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RESUMEN

Los holoturoideos, conocidos como pepinos de mar, pertenecen al Phylum de los
equinodermos. Estos organismos marinos poseen un gran numero de principios activos tales

como carbohidratos, lipidos, neurotoxinas y enzimas.

El conocimiento de las enzimas digestivas del pepino de mar podria aclarar su
bioquimica nutricional y su fisiologia. En la produccion de estos organismos, determinar sus
capacidades digestivas permitiria la seleccion eficiente de ingredientes para la formulacion de
dietas, establecer los plazos méaximos de almacenamiento. Ademas, la actividad de las
proteasas extraidas de organismos marinos es considerablemente alta, ademas que estos
compuestos poseen caracteristicas particulares que pueden ser aprovechadas eficientemente
en varias industrias. Por otra parte, este organismo es explotado ilegalmente en México y los
beneficios econémicos no permanecen en el pais, por lo cual es importante contribuir con las

investigaciones basicas de este recurso.

El objetivo de esta tesis fue identificar y caracterizar las proteasas presentes en algunos
organos de los pepinos de mar Isostichopus fuscus y Holothuria impatiens y correlacionarlos
con su histologia.

Se utilizaron ejemplares de pepino de mar procedentes del mar de Cortés, en las costas
de Sonora, recolectados por el Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo (CIAD).
Estos fueron medidos y posteriormente cortados a lo largo del eje antero-posterior,
considerando para el anélisis los podios que recubren la region oral o tentaculos, el tracto

digestivo, arbol respiratorio y diferentes regiones de piel.

En la caracterizacion histolégica, las muestras de las partes anatomicas u Grganos
seleccionados fueron fijadas en alcohol al 70%, posteriormente se deshidrataron e incluyeron
en parafina; se realizaron cortes de 7 a 12 um de grosor, mismos que fueron tefiidos con

hematoxilina-eosina y finalmente se observaron en un microscopio éptico.
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En cuanto a la caracterizacion enzimatica, se determin6 la actividad proteolitica
enddgena. Se clasificaron las proteasas de acuerdo al pH de actividad en acidas y basicas por
los métodos de Anson y Kunitz, respectivamente. Se obtuvieron los extractos enzimaticos de
cada parte anatébmica u 6rgano con una relacion de 1:2 (tejido: amortiguador de fosfatos) 20
mM pH 7, bajo condiciones no desnaturalizantes. Los sustratos, hemoglobina (pH 2-5) y
caseina (pH 6-10), se manipularon por separado al 1 % y a 4 °C. La reaccién enzimatica se
llevo a cabo durante 10 minutos a 37 °C deteniéndola con &cido tricloroacético al 50 %;
finalmente, se obtuvieron lecturas espectrofotométricas a 280 nm. Posteriormente se

determind la concentracion de proteina por el método de biuret.

Se estimaron los pesos moleculares de las proteasas de los extractos enzimaticos
obtenidos por medio de electroforesis desnaturalizante y no desnaturalizante de acuerdo al
método de Laemmli (1970). Se utiliz6 un gel de separacién de acrilamida al 12 % y un gel de

concentracion de acrilamida al 4%.

Los resultados mostraron que los dérganos y partes anatomicas de 1. fuscus y H.
impatiens tienen gran cantidad de tejido conjuntivo y agregados de células con actividad
digestiva, ademas de un tipo de inclusiones gque sugieren la accién de defensa de hemocitos
contra agentes externos al organismo. También, demostraron que pueden existir dentro de
estos organismos parasitos y residuos de algas usadas como alimento. En particular, los
tejidos que presentaron una evidente cantidad de células con actividad digestiva, en el estudio

histoldgico, fueron los podios o tentaculos, tabulos internos, tubo respiratorio y la piel dorsal.

El estudio enzimoldgico complementd los resultados histolégicos, mostrando que en
general, los 6rganos de los pepinos de mar tuvieron menor actividad enzimatica a pH acido

comparada con la actividad a pH basico.

Al analizar los resultados de actividad de los diferentes rganos dentro de cada especie,
se encontr6 que la actividad proteolitica en los podios fue mayor, siendo estadisticamente
significativa a pH de 6 a 10 (hasta 81 + 3 UAP/mg para H. impatiens), sugiriendo la presencia
de serin proteasas y a pH 2 (hasta 27 + 14 UAP/mg para H. impatiens) la presencia de
proteasas asparticas. Asi mismo, se observo que los extractos de piel externa (pH 2-4 y 10)
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(hasta 68 + 36 UAP/mg) y ventral (pH 10) (61 + 35 UAP/mg) de I. fuscus, asi como los
extractos de piel ventral de H. impatiens (pH 4 y 7), tienen actividades significativamente
mayores que otros dérganos, posiblemente por el contacto que la piel tiene con el medio
ambiente. Ademés, sugiere que las diferencias metabdlicas entre el tipo de familia

(Stichopodidae o Holothuriidae) de los pepinos de mar influye en la actividad proteolitica.

Se encontraron proteinas de alto peso molecular, entre 30 a 120 kDa, en la mayoria de
los 6rganos estudiados de las dos especies. En general, en la mayoria de los 6rganos del
pepino de mar 1. fuscus tuvieron proteinas de peso molecular estimado de 39 kDa, mientras
que en H. impatiens las proteinas fueron de 45 a 66 kDa. En los tentaculos se identificaron
proteinas de aproximadamente 39, 45, 66 y 103 kDa, determindndose para I. fuscus una alta
concentracion de proteina mayor a 5.5 mg/mL. En el extracto enzimatico de los podios de H.
impatiens se encontraron proteinas de peso molecular mayor a las de I. fuscus, su peso
estimado fue de 84.64 y 56.87 kDa.

Por lo tanto, relacionando los resultados del estudio histologico y enzimoldgico con
respecto a la presencia de ciertas inclusiones con actividad digestiva, se sugiere que estos
posibles hemocitos al llevar a cabo los métodos de defensa que los caracterizan tienen accion
de protedlisis &cida 6 basica contra agentes extrafios, de ahi la presencia de actividad digestiva
en todas las partes anatomicas u 6rganos del pepino de mar. Ademas de que se sugiere un

mecanismo de digestion alterna para estos organismos.

De tal forma, el conocimiento de las enzimas digestivas podria aclarar la bioquimica
nutricional y la fisiologia de los pepinos de mar, ayudando a determinar sus capacidades
digestivas. Por lo que demostrar las caracteristicas sui generis de las proteasas presentes en
estas especies y su relacion con determinados tejidos contribuira al conocimiento basico de la
actividad y funcion de estas enzimas, esperando sentar las bases para posteriores estudios

estructurales y posibles aplicaciones bioquimicas.
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ABSTRACT

Holothurians, commonly known as sea cucumbers, belong to the Phylum echinoderms.
These marine organisms contain a wide variety of active ingredients, such as carbohydrates,

lipids, neurotoxins and enzymes.

The knowledge of digestive enzymes in the sea cucumber could clarify its nutritional
biochemistry and physiology. Determining the digestive capabilities of these animals would
allow efficient selection of ingredients for diet formulation aimed for production. Moreover,
the activity of extracted proteases from marine organisms is very high and have particular
characteristics that can be efficiently exploited. In addition, sea cucumbers are illegally
exploited in Mexico, the profit is generally for other countries. Therefore it is important to

contribute to basic research of this resource.

The objective of this study was to identify and characterize the proteases present in
several organs of the sea cucumbers Holothuria impatiens and Isostichopus fuscus and to

relate these active compounds to their histology.

Specimens of sea cucumber (H. impatiens and I. fuscus) from the Sea of Cortés, off the
coast of Sonora, collected by the Research Center for Food and Development (CIAD) were
studied. They were measured, weighted and cut along the anteroposterior axis. The following
regions were considered for analysis: podia or tentacles (covering the oral region), digestive
tract, respiratory tract and different skin regions.

For histology studies, samples of selected anatomical parts or organs were fixed with 70
% alcohol, dehydrated and embedded in paraffin; 7 to 12 um thick sections were stained with

hematoxylin-eosin, and observed under a light microscope.

For enzyme characterization, we determined the endogenous proteolytic activity.
Proteases were classified according to the pH of acidic and basic activity by the methods of

Anson and Kunitz, respectively. Enzymatic extracts were obtained from each anatomical part
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or organ with a ratio of 1:2 (tissue: phosphate buffer) 20 mM pH 7, under non-denaturing
conditions. The substrates, hemoglobin (pH 2-5) and casein (pH 6-10), were handled
separately to 1 % and 4 °C. The enzymatic reaction was carried out for 10 minutes at 37 °C by
stopping with 50 % trichloroacetic acid, and finally, spectrophotometric readings were

obtained at 280 nm. It was later determined the protein concentration by the biuret method.

We estimated the molecular weights of the protease enzymatic extracts obtained by
denaturing and nondenaturing electrophoresis according to the method of Laemmli (1970).

We used a separation gel 12 % acrylamide gel and acrylamide concentration of 4 %.

The results showed that the organs and anatomical parts of I. fuscus and H. impatiens
have large amounts of tissue and cell aggregates with digestive activity, and a type of
inclusions that suggest defense action of hemocytes against outside the body. Also, that may
exist within these parasitic organisms and residual algae used as food. In particular, tissues
that have an obvious number of cells with digestive activity in the histological study, it was
the podiums or tentacles, internal tubules, breathing tube and the dorsal skin.

The results obtained in enzymology studies complemented the histological study. They
showed that, in general, the bodies of sea cucumbers with lower activity at acidic pH
compared with the activity at basic pH.

In analyzing the results of activity of different organs within species, we found that
proteolytic activity was higher in the podiums were statistically significant at pH 6 to 10 (up
to 81 + 3 UAP/mg for H. impatiens), suggesting the presence of serine proteases and pH 2 (up
to 27 + 14 UAP/mg for H. impatiens) the presence of aspartic proteases. Also, it was observed
that outer skin extracts (pH 2-4 and 10) (up to 68 + 36 UAP/mg) and the ventral skin (pH 10)
(61 + 35 UAP/mg) of I. fuscus, and ventral skin extracts of H. impatiens (pH 4 and 7) have
significantly higher activity than other organs, possibly by contact with the skin is the
environment. It also suggests that the metabolic differences between type of family

(Holothuriidae or Stichopodidae) of sea cucumbers influences the proteolytic activity.
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We found high molecular weight proteins, between 30 and 120 kDa, in most organs of
the two species studied. In general, most of the organs of sea cucumber I. fuscus had
estimated molecular weight proteins of 39 kDa, whereas in H. Impatiens proteins were
between 45 and 66 kDa. The tentacles were identified in proteins of approximately 39, 45, 66
and 103 kDa, determined for I. fuscus a high concentration of protein higher than 5.5 mg/mL.

In H. impatiens were identified in proteins of approximately 84.64 y 56.87 kDa.

Therefore, relating the results of histology and Enzymology about the presence of
certain inclusions with digestive activity, it is suggested that these hemocytes in conducting
defense methods have proteolysis action acidic or basic, hence the presence of digestive
activity in all anatomical parts or organs of sea cucumber. In addition to suggesting a alternate

mechanism of digestion for these organisms.

Thus, knowledge of digestive enzymes could clarify the nutritional biochemistry and
physiology of sea cucumbers, helping to determine their digestive capacity. As evidence of
the sui generis characteristics of proteases present in these species and their relation to certain
tissues contribute to basic knowledge of the activity and function of these enzymes, hoping to

lay the groundwork for future structural studies and potential biochemical applications.
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1. INTRODUCCION.

Los productos marinos han atraido la atencion de bidlogos y quimicos de todo el
mundo. Hasta ahora, al rededor de 16,000 productos naturales han sido aislados de
organismos marinos y reportados en aproximadamente 6,800 publicaciones. Ademas, existen
cerca de 9,000 publicaciones relacionadas como estudios de actividad bioldgica, estudios
ecoldgicos, entre otros. Actualmente el océano es considerado como una fuente potencial de

principios activos (Bhakuni y Rawat, 2005).

Por otro lado, hace méas de 100 afios, Eduard Buchner (Haard y Simpson, 2000)
demostrd que las moléculas con actividad catalitica pueden ser aisladas de levaduras. Después
de décadas de intensa investigacion sobre estas moléculas (las enzimas), ahora sabemos que
estdn en todas partes de los sistemas vivos y que son los agentes que hacen posible las
reacciones quimicas en las diversas formas de vida, aunque a veces en diferentes condiciones

del medio ambiente.

La mayoria de las enzimas conocidas han sido ampliamente estudiadas en los
mamiferos terrestres como ratas y en microorganismos. Entonces, ¢por qué estudiar las
enzimas de los animales acuaticos?. Aunque la mayoria de las enzimas de seres acuaticos se
encuentran también en las formas de vida terrestre, es decir, que son enzimas homologas a
partir de fuentes distintas que tienen el mismo nombre y nimero de la Comisién de Enzimas
(EC), éstas pueden presentar propiedades muy diferentes con respecto a la estabilidad,

temperatura Optima, especificidad a sustratos secundarios, entre otras.

Estas diferencias se basan en que los animales marinos se han adaptado a diferentes
condiciones ambientales, y estas adaptaciones, con otros factores, y las variaciones geneticas
dentro de una especie, se han traducido en proteasas digestivas con ciertas propiedades unicas

en comparacion con sus homologas de los animales terrestres, plantas 0 microorganismos.
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Los organismos acuaticos ocupan a menudo ambientes extremos, tales como la
profundidad del océano, donde la presion es alta y la luz esta ausente, temperaturas muy altas
0 bajas, rangos de salinidad de muy bajo a saturado, fluctuaciones en la disponibilidad de
oxigeno, entre otros (Haard y Simpson, 2000).

Las ciencias del mar no han quedado al margen de la aplicacion de la Biotecnologia. Asi
en 1992 la Organizacion para la Cooperacion Econdmica y de Desarrollo definié a la
Biotecnologia Marina como “La aplicacion de principios cientificos y de ingenieria en el uso
directo o indirecto de organismos acuéticos, partes o productos derivados de éstos en su forma
natural o modificada al procesamiento de materiales para proveer de bienes y servicios”

(Guerrero y col., 2004).

Asi mismo, el andlisis de enzimas de origen marino permite conocer diferentes aspectos
basicos de los organismos acuaticos como: capacidad digestiva, tipo de alimentacion,
requerimientos nutritivos, mecanismos de degradacién, incluso su capacidad de sobrevivencia
y los cambios que ha sufrido su habitat. Se sabe que las caracteristicas de las enzimas
presentes en el aparato digestivo son un reflejo del habito alimentario de cada especie (Jonas y
col., 1983).

