 mM de
TRIS-HCI, pH de 7.5, conteniendo 500 mM de cloruro de sodio, fue tomado 1 mL
y mezclado con 0.050 mL de la preparaciéon enzimatica en LiCl al 10%. El
incremento de absorbancia a 254 nm debido a la hidrélisis del sustrato a 25 °C fue
registrado durante 3 a 4 min. Las unidades de actividad fueron obtenidas de la

relacion:

Umg = (AA 254nm/ min)/ (0.36x mg enzima / mL mezcla)
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Donde 0.36 es el coeficiente de extincién del acido hiplrico liberado en la
reaccion (Folk y Schirmer, 1963).

La actividad de Carboxipeptidasa B fue determinada utilizando el método
espectrofotométrico de Folk et al. (1960). De una solucion 1 mM de Hipuril-L-Arg
(HLA), en 25 mM de TRIS-HCI, a pH 7.65 con 100 mM de NaCl, se tomaron 1.45
mL y se mezclaron con 0.050 mL de la preparacion enzimética. Fue registrado el
incremento de absorbancia a 254 nm debido a [a hidrdlisis del sustrato durante 3 a
4 min, a 25 °C. Una unidad de actividad fue obtenida de la relacién:

U/mg = (A A 2s4nm/ min) / (0.349 x mg enzima / mL de la mezcla)..

Donde, 0.349 es el coeficiente de extincion del acido hipurico liberado durante la
reaccion (Folk et al., 1960).

Los ensayos se hicieron por triplicado utilizando dos alicuotas de cada uno de los
extractos.

V. 7. ACTIVIDAD FOSFATASA ACIDA

La actividad de fosfatasa acida fue analizada utilizando una solucion de fosfato de
p-nitrofenilo a pH 4.8, en una solucién amortiguadora de citratos. Un volumen de
0.250 mL del sustrato fue incubado en un bafo de agua por 5 min a 37 °C.
Posteriormente se le agregaron 0.050 mL de la muestra problema, incubando
nuevamente por 30 min a 37 °C . La reaccion fue detenida con 2.5 mL de NaOH
0.02 N. En el blanco, la incorporacion de la muestra problema se hizo hasta el
final del ensayo. Se registro la absorbancia a 405 nm ajustando contra blanco de
reactivo, considerando que el color es estable 20 min. La actividad de fosfatasa
acida se determind por interpolacién de resultados contra dos curvas de
calibracién preparadas con una soluciéon estandar de p-nitrofenol 2.7 mM en
NaOH 0.02 N, a diferentes concentraciones: en la primera curva se incluyé a la
solucién estandar, extracto de visceras, y en la segunda se incorpord extracto de
hepatopancreas. Para hacer el calculo de actividad de fosfatasa acida se
seleccioné la curva estandar segun el extracto a evaluar. Esto se hizo con el
objeto de obtener resultados confiables, eliminando el efecto de la turbidez y el
color de los extracto. Sila concentracion del problema es mayor de 50 mU/mL, se
diluye la muestra con agua destilada, se repite la determinacién y el resultado se
multiplica por el factor de dilucién utilizado.
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Los ensayos fueron hechos por triplicado utilizando dos alicuotas de extracto. Las

Aifaranciace cinnifirativace fitarnn avidanciadae nar 11n andlicie dAa varianza anidada
Gierendiias Sigrmauvas iuciUnl SViGanGialGas por Un anailsis G€ vananZa aniGadl

(Sokal y Rohif, 1981), comparando entre los extractos del mismo grupo y entre los
extractos del grupo | contra los del grupo Il

V.8. ACTIVIDAD DE PEPSINA

Fue determinada utilizando hemoglobina al 2% desnaturalizada con urea,
siguiendo el método de Anson y Mirsky (1932). La digestion de la hemoglobina es
estimada por el color azul que da con el reactivo de fenol, el cual reacciona con la
Tyr, Trp y grupos Cys (la Tyr puede utilizarse como estandar). El sustrato fue
disuelto en 16 mL de NaOH 1 N, 20 mL de agua y 36 g de urea. Esta mezcla fue
mantenida en agitaciéon 1 hr a 25°C, posteriormente se afiadieron 4 g de urea y se
aforé a 100 mL con agua destilada. El sustrato fue ajustadoapH 2, 3,4,5,6y7
con H3PO, 1 M. El ensayo consistidé en afiadir a 0.25 mL del sustrato incubado a
37°C durante 10 min, 0.050 mL de la mezcla enzimatica, incubando la mezcia 10
min mas. La reaccién fue detenida con 0.5 mL de TCA ail 5%. Los tubos fueron
agitados en Vortex Genie-2 y centrifugados por 5 min a 21,600 g. Se extrajeron
0.5 mL del sobrenadante, al que se adicionaron 1 mL de NaOH 1N y 0.3 mL de
reactivo de folin 1:3 para desarrolio de color. En los tubos controles, el TCA se
agregé antes de la muestra problema. Las lecturas de absorbancia fueron
registradas a los 30 min, a 650 nm contra blanco de agua y calculadas en pmol tyr
/ min / mg contra una curva de calibracién de Tyr.

Los ensayos fueron hechos por triplicado utilizando dos alicuotas de muestra. Las
diferencias significativas se establecieron por un analisis de varianza de tres vias,
donde se interactud simultdneamente: talla del organismo, tipo de homogenado y
pH. Se hizo una comparacién entre los extractos del mismo grupo y entre los
extractos del grupo | contra los del grupo Il.

V.9. ELECTROFORESIS

La separacion de proteinas por electroforesis en las preparaciones enzimaticas,
se hicieron de acuerdo a:

Una modificacién del método de Laemmli (1970), utilizando geles de acrilamida al
12.5 % en un sistema vertical (Hoeffer, San Francisco, Ca). Los extractos
enzimaticos fueron diluidos 1:4 en amortiguador TRIS-glicerol-SDS, pH 6.8.
Muestras con una concentracién de 5 pug de proteina fueron aplicados en cada
pozo. En uno de los carriles se colocé 5 ul de marcadores de peso molecular
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(Sigma Chem Co, San Louis Missouri, U.S.A.) como referencia. La electroforesis
fue realizada a corriente constante de 15 mA, durante 2 hrs y a 4 °C para cada
gel, utilizando TRIS-Gly-SDS de pH 8.3 como amortiguador de corrimiento. Para
la tincién de proteinas los geles fueron incubados en una solucién de tenido
preparada con azul de coomassie R 250 0.1 %, 40% de metanol y 10% de
CH3;COOH durante 30 min en agitacién constante. Posteriormente los geles se
colocan en una solucién de desterido preparada con 40% de metanol y 10% de
CH3;COOH, hasta observar las bandas.

b) En condiciones no desnaturalizantes, se hizo una electroforesis acida siguiendo
el método de Reisfeld et al (1962). La muestra fue diluida 1:2 en amortiguador
preparado con CH3COOH 0.127 M, KOH 0.12 M a pH 6.8, con 0.01% de azul
de metileno. Muestras con 10 ug de proteina fueron colocados en cada pozo.
La electroforesis fue realizada a 35 mA (100V) durante 5 hr, utilizando 0.14 M
de CH3COOH y 0.35 M B-Ala a pH 4.5 como amortiguador de corrimiento.

c¢) En condiciones no desnaturalizantes se realizdé una electroforesis neutra, donde
el gel y los amortiguadores fueron preparados de acuerdo a Williams y Reisfeld
(1964). La muestra fue diluida 1:2 en amortiguador de 0.1M TRIS-fosfato pH
5.5, con 20% de glicerol y 0.02% de azul de metileno. La electroforesis fue
realizada a 25 mA (100 V) durante 6 hr, utilizando 5 mM de TRISy 0.62 M Gly a
pH 7.0, como amortiguador de corrida.

A. ZIMOGRAMAS
Para observar las zonas de actividad enzimatica se siguieron dos métodos:

a) En condiciones desnaturalizantes, se siguié el método de Garcia-Carrefio et al
(1993). Después de la electroforesis los geles fueron inmersos en amortiguador
universal a pH de 7.5 por 10 min y posteriormente sumergidos en 50 mL de
caseina al 2% en el mismo amortiguador, a 5 °C por 30 min, para difundir el
sustrato en el gel y reduciendo la actividad enzimatica. Con sustrato fresco, los
geles fueron incubados a 25 °C por 90 min para la digestion de la proteina del
sustrato por las fracciones enzimaticamente activas. Los geles fueron lavados
con agua destilada e inmediatamente colocados en la solucién de tefido detallada
previamente, durante 2 hr. Posteriormente los geles fueron colocados en la
solucion de destefnido descrita anteriormente para contrastar las zonas. Las
zonas claras sobre un fondo azul, indican actividad de proteasas y las de un color
azul intenso son causadas por el colorante y el sustrato de caseina no digerido.
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b) En condiciones no desnaturalizantes, independientemente del pH, los geles
fueron colocados en una solucién de HCI 0.1 M pH 2, durante 15 min. Después
fueron inmersos en hemoglobina al 0.25 % en 0.1M de Gly-HCI pH 2.0, durante 30
min a 4 °C. Posteriormente los geles fueron colocados en hemoglobina fresca por
90 min a 37 °C. Los geles se lavaron con agua destilada y fueron fijados durante
30 min en una solucién de TCA al 12 % y tefAidos utilizando una solucion de 0.1 %
de azul de coomassie brillante R-250 en 42 % de metanol, 16 % de CH3;COOH y
destenido en una solucién de metanol al 40 %, y CH;COOH al 10 %. Las zonas
claras corresponden a la actividad de la enzima .

