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1. INTRODUCCION

En los ultimos.afios, en la Divisibn Académcia de Ciencias Biolégicas (DACBiol),
dentro de la Linea de Investigacion de Manejo y Conservacion de Recursos
Acuaticos, se han_realizado diversas investigaciones de fisiologia, bioquimica
digestiva y requerimientos de nutrientes tanto en larvas, como en juveniles de
especies nativas de‘peces como la tenguayaca (Petenia splendida) (Perales-
Garcia 2009; Uscanga-Martinez et al. 2011), castarrica (Cichlasoma
urophthlamus) (Lopez-Ramirez et al. 2011), paleta (Vieja bifasciata) (Ramirez-
Custodio 2013), tahuina (Cichlasoma trimaculatum) (Cruz-Herrera 2013; Toledo-
Solis 2013) y pejelagarto (Atragtosteus tropicus) (Guerrero-Zarate et al. 2014;
Huerta-Ortiz 2008; Aguilera et al.“2012; Frias-Quintana et al. 2015b; Jesus-
Contreras 2008). Dichas investigaciones han permitido comprender sus procesos
digestivos a lo largo de sus” etapas de desarrollo y potenciar su cultivo al
desarrollar alimentos balanceados jen funecitn de su fisiologia digestiva, en
particular en el pejelagarto (Frias<Quintana: et~al. 2010; Aguilar-Tellez 2013;
Dominguez-Lorenzo 2014; Frias-Quintana et al.\,2015a; Frias-Quintana et al.
2017). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es aislar el gen que codifica para la
tripsina de pejelagarto (A. tropicus) y realizar estudios de expresion génica,
durante la ontogenia inicial y en diferentes tejidos tanto €n indviduos de vida libre
como de cautiverio. Hasta el momento para la caracterizacidn enzimatica de A.
tropicus se han realizado extractos a partir de diferentes tejidos” Hasta el momento
éstas enzimas no han sido producidas ni caracterizadas en sistemas
recombinantes, por lo que resulta interesante poder expresar la tripsina de A.
tropicus en un hospedero hetérologo y caracterizar la enzima recombinante, para

conocer posibles aplicaciones.



2. ANTECEDENTES

2.1 Digestion de proteinas en peces

Los peces pueden llevar a cabo la digestion de diferentes nutrientes, gracias al
complejo paquete enzimatico que poseen, que incluye gran variedad de proteasas,
lipasas y carbohidrasas (Pefia-Marin 2016). Dentro de las enzimas digestivas, las
proteasas juegan un papel fundamental en la digestion, lo que se traduce en un
crecimiento y supervivencia altos. Las proteasas encontradas dentro de los
organos digestivos de peces, son las responsables de catalizar la hidrolisis de los
enlaces peptidicos (Klomklae 2008), donde se incluye pepsina, gastricinas,
tripsinas, quimotripsinas, ‘colagenasas, elastasas, carboxipeptidasas y
carboxilesterasas (Haard y Simpson 1994; Simpson 2000; Bougatef 2013 ) de las
cuales tripsina (Villalba-Villalba et al.*2Q11; Castillo-Yéafiez et al. 2005; Klomklao et
al. 2004), quimotripsina (Villalba-Villalba et al. 2011;Castillo-Yafiez et al. 2006) y
pepsina (Lo y Weng 2006; Klomklao et aly’2007b; Castillo-Yafiez et al. 2004) son
las enzimas digestivas mas importantes debido, a su abundancia y alta actividad
proteolitica de acuerdo a estudios de caragterizacion de enzimas digestivas

reportados en diferentes peces (Klomklao.2008; Shahidi y Janak Kamil 2001)

La tripsina es una endopeptidasa digestiva, miembro, de la familia de las
serinproteasas (EC 3.4.21.4), la cual se caracteriza por umymecanismo catalitico
comun, que involucra la presencia de una triada catalitica Compuesta por residuos
de serina, histidina y acido aspartico. Las tripsinas actian mediante la hidrolisis
especifica de los enlaces éster y los enlaces peptidicos que implican los grupos
carboxilo de Arginina (Arg) o Lisina (Lys) (Zamani y Benjakul 2016; Bougatef
2013). Esta enzima proteolitica en los mamiferos es sintetizada en el’pancreas y
secretada en el intestino delgado como un precursor inactivo (zimégeno)-Hamado
tripsindgeno, el cual mediante la pérdida de los primeros siete aminoacidos ‘por

corte proteolitico origina la tripsina activa (Rgnnestad et al. 2013).


https://www.dropbox.com/referrer_cleansing_redirect?hmac=X7k031IPRDeM4W2QQao2nsJULGU4l4JYZ3YZ%2F9PybxE%3D&url=http%3A%2F%2F3.4.21.4

2.2 Andlisis de expresion

Los genes/de algunas tripsinas de peces han sido parcial o totalmente aislados
para su caracterizacion molecular y su posterior utilizacion en la determinaciéon de
los niveles de‘expresion de estas enzimas como un efecto del tipo de dieta que se
administra a estes_organismos. De esta forma se han realizado andlisis de
expresion de tripsinas .en peces marinos como el Atlantic salmon (Salmo salar)
(Rungruangsak-Torrisseny. Sundby 2000; Martin et al. 2002; Rungruangsak-
Torrissen et al. 2006;" Lilleeng et al. 2007), Japanese anchovy (Engraulis
japonicus) (Ahsan et al. 2001), Monterey sardine (Sardinops sagax caerulea)
(Castillo-Yanez et al. 2005), true /sardine (Sardinops melanostictus) (Kishimura et
al. 2006), skipjack tuna (Katsuwonus pelamis) (Klomklao et al. 2007a), orange-
spotted (Epinephelus coioides) (Liu et.al. 2012; Liu et al. 2013), mientras que en
peces dulceacuicolas sélo destacan en._especies como common carp (Cyprinus
carpio) (Cao et al. 2000), Pelteobagrus fulvidraco (Wang et al. 2006) y snakehead
(Channa argus) (Zhou et al. 2012).

Por otro lado, se ha analizado la expresién de la‘tripsina durante la ontogenia
inicial en larvas de bullseye puffer fish (Sphoeroides-annulatus) (Garcia-Gasca et
al. 2006), totoaba (Totoaba macdonaldi) (Galaviz et al. 2015), spotted rose
snapper (Lutjanus guttatus) (Galaviz et al. 2012), sea bass (Dicentrarchus. labrax)
(Cahu et al. 2004; Péres et al. 1998), Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus)
(Murray et al. 2006), winter flounder (Pleuronectes americanus) (Murray et al.
2004), grass carp (Ctenopharyngodon idella) (Ruan et al. 2010), Japanese eel
(Anguilla japonica) (Kurokawa et al. 2002; Murashita et al. 2013), con la finalidad
de detectar el momento en el que el aparato digestivo del pez esta preparado para
ser alimentado con formulaciones. Es por ello que parte de los objetivos.de este
trabajo estan destinados a generar este conocimiento una especie de importancia

comercial en la region (A. tropicus).



2.3*~Usos de las tripsinas y perspectivas para su produccion

De forma jndustrial, las tripsinas de peces se obtienen actualmente de ciegos
piléricos (Kurtovic et al. 2006; Palsdottir y Gudmundsdéttir 2008; Khantaphant y
Benjakul 2010; kreitas et al. 2012b), visceras (Klomklao et al. 2011; Sila et al.
2012) e intestinos#«(Souza et al. 2007; Jellouli et al. 2009; Unajak et al. 2012). Sin
embargo, el proceso’de, obtencion de las enzimas implica varias limitantes, tales
como: a) la disponibilidad, estacional de materias primas (Simpson et al. 1992;
Bougatef 2013); b) la heterogeneidad en el rendimiento y/o actividad enziméatica
debido al estado nutricional de la especie y la degradacién de los tejidos utilizados
como materia prima (Simpsontet/al. 1992; Espdsito et al. 2010); c¢) los costos de
produccion (Espoésito et al. 2009;.Bougatef 2013); y d) los bajos rendimientos

asociados con los procesos de purificacion utilizados.

Las caracteristicas de las tripsinas de peces son diferentes dependiendo de la
especie y en consecuencia, sus ‘posibles_aplicaciones en diferentes tipos de
industrias. Las aplicaciones de tripsinas de peces incluyen las siguientes: como
ingredientes en detergentes (Espositoet al. 2009, Esposito et al. 2010; Jellouli et
al. 2009; Ktari et al. 2012; Nasri et al. 2012; Younes, et al. 2015; Bkhairia et al.
2016), en la extraccion de carotenoproteinas a partir de, desechos de camaron
(Simpson et al. 1992; Klomklao et al. 2009; Sila et al. 2022; Younes, et al. 2015;
Poosin et al. 2017), en la produccion de hidrolizados de proteina, como
ingredientes alimenticios (Kristinsson y Rasco 2000; He et al. 2043; Tavano 2013;
Ketnawa et al. 2016; Villamil et al. 2017) y diversas aplicaciones en la industria
alimentaria (Bougatef et al. 2007; Balti et al. 2009; Freitas et al. 2012a).



Ademas, en los ultimos afios se ha propuesto una posible aplicacion para las
tripsinas_de _peces como agente antipatdbgeno. Esto con base en ensayos in vitro,
donde sé ha observado que la tripsina del bacalao del Atlantico (Gadus morhua)
ha demostrado una alta eficacia antipatogénica contra el VHS-1 y el virus sincicial
respiratorio (VRS),, los dos virus patégenos méas prevalentes en las infecciones del
tracto respiratoriosSuperior. Por otro lado, los ensayos in vivo han mostrado
resultados favorables usando tripsina de bacalao del Atlantico en formulaciones
para curar heridas. En_ambos casos, la alta capacidad digestiva de la enzima
juega un papel importante en,su efectividad contra los patégenos. Ademas, esta
enzima fue de 3 a 12 veces’mas efectiva en la degradacion de proteinas nativas

grandes que la tripsina bovina (Gudmundsdéttir et al. 2013).

La tripsina del bacalao del Atlantico se_ha propuesto también para el desarrollo de
cosméticos y medicamentosy” dado que_estas enzimas inactivan enterotoxinas
bacterianas, citoquinas inflamatorias-y receptores de superficie celular implicados
en la adhesion celular. Lo que permite su”us@ terapéutico como agente topico
contra el dolor, inflamacién aguda’.y. cronica, enfermedades reumaticas y
autoinmunes, alergias, infecciones microbianas (Clarsund y Blom 2015 a,b),
dermatopatias y removedor de placa dental (Bjarnasen. 2000). Se han registrado
seis patentes relacionadas con su produccion y usey para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades (W0O2000078332A2;\ W02015114343A1,
W02015150799A1; WO2017017027A1; EP3120866A1; WO2017017012A1).

Aunque las tripsinas de peces pueden obtenerse a partir de fuentes naturales, es
necesario explorar fuentes alternativas para reducir los costos de-produccion
debidos a las limitaciones mencionadas anteriormente, particularmente para el uso
de estas enzimas en la biomedicina (Fornbacke y Clarsund 2013; Gudmundsdaottir
et al. 2013).



Es ‘por-ello que la produccion de tripsinas recombinantes es una alternativa que
ofrece algunas ventajas: a) este método es independiente de la estacionalidad de
las materias primas, b) las tripsinas recombinantes pueden obtenerse utilizando un
sistema controlado que puede optimizarse para aumentar los rendimientos de
produccion, y“c).se pueden usar algunas estrategias de purificacion disefiadas
especificamente para sistemas de produccion de proteinas recombinantes. Hasta
la fecha, ha habide”poca investigacion en profundidad sobre la viabilidad de
producir tripsinas de?peces en sistemas heterdlogos, sin embargo, se han
caracterizado algunas propiedades bioguimicas de tripsinas recombinantes de
peces producidas en los sistemas de expresion Escherichia coli y Pichia pastoris
(Ansan y Watabe 2005; Macouzet et al. 2005; Jonsdottir y Gudmundsdottir 2004,
Palsdottir y Gudmundsdottir, 2004, 2007, 2008).

El uso de proteinas recombinantes en_la nutricibn de organismos acuaticos
todavia es reducido. Sin embargo-existe mns gran potencial para su aplicacion
en el procesamiento de alimentos,.utilizandolas'como aditivos, para incrementar la
eficiencia de asimilacion y sus caracteristicas nutricionales (Guerrero-Olazaran et
al. 2004). Antes de llevar a cabo la sinteésis\de una proteina recombinante se debe
tomar en consideracion algunos factores, que nos permitiran elegir el sistema de
expresion mas adecuado. Hoy en dia existe una diversidad de vectores de
expresion disponibles comercialmente (Guevara-Hernandez et al. 2013) ademas
de que si se requiere, existe la posibilidad de disefiar y posteriormente enviar a
sintetizar vectores con caracteristicas especificas (Guerrero-Olazaran et al. 2004).
Entre los factores a tomar en cuenta de manera general es necesario‘’conocer su
origen (procariota o eucariota) (Basile y Peticca 2009), las propiedades de la
proteina que vamos a expresar, ya que de estas dependerd el metodo de
purificacion que se deberd usar (Guevara-Hernandez et al. 2013; Reece 2004),
una vez expresada que aplicacion se le dard, y las condiciones o variables-a

controlar durante su cultivo (Holmes et al. 2009).



Generalmente los sistemas de expresion para eucariotas son mas eficientes
llevando_a cabo la sintesis de una proteina especifica que un sistema procariota
(Palsdottir y Gudmundsdottir 2004). También es necesario conocer la secuencia
de nucledtidos codificantes, ademas de ser necesario, se debera optar por el uso
de codones preferenciales (Lara 2011). Dentro de la gran diversidad de sistemas
de expresion que_podemos utilizar para la sintesis de proteinas recombinantes, E.
coli, es el més utilizada,; sin embargo, en la practica uno de los cuellos de botella
que se presentan durapte el proceso de expresion de proteinas recombinantes
son los bajos niveles de expresion de algunas proteinas de eucariontes, esto
puede explicarse basandonos. en el conocimiento de que existen codones
preferenciales que son usad@s.en las proteinas que expresan en gran cantidad,
mientras que para las proteinas que-expresan en menor cantidad utilizan codones
menos comunes, y mas aun el hecho.de que los organismos procariotas utilizan

diferentes codones que los eucariotas (Pérez 2015).

Es por esa razén que en la busqueda de solucionar esa problematica, y gracias a
la aplicaciébn de herramientas biotecnoldgicas' es posible la sintesis de vectores
que contienen el gen de la proteina, asaycual sesle realiza la modificacion, en
busca de mejorar los niveles de expresion y por ende.el rendimiento obtenido de la
proteina de interés (Guevara-Hernandez et al. 2013; Lara 2011). Otra alternativa
es el uso de sistemas para la expresion con cepas de béctérias como Rosetta™
que expresa los ARNt de AGG, AGA, AUA, CUA, CCC y GGA™de otras moléculas
de ARNt que se usan raramente en E. coli pero se producen freCuentemente en la
secuencia de codificacion de mamiferos (Reece 2004). Hasta el mamento, no
ha sido estudiada ninguna tripsina purificada de Pejelagarto (A. tropicus) o
producida mediante el uso de sistemas recombinantes. Por tal motivo, algunos
de los objetivos especificos de este trabajo estan enfocados a obtener el gen
que codifica para una tripsina de A. tropicus para realizar su caracterizacion

molecular y en un futuro su produccién en sistemas heterdlogos.



3. JUSTIFICACION

Es impertante medir la expresion génica de tripsina durante la ontogenia inicial de
A. tropicus,.ya que nos permite obtener informacion valiosa acerca de los cambios
morfofisioldégicos que ocurren durante esta etapa, y de esta manera podemos
contribuir a complementar los trabajos que hasta el momento se han venido
realizando, ademas~el_complementar esta informacion con la expresion de la
tripsina en diferentés~tejidos digestivos, de organismos silvestres y de cautiverio,
estudio que anteriormente~no se habia realizado en A. tropicus brinda una
oportunidad interesante para.comprender con mayor profundidad, el efecto que el
hébitat, la frecuencia y tipo de_alimentacion, entre otros factores, pudieran tener en

la expresion de esta proteasa.

Ademas, hasta el momento, no.ha Sido caracterizada ninguna tripsina purificada
de A. tropicus, no se conocen.sus propiedades bioquimicas y no sabemos si
pudieran tener caracteristicas que Jpudieran ser aprovechadas por algun sector
industrial. Por ello, resulta interesante-aislar el'gen_que codifica para la tripsina de
pejelagarto (A. tropicus) para caracterizarlo y*en un futuro expresarlo en un

hospedero heterdlogo y caracterizar las propiedadeS.de la enzima recombinante.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar los” niveles de expresion de tripsina (TRY) en diferentes tejidos y
durante la ontogenia“de Atractosteus tropicus y aislar el gen que la codifica para

expresarlo en un hospedero heterélogo.

4.2 Objetivos Especificos

-Aislar el gen que codifica para.la‘tripsina de pejelagarto (A. tropicus) y realizar su

caracterizacion molecular.