El conocimiento de la alimentacion de organismos acuaticos es necesario para una
acuicultura rentable. Una alimentacion eficiente depende del conocimiento de como los
organismos utilizan los diversos componentes de la dieta. La acuicultura es una industria
global multimillonaria en la cual se propagan o cultivan organismos acuaticos en condiciones
controladas y cuya actividad complementa la demanda de los productos obtenidos a través de

la industria pesquera tradicional (Guerrero y col., 2004).

El conocimiento de la digestibilidad de proteina es importante en la formulacion de
dietas, porque los animales deben consumir proteina dietaria para abastecerse de aminoacidos.
El uso de proteina es afectado por la naturaleza de la fuente proteica, su nivel de consumo y la
capacidad de un organismo para usar otros componentes de la dieta. La calidad de la proteina
es afectada por la frescura de la materia prima, la cantidad de lipidos, el proceso de secando y
la fuente de proteina (Anderson y col., 1993).
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Se han llevado a cabo diferentes investigaciones sobre la actividad de las proteasas de
varias especies marinas para desarrollar una dieta eficaz para la cria intensiva de estas
especies a través de la comprension de sus capacidades digestivas (Clark y col., 1985 y
Alarcon y col., 1998). La tasa de digestion y absorcion de los aminoécidos esenciales durante
la protedlisis se puede determinar con conocimiento adecuado de la actividad de las proteasas
(Eshel y col., 1993). Actualmente la investigacion en el area de alimentos para acuicultura se
esta enfocando en diversas fuentes mas economicas de proteina. Un método amigable para la
recuperacion de proteina soluble e insoluble de los productos de la pesqueria es el llamado
hidrolizado de proteina. Estos hidrolizados ya estan actualmente en el mercado. Algunos
ensayos han demostrado las ventajas de sustituir harinas de pescado (comunmente utilizada)

por hidrolizados de proteina (Anggawati y col., 1990).

Uno de los organismos marinos con fuerte capacidad digestiva y autolitica es el
holoturoideo conocido como pepino de mar (Figura 1), carajo 6 cohombro de mar. Estos
invertebrados son estudiados ya que tienen alto valor comercial, gran demanda en paises
asiaticos, importantes compuestos bioactivos y contribuyen benéficamente a los ecosistemas
marinos. Sin embargo, poco se sabe sobre sus enzimas digestivas. La evolucion del
conocimiento de las enzimas digestivas de los holoturidos podria aclarar su bioguimica

nutricional y fisiologia.

Figura 1. Pepino de mar Isostichopus fuscus.
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China y Japon son los principales productores y consumidores a nivel mundial de
pepino de mar ya que es parte de su dieta y son considerados como remedio tradicional. En
algunos paises las gonadas de holotaridos se consideran un manjar muy apreciado. En
México, la pesqueria de pepino de mar se inicié en Baja California con Isostichopus fuscus en
la costa oriental (1988) y Parastichopus parvimensis (1989) en la costa occidental (Castro,
1997) como una actividad de pequefia escala que respondié a la demanda de los paises
orientales (Aguilar y Ramirez, 2002). Posteriormente, en 1994, comenzd la pesqueria de
Holothuria impatiens. Actualmente, se explotan estas especies de forma legal para

exportacién pero en régimen de concesion para su proteccion.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1 Caracteristicas generales del pepino de mar.

2.1.1 Taxonomia.

El Phylum Echinodermata figura entre los invertebrados marinos mas conocidos,
incluye las clases Asteroidea (estrellas de mar), Ofiuroidea (estrellas serpientes), Equinoidea
(erizos de mar), Holothuroidea (pepinos de mar) y Crinoidea (lirios de mar) (Calva, 2002).

Los pepinos de mar pertenecen al reino animal, Phylum equinodermata y a la Clase
Holothuroidea y la descripcion de caracteres morfoldgicos externos e internos sustenta la
clasificacion taxonémica de los pepinos de mar a nivel de orden, familia, género y especie
(Zetina y col., 2002).

La taxonomia de la clase Holothuroidea es muy compleja; en México existen pocos

expertos y a nivel mundial la situacion no es mejor (Pawson, 1995).
2.1.2 Anatomia.

El pepino de mar tiene una forma cilindrica alargada, con una abertura bucal en un
extremo rodeada por tentaculos y en el otro extremo una abertura anal. Llegan a medir
alrededor de 30 cm de longitud, siendo su talla comercial de 24 cm (Salgado, 1994).

Son animales adaptados a la reptacion, por lo cual poseen pies ambulacrales, de los

cuales los mas desarrollados son los inferiores, otros se sitian en los dos radios dorsales y

tienen funciones sensibles (Figura 2).
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Figura 2. (Calva, 2002) Morfologia externa de
Holothuria riojai en la que se aprecian los multiples
podios.

El sistema digestivo clasico del orden Aspidochirotida (Phylum equinodermata),
comienza en los tentaculos, se continta con la boca, prosigue el esofago, la region estomacal,
enseguida hay un angostamiento y el intestino. De todo el sistema, el érgano méas conspicuo
es el intestino el cual se encuentra enrollado dentro del celoma. Dicho enrollamiento muestra
una posicion definida, puesto que primero desciende a la parte posterior (intestino delgado),
recorriendo la regién media dorsal, luego se curva y asciende a la parte anterior; desciende a
lo largo de la region ventral media y la parte final del intestino prosigue en un recto de tamafio
considerable que desemboca en una cloaca amplia y por altimo, esta el ano (Figura 3).

Frecuentemente el intestino y el recto contienen granos de arena.

Anterior

Figura 3. (Emson, 1987) Vista dorsal de los
o 4 A 6rganos internos de Holothuria parvula.

N ab: bulbo acuafaringeo, al: intestino delgado
ascendente; co: Organo cuvieriano; cr: anillo
calcéareo; dl: intestino delgado descendente; dv:
vaso hemal dorsal; g: gonada; m: madreporito;
di g 4/ | “5 | pv: vesicula de Poli; r: recto; rm: rete mirabile
(complejo de arterias y venas); rt, arbol
respiratorio; s: estdbmago; ta: ampula tentacular;
tc: conexion transversal del sistema hemal; vv:
vaso hemal ventral.

co

Posterior
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2.1.3 Alimentacion.

La mayoria de los mecanismos alimenticios de los pepinos de mar no han sido
demostrados todavia. Sin embargo, se sabe que en su alimentacion siempre intervienen los
tentaculos y que se alimentan de recursos como: plancton, detritus, contenido organico
presente en fango y/o limo, y algas o microalgas como Rhodomonas y Dunaliella (Calva,
2002).

En cuanto a la acuicultura del pepino de mar, es relativamente reciente. Hay un nimero
limitado de informes sobre su alimentacion y crecimiento. Sun Huiling y col. (2004),
reportaron las necesidades nutricionales de Apostichopus japonicus. La alimentacion artificial
utilizada estuvo compuesta principalmente de harina de pescado, Sargassum thumbergii y
“lees” (subproductos de la produccion de vino y cerveza). Los autores determinaron que la
tasa de ganancia de peso Yy digestibilidad de los alimentos incrementaron con el contenido de
proteina en la dieta, siendo el 21.5 % el contenido Optimo. La tasa de ganancia de peso fue
maxima cuando la dieta era rica en los siguientes amino&cidos: treonina, valina, leucina,
fenilalanina, lisina, histidina y arginina; y disminuyd cuando la dieta era rica en fibra. Por otra
parte, las tasas de crecimiento mas altas se obtuvieron con una relacion de 6.8-8.8 : 1, de

calcio/fosforo, en el contenido de la dieta experimental (Anexo 1).

2.1.4 Reproduccion.

Los sexos son separados (dioicos), sin embargo, ocasionalmente se han registrado
individuos hermafroditas (Herrero-Pérezrul, 1994). Ya que no se ha observado dimorfismo
sexual externo, el sexo se identifica mediante histologia de las gonadas (Howaida y col.,
2004). La proporcion sexual es 1:1. Tienen una Unica génada que presenta cinco estadios de
desarrollo: indiferenciado, gametogenesis, madurez, desove y postdesove. EIl ciclo
reproductor es anual, con un desove en verano (Salgado-Castro, 1994; Herrero-Pérezrul,
1994; Fajardo-Ledn y col., 1995).
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Al igual que otros muchos equinodermos, algunas especies incuban sus huevos, sobre
todo en zonas frias; la incubacion se produce en la zona ventral o dorsal del animal. El
desarrollo, si no existe incubacion, ocurre en el agua de mar y la larva formada es llamada
auricularia (Figura 4). El pepino de mar joven llega a medir aproximadamente 1.5 cm de largo
(Figura 5) y el peso de la primera madurez se ha estudiado que es a partir de los 167 g (peso
del musculo) (Herrero-Pérezrul, 1994). La vida de los holoturidos se estima entre los 5 y 10

anos.

Banda
ciliada

Boca
Faringe Figura 4. Larva auricularia del peino de mar.
Axohidrocele

Hidroporo
Ano

Somatoceles

Figura 5. Pepino de mar joven I. fuscus. Se
pueden observar los tentaculos (T), Pigmentos de
la pared del cuerpo (P), intestino (), podios
ambulacrales (AP), ano (A) y papilas (PA).

2.1.5 Habitat.

Se les considera exclusivamente marinos, sin embargo, existen estudios en los que se

han colectado equinodermos en estuarios y en lagunas costeras.

El sustrato en el que vive es principalmente de tipo rocoso y pedregoso, aunque se le

encuentra también en fondos de conchas y arcillas, asi como entre algas, si existen en la zona.
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La profundidad de distribuciéon va de los 0.50 m hasta los 61 m (Kerstitch, 1989),

aunque normalmente la maxima profundidad es de 33 m.

Los individuos pequefios (60 a 160 mm) se localizan principalmente dentro de
oquedades y grietas entre las piedras, asi como debajo de las mismas, mientras que
organismos de tallas grandes (mayor a 16 cm) se encuentran principalmente sobre piedras y

rocas; ademas son individuos de habitos nocturnos (Kerstitch, 1989).

La separacion de las especies dentro de sus diferentes microhabitats es debida,
posiblemente, al alto grado de adaptacion en los mecanismos alimenticios y a la posible
especializacion alimenticia. No obstante, hay otros factores que pueden influir en la
distribucion de los holotdridos tales como, movilidad, dispersion y colonizacion de larvas,

potencial para su variabilidad genética y capacidad reproductora (Calva, 2002).

La mayoria de los equinodermos abisales corresponde a los pepinos de mar, quienes al
tener un esqueleto conformado por espiculas son los que toleran las mayores profundidades y

por ende las mayores presiones hidrostaticas (Calva, 2002).

2.1.6 Depredadores.

Los pepinos de mar tienen pocos enemigos naturales, se mencionan sélo algunos casos
de depredadores tales como cangrejos, algunos peces y estrellas de mar como Solaster la cual
solo come a otros equinodermos como pepino de mar, sin embargo, son comunes las
asociaciones entre holoturoideos y otros organismos comensales como cangrejos y peces,
estos Ultimos, generalmente se alojan en la cloaca y entran o salen del animal cuando se abre
el esfinter del ano (Calva, 2002).

Entre los equinodermos, los holoturoideos representan la clase mas infestada por
parasitos. Los parasitos, son siempre perjudiciales y aunque a veces no son letales pueden

causar la muerte del huésped, en algunos casos.
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Segun una revision sobre las enfermedades de los equinodermos (Jangoux, 1990), mas
de un tercio de los parasitos de equinodermos viven sobre ¢ dentro de holoturidos. Las partes
principales del cuerpo que sufren las infestaciones son el sistema digestivo y el celoma
(Figura 6). Las enfermedades inducidas por parésitos, son en su mayoria estructurales: crean

Ilagas en la superficie de la epidermis, perforaciones en el arbol respiratorio o hasta el celoma.

0 Digestive tract

= Coelom

m Boby surface

& Hemal system

@ Body wall

& Respiratory trees
@ Gonads

Figura 6. Localizacion de parasitos en el cuerpo del pepino de mar.

Los organismos que se han registrado como parasitos son algunas bacterias causantes de
la ulceracion de la piel (Becker, 2002), hongos, protozoos los cuales viven en el tracto
digestivo y arbol respiratorio (Barel y Kramer, 1977), y metazoos como platelmintes del

Phylum Platyhelminthes (Figura 7).

14 O Platyhelminthes
M Mollusca
M Arthropoda

B Protozoa
B Pisces
=3 B Bacteria
37

Bl Other miscellaneous

Figura 7. Numero de especies (por taxon) que infestan al pepino de mar.
2.1.7 Mecanismos de defensa.
El pepino de mar tiene una estrategia singular de defensa contra sus depredadores,
cuando un animal extrafio lo ataca, el holotdrido se voltea y expulsa por el ano sus érganos, o

en algunas especies, los llamados tubulos de Cuvier. Posteriormente estos 6rganos 6 los

tubulos de Cuvier, son regenerados por el organismo bajo diferentes mecanismos de
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regeneracion biologica. Estos procesos estdn mediados por diferentes biomoléculas que son

sintetizadas por el organismo.

Los tubulos de Cuvier poseen una gran adhesividad por lo que son muy atiles como
estrategia de defensa contra sus depredadores, ya que al ser expelidos por el pepino de mar, se
vuelven pegajosos una vez que estdn en contacto con el depredador, inmovilizandolo e

inhabilitdndolo (Vanden y Jangoux, 1987).

No es éste el unico mecanismo de defensa de los holoturoideos. Ciertas especies de los
géneros Holothuria, Stichopus, Cucumaria, Paraaudina, Thelenota, Pentacta y Actinopyga
también descargan, al manipularlas, un fluido gomoso procedente de glandulas especiales
situadas en la pared de su cuerpo. Este fluido contiene una sustancia designada como
holoturina, la cual esta constituida por saponinas y glucosidos. La holoturina es toxica si se
ingiere y es irritante para la piel. EI mal sabor de ésta toxina quizas explique que los
holotdridos tengan muy pocos predadores y que sean abundantes en los fondos arenosos, en
arrecifes de coral profundos y hasta en zonas abisales. Por otra parte, el fluido viscoso hace
que se adhieran particulas de arena sobre la superficie externa del animal, lo que

probablemente incremente su mimetismo (Valledor, 1994).