Los geles fueron secados utilizando un secador Bio-Rad (Modelo 583). Todos los
ensayos fueron hechos por triplicado.

B. PESO MOLECULAR

El peso molecular relativo de las proteinas y las proteasas, se determina utilizando
marcadores de peso molecular conocidos, haciendo una regresién lineal de los Rf.
Los Rf para cada proteina son caiculados dividiendo la distancia de la migracién
de la proteina entre la distancia de migracion del colorante. Las proteinas
marcadoras utilizadas y sus pesos moleculares (kDa) son: albumina de suero
bovino (66.0), ovalbumina de huevo de pollo (45.0), gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de musculo de conejo (36.0), anhidrasa carbénica de eritrocitos
de bovino (29.0), tripsinégeno de pancreas de bovino (24.0), inhibidor de frijol de
soya para ftripsina (20.0) y a-lactoalbumina de leche bovina (14.2), todos los
marcadores de Sigma Chem. Co.

C. ESTABILIDAD DE LAS PROTEASAS EN DIFERENTE pH

Utilizando una concentracion de proteina de 100 pug del homogeneizado y con el
método de Garcia-Carrefio y Haard (1993) previamente descrito, se hizo una
evaluacion del comportamiento de las proteasas de las visceras en las soluciones
amortiguadoras utilizadas en las electroforesis. Se utilizé amortiguador universal y
sustrato de azocaseina al 1% a pH 3 como control. Un volumen conocido de cada
extracto se incubd en las soluciones amortiguadoras utilizadas para la preparacion
de los geles y los geles concentradores en las electroforesis: desnaturalizante,
acida y neutra. Los amortiguadores probados fueron:

1) Amortiguador universal, pH 3.0

2) 0.5 Mde TRIS-HClapH 6.8



3) 1.5 M de TRIS-HCl a pH 8.8

4) 0.376 M de CH;COOH y 0.06 M de KOH a pH 4.0
5) 0.127 M de CH;COOH y 0.12 M de KOH a pH 6.8
6) 0.1 M de TRIS-HsPO, apH 5.5y

7) 0.07 M de TRIS-HCl apH 7.5

Los tubos con las soluciones amortiguadoras, fueron mantenidos durante 10 min
para adecuar las soluciones a una temperatura entre 20 a 25 °C. A cada tubo se
agregd el volumen de visceras ajustado a las condiciones seleccionadas. A
intervalos de 15 minutos, fueron removidas alicuotas de 100 ug de proteina. Las
alicuotas se usaron en los ensayos previamente descritos. Los resultados se
calcularon en por ciento de actividad residual en el tiempo (Whitaker, 1994) para
cada amortiguador.

V.10. ANALISIS ESTADISTICO

Para hacer el andlisis estadistico, se utilizaron los paquetes: Statistica para PCs
(Microsoft Co., Tulsa, OK), Quattro Pro para Windows V. 5.0, y el procesador de
gréaficos Jandel Scientific SigmaPlot.

El analisis estadistico se hizo: 1) entre los extractos de visceras y
hepatopancreas dentro de cada grupo y 2) entre los grupos | y |l por extracto
(organismos de diferente talla, provenientes del mismo desove y alimentados con
la misma dieta). EIl grupo lll, por tener parametros no controlados como: distinto
desove, diferente alimentacion y talla, solo se describe. Para determinar la
significancia, y comparar la actividad de proteinasas entre homogeneizados del
mismo grupo, y entre homogeneizados del grupo | contra el grupo Il, se hizo un
andlisis discriminante y se aplicé la prueba de Tukey HSD. Se hizo un analisis de
varianza anidado para proteina, tripsina, quimotripsina y fosfatasa acida y un
analisis de varianza de tres vias para pepsina (Sokal y Rohif, 1981). Se realiz6
un analisis de varianza monofactorial (ANOVA), para validar estadisticamente el
efecto de las diferentes sustancias en la actividad proteolitica y un analisis de
regresidn para las curvas de calibracién y las cinéticas. Las pruebas fueron
hechas con un 85 % de confianza (p<0.05).
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VI. RESULTADOS

Los datos de los andlisis quimico proximales de las macroalgas con las que fueron
alimentados los organismos pueden observarse en el Anexo |.

V1.1. CUANTIFICACION DE PROTEINA

La preparacién de los homogeneizados de visceras y hepatopancreas de abuién,
asi como la cuantificacion de proteinas fue el primer paso para realizar las
determinaciones de actividad proteolitica, las pruebas con sustrato especifico y
electroforesis.

La absorbancia de las muestras fueron interpolados en una curva de calibraciéon
de albtimina, cuya r* fue de 0.9968. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 4.

Tabla No. 4. Concentracién de proteina (mg/mL).

GRUPOS ALIMENTO VISCERAS HEPATOPANCREAS
I MACROALGAS 9.89 +0.89 1212 +2.13
Il. MACROALGAS 9.80+ 097 13.30 + 1.75
1. DIATOMEAS 10.48 + 1.72 14.32 + 0.92

Los valores representan la media de 6 alicuotas hechas por triplicado, y leidas a
595 nm. La desviacion estandar va precedida del signo + .



La proteina soluble fue menor en visceras que en hepatopancreas en todos los
grupos. La mayor concentracién de proteina fue observada en el grupo lil, tanto
en visceras como en hepatopancreas. En todos los casos, la mayor
concentracion de proteina se observé en el hepatopancreas.

Se encontraron diferencias significativas al comparar visceras contra
hepatopancreas dentro de cada uno de los grupos. Al comparar visceras del
grupo | contra visceras del grupo I, no hubo diferencia (p>0.05). Tampoco se
observo diferencia al comparar hepatopancreas del grupo | contra el del grupo Il

V1.2. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Se hicieron ensayos de actividad proteolitica utilizando diferentes concentraciones
de proteina soluble de extracto enzimatico (visceras y hepatopancreas),
encontrando que la minima concentracién de proteina con la que fue posible
detectar actividad enzimatica en el espectrofotdmetro y con la que se obtuvieron

resultados reproducibles, fue con 100 pg de proteina.

a) Efecto del pH

Se determiné la actividad proteolitica a diferentes valores de pH. Los resultados
de actividad en visceras se presentan en la Fig. 8. En el grupo | y Ill, la mayor
actividad se observa en el rango de pHde 2 a4, y en el grupo Il, a pH de 3. Se
observa una tendencia a disminuir la actividad proteolitica conforme es
aumentado el pH. Un declinamiento en la actividad se presenta en el rango de pH
de 5 a 6, manteniéndose relativamente constante en el intervalo de pH de 6 a 12.
Mas del 75% de la actividad de proteasas se detectd a pH acido (2 a 4) en los fres
grupos, lo que sugiere que la actividad enzimatica disminuye al aumentar el pH.

En el grupo | y en el grupo Ill, no se encontré diferencia significativa en el intervalo
de pH de 2 a 4 (p>0.05). En el grupo [l, donde la mayor actividad se detecté a pH
3, se hizo una comparacion estadistica contra la actividad proteolitica obtenida a
pH 2 y pH 4 del grupo |, sin registrar diferencia significativa. Analizando
estadisticamente la actividad enzimatica obtenida en el intervalo de pH de 6 a 12
en los grupos, no se observé diferencia significativa.
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Fig. 8. Efecto del pH en la actividad proteolitica de visceras.

La actividad proteolitica en el hepatopancreas a diferente pH, puede ser
observado en la Fig. 9. La maxima actividad de los grupos | y |l fue encontrada a
pH 5, mientras que para el grupo |l fue a pH 3. Mas del 85% de la actividad se
detect6 en el rango de pH de 4 a 5 para los grupos | y I, y en el rango de pH de 2
a 4 para el grupo lll.