-Cuantificar la expresion del"gen_que codifica para la tripsina de A. tropicus en

diferentes tejidos de organismos adultos silvestres y de cautiverio

-Cuantificar la expresion del gen que“codifica para la tripsina durante la ontogenia
inicial 0 (embrién), 5, 10, 15, 20, 25 y 30/dias despues de la eclosion (DAH) de A.

tropicus.

-Clonar y expresar la tripsina de pejelagarto (A. tropicus) en un hospedero

heterélogo
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5.1~ CAPITULO I: Expression of trypsin in adults and larvae of tropical
gar Atractosteus tropicus

Capitulo por someter:

JesUs de la Cruz, K. de M., Alvarez Gonzélez, C. A., Avila Fernandez, A, Tovar
Ramirez, D., Jiménez Martinez, L.D., & Pefa, E. (2018). Expression of Jrypsin in
adults and larvae of tropical gar Atractosteus tropicus. Sometido a la revista~Fish
Phisiology and Biochemistry.
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Resumen Se determinaron los niveles de expresion de tripsina (TRY) en diferentes tejidos
de organismos adultos silvestres y de cautiverio, asi como los cambios en la expresion
durante la ontegenia inicial de Atractosteus tropicus. Se realizd extraccion de RNA y
sintesis de cDNA a, partir de pancreas, posteriormente se amplificé por PCR punto final
empleando oligonucleétidos disefiados a partir de diferentes secuencias de TRY de peces
registradas en el GenBank. Posteriormente, se disefiaron oligonucleétidos especificos a
partir de la secuencia parcial de, TRY y se realizd la extraccién de RNA vy sintesis del
cDNA de los 11 tejidos: higado, pancreas, estbmago, esofago, intestino, ciegos pildricos,
cerebro, musculo, branquias, testicule®yrifion de individuos de cautiverio y silvestres de A.
tropicus. Asimismo, se tomaron muestras.de larvas de A. tropicus los dias 0 (embrion), 5,
10, 15, 20, 25 y 30 dias después de_laseclosiéon (DAH) a las cuales se les extrajo el ARN y
se realizo la sintesis de cDNA para. medir la.expresion en tiempo real. Los resultados
muestran que la mayor expresion relativa de TRY(se/di6 en el pancreas y en los tejidos
digestivos en los organismos silvestres y{ de cautiverio; sin embargo, éstos ultimos
presentaron una mayor expresion de TRY comparados con los silvestres. Mientras que la
expresion relativa de TRY durante la ontogenia inicial se mostré. desde los embriones (0
DAH), para alcanzar el maximo valor a los 15 DAH, y posteriormente disminuy6. Se
concluye que los niveles de expresion de TRY en los adultos de cautiverio, se\deben al alto
contenido de proteina que proporciona el alimento balanceado. Mientras quie la mayor
expresion de TRY se detectdé a los 15 DAH lo que indica que a esta edad.el sistema
digestivo de las larvas de A. tropicus esta totalmente desarrollado y es capaz de hidrolizar

totalmente cualquier tipo de alimento que se les proporcione.
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IntrodueCion

El pejelagarto(Atractosteus tropicus) es una especie que habita en cuerpos de agua con
abundante vegetacién acuatica (Aguilera et al. 2002; Marquez-Couturier et al. 2015c), sin
embargo en los ultimes\afios las poblaciones naturales han disminuido considerablemente
como consecuencia de fa sobreexplotacion, pérdida y/o alteracion de su habitat y sitios de
desove; poco conocimiento de su,biologia, la ignorancia sobre su importancia ecoldgica, y
distribucion actual (Aguilera et'al»2002; Mendoza et al. 2008; Arias-Rodriguez et al. 2009;

Marquez-Couturier et al. 2015c).

Desde hace mas de 30 afios esta especie ha sido ampliamente estudiada, su reproduccion en
cautiverio, y su larvicultivo se ha lograde utilizando_presas vivas y alimentos balanceados,
al grado que actualmente existen granjas.comerciales para la produccion de crias y engorda
en diversos sistemas (Marquez-Couturier & Vazquez-Navarrete, 2015 a, b; Marquez-

Couturier et al. 2015c).

De igual manera en los Gltimos afios se han realizado estudios sobfe laffisiologia digestiva
en A. tropicus tanto en larvas (Aguilera et al. 2012; Frias-Quintana €t al. 2015b), como
juveniles (Guerrero-Zarate et al. 2014), los cuales han permitido comprender.1es procesos
digestivos a lo largo de sus etapas de desarrollo y potenciar el cultivo al\.desarrollar
alimentos balanceados en funcién de su fisiologia digestiva (Frias-Quintana et ak 2010;

Frias-Quintana et al. 2015a; Frias-Quintana et al. 2017).
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De'esta'manera, el complementar esta informacion con la expresion génica de enzimas
digestivas, particularmente proteasas (Darias et al. 2005; Galaviz et al. 2012, Galaviz et al.
2015), permitird comprender con mayor profundidad la hidrdlisis de las proteinas y la
biodisponibilidad de nutrientes en los alimentos balanceados para mejorar el disefio de las
formulaciones (Kolkewski 2001; Zambonino-Infante and Cahu 2007; Rennestad et al.

2013).

En este aspecto, la tripsina (TRY+EC 3.4.21.4.) es una enzima digestiva importante en la
fisiologia digestiva (Moyano et al."1996; De la Parra et al. 2007; Rungruangsak-Torrisen
2012), debido a que escinde cadenas de_péptidos principalmente en el lado carboxilo de
lisina y arginina, excepto cuando..es seguido por la prolina, liberando péptidos mas
pequefios para que otras proteasas digestivas intestinales continten el proceso de hidrolisis
(Sastre et al. 2005; Sanz 2009). La TRY.se_sintetiza en el pancreas como tripsindgeno y se
almacena en granulos de zimdgeno, luego €s secretada ak, tracto digestivo (Chen et al.
2010; Hirota et al. 2006; Raraty et al. 2000) y activada por una enteroquinasa a TRY, la
que a su vez, activa a la quimotripsina, elastasa, colagenasa Y. lipasa (Sastre et al. 2005;

Thrower et al. 2006).

En este sentido, los genes de algunas tripsinas de peces han sido parcial-0ytotalmente
aislados para su caracterizacion molecular y su posterior utilizacion en la determinacion de
los niveles de expresion de estas enzimas como un efecto del tipo de dieta que se administra

a estos organismaos.
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De esta-forma se han realizado analisis de expresion de tripsinas en peces marinos como el
Atlanticssalmon (Salmo salar) (Rungruangsak-Torrissen and Sundby 2000; Martin et al.
2002; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lilleeng et al. 2007), Japanese anchovy
(Engraulis japonicus) (Ahsan et al. 2001), Monterey sardine (Sardinops sagax caerulea)
(Castillo-Yanez et “ale=2005), true sardine (Sardinops melanostictus) (Kishimura et al.
2006), skipjack tuna ‘(Katsuwonus pelamis) (Klomklao et al. 2007), orange-spotted
(Epinephelus coioides) (Liu etyal. 2012; Liu et al. 2013), mientras que en peces
dulceacuicolas sélo destacan en.especies como common carp (Cyprinus carpio) (Cao et al.
2000), Pelteobagrus fulvidraco (Wang-et al. 2006) y snakehead (Channa argus) (Zhou et

al. 2012).

Por otro lado, se ha analizado la expresion de'lasTRY durante la ontogenia en larvas de
bullseye puffer fish (Sphoeroides annulatus). (Garcia-Gasca et al. 2006), totoaba (Totoaba
macdonaldi) (Galaviz et al. 2015), spotted rase/snapper (lutjanus guttatus) (Galaviz et al.
2012), sea bass (Dicentrarchus. labrax) (Cahu et al. 2004; Péres et al. 1998), Atlantic
halibut (Hippoglossus hippoglossus) (Murray et al. 2006), winter’ flounder (Pleuronectes
americanus) (Murray et al. 2004), grass carp (Ctenopharyngodon idella) (Ruan et al. 2010),
Japanese eel (Anguilla japonica) (Kurokawa et al. 2002; Murashita et al. 2013). Es por ello
que el objetivo es contribuir en el conocimiento de los cambios de expresiényrelativa de
TRY en diversos tejidos de individuos adultos y durante la ontogenia inical en‘una gspecie

de importancia comercial en la region (A. tropicus).
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Materiales y Métodos

Para la realizacion del presente estudio se obtuvieron un total de 20 ejemplares machos de
A. tropicus, de-los cuales 10 individuos (400-520 g and 32 to 34 cm total length) fueron
capturados en Ia Laguna EI horizonte de la comunidad el Espino localizada a 32 km de la
ciudad de Villahermosa;, Tabasco, con coordenadas geograficas 18° 14’ 50” latitud norte y
92° 49 58” latitud oestedy 10 individuos (550-580 g and 30 to 35 cm total length) en
cautiverio, los cuales fueron obtenidos de las instalaciones del Laboratorio de Acuacultura
Tropical de la DACBIol -UJAT._L0s organismos se mantuvieron en tanques de polietileno
con medidas de 1.94 m de didmetro por 0.70 m de altura. La alimentacion que se les
suministré fue basada en alimento balanceado para trucha con 46 % de proteina y 16 % de
lipidos con tamafios que variaron.de 5.5-a79/0 mm (El Pedregal® Silver Cup, Toluca,

México).

Larvicultura y muestreo

Para este estudio, se obtuvieron un total de 450 embriones de A. tropicus de una
reproduccion inducida (de hembras de 3.5 kg y tres machos de{ 1.5 kg de peso promedio)
usando induccién con LHRHa (35 pg pez?) y se mantuvieron‘en“lin tanque pléstico
redondo de 2000-L (2 m de diametro) en el Laboratorio de Acuacultura Tropical
(DACBIO0I-UJAT). Después del desove (16 h post- induccion hormonal), losreproductores
fueron retirados para mantener los huevos adhesivos hasta la eclosion (3 dias después de la
fertilizacion a 29 °C, 0 dias después del desove). Los embriones con saco vitelino fueron

transferidos a tres tanques de plastico de 70-L (150 larvas por tanque) conectados a @n
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sistema~de recirculacion con un deposito de 1500-L compuesto por un filtro bioldgico,
bomba eentrifuga de 3/4 HP (Jacuzzi, JWPAS5D-230A, Delavan, WI, EE.UU.), filtro de
arena (STA-RITE, S166T, Delavan WI, EE.UU.) y un calentador de titanio (PSA,
RIOCE371, Delavan,, WI, EE.UU.). La calidad del agua del sistema se midio diariamente
con un oximetro (YSI+85, Ohio, EE.UU.) y un medidor de pH (HANNA HI 991001,
Romania, EU) y se mantuvo durante 30 dias de larvicultura de la siguiente manera: registro
de temperatura (29.0 + 1.0°°C), .oxigeno disuelto (6.4 + 0.5 mg L) y pH (6.7 + 0.2).
Despuésde la absorcion del saco«vitelino (2 dias después de la eclosién, DAH por sus
siglas en Inglés), las larvas se transfirieron al sistema de recirculacién para iniciar la etapa
de alimentacion, realizada cinco veces._al\dia (08:00, 11:00, 13:00, 15:00 y 18:00 h)
comenzando con nauplios de Artemia-(AN,-2<5 hauplios mL™) desde la apertura de la boca

hasta 17 DAH.

Posteriormente, se proporciond alimento de frucha (TD¢Silver Cup® 46 % protein and 16
% lipids) hasta 31 DAH. A este respecto, el tamafio de particula del alimento que se les
proporciond fue de acuerdo al crecimiento de las larvas (de 250-500, 500-750 and >750
um). Durante la larvicultura, el muestreo se realize en difeentes dias deSpués de la eclosio
del embrién: 0, 5y 10 DAH con 48 organismos (16 por tanque) y 15, 20, 25y 30 DAH (10
por tanque) por triplicado. Las larvas se sacrificaron en primer lugar en agua.(s4 °C), y se
recolectaron antes de la primera alimentacion y cada réplica se enjuagd con agua-destilada
y se transfirié a tubos Eppendorf de 1.0 to 1.5 mL con RNA-Later (Life technelogies,

Carlsbad, CA, EE.UU.) y almacenados a -80 °C hasta su analisis posterior.
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Muestreo y analisis de ARN

Posteriormente, los individuos de A. tropicus silvestres y de cautiverio fueron sacrificados
por choque térmico (-4 °C) y diseccionados para obtener 11 tejidos: higado, pancreas,
esofago, estbmago,-intestino, ciego pilorico, cerebro, musculo, branquias, testiculo y rifidn.
La extraccion de ARN, se realizd a partir de un pool de cada tejido y de las larvas
respectivamente, por el.método de Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.).
Posteriormente, la concentracion,de ARN vy la pureza se estimaron mediante la relacion
260/280 usando el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE.UU.). Para determinar lasintegridad de los acidos nucleicos, se realizd una
electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 % utilizando una alicuota de 5 pL de muestra
mezclada con 2 pL de buffer de €orrida de€ada una de las muestras a 70 voltios en una
camara de electroforesis Mini Sub“Cell GT (Bie*Rad, Hercules, CA, EE. UU.) por 45
minutos; las bandas resultantes se visualzaron can el sistema de imagenes Molecular
Imager® Gel Doc ™ XR+ Imaging System (Bio*Rad, Hefcules, CA, EE.UU.). Una vez que
se evalud la integridad del material genético de cada una de'las muestras, se realizaron

alicuotas de acuerdo con su concentracion.

ADNC de tripsina de A. tropicus (TRY)
Se us6 un microgramo de ARN para la transcripcion inversa con el kit de sinteSis de ADNc
iScript™ Select 170-8896 (Bio-Rad, Hercules, California, EE. UU.). Posteriormente, se usé

2 uL de ADNc para la PCR punto final, y qPCR respectivamente.
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PCR Punto final

Para obtefier la secuencia parcial de TRY se empleé un termociclador MasterCycler® nexus
de 96 pocillos~(Eppendorf AG, GSX1, HSV, DE), utilizando la Platinum Taq DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) en un volumen final de reaccion de 20 pL,
la cual contenia: 2 e de.Buffer 10x, 1 pL de 50 mmol L™ MgCly, 2 uL of dNTPs, 0.2 pL
de cada oligonucleétidoz&.una concentracién de 15 mmol L™, 0.1 uL of Platinum Taqy
12.5 uL de H,0. La amplificacion se realiz6 bajo las siguientes condiciones 30 s a 95 °C,
seguido de 30 ciclos de 94 °C durante<60 s, 58 °C durante 60 s y 72 °C durante 60 s con un

proceso de extension de 5 mina 72 °C.

Asimismo, se disefiaron oligonuclebtidos especificos a partir de las regiones conservadas
observadas en el alineamiento de las.secuencias_de TRY de las siguientes especies de
peces: red seabream (Pagrus major, Temmingk and-Schegel, 1843), Japanese anchovy (E.
japonicus, Temminck and Schegel, 1846),~zebra fish{ (Danio rerio, Hamilton 1822),
Japanese amberjack (Seriola quinqueradiata, Temminck«and Schegel, 1845), white
seabream (Diplodus sargus, Linnaeus, 1758), gilthead seabream(Sparus aurata, Linnaeus,
1758), Japanese flounder (Paralichthys olivaceus, Temminck and Schegel, 1846), Japanese
eel (A. japonica, Temminck and Schegel, 1846) y grass carp (C. idella, Malenciennes,

1844) disponibles en la base de datos GenBank (Tabla 1).
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Los productos de amplificacion se separaron en un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con
bromuro de“etidio usando un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega, Madison,
WI, EE.UU.), fas bandas fueron observadas en un UV translucent (UVP, Canadd), se
cortaron del gel y sé purificaron usando el kit PureLink® PCR Purification Kit, (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.)._Las bandas purificadas fueron enviadas a la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de

México para su procesamiento.

Anélisis de secuencia
La secuencia parcial obtenida (Fig..1),se analiz0, tradujo y comparé con las secuencias ya

reportadas en la base de datos GenBank por BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). El

arbol filogenético se generd usando metodos de (neighbor-joining (NJ) basados en la

secuencia de aminoacidos usando el software MEGA 7.0:

Disefio de primers g°PCR
Los oligonucledtidos fueron disefiados a partir de la secuencia parcial de tripsina de A.
tropicus obtenida como se describe en la seccion anterior, empleando €l software Primer 3

Plus version 4.0.0 ( https://primer3plus.com/primer3web/primer3web _input.htn) (Tabla 1).

Los oligonucledtidos disefiados cumplieron con las siguientes caracteristicas: longitud de
20 nucleotidos, temperatura de alineacion de 60 °C, conteniendo un porcentaje 50-55 % de

CG (Guanina-Citosina) y no forman estructuras secundarias de acuerdo al analisis en el
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software Oligo Calculator version 3.27

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html).

Reaccion cuantitativa en cadena de la Polimerasa (qPCR) en diferentes tejidos en

individuos silvestreS y-en cautiverio de A. tropicusy larvas

El andlisis de expresion de"TRY de los diferentes tejidos y durante la ontogenia inicial de
A. tropicus, se realizd por medio.de gPCR, para lo cual se emplearon los ADNc de los 11
tejidos de los individuos silvestres y“cautiverio de A. tropicus, para lo cual se utilizo el
pancreas de A. tropicus como tejido blanco; realizando un pool del tejido de los individuos
silvestres y de cautiverio para la obtencidn deffa'secuencia de TRY y los ADNc de los dias

0 (embrién), 5, 10, 15, 20, 25 y 30 DAM.