2.1.8 Propiedades y Composicion.

El pepino de mar se ha utilizado como remedio tradicional en paises asiaticos para curar
diversas heridas internas y externas ya que se cree que tiene propiedades afrodisiacas y
curativas (Battaglene y col., 1999).

En las ultimas décadas, diversas disciplinas cientificas han enfocado sus investigaciones
al estudio de esta especie marina, en aspectos tales como su acuacultura, fisiologia y
bioquimica; entre las caracteristicas mas importantes de esta especie destaca su habilidad
sorprendente para regenerar tejidos y Organos, razon por la cual se han estudiado los
mecanismos relacionados con el proceso de cicatrizacién y regeneracion bioldgica de éste
organismo. También se ha visto que posee propiedades anticoagulantes y citotdxicas, entre

otras.
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En cuanto a su composicion, el pepino de mar es alto en proteina (alrededor del 50 % en
peso seco segun la especie) y bajo en grasa, comparado con la mayoria de los alimentos
(Anexo 2). La pared del cuerpo del pepino de mar consiste de colageno insoluble ademés de
altos niveles de lisina, arginina y triptfano, por esta razon la gelatina del pepino de mar es
mas apreciada que las de otro origen (DeMoor y col., 2003; Taylor y White, 1997). EI perfil
de aminoacidos (especialmente los aminoacidos esenciales) y la presencia de elementos

inorganicos necesarios hacen que el pepino de mar sea un alimento saludable (Anexo 3y 4).

2.1.9 Principios activos.

En el caso del pepino de mar los compuestos bioactivos que méas se han estudiado son
los carbohidratos, proteinas y enzimas, lipidos y otros compuestos como las neurotoxinas.
Estos se han utilizado para tratamientos de enfermedades como el cancer, artritis, entre otros

padecimientos.

Se ha detectado la presencia de sulfato de condroitina (polisacarido sulfatado) que se ha
utilizado en el tratamiento de la artritis y de otras patologias de las articulaciones, ademas de
ser utilizado en la medicina por su potente accidn anticoagulante y antitrombdtica (Mouréo,
1996; Volpi, 2006). Otro de los carbohidratos més estudiados en los holoturidos son los
triterpenoides, estos son importantes debido a que presentan actividad hemolitica y citotdxica
(Popov, 2002).

La saponina Holoturina A, de los pepinos de mar, es una mezcla de varios glucoésidos y
ha mostrado actividad hemolitica in vivo e in vitro, actividades neuromusculares y citotoxicas
(Ramamurthy, 1967; McLachan, 1964). La fraccién de saponina de Stichopus japonicus
mostrd actividad antifingica contra Trichophyton asteroid, Candida albicans y otras especies
de hongos in vitro en concentraciones de 2,78-16,7 mg/mL (Shimada, 1969). Se considera que
las holoturinas de los pepinos de mar tienen gran potencial como agentes farmacologicos

neuromusculares y para el cancer (Bhakuni y Rawat, 2005).
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También, se ha visto que las bases esfingoides de cerebrosidos (glucoesfingolipidos) del
pepino de mar Stichopus variegates presentan actividad de citotoxicidad por medio de

apoptosis de células humanas de cancer de colon (Sugawara y col., 2006).

Por otra parte, en el intestino de Apostichopus japonicus se ha detectado hasta 12 ppm

de vanadio, que se ha utilizado para tratar Ulceras gastrointestinales (Zhonghua, 1993).

2.1.10 Importancia para el ambiente.

El pepino de mar tiene gran valor dentro del ecosistema marino. Su funcién es
importante porque filtran los sedimentos oceéanicos y devuelven nutrientes a la red
alimenticia, revolviendo las capas superiores de sedimento y facilitando la penetracién del
oxigeno. Este proceso evita la acumulacién de materia organica en descomposicion y puede
ayudar a controlar poblaciones de plagas y organismos patogenos (incluidas ciertas bacterias),
ademas sus huevos y larvas, que forman parte del plancton, son alimento vital de otras

especies marinas.

Los pepinos de mar remueven anualmente una gran cantidad de sedimento y tienen una
accion transformadora del sustrato de las zonas en las que habita, haciéndolo aprovechable a
otros niveles tréficos. Son los responsables de cambios significativos en la composicion del
sedimento marino y reciclaje de nutrientes. Ademas, son frecuentes hospederos de diferentes

especies de cangrejos, camarones Yy peces (Calva, 2002).

La mayoria de las especies de peces marinos de los géneros Carapus Yy Encheliophis,
pertenecientes a la familia Carapidae (Pearlfish), son usualmente encontradas en el arbol

respiratorio o en la cavidad celémica de los holoturoideos.

Aunque los peces son capaces de vivir en diferentes especies hospederas, a menudo
muestran una preferencia especifica (Trott y Trott, 1972; Gustato y col., 1979). C.
Boraborensis, C. Homei, C. mourlani y E. gracilis pueden vivir en la misma especie
hospedadora y se encuentran en las mismas aguas, pero por lo general no viven al mismo
tiempo en el mismo individuo (Smith, 1964; Trott, 1981; Shen y Yeh, 1987; Vanden y
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Jangoux, 1989, Markle y Olney, 1990). Si existe, un sistema de reconocimiento del pepino de

mar todavia no esta claro.

Los pepinos de mar también actdan como estimuladores del desarrollo para algunas
larvas de Carapus spp. Algunos de los “pearlfishes” 0 peces de la familia Carapidae,

asociados con los pepinos de mar se muestran en el Anexo 5 (FAQO, 2004).

2.1.11 Importancia econoémica.

Los holoturidos son consumidos principalmente en paises Asiaticos en diferentes
formas, ya sea fresco, deshidratado, en salmuera, entre otras preparaciones. Ademas, muchas
de las biomoléculas presentes en diferentes especies de pepino de mar se han extraido y
utilizado en la industria farmacéutica y de los alimentos, en este ultimo caso como suplemento
alimenticio para deportistas y personas con ciertas deficiencias nutricionales. En los ultimos
afios se ha incrementado el nimero de productos comerciales que contienen extractos de
pepino de mar y que estan siendo utilizados para el tratamiento de la artritis reumatoide,

osteoartritis y espondilitis reumatica, como el ArthriSea® 6 SeaCuMax® de NutriSea®.

En el 2001, el 66% de la produccion mundial de pepinos de mar silvestre se origind en
Asia, seguida de Oceania (16%), Norte y Centroamérica (12%, mostrando el mayor aumento
en la produccion) y Africa (5%). La mayoria de la produccion de pepino de mar se realizd en
el Océano Pacifico, en particular en el noroeste (43%) y en la region Centro-Occidental (32%)
(FAO, 2004).

A nivel mundial, en el 2001, las exportaciones de pepinos de mar fueron méas de 5,300
toneladas, con un valor de 30.9 millones de délares estadounidenses. EI 84 % del volumen y
el 90 % del valor de estas exportaciones fueron de pepino de mar curado. En términos de
volumen, Hong Kong SAR (Region Administrativa Especial (SAR) de China), fue el
principal exportador con 3,900 toneladas, seguido por China y las Islas Salomén. Hong Kong
SAR también fue el principal exportador en términos de valor con 22.7 millones de dolares
estadounidenses, seguido por Sri Lanka y la Provincia China de Taiwan (FAO, 2004) (Anexo
6).
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Para el mismo afio, las importaciones de pepinos de mar ascendieron a 7,300 toneladas,
representando 56.7 millones de ddélares. Hong Kong SAR fue el primer importador en
volumen con 4,400 toneladas, seguido por China y la provincia de Taiwan de China. En
términos de valor, Hong Kong con 50.4 millones de dodlares fue seguido por la Provincia
China de Taiwan y China. La mayor parte (68 %) de pepino mar importado se compuso de
productos secos, salados o en forma de salmuera, seguida por congelados (31 %) y una

minima cantidad de pepinos de mar frescos o refrigerados (FAO, 2004) (Anexo 7'y 8).

En el mercado de China (Hong Kong SAR), los precios medios de importacion de
origen australiano de pepino de mar han sido los mas altos en los ultimos afios (2001-2003)
debido a las especies y el factor de calidad (Anexo 9). Una tendencia similar se observa
también para el pepino de mar procedente de paises del Pacifico.

El mercado de China también controla los precios del mercado internacional de pepino
de mar. Sin embargo, la calidad es el factor principal que determina los precios. Por ejemplo,
en el mercado de Malasia (2003), el precio de venta del pepino de mar deshidratado fue
alrededor de 110 dolares estadounidenses por kilo (US$/kg) vy el precio de venta del pepino
congelado fue de 23-24 US$/kg; en las Islas Galdpagos el precio del pepino de mar en
salmuera fue de 22.88 US$/kg para el 2003 (Murillo y col., 2003). En general, en el sureste de
Asia, el pepino de mar Holothuria scabra deshidratado alcanzé los 66 ddlares
estadounidenses por kg en el 2005 (FAO, 2008) (Anexo 10). Una tendencia similar se observa

también en otros mercados de Asia.

En la region centro-occidental del Pacifico (México, América Central y América del
Sur) existen alrededor de 300 especies de holoturoideos en aguas poco profundas (Preston,
1993). Hay 35 especies de pepinos de mar conocidas y utilizadas para su produccion y
comercializacion. Se trata de especies que en general tienen paredes gruesas y pertenecen al
orden Aspidochirotida. De este orden, solo las familias Holothuriidae (géneros Actinopyga,
Bohadschia, Pearsonothuria y Holothuria) y Stichopodidae (géneros Stichopus y Thelenota)
se recolectan y exportan. Sin embargo, también se han registrado especimenes del orden
Dendrochirotida de la familia Cucumaridae (Tabla 1) (FAO, 2008).
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Tabla 1. Especies de pepino de mar bajo explotacién comercial en México, Centro y Sur

América.

Order Family Species Commercial exploitation
Aspidochirotida Holothuriidae Actinopyga agassizi Panama, Venezuela

Holothuria mexicana Nicaragua, Panama, Venezuela

H. impatiens Mexico

H. theelii Peru

H. atra Ecuador

H. kefersteini Ecuador

H. inornata Costa Rica

H. arenicola Nicaragua

Stichopodidae Isotichopus badionotus Cuba, Nicaragua, Venezuela

1. fuscus Ecuador, Mexico, Panama, Peru

Stichopus horrens Ecuador

Astchopus multifidus Panama, Caribbean region
Dendrochirotidae Cucumaridae Athyonidium chilensis Chile, Peru

Pattalus mollis Chile, Peru

La demanda por el pepino de mar Isostichopus fuscus fomenté el inicio de su captura
comercial en México entre 1987 y 1988. El interés por explotar comercialmente este recurso,
también se manifesto en los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan,
Guerrero y Oaxaca. Sin embargo, dado a que en México no se consume el pepino de mar, una
vez procesado y empacado se exporta. Actualmente, en México existen dos presentaciones
para la exportacion del producto: el pepino precongelado (chilled) y el deshidratado
(Ramirez-Soberon, 2000), siendo la primera la mas rentable. I. fuscus es uno de los
equinodermos holotdridos mas grandes (Caso, 1961) y de los mas cotizados en los mercados

asiaticos por la textura suave de su piel.

En México, en el 2001, se report6 una produccion de pepino de mar de 481 toneladas lo

que represento el 2.6 % de la produccion mundial (Anexo 11).

Actualmente, la mayoria del pepino de mar I. fuscus de Meéxico es exportado a Taiwan y
Hong Kong, ya sea refrigerado o deshidratado. En el Anexo 12 se presenta una tabla de las
especies de importancia comercial de pepino de mar en China, Taiwan, Hong Kong SAR,

Japon, Malasia, Tailandia, Indonesia, Filipinas, Vietnam, Singapur e Islas Spratly.
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Hong Kong SAR, reportd mas de 14 toneladas de pepino de mar que import6é de México
desde 1995 hasta 2005 (Anexo 13), mientras que los datos disponibles en la FAO indica un
total de 2,564 toneladas capturadas desde 1998 hasta 2005, con un promedio de captura anual
de 320.5 + 86.3 toneladas (Anexo 14) (FAO, 2008). No hay informacidn sobre las capturas y

de exportacion a nivel de especie.

La pesqueria de pepinos de mar ayuda a las comunidades locales de Baja California
durante la temporada de veda de los recursos mas rentables, erizo rojo (Strongylocentrotus
franciscanus), abulon (Haliotis fulgens) y ojo de cerradura (Megathura crenulata) (Castro,
1997).

2.1.12 Medidas de proteccion del pepino de mar en México.

La explotacion ilegal del pepino de mar en la peninsula de Baja California se ha
realizado desde antes de otorgarse los primeros permisos de pesca comercial en 1987. La
medida de proteccion, determinada por la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente
(PROFEPA), es la NOM-059-SEMARNAT-2000 “Proteccion ambiental-Especies nativas de
México de flora y fauna silvestres-Categorias de riesgo y especificaciones para su inclusion,
exclusion o cambio-Lista de especies en riesgo”. Esta norma determina a la especie en la

categoria de amenazada (Diario Oficial, 2000).

En marzo de 2002, el pepino de mar lIsostichopus fuscus fue sujeto a proteccion
especial, que permite el uso de esta especie bajo condiciones restringidas. En 2005, un plan de
manejo adaptativo se desarrollé bajo un esquema participativo de los gobiernos locales y
nacionales, cientificos y asociaciones de pescadores, para evaluar continuamente el impacto
de la pesca. Este plan incluye la asignacion de cuotas para la acuicultura y los informes de
capturas y poblacion. Este plan de gestion esta sujeto a revision anual y es adaptado a los
nuevos resultados obtenidos (Toral-Granda, 2007).
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La pesqueria de I. fuscus se gestiona en régimen de concesion por la "Unidad de Manejo
para la Vida Silvestre” (UMAS) a los pescadores organizados que a cambio debe presentar
informes sobre la actividad. Esta informacion ayuda a decidir las medidas de gestion
adicionales para garantizar la sostenibilidad del recurso (Herrero-Perézrul, 1999). Las
medidas de gestion para la pesqueria de pepino de mar en América Latina y el Caribe se
muestran en la Tabla 2 (FAO, 2008).