Los hepatopancreas del grupo | y Il tuvieron un comportamiento muy similar,
aunque fue detectada mayor actividad de proteasas en el grupo | que en el grupo
I, resultando estadisticamente diferentes (p<0.05). Al analizar la actividad en el
intervalo de pH de 2 a 4 del grupo lll, no se observé diferencia significativa. En el
intervalo de pH de 6 a 10 para cada uno de los grupos, tampoco se observo
diferencia.

Al comparar los resultados obtenidos en visceras con los obtenidos en
hepatopancreas, de cada grupo, se observd diferencia significativa en todos los
casos. En los tres grupos, la mayor actividad proteolitica se observé en el pH de 2
a 5, siendo mayor en hepatopancreas.
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Fig. 9. Efecto del pH en la actividad proteolitica de hepatopancreas.

Al analizar el comportamiento de los grupos | y ll, se observé que siguen una
tendencia muy similar en actividad proteolitica a diferente pH. Por lo que se
obtuvieron las ecuaciones que describen el comportamiento de cada extracto en
ambos grupos, encontrando que la ecuacion que lo describe resulta de una
regresion de cuarto orden. Para visceras del grupo | y 2 las ecuaciones son (2y 3

respectivamente):

Act. Visc.l =-0.00064 x* + 0.00443 x> - 0.0399 x* + 0.114 x + 0.06204;

r* =0.89
Ec. 2

36



Act. Visc. Il = -0.00014x* + 0.00369 x° - 0.0339 x* + 0.112 x + 0.0143 :

r?=0.76
Ec. 3

De las ecuaciones 2 y 3 se determinaron los valores maximos y minimos de
actividad, que corresponden matematicamente al valor del pH donde se observa
la mayor o menor actividad proteolitica. En el caso de las visceras, se encontrd
que la maxima actividad ocurre en el intervalo de pH de 2.1 2 2.7 y la minima en el
pH de 8 a 8.3. Para hepatopancreas del grupo | y 2 las ecuaciones son (4 y 5
respectivamente):

Act. Hp. | = -0.00032 x* + 0.0098 x® - 0.105 x* + 0.415 x - 0.3256;

r*=0.82
Ec. 4

Act. Hp. 1l =-0.000174 x* + 0.00523 x° - 0.054 x* + 0.2002 x - 0.0734;

?=0.95
Ec. 5

Donde x corresponde al intervalo de pH de 2 a 12.

De las ecuaciones 4 y 5 se determinaron los valores maximos y minimos de
actividad. Para hepatopancreas se enconiré la maxima actividad en el intervaio
de pH de 3 a 3.4 y la minima a pH de 8.5. Estos datos, coinciden con los
descritos en la Fig. 8 y 9.

b) Cinética

De acuerdo con los resultados de actividad enzimatica obtenidos a diferente pH,
se eligié el pH donde se detectd la mayor actividad a pH acido: pH 2 y 4 para
visceras, pH 5 para hepatopancreas, y donde se encontr6é la maxima actividad a
pH alcalino: pH 8 y 11 para visceras y pH 11 para hepatopancreas, para realizar
una cinética de actividad de cada grupo. Con los datos obtenidos se hizo una
regresion lineal y se selecciond el periodo (20 min) en el que la actividad sigue
siendo lineal con el tiempo. Los resultados de cada grupo fueron similares, por lo
que se ejemplifica con la cinética de actividad para visceras del grupo | (Fig. 10) y
con la cinética obtenida para hepatopancreas del grupo Il (Fig. 11).
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Fig. 11. Cinética en hepatopancreas (grupo Il)
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Se observa que tanto en visceras como en hepatopancreas, la reaccién es lineal
hasta los 90 min. Se seleccioné un tiempo de 60 min para los ensayos
enzimaticos, con una concentracion de proteina de 100 ug, de acuerdo con la
experiencia adquirida al realizar actividad enzimatica en muestras de organismos
adultos de abulén azul, donde el tiempo de ensayo fue de 60 min. Sin embargo,
se considera que 20 min serian suficientes para llevar a cabo este ensayo, donde
el comportamiento sigue siendo lineal.

c¢) Caracterizacion de actividades

De acuerdo con las cinéticas utilizando un tiempo de 20 min, una concentracion de
proteina de 100 pg/mL y pH de 3, siguiendo la técnica de Garcia-Carrefio y Haard
(1993), se hizo un ensayo de actividad proteolitica agregando al amortiguador
universal, diferentes sustancias para observar su efecto en la actividad enzimatica
de visceras y hepatopancreas. Los resultados obtenidos en los extractos del grupo

| se observan en la Fig. 12.
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Fig. 12. Actividad proteolitica del grupo | con diferentes sustancias.



En el grupo |, en el control se detectdé mayor actividad en hepatopancreas que en
visceras. En las visceras se observé un incremento del 60% en la actividad al
adicionar caicio y en el hepatopancreas del 10%. Se compard el efecto del NaCl a
las diferentes concentraciones con respecto al control, no encontrando diferencia
significativa (p>0.05). Con calcio, solo se encontré diferencia en visceras al
comparar con el control. Al utilizar cisteina-EDTA, se inhibe la actividad.

En el grupo HI, al igual que en el grupo |, en el control se detecta mayor actividad
en hepatopancreas que en visceras. Cuando se adicioné calcio, la actividad en
visceras se incrementd hasta en un 200% con respecto al control. El NaCl
incrementd la actividad en las visceras de un 80 a 100%. En el hepatopancreas, la
actividad enzimatica disminuyé un 20% con respecto al control, tanto al agregar
calcio como con las diferentes concentraciones de NaCl (Fig. 13), observandose
incremento en la actividad a medida que se aumentaba la concentraciéon de NaCl.
Tanto en visceras como en hepatopancreas se inhibe la actividad por accién de la

Cys-EDTA.
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Fig. 13. Actividad proteolitica del grupo Il con diferentes sustancias.

En visceras del grupo I, se registraron diferencias significativas al comparar el
control con las diferentes sustancias de prueba (p<0.05), observando que la
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actividad aumenta con adicion de NaCl, siendo maxima a 0.598 M. En el
hepatopancreas, no hubo diferencia estadistica por efecto de las sustancias
probadas (p>0.05), excepto en el caso del NaCl 0.5998 y 0.684 M por el
decremento en la actividad.

En el grupo Ill, la actividad del control en visceras resulté significativamente menor
que la actividad del control en hepatopancreas. La actividad enzimatica en
visceras se incremento ligeramente por efecto del calcio (15 %) y a medida que se
fueron incrementando las concentraciones de NacCl la actividad disminuy6. En el
hepatopancreas, el calcio incrementé la actividad enzimatica en un 7 % con
racnanrtn al ~rantral v ~rAan NaC]l N EQQ M ca AlhoarsA o~y s

TCOPCULU al LUIiuUl y LUIT INawt V.UJ0 ivi ST UUSEIVD {a mdayor aCtIVldad La CYS'

EDTA, aligual que en los grupos | y ll, inhibi¢ la actividad (Fig. 14).
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Fig. 14. Actividad proteolitica del grupo [l con diferentes sustancias.

Al analizar el control con respecto a las sustancias probadas en visceras, no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05), a excepcion de la adicién de NaCl
0.684 M. En el hepatopancreas estadisticamente no se encontraron diferencias.
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VI.3. ACTIVIDAD TIPO TRIPSINA Y QUIMOTRIPSINA.

Se registro actividad tipo tripsina en los grupos ensayados. En el grupo | y Il se
observa mayor actividad en hepatopancreas que en visceras y en el grupo lll, el
efecto se invierte, encontrandose mayor actividad tipo tripsina en visceras que en
hepatopancreas (Fig. 15). En el grupo | se observa la mayor actividad tanto en
visceras como hepatopancreas, y en el grupo lll se registra la menor actividad
para el hepatopancreas.
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Fig. 15. Actividad tipo tripsina

Al comparar los extractos dentro de cada grupo, se observa que en todos los
casos hay diferencia significativa entre visceras y hepatopancreas (p<0.05). Al
analizar visceras del grupo | contra las del grupo Il, y hepatopancreas del grupo |
contra el del grupo |, resultaron estadisticamente diferentes. Al interior del
ensayo, al evaluar el resultado de las repeticiones dentro de cada grupo y para
cada extracto no se registrd diferencia estadistica (p>0.05), lo que indica precisién
en el ensayo. En los tres grupos la mayor actividad tanto en visceras como en
hepatopancreas fue registrada en el grupo I.
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Se detectd actividad tipo quimotripsina, observando que en el grupo | y en el
grupo I, hay mayor actividad en hepatopancreas que en visceras. En el grupo lli,
el efecto se invierte, encontrandose mayor actividad tipo quimotripsina en visceras
que en hepatopancreas (Fig. 16), similar al resultado obtenido para tripsina. La
mayor actividad tipo quimotripsina en visceras, se registré en el grupo lll y en
hepatopancreas del grupo |.
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Fig. 16. Actividad tipo quimotripsina

Al comparar visceras del grupo | contra las del grupo I, resuitaron
estadisticamente diferentes (p<0.05). En el hepatopancreas del grupo | contra
grupo Il no se encontré diferencia significativa (p>0.05). Al interior del ensayo, al
evaluar el resultado de las repeticiones dentro de cada grupo y para cada
extracto, no se registrd diferencia estadistica lo que indica precisiéon en el ensayo.
En los tres grupos la mayor actividad en visceras fue registrada para los
organismos del grupo lll, y para hepatopancreas (al igual que en tripsina), fue
observada en el grupo I.
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Vi. 4. ACTIVIDAD DE CARBOXIPEPTIDASA AY CARBOXIPEPTIDASA B

No se encontré actividad de este tipo de enzimas para ninguno de los extractos
evaluados.