Empleando los oligonucleotidos especificos de’ TRY en.un Termociclador Tiempo Real
96-well CFX96 (Model C1000, California, EE.UU.). La mé€zcla de reaccion fue de 20 uL,
incluidos 5 puL de Eva Green, 2 uL. de cDNA, 12.2 ul de H20 y{0:4' uL. de cada primer. La
gPCR se realiz6 en condiciones de 30 min a 95 °C, seguida de 39 ciclos”de 95 °C durante 5
s, 60 °C durante 5 s. Para la normalizacion de ADNCc, se usé el gen"EFl<q (nimero de
acceso: KT351350) como gen constitutivo y se llevé a cabo en paralelo-con todas las
muestras. Se gener0 una curva estandar para cada par de para estimar las eficiencias de
amplificacion basadas en cantidades conocidas de ADNc (diluciones en serie cuatro veces

correspondientes a ADNCc transcrito de 100 a 0.1 ng de ARN total).

22


http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)

La'expresion relativa de los genes entre los tejidos y el crecimiento de las larvas se calculd

mediante’elymétodo delta-delta Ct (Pfaffl 2001)

Anélisis Estadistico

Las expresiones relativas, de tripsina (TRY) entre los diferentes tejidos en adultos de
cautiverio y silvestres asixcomo los diferentes dias después de la eclosion de las larvas se
analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Se realizd6 una prueba Nemenyi a
posteriori con diferencias significativas entre los niveles de expresion, utilizando un valor
de significacion de 0.05. Todos los analisis estadisticos se realizaron usando el software
STATISTICA™ v. 7.0 (Statsoft, Tulsa;.,OK, EE.UU.), y se grafico con el software Sigma

Plot 12.3.

Resultados

PCR Amplifications and Sequencing Analysis

La amplificacion por PCR empleando los oligonucleétidos‘especificos disefiados con base
en el alineamiento de secuencias de tripsinas (TRY) de diferentes especies de peces di
como resultado una secuencia de nucle6tidos parcial de 419 pb (nUmero de acceso:
KX882028) que fue reportada en el GenBank Yy que codifica para un fragmento de 139

amino&cidos (Fig. 1).
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Analisis-de la distancia filogenética entre secuencias

En el andlisis filogenético la secuencia de aminoacidos parcial de tripsina (TRY) de A.
tropicus forma-un clado con C. idella mostrando un bootstrap value del 59 %. Estas
especies forman un clado con blacktail snapper (Lutjanus fulvus, Forster, 1801) con un

bootstrap value of 869, mostrando una alta identidad con la isoforma tripsina 3 (Fig. 2).

Expresion relativa de tejidos

Los niveles de expresion de tripsina (TRY) en los peces silvestres muestran el mayor nivel
de expresion en el pancreas, seguida“de intestino, ciegos piloricos, estbmago, esofago e
higado, mientras que el masculo, cerebre, rifidn, testiculo y branquia obtuvieron los
menores niveles de expresion. En‘el.easo detlos peces de cautiverio se observo la misma
tendencia, pero en estos peces se detecto,un mayor” nivel de expresion relativa de TRY en
los tejidos de intestino, ciegos pildricos,«estomago, esofago e higado en comparacion con

los silvestres (Fig. 3).

Expresion relativa en larvas

En relacion a los niveles de expresion de tripsina (TRY) durantetla/ontogenia inicial se
observa un incremento en los embriones (0 DAH), que decrece hacia el dia 10 DAH y
nuevamente incrementa para alcanzar su nivel maximo a los 15 DAH. kinalmente la

expresion relativa decrece en los dias posteriores (Fig. 4).
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Discusion

Niveles de expresion de tripsina en diferentes tejidos en adultos de A. tropicus.

De acuerdo con’ los.resultados obtenidos sobre los niveles de expresion de tripsina (TRY)
en los once tejidos‘analizados en los organismos adultos silvestres y de cautiverio de A.
tropicus, se presentan‘los mayores niveles en los tejidos digestivos como pancreas,
intestino, ciegos pildricos, ‘estbmago, esofago e higado. Esto es similar a lo obtenido en
especies como S. salar (Rungruangsak-Torrissen and Sundby 2000; Rungruangsak-
Torrissen et al. 2006; Lilleeng et al. . 2007), D. labrax (Cahu et al. 2004; Péres et al. 1998),
E. japonicus (Ahsan et al. 2001), S."sagax caerulea (Castillo-Yanez et al. 2005), S.
melanostictus (Kishimura et al.” 2006), K. pelamis (Klomklao et al. 2007), P. fulvidraco

(Wang et al. 2006), C. argus (Zhou et.al. 2012),'Ccarpio (Cao et al. 2000).

La mayor expresion de TRY fue detectadalen’el panereas, tanto en individuos silvestres
como de cautiverio, lo que se explica ya que la tripsina se Sintetiza en dicho 6rgano como
proenzima y se activa al escindir un propéptido corto del extremo\N del zimdgeno inactivo,
con lo cual la tripsina se activa a la luz del tubo digestivo para iniciar‘la hidrolisis de las
proteinas, ademas de ser responsable de activar a otras enzimas (Sunde et al. 2004; Zhou et
al. 2012; Guerrero-Zarate et al. 2014). Por otra parte,se han detectado varias-isoformas de
TRY en peces (Cao et al. 2000; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lu et al.\.2008) , por
lo que para dilucidar dichas isoformas ha sido necesario clonar las secuencias completas

(Zhou et al. 2012; Ahsan et al. 2001).
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En estessentido, el analisis filogenético de la TRY de A. tropicus en comparacion a otras
especiessdespeces muestra la mayor identidad con la isoforma TRY 3, lo que se refuerza
con la investigacion de Lilleeng et al. (2007), en S. salar, quienes muestran que la mayor
expresion de TRY 3.se da en el pancreas, intestino y ciegos piloricos, mientras que las TRY
1 y 2 se encuentransen otros tejidos, como esdfago y estdbmago, entre otros e incluso
cerebro, en donde la abundancia del transcrito de TRY 2 también fue reportada para

Senegalese sole (Solea senegalensis Kaup) (Manchado et al. 2008).

Esta amplia distribucion de tripsinas-€n.otros tejidos no digestivos, respalda la hipétesis de
Koshikawa et al. 1998, de que algunas_isoformas ademas pueden estar implicadas en
procesos relacionados con el mantepimientg de las funciones de las células epiteliales,
sistema inmunolodgico y sistema nervioso, central, guienes detectaron por medio de técnicas
de hibridacion in situ e inmunohistoquimica.una isoforma cerebral especifica (TRY4), en
las células nerviosas del hipocampo y la corteza cerebral .en humanos y ratones. Debemos
mencionar que la expresion de TRY en intestino, ciegos“pildricos, estomago, esofago e
higado es mayor en los adultos de A. tropicus de cautiverio gde\en los adultos silvestres,
esto puede deberse a que los individuos en cautiverio estan bajo ¢ondiCiones controladas
con una mayor frecuencia alimentaria y sobre todo por el alimento comergial empleado
para su mantenimiento, el cual contiene 46 % de proteina, lo que refleja un.mayor gasto
energético, ya que la tripsina juega un papel importante en la especificidad./acia los
aminoacidos basicos esenciales en la nutricion, resaltando la calidad de proteinasique es
administrada en dicho alimento que permite una hidrolisis rapida de protefnas

(Rungruangsak-Torrissen and Sunby 2000; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006).
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Niveles.de expresion de trypsin TRY en larvas A. tropicus.

Como se”menciond anteriormente TRY se sintetiza en el pancreas como la proenzima
tripsin0geno Y.se almacena en granulos de zimdgeno (Murray et al. 2004; Garcia-Gasca et
al. 2006). EIl analisis de expresion de TRY realizado durante la ontogenia inicial en A.
tropicus se detectd“desde, el embrion, presentando la maxima expresion al dia 15 DAH.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Frias-Quintana et al. (2015b), quienes
determinaron que las larvas de A.;tropicus pueden ser considerados juveniles a partir de los
15 DAH vya que presentan el‘pico maximo de las actividades de proteasas digestivas
intestinales (tripsina y quimotripsina), ademas que histologicamente esta totalmente
desarrollado el intestino. De igual manera,‘en otras especies como D. labrax (Cahu et al.
2004), S. annulatus (Garcia-Gasea.et, al. 2006), S. salar (Rungruangsak-Torrissen et al.
2006), L. guttatus (Galaviz et al. 2012) y T..macdonaldi (Galaviz et al. 2015), se ha
detectado la expresion de tripsindgenosdesde el( huevo. En este sentido, los autores
mencionan que la expresion de TRY enf(los primeros~dias del desarrollo larval esta
programada genéticamente para aprovechar los componéntes del vitelo (alimentacion
endogena), y los incrementos de la expresion se relaciondnyal proceso de primera
alimentacion, asi como a los cambios de alimentos vivos o finertes, ademés de la
maduracion del sistema digestivo (Gawlicka and Horn 2006). Por otra parte, la expresion
de TRY se ha detectado en el embrion y en el momento de la eclosion en gspecies como
Melanogrammus aeglefinus y el bacalao del atlantico Gadus morhua (Perez-Casanova et
al. 2006), durante la primer alimentacion en la anguila japonesa A. japonica (Kurokawa et
al. 2002), Japanese flounder P. olivaceus (Suzuki et al. 2002), Atlantic halibut” H.

hippoglossus (Murray et al. 2006), tilapia Oreochromis mossambicus (Lo and Weng 2006)
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y pargosfojo Pagrus pagrus (Darias et al. 2005) y desde el momento de la apertura de la
boca y ano_en winter flounder (P. americanus) (Murray et al. 2004) P. fulvidraco (Wang et
al. 2006) y C.«della (Ruan et al. 2010). Por lo anterior, se considera que la expresion de
TRY varia entre las larvas de especies de peces en funcion del desarrollo ontogenético y
del tipo de alimentacién exogena (Garcia-Gasca et al. 2006; Kurokawa et al. 2002). Por
otra parte, es probable que'la expresion de TRY en el embridn de A. tropicus, se deba al
MRNA que proporciono la madre,en el momento de desarrollo, y dicha expresién comienza
antes de la eclosion (Garcia=Gasca et al. 2006), y se incrementa cuando el tejido
pancreatico inicia su desarrollo, lo que fue detectado a los 3 DAH (momento de la primera
alimentacion) en A. tropicus (Frias-Quintana et al. 2015), e inclusive si no esta
completamente diferenciado, como.-ha sidoecTeportado en L. gutattus y S. annulatus
(Galaviz et al. 2012; Garcia-Gasca et.al. 2006)..Por otra parte, la mayor expresion de TRY
presentada en el dia 15 DAH en las larvas®de.A. tropicus, concuerda con el trabajo de Frias-
Quintana et al. (2015b), quienes indican quefdesde los ¥5.BAH inicia el periodo juvenil, y
el pancreas y el sistema digestivo estan totalmente maduroS y.ya no se presentan cambios
morfofisiolégicos, por lo que las larvas son capaces de digerir y absorber los nutrientes de
forma totalmente eficiente. Es importante recalcar que a los 15 ‘DAH, las larvas de A.
tropicus ya cuentan con la fisiologia digestiva de un juvenil y son conSideradas carnivoros
oportunistas con un desarrollo ontogenético inicial precoz, lo que ha permitido realizar el
destete de forma répida utilizando una dieta comercial para trucha, aunque actualmente, se
ha disefiado un alimento balanceado méas adecuado para su cultivo, con lo que se ha logrado
mejores crecimientos y supervivencias mayores al 90 % en la etapa larval, ademas de

disminuir el canibalismo (Frias-Quintana et al. 2015a).
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Es asi que A. tropicus es una especie que puede ser considerada de desarrollo ontogenético
transicionals (alimentacion endo-exotrofica) desde el punto de vista de su fisiologia
digestiva (Mendoza et al. 2002; Aguilera et al. 2002), lo cual es diferente a lo reportado en
larvas de otras ‘especies marinas como S. salar. (Lilleeng et al. 2007; Martin et al. 2002;
Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Rungruangsak-Torrissen and Sundby 2000), D. labrax
(Zambonino-Infante and_ :Cahu 2007; Zambonino-Infante et al. 2008) y T. macdonaldi
(Galaviz et al. 2015), las cuales, aunque presentan mayores niveles de expresion de TRY,
requieren ser alimentadas con presas vivas (rotiferos y nauplios de Artemia) (Garcia-Gasca
et al. 2006) por mas tiempo, ya que“son consideradas especies que presentan ontogenia
indirecta, por lo que la maxima eficienciaysen la sintesis y secrecion de los granulos de
zimdgeno pancreatico de las proteasas,digestivas requiere mas tiempo (Zambonino-Infante

et al. 2008).

En conclusion, la deteccidn del gen de TRY, inclusiveantes de la eclosion de las larvas
(embriones), muestra la capacidad de la larva para digerir proteinas tan pronto como se da
la apertura de la boca, ademas, que las fluctuaciones de este @en son indicativos de los
cambios morfofisioldgicos que se dan a lo largo de la ontogenia en A< tropicus. De igual
manera, el uso del gen TRY permite determinar los cambios en la sintesis de\la enzima, ya
sea en su forma activa 0 como zimogeno, por lo que es un excelente bioindicador para
evaluar los cambios durante el desarrollo del sistema digestivo y determipar, si los
protocolos de alimentacion o sus modificaciones tienen un efecto directo sobre la expresion

y por consecuencia el estado nutricional de las larvas de A. tropicus.
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Tabla 1. Qligonucle6tidos utilizados para la secuenciacion y RT-PCR y qPCR en A. tropicus.

Primer Primer sentido (5°-37) Primer antisentido (5°-3”) Tamafio, pb Paso
TRIPSINA TGTCTGCTGCTCACTGCTACA AGGACACAACACCCTGCA 465 RT-PCR

EFl-a CCTGCAGGACGTCTACAAGATCG GACCTCAGTGGTCACGTTGGA 120 g-PCR
TRIPSINA AGCACAACATCGCTGTCAAC CTTCCAGAGCTGCTGGTGTT 232 a-PCR
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Pie de tabla

Tabla 1.7Oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion y RT-PCR y gPCR en A.
tropicus.

Pie de figura

Fig. 1 Secuencia parcial de nucleétidos de TRY en A. tropicus

Fig. 2 Arbol filogenético basado en las secuencias de proteinas de TRY de Atractosteus
tropicus y de otras especies de vertebrados usando el método de neighbor-joining (NJ). Los
valores en los puntos de brach-fepresentaron las frecuencias porcentuales para la topologia
de arbol después de 1000 interacciohes

Fig. 3 Expresion relativa de TRY" en-tejido de higado (Li), pancreas (Pa), esofago (Es),
estbmago (St), intestino (In), ciegos piloricos (Pi), cerebro (Br), musculo (Mu), branquia

(Gi), testiculos (Te) y rifion (Ki) de adultos. de A. tropicus

Fig. 4 Expresion relativa de TRY £n-A. tropicus
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{ RBE2028 trypsin Atractosteus tropicus
86 AGS49133 1 trypsin partial Ctenopharyngodan idella

100 BAMISE04. 1 trypsin Lutjanus fulvs

#P 008284035.1 PREDICTED: trypsin-3 Stegastes partitus

L0 {MSDDS1E.1 trypsin Oreachromis aureus
74 #P 004560050.1 PREDICTED: trypsin-3 Maylandia zebra

AEMITE33.1 trypsinogen Channa argus

ACHE3B02.1 pancreatic trypsin Siniperca chuatsi

#P 014056855.1 PREDICTED: trypsin-3 Salmo salar

53
96 #P 0214807251 trypsin-3 Oncorhynchus mykiss
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Abstract

In fishes, trypsins are adapted to differentenvironmental conditions, and the biochemical and kinetic properties of a broad
variety of native isoforms have been studied.Proteolytic enzymes remain in high demand in the detergent, food, and feed
industries; however, our analysis of the literaturé\showed that, in the last decade, some fish trypsins have been studied for
the synthesis of industrial peptides and for specific biomedical uses as antipathogenic agents against viruses and bacteria,
which have been recently patented. In addition, ignovative strategies of trypsin administration have been studied to ensure
that trypsins retain their properties until they exerttheir action. Biomedical uses require the production of high-quality
enzymes. In this context, the production of recombipant tgypsins is an alternative. For this purpose, E. coli-based systems
have been tested for the production of fish trypsins: howeveraP. pastoris-based systems also seem to show great potential in
the production of fish trypsins with higher prodiction quality. On the other hand, there is a lack of information regarding the
specific structures, biochemical and kineti€ properties, and charaeteristics of trypsins produced using heterologous systems.
This review describes the potential uses of fish*frypgins in biomedicine and the enzymatic and structural properties of native
and recombinant fish trypsins obtained to date{ outlining some prospects for their study.