Tabla 2. Medidas de gestion para la pesqueria de pepino de mar en América Latina y el

Caribe.
Country Management measures
Argentina No known fishery
Belize No information available
Brazil No information available
Chile No management measures in place
Colombia No management measures in place
Costa Rica Total ban on sea cucumber fishing
Cuba Minimum landing sizes, temporal closure over the reproductive

season, total allowable catches per region

Ecuador (Galapagos Islands)

Fishing season, minimum harvesting size, no take zones, total
allowable catch

Ecuador {(Mainland)

Total ban on sea cucumber fishing

El Salvador No known fishery

Haiti No information available

Honduras No known fishery

Jamaica No known fishery

Mexico Fishery manager inside “Unidad de Manejo para la Vida Silvestre” for
1. fuscus

Panama Total ban on sea cucumber fishing

Peru No management measures in place

Uruguay No information available

Venezuela Total ban on sea cucumber fishing

En Baja California Sur existen 11 Predios de Propiedad Federal registrados para el

aprovechamiento extractivo del pepino de mar 1. fuscus de los cuales 9 se encuentran ubicados
en poligonos situados en el Golfo de California (Anexo 15) (Edo. BCS, 2009).
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2.2 Enzimas.
2.2.1 Definicién de enzima.

Las enzimas son catalizadores complejos constituidos por proteinas globulares. Un
catalizador es una sustancia que aumenta la rapidez o velocidad de una reaccion quimica, sin
verse alterada ella misma en el proceso global. La mayor parte de los catalizadores biol6gicos,
aungue no todos ellos, son proteinas denominadas enzimas (Mathews y col., 2002).

Las enzimas aceleran la velocidad de las reacciones quimicas en un factor de 10'?a 10%
respecto a las reacciones no catalizadas enzimaticamente. La actividad molar de las enzimas
es muy alta: una molécula de enzima puede transformar hasta 600,000 moléculas de sustrato

por segundo (Fennema y Danson, 1993).

Las enzimas se diferencian de los catalizadores quimicos ordinarios en varios aspectos
importantes (Voet y Voet., 2000):

1.- Se obtienen velocidades de reaccion mas elevadas.
2.- Actlan en condiciones de reaccion mas suaves.
3.- Tienen mayor especificidad de reaccion.

4.- Capacidad para la regulacion de la reaccion.
2.2.2 Accion de las enzimas.

El mecanismo de accion de una enzima es: 1) une el sustrato o sustratos en el sitio
activo, 2) reduce la energia del estado de transicion, e 3) impulsa directamente el
acontecimiento catalitico. Cuando el proceso catalitico se ha completado, la enzima debe ser
capaz de liberar el producto(s) y volver a su estado original, para estar preparada para un

nuevo ciclo de catalisis (Mathews y col., 2002).
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Las enzimas se unen de modo especifico a sus sustratos a través de interacciones
geométrica y fisicamente complementarias. Ello permite a las enzimas ser absolutamente
estereoespecificas, tanto al unirse a los sustratos como en la catalisis de reacciones (Voet y
Voet., 2000).

La actividad catalitica de las enzimas depende de la integridad de su conformacién
proteica nativa. Si se desnaturaliza o disocia una enzima en sus subunidades, se pierde
normalmente la actividad enzimética. Asi, la integridad de la estructura primaria, secundaria,
terciaria y cuaternaria de las proteinas enzimaticas es esencial para su actividad catalitica
(Lehninger, 1991).

2.2.3 Clasificacion de las enzimas.
Las enzimas se clasifican y designan de acuerdo con la naturaleza de las reacciones
quimicas que catalizan. Existen seis clases principales de reacciones que catalizan las enzimas

(Tabla 3), asi como subclases y sub-subclases dentro de las clases (Bohinski, 1991).

Tabla 3.Clasificacion internacional de las enzimas.

Clasificaciéon Tipo de reaccién catalizada
1. Oxidorreductasas Reacciones de oxidacién-reduccion
2. Transferasas Transferencia de grupos funcionales
3. Hidrolasas Reacciones de hidrolisis
4. Liasas Eliminacién de grupo para formar

enlaces dobles

5. Isomerasas Isomerizacion
6. Ligasas Formacién de enlace acoplada con

la hidrolisis de ATP

2.2.4 Enzimas de organismos marinos.

La mayoria de las enzimas de organismos marinos se encuentran también en las formas
de vida terrestre, y tienen el mismo nombre y nimero (CE) de la Comision de Enzimas, sin
embargo, estas pueden presentar propiedades muy diferentes con respecto a la estabilidad, la
temperatura Optima, especificidad a sustrato secundario, entre otras. Estas diferencias se basan

por ejemplo en la adaptacion y en las condiciones del habitat.
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Los organismos acuaticos ocupan a menudo ambientes extremos, tales como la
profundidad océano, donde la presion es alta y la luz esta ausente, rangos de temperatura entre
-2 °C en los gradientes salinos polares hasta 103 °C en las aguas termales; rangos de salinidad
de muy baja a saturada; y fluctuaciones diarias en la disponibilidad de oxigeno. Por esta
razon, el tema de las enzimas de origen marino es de interés para el bioquimico comparativo
(Haard y Simpson, 2000).

Las enzimas obtenidas de organismos acuaticos estan directamente relacionadas con el
crecimiento de estos y fundamentalmente con la composicién del tejido, el valor nutritivo y
las caracteristicas comestibles de los alimentos marinos. Factores intraespecificos como la
edad biolGgica, dieta, calidad de agua y temperatura del hébitat, influencian la composicion,
durabilidad postmortem y las caracteristicas comestibles.

2.2.5 Enzimas del pepino de mar.

Las principales enzimas antioxidantes encontradas en estos organismos incluyen
superperoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutationperoxidasa, y glutation reductasa (GR),
ademas de la glutation transferasa que tiene un papel muy importante en la desintoxicacion
(Dolmatova y col., 2004).

En el caso del musculo del pepino de mar se encuentra una proteina que ha causado
controversias entre los cientificos debido a su posicion especial en el estudio de la evolucion:
la enzima arginina quinasa (AK). Esta proteina juega un papel esencial en el metabolismo
celular controlando los niveles de ATP en la célula para el requerimiento fluctuante de

energia, como es el caso de las células de los mdsculos y nervios.

La AK se aisla del musculo longitudinal del pepino de mar, en particular se ha estudiado
de la especie Stichopus japonicus y se vio que se trata de una arginina quinasa dimérica que
tiene una estructura muy similar a las isoenzimas de los vertebrados: la creatina quinasa (CK),
pero es absolutamente especifica para la arginina como los AK’s de los moluscos y
artropodos. Estas enzimas de origen independiente constituyen una aparicion inusual en la

evolucion de las proteinas (Guo y col., 2004; Goo y col., 2003; Suzuki y col., 1999).
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En los tejidos y fluidos de muchos seres vivos se encuentran muchas clases de
proteinas, entre ellas destacan varios tipos de proteinas pertenecientes a la familia de las
lectinas. Las lectinas son un grupo de proteinas que reconocen estructuras de carbohidratos
especificos y aglutinan varias células por medio de un enlace glicoconjugado a la superficie
celular. Los animales producen una gran variedad de lectinas, muchos de las cuales estan

relacionadas con fendmenos de reconocimiento celular.

Se han aislado y caracterizado varias lectinas tipo C de muchos invertebrados marinos,
entre ellos el pepino de mar. Hay muchos reportes pero en pocas especies, entre ellas destaca
la Cucumaria echinata, de esta especie se han extraido cuatro lectinas que son dependientes
del Ca*™y se han nombrado de la siguiente manera: CEL I, CEL 11, CEL Ill, CEL IV. Dentro
de este grupo de lectinas la CEL Il (47.5 kDa) es la Unica que muestra actividad hemolitica
asi como citotoxica (Himeshima y col., 1994; Hatakeyama y col., 1994, 2002; Matsubara y
col., 2007; Oday col., 1997).

La caracterizacion de proteinas extraidas del tubulo de Cuvier de la especie Holothuria
forskali ha mostrado que este 6rgano estd compuesto basicamente de diez proteinas que tienen
basicamente la misma composicion de aminoacidos (DeMoor y col., 2003; Endean, 1957).
Los estudios de la caracterizacién bioquimica del material adhesivo de los tubulos de Cuvier
son importantes debido a que dentro de las aplicaciones se podria utilizar esta caracteristica
adhesiva en medicina y para construcciones bajo el agua (Strausberg y Link, 1990; Taylor y
White, 1997). Casi no se sabe nada acerca de como se produce la adhesividad de los tubulos
de Cuvier, pero al menos se sabe que se debe parcialmente a la presencia de las proteinas
(DeMoor y col., 2003; Endean, 1957).

Las proteinas encontradas en los fluidos también han sido estudiadas en pocas especies
de pepino de mar aunque en las Gltimas décadas se han estudiado profundamente las células
de la hemolinfa y del liquido celomico de muchos invertebrados marinos, estas células son
funcionalmente analogas a los inmunocitos de los vertebrados. El estudio de estos fluidos es
muy importante ya que permite entender la evolucion del sistema inmune, ademas la
utilizacion de estas células sirve para la preparacion de drogas nuevas asi como para el

biomonitoreo ecoldgico (Dolmatova y col., 2004).
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2.3 Proteasas.

2.3.1 Definicidn.

Las proteasas son enzimas que escinden los enlaces peptidicos de las proteinas. En otras
palabras, las enzimas proteliticas (comunmente llamadas proteasas) pertenecen al grupo de las
hidrolasas, ya que catalizan la degradacion de otras proteinas hidrolizando los enlaces
peptidicos con diferentes grados de intensidad y de selectividad. Un enlace peptidico es la
unién que se realiza entre el grupo carboxilo de una aminoacido con el grupo amino de otro,

con la consecuente eliminacién de una molécula de agua (Rao y col., 1998).

Existe una amplia diversidad de fuentes de proteasas, éstas pueden obtenerse a partir de
animales, plantas y microorganismos (principalmente bacterias y hongos). Las proteasas de
origen animal incluyen la tripsina pancréatica, quimotripsina, pepsina y renina, y son
extraidas generalmente del ganado por lo que su produccion depende de la disponibilidad del
ganado para su sacrificio (Rao y col., 1998).

2.3.2 Clasificacion de las proteasas.

Las proteasas se pueden clasificar en base a diferentes criterios: por el tipo de reaccion
que catalizan, la naturaleza quimica del sitio catalitico, y el pH éptimo al cual se lleva a cabo

la reaccion con el sustrato.

Dependiendo de la naturaleza del sitio sobre el cual actan las proteasas, éstas se
clasifican en endopeptidasas y exopeptidasas. Las endopeptidasas (tripsina y quimotripsina)
son aquellas enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos internos de una proteina dando
como resultado cadenas de péptidos y las exopeptidasas actian sobre enlaces terminales de
una proteina, basandose su sitio de accion sobre el nitrégeno libre terminal de la cadena
polipeptidica (aminopeptidasas) 6 sobre el carbonilo terminal (carboxipeptidasas), dando

como resultado aminoécidos libres (Rao y col., 1998).
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Basado en el grupo funcional presente en el sitio activo, las proteasas se pueden
clasificar en cuatro grupos: serin proteasas, aspartil proteasas, cistein proteasas Yy
metaloproteasas (Whitaker, 1994; Rao y col., 1998).

Finalmente, de acuerdo al pH en el que las enzimas presentan la mayor actividad, las
proteasas se pueden clasificar en: proteasas alcalinas (pH 8 a 13), neutras y acidas (pH 2 a 6).
Las serin proteasas se encuentran en la clasificacion de proteasas alcalinas; entre las proteasas
neutras se encuentran las cistein proteasas, metaloproteasas y algunas serin proteasas; y dentro
de las proteasas acidas se encuentran las aspartil proteasas y algunas cistein proteasas y

metaloproteasas (Sandhya y col., 2005).

2.3.3 Proteasas de organismos marinos.

Las proteasas digestivas de origen marino se han convertido en uno de los principales
objetos de estudio debido a su importancia en las aplicaciones industriales asi como por sus
propiedades bioquimicas. Actualmente, las investigaciones sobre la actividad de proteasas de
diferentes especies marinas han sido realizadas para el desarrollo de dietas efectivas para la

crianza intensiva de estas especies y para el entendimiento de sus capacidades digestivas.

Al igual que las proteasas de plantas, animales y microorganismos, las proteasas
digestivas de los animales marinos tienen accion hidrolitica, y catalizan la escision de
enlaces peptidicos con la participacion de moléculas de agua como reactivos. En términos de
la industria alimentaria actual (y en otras aplicaciones industriales), las proteasas son el mas

importante y mas utilizado grupo de enzimas.

Las proteasas industriales son en su mayoria de microorganismos, y en menor medida
de plantas y origen animal. Hasta ahora, hay un uso muy limitado de proteasas marinas por la
industria. Las razones, incluyen la relativa escasez de informacion basica sobre estas
enzimas. Sin embargo, los animales marinos comprenden varios miles de diversas especies

gue subsisten en condiciones de habitats diferentes (Hultin, 1980).
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En los Gltimos afios una serie de estudios se han realizado para caracterizar las enzimas
digestivas de los organismos acuticos, que son Uutiles tanto para determinar los plazos
maximos de almacenamiento, evitando la autolisis, y desarrollar aplicaciones préacticas para
proteasas digestivas en la fisiologia, bioquimica y ciencias de la alimentacion (Garcia, 1992,
Haard, 1992 y Jiang y col., 1991). En la acuicultura, esto puede ayudar a la seleccion de

ingredientes que deben incluirse en una dieta (Lan y Pan, 1993).

2.3.3.1 Caracteristicas generales de proteasas de organismos marinos.

La literatura demuestra ampliamente que algunas proteasas digestivas de animales
marinos son catalizadores mas eficientes a baja temperatura de reaccién, mas termolabiles, o
con capacidad superior a desnaturalizar sustratos proteicos nativos. En la Tabla 4 se muestra
la comparacién de las propiedades cinéticas, termodinamicas y fisicas de algunas proteasas

digestivas de animales marinos contra mamiferos terrestres.

Tabla 4. Comparacion algunas propiedades cinéticas, termodindmicas y fisicas de proteasas

digestivas de animales terrestres y marinos (Haard, 1998; Haard y Simpson, 2000).