VI. 5. ACTIVIDAD DE FOSFATASA ACIDA

En la determinacion de actividad de fosfatasa acida para visceras vy
hepatopancreas, se hicieron tres curvas de calibraciéon: 1) utilizando una solucién
de p-nitrofenol 2.7 mM como control, 2) incorporando al ensayo anterior, una
alicuota del extracto de visceras y 3) agregando extracto de hepatopancreas.. Al
hacer el analisis estadistico, se observa que hay diferencias significativas de la
curva 1, con la curva 2 y 3, por lo que para realizar los calculos correspondientes,
se utiliza la ecuacién obtenida para visceras y para hepatopancreas.

Al hacer la regresion lineal con los datos generados, la * de la primera curva fue
de 0.9997. Se obtuvieron las ecuaciones de las curvas donde fue incorporado el
extracto de visceras y hepatopancreas, que sirvieron para caicular la actividad de
fosfatasa acida. Las ecuaciones calculadas son:

a) Visceras

Act. de fosfatasa acida = 0.008764 * x + 0.004735, r2 =0.9935
b) Hepatopancreas

Act. de fosfatasa acida = 0.006714 *x + 0.035393, r2 =0.9988.

Los resultados obtenidos pueden apreciarse en la Fig. 17. En todos los grupos,
se observa una mayor actividad de fosfatasa acida en hepatopancreas que en
visceras. La mayor actividad de fosfatasa acida para visceras se observé en los
grupos | y ll, y para el hepatopancreas en el grupo |.
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Al analizar visceras contra hepatopancreas dentro de cada uno de los grupos, se
observaron diferencias significativas entre los extractos (p<0.05), pero no entre las
repeticiones de los ensayos. Al comparar visceras del grupo | contra visceras del
grupo ll, no se observaron diferencias, pero si entre los hepatopancreas del grupo
| contra el grupo Il.
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Fig. 17. Actividad de fosfatasa acida

V1.6. ACTIVIDAD TIPO PEPSINA

Utilizando hemoglobina desnaturalizada al 2% como sustrato, se observo el
comportamiento de las visceras en los grupos (Fig. 18). La mayor actividad de
pepsina se observa en el grupo | y la menor en el grupo Il. En el grupo | la mayor
actividad se observa a pH de 3; en el grupo I, en el rango de pHde 2 a4y en el
grupo lll, la mayor actividad se detecta a pH 4. En esta figura se observa que la
mayor actividad de pepsina se encuentra en el intervalo de pH de 2 a 4 para todos
los grupos, experimentando una declinacién en la actividad a pH 5.

No se encontraron diferencias significativas en la actividad de pepsina en el
intervalo de pH 2 a 4 en los grupos Il y lll. Al comparar estadisticamente visceras
del grupo | y contra las del grupo |l, se encontraron diferencias.
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Fig. 18. Actividad de pepsina en visceras.

La actividad tipo pepsina determinada en el hepatopancreas para todos los
grupos, se presenta en la Fig.19. En el grupo |, se presenta una mayor actividad a
pH 4. En el grupo Il y Ill, l]a mayor actividad se observo en el pH de 3 a 4. La
mayor actividad de pepsina en hepatopancreas se registré en el grupo Ill. En
todos los casos, la actividad disminuy6 a pH de 5.0.

En los grupos Il y 1lI, al comparar la actividad obtenida a pH 3 con la de pH 4, no
se encontro diferencia significativa. Al comparar estadisticamente el grupo | y el
Il, se encontraron diferencias significativas (p<0.05). Independientemente de la
actividad de pepsina detectada, el comportamiento en los grupos tiene una

tendencia similar.
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Fig. 19. Actividad de pepsina en hepatopancreas.

VL.7. COMPOSICION DE PROTEINAS EN EXTRACTOS ENZIMATICOS

La composicién de proteinas en los extractos de H. fulgens, fue determinada
utilizando el método SDS-PAGE. Los resultados pueden observarse en la Fig. 20.

En las visceras de los tres grupos, se detectd una banda de 46 a 48 KDa y en el
‘hepatopancreas de los tres grupos una banda de 72 a 77 KDa. En los extractos
de las visceras del grupo | y Il, se detectaron bandas de 70 a 72, yde 76 a 77
KDa.. En el hepatopancreas, tanto en el grupo | como en el II, se detectd una
banda de 47.5 KDa.. Tanto en visceras como hepatopancreas de los tres grupos,
se detectaron bandas, a 75, 30 a 38 y de 21 a 22 KDa.
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Fig. 20. Composicion de proteinas por SDS-PAGE. MPM, marcadores de peso
molecular; V1, visceras del grupo I; V2, visceras del grupo Il; V3, visceras del
grupo llI; H1, hepatopancreas del grupo |; H2, hepatopancreas del grupo Il y H3,
hepatopancreas del grupo lll. Los volumenes fueron ajustados a 5 ug de proteina,
para visceras y hepatopancreas.

V1.8. COMPOSICION DE PROTEINASAS EN EXTRACTOS ENZIMATICOS

Los zimogramas no revelaron bandas de actividad de proteasas en los extractos
de ninguno de los grupos, por lo que la composicién de proteasas utilizando el
método de SDS-PAGE en estas condiciones, no pudo ser detectada (Fig. 21). Se
hicieron pruebas incrementando la concentracion de proteina de 5, 10 y hasta 50

ug, sin obtener mejores resuitados.

Posteriormente, se procedioé a realizar una electroforesis no desnaturalizante a pH
neutro, sin lograr obtener bandas que indicaran la actividad de las proteinasas por
hidrolisis del sustrato de hemoglobina utilizado, como se observa en la Fig. 22.
Las corridas electroforéticas fueron hechas utilizando 5 y 10 ug de proteina. En
este ensayo, se observo una lenta migracion del colorante utilizado, por lo que la
corrida electroforética se prolongé por 6 horas.
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Fig. 21. Electroforesis desnaturalizante por SDS-PAGE. MPM, marcadores de
peso molecular; V1, visceras del grupo I; V2, visceras del grupo Il; V3, visceras
del grupo lll; H1, hepatopancreas del grupo I; H2, hepatopancreas del grupo Il y
H3, hepatopancreas del grupo lll. Los volimenes fueron ajustados a 10. ug de
proteina, en visceras y hepatopancreas.
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Fig. 22. Electroforesis no desnaturalizante a pH neutro. Visceras del grupo [; V2,
visceras del grupo II; V3, visceras del grupo Ill; H1, hepatopancreas del grupo I
H2, hepatopancreas del grupo Il y H3, hepatopancreas del grupo Ill. Los
volumenes fueron ajustados a 10 ug de proteina, en visceras y hepatopancreas.



Se probo un sistema de electroforesis acida, para revelar actividad de proteasas,
obteniendo el mismo resultado que en la electroforesis a pH neutro, tanto en
visceras como en hepatopancreas. La hidrolisis del sustrato de hemoglobina no
pudo observarse (Fig. 23). El tiempo de corrida electroforética fue de 5 hrs.
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Fig. 23. Electroforesis no desnaturalizante a pH acido. V1, visceras del grupo I;
V2, visceras del grupo ll; V3, visceras del grupo lll; H1, hepatopancreas del grupo
I, H2, hepatopancreas del grupo Il y H3, hepatopancreas del grupo lll. Los
volumenes fueron ajustados a 10 pg de proteina, en visceras y hepatopancreas.