Keywords Fish trypsins - Recombinant enzymes - Aquaculture - Trypsindpplications - Trypsin structure

Introduction

Potential applications of fish trypsins
in biomedicine

Features of fish trypsins from different species and their
potential applications in different kinds of industries have
been widely reported. The applications of fish trypsins
include the following: as ingredients in detergents (Espdsito
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et al. 20097°2040; Jellouli et al. 2009; Ktari et al. 2012; Nasri
ehal. 2012; Y ounes et al. 2015; Bkhairia et al. 2016), in the
extraction of caroteneproteins from shrimp waste (Simpson
et al. 1992; Klomklaa et al. 2009a; Sila et al. 2012: Younes
et al. 2015; Poonsinetak 2017), in the production of pro-
tein hydrolysates as fooddngredients (Kristinsson and Rasco
2000; He et al. 2013; Tavano 2013; Ketnawa et al. 2016;
Villamil et al. 2017), and sarious applications in the food
industry (Bougatef et al. 20073 Balti et al. 2009; Freitas et al.
2012).

The cold-adapted trypsin of Pacifi€ cod (Gadus mac-
recephalus) has been proposed asfanalternative to bovine
trypsin in the synthesis of industrial peptides as its catalytic
efficiency is 35 times greater than that of boyine trypsin
(Fuchise et al. 2011). Both natural peptides and\their syn-
thetic analogues have interesting biological properties (sta-
bility, potency of action, biological specificitygetc.)and are
useful in different fields as therapeutic agentsy'sy nthetic
analogues of peptide hormones, and in pharmagological
applications, among others (Korhonen and Pihlanto<200 63,

st cllal Eyn .
Kaceroris wmu@ Springer

44



186" _Page20f14

3 Biotech (2018) 8:186

A petential application for fish trypsins is as an
antipathogenic agent. In in vitro assays, the trypsin of
Atlantic cod«{G@atus morhua) has shown a high antipath-
ogenic efficacy’against HSV-1 and respiratory syncytial
virus (RSV), the twesmost prevalent pathogenic viruses
in upper respiratory tract infections. In addition, in vivo
assays have shown favorable results using Atlantic cod
trypsin in formulations todieal wounds. In both cases, the
high digestive capacity ofghtenzyme plays an important
role in its effectiveness against pathogens. Furthermore,
this enzyme was 3—12 times mareeffective in the degra-
dation of large native proteinsthan bovine trypsin (Gud-
mundsdéttir et al. 2013). The trypsin ffom Atlantic cod
has been proposed for the developmient of cosmetics and
medicines and six patents related to its production and use
for the prevention and treatment of disedses’has been reg-
istered. Since these enzymes inactivate bactefial entero-
toxins, inflammatory cytokines, and cell-surfage Teceptors
involved in cell adhesion, their therapeutic use.asa topical
agent against pain, acute and chronic inflammatiegn, rheu-
matic and autoimmune diseases, allergies, microbialdnfee-
tions, dermatopathies, and dental plaque remover has been
described in the patent WO2000078332A2 (Bjarnason
2000). In 2015, their use was extended as adjuvant in the
prevention and treatment of microbial infe€tiofis in people
with an immunodeficiency and patented as ‘@naovel treat-
ment (Clarsund and Blom 2015). In addition, noveltrypsin
isoforms called ZT have been described and patented.
These isoforms preferentially hydrolyze Arg residues.and
are more efficient to cleave peptides that contain consgcu-
tive basic amino acid residues (Arg/Lys), which are fre-
quently found in proteins involved in the pathogenicity
of viruses, parasites and bacteria (Gudmundsdottir et al.
2017). Finally, a synergistic effect of Atlantic cod trypsin
and conventional antibiotics for prevention, inhibition, and
removal of bacterial biofilm in patients with recurrent and
nosocomial infections has been described as a result of the
ability of the trypsins to weaken the biofilm and allow the
antibiotics to exert their function on bacteria (Gudmunds-
dottir and Scheving 2017; Gudmundsdottir et al. 2015).

Recently, innovative strategies of trypsin administra-
tion have been studied to ensure that trypsins retain their
properties until they exert their action. To achieve this,
trypsin was nano-encapsulated with chitosan and supplied
to Labeo rohira, which led to an increase in the efficiencies
of productive fish compared to the control fed with unen-
capsulated trypsin. A similar administration in humans
could contribute to the treatment of some health disorders
related to the deficiency of pancreatic enzymes, and in
animals, this administration strategy could facilitate the
digestion of feeds based on vegetable proteins (Kumari
etal. 2013).

\/
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Sources and enzymatic properties of native fish
trypsins

Fish trypsins are currently obtained from pyloric caeca
(Kurtovic et al. 2006; Palsdottir and Gudmundsdottir
2008; Khantaphant and Benjakul 2010; Freitas-Jinior
et al. 2012), viscera (Klomklao et al. 2011; Sila et al. 2012)
and intestines (Souza et al. 2007; Jellouli et al. 2009; Una-
jak et al. 2012). However, the process of obtaining the
enzymes involves several constraints, such as (a) seasonal
availability of raw materials (Simpson et al. 1992; Bou-
gatef 2013): (b) heterogeneity in yield and/or enzymatic
activity due to the nutritional status of the species and the
degradation of tissues used as raw material (Simpson et al.
1992: Espésito et al. 2010); (¢) production costs (Espésito
et al. 2009; Bougatef 2013); and (d) low yields associated
with the purification processes used. In addition, several
steps are required for purification; for example, the use of
affinity chromatography (Marcuschi et al. 2010; Fuchise
etal. 2011). ion-exchange chromatography (Khangembam
and Chakrabarti 2015: Bkhairia et al. 2016), and/or gel
filtration (Bougatef et al. 2007; Silva et al. 2011; Costa
et al. 2013) are usually employed; however, an optimal
methodology has not been established and novel purifica-
tiofl methods such as the use of ferromagnetic particles
and the partitioning in aqueous two-phase system (ATPS)
dre being studied. The first one achieved about 60 times
of purification from the crude extract, in a single step of
purification (Menezes Estevam Alves et al. 2017; Poonsin
etal. 2017

The biechemical and kinetic properties of several native
fish trypsins©f different species have been reviewed by
Bougatef (2013)¢In this context, the molecular weight of
the’enzymes reported was in the range of 22-30 kDa. while
the optimum temperature was between 40 and 65 °C and
the optimum pH waf in the range of 8-11. The trypsins
have esterase and amidase)activity: in both cases, the
mechanism involves the tsansfer of the acyl group to water.
On their natural substrate, the'tcypsins catalyze the hydrol-
ysis of peptide bonds at the €arboxyl side of the lysine or
arginine residues. Therefore, thesqnost common substrates
used for the kinetic characterization of fish trypsins are
synthetic arginine substrates as N-o#benzoyl-DL-arginine-
p-nitroanilide (BAPNA) and N-o-tosyl-L-arginine methyl
ester (TAME), which are used to measure amidase and
esterase activity, respectively. However Some alterna-
tive substrates, such as, carbobenzoxy-Phe-Arg“F-amido-
4-methylcoumarin (z-FR-MCA), casein, and azocasein
have been used. The kinetic properties of the eazymes
are analyzed in terms of Km, the affinity of the'engyme
for the substrate; kcat, the number of substrate molecules
that each enzyme converts per unit time: and kcat Kni™ ',
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the rate of theweaction at negligible substrate concentra-
tion commonly named the catalytic efficiency. In the fish
trypsins reviewed by Bougatef (2013), the Km on the
BAPNA substratewyaries in the range of 0.068-1.67 mM,
while the catalytig'efficiency (kcat Km™!) varies in the
range of 2.3-40.58 s mM™!. The highest affinity and
catalytic efficiency wefe\found for the trypsin from grey
triggerfish (0.068 mM_and 40.58 s™' mM™", respectively)
(Bougatef 2013).

In the last 12 years, some other native fish trypsins
have been characterized and are"summarized in Table 1.
BAPNA and TAME remain ‘the)preferred substrates for
the enzymatic characterization:; héweves, alternative syn-
thetic substrates, such as t-butyloxy-edarbonyl-Phe-Ser-Arg-
4-methyl-coumaryl-7-amide (Boc-Phe-Sér-Arg-MCA),
N-benzoyl-L-arginine ethyl ester HC1 (BAEE). and benzy-
loxycarbonyl-L-Phe-L-Arg-p-nitroanilide (CBZ-FR-pNA)
and benzyloxycarbonyl-Gly-Pro-Arg p-nitreanilide-acetate
salt (CBZ-GPR-pNA), have been recently assayed(Liu et al.
2007, Lu et al. 2008; Cai et al. 2011; Stefanssonetal. 2017).
These fluorogenic substrates facilitate the quantificationyof
enzymatic activity; however, it is unknown whether the fea-
tures observed using these synthetic substrates resemble
those that would be obtained using natural substrates.

The optimal temperature of trypsins from cold-zone
fishes, such as Pacific cod (G. macrocephalus) saffron
cod (Eleginus gracilis), walleye pollock (Theragra chalco-
gramma), and arabesque greenling (Pleurogrammits agonus),
is. in general, around 50 °C, while the optimal tempesature
of temperate-zone fish trypsins, such as those obtained from
jacopever (Sebastes schlegelii), spotted mackerel (Scomtber:
australasicus), true sardine (Sardinops melanostictus). yel
low tail (Seriola quinqueradiata), and Japanese anchovy
(Engraulis japonicus), is slightly higher (60 °C). The opti-
mal temperature of the temperate-zone trypsins is similar to
those of tropical fish trypsins from Nile tilapia (O. niloticus).
Atlantic bonito (Sarda sarda). skipjack tuna (Karsuwonus
pelamis), bluefish (Pomatomus salratrix), tongol tuna (Thun-
nus tonggol), and yellow fin tuna (Thunnus albacores), which
have an optimal temperature of 55-65 °C (Kishimura et al.
2005, 2006b, ¢, 2007, Klomklao et al. 2006a, b, 2007a);
some of these are reported in Table | and the others have
been summarized by Bougatef (2013). Even though the
optimal temperatures for cold-zone fish trypsins are high
compared to the temperatures in which these organisms live
(Kishimura et al. 2008), their thermal stabilities are lower
and, in general, are less than 40 °C. Interestingly. the fish
trypsin with the highest optimal temperature (80 °C) belongs
to the Atlantic wolffish (Anarhichas lupus), a cold-zone fish,
and its temperature stability drops to 60 °C (Desrosiers et al.
2008). Cold-adapted fishes have been found some trypsin
isoforms that work at high temperature and are classi-
fied within the mesophilic group. Another example is the

cationic salmon (Salmo salar) trypsin isoform (PDB: 1A0I)
(Schrgder et al. 1998; Gorfe ct al. 2000). On the other hand,
the trypsin I proteins of the cold-zone fishes Atlantic salmon
(Salmo salar) and Atlantic cod (G. morhua) have low ther-
mal stability compared to bovine trypsin (Smalas et al. 1994;
Outzen et al. 1996; Stefansson et al. 2010) and the skipjack
tuna trypsins have lower stabilities than porcine trypsin.
Studies have suggested the presence of stronger hydrophobic
interactions that stabilize the structure and contribute to the
increased stabilities of the enzymes (Klomklao et al. 2009b).

In general, fish trypsins have an optimal pH in the range
of 7-11 and are stable at alkaline pH (7-9). but their stabil-
ity decreases in acidic pH (less than 6) (Khandagale et al.
2017; Bougatef et al. 2010). However, some fish trypsins are
stable over a wider pH range, such is the case of the Tuni-
sian barbel (Barbus callensis) and striped seabream (Lithog-
nathus mormyrus) trypsins that preserve above 90% of the
enzymatic activity in a pH range of 5-12 (Sila et al. 2012;
Elhadj-Ali et al. 2009); the zebra blenny trypsin (Salaria
basilisca) that conserves 100% of the enzymatic activity in
a pH range of 7.0-12.0; and the trypsins of pectoral rattail
(Coryphaenoides pectoralis) and Bogue (Boops boops) that
conserve above 70% of the enzymatic activity in a pH range
of 6-11 (Ktari et al. 2012; Klomklao et al. 2009¢; Barkia
etdl. 2010). In all of them, the stability test was carried out
at 40 °C for 1 h. It has been proposed that the pH stability is
rclafed to the charge that the enzyme acquires at different pH
valuesIn particular, the acidic conditions lead to a confor-
mational change in the active site that cause an effect on sub-
strate ‘affifity, weakening the binding of the substrate to the
active site, which is observed as low activity (Castillo-Yanez
et al. 2005 Bougatef et al. 2010; Klomklao et al. 2006b).
This agrees with'the biological activity of the enzyme, since
trypsin is releaséd injthe small intestine, which has an alka-
line environmentyto carry out the hydrolysis of its specific
substrates.

Some authors havementioned that psychrophilic trypsins
have higher catalytic efficieney, than mesophilic ones, which
could be due to the distribution of charged residues that
favors a higher affinity towards the substrate (Smalas et al.
1994) or the structural flexibility that'these enzymes have
acquired as a result of the cold adaptation (Gudmundsdot-
tir et al. 2013). However, results are ‘ot consistent to this
regard, as previously mentioned by Bougatef (2013). As
shown in Table 2, the highest catalytic effi€iency of fish
trypsins on the BAPNA substrate was‘reported in 2012
for the carp Catla catla trypsin (310.16 s~lemM7 Y. which
are not considered a psychrophilic trypsin. Ii€ontfast, the
typical cold-adapted Atlantic cod trypsin X had a catalytic
efficiency about nine times lower (3.5 s mM_') onthe
same substrate (Stefansson ct al. 2017). On the otheehand,
higher catalytic efficiencies have been reported for trypsins
on esterase substrates. For example, the highest catalytic
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Table ies and kinetic constants of native fish trypsins
N

Species C 4 K’Iulecular Optimum tem- pH Substrate Km (mM) Keat (s') kcatKm™' References

lveight (kDa)  perature (°C) assayed (s mM™)

0il sardine % 60 8 BAPNA 0.0206 119 57.76 Khandagale et al.
(Sardinella (2017)
longiceps)

Atlantic cod 25 A 65 8.5-11 BAPNA 3.9 13.0 3.5 Stefansson et al.
(Gadus d\ . CBZ-FR-pNA  0.050 259 520 (2017)
morhua) CBZ-GPRpNA  0.008 64.9 8210
trypsin X
-variant 7

Golden grey 23 10 BAPNA 0.43 4.04 9.39 Bkhairia et al.
mullet (Liza (2016)
aurata)

Lophiosilurus 24 5 9 BAPNA 0.517 5 9.67 Dos Santos et al.
alexandri {2016)

Unicorn 235 55 3 BAPNA - - - Zamani and Ben-
leatherjacket (/ jakul (2016)
(Aluterus
Monoceros)

Cirrhinus mri- 217 30-40 6o, <BAPNA 0.0672 6.17 9209 Khangembam
gala and Chakrabarti

/\ (2015)

Thornback ray ~— — 50 8 IN - - - Lassoued et al.
(Raja clavata) (2015)

Scorpionfish - 55 10 - - - Younes et al.
(Scorpaena (2015)
scrofa)

Pacific saury 24 55 TAME 0.19 210 1105 Klomklao et al.
(Cololabis (2014)
saira)

Common kilka 232 60 8 ‘NA 10 7.93 79.3 Zamani et al.
(C’lupeme!&a _ _ _ 28.5 407.1 {20 ]4)
cultriventris
caspia) L 3 -

Crevalle jack 275 50 8 B G.SSO 6.9 10 Costaet al. (2013)
(Caranx hip-
pos)

Catshark 28 55 8 BAPNA o 0.104 .23 221 Blanco et al.
(Seyliorhinus (2014)
canicula) .