Biological Mol. wt. pH Temperature K,/
Enzyme Source  temperature (°C) (kDa) optimum optimum (°C) (mM) Vm“
Acid proteinases
Pepsin Atlantic cod 0-5 355 35 40 0.05
Capelin (-1)-4 23.0;27.0 3.7.2.5 38:43
Greenland cod (-2)-2 36.4 35 30 0.86
Polar cod (-1.5)-2 40.0; 42.0 2.0 37 0.06: 1.33  31:556
Sardine 10 33.0; 37.0 2.0;4.0 40; 55
Porcine 37 32.0-35.0 2.0 47 0.04
Chymosin 33.8:44.0  2.2-35
Gastricin(ogens) Hake 32.3;33.9 3.0
Serine proteinases
Trypsin Atlantic cod 0-5 24.2;24.8 7.5-8.0 40 1.42 0.25
Capelin (-1)-4 28.0 7.5-8.0 45 0.73; 1.38
Cunner >5.0 24.0 8.5 45 0.73 0.18
Greenland cod (-2)-2 23.5 15 35 1.67 0.21
Mullet 15 24.0 8.0 55 0.49 400
Sardine 10 22.9-289 100 45
Bovine 37 23.0 8.2 45 1.02 0.03
Chymotrypsin Atlantic cod 0-5 26.0 7.8 52 0.14:0.20 207: 214
Doglish 7.0;8.0 3.5;0.27
Rainbow trout 15 28.2-28.8 9.0 55 0.04; 0.02 2.24,2.52
Bovine 37 7.2 57 0.053 0.85
Elastase Atlantic cod 0-5 28.0 7.5-9.0 43 1.96 385
Porcine 37 7.5-9.0 58 2.42 11.0
Thiol proteinase
Cathepsin B Mussel 21.0 3.045
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En general, algunas de las caracteristicas de las proteasas de organismos marinos son (Haard,
2000):

e Mayor eficiencia catalitica a bajas temperaturas de reaccion. Puede ser utilizado
para procesar los alimentos a baja temperatura reduciendo costos de energia y la
destruccion de componentes termolabiles esenciales de los alimentos.

e Baja termoestabilidad. Permitiria su inactivacion en tratamientos térmicos leves.

e Estructuras flexibles.

e Estabilidad al frio.

e Actividad/Estabilidad catalitica de pH neutro a alcalino.

e Respuesta diferente a inhibidores especificos.

e Sensibilidad a la presion.

e Capacidad de hidrolisis de sustratos proteicos nativos. Puede ser ventajoso en la
fabricacion de zumo de fruta, para la inactivacién de las enzimas enddgenas
indeseables tales como polifenoles oxidasas (PPO) o pectina metil-esterasa (PME).

e Sensibilidad a pH &cido o alcalino, sales, urea, detergentes, etc.

2.3.3.2 Uso industrial de las proteasas marinas.

2.3.3.2.1 Aplicaciones en la industria de alimentos.
(Haard, 2000)

e Mejoramiento de las caracteristicas de textura de los cereales y productos
horneados.

e Mejoramiento del proceso de secado.

e Mejoramiento de la calidad de los productos de huevo, carne fresca, la
recuperacion de proteinas y péptidos a partir de huesos, hidrolizados de las
proteinas de la sangre.

e Reduccion de viscosidad.

e Se utilizan para hacer cuajo en queseras / maduracion de queso.
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2.3.3.2.2 Aplicaciones biomédicas.
(Haard, 2000)

e Para reducir la inflamacién de los tejidos.
e Disolver coagulos de sangre.

e Promover la cicatrizacion de heridas.

e Activar las hormonas.

e Diagnosticar candidiasis.

e Ayuda o facilita la digestion.
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2.4 Histologia.

2.4.1 Definicion.

De acuerdo con la traduccion literal, la palabra histologia significa “el estudio del
tejido” y se refiere al analisis de la composicion microscopica y la respectiva funcion del
material biolégico. Las primeras investigaciones histoldgicas fueron posibles a partir del afio
1600, cuando se incorporo el recientemente inventado microscopio a los estudios anatomicos.
Marcello Malpighi es el fundador de la histologia y su nombre ain esta ligado a varias

estructuras histologicas.

La histologia explica las interrelaciones entre las células, los tejidos y la estructura y la
composicion molecular de los érganos. Existen 4 tejidos fundamentales: tejido epitelial, tejido

conjuntivo, tejido muscular y tejido nervioso (Geneser, 2002).

2.4.2 Métodos histolégicos.

En general, los métodos histoldgicos se clasifican en dos grupos: los que se basan en la
observacion directa de células y tejidos vivos, y los que analizan material muerto o

inanimado.

En todos los casos se comienza con el andlisis microscopico, de importancia
fundamental para todos los métodos histoldgicos. EI microscopio es el instrumento mas
importante en la histologia. Sobre la base del microscopio dptico comun se han desarrollado
varios microscopios especiales, cada uno de los cuales presenta ventajas y limitaciones
especificas. Algunos microscopios utilizados son el de campo oscuro, de contraste de fase, de
fluorescencia, de barrido confocal, de luz ultravioleta, microscopio electronico de transmision

y de barrido, difraccién de rayos X, entre otros.
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En el estudio de células y tejidos se utiliza con mayor frecuencia el tejido muerto, que
se mantiene mediante acciones quimicas inmediatamente después de extraido y entonces se
corta en secciones muy delgadas, denominadas cortes histoldgicos. Después de la tincion con
distintos colorantes se observan los cortes con el microscopio éptico, dado que el mayor

contraste entre los componentes tisulares permite diferenciarlos (Geneser, 2002).

2.4.3 Preparacion de tejidos para microscopia optica.

2.4.3.1 Fijacion.

La fijacion tiene la finalidad de evitar que se deforme y degenere la estructura de las
células y tejidos y se endurezcan los tejidos blandos. Gran parte de esto se atribuye al hecho

de que coagulan proteinas que abundan en las células (Guzman, 1999).

Las células se matan con la fijacién, para detener los procesos celulares dindmicos con
la mayor rapidez posible y mantener la estructura con las minimas modificaciones posibles.
Esto se logra con la insolubilizacion de los componentes estructurales de la célula y la
formacion de enlaces cruzados, por la accion de distintos agentes quimicos, los fijadores. En
el proceso de fijacion se estabilizan las proteinas, por que los fijadores favorecen la formacion
de enlaces cruzados entre las moléculas proteicas. De esta manera se mantienen todas las
relaciones entre las estructuras como en la célula viva. Las proteinas solubles se unen a las

estructurales y se transforman asi en insolubles.

La fijacion también produce la inactivacion de algunas de las enzimas celulares, las
cuales de otro modo iniciarian la auto-digestion o autolisis y conducirian a la degeneracion
post mortem. Ademas se eliminan algunas bacterias y otros microorganismos que podrian
destruir el tejido (Geneser, 2002).
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2.4.3.2 Inclusion y corte.

El tejido fijado se corta en secciones delgadas, que permiten el paso de la luz. La
mayoria de los preparados para microscopia oOptica tienen un espesor de alrededor de 5-10
pum, para lo que se requiere un micrétomo, instrumento para cortar. Para obtener la
consistencia necesaria para poder cortar secciones tan delgadas es necesario incluir antes el
tejido en un material que le confiera suficiente dureza. Las sustancias adecuadas para este fin,
los medios de inclusidn, son tipos de cera insolubles en agua, por lo general se utiliza parafina
(Geneser, 2002).

La inclusion es la operacién mediante la cual se hace penetrar en el tejido deshidratado
un material solidificable semejante a la consistencia del tejido facilitando la ejecucion de
cortes finos ya que se conserva la posicion original de cada uno de los elementos que integran
los tejidos. Este procedimiento implica la deshidratacion, aclaracion, infiltracion y colado de
bloques (Estrada y col., 1982).

La deshidratacion se hace de forma gradual, se pasa el tejido fijado por una serie de
soluciones acuosas de etanol en concentraciones crecientes, hasta llegar a alcohol absoluto. El
tejido se sumerge entonces en un liquido miscible en etanol y parafina, generalmente xileno,
debido a que el alcohol no es un solvente de la parafina, a esta fase se le llama aclaramiento.
En el aclaramiento se utiliza el xilol en cambios sucesivos, hasta substituir el alcohol por
xilol. Se continta con la infiltracion donde se coloca el tejido en parafina liquida para que
penetre en él disolviendo el xileno. Por Gltimo esta el colado de bloques, donde al enfriar la
parafina, se solidifica y forma junto con el tejido incluido un bloque so6lido del que se

obtendran los cortes histoldgicos (Estrada y col., 1982).
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2.4.3.3 Coloracion.

La mayoria de los colorantes histologicos se utilizan en solucién acuosa, por lo que los
cortes incluidos en parafina deben ser desparafinados, mediante un tratamiento con xileno, y
rehidratados. Por lo cual se pasan por concentraciones descendentes de alcohol hasta agua
(Estrada y col., 1982).

La mayor parte de los métodos de tincidn histoldgicos se desarrollaron en funcién de su
capacidad para tefiir selectivamente los distintos componentes tisulares. La tincion tiene como
objetivo que las estructuras celulares y tisulares queden contrastadas y de esta forma se
facilite la identificacion. EI método de tincion mas utilizado es la combinacion de
hematoxilina y eosina (H-E), que tifie los componentes nucleares de azul violaceo, mientras
que casi todas las estructuras citoplasmaticas adquieren una tonalidad rosada. Con la técnica
de Hematoxilina-Eosina nos situamos en el aspecto del tejido, y se pueden observar
estructuras como: nucleo, citoplasma, forma y extension de las células, limites celulares,

substancias producidas por las células y los limites que tienen los tejidos.

Después de la tincion, por lo general se deshidrata y se aclara nuevamente la muestra
del tejido y entonces se monta, es decir, se cubre con una gota de medio de montaje

transparente y se coloca un cubre objeto para proteger el preparado (Geneser, 2002).

2.5 Electroforesis.

La electroforesis es un método analitico semipreparativo en el que es posible separar
biomoléculas en dependencia de su carga, peso molecular y estructura tridimensional bajo la
accion de un campo eléctrico. Fue empleado por primera vez por Tiselius en el afio 1937
(Garcia-Pérez, 2000).

Los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad, poder de resolucion y versatilidad

y sirven como método de separacion de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y

otras biomoléculas. Se pueden conocer también las caracteristicas acido-basicas de las
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proteinas presentes en un extracto crudo, y es Util para determinar otros parametros como peso

molecular, punto isoeléctrico y nimero de cadenas polipeptidicas de las proteinas.

La poliacrilamida es un soporte empleado frecuentemente en la electroforesis en gel, es
quimicamente inerte, de propiedades uniformes, capaz de ser preparado de forma rapida y
reproducible, forma geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua,
relativamente no ionicos y que permiten buena visualizacion de las bandas durante tiempo

prolongado.

Hay muchos factores que desempefian una funcion importante en la separacion
electroforética como son: pH, fuerza idnica, temperatura, gradiente de potencial, tiempo de
corrida (corridas muy cortas impiden que las muestras avancen el espacio necesario para su
correcta separacion, pero también se ha probado que tiempos de corrida cortos minimizan la
dispersion de la muestra y el ensanchamiento de la banda), concentraciones de arcrilamida y
de bisacrilamida. La uniformidad de la temperatura a través del gel mientras ocurre la corrida
electroforética generalmente elimina el efecto de la deformacion de las bandas en forma de

“sonrisa” (Garcia-Pérez, 2000).

El sistema de electroforesis a emplear depende de los objetivos a alcanzar, los méas
empleados son gel uniforme y tampdén homogéneo, y gel y tampon heterogéneo. La principal
desventaja del primero, es que la resolucién es menor porgue no hay efecto concentrador en la
primera parte de la corrida. En el sistema discontinuo o heterogéneo se varian el poro del gel
y los iones del tampon, por lo que se puede concentrar la muestra (Sheer y col., 1990). En la
actualidad es comun que la electroforesis discontinua se realice con 2 tipos de geles, un gel
concentrador (de poros grandes) y un gel separador (de poros pequefios). Esto se fundamenta
en que los constituyentes ionicos de las soluciones tampones utilizadas en ambos geles son

iguales, pero el pH de éstas y del tampdn de corrida empleado en los electrodos es diferente.
La separacion ocurre en el gel separador, donde la migracién esta determinada por la

carga y el tamafio molecular de las particulas. Encima de este gel se sitGa el gel concentrador,

generalmente de una menor altura (1/3 del gel separador), en el que la muestra se concentra en
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una zona muy estrecha; lo que determina la separacion en bandas finas en el gel separador y

produce un alto poder de resolucion (Garcia-Pérez, 2000).

2.5.1 Electroforesis Desnaturalizante SDS-PAGE 1D.

La electroforesis con dodecilsulfato de sodio (SDS) es un excelente método para
identificar y monitorear las proteinas durante un proceso de purificacion; también se emplea
para la determinacion del peso molecular de las subunidades de proteinas. En general, el SDS-
PAGE se emplea para estimar el peso molecular de las proteinas comparandose con un

patron.

El SDS desnaturaliza por completo las proteinas y rompe las interacciones no
covalentes que determinan la estructura terciaria y cuaternaria. Los grupos alifaticos dodecil
se colocan en el interior, mientras que los grupos sulfato en la superficie y todos los
complejos SDS-proteina toman carga neta negativa (que excede la carga intrinseca de las
cadenas de aminoacidos).

El complejo SDS-proteina tiene forma de varilla con un diametro aproximado de 18 A 'y
una longitud proporcional al peso molecular de la cadena polipeptidica. El tratamiento
concomitante con un agente reductor de puentes bisulfuro, como el beta mercaptoetanol ([3-
ME) o el DTT desnaturaliza las proteinas y las rompe en las subunidades que la componen.
Por lo que el complejo SDS-proteina tiene generalmente mayor densidad de carga y menor

tamarfio que las proteinas nativas.

2.5.2 Tincién en electroforesis.

Las proteinas coloreadas naturales como la mioglobina, hemoglobina, ferritina y
citocromo C, pueden ser observadas directamente en los geles, sin embargo la visualizacion
de la mayoria de las proteinas requiere el uso de colorantes. Los colorantes organicos fueron
los que se emplearon primero para tefiir proteinas en los geles de electroforesis. Un ejemplo

de estos colorantes son el bromofenol azul y el azul de Coomassie.
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Existen diferentes tipos de tincion, entre ellos la tincion con plata. Switzer y
colaboradores presentaron la tincion con plata en 1979, una técnica que hoy en dia constituye
una herramienta muy sensible para la visualizacién de proteinas con un nivel de deteccion
hasta de 0.3 a 10 ng (Switzer y col., 1979). Tiene la caracteristica de producir generalmente
coloraciones carmelita o negro, sin embargo algunas proteinas tienen colores caracteristicos
como las lipoproteinas que tienden a colorearse de azul y algunas glicoproteinas que aparecen
amarillas, carmelitas o rojas. Este efecto cromatico se ha demostrado que esta dado por la
difraccién de la luz en la plata, ya que la deteccidn de la proteina depende de la union de los
iones de plata con las cadenas laterales de los aminoacidos de las proteinas, principalmente
los grupos sulfhidrilo y carboxilo (Switzer y col., 1979; Oakley y col., 1980; Merril y col.,
1981, 1986), seguido de la reduccion a plata metalica (Rabilloud, 1990, 1999).