VI1.9. EFECTO DEL pH SOBRE LA ESTABILIDAD DE LAS PROTEASAS

Los extractos enzimaticos fueron probados utilizando los amortiguadores
empleados en cada uno de los métodos electroforéticos. Para las visceras del
grupo |, los resultados pueden apreciarse en la Fig. 24. El ensayo se hizo durante
1 hora, observando que en el control, el porcentaje de actividad residual fue
disminuyendo paulatinamente hasta reducir un 10 % su actividad al término del
ensayo. Sin embargo, el comportamiento de las proteasas de las visceras del
grupo | con los amortiguadores utilizados en la electroforesis desnaturalizante,
redujeron su actividad durante los primeros 15 min hasta un 24 %, perdiéndola
totalmente a los 30 min con el amortiguador de pH 8.8. Con el amortiguador del
gel concentrador de pH 6.8, la actividad residual disminuyd el 35 % al final del
ensayo. En los amortiguadores de la electroforesis no desnaturalizante a pH
acido (pH 4.0 y 6.8), la actividad registrada a los 60 min fue del 36 al 40 % con
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respecto al control. En los amortiguadores de la electroforesis no desnaturalizante
pH neutro, con pH de 5.5 y de 7.5, la actividad disminuyé a un 40 y 55 %
respectivamente con respecto a la actividad inicial. Considerando los tiempos de
ensayo tan prolongados mantenidos durante la electroforesis acida, como en la
electroforesis neutra, se puede inferir que la actividad de las enzimas contenidas
en el extracto haya disminuido alin mas.
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Fig. 24. Efecto del pH sobre la estabilidad de las proteasas de las visceras del
grupo [. E.D., amortiguador utilizado en la electroforesis desnaturalizante; E.A.,
amortiguador utilizado en la electroforesis acida y E.N. amortiguador utilizado en
la electroforesis neutra.

En el grupo Il (Fig. 25), la actividad proteolitica del control durante el tiempo de
ensayo, disminuy6 entre un 2 a 4 %. Sin embargo, al utilizar los amortiguadores
de la electroforesis desnaturalizante, a pH 6.8, la actividad disminuyé
manteniendo un 65 % de la actividad inicial; a pH 8.8 la actividad en los primeros
15 min disminuyé hasta un 90 %, y a los 30 min hasta un 96 % de la actividad
inicial, siendo imperceptible a los 45 min. En los amortiguadores utilizados en la
electroforesis no desnaturalizante a pH acido, tanto en el amortiguador de pH 4
como en el de pH 6.8, la actividad se redujo un 30 %, manteniendo solo entre un
65 a 70 % de la actividad inicial. En los amortiguadores utilizados en la
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electroforesis no desnaturalizante a pH neutro, a pH 5.5 se mantuvo el 90 % de la
actividad y a pH 7.5 solo el 45 %.
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Fig. 25 Efecto del pH sobre la estabilidad de las proteasas de las visceras del
grupo Il. E.D., amortiguador utilizado en la electroforesis desnaturalizante; E.A.,
amortiguador utilizado en la electroforesis acida y E.N. amortiguador utilizado en
la electroforesis neutra.

En el grupo lil, la actividad residual de!l control durante el tiempo de ensayo fue del
94 %. Sin embargo, al analizar la actividad con los amortiguadores utilizados en
cada uno de los sistemas de electroforesis, en el amortiguador de pH 6.8, de Ia
electroforesis desnaturalizante la actividad fue disminuyendo poco a poco hasta
ser imperceptible al término del ensayo; a pH 8.8, la actividad no fue detectada.
Con los amortiguadores de la electroforesis acida, a pH 4.0 y 6.8, la actividad
enzimatica durante los primeros 15 a 30 min se redujo hasta en un 50 %, y a los
60 min la actividad residual detectada llegé a ser solo del 20 %. En el caso de los
amortiguadores de la electroforesis neutra, a pH 5.5 la actividad residual
detectada al término del ensayo fue del 10 %, y a pH 7.5 del 35 %.
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Control, pH 3.0
E.A . pH4.0
EA pH&6.8
EN.pH 5.5
EN.pH7.5
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Fig. 26. Efecto del pH sobre la estabilidad de las proteasas de las visceras del
grupo lll. E.D., amortiguador utilizado en la electroforesis desnaturalizante; E.A.,
amortiguador utilizado en la electroforesis acida y E.N. amortiguador utilizado en
la electroforesis neutra.

Con los resultados obtenidos en estos sistemas de electroforesis se observé que
la participacion del detergente en el sistema SDS-PAGE, asi como el pH de las
electroforesis neutra y acida, impidieron la acciéon de las enzimas que fueron
detectadas en tubo a pH acido. Por lo que puede asumirse que el pH de estas
electroforesis pueden tener efecto directo sobre las proteasas de los extractos.

Al comparar los resultados de la actividad proteolitica del control, con los
resultados obtenidos en los extractos, bajo las mismas condiciones de ensayo al
inicio de la etapa experimental del trabajo de tesis (ocho meses antes), se observa
que por efecto del almacenamiento, la actividad enzimatica se reduce de un 50 a
60 % en el grupo | y ll y en un 70 % para el grupo lll, lo que puede relacionarse
con el poco éxito en el revelado de la actividad de proteasas en los sistemas
electroforéticos utilizados.

Las enzimas de juveniles de abulon, mantienen el 80 % de la actividad residual
con los amortiguadores de la electroforesis desnaturalizante (con un 10 % de
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SDS) solo en los primeros 15 min, llegando a tener actividad nula en los
siguientes intervalos de tiempo, por lo que el detergente utilizado en el sistema
SDS-PAGE, pudiera reducir significativamente la actividad de los extractos de
visceras. Esto puede ser explicado por las caracteristicas disociantes del SDS,
que no permite recuperar ni total ni parcialmente la actividad de proteasas al
tratar de renaturalizar con lavados a pH &acido, lo cual es posible con las
proteasas alcalinas. Con los amortiguadores de la electroforesis no
desnaturalizante a pH neutro, solo en el caso de los grupos | y Il, se recupera
entre el 40 y 50 % de actividad, pero en el grupo lll, solo es posible detectar un 15
% de la actividad residual al término del ensayo. Para los amortiguadores de la
electroforesis no desnaturalizante a pH acido, en los grupos | y |l la actividad
residual es del 30 al 40 %, pero en el grupo lll es solo del 10 al 20 %.
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VIl. DISCUSION

El promedio de proteina soluble determinada para visceras y hepatopancreas, fue
similar para los tres grupos evaluados, con una concentracion media de 10y 13
mg/mL respectivamente. El mayor contenido de proteina fue encontrado en las
visceras y en el hepatopancreas de los organismos del grupo alimentado con
diatomeas. En los organismos alimentados con macroalgas, no se encontraron
diferencias significativas en cuanto al contenido de proteinas, aun cuando los
organismos eran de diferente talla. Estos resultados son menores a los obtenidos
en hepatopancreas de adultos de abulon azul, donde la concentracidn de proteina
fue de 25 mg/mL (Serviere ef al., 1997). Se sugiere que existe una demanda de
proteina del organismo por unidad de peso corporal, explicando con ello, la
diferencia en el contenido de proteina entre adultos y juveniles. El contenido de
proteinas en el posteséfago, estdbmago e intestino, derivan del alimento, restos de
tejidos y secreciones (Reid, 1978), por lo que los resultados estan directamente
relacionados con la dieta ingerida.

La actividad proteolitica en juveniles de abuldn azul fue detectada en visceras y
hepatopancreas, observando mayor actividad proteolitica en el hepatopancreas.
Albrecht (1923) y Mc Lean (1970), reportaron la presencia de enzimas
proteoliticas en secreciones hepatopancreaticas de gastrépodos. Encontraron
que las enzimas del hepatopancreas de moluscos son las mismas que se
encuentran presentes en el canal alimentario. Estos estudios soportan la
hipotesis de que las enzimas son producidas en el hepatopancreas y son
secretadas al interior del tracto digestivo. Al determinar actividad proteolitica a los
grupos experimentales, la mayor actividad fue detectada en organismos del grupo
| en ambos extractos, y la menor en el grupo Il. Knauer ef al. (1996), encontraron
que juveniles de H. midae alimentados con diatomeas y dietas artificiales, exhiben
diferente actividad de lipasas, amilasas y proteasas. Observaron que si el
organismo se alimenta con diatomeas, |0s niveles de amilasa en el intestino se
incrementan, y con dietas artificiales se secreta un gran contenido de proteasas,
sugiriendo una dependencia de proteina como recurso energético. Al comparar
los resultados de actividad de juveniles con los obtenidos en adultos de abulén,
los hepatopancreas de juveniles tuvieron menor actividad que los de las hembras,
pero mayor actividad que los machos. Las diferencias observadas entre los
grupos estudiados, puede estar relacionada no solo con la edad del organismo,
sino también con la alimentaciéon. Al respecto, se ha investigado la actividad
endégena de carbohidrasas en el hepatopancreas de organismos juveniles de H.
midae, alimentados con diferentes macroalgas, con el objeto de observar la
variaciéon en la actividad de polisacarasas. Estos ensayos enzimaticos fueron
llevados a cabo en hepatopancreas de abulones tratados con antibiético, para
compararla con la actividad de la microflora entérica y sin ella, concluyendo que
las bacterias podrian influir en la digestion y que el hepatopancreas es capaz de
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secretar carragenasas, laminarasas, alginasas, agarasas y celulasas;, y de
acuerdo a la dieta suministrada, hay una variaciéon en la produccién del paquete
enzimatico, (Erasmus, 1996; Erasmus ef al., 1997).