Indian mackerel 26 50 9 BAPNA 0.430 1.78 Khandagale et al.
(Rastrelliger (2013)
kanagurta)

Sailfin Catfish 21.5 40 9.5 BAPNA 0.13 1.40 24 Villalba-Villalba
(Prerygoplich- etal. (2013)
thys disjunc-
tiviis)

Nile Tilapia 28 60 8 TAME 0.036 152 4@ Zhou et al. (2013)
(Qreachromis
niloticus) ®
genetically
improved

Flatfish (Par- 29.6 70 7.5 BAPNA 0.017 0.024 1.422 i d Jeong
alichthys (2013
olivaceus)

Carp (Catla 20.2 40 7 BAPNA 0.062 19.23 310.16 Khan
catla) etal. 2)
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Table d}sﬁed)
Species ! Molecular

Optimum tem-  pH Substrate Km (mM) Keat (s™") kcatKm~' References
cight (kDa) perature (°C) assayed s 'mM™

Goby (Zoster- @ 60 9 BAPNA 0.312 2.03 6.51 Nasri et al. (2012)
isessor ophio-
cephalus) A

Nile tilapia 22.3 55-60 9 BAPNA 0.16 238 238 Unajak et al.
(Oreochromis \J (2012)
niloticas L) /

Piracucu (Ara- 28.0 9 BAPNA 0.47 1.33 2.82 Freitas-Janior
paima gigas) etal. (2012)
Tropical sierra 254 9 BAPNA - - - Valdez-Melchor
(Scombero- etal. (2013)

morus sierrda)

Japanese sea 21.0 (trypsin A) 9 Boc-Phe-Ser- 112 T2.08 64.16 Cai etal. (2011)
bass (Lateo- 21.5 (trypsin B) Arg-MCA 0.70 67.79 92.55
labrax japoni-
cits)

Silver mojarra 26.5 50-55 ] BAPNA 0.266 0.93 348 Silvaetal (2011)
(Diapterus
rhombeus) @

Hybrid catfish 24 60 ATAME 0.30 92.1 307 Klomklao et al.
(Clarias (2011)
macrocepha-
lus/Clarias
gariepinus)

Atlantic cod 24.0 (rypsinI) - Z-Gly-Pro-  0.007 531 7590 Stefansson et al.
(Gadus Arg-pNA (2010)
maorhua)

Smooth hound 24 50 BAPNA 0.387 2.62 6.77 Bougatef et al.
(Mustelus "TAME 0.156 59.15 379.16 (2010)
mustelus)

Skipjack tuna 24 55 (trypsinA) 9 'AME 825 266.13 Klomklao et al.
(Katsuwonus 60 (trypsin B) L' .31 60.5 31591 (2009b)

. -
pelamis) 1/ O

Pacific cod 24 50 8 - - - Fuchise et al.
(Gadus macro- (2009)
cephalus)

Saffron cod 24 50 8 TAME - - Fuchise et al.
(Eleginus (2009)

" .
gracilis)

Sardinelle (Sar- 24 55 8 BAPNA 1.67 231 Ben Khaled et al.
dinella aurita) (2008)

Mandarin fish 21.0(trypsin A) 35(A) 8.5 Boc-Phe-Ser- 0.00218 k 7431.19 Lu et al. (2008)
(Siniperca 21.5 (orypsinB) 40 (B) Arg-MCA 0.00188 . 9202.12
chuatsi)

Adtlantic wolffish — >80 9 BAPNA 0.55 - Desrosiers et al.
(Anarhichas 0.56 (2008)
lupus)

Walleye pollock 24 50 8 TAME - - - ® Kishimura et al.
(Theragra (2008)
chalco-
graning)

Atlantic bonito 29 635 9 BAPNA - - - Klon o et al.
(Sarda sarda)

Skipjack tuna 24 60 8.5 TAME 0.29 (trypsin A) 114 393.10 Klo al.
(Katsuwonus 0.20 (trypsin B) 61.5 307.50 (20
pelamis) 0.11 (trypsin C)  57.1 519.09
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Species olecular Optimum tem- Substrate Km (mM) Keat (s7') keat Km™'  References

weight (kDa) perature (°C) assayed ("' mM™)

Grass carp psin A) 3835 BAEE 0.0212 333 1572.32 Liu et al. (2007)
(Crenopharyn- \ 200 (trypsin =~ 44.0 0.0317 550 1735.01
godon idellus) )

Hoki fish 26 60 BAPNA 0.06 0.33 5.50 Shi et al. (2007)
(Macruronus . TAME 2.08 19.00 9.13
novaezelan- /
diae)

Spotted goatfish  24.5 BAPNA 1.82 - - Souza et al.
(Pseudupeneus (2007)
macularus)

True sardine 24 ) TAME - - - Kishimura et al.
(Sardinops (2006a)
melanostictus)

Arabesque 24 50 TAME - - - Kishimura et al.
greenling (2006a)
(Plevrogram-

Muts azonus) -

Monterey 25 50 BAPNA 0.051 212 41.0 Castillo-Y dfiez
sardine (Sar- etal. (2005)
dinops Sagax A
Caerulea)

Anchoa 24.5 60 9.5 0.014 42,09 3006 Ahsan and
(Engraulis (trypsin IT) 0.033 3.70 112 Watabe (2001)
Japonicus)

Anchoa 24.5 60 BAEE 0.031 34.56 1114 Ahsan and
(Engraulis (trypsin T) BAPN. 0.037 1.94 52 Watabe (2001)
Japonicus) N

- v Q
Table2 Crystallographic structures of fish trypsins + N
-\
Enzyme Spec¥ X-ray PDB code References

Q

Trypsin isoform 1
Trypsin isoform 2
Trypsin isoform 3

Trypsin
Trypsin I

Trypsin I

Anionic salmon trypsin in complex with squash seed

inhibitor
(Cucurbita pepo trypsin inhibitor IT)

Anionic salmon trypsin in complex with squash seed

inhibitor

(Cucurbita maxima trypsin inhibitor I')

Anionic salmon trypsin in complex with bovine pancreatic

trypsin inhibitor
Trypsin
Trypsin
Trypsin
Trypsin-1

e: solution
~ @
Chum Salmow.arhynchus ket

IR

27PS
18 IMBQ
18 1UTJ
1.53 K

Chum Salmon (Oncorhynchus keta)
Atlantic salmon (Salmo salar)

Atlantic salmon (Salmo salar)
Atlantic salmon (Salmo salar)

Atlantic salmon (Salmo salar)

Atlantic salmon (Salmo salar)
Atlantic salmon (Salmo salar)
Atlantic salmon (Salmo salar)
Atlantic cod (Gadus morhua)

17
15

1.0
1.8

L7
1.83
1.8
1.85

27PQ
27PR

Toyota et al. (2009)

Toyota et al. (2002)
Leiros et al. (2004)

; M

1H. iros et al. (2001)
Zsmuand etal. (1999)
2STA ®

IBZX Helland :t; (1998)
1ADJ Schrpderfet 98)
IBIT Berglund et 95)
2TBS Smalas et al. (1

2EEK
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efficiency for the Atlantic cod trypsin X using CBZ-GPR-
pNA asd subbtrate was 8210 s~! mM™! (Stefansson et al.
2017), while that for the trypsin of the genetically improved
Nile tilapia {@réochromis niloticus) was 4242 s~ mM~!
using TAME asfsubstrate (Zhou et al. 2013). The trypsins
have higher esterase than amidase activity: therefore. assays
on esterase substrates are more sensitive. However, unless
the enzymes are charfacterized on a common substrate, it
will be difficult to establishfwhich of the enzymes has the
best characteristics and whetherthe kinetic properties of fish
trypsins and their biochemical features are interrelated.

The inhibitors are widely used for the characterization
and differentiation among the different kind of proteases.
The phenyl-methyl-sulfonyl fluoride inhibitor (PMSF) iden-
tifies the serine proteases; however, ifdoes not discriminate
between trypsins, chymotrypsins, and glastases. For this
reason, specific inhibitors such as tosyl-1§sin~chloromethyl
ketone (TLCK) and tryptic soy inhibitor (SBTL)dre used for
identifying trypsin activity (Klomklao et al. 2086b), On the
other hand. metalloprotease inhibitors, such as EDTA, iden-
tify enzymes whose activity depends on some metallic ions.
The effect of these inhibitors on native fish trypsins activity
has been assayed at 25 °C for 30 min. The 5 mM PMSF
achieved an inhibition in the range of 31-81%, whereasthe
specific inhibitor for trypsin, SBTI 1 mg ml ™ gibhibited in
the range of 72-100% (Khandagale et al. 2017; Bkhairia
et al. 2016; Lassoued et al. 2015; Blanco et al. 201497 On the
other hand, the EDTA achieved an inhibition in thesfange of
5-63.75% (Bkhairia et al. 2016; Khangembam and\Chakra-
barti 2015); however, the reaction conditions such astem-
perature and time of incubation and concentration of EDDTA.
in the assays involving fish trypsins are heterogeneous.

The effect of metal ions, including Caz+, has been studied
in numerous fish trypsins. Some authors suggest that the
calcium-binding site in the fish trypsins has a stabilizing
effect on the thermal denaturation and autolysis, probably
because the Ca®™ increases the intramolecular interactions,
binds to the autolysis sites, and results in a compact struc-
ture that favors optimal catalytic activity (Kim et al. 1994;
Klomklao et al. 2004; Khangembam and Chakrabarti 2015;
Blanco et al. 2014; Kishimura et al. 2007). This stabilizing
effect has been observed in the true sardine (S. melanos-
tictus), greenling arabesque (P. azonus) (Kishimura et al.
2006a), golden grey mullet (Liza aurara) (Bkhairia et al.
2016). and scorpionfish trypsin (Scorpaena scrofa) (Younes
et al. 2015).

As has been reported, after the trypsinogen is proteolyzed
to constitute the active form of the enzyme. the N-terminal
of fish trypsins begins with seven conserved amino acid
residues (IVGGYEC) (Bougatef 2013). Recently, some
hypothetical sequences of fish trypsins, which have, in the
N-terminal region, the conserved IIGG sequence instead
of IVGG, have been reported in the database. Such is the

case of the anionic trypsin 2 of yellow croaker (Larimich-
thys crocea), the anionic trypsin 1 of the European seabass
(Dicentrarchus labrax), the Trypsin-3-like of the dragonfish
(Scleropages formosus), and the trypsin of spotted gar (Lepi-
sosteus oculatus). Among the fish trypsins characterized,
the Atlantic cod (G. morhua) recombinant trypsin is the
only one with the IIGG sequence as N-terminal. The bio-
chemical properties of this enzyme have been characterized;
however, its kinetic properties are unknown (Palsdottir and
Gudmundsdottir 2004). Interestingly. this enzyme has dual
activity as trypsin and chymotrypsin. Therefore, it would
be interesting to know if these characteristics are conserved
in the enzymes that have the N-terminal region IIGG and
if their kinetic properties are different from the other fish
trypsins reported.

Structural features of fish trypsins

Most trypsins can be classified into three basic groups (I, II,
and [1T) based on the identity in their amino acid sequences.
The three groups share the catalytic triad of His, Asp, and
Ser (Gudmundsdéttir and Palsdéttir 2005). To date, psychro-
philic fish trypsins have shown high catalytic efficiency and
high thermal sensitivity (Genicot et al. 1988: Smalas et al.
1994; Fuchise et al. 2011). In this context, Genicot et al.
(1996) constructed a three-dimensional model of the trypsin
frem the Antarctic fish Paranotothenia magellanica to
explain the structural parameters involved in the cold adapta-
tion.ofthis enzyme by comparing their model to the crystal-
lographig'structure of bovine trypsin. Some differences such
as an incrgaseéd hydrophilic surface, a consequently lower
hydrophobicity. .a decreased number of salt bridges, and
an absence of Tyryesidues in the substrate-binding pocket,
among others, psobably affect both the features and the flex-
ibility of this enzgyme (Genicot et al. 1996).

In the last 20 years,the crystallographic structures of
fish trypsins, their isoforms and the complexes that fish
trypsins form with their inhibitors have been reported and
compared with the well-¢haraeterized structure of bovine
trypsin (PDB: 1HJ]9) to understand their reaction mecha-
nisms and their affinities for‘certain substrates and to pro-
pose the reasons for their cold @daptation (Smalas et al.
1994; Gerday et al. 2000; Schradegdfeiros et al. 2000). The
crystallographic structures of fish trypsins reported to date
are summarized in Table 2.

The first reported crystallographic structure, of a fish
trypsin was that of the native Atlantic salmon (8. salar)
trypsin. This protein sequence has an identityof 65% with
the bovine trypsin. This trypsin form (STIIA) comprised 222
residues, one less than bovine trypsin: the missin@ residue
is a Tyr located in the autolysis loop, a region composedswaf
approximately 11 residues, which is a relatively sensitive
structure that is considered a primary autolysis target. The
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six-disulfide bridges present in bovine trypsin are conserved
in salmondrypsin; however, the distribution of charged resi-
dues is different. Electrostatic interactions are an important
feature of thé cold adaptation of the anionic form of salmon
trypsin (Smalas etal. 1994). Other studies of trypsins from
organisms adapted to,a wide range of environments have
revealed some geheral/patterns of variations in sequence
and structure that ehablé the enzymes to perform similar
catalytic functions undef different environmental condi-
tions (Leiros et al. 2001; Tayota et al. 2002). Leiros et al.
(2001) obtained two trypsin streuctures of the anionic form of
salmon and assessed the struetural damage caused by radia-
tion during X-ray crystallography. Both trypsin structures
had broken disulfide bonds, demenstrating the particular
sensitivity of some trypsins to the high intensity of X-rays.
Hence, experimental conditions that‘'minintize the damage
to the protein crystal are necessary. When thecrystal struc-
ture of chum salmon trypsin (CST) was studiedsthesprimary
structure was found to differ by only seven residues from the
Atlantic salmon anionic trypsin (AST). The ‘mostnotable
difference was the absence of the last two residucssin, the
C-terminus of the CST; this probably increases the flexibil-
ity of the enzyme due to the loss of important interactions
between the N- and C-terminal domains (Leiroget al. 2001).

Similarly, compared to bovine trypsin{ the absence of
a Tyr residue in the autolysis loop probahly.iner€ases the
accessibility of the substrate to the binding poeket, while an
Lys residue contributes to stabilize the loop. The{comparison
of CST, AST. and bovine trypsin structures has contributed
to the understanding of the structural basis for differences
in enzymatic activity between the enzymes of cold-adapted
fish species and mammals. The reasons for cold adaptatign
could be diverse. For example, high molecular flexibility
could be a strategy to increase the specificity of the enzyme
at low temperatures (Gerday et al. 2000; Schrgder Leiros
et al. 2000; Toyota et al. 2002).

Features of recombinant fish trypsins

Although fish trypsins can be obtained from natural sources,
it is necessary to explore alternative sources to reduce pro-
duction costs and due to the limitations mentioned above,
particularly for the use of these enzymes in the food indus-
try, in cosmetics and in biomedicine (Espésito et al. 2009;
Bougatef 2013; Fornbacke and Clarsund 2013; Gudmunds-
déttir et al. 2013). The production of recombinant trypsins
is an alternative that offers some advantages: (a) this method
is independent of the seasonality of the raw materials, (b)
recombinant trypsins can be obtained using a controlled
system that can be optimized to increase production yields,
and (c) some purification strategies specifically designed
for recombinant protein production systems can be used. To
date, there has been little in-depth research on the feasibility
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of producing fish trypsins in heterologous systems. Some
recombinant fish trypsins have been obtained using protein
expression systems based on Escherichia coli and Pichia
pastoris and are summarized in Table 3. The precursor form
of Atlantic cod trypsin I was produced in soluble form as a
thioredoxin fusion protein linked to the trypsin zymogen in
the His-Patch ThioFusion E. coli expression system, and the
active recombinant trypsin was obtained by cleavage of the
purified fusion protein using a small amount of native trypsin
L. The active enzyme was obtained at a low yield, probably
due to poor folding of the enzyme or due to problems with
autolysis during the excision of thioredoxin and the precur-
sor form of recombinant trypsin . However, the amount of
enzyme obtained was enough to characterize the enzyme
(Jénsdéttir et al. 2004). On the other hand, trypsinogen from
E. japonicus was initially produced using the pETBlue-1
vector in the E. coli strain Tuner (DE3) pLacl. Preliminary
assays showed a very low expression level in this strain even
after optimization of the experimental conditions: however,
when the plasmid was expressed in a different strain [Rosetta
(DE3) pLacl], an increase was observed in the amount of
enzyme obtained (Ahsan et al. 2005). Another fish trypsin
that was successfully produced in E. coli was the trypsin Y
of (. morhua (Palsdéttir and Gudmundsdéttir 2007). This
enzyme has been previously produced in the yeast P. pas-
tgris system with satisfactory results (Palsdottir and Gud-
mungdsdottir 2004); however, this system could not be used
0 produce Trypsin I of Atlantic cod due to unsuccessful
enzyme purification and activation (Jonsdottir et al. 2004).
On the other hand, the trypsin of cunner (Taurogelabrus
adspersis) produced in P. pastoris was active, although a
low yieldswas obtained. The molecular weight (45 kDa) of
the enzymefwvas almost double that obtained for recombinant
fish trypsins produced in E. coli (= 25 kDa), suggesting that
the enzyme was glycasylated when produced in P. pasroris;
however, the effeet of@lycosylation on enzyme activity is
unknown (Macouzet et al) 2005).