La tincion con Coomassie puede emplearse para la determinacion de proteinas cuando
estas son abundantes, pero no para la determinacion de pureza de proteinas trazas. Esta
tincion requiere un medio acido para la generacion de la atraccién electrostatica entre las
moléculas del colorante y los grupos amino de las proteinas. La atraccion idnica es a través de
las fuerzas de Van Der Walls, que une a las proteinas y al colorante formando un complejo.

Esta union es totalmente reversible en condiciones apropiadas (Garcia-Pérez, 2000).

2.5.3 Conservacion de geles de electroforesis.

Notsu K. y Shiratori M. (1997), reportaron sumergir el gel después de la electroforesis
en una solucién de sacaridos, azlcares, alcoholes de mas de 4 carbonos y polimeros solubles
en agua; después se introduce éste entre 2 filmes de celofan transparentes y semipermeables
colocado en forma de sandwich a ambos lados del gel o en uno y en el otro una lamina
plastica. De esta forma los componentes acuosos del gel son reemplazados por los de la
solucion. Esto permite que el gel se seque, sin causar su ruptura, deformacion, pérdida de la
transparencia y sin necesidad de emplear calor o presion reducida ni ningun aparato especial.
Se recomienda el empleo de un poliol como el glicerol como agente «hUmedo» cuya funcion
es ademas de actuar como un agente de restriccion de la difusién, impide que el gel se seque

por la evaporacion durante la conservacion, lo que evita su ruptura (Garcia-Pérez, 2000).
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2.5.4 Estimacion de peso molecular.

El peso molecular (PM) de las proteinas puede determinarse en electroforesis al
comparar las movilidades electroforéticas de varios marcadores de peso molecular conocido.
Existen patrones (mezclas de proteinas de peso molecular conocido que se tifien
uniformemente) de varios rangos de peso molecular por lo que se debe aplicar el que abarque
el peso molecular esperado para la proteina que se quiere determinar. Estos patrones deben ser

tratados de manera similar a las muestras.

Para completar el estudio de peso molecular de proteinas, se ha reportado el analisis por
espectrometria de masa por ionizacion en electroatomizacion (ESI-MS) para proveer de una
determinacion exacta del peso molecular de proteinas aisladas y no resueltas por SDS-PAGE
(Garcia-Pérez, 2000).

2.6 Determinacion de concentracion de proteina.

El reactivo de biuret detecta la presencia de proteinas, péptidos cortos y otros
compuestos con dos 0 mas enlaces peptidicos en muestras de composicion desconocida. Es un
método colorimétrico que permite determinar la concentracién de proteinas de una muestra
mediante espectroscopia ultravioleta-visible a una longitud de onda de 540 nm (para detectar

el ion Cu).

La reaccién debe su nombre al biuret, una molécula formada a partir de dos de urea
(Figura 8).
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Figura 8. Reactivo de biuret. Figura 9. Complejo de coordinacion.
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El reactivo de Biuret contiene sulfato cuprico (CuSO,) en solucion acuosa alcalina
(gracias a la presencia de NaOH o KOH). La reaccion se basa en la formacién de un
compuesto de color violeta, debido a la formacion de un complejo de coordinacion entre los
iones Cu*" y los pares de electrones no compartidos del nitrégeno que forma parte de los

enlaces peptidicos (Figura 9).

2.7 Zimografia.

La zimografia o zimograma es una técnica electroforética que permite observar la
actividad de las enzimas. Se realiza con geles de poliacrilamida y a diferencia de las
electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se trata de utilizar
condiciones suaves, no desnaturalizantes (sin agentes reductores), para evitar la pérdida de

actividad de las enzimas estudiadas.
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3. ANTECEDENTES.

3.1 Estudios histoldgicos del pepino de mar.

Existen pocos estudios de los tejidos de los pepinos de mar, solo algunas especies han
sido analizadas como Holothuria leucospilota, H. forskali, y H. glaberrima, H. spinifera,
entre otras, y la mayoria de esos estudios histologicos se han enfocado principalmente a
aspectos como regeneracion celular, reproduccién, enfermedades 6 sindromes, y tubulos de

Cuvier.

En el 2007, San Miguel y Garcia, utilizaron la tincion con azul de toluidina para el
analisis de la dermis, los musculos circulares y longitudinales, y el epitelio celomico de H.
glaberrima. Como alternativa, emplearon marcadores fluorescentes para destacar los tejidos
de interés (Figura 10) que fueron claramente identificados. Ademas, fueron capaces de
analizar los cambios que se produjeron en las células y tejidos durante el proceso de
cicatrizacion (4 semanas) utilizando la tincion con azul de toluidina, inmuohistoquimica y
faloidina. Concluyeron que H. glaberrima emplea mecanismos celulares analogos durante la

cicatrizacion de heridas y la regeneracién de érganos.

Otro estudio en el cual se utilizaron técnicas histologicas, especificamente la tincidén con
hematoxilina y eosina (HE), fue el realizado por Howaida y col. (2004), donde se analizo el
indice gonadal, morfologia de tabulos e histologia de las gbnadas, para evaluar los estados de
madurez del pepino de mar Actinopyga mauritiana. Se basaron en estudios previos de Sewell,
1992; Tuwo y Conand, 1992; Hamel y col., 1993; y Ramofafia y col., 2001; y se determinaron
cuatro etapas de madurez: la etapa | - prematura o de recuperacion; la etapa Il -maduracion,

etapa Il - madura y la etapa IV - postdesove (Figura 11).
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Los resultados de estos investigadores indicaron, entre otras conclusiones, que A.
mauritiana tiene un ciclo reproductivo anual en el Mar Rojo, que la gametogénesis ocurre en
sincronia en ambos sexos, el periodo de actividad reproductiva Optima es entre primavera y

verano, y que el sexo sélo puede ser identificado por medio de histologia.

wA"‘h‘ b J{oamm@\ Ar,

Figura 10. Organizacion de los tejidos del cuerpo de Holothuria glaberrima. Secciones
longitudinales de la pared del cuerpo. (A) Tincién con azul de toluidina e (B)
inmunofluorescencia indirecta con rodamina y faloidina (rojo) y anticuerpo monoclonal para
el colageno del holothurido (HgCol, verde). BL-lamina basal del epitelio celomico, CB-banda
de colageno, CE-epitelio celomico, CM-musculo circular, D-dermis, incluyendo el tejido
conectivo laxo (ICT) y denso (dCT), LM-musculo longitudinal, M-mérulas.

Barra de escala = 300 pm.
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Figura 11. Etapas microscopicas del desarrollo de las gonadas femenina y masculina,
respectivamente, de Actinopyga mauritiana: (A) Etapa I; (B) Etapa II; (C) Etapa Ill; (D)
Etapa IV. g: pared gonadal; o: ovocitos maduros; ph: fagocitos; po: ovocitos previtelogenico;
sp: espermatogeénesis; s: espermatozoides maduros. Barra de escala = 100pum.
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Por otro lado, la rapida expansion e intensificacion de la acuicultura de pepino de mar
ha dado lugar a la aparicion de diversas enfermedades que causan graves pérdidas
econdémicas, lo que puede convertirse en uno de los factores limitantes en el desarrollo
sostenible de esta industria.

Por lo anterior se han realizado estudios epidemiolégicos que han mostrado que los
sindromes de la descomposicion, Ulceras en el estbmago en la etapa de auricularia y autolisis
de los pepinos jovenes, son causadas por agentes bacterianos, mientras que la ulceracion de la
piel, la erosion de la epidermis y edema del cuerpo, son provocados por diversos patégenos
como bacterias, hongos y parésitos durante el cultivo al aire libre. En muchos de estos
estudios epidemiologicos se ha utilizado el analisis histopatologico. Por ejemplo, Wang y col.,
en el 2004, aislaron diferentes microorganismos causantes de enfermedades 6 sindromes del
pepino de mar Apostichopus japonicus e hicieron un analisis histopatoldgico utilizando la
tincion Hematoxilina-Eosina. Reportaron la presencia de 2 bacterias denominadas LB-1y LB-
2 que causan el sindrome “Rotting edges” (pudrimiento de bordes) en la etapa larvaria
(Figura 12).

Figura 12. Tincion H-E en larva de un pepino de mar con el sindrome “rotting edges”
(pudrimiento de bordes). Los bordes se observan en puarpura oscuro. Las células afectadas
muestran necrosis y se arrojan fuera de los tejidos.

También, detectaron en el tejido muscular (Figura 13) hifas de hongos y esporas, lo que
llevo a la conclusion de que el hongo puede invadir la pared del cuerpo y crecer

profundamente en los tejidos.
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Figura 13. Esporas de hongos en el tejido muscular (flecha) de un pepino de mar.

Asi mismo, en secciones histologicas del arbol respiratorio mostraron la presencia de un

gran numero de protozoos que dafiaron el tejido epitelial (Figura 14).

Figura 14. Secciones histoldgicas del arbol respiratorio de un pepino de mar con protozoos.
Muestra un gran nimero de protozoos.

Las observaciones histolégicas también demostraron que pueden existir gran cantidad
de gusanos en zonas lesionadas de los tejidos de pepino de mar. Los gusanos ocuparon un
gran espacio dentro de los tejidos y causaron la necrosis y la dispersion del musculo (Figura
15).
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Figura 15. Secciones histoldgicas de piel de un pepino de mar infestada con platelmintes.
Muestra la infestacion de gusanos del Phylum Platyhelminthes (flechas) en el tejido muscular.
(Tincion H-E, 1000 x).

En resumen, pudieron observar que entre los agentes patdgenos, las bacterias son el
agente etioldégico méas importante, mientras que los parasitos y los hongos son considerados

como agentes secundarios.

Por otra parte, los tubulos de Cuvier expulsados por los pepinos de mar, poseen gran
adhesividad y fuerza de alta resistencia que permite enredar e inmovilizar a los depredadores
potenciales. Esto ha sido estudiado por varios cientificos con el objetivo de dilucidar los
mecanismos bioldgicos de los pepinos de mar y darle una aplicacién préctica a este material

adhesivo.

Pruebas histoquimicas realizadas a los tabulos de Cuvier de las especies Holothuria
leucospilota (Endean, 1957) y Holothuria forskali (Vanden y Jangoux, 1987) indican que el
material encerrado en los granulos secretorios de las células adhesivas del epitelio exterior
(mesotelio) tiende a ser proteinico.
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DeMoor y col., en el 2003, basados en lo reportado por Vanden y Endean, realizaron

estudios de histologia (Figura 16) y localizacion inmunocitoquimica de los componentes de
los tubulos de Cuvier de H. forskali.
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Figura 16. Histologia de tubulos de Cuvier de Holothuria forskali. A: Seccion longitudinal de
la pared de un tubulo fijado en liquido de Bouin y tefiido con azul de Alcian-hemalumbre de
Mayer-floxina. IC-interior de la capa de tejido conectivo (epitelio interno); L-luz; M-
mesotelio; ML-capa muscular; OC-capa externa de tejido conjuntivo.
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3.2 Caracterizacion de proteasas del pepino de mar.

Existen pocos estudios reportados sobre la caracterizacion de las proteasas presentes en
los diferentes 6rganos de los pepinos de mar.

Entre las pocas especies estudiadas esta el Stichopus japonicus, las enzimas crudas
extraidas de su tracto digestivo muestran una gran actividad caseinolitica y acida. A un pH
acido de 2.0 y 5.0 se encuentran proteasas con actividad similar a las pepsinas y también

tienen actividad proteolitica alcalina a pH de 8.0 y 13.5.

Tanto para la proteasa acida de pH 2.0 como la alcalina de pH 13.5 se mostrd gran
resistencia a la desnaturalizacion por temperatura. Mientras que las proteasas de pH de 5.0 y
8.0 mostraron ser mas sensibles a la temperatura. Por otro lado se caracterizaron estas
enzimas con inhibidores, estos estudios sugieren que también se encuentra una serin proteasa
probablemente una colagenasa que se encuentra en el tracto digestivo. Esta enzima mostro
una actividad similar a las actividades de las tripsinas y crimotripsinas, en un rango de pH de
7.0 a 10.0 con poca estabilidad térmica (Yoshinaka y col., 1986; Roy y col., 1996). Otra
enzima identificada en el tracto digestivo, es una metaloproteasa con pH 6ptimo de 13.5, peso
molecular de 20.6 kDa y con gran estabilidad térmica. En el rango de pH de 8.0 a 13.5 se
encontraron tres proteasas de pesos moleculares de 20.6, 39.1, 114.1 kDa (Fu y col., 2005).

DeMoor y col., 2003, estudiaron el origen celular y la composicion del material
adhesivo de los tubulos de Cuvier de Holothuria forskali. Estos investigadores determinaron
que se compone de 60 % proteinas y 40 % carbohidratos, una composicién Unica entre las
secreciones de material adhesivo de invertebrados marinos. Ademas, el andlisis
electroforético reveld que la fraccidn soluble de este material, contiene cerca de 10 proteinas
con pesos moleculares aparentes que van desde 17 hasta 220 kDa y de composiciones
similares de aminoacidos, ricos en glicina (16-22%) y residuos acidos (19-22%).
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Lo anterior fue contrastado con las pruebas histoquimicas realizadas por Endean (1957)
donde se estudiaron los tubulos de Cuvier de H. leucospilota, y se indico que el material
encerrado en los granulos secretorios de las células granulares estaba compuesto mayormente
de tirosina y residuos basicos (lisina, histidina, y arginina). Por lo que se concluyd que se
sugiere la presencia de otras proteinas en la fraccion insoluble del material adhesivo de los

tubulos de Cuvier de los pepinos de mar.

Asi mismo, se ha estudiado la influencia que tienen diferentes reactivos en la tenacidad
de los tabulos de Cuvier de H. forskali dando como resultado sistematico que la adhesividad
se ve reducida por varias enzimas proteoliticas (Zahn y col., 1973; Muller vy col., 1972). Entre
ellas, las méas potentes son, en orden decreciente, carboxipeptidasa A, quimotripsina, y
tripsina, demostrando la presencia de residuos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano)

y residuos basicos (lisina y la arginina).
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4. JUSTIFICACION.