Mas del 75 % de la actividad proteolitica en visceras fue detectada en el intervalo
de pH de 2 a 4. En los hepatopancreas, los resultados fueron similares a los de
las visceras, detectando que en organismos de la misma talla, mas del 85 % de la
actividad se encontré en un pH de 4 a 5, y para el grupo de organismos mas
grandes, el 85 % de la actividad fue determinada en el rango de pH de 2 a 4, lo
cual sugiere la presencia de una mayor cantidad de enzimas activas a pH acido.
La actividad proteolitica obtenida en el intervalo de pH de 6 a 12, para los
extractos de visceras y hepatopancreas probados, resultd significativamente
menor que la obtenida a pH acido, lo que puede indicar la presencia de otra clase
de enzimas. Cho et al. (1983), determinaron que en extractos crudos de tracto
digestivo de Haliotis discus hannai la actividad proteolitica maxima se observa a
pH 3.2. En hepatopancreas de adultos de abuldn azul, se detectdé la mayor
actividad de proteasas a pH de 5, y para postesofago, intestinos y recto en el
rango de pH de 7 a 11 (Serviere ef al., 1997). Por lo que los resultados obtenidos
en tracto digestivo de juveniles y adultos, sugiere una variacién ontogenética del
paquete enzimatico.

Por otro lado, la descripcion matematica del comportamiento de visceras y
hepatopancreas de los grupos alimentados con macroalgas, en el intervalo de pH
de 2 a 12, mostré que la actividad proteolitica maxima en visceras se encuentra
entre el pH de 2.1 a 2.7, con actividad minima entre pH de 8 a 8.3. Para el
hepatopancreas la maxima actividad se detectd en el intervalo de pH 3 a 3.4 y un
punto minimo a pH 8.5. Estos calculos matematicos fueron compatibles con los
descritos para cada ensayo. Mc Lean (1970), reportd que el pH o6ptimo de
actividad proteolitica en H. rufescens, es diferente entre los fluidos de las
glandulas salivales, glandula intestinal media y el posteséfago, determinando que
las glandulas salivales actuaban a pH entre 6.6 y 6.8; la glandula intestinal media
a pH de 4.0; el posteséfago resulté fuertemente proteolitico en el intervalo de pH
de 54 a 5.8 Estos resultados, permiten inferir que la desnaturalizaciéon e
hidrélisis &cida no es del todo suficiente para la eficiente digestion proteica, por lo
que es necesaria la participacion de enzimas con actividad a diferente pH.

El efecto de algunas sustancias quimicas sobre la actividad proteolitica de
extractos enzimaticos crudos de tracto digestivo y hepatopéncreas, mostraron de
manera general, que el calcio incrementa la actividad proteolitica; la Cys-EDTA la
inhibe y solo en el caso de los organismos mas grandes, se observa un
incremento en la actividad al agregar NaCl 0.684 M (40 ppm). Cho et al. (1983),
reporta que en H. discus hannai la actividad proteolitica se ve facilitada por la
participacion de cationes divalentes como el Mn*%. Similares resultados report6
Hernandez-Santoyo (1995), observando que el EDTA causé una reduccion de la
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actividad del 90%, en extractos de visceras de adultos de H. fulgens. Se infiere que
al utilizar EDTA, se secuestra el ién metalico que estd involucrado en la catalisis
enzimatica, desestabilizando la estructura de las enzimas impidiendo su
participacion sobre el sustrato proteico.

La actividad proteolitica se ha descrito en adultos de otras especies de abuldn (Mc
Lean, 1970; Cho et al., 1983; Hernandez-Santoyo, 1995; Erasmus 1996 y Serviere
et al., 1997), pero la identificacion de las clases de enzimas es limitada. La
actividad de tripsina y quimotfripsina se determind en los extractos de juveniles
utilizando sustratos sintéticos especificos. NoO se encontraron referencias que
permitieran comparar la actividad de las enzimas obtenidas con juveniles, pues los
escasos ensayos reportados han sido con adultos. Los resultados de estos
ensayos, muestran que la actividad quimotripsina y tripsina en visceras vy
hepatopancreas fueron similares entre los grupos alimentados con macroalgas. Los
resultados de quimotripsina y tripsina obtenidos en el grupo alimentado con
diatomeas, fueron menores a los de los otros grupos. La mayor actividad de estas
enzimas, se encontrd6 en hepatopancreas. Este resultado contrasta con los
obtenidos por Serviere et al. (1997), que no encontraron actividad tipo tripsina y
quimotripsina en el hepatopancreas de adultos de abulén azul, pero si en el
intestino y el recto. Groppe y Morse (1993), encontraron gran actividad de
quimotripsina en el cuarto distal del intestino de H. rufescens, y mencionan que
estas enzimas, pueden ser secretadas por las células epiteliales de intestino o bien,
secretadas por el hepatopancreas y transportadas al tracto gastrointestinal en el
lumen intestinal. El significado fisiolégico del radio de actividad enzimatica en
abuldn permanece desconocida. De acuerdo al hallazgo de Groppe y Moorse
(1993) en adultos, los segmentos intestinales en organismos juveniles son
inmaduros y muy pequefios lo que puede estar directamente asociado con la
escasa participacion de este tipo de enzimas. Ademas, en lo que respecta a las
enzimas intestinales, éstas presentan el éptimo de su actividad a pH mas alcalino
(Serviere et al., 1997), y de acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos
con juveniles, la actividad en este rango fue muy pobre.

Como existe poca informacién sobre halidtidos en este sentido, se describen
estudios en otros organismos, por ejemplo en crustaceos como Penaeus monodon,
donde se observd un cambio en la participacion de enzimas digestivas entre nauplio
y adulto. Esto es atribuido a los constituyentes de la dieta, asi como a la edad del
organismo (Lee-Shing y Bon-Ning, 1992). En Penaeus japonicus, se ha reportado
gue el incremento en la actividad de enzimas digestivas esta relacionada con la
capacidad que tiene el animal para compensar una baja ingesta proteica, y que el
disparo en la secrecion del paquete enzimatico puede deberse a algun componente
de la dieta (Rodriguez et al., 1994). Hernandez-Cortés (1997) y Hernandez-Cortés
et al. (1997), purificaron y caracterizaron proteasas de Penaeus vannamei.

Utilizando sustrato sintético especifico para metaloproteasas (CPA y CPB), no se
detectd actividad de este tipo para ninguno de los extractos analizados.
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Se determiné la actividad de fosfatasa acida en los extractos, detectando en el
hepatopancreas la mayor actividad. Los organismos de los grupos alimentados
con macroalgas, mostraron una mayor actividad de esta enzima. En el grupo
alimentado con diatomeas, se obtuvo una actividad promedio del 65% comparada
con la obtenida en los otros dos grupos. Reid (1981), encontré que en el
estdbmago de bivalvos y en el diverticulo digestivo, habia actividad de enzimas
acidas como catepsinas, carboxipeptidasas y fosfatasas acidas Este tipo de
enzimas se han detectado en los epitelios intestinales y en diferentes capas del
estdbmago en organismos marinos y se han asociado con el transporte activo de
glucosa, proteinas y lipidos. Al hacer la diseccién de los organismos estudiados,
se observé que en los organismos alimentados con diatomeas, el tamafo de las
visceras y el hepatopancreas, fue significativamente menor a las obtenidas en los
grupos alimentados con macroalgas, lo que podria explicar las diferencias de las
concentraciones encontradas para la actividad de esta enzima.

Se determind actividad tipo pepsina para los extractos de todos los grupos. La
mayor actividad proteolitica utilizando como sustrato hemoglobina, se observé en
el rango de pH de 3 a 4 en ambos extractos, observando que en el
hepatopancreas hay un 50 % més actividad que en las visceras. La mayor
actividad tipo pepsina en visceras se observd en el grupo I, y en el
hepatopancreas del grupo . Los procesos digestivos estan constituidos por un
determinado numero de etapas entre las que se incluye una fase de digestion
acida (HCIl y pepsina) que se efectua en el estdmago, y una fase de digestion
alcalina llevada a cabo por la acciéon de enzimas hidroliticas secretadas por el
hepatopancreas a la luz del intestino. De acuerdo con los resultados obtenidos,
en organismos juveniles de abulén azul, una gran actividad proteolitica fue
registrada a pH acido, y corroborada al determinar concentracion de enzima tipo
pepsina en los extractos. Estos resultados revelan la participacién en el proceso
digestivo de enzimas tipo pepsina, que pudieran estar relacionadas con la etapa
inicial de la digestidn, misma que podria ser completada en el tracto intestinal, con
la participacion de otro clase de enzimas. Kolodziejska y Mazurek (1995), en el
molusco /llex argentinus, determinaron que el principal recurso de proteasas
acidas es el hepatopancreas, y que la actividad proteolitica fue debida, casi en su
totalidad, a proteasas asparticas. Similar a los resultados obtenidos con juveniles
de abulén azul, donde se registrd la mayor actividad tipo pepsina en el
hepatopancreas.