The production of gold-adapted trypsins I and Y of Atlan-
tic cod as soluble proteifts insthe E. coli expression system
was made possible by the'HisPatch ThioFusion system. In
addition, heterologous expreSsion systems require mild envi-
ronmental conditions for trypsit production; compared to
P. pastoris, the E. coli expression.system requires a shorter
growing time; induction times of 10x12 h are used in E.
coli; and 3-5 days are required in B pasroris. Heterolo-
gous expression systems also facilitate enzyme detection
by western blotting using polyclonal or m@noclonal anti-
bodies directed against thioredoxin, His-tag_or*any other
fusion protein, or by simple polyacrylamide gel elgctropho-
resis (SDS-PAGE) when a clear overexpression‘isgchieved
(Jonsdottir et al. 2004; Palsdottir and Gudmundsdottis2004:
Gudmundsdéttir and Palsdattir 2005; Macouzet et al 220053
Palsdottir and Gudmundsdottir 2007). Some problems”in
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Table 3 Reétombinant fish trypsins obtained in different expression systems

Species Enzyme Expression Expression Yield Molecular Substrates References

vector system weight (kDa) assayed

Medaka (Ory- Trypsin pET30a (Nova-  E. coli 38 Boc-Gln-Ala Rajapakse et al.
zias latipes) gen, Madison, Trypsinogen Arg-MCA (2014)

WI) fusion protein
24

Engraulis Trypsin, pETBluel E. coli 12mgL™! 24 BAPNA Ahsan et al.
Japonicus Rosetta (DE3) (2005)
(Anchoa) pLacl

Tuner (DE3)
pLacl

Tautoga Trypsin pPICZ Yy pPICZa  Pichia pastoris ~ Low (NE) 45 (glycosyla- BAPNA Macouzet et al.
americana/ Cepa X-33 tion) (2005)
cunner-fish (mur*his®) 35.4 (rCFT fused
(Tautogolabrus to the myc
adspersus) epitope)

Atlantic cod Trypsin Y pThioHis A Ereoli TOP 1O 0.15mgL™! 40 (HP-thiore- N-CBZ-Gly-Pro- Palsdéttir and
(Gadus (Mono Q) doxin-trypsin Arg-pNA Gudmundsdat-
morhua) YY) Suc-Ala-Ala- tir (2007)

25 Pro-Phe-pNA

Atlantic cod Trypsin Y pPicza A Piclitapasteris 300 mg L™" 30 (r-trypsin Suc-Ala-Ala- Palsdottir and
(Gadus Cepa X583 (Fermentor) Y-HisMyc Pro-Arg-p- Gudmundsdot-
morhua) (rmut *his 4 polypeptide) nitroanilide tir (2004)

27 N-CBZ-Gly-Pro-
Arg-pNA
Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA

Atlantic cod Trypsin I pThioHisA E. goli Top 10 0.038mglL ! 39 (HP-thiore- N-CBZ-Gly-Pro- (Jonsdéttir et al.
(Gadus (cold- (Mana'Q)) doxin-trypsin Arg-pNA 2004y
morhua) adapted) 300 mg L~ iy

(Fermentor) 24 (Native
trypsin I)

the expression, activation, and purification of these types of
proteases have been observed, including autolysis, heat and
low pH inactivation, and the formation of inclusion bodies.
This may be because cold-adapted proteases are highly sen-
sitive to temperature, even in a range of 18-25 °C (Atlantic
cod Trypsin I), compared to their mesophilic counterparts
(Jonsdottir et al. 2004; Ahsan et al. 2005; Stefansson et al.
2010; Gudmundsdéttir et al. 2013). In addition, the Atlantic
cod trypsin produced in P. pastoris lost all activity at 30 °C,
and its optimum temperature of expression was 20 °C (Pals-
dottir and Gudmundsdottir 2004). This could explain why
the recombinant cold-adapted trypsin from T. adspersus,
produced at 30 °C in the same system, also had a low yield
and activity (Macouzet et al. 2005). It is worth mention-
ing that the stability and catalytic properties of the Atlantic
cod trypsin were improved by producing the enzyme as a
recombinant protein and the production strategy and uses
were patented (Clarsund et al. 2015).

The purification of the recombinant trypsins reported, as
well as that of native proteins, was performed by different
chromatographic methods. Affinity chromatography using
a p-aminobenzamidine column followed by ion-exchange

ehromatography was used to purify the recombinant trypsin
I'of Atlantic ced (Gymorhua) (Jonsdottir et al. 2004). Partial
purification of ree¢ombinant trypsin from T. adspersus was
performed using nietal-fon affinity chromatography (IMAC)
(Macouzet et al. 2605)_Recombinant trypsin Y from G.
morhua was purified by ibn-exchange chromatography
followed by affinity chrématagraphy (Palsdottir and Gud-
mundsdottir 2004; Péilsdastir and Gudmundsdéttir 2007),
and E. japonicus trypsin was purified only by ion-exchange
chromatography (Ahsan et al©2005). Enzyme yields were
variable (Table 3), showing a remarkKable difference between
the trypsins produced in E. coliNO45 mg LY systems
and those produced in P. pastoris (300,mg L™") systems.
In the last case, a bioreactor was usedywhich led to better
expression.

The molecular weight range of the recembinant fish
trypsins characterized is 24-45 kDa. as shown in“Fable 3.
The substrates used for the characterizations\hawe been
mainly synthetic and include the following: the flnorégenic
substrate (Boc)-Gln-Ala-Arg-MCA and chromogenicsub-
strates N-CBZ-Gly-Pro-Arg-pNa and succinyl-Ala-ATa-
Pro-Arg-p-nitroanilide to measure trypsin activity and the
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synthetic sibstrate succinyl-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide to
quantify chymotrypsin activity. A disadvantage of these
small syntheti€ substrates for the characterization of protease
activity is that/they do not represent natural proteins at all.
Therefore, it is'difficult to establish a physiological conclu-
sion from the data, because, even though the proteases can
cleave these small synthetic substrates easily, the access to
the active site for native proteins could be blocked (Hortin
et al. 2001).

The biochemical and Kinc#i€ properties of the recom-
binant trypsin from E. japemicis produced in E. coli
were similar to those determined for the native enzyme.
The catalytic efficiency of this récombipant enzyme was
58 57! mM™!, which is slightly lowegthan that of the native
enzyme (112 s~ mM™"), and the affinitics foPthe substrate
(BAPNA) of the recombinant and nativ€_enzymes were
0.045 and 0.033 mM., respectively. The substrate specificity
and cleavage site remained unchanged in the recombinant
enzyme compared to the native enzyme, and no change
attributable to the refolding protocol was observed{Ahsan
et al. 2005). Another recombinant fish trypsin partially ehar-
acterized is the one obtained from Medaka (Oryzias latipes)
and produced in E. coli. The Km and catalytic efficiency
of this recombinant enzyme were 0.10 mM and 7.15 N
mM™ !, respectively, using Boc-Gln-Ala Arg®MCA as sub-
strate (Rajapakse et al. 2014). It is worth menfioningithat a
complete biochemical and kinetic characterizatién has _not
been performed on most of the recombinant fish{trypsins,
making their comparison with native trypsins difficult./In
some cases, thermal stability was assayed at different tem=
peratures, but the half-life was not reported, making it'dif=
ficult to compare them and draw conclusions. The thermal
instability of cold-adapted trypsins represents a drawback for
their practical use. As a result, efforts have now been made
to immobilize the enzyme to improve its stability (Fuchise
etal. 2011). A complete characterization of recombinant fish
trypsins is required to determine their potential use in spe-
cific industrial and biomedical applications (Palsdottir and
Gudmundsdottir 2004; Macouzet et al. 20053). For example,
it is unknown if recombinant fish trypsins are salt tolerant,
which is desirable for their use in sauce formulations. This
characteristic has been observed in the native trypsin of
skipjack tuna and Atlantic wolffish (Desrosiers et al. 2008;
Klomklao et al. 2009b).

Conclusions

The use of heterologous protein expression systems is a
promising alternative for the production of high-quality
fish trypsins and to minimize the main drawbacks in their
production. In addition, these methods could facilitate
the development of structure—function studies aimed at
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increasing their thermal stabilities and improving the prop-
erties of these enzymes. particularly for trypsins from cold-
adapted species, which have a naturally low thermostability
compared to their mesophilic analogues.

Escherichia coli has been the expression system most
commonly tested for the production of fish trypsins due to
the advantages of this system, such as ease of manipulation,
rapid growth, low cost, and short production times (Ahsan
et al. 2005). However, in E. coli, the expression of proteins
requiring disulfide bonds usually leads to the precipitation
of these proteins as insoluble aggregates called “inclusion
bodies”, from which the active proteins can be obtained only
by solubilization in denaturing agents followed by careful
refolding of the denatured proteins (Fischer et al. 1993;
Clark 2001), which is an expensive and time-consuming
process. The addition of thioredoxin as a fusion protein
using specific expression vectors has contributed to obtain
soluble and active fish trypsins; however, the yields using
this method have been low.

The yeast (P. pastoris) system seems to have great poten-
tial in the generation of fish trypsins at higher yields. This
system offers a suitable environment for the folding of
eukaryotic proteins, since it develops some post-translational
modifications, such as disulfide bond formation, thereby
avoiding the expensive solubilization and renaturation pro-
tesses required to obtain soluble and active proteins from
inelusion bodies. In addition, this system can secrete the
recémbinant proteins into the culture medium efficiently,
and“dué to,the low secretion of endogenous proteins, the
subsequént purification of the recombinant proteins is facili-
tated; thisds particularly desirable for biomedical applica-
tions (Fornbaéke and Clarsund 2013; Gudmundsdéttir et al.
2013).

It'is necessaryto know if the structural features and bio-
chemical propertiés of native fish trypsins are preserved in
thé’recombinant protéinsproduced in both the E. coli and P.
pastoris systems. To date, the crystallographic structures of
recombinant fish try psin§have not been determined. There is
a lack of information compdringsthe biochemical and kinetic
properties of native and recombinant fish trypsins. It is not
known if E. coli strains with oXidizing cytoplasmic environ-
ments can produce fish trypsins mose efficiently. In addition,
the conditions for the productiomand purification of fish
trypsins, in either case, require optimization.
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Resumen

A partirdeda secuencia de nucleétidos de la tripsina (At1), obtenida como resultado de los
analisis de transcriptdmica realizados en Atractosteus tropicus durante su ontogenia
inicial, se realizd, la‘clonacidn y transformacién del plasmido recombinante [pET32b(+)-
At1] (Gen Script), enicélulas E. coli TOP10 (Invitrogen), posteriormente se verificd por PCR
en colonia, que las colonias tuvieran el plasmido con el inserto. Ademas se corrobord por
medio de digestion con enzimas de restriccién que la construccién estuviera correcta.
Finalmente el plasmido recombinante se conservé en la cepa E. coli Top 10 y la enzima
heterdloga Atl, se produjo en la cepa)de expresion E. coli Rosseta™. La tripsina
recombinante Atl expresada en.e€l sistema E. coli Rosseta™ 2, con una masa molecular
calculada de aproximadamente 48 KkDa* mediante el programa Standard Protein BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), muestra‘identidad con diferentes tripsinas de
peces reportadas en el GenBank, lo quela”tbica como miembro de la familia de las
serinproteasas (3.4.21.4). Este es el primer informe sobresclonacidon y expresién de una

tripsina de A. tropicus.

Introduccion

Existen pocas investigaciones donde se reporte la expresion de tripsinas recombinantes de
peces. Hasta el momento, todas las reportadas pertenecen a especies marinas,tal-es el
caso de Engraulis Japonicus [1], Gadus morhua (2, 5-7] y Tautogolabrus adspersus [3}..L0s

sistemas heterdlogos de produccion utilizados han sido E. coli y P. pastoris.
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El rango’de peso molecular de las enzimas recombinantes reportadas es de 24 a 45 kDa.
Los sustrates utilizados para la caracterizacidon han sido preferentemente sintéticos, tal es
el caso del sustrato cromogénico N-CBZ-Gly-Pro-Arg-pNa y del succinyl-Ala-Ala-Pro-Arg-p-
nitroanilide para medir la actividad de tripsina y el sustrato sintético succinyl-Ala-Pro-Phe-
p-nitroanilide, para medit actividad de quimotripsina. Los sistemas de expresién y los
sutratos utilizados para‘la”caracterizacion de las tripsinas recombinantes de peces se

muestran en la Tabla 1.

Cabe destacar que en la mayoria dé\estas enzimas recombinantes no se realizé una
caracterizacion bioquimica y cinética exhaustiva [2, 3, 5], por lo que es dificil compararlas
entre ellas y mas aun con las ehzimas nativas. En algunos de los casos se reporta la
estabilidad térmica a diferentes tempernaturas [7], pero-no ha sido reportado el tiempo de
vida media de las mismas por lo que los tesultados ne son comparables. El estudiar a
fondo estas enzimas nos ayudara a determinar sus caracteristicas para ser utilizadas en
diferentes aplicaciones industriales [3, 7].

El uso de sistemas recombinantes plantea alternativas para proddcir tripsinas de
diferentes especies de peces en grandes cantidades, lo que facilitaria su‘cristalizacion.
Hasta el momento no hay ninguna proteina recombinante cristalizada, adicional a esto, de
las reportadas hasta el momento, ninguna pertenece a algun pez de agua dulceylo que
representa una oportunidad para estudiar las caracteristicas de las enzimas

recombinantes derivadas de variedades nativas de peces.
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Ademasy elruso de sistemas recombinantes plantea la posibilidad de hacer estudios de
estructura funcCion que permitan generar enzimas con mejores caracteristicas. Hasta el
momento no existe) ninguna tripsina de A. tropicus producida por medio de sistemas
heterdlogos, por lo que résulta interesante su expresion y caracterizacién, con la finalidad

de sentar las bases biotecpologicas para su aplicacién futura en el cultivo de esta especie.

Materiales y Métodos
Obtencién de muestras
A partir de una de las secuencias de tripsina de A. tropicus (Atl), obtenida por medio de
analisis de transcriptdomica en un/preyecto*paralelo [4], se mando a sintetizar el pldsmido
recombinante pET32b(+)-Atl, a la~Empresa ‘GenScript, con el que posteriormente se
llevaron a cabo las transformaciones de‘Células de'E.oli TOP10 y Rosseta'™ 2, siguiendo

las recomendaciones sugeridas en el kit TA Clening (Invitrogen).

Transformacion del pldasmido recombinante en cepas de E. Coli.

Las transformaciones se llevaron a cabo con 10 pl de plasmido pET32b(+)-At1 (GenScript)
en viales que contenian células TOP 10 quimiocompetentes (Invitrogen) y.Rosseta™ 2

respectivamente (50 pl), siguiendo las instrucciones del kit TA Cloning (Invitrogen).
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Finalmente, se adicionaron 200 pl de medio SOC a los viales, y fueron incubados con
agitaciéon (225 rpm) durante 1 hora a 37°C, después de la cual se tomaron 50 pl de cada
vial de transfefmacion y se sembraron con perlas de vidrio en placas de Luria Bertani (LB)

con ampicilina 100img/mL.

PCR en colonia.

Se realizo PCR en colonia utilizando los oligonucledtidos del vector a partir de colonias
transformadas con pET32b(+)-At1l:"Las amplificaciones se desarrollaron con la enzima Taq
Polimerasa (Invitrogen), bajo las siguientes condiciones generales: Desnaturalizacion
inicial: 3 min a 94°C; Hibridacidn.de 35 ciclos: 30 seg a 94°C, 30 seg a 60.3 °Cy 1 min por

kb a 72°C; Extension final: 7 min a 72°C:

Digestién con enzimas de restriccion.

La mezcla de reacciéon fue de 10 pL, incluidos 5 pL de”Plasmido, 2.75 uL de Agua
tetradestilada, 1 pl de Buffer, 1 ul de BSA 10x y 0.25 plL de lasxcombinacidon de enzimas
utilizadas (Xba | — Eco RI/ Digestiéon Xba | — Hind Ill). Se incubaron”los tubos con los
reactivos durante dos horas a 37°C, sin agitacién. (Barnstead Lab-LinesMax Q 4000
Incubator Shaker). Posteriormente se prepararon geles de agarosa al 1% enramortiguador
TAE 0.5X. Se mezclaron entre 1-5 pl de las muestras digeridas con 2 pl del amertiguador

de carga, y se colocaron en los pozos del gel.
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La electroforesis se desarrollé en amortiguador TAE 0.5X a 100 mV durante 40 minutos.
Los geles se tifieron en solucién de bromuro de etidio 0.02% durante 30 segundos y se

destifieron en@gua durante 20 minutos

Expresion de Atl en (E. goli Rosseta 2™

Se agregaron 2.8 ml del“préindculo a los 150 ml del medio LB. El indculo se inicid a una
densidad éptica (0.D) de 600“nm de 0.51. Se agregd al cultivo 150 ul del inductor
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandside (IPTG) 1M y se llevd a una concentracion final de
1uM. Se incubo el cultivo a 17°C en una\placa con agitacién constante (90 rpm) durante 12
horas hasta alcanzar una O.D 600 de 1.5, después el cultivo se retiré de la placa y se
guardé en el refrigerador a 4°C. Para recuperaras células, el medio de cultivo se colocd
en tubos falcon de 15 ml y se centrifugaron a“13;000 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Posteriormente, las células se lavaron (2 veces),con 10 ml de Buffer de Fosfatos (100 uM,

pH 6) y el cultivo se guardd hasta su utilizacion.

Andlisis de proteinas (SDS-PAGE).

Se prepararon geles bajo condiciones desnaturalizantes empleando gel de poliacrilamida
al 10% de acrilamida y bis acrilamida. Al terminar la preparacion del gel, sescargd en un
equipo de electroforesis (Bio-Rad), vertiendo una soluciéon de 10 pl del amortiguador de

corrida de proteina (2x) y 10 ul de la muestra del extracto enzimatico en cada pozo.
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Se progfamd un tiempo de corrida de 90 mV. La electroforesis fue llevada a cabo a
temperatura ambiente a una corriente constante de 90 mV. Los geles fueron teiiidos con
solucién de aztilde Coomasie 0.125% en Acido Acético (Ac. Acético) 10%, Metanol 50% y
destenidos duranté toda la noche en la solucién desteiidora | (Ac. Acético 10%, Metanol
50%). Se terminaron de'destefiir con la solucion destefiidora Il (Ac. Acético 7%, Metanol

5%) por 2 horas.