El pepino de mar es una especie rica en principios activos que podrian ser utilizados
eficientemente en el tratamiento de enfermedades y en el desarrollo de nuevos productos
alimentarios y farmacéuticos Ademas, la actividad de las proteasas extraidas de organismos
marinos es considerablemente alta y poseen caracteristicas particulares que pueden ser

aprovechadas eficientemente en la industria.

Debido a que el pepino de mar es un recurso potencial poco explotado para beneficio
nacional, aunque seriamente amenazado que se exporta de forma ilegal, es necesario aportar
informacidn relevante sobre las posibilidades de utilizacion de algunos principios activos de
estos organismos, especificamente, Isostichopus fuscus y Holothuria impatiens (Figura 17),

para incentivar su proteccion y produccion.

Demostrando las caracteristicas sui generis de las proteasas presentes en estas especies
y su relacion con determinados tejidos, se contribuira al conocimiento basico de la actividad

y funcion de estas enzimas, esperando sentar las bases para posteriores estudios estructurales.

Figura 17. Pepino café, Isostichopus fuscus y Pepino cuello de botella, Holothuria impatiens.
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5. HIPOTESIS.

Se cree que en algunas zonas anatomicas de los pepino de mar Isostichopus fuscus y
Holothuria impatiens, principalmente donde se encuentra el tracto digestivo, existe una gran

cantidad de enzimas con alta actividad proteolitica.

6. OBJETIVOS.

6.1 Objetivo General.

Identificar y caracterizar las proteasas presentes en diferentes partes anatémicas u
organos de los pepinos de mar Isostichopus fuscus y Holothuria impatiens por medios

histoldgicos y enzimoldgicos.

6.2 Objetivos Especificos.

- Caracterizar varias regiones anatomicas u érganos del pepino de mar por métodos
histoldgicos.

- Obtener un extracto enzimatico primario de diferentes partes anatémicas u érganos del
pepino de mar.

- Determinar la actividad enzimatica de las proteasas a diferentes pH.

- Estimar los pesos moleculares de las proteasas por medio de electroforesis.

- Detectar la actividad proteolitica y la posible presencia de otras enzimas por medio de

zimografia.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Obtencion de materia prima.

Los pepinos de mar Isostichopus fuscus (Ludwig, 1875) y Holothuria impatiens
(Forskaal, 1775) se obtuvieron del Mar de Cortés, en las costas de Sonora, en el sitio conocido
como Guano (28° 42" 48.60” N, 112° 17" 22.81” W), al este de la isla Datil y al sur de la isla
Tiburén (Figura 18). Se colectaron especimenes adultos de entre 5 y 7 afios de edad
aproximadamente de 27 a 30 cm de largo (Reyes, 1997) a profundidades que oscilaron entre
los 3y 15 m (entre las 12 y 16 horas). La recoleccién y gestion de permisos de la misma
corrié a cargo de investigadores del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD) A.C., Hermosillo, Sonora, particularmente del laboratorio de la Dra. Belinda Vallejo,
con quienes se tuvo una amplia colaboracion. Se utilizaron 6 pepinos de mar, 5 ejemplares de

I. fuscus y 1 de H. impatiens.

Isla
Tiburén

Figura 18. Mapa de las islas Tiburdn y Datil, frente a las costas de Sonora.

Los pepinos de mar se encontraron mayormente posados sobre un arrecife que inicia a
los 2 - 3 m de profundidad, dentro de cuevas y algunos menos en parches de arena. La especie
I. fuscus fue la mas abundante. En la parte mas somera del arrecife se encontraron abundantes
parches de sargazo (Sargassum sp.) y por toda la pared rocosa habia parches de coral y arena.
Los gorgonidos (Gorgonacea) o corales corneos, son abundantes y a partir de los 10 m se
encontro coral negro (Antipathes galapagensis).
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7.2 Obtencion de tejidos del pepino de mar.

Los pepinos de mar (l. fuscus y H. impatiens) fueron cortados por el eje anteroposterior
para extraer cuidadosamente sus organos (Figura 19). En algunos casos no presentaron
completos sus drganos debido a una evisceracion previa causada por estrés, lo que es comun

en estos organismos (Ginger y col., 2001).

Anterior

Posterior

Figura 19. Corte en el eje anteroposterior y extraccion de 6rganos del pepino de mar. I.
fuscus.

Se tomaron las siguientes partes anatdmicas y 6rganos del pepino de mar para su
analisis: podios de la cavidad oral o tentaculos (Figura 20), estructuras internas, arbol
respiratorio, tracto digestivo (Figura 21) y diferentes regiones de la piel (Figura 22) (anterior

ventral y dorsal; media ventral y dorsal; posterior ventral y dorsal; y piel externa e interna).

Figura 20. Podios de la cavidad oral o tentaculos de I. fuscus.
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Anterior Posterior

Figura 21. Arbol respiratorio (AR), tracto digestivo (TD), estructuras internas (EI) de I.
fuscus.

Ventral

Anterior

Posterior

Dorsal

Figura 22. Diferentes regiones de la piel de I. fuscus.

Ademas, se extrajeron las mandibulas (Figura 23) y se tomaron muestras de las
espiculas (Caso, 1961) de los pepinos para tener el antecedente de la familia y especie a la que

pertenecen.

Figura 23. Mandibulas de I. fuscus y H. impatiens.
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7.3 Histologia.

Una vez obtenidas las muestras de los diferentes tejidos de los pepinos de mar, se llevd
a cabo el siguiente protocolo para obtener una preparacion histologica y hacer el analisis en el

microscopio optico.

7.3.1 Fijacion de tejidos.

Se colocaron las muestras de los tejidos en recipientes de vidrio (bien cerrados) con una

solucion fijadora de alcohol al 70% durante 24 horas para su correcta fijacion.

7.3.2 Preparacion y etiquetado de muestras.

Las muestras fijadas de los tejidos de interés se colocaron en cassettes para histologia
Histosette (Leica Biosystems, Nussloch, Alemania) (Figura 24), previamente etiquetados.
Para conservar los cassettes, se sumergieron en una solucion de alcohol al 70% ya que es

importante que el tejido no se seque ya que se deteriora.

Figura 24. Cassettes para histologia.

7.3.3 Inclusion: secuencia de deshidratacion, aclaracion, infiltracion y colado de bloques.

Los cassettes se colocaron en un procesador automatico de tejidos Leica, modelo TP
1020 (Leica Biosystems, Nussloch, Alemania) (Figura 25), el cual sirve para la fijacion,
deshidratacion, aclaracion y finalmente la infiltracion con parafina liquida en las muestras

histoldgicas.
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Figura 25. Procesador automatico de tejidos LEICA.

La secuencia para la inclusién y los tiempos estandarizados fueron los siguientes:

Tabla 5. Inclusion en parafina: Secuencia de Deshidratacion, Aclaracion e Infiltracion.

REACTIVO DURACION  ESTACION |
Deshidratacion

Alcohol 50% 1lh 1

Alcohol 60% 1h 2

Alcohol 70% 1lh 3

Alcohol 80% 1lh 4

Alcohol 96% 1h 5

Alcohol absoluto 1h 6
Aclaracion

Alcohol absoluto-Xileno 30 min 8

Xileno 40 min 9
Infiltracion

Parafina-Xileno 15 min 10

Parafina | 1lh 11

Parafina Il 1lh 12

* Datos técnicos importantes del Procesador automatico de tejidos Leica.
- Volumen minimo y maximo de cada contenedor: 1.2 - 1.5 L.
- Cesta porta muestras con capacidad maxima de 80 cassettes.

Concluida la inclusién en parafina, se continué con el colado de bloques en un incluidor
Leica modelo EG1140C (Figura 26), donde cada tejido incluido se coloc6 en un molde, con
ayuda de pinzas de punta plana, de modo que el tejido qued6 en direccion del corte requerido,
ya sea de forma longitudinal o transversal, se llend con parafina liquida, previamente

calentada a 65-70 °C y se colocé encima la tapa del cassette histosette.
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Finalmente, se enfrié a 4 °C en un solidificador Leica modelo EG1140H (Figura 27).
Cuando se endurecid la parafina se desprendié el blogue del molde y se conservé en un lugar

fresco hasta ser cortado en el microtomo.

Figura 26. Incluidor LEICA.

Figura 27. Solidificador LEICA.

7.3.4 Cortes histoldgicos en microtomo.

Se utilizo un micrétomo rotatorio Microm, modelo HM 315 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Walldorf, Alemania) (Figura 28), el cual es un instrumento de alta eficiencia para
técnicas en parafina en estudios de laboratorio. Los cortes realizados fueron de entre 7 a 12
um de grosor colocandose en portaobjetos. La finalidad es obtener cortes lo suficientemente
delgados para que puedan ser atravesados por la luz para ser observados y analizados en el

microscopio optico una vez tefiidos.
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El procedimiento detallado fue el siguiente:

Preparar el microtomo a 10 ° de corte.

4

Colocar el bloque de parafina (en el que se encuentra el
tejido) bien frio en el microtomo y alinearlo con la navaja.

!

Realizar un corte grueso para emparejar
el bloque de parafina.

2

Obtener cortes histologicos de 7 a
12 um de espesor.

$

Extenderlos en un bafio de agua destilada
caliente (50 °C) con un poco de grenetina.

¥

Colocarlos en portaobjetos limpios
(lavados previamente con alcohol 70 %).

2

Secarlos a temperatura ambiente.

* Datos técnicos importantes del
Microtomo Microm HM 315:

-Corta secciones en un rango de 0.5 pm a
60 pm.
-Rango de temperatura: -20 °C a 50 °C.

Figura 28. Micrétomo rotatorio
MICROM.
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7.3.5 Desparafinacion de cortes y tincion Hematoxilina-Eosina.

Los cortes se secaron en la estufa a 58 °C durante 1 hora para adherir el tejido al
portaobjetos y se sumergieron en los siguientes reactivos respetando rigurosamente los

tiempos estandarizados marcados en la Tabla 6.

Tabla 6. Secuencia y tiempos para la desparafinacion y tincion con Hematoxilina-Eosina.

REACTIVO DURACION

Desparafinacion
Xileno | 2.5 min
Xileno 11 2.5 min
Alcohol absoluto | 2.5 min
Alcohol absoluto 11 2.5 min
Alcohol 96% | 2.5 min
Alcohol 96% 11 2.5 min
Alcohol 70% 5 min
Agua destilada 5 min
Tincion Hematoxilina-Eosina
Hematoxilina *10 min
Alcohol &cido (alcohol 96%, HCI 1%) 5 a 10 sumergidas.
Agua corriente 2 min
Agua amoniacal 2-33
Agua destilada 10 min
Alcohol 80% 2 min
Eosina *5 min
Alcohol 96% | 2.5 min
Alcohol 96% 11 2.5 min
Alcohol absoluto | 2.5 min
Alcohol absoluto 11 2.5 min
Alcohol-Xileno 2.5 min
Xileno | 2.5 min
Xileno 11 2.5 min

* Los tiempos fueron adecuados a los tejidos del pepino de mar.

Una vez teflidos los cortes, se montaron en resina sintética disuelta en xileno, se
cubrieron con cubreobjetos cuidando que no quedaran burbujas sobre el corte histoldgico y se

dejaron secar a temperatura ambiente durante un minimo de 5 horas.
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7.3.6 Observacion en microscopio optico y seleccion de fotografias.

Finalmente, los cortes histoldgicos tefiidos se observaron en un microscopio éptico con
camara digital acoplada marca Leica, utilizando objetivos de 10x, 40x, y 63X, asi como un
acercamiento de 1.4. Posteriormente, fueron seleccionadas las fotografias mas representativas
de cada parte anatdmica u organo estudiado de los pepinos de mar. Se utilizo el programa

Adobe Photoshop CS4 para tener mayor calidad de imagen en las fotografias seleccionadas.

7.4 Enzimologia.

7.4.1 Obtencién del extracto enzimatico.

Se colocaron 10 g de muestra de cada una de las partes anatdmicas u drganos
mencionados (pag. 62) en 20 mL de amortiguador de fosfatos de sodio 20 mM, pH 7, a 4 °C,
posteriormente se homogenizaron y se centrifugaron a 4,000 rpm. durante 30 minutos en una
centrifuga Eppendorf modelo 5810 R con un rotor F-34-6-38 (Eppendorf International,
Hamburgo, Alemania). Por ultimo, se decant6 el sobrenadante y fue utilizado en las
determinaciones de actividad proteolitica y concentracion de proteina (Garcia-Barrientos,
2001).

7.4.2 Preparacion de sustratos.

7.4.2.1 Preparacion de hemoglobina al 1%o.

El método de hemoglobina para la estimacion de proteasas se basa en que la
hemoglobina desnaturalizada es digerida bajo condiciones estandar por las enzimas
proteoliticas, mientras que la hemoglobina no digerida es precipitada con &cido
tricloroacético, la cantidad de proteina no precipitada son los productos los cuales son una
medida de la cantidad de proteasas presentes (Anson, 1938). La hemoglobina, a diferencia de
la caseina y la gelatina, es un sustrato reproducible. Aldn cuando los péptidos estan presentes

al adicionar proteasas, la formacion de productos no precipitables por acido tricloroacético es
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mejor que con las proteasas solas. Los métodos de hemoglobina se han descrito para pepsina,

tripsina, papaina, y catepsina (Anson, 1938).

En este estudio, el sustrato de hemoglobina se prepard de acuerdo a la técnica de Anson
(1938) descrita por Ouali y Valin (1980). La hemoglobina, se preparé en una solucion de
acido borico 0.025 M, acido fosforico 0.025 M y acido acético 0.25 M, ajustado a un pH de 4,
la mezcla se calenté y agitd en un bafio maria por 20 minutos a 60 °C. Posteriormente, se dejo
enfriar y se almacen6 a 4 °C.

7.4.2.2 Preparacion de caseina al 1%o.

La actividad proteasa alcalina se determind siguiendo el método de Kunitz (1947). Se
prepar6 caseina al 1% de acuerdo a la técnica de Kunitz reportada por Yamaguchi y col.,
(1983) en un amortiguador de fosfatos 20 mM (fosfato de sodio dibasico y fosfato de sodio
monobasico), pH 7, calentdndose a 60 °C con agitacion por 20 minutos. A continuacion se
dejo enfriar a temperatura ambiente y se almacené a 4 °C.