Se hicieron andlisis electroforéticos para determinar la composicién de proteinas
para cada uno de los extractos, detectando bandas similares en visceras y
hepatopancreas, de 75, 30 a 38 y de 21 a 22 KDa. De acuerdo con los resultados
reportados por Hernandez-Santoyo (1995) y Serviere et al. (1997), en adultos de
abulén azul se refieren bandas entre los 24 y 25 KDa. Hernandez-Santoyo
(1995), reporta ademas, una banda de 32 KDa.
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La mayoria d i
proteinasas cuyo pH optlmo de actnv:dad es el alcalino. En este sentido, es
necesario adecuar un método para el estudio de proteinasas asparticas, que
consideren su actividad a pH acido, su punto isoeléctrico caracteristico y su
sensibilidad a los diferentes amortiguadores utilizados en la electroforesis. Para
revelar proteinasas de abuldn, fueron utilizados diferentes sistemas de
electroforesis: 1) SDS-PAGE, 2) no desnaturalizante a pH neutro y 3) no
desnaturalizante a pH acido. Inicialmente se pensé que podia realizarse un
paralelismo con el sustrato SDS-PAGE, que se utiliza con éxito para las proteasas
alcahnas Sin embargo, esto no fue pOS|bIe debido a la alta sen31b|hdad de las
proteasas acidas al efecto desnaturalizante del SDS (Cho et al., 1983), por lo que
se probo con sistemas de electroforesis en condiciones no desnaturalizantes. No
obstante, no se logro revelar actividad enzimatica en ninguno de los extractos.
Hernandez-Santoyo (19995), reporté que los puntos isoeléctricos en el estbmago
de adultos de abulén azul oscilan entre 3.7 a 4.0, que de considerarlos para
juveniles, coinciden con el pH de alguno de los amortiguadores de corrida
utiizados en las electroforesis lo que consecuentemente dificulta el

desplazamiento de las enzimas en los geles.

ﬂD
o0

[Tad=X~3
eao O

o

Se efectu6 un ensayo del efecto del pH sobre la estabilidad de las proteasas en
los extractos de visceras, utilizando los amortiguadores empleados para cada una
de las electroforesis. En el control de cada grupo, el porcentaje de actividad
residual en 1 hora, no disminuyé mas del 10%. Las enzimas de abulén mantienen
en general, el 80 % de la actividad con SDS solo durante los primeros 15 min,
siendo nula e irrecuperable en los siguientes intervalos de tiempo. En los
amortiguadores de las electroforesis neutra y acida para los grupos de organismos
de la misma talla (I y ll), es posible recuperar alrededor del 35 al 50 % de la
actividad enzimatica, y en el grupo i solamente del 10 al 20 %. Considerando
que esta prueba de estabilidad de proteasas a diferente pH se hizo durante 1 hr, y
algunos ensayos electroforéticos duraron de 5 a 6 hrs, esto podria justificar la
pérdida de la actividad de las enzimas y consecuentemente el resultado obtenido.
Se ha reportado que enzimas como la pepsina porcina, es sensible a los
amortiguadores de pH superiores a 5.5, ya que pierde un 60 % de su actividad a
pH 6.8 y en pepsina de pescado, la enzima es muy sensible a los amortiguadores
de pH superior a 7, perdiendo hasta el 75 % de su actividad durante los primeros
30 min. Haciendo una comparacioén de los resultados de actividad obtenidos en
los controles, con los generados al inicio de la etapa experimental (8 meses atras),
y que fueron trabajados bajo las mismas condiciones de ensayo, se observa que
por efecto del almacenamiento, la actividad enzimatica se reduce
significativamente entre un 50 a un 70%. Cho et al. (1983), observaron cambios
en la actividad proteolitica detectada bajo condiciones o6ptimas, al ensayar
extractos de tracto digestivo de abulén en muestras mantenidas a -20°C,
encontrando una disminucion en la actividad hasta en un 30% durante los
primeros 30 dias de almacenamiento. Esto nos permite inferir, la alta sensibilidad
de estas enzimas proteoliticas.
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Los grupos de organismos que se estudiaron, fueron alimentados con macroalgas
y diatomeas, que proveen al animal de nutrientes como: carbohidratos, lipidos,
aminoacidos y acidos grasos esenciales, asi como esteroles, vitaminas y
minerales. Las microalgas, han sido utilizadas como alimento en maricultura, pero
una de sus desventajas es su alto costo de producciéon. Se ha reportado que las
microalgas, tienen entre un 20 a 35 % en peso seco de proteina, y del 10 al 20 %
de lipidos, dependiendo de su entorno ecoldgico y el tipo de especie, lo cual limita
enormemente su aplicacion (Brown y Jeffrey, 1992). Haciendo un analisis quimico
proximal de las macroalgas Eisenia arborea y Ulva spp,. con que fueron
alimentados los abulones, su contenido de proteinas oscilé entre un 10 al 16% en
peso seco, siendo mucho menor al contenido de proteinas utilizado en dietas
artificiales, que varia entre un 20 a un 50% (Hahn, 1989b; Fleming ef al., 1996).
Sin embargo, para sustituir un alimento vivo por una dieta artificial, se requieren
estudios detallados tanto del desarrollo ontogenético del sistema digestivo, habitos
alimenticios, asi como la fisiologia digestiva del organismo para obtener una dieta
adecuada para cada etapa del desarrollo del abuldn.

El enfoque de este trabajo, estd basado en que un mejor conocimiento del
sistema digestivo de juveniles de Haliotis fulgens, podria ser utilizado en el cultivo
exitoso del abulon. El estudio de juveniles resulta particularmente importante
pues representa la fase desarrollo de un organismo, etapa en la cual pueden ser
implementadas diferentes dietas con el objeto de seleccionar la que repercuta en
lograr la mayor talla del organismo en el menor tiempo y con ello descender el
costo de produccién. Aunado a ello y analizando la actividad de las enzimas en
las diferentes etapas del abuldn, se podria explicar la diferencia encontrada en los
juveniles con respecto a adultos de abulones de la misma especie. Estos
resultados son las primeras descripciones de actividad de proteasas que se hacen
en juveniles de abuldn, y resaltan la importancia de seguir realizando estudios de
caracterizacion de las enzimas que participan en el proceso digestivo, pues se
considera que existen ciertas interacciones entre los diferentes constituyentes de
la dieta, su asimilacion, asi como en el desarrollo ontogenético del organismo con
la participacion enzimatica.
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VIiil. CONCLUSIONES

Los extractos de visceras y hepatopancreas presentaron diferentes
concentraciones de proteina soluble. La mayor concentracion se encontrd en el
hepatopancreas en todos los grupos.

Las condiciones recomendadas para ensayar actividad proteolitica en juveniles de
abulén azul son: utilizar 100 ug de proteina, 20 minutos de incubacion y
amortiguador universal.

Todos los extractos mostraron actividad proteolitica sobre el sustrato proteico
azocaseina, detectando mayor actividad a pH acido, que disminuye a medida que
se incrementa el pH. En el hepatopancreas se observé un 40 % de mas actividad
proteolitica que en las visceras.

El calcio incrementa significativamente [a respuesta en la actividad enzimatica de
los extractos; las diferentes concentraciones de NaCl, no tuvieron un marcado
efecto sobre la actividad, a excepcion de los organismos de mayor talla. La Cys-
EDTA inhibe la actividad proteolitica de los extractos.

Se detectd actividad tipo tripsina, quimotripsina, fosfatasa acida y pepsina en los
homogeneizados, lo que confirma la existencia de una gran variedad de enzimas
proteoliticas en el tracto digestivo y en el hepatopancreas de juveniles de abulén
azul. La actividad tipo pepsina en juveniles de abulén fue detectada en el rango
de pH de 3 a 4, encontrando un 85 % mas actividad en hepatopancreas que en
visceras. No se detectd actividad de Carboxipeptidasa A y Carboxipeptidasa B,
en ninguno de los extractos.

No se revel6 actividad de proteinasas con las técnicas electroforéticas utilizadas.