Resultados

Analisis de secuencia.

La secuencia de nucledtidos parcial de' 419 pb (TRY) de A. tropicus reportada en el
GenBank (nimero de acceso del Genbank: KX882028) codifica para un fragmento de 139
aminodcidos (Ver Capitulo I). Esta secuencia fue comparada mediante un alineamiento
con las secuencias nucleotidicas de 2 tripsinas de A..tropicus (Atl y At2) obtenidas
mediante un andlisis de transcriptomica [4] y que dan evidencia de que existen otras
isoformas de la tripsina (Figura 1).

El analisis de las secuencias mostré un porcentaje de identidad de Auestra secuencia (TRY)
a nivel de aminoacidos del 41.30 y 73.91%, con Atl y At2, respectivamente, indicando
gue se trata de una enzima diferente. Se selecciond una de estas secuencias)completas
(At1), formada por 254 aminoacidos para su clonacién y expresion utilizando el’pldsmido

pET32b(+) en el sistema de expresién E. coli.

65



Se ‘'mandd a sintetizar el plasmido pET32b(+)-At1 a la empresa GenScript, con el uso

optimizadosde codones para E. coliy Pichia pastoris (Fig. 1).

Clonacidn y verificacion del plasmido recombinante [pET32b(+)-At1] por PCR en colonia.
Para llevar a cabol lai”expresion de Atl con la construccion se llevd a cabo la
transformacion de células.qtimiocompetentes de la cepa E. coli TOP 10 y Rosseta'™ 2 y se
seleccionaron las colonias en_placas de LB con ampicilina 100 mg/mL. Se verificé que las
colonias tuvieran el plasmido con“el inserto (pET32b(+)-At1), mediante PCR en colonia,
utilizando los oligonucleétidos del vector.

El tamafo del producto esperade’era de 1495 pb (Fig. 2). Con estos resultados se logré
corroborar que las colonias seleccionadas de‘E«Coli tanto TOP 10 como de Rosetta™ 2 si

contenian el inserto correspondiente.

Andlisis de restriccion del plasmido pET32b(+)-At1.

Con la finalidad de verificar que la construccién contiene el gemde interés en la posicion
adecuada se realizd una extraccién de pladsmido pET32b(+)-At1 (a partir de la cepa de
conservacion (E. coli TOP10), se digirié con diferentes enzimas de restriccién, se analizd

por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se verificaron los patrones de restriccion.

En la iError! No se encuentra el origen de la referencia., se observa el marcador de peso

molecular en el carril izquierdo, en el carril 1 se mostré la migracion esperada para.el
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tamafiosdel plasmido pET32b(+) linearizado con Eco RI, en el carril 2 y 3 se observé el
plasmide digerido de aproximadamente 3500 pb y el inserto de interés de ~1300 pb. Con
estos resultados podemos corroborar que el patron de restriccion corresponde al

pldsmido esperado pET32b(+)-At1.

Produccidn de la proteina s€combinante Atl.

La enzima At1 se produjo en la-Cepa de expresion E. coli Rosetta™ 2 inducida con IPTG 1
mM. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se observa en el carril
izquierdo el marcador de peso molecular)en el carril 1y 3 se observé una banda de mayor
intensidad en el extracto enzimatico soluble, con un peso molecular de aproximadamente
48 kDa. Dicha banda no se observaten-los restos celulares (carril 2 y 4); por lo que la
enzima recombinante se obtiene en el/extracto soluble y no como cuerpos de inclusién
que se adhieren a la membrana celular. El"tamano concuerda con la masa molecular
calculada para la secuencia de Atl en el programay Standard Protein BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Estos resultados indican que la cepa E. coli Rosetta™ 2, si produce la proteina

recombinante Atl, bajo las condiciones que inducen la transcripcion del gent

Discusion
La estrategia utilizada descrita en el Capitulo Ill, para llevar a cabo la expresién.de.la

proteina recombinante Atl, fue exitosa; sin embargo, es necesario optimizar‘la
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produceién de la enzima, ya que la expresiéon fue ineficiente, por lo que es necesario
continuar con los estudios a fin de concluir la caracterizacion de la proteina.

La enzima Atd{Se expresa en la cepa E. coli Rosseta'™ 2, sin embargo, no se observa una
clara sobreexpresion de la enzima por lo que debera realizarse la optimizacion de la
produccién de la enzimadntes de llevar a cabo su caracterizacion.

Hasta el momento, de lassSiete tripsinas de peces que se encuentran reportadas, y que
han sido expresadas en forma.exitosa por medio de sistemas heterdlogos [1-3, 5-8], tres
se han obtenido usando P. pastoris\[3,6,7] y las cuatro restantes fueron obtenidas usando
como sistema de expresion E. coli [1,245,8].

Una de estas tripsinas recombindntes, la tripsina recombinante obtenida de Engraulis
Japonicus [1], fue expresada coh €epas de_E. coli Rosseta, al igual que la enzima
recombinate de A. tropicus y las otras tres eon P. pastoris [3,6,7].

Por otro lado, el tamafio obtenido de la formaysoluble de la tripsina recombinante de A.
tropicus, obtenida como proteina de fusién fue de aproximadamente 48 kDa, lo que
concuerda con la masa molecular calculada (48 kDa), en el programa

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Siendo la tripsina recombinate de(A. tropicus (At1), hasta

el momento la de mayor tamafio en comparacién con las otras tripsinas recombinantes
de peces reportadas (Tabla 1).

Para determinar la actividad enzimatica de Atl, se requiere optimizar los procesos de
expresién, ya que como se menciono anteriormente la expresién de la misma fue

ineficente. En un futuro, se propone optimizar el proceso de induccidn, estableciendo.la
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concentracion del inductor, tiempo de induccién y temperatura mas adecuadas para la
expresidh de la proteina recombinante At1.

También es ghecesario optimizar protocolos de purificacion para obtener mejores
rendimientos (300 Ymg/L) de los reportados hasta el momento [7]. Serd necesario
establecer un protocolo/adecuado de purificacién, considerando las caracteristicas de ésta
proteasa, para obtener el mejor rendimiento que nos sea posible.

Ademas de establecer un pratecolo para activar la enzima, uno de los principales cuellos
de botella presentados, cuando la\proteina recombinante se obtiene como proteina de
fusién unida a tiorredoxina, como ha\sido previamente reportado para la tripsina de
Gadus morhua [7], todo esto com’ el objetivo de poder llevar a cabo la caracterizaciéon
enzimdtica de esta tripsina, con” el fih de‘cohocer sus caracteristicas bioquimicas y
cinéticas. La generacién de esta informacion'es de interés, para poder compararla con las
propiedades de la enzima nativa y con otrastfipsinas recombinantes de peces reportadas
hasta el momento [1-3, 5-8], con la finalidad de evaluar posibles aplicaciones de la misma
[9-12]. El uso del sistema de expresién P. pastoris se plamtea como una estrategia
alternativa para la produccién de Atl, ya que como bien esta reportado en la literatura,
este sistema nos ofrece ventajas principalmente en la expresidon de proteinas de tipo
eucarionte [7], evitando con esto algunas modificaciones postraduccionales. Los
experimentos futuros se centraran en las mejoras de expresion, purificaciéon y=activacion

de la tripsina recombinante de A. tropicus (At1)

69



Agradecimientos

El estudio_fue apoyado financieramente por el Proyecto SAGARPA-2011-08-164673. Los

autores agradécen al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT: beca 173065) y

al Programa Institucional de Superacién Académica y Fortalecimiento del Posgrado (UJAT)

por las becas otorgadas.

Conflicto de intereses

Los autores declaran que no tienefi*ningun conflicto de interés en la publicacidn.

Referencias

[1]

(2]

3]

(4]

(5]

Ahsan, N., Aoki, H., Watabe,” S\ Overexpréssion in Escherichia coli and functional
reconstitution of anchovy trypsinogen.from the.bacterial inclusion body. Mol. Biotechnol.
2005, 30(3), 193-205. DOI:10.1385/MB:30:3:193

Jénsdéttir, G., Bjarnason, J. B., Gudmundsdéttih, A., Recombinant cold-adapted trypsin | from
Atlantic cod—expression, purification, and identificationsProtein Expr. Purif. 2004, 33, 110-
122. DOI:10.1016/j.pep.2003.09.012

Macouzet, M., Simpson, B.K., Lee, B.H., Expression of a cold- @dapted fish trypsin in Pichia
pastoris. FEMS Yeast Res. 2005, 5, 851-857. DOI:10.1016/j.femsy r.2005,02.007
Martinez-Burguete, T., Pefia-Marin, E.S., Llera-Herrera, R., Alvarez-Gonzélez, C.A.,
Transcriptome analysis during early ontogeny of tropical gar Atractosteus tropicus, detecting
nutritional markers. En C. I. Hendry (Ed.), LARVI 17-FISH & LARVICULTURE SYMPOSIUM. 2017,
281-284.

Palsdéttir, H. M., Gudmundsdéttir, A., Expression and purification of a cold-adapted“gtoup I
trypsin in Escherichia coli. Protein. Expr. Purif. 2007, 51, 243-252. DOI: 10.,1016/].
pep.2006.06.008

70


https://doi.org/10.1385/MB:30:3:193

[6] \Palsdottir, H.M., Gudmundsdéttir, A., The novel trypsin Y from Atlantic cod (Gadus morhua) -
isolation,_ purification and characterisation. Food Chem. 2008, 111, 408-414. DOI:
10.1016/j.foodchem.2008.04.005

[7] PalsdéttirgH)M., Gudmundsdoéttir, A., Recombinant Trypsin Y from Atlantic Cod—Properties
for Commeré€ial Use. J. Aquat. Food Prod. T. 2004, DOI:10.1300/J030v13n02

[8] Rajapakse. S.,“Ogiwara, K., Takahashi, T., Characterization and Expression of Trypsinogen
and Trypsin in Medaka Testis. Zoolog. Sci. 2014, 31:840-848. DOI:10.2108/zs140111

[9] Sila, A., Nasri, R., Jridi;zM., Balti, R. et al., Characterisation of trypsin purified from the viscera
of Tunisian barbel (Barbus'callensis) and its application for recovery of carotenoproteins from
shrimp wastes. Food Chem.*2042, 132, 1287-1295. DOI: 10.1016/j.foodchem.2011.11.105

[10] Tavano, O.L., Protein hydrolysis using proteases: An important tool for food biotechnology. J.
Mol. Catal. B. Enzym. 2013, 90:1-14.DOI: 10.1016/j.molcatb.2013.01.011

[11] Villamil, O., Vaquiro, H., Solanilla, J.F., Fish viscera protein hydrolysates: Production, potential
applications and functional andbioactive properties. Food Chem. 2017, 224,160-171. DOI:
10.1016/j.foodchem.2016.12.057

[12] Younes, I., Nasri, R., Bkhairia, 1., Jellouli, K. et al., New proteases extracted from red
scorpionfish (Scorpaena scrofa) viscera:,Characterization and application as a detergent
additive and for shrimp waste deproteinization. Food Bioprod Process. 2015, 94:453-462.
DOI: 10.1016/j.fbp.2014.06.003

71



Ley%e Tabla

A
Tabla 1. @mas de expresion de tripsinas recombinantes y sus caracteristicas
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Tabla 2.

. . Vector de Sistema de Peso Molecular .
Especie Enzima L L, Sustrato Referencia
Expresion Expresion kDa
, . - . Boc-GIn-Ala-
Oryzias latipes Tripsina pET30a E. coli 38 Arg-MCA [8]
E. coli
Engraulis Rosetta
Japonicus Tripsina pETBluel (DE3)pLacl 24 BAPNA [1]
Tuner( DE3)
placl
Pichia 45 (Glicosilacion)
Tautogolabrus - pastoris
Tripsina pPICZy 35.4 (rCFT fused BAPNA [3]
adspersus cepaX=33
pPICZa bkt to the myc
(mut his?) .
epitope)
30 N-CBZ-Gly-Pro-
pzlscgjlfis (pstrypsin Y Arg-pNA [6]
Gadus morhua Tripsina Y pPicza A copa%-33 HlslVIrzct::il;s)lon suc-Ala-Ala-
(muthis+) P 3 Pro-Phe-
pNA
40 N-C;I\f-fﬁpl:l]:ro—
Gadus morhua (HP-thioredoxin- &
Tripsina Y pThioHis A E. coliTOP10 trypsin Y) [5]
25 suc-Ala-Ala-
PFo-Phe-pNA
suc-Ala-Ala-
Pro-Arg-p-
pichia 30. nitroanilide
astoris (r-trypsin Y-
Gadus morhua Tripsina Y pPicza A cha X-33 HisMyc N-CBZ-Gly-Pro= [7]
(mut'his+) polipeptide) Arg-pNA
27
suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA
39
Tripsina | (HP-thioredoxin-
Gadus morhua (Cold pThioHis A E. coli Top 10 trypsin 1) N-Cfrzg-_GpI’Yl:’m- (21
adapted) 24 (Native
trypsin 1)
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Leyendas-de Figuras

Figura 1. Alineamiento de TRY con las tripsinas de A. tropicus obtenidas mediante andlisis
de transcriptdmica.

Figura 2. AmplificaCion del producto de PCR en colonia de 1495 pb.

Figura 3. Patréon de digéstion de plasmido pET32b(+)-Atl. El marcador molecular se
muestra en el carril de~la)izquierda, Carril 1. Plasmido linearizado con EcoRl. (Carril 2)
Digestidn de pET32b(+)-Atd"con enzimas Xba | —Eco Rl y (Carril 3) Digestion de pET32b(+)-
Atl con enzimas Xba I-Hindll.

Figura 4. Electroforesis de proteina en gel desnaturalizante al 10% (SDS-PAGE). El
marcador molecular se muestra emel carril de la izquierda, en el carril 1 y 3 se muestra el
extracto enzimatico soluble, en el carfil 2 y 4 se muestran restos celulares. La flecha nos
indica el peso estimado para la proteina de interés de ~48 kDa. Las muestras 3 y 4 fueron
tratadas con B-mercaptoetanol antes dé realizar la electroforesis.
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6. CAPITULO VI: DISCUSION GENERAL
Nivelessde expresion de tripsina en diferentes tejidos en adultos de A.
tropicus.
De acuerdo con les resultados obtenidos sobre los niveles de expresion de tripsina
(TRY) en los oncestejidos analizados en los organismos adultos silvestres y de
cautiverio de A. tropieus, se presentan los mayores niveles en los tejidos
digestivos como pancreas, intestino, ciegos piléricos, estbmago, eséfago e higado.
Esto es similar a lo obtenido.en” especies como S. salar (Rungruangsak-Torrissen
y Sundby 2000; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lilleeng et al. 2007), D.
labrax (Cahu et al. 2004; Péres et al..1998), E. japonicus (Ahsan et al. 2001), S.
sagax caerulea (Castillo-Yanez.et al. 2005), S. melanostictus (Kishimura et al.
2006), K. pelamis (Klomklao et al.v2007a);._P.. _fulvidraco (Wang et al. 2006), C.
argus (Zhou et al. 2012), C. carpio (Cao.et al. 2000).
La mayor expresion de TRY fue detectada en el pancreas tanto en individuos
silvestres como de cautiverio, lo que se explica ya que_la tripsina se sintetiza en
dicho 6rgano como proenzima y se activa al escindir Un./ propéptido corto del
extremo N del zimégeno inactivo, con lo cual la tripsina se activa a la luz del tubo
digestivo para iniciar la hidrdlisis de las proteinas, ademas de ser responsable de
activar a otras enzimas (Sunde et al. 2004; Zhou et al. 2012; Guerrer0sZarate et
al. 2014). Por otra parte,se han detectado varias isoformas de tripsinas.en_peces
(Cao et al. 2000; Rungruangsak-Torrissen et al. 2006; Lu et al. 2008) , portla que
para dilucidar dichas isoformas ha sido necesario clonar las secuencias completas

(Zhou et al. 2012; Ahsan et al. 2001).
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En este’sentido, el analisis filogenético de la TRY de A. tropicus en comparacion a
otras especies de peces muestra la mayor identidad con la isoforma tripsina 3, lo
que se reflierza con la investigacion de Lilleeng et al. (2007), en S. salar, quienes
muestran que‘la mayor expresion de tripsina 3 se da en el pancreas, intestino y
ciegos piloricos, mientras que las tripsinas 1 y 2 se encuentran en otros tejidos,
como esofago y estbmago, entre otros e incluso cerebro, en donde la abundancia
del transcrito de tripsina 2 también fue reportada para Senegalese sole (Solea
senegalensis Kaup) (Manchade’et al. 2008).