Se concluye finalmente que el principal aporte de proteasas acidas en juveniles de
abuldn azul, viene del hepatopancreas, el que secreta importantes enzimas
digestivas: las proteasas, cuya presencia esta directamente relacionada no solo
con la dieta suministrada, sino también con los cambios ontogenéticos del
organismo.
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IX. PERSPECTIVAS

La informacion obtenida en este trabajo permite incrementar el conocimiento
sobre las proteasas que participan en la digestion de los juveniles de abuldn azuly

sefialan la importancia de continuar con estudios orientados a:

¢ Bioquimicamente obtener una preparacidn enzimatica pura para realizar
estudios de caracterizacion de las enzimas que participan en el proceso
digestivo del abuldn, incluyendo estudios de la estabilidad de las enzimas

durante el almacenamiento, para conocer sus propiedades y en base a ello

manejarlas.

e Realizar ensayos encaminados a conocer la variacién ontogenética del abulén,
directamente asociada a la participacion enzimatica durante las diferentes

etapas del desarrollo de este organismo.

« Evaluar tasa de crecimiento en el abuldén alimentado con dietas: naturales y
artificiales, preparadas con diferentes fuentes de proteina, ademas de realizar

estudios de digestibilidad in vitro para evaluar el aprovechamiento de las

mismas.
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Xl. ANEXO |

ANALISIS QUIMICO PROXIMALES DE MACROALGAS

En el Laboratorio de Analisis Quimico Proximales del Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste, fue analizado el contenido de Eisenia arborea y Ulva
spp., macroalgas suministradas como alimento a los organismos de prueba. Los
analisis fueron realizados de acuerdo al Manual de Analisis Quimico Proximal de
Insumos y Alimentos del Laboratorio de Nutricion de Crustaceos del CIB-NOR
(AOAC INTERNATIONAL, 1995).

X.1 HUMEDAD

Calculado por el método de diferencia de peso. Se pesaron 2 g de muestra en
una capsula de porcelana previamente puesta a peso constante. La muestra fue
colocada 18 hrs en estufa a 100 °C, enfriada en desecador por 30 min y pesada.
Se calcul6 el porcentaje de humedad con la formula:

% Humedad = (Peso de la muestra inicial - Peso de la muestra final) x 100
Peso de la muestra inicial

X.2 CENIZAS

El contenido de cenizas fue calculado por diferencia de peso. La capsula con el
residuo de humedad, se coloca en mufla durante 24 hrs a 550 °C, posteriormente
se transfiere a una estufa 30 min a 100 °C por y finalmente es enfriada en
desecador por 30 min y pesada. El contenido de cenizas fue calculada por :

% Cenizas = Peso de la muestra carbonizada x 100
Peso inicial de la muestra

X.3 PROTEINA CRUDA

Se determiné el contenido de nitrégeno total por el método de micro-Kjeldahl-
Tecator. 0.1 g de muestra seca, se coloco en tubos de digestién de Kjeldahl, con
1.6 g de catalizador (CuSO4 y K;SO4) y 3 mbL de H,SO4. Se someten las
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muestras a digestién a 400 °C y se retiran al colorarse la solucién verde cristalina.
Una vez frio, se aflade 10 mL de agua destilada y se coloca el tubo en el
destilador Kjeltec (semiautomatico). El producto destilado se recibe en una
solucién de H,BO4 1 % con verde de bromocresol y rojo de metilo. En pantalla
aparecen los mL de HCI 0.05 N gastados en la titulacion de la muestra.

Los calculos se hacen con la siguiente férmula:

% nitrogeno = (V1 -Vo) x N x 0.014 x 100

9
donde
V; = mililitros de HCI gastados en la titulacién de la muestra
Vo = mililitros de HCI gastados en la titulacion del blanco
N = normalidad del HCI
g = peso de la muestra en gramos

0.014= miliequivalentes del HCI

El porcentaje de la proteina cruda fue calculada del porcentaje de nitrégeno total
multiplicado por el factor 6.25. El estandar utilizado fue FeSO4 amoniacal. -

X.4 LiPIDOS

Se siguid el método de Soxhlet, colocando 2.5 g de material seco en un papel
filtro Whatman No. 1 a peso constante dentro de un cartucho, se agregan 250 mL
de éter de petréleo y el cartucho es introducido para extraccién durante 6 hr. El
sistema se enfria por 30 min y el cartucho se escurre, eliminando por aireacion el
exceso de éter. Se coloca en estufa por 24 hrs a 100 °C. Cada paquete se
deseca durante 2 hrs y por diferencia de pesos se obtiene el porcentaje de lipidos
en la muestra.

Extracto etéreo = (Peso de la muestra inicial - Peso de la muestra final ) x 100
Peso de la muestra inicial
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La

X.5 FIBRA CRUDA

Siguiendo el método de hidrdlisis sucesiva, a 2 g de muestra desengrasada se
agregan 200 mL de H,SO al 1.25 % (0.255 N) hirviendo. Se coloca la muestra en
ebullicidn con 2 o 3 gotas de octanol, en el digestor de fibra dejando hervir por 30
min. Se quita el vaso y se filtra en papel Whatman No. 541 al vacio y en caliente,
enjuagando con agua destilada caliente durante cuatro veces. EI residuo se
transfiere a un vaso de extraccion con 200 mL de NaOH 1.25 % hirviendo, se deja
en ebullicién durante 30 min. mas. Se filtra y lava con 50 mL de HCIl 1 % a 25 °C,
con agua destilada caliente y por ultimo con 50 mL de CH3;-OH a temperatura
ambiente. El residuo es transferido a un crisol a peso constante y secado por 2
hrs a 100 °C. Se enfria, se pesa el crisol y el papel con la muestra y
posteriormente se calcinaron en mechero y luego en la mufla por 24 hrs a 550 °C.
El porcentaje de fibra cruda se obtiene con la férmula:

% Fibra Cruda

(Ps - Pc - Pcp) x 100
m

% Fibra Cruda

100 - (% Lipidos -% Humedad)

donde:

Ps = peso en gramos del residuo seco a 100°C + papel filtro
Pc = peso en gramos del papel

P = peso en gramos de las cenizas y el papel filtro

m = peso en gramos de la muestra.

Tabla 5. Andlisis quimico proximales de macroalgas

CODIGO 1* 2% 3** 4** o 6**
MUESTRA HUMEDAD PROTEINA LIPIDOS CENIZAS FIBRA E.LN.
CRUDA
Ulva spp. 88.97 16.82 12.83 32.74 0 37.61
+0.47 +0.13 +0.23 +0.64
Eisenia 81.81 10.99 8.85 18.33 0.50 61.33
arborea +0.18 +0.33 +0.22 +0.54 +0.03

*

Determinacion en base hiimeda.
** Determinacién en base seca.
+ Desviacién estandar (Analisis por triplicado).
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Estas algas, fueron utilizadas en el Laboratorio de produccion de semilia S.C.P.P.
“Progreso”, de la Bocana, B.C.S., para alimentar a los organismos. Sin embargo,
en otros paises se han utilizado dietas comerciales a partir de diferentes fuentes
de proteina (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje del analisis quimico proximal de diferentes dietas de abulén.

] ALGAS ' DIETA ARTIFICIAL
DETERMINACION Peso Peso Peso Peso
Hamedo Seco - Humedo Seco
Humedad 78.00 -- 76.40 --
Proteinas 13.60 61.80 15.6 66.10
Lipidos 1.30 5.90 2.0 8.50
Cenizas 2.40 10.90 2.8 11.90
Fibracruda - 0.0 0.0 0.0 0.0
ELN 4.70 21.40 3.20 3.60

(Hanh, 1989a)
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ANEXO 2.

AMORTIGUADOR UNIVERSAL (Stauffer, 1989).

Cuando se tiene planeado cubrir un amplio intervalo de pH en un ensayo, el
amortiguador usado debe ser una mezcla de acidos débiles que puedan dar una
buena capacidad para amortiguar en una escala amplia de pH y que los aniones a
los cuales la enzima va a ser expuesta sean los mismos. Este amortiguador actta
entre el intervalo de pH de 2 a 12. Para su uso, se mezclan 20 mL de la solucion
concentrada con X mL de HCI 0.1 N y se afora a 100 mL. La composicién de 1 L
de solucion concentrada y algunas mezclas representativas de pH se dan a
continuacion:

Tabla 7. Composicion del amortiguador universal

Solucién concentrada del amortiguador pH X
universal
3.5 g de H,BO, 2 73.3
7.0 g de C,H,03 monohidratado 4 50.5
4.6 g de Na,PO4 monobasico 8 28.0
310 mL de NaOH 1 N 10 17.9
Aforar a 1 L de agua destilada 12 0.4
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