Esta amplia distribucion de tripsinas en otros tejidos no digestivos, respalda la
hipétesis de Koshikawa et al. (1998),.de que algunas isoformas ademas pueden
estar implicadas en procesos gelacionados con el mantenimiento de las funciones
de las células epiteliales, sistema, inmunolbgico y sistema nervioso central,
quienes detectaron por medio «e. técnicas de hibridacion in situ e
inmunohistoquimica una isoforma cerebral especifica, (tripsina 4), en las células
nerviosas del hipocampo y la corteza cerebral en humanos y ratones. Debemos
mencionar que la expresiéon de TRY en intestino, ciegos’ piléricos, estdbmago,
esoOfago e higado es mayor en los adultos de A. tropicus de'cautiverio que en los
adultos silvestres.

Esto puede deberse a que los individuos en cautiverio estdn bajo~Cendiciones
controladas con una mayor frecuencia alimentaria y sobre todo por el.alimento
comercial empleado para su mantenimiento, el cual contiene 46 % de proteina, lo
que refleja un mayor gasto energético, ya que la tripsina juega un papel importante

en la especificidad hacia los aminoacidos basicos esenciales en la nutricion,
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resaltando la calidad de proteinas que es administrada en dicho alimento que
permitestina“hidrolisis rapida de proteinas (Rungruangsak-Torrissen y Sunby 2000;

Rungruangsak- Torrissen et al. 2006).

Niveles de expresion de TRY en larvas de A. tropicus.

Como se menciond anteriormente la tripsina se sintetiza en el pancreas como la
proenzima tripsindbgeno y se almacena en granulos de zimégeno (Murray et al.
2004; Garcia-Gasca et al. 2006). En el analisis de expresiéon de TRY realizado
durante la ontogenia inicial ep”™A. tropicus se detectdé desde el embridn,
presentando la maxima expresion al dia 15 después de la eclosion (DAH, por sus
siglas en inglés). Estos resultados-concuerdan con lo reportado por Frias-Quintana
et al. 2015b, quienes determinaron, que ‘las”larvas de A. tropicus pueden ser
considerados juveniles a partir de los«15.DAH ya que presentan el pico maximo de
las actividades de proteasas digestivas intestinales, (tripsina y quimotripsina),
ademas que histologicamente esta totalmente desarrollado el intestino.

De igual manera, en otras especies como D. labrax ((€Cahu et al. 2004), S.
annulatus (Garcia-Gasca et al. 2006), S. salar (Rungruangsak-Torrissen et al.
2006), L. guttatus (Galaviz et al. 2012) y T. macdonaldi (Galaviz et al.«2015), se ha
detectado la expresion de tripsinbgeno desde el huevo. En este~Sentido, los
autores mencionan que la expresion de tripsina en los primeros.dias del
desarrollo larval esta programada genéticamente para aprovechar' ‘los
componentes del vitelo (alimentacion enddégena), y los incrementos de /a

expresion se relacionan al proceso de primera alimentacion, asi como a los
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cambios de alimentos vivos o inertes, ademas de la maduracion del sistema
digestive (Gawlicka y Horn 2006).

Por otra parte, la expresion de tripsina se ha detectado en el embrién y en el
momento de “la -eclosion en especies como Melanogrammus aeglefinus y el
bacalao del atlantieeGadus morhua (Perez-Casanova et al. 2006), durante la
primer alimentacion envla anguila japonesa A. japonica (Kurokawa et al. 2002),
Japanese flounder P. “olivaceus (Suzuki et al. 2002), Atlantic halibut H.
hippoglossus (Murray et al. 2006), tilapia Oreochromis mossambicus (Lo y Weng
2006) y pargo rojo Pagrus pagrus”(Darias et al. 2005) y desde el momento de la
apertura de la boca y ano en winter flounder (P. americanus) (Murray et al. 2004)
P. fulvidraco (Wang et al. 2006) y-€. idella(Ruan et al. 2010).

Por lo anterior, se considera que‘la‘expresionsde tripsina varia entre las larvas de
especies de peces en funcion del_desarrollo ontogenético y del tipo de
alimentacion exdgena (Garcia-Gasca etlal.’2006; Kurokawa et al. 2002). Por otra
parte, es probable que la expresion de TRY en el embrign. de A. tropicus, se deba
al mRNA que proporcion6 la madre en el momento(de desarrollo, y dicha
expresion comienza antes de la eclosion (Garcia-Gasca' et”al. 2006), y se
incrementa cuando el tejido pancreético inicia su desarrollo, lo que fue,detectado a
los 3 DAH (momento de la primera alimentacién) en A. tropicus (Frias-Quintana et
al., 2015b), e inclusive si no esta completamente diferenciado, como~ha sido
reportado en L. gutattus y S. annulatus (Galaviz et al. 2012; Garcia-Gasca et al.

2006).
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Por otra parte, la mayor expresion de TRY presentada en el dia 15 DAH en las
larvas de_A: tropicus, concuerda con el trabajo de Frias-Quintana et al. 2015b,
quienes indican que desde los 15 DAH inicia el periodo juvenil, y el pancreas y el
sistema digestivo, estan totalmente maduros y ya no se presentan cambios
morfofisioldgicos,”per o que las larvas son capaces de digerir y absorber los
nutrientes de forma totalmente eficiente. Es importante recalcar que a los 15 DAH,
las larvas de A. tropicus‘ya cuentan con la fisiologia digestiva de un juvenil y son
consideradas carnivoros oportunistas, con un desarrollo ontogenético inicial
precoz, lo que ha permitido realizar-el destete de forma rapida utilizando una dieta
comercial para trucha.

Actualmente, se ha disefiado/unsalimento balanceado méas adecuado para su
cultivo, con lo que se ha logrado.mejores ‘crecimientos y supervivencias mayores
al 90 % en la etapa larval, ademas de disminuir el canibalismo (Frias-Quintana et
al. 2015a). Es asi que A. tropicus es una especie’que puede ser considerada de
desarrollo ontogenético transicional (alimentacién endo-exotréfica) desde el punto
de vista de su fisiologia digestiva (Mendoza et al. 2002;(Aguilera et al. 2002), lo
cual es diferente a lo reportado en larvas de otras especies marinas como S. salar.
(Lilleeng et al. 2007; Martin et al. 2002; Rungruangsak-TorriSsen ‘et al. 2006;
Rungruangsak-Torrissen y Sundby 2000), D. labrax (Zambonino-Infante y Cahu
2007; Zambonino-Infante et al. 2008) y T. macdonaldi (Galaviz et al. 2015)¢

Las cuales, aunque presentan mayores niveles de expresion de tripsina, requieren
ser alimentadas con presas vivas (rotiferos y nauplios de Artemia) (Garcia-Gasca

et al. 2006) por mas tiempo, ya que son consideradas especies que presentan
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ontogenia indirecta, por lo que la maxima eficiencia en la sintesis y secrecion de
los granules de zimdégeno pancreatico de las proteasas digestivas requiere mas

tiempo (Zambenino-Infante et al. 2008).

Produccién de protefna recombinante de A. tropicus.

La estrategia utilizada descrita en el Capitulo Ill, para llevar a cabo la expresion de
la proteina recombinante Atlyfue exitosa; sin embargo, es necesario optimizar la
produccion de la enzima, yal que la expresion fue ineficiente, por lo que es
necesario continuar con los estudies a fin de concluir la caracterizacién de la

proteina.
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En conclusion, la deteccion del gen de TRY, inclusive antes de la eclosion de las
larvas (émbriones), muestra la capacidad de la larva para digerir proteinas tan
pronto como.se.da la apertura de la boca, ademas, las fluctuaciones de este gen
son indicativos‘\de Jos cambios morfofisiologicos que se dan a lo largo de la
ontogenia en A. tropicus. De igual manera, el uso del gen TRY permite determinar
los cambios en la sintesis*de la enzima, ya sea en su forma activa o como
zimogeno, por lo que es‘uns excelente bioindicador para evaluar los cambios
durante el desarrollo del sisttma digestivo y determinar si los protocolos de
alimentacion o sus modificaciones tienen un efecto directo sobre la expresion y por
consecuencia el estado nutricional de‘las larvas de A. tropicus.

Al comparar la expresion relativa- de /tripsina en los diferentes tejidos de
organismos de cautiverio y de vidailibre se @bservaron diferencias, lo que tiene
una relacion directa con la frecuencia 'y, el porcentaje de proteina presentes en la
dieta que se le administra a los individuos en cautiverio, a diferencia de los
organismos de vida libre, informacién valiosa para complementar los estudios que
hasta el momento se han realizado sobre fisiologia digestiva, bioquimica digestiva
y requerimientos de nutrientes en esta especie.

La estrategia para llevar a cabo la expresion de la proteina recombinante Atl, fue
exitosa, sin embargo es necesario optimizar la produccion de la enzima,#a que la
expresion fue ineficiente antes de llevar a cabo su purificacion, activaeion y

caracterizacion.

88



8. PERSPECTIVAS
Medir la expresion de otras isoformas de tripsina de A. tropicus para
conocer, el papel que juegan, en la regulacién de los diferentes procesos

fisiologicos:

Completar el aislamiento del gen TRY, por medio de la estrategia PCR-
RACE. para clonarlo, expresarlo y caracterizar la enzima recombinante.
Optimizar la produccién” de la enzima (Atl), en P. pastoris. utilizando
estrategias de Biologia Melecular que promuevan una mayor expresion y
secrecion de la enzima.

Purificar, activar y caracterizar bioquimica y cinéticamente la enzima (Atl)
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TRIPSINA EN PEJELAGARTO (Atractosteus tropicus)” ha sido aceptado para presentarse en
la modalidad de cartel de-16200-18:00 h el dia miércoles 6 de diciembre de 2017 en el
Centro Cultural Universitafio (CCU, campus rectoria, Avenida Universidad No. 1, Col. La
Loma Xicoténcatl, Ciudad de Tlaxcala, Tlax., CP. 90070, México), de la Universidad
Autdnoma de Tlaxcala, México.(Favor de colocar su cartel en la mampara C38 el dia miércoles
6 de diciembre a las 8:30 am. Los carteles seran de 120 cm de largo x 90 cm de ancho en
PAPEL (Mo se cuenta con mamparas para colocar careles de lona), en formato libre,
considerando todas las secciones gque, se incluyeron en el resumen. Al menos uno de los
autores debera estar presente junto a'su cartel en el horario indicado para la sesion, y debera
retirar su trabajo al finalizar la misma.
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Ma=smion, AMasico.

CARACTERIZACION PARCIAL DEL GEN TRIPSINA EN PEJELAGARTO (dfractosteus tropicus)

JTestis, B M.'*, Avila, A ', Tovar, D, Jiménez, LD.', Martinez, T, Pefia, E5."*y Alvarez. C. A' "Laboratorio de

Acuicultura Tropical, DACBIOL-UTAT, Tabasco, México,

de Investigacion, DACS-Universidad Tuirez

Anténoma de Tabaseo, Tabaseo, Méxice /Laboratorio de Fisiologia Comparada y Gendmica Funcienal, CIBNOR,
Baja Californda Sur, México, “Citedra-COMACYT.

*e-mal: knstalye@hotma] com.

Palabras chnve: Acwiculturd, Enzimars recombimamtes, Tripsinas de paces.

Introduccion

El uso de pmmeims recombimantes en la maricion de
ofgamismos acmaticos todavia es reducido. Sin embargo,
existe um pran potencisl pars s splicacion em el
procesamiente de alimentos, utilizindolas como aditivos,
para imcrementsr la eficiencia de asmu'.laﬂm ¥ sus
proteasa, la tripsing es mma de las mas estodiadas. Se han
obtenido ewiractos enzimaticos gque contienen tripsinas &
partir de tejidos de diferentes especies de peces (2,3) con al
fin de caracterizarlss bioqumica ¥ cinéticamente (4). Hasta
el momento, no ha sido estdiads ninguma tripsing pura de
pejelagario (dfractosfews fmopicis), ni obtemids de extractos
mmiltienrimsaticos, ni producida en sistemsas recombinamtes.
Euhmn&a&nﬂ:mmeaulﬂmﬁamﬂﬂgm
que codifica para una tripsina de 4. fropicus y realizar su
Materiales v métodos

Se disectsron 2 especimenss de 4. fropicus, para obienes
tejidos del sisterna dipestive, a partir de los coales se realizo
la extraccion de ARW motal Semsa:a:mnunpa:{h
nhgmﬂmudnsapﬁtﬁ.cus[I'RJPSNGSE.AT[S-TGI
CTG CTG CTC ACT GCT ACA-3 ) y TRIPSNG AS AT (5
-AGG ACA CAA mcﬂ:rﬁm&j]apmmdelas
regiones conservadas idemtificadas en el alneaTmiemto
mmltiple de las secuencias nucleotidicas de los tripsinozenos
de peces reportadss en el GenBank. A partir del ARN total
se amplificd un frapmento del gen medisnte la témica BT-
PCE. utilizando los olisomoclectidos disefiados v la ADMN
polimerasa Platimm®™ Tag DHNA (Iovirogen), em um
termociclador (BIOBAD, CFX%6 ™). El fazmento obtenmido
fue secuenciade en la Unidad de Sintesis ¥ Secuenciacion de
ADM del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Macional Autonoms de Méwice (UFAM).

Besultados

Se obtree una secuencia parcial de 419 pb la owpal codifica
para 138 aminoacidos del propeptide de tripsina. La
seruencia parcial de wipsina de 4 tropicus foe depositada
en la base de datos del Gen Bank con el mimero de acceso
EZ{B82028. La secnencia parcial obtemids de 4 fropicus foe
clasificada dentro de la superfamilia de las Serin Proteasas
TrypsinLike (Tryp_SPc) ¥ mosto m porcentaje de identidad
a nivel de aminoacidos superior al 80% con Trpsindgenos ¥
Tripsinas de diversos peces reportados en el GenBank (Takbla
1.

Tablg I. Percertgje de identidad com tripsings de diferenses

espacies da pecer.
Espede Descriprion. Identidad (3)
Sariola dumerili, Tripsina 3 8793
Baieaphthaimus pectinirasr
Lt ooz, .
Thumnus orfaefis, Tripsina B5-91
JXiphister mucosus,
Anoplarchus purpuretcens
Epmeprhefur coioider, Tripsinozeno B389
Chammg argus
Soled sorgaiensis, Tripsinagens 2 81-89
TakgEy oboourut

A-mp vez fie comiparado con la secoencia de 2 imipsinas de
pejelagarto obtenids€ mediante analisis de transcriptonica y
sa observd Unm porcemtaje de identidad 3 mivel de
amincacidos de 3986 3 73.91% indicando que se trata de
umna i diferente. A partit del fragmento obtenide del
gmseﬁsmmohg:mdaﬁﬁspﬂrammm
315 por medio de la técmica PCR-BACE. Elmmm:llem
zerd clopado en el 1%cmrpBAD.ITGPD 'I‘Iu.u-Pus:.ou'“
Expression (Invifrogen) v lafenzima recombinante serd
producids en la cepa de E. coli/Topll para caracterizarla
bioqumicaments.

Conclnsiones. Se obiovo el gen parcislde mna seforma de
Trpsina de 4 fopicus, distinta 38 obtemidas por
tlﬂl]SEIlp WII]]EB. i .
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2 Bkhairia T, Bn-.I'L.EIm.N..H.hd.N Manxi, M., ¥ Ghorbel, 5. 201460
Biochenxical and isation of a new alkaling trypsin from
fira aunmr Stmctimal featmmes sxplaining thermal stbility. Food Chem|
Unl.ﬂ.gﬁ'_lclﬁﬁ-liﬁ
3. Ehsngambam, B. K, v Chakrabarti, & 2013. Trypein from the digesthe
sysium of carp ﬂn-hnuu' mrigaly Perification, chemsctereotion and s
potamtial Food Chem, Vol, (175)c 386304,
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and hitechnological applications -Comprhemsive meview. J Clogn Prod
WVol, (37): 237-263.

104



1a

Ve

6@.
A" IV ENCUENTRO INTERNACIO @
SOBRE mmuem:zCrQC_b
EN LA UATX

3-6 DE DICIEMBRE 2017. TLAX XICO.
Otorga la

0@2”

Jesus, K. M., Avila, A ._.o<m _mm:m ’@m&:mﬁ T., Pefia, E.S., Alvarez, C. A.
A%&&m:h@ m‘nmnm_ del trabajo

IV Encuentro Internacional sobre Biotecnolog

S CARACTERIZAGIG CIAL DEL RIPSINA EN PEJELAGARTO (Atractosteus tropicus)

m O

2

m al IV Encuentro Internacional sobre biotecnologia en la UATx

m ao en la Universidad Auténoma de Tlaxcala, México los dias 3-6 de diciembre de 2017.

[} m

°

©

S m @950

S

7 Uq Gerardo Diaz Godinez Dra. Ma. del Carmen Séanchez Hernandez Dr. Rlbén Diaz Godinez

c _._%_. del cuerpo académico Presidente del IV Encuentro Internacional Jefe del laboratorio
de Biotecnologia. sobre awo,mnso_ommm de Biotecnologia.

Anexo | é

& ,wmn

CICB

O .
L

105