7.4.3 Determinacion de concentracion de proteina.

Para determinar la concentracién de proteina de cada uno de los 6rganos estudiados se
agregd 1 mL de extracto enzimatico a 3 mL de reactivo de biuret, se dejo reaccionar 20
minutos en la oscuridad y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en un
espectrofotdmetro Beckman DU-650. Se utiliz6 una curva patron de albumina de bovino para
la determinacién de concentracion de proteina donde la ecuacion de la recta fue y = 0.059 x;
R* = 0.989.

7.4.4 Determinacion de actividad proteolitica y actividad especifica.
Se determind la actividad proteolitica enddgena de las proteasas de las siguientes partes

anatomicas u 6rganos: podios de la cavidad oral o tentaculos (Figura 20), estructuras internas,

arbol respiratorio, tracto digestivo (Figura 21) y diferentes regiones de la piel (Figura 22)
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(anterior ventral y dorsal; media ventral y dorsal; posterior ventral y dorsal; y piel externa e

interna).

Se clasificaron las proteasas de acuerdo al pH de actividad en acidas y basicas,
determinandose por los métodos de Anson y Kunitz, respectivamente.
La caseina precipita a un pH de 4.44 a 5.77, siendo su pH de 6.50-6.85 (Park y col., 2007),
por lo que se decidio realizar las pruebas de actividad enzimatica con hemoglobina para pH de
2-5'y caseina para pH de 6-10.

Se obtuvieron los extractos enzimaticos bajo condiciones no desnaturalizantes,
considerando una relacion de 1:2, tejido:bufer de fosfatos 20 mM, pH 7. Se colocaron 250 pL
de extracto y 1 mL del sustrato correspondiente, se incubaron durante 10 minutos a 37 °C. La
reaccion se detuvo con 200 pL de &cido tricloroacético al 50 %, el cual precipita tanto al
sustrato sin degradar como a la enzima, mientras que los péptidos resultantes de la proteolisis
se mantienen estables en la solucion (Anson, 1938). Posteriormente, se centrifugé durante 10
minutos a 2,000 rpm. en una microcentrifuga Bio-Rad modelo 14K (Bio-Rad Laboratories
Inc., California, USA) y se midid la absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de

280 nm en un espectrofotdmetro Beckman DU-650 (Fullerton, California).

La actividad proteolitica se definié6 como Unidad de Actividad Protedlitica (UAP) por
mL de extracto enzimatico, mediante la ecuacion: Actividad proteolitica = UAP/mL
(Yamaguchi y col, 1983). Donde UAP se define como la cantidad de enzima que produce un
cambio de 0.001 en la absorbancia 6 densidad éptica a 280 nm por minuto bajo las

condiciones mencionadas anteriormente. Por lo tanto:

UAP = [Abs,gonm™dilucion]/[(0.001)(tiempo de reaccion en min.)]

Los resultados fueron reportados en actividad especifica definida como Unidad de

Actividad Protedlitica por mg de proteina soluble (UAP/mg).
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7.4.5 Analisis de los pesos moleculares de las enzimas de los extractos.

Para determinar el peso molecular aparente de las enzimas se realizaron electroforesis
bajo condiciones desnaturalizantes, y para seguir el proceso de separacion relacionado con la
actividad enzimatica se realizaron electroforesis bajo condiciones no desnaturalizantes

acoplada a una técnica de zimografia (Garcia-Barrientos, 2001).

Las muestras de extractos fueron evaluadas electroforéticamente de acuerdo al método
descrito por Laemmli (1970). Se realizaron electroforesis (desnaturalizantes y no
desnaturalizantes) discontinuas con geles de poliacrilamida, 12 % para el gel de separacién y
4 % para el gel de concentracion. El equipo utilizado fue un Mini-Protean 1ll de Bio-Rad
(Reichmond, California), empleando un marcador Sigma VII-L (14-70 kDa) de mediano peso

molecular.

7.4.5.1 Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE 1D.

Para este fin se emplearon geles unidimensionales de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) bajo condiciones desnaturalizantes. Por ende, se prepararon las

siguientes soluciones:

A) Acrilamida/bis (30 % T, 2.67 % C).

B) Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8.

C) Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8.

D) Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 %.

E) Amortiguador muestra: SDS al 10 %, mercaptoetanol al 5 %, azul de bromofenol al
0.05 %, glicerol al 10 % y Tris-HCI 0.5M, pH 6.8.

F) Amortiguador de corrida pH 8.3: Tris base al 1.5 %, glicina al 0.7 % y SDS al 0.5 %.

G) Solucién tefiidora: Azul de Coomassie R-250 al 0.1 %, metanol al 40 % y acido
acético al 10 %.

H) Solucion destefiidora: metanol al 40 % y acido acético al 10 %.
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Una vez preparadas las soluciones correspondientes, se trataron las muestras de cada
una de las partes anatomicas u organos estudiados. En cada caso, se agregé 250 pL de
extracto enzimético a 750 pL de amortiguador muestra y se colocé en bafio maria con
ebullicion durante 1 minuto. Posteriormente se preparo el gel de separacién Tris 0.375 M, pH

8.8 y el gel de concentracion Tris 0.125 M, pH 6.8 como se indica en la Tabla 7.

Tabla 7. Composicon de los geles de separacidn y concentracién para electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE).

GEL DE GEL DE
SEPARACION CONCENTRACION
Agua destilada 3.35 mL 6.1 mL
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 25mL e
05M Tris-HCI,pH68 ~  ---- 2.5 mL
SDS 10% 100 pL 100 pL
Acrilamida/bis 4.0 mL 1.3mL
Persulfato de amonio 10% 100 pL 100 pL
TEMED 50 pL 50 pL

Una vez listos los geles se siguid la siguiente metodologia:

Se inyectaron 15 pL de las muestras y 10 pL de marcador en los
carriles.

Se adiciond el amortiguador de corrida dentro de la
camara de electroforesis y se sometio a las siguientes
condiciones: 200 v ctes., 500 mMAy 4 + 1 °C.
(duracion de 1 h aproximadamente)

L )

Se tifié con la solucién tefiidora en agitacion lenta durante 30
minutos.

L 2

Se destifio 3 horas con la solucién destefiidora.

L

Se leyeron los geles en un analizador de imagenes Geldoc 2000
(BioRad, California) para estimar los pesos moleculares de las proteinas
(Claeys y col., 1995).
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7.4.5.2 Electroforesis no desnaturalizante PAGE 1D.

En la electroforesis no desnaturalizante se separan las proteinas en su estado nativo
(Garcia, 2000). La metodologia para llevar a cabo esta electroforesis fue muy similar a la
mencionada anteriormente con ligeras modificaciones. Se prepararon las soluciones
anteriores, excepto el dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 %, ademas, el amortiguador
muestra se prepar6 sin B-mercaptoetanol y SDS. Una vez listas las soluciones, se prepararon
las muestras colocando 250 pL de extracto enzimatico y 750 puL de amortiguador muestra y
sin tratamiento térmico. EIl gel de separacion Tris 0.375 M, pH 8.8 y el gel de concentracién
Tris 0.125 M, pH 6.8, se prepararon sin SDS y se continto con el mismo procedimiento pero
con las siguientes condiciones de corrida: corriente constante de 30 mA, voltaje 200 v y
temperatura de 4 + 1 °C. La duracion de la corrida fue de aproximadamente 3 horas.

7.4.6 Deteccion de actividad proteolitica.

Para realizar los zimogramas, se realizaron electroforesis no desnaturalizantes (Garcia-
Barrientos, 2001); al término de ésta, se sumergieron los geles de poliacrilamida en una
solucion de caseina al 2 % en amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, durante 1 hora a 4 °C.
Después, se incubaron por 2 horas a 37 °C, se enjuagaron con agua destilada y se colocaron 2
horas méas en la solucion tefiidora azul de Coomasie R-250 al 0.1 % con agitacion lenta.
Finalmente, se destifieron con la solucion destefiidora (40 % metanol / 10 % Acido acético)

hasta que se observaron claramente las bandas de proteinas.
7.4.7 Deteccion de proteasas traza.
Para la deteccion de proteasas en concentraciones de ng se llevé a cabo la tincidn con plata

siguiendo la técnica reportada por Neuhoff y col. (1988). Se prepararon las siguientes
soluciones (Anexo 16):
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1) Solucion fijadora.

2)  Solucion de tiosulfato.

3) Solucion de impregnacion.
4)  Solucion desarrolladora.
5) Acido citrico 2.3 M.

Posteriormente, se realizo el siguiente procedimiento:

Se sumergieron los geles en la solucion fijadora
durante 10 minutos con agitacion.

3

Se enjuagaron 5 minutos con agua
desionizada en 2 ocasiones.

!

Se colocaron en la solucidn de tiosulfato
de sodio durante 1 minuto con agitacion.

¥

Se enjuagaron 20 segundos con agua
desionizada, en 2 ocasiones.

L 2

Se sumergieron en la solucion de impregnacion
durante 10 minutos con agitacion.

b 2

Se enjuagaron con agua desionizada 2 veces (20
segundos en cada ocasion).

!

Se sumergieron en la solucion desarrolladora y se agregaron 2 gotas de
formaldehido, agitdndose hasta que se observaron las bandas sin
dificultad.

Se detuvo la reaccion con un poco de acido
citrico.
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7.4.8 Disefio experimental y analisis estadistico.

Se analizaron por separado las actividades enziméticas de Isostichopus fuscus y
Holothuria impatiens para cada pH (2-10). Las muestras se asignaron en un disefio totalmente
al azar. Para cada especie y pH, la fuente de variacion fue la regién anatébmica u 6rgano
estudiado, y la variable de respuesta la actividad especifica expresada como Unidades de

Actividad Proteolitica (UAP) por mg de proteina.

Los resultados se sujetaron a analisis de Varianza y a comparacion multiple de Duncan
(Anexo 17) empleando el paquete estadistico NCSS (Number Cruncher Statistical System)
(Fuy col., 2005).

Todos los analisis cuantitativos se llevaron a cabo por triplicado y los resultados fueron

expresados como la media + desviacidn estandar (DE) de las determinaciones.
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

8.1 Histologia.

El analisis histologico de las dos especies estudiadas permitié caracterizar la piel de la
region anterior, media y posterior, asi como los tentaculos 6 podios de la porcion oral y

estructuras internas como el tracto digestivo y arbol respiratorio.

8.1.1 Piel de pepino de mar.

La piel de los holoturidos mostrd diferentes capas a través del cuerpo: epitelios
dérmicos y una densa capa de tejido conectivo entre otras, este ultimo, también llamado tejido

conjuntivo el cual se encarga de la unién y soporte (Herrera, 1994; Cowden, 1968).

En los cortes histologicos de Isostichopus fuscus, se observaron agregados celulares
Ilamados cuerpos cafés con funciones digestivas (CD) alrededor de células dafadas, de
material extrafio o posibles agentes patégenos nombrados “inclusiones” en este trabajo
(Figura 29). El analisis histoldgico de la piel en Holothuria impatiens, fue analogo (Figuras
30,31y 32).

8.1.2 Tentaculos 6 podios de la cavidad oral del pepino de mar.

Los organismos estudiados se alimentan generalmente del fondo o alimento suspendido,
las bacterias y diatomeas constituyen su principal alimento. Las papilas de los tentaculos
presentan diferentes tipos de células, algunas de ellas en el tejido conectivo, otras en formas
vesiculares 0 en agregados de varias inclusiones (Figura 33). Las inclusiones observadas en
los tentaculos orales también presentan formas ovoides y esféricas, que eventualmente
podrian tratarse de formas parasitas enquistadas. En las dos especies se observaron éstas
inclusiones, ademas de células con aparente actividad digestiva y granulos secretorios (Figura
33). En 1. fuscus se encontraron restos alimenticios como algas. Se sabe que se alimentan de

algas o microalgas como Rhodomonas y Dunaliella (Calva, 2002).
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Figura 29. Secciones histoldgicas de la piel de Isostichopus fuscus. En A, agregado de células
con actividad digestiva (CD) visualizadas en coloracion café obscuro, 100X, y en B, un
acercamiento del agregado mostrando los granulos secretorios (CD), 400X. En C, imagen de
la piel con abundante tejido conjuntivo (TC) y células con actividad digestiva, 630X. En D,
presencia de una inclusion (IN) con tincién baséfila, 400X, donde se aprecia un tono azul

violaceo en el centro que indica los componentes nucleares. Tincién H-E.
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Figura 30. Secciones histoldgicas de la piel anterior dorsal de Holothuria impatiens. En A,
imagen de la piel media dorsal con células digestivas (CD) en las orillas de lo que puede ser
un canal hemal, 100X. En B, imagen de la piel con abundante tejido conjuntivo (TC),
agregados de células digestivas en coloracion café e inclusién (IN) con tincién basdéfila, 100X,
en C, un acercamiento de un agregado de células digestivas e inclusiones, 400X, y en D, un

acercamiento de una inclusion rodeada de granulos secretorios (CD), 1000X. Tincion H-E.
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Figura 31. Secciones histoldgicas de la piel interna y externa de Holothuria impatiens. Ay B,
son imagenes de la piel interna que presentan agregados de células digestivas (CD) en
coloracion café obscuro, 100X. En C, imagen de la piel externa que muestra una vesicula
digestiva (VE) en coloracion café inmersa en tejido conjuntivo (TC) e inclusiones (IN) con
tincién basofila, 100X, y en D, un acercamiento donde se aprecian células digestivas e
inclusiones, 400X. En E, otro aspecto de la piel externa con presencia de una vesicula
digestiva e inclusion dentro del tejido conjuntivo, 400X, y en F, un acercamiento de la
inclusion rodeada de granulos secretorios en coloracién café, se aprecian los componentes
nucleares de la inclusién en tono azul violaceo. 1000X. Tincion H-E.
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Figura 32. Secciones histoldgicas de la piel ventral de Holothuria impatiens. En A, imagen de
la piel ventral con presencia de inclusiones (IN) con tincién baséfila y bandas musculares,
100X, y en B, un acercamiento de éstas inclusiones, 400X, donde se puede apreciar con

claridad el ntcleo en azul violaceo. Tincion H-E.
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Figura 33. Secciones histologicas de tentaculos del pepino de mar. Isostichopus fuscus. En A,
visualizacion de epitelio de una region digestiva (ERD), 100X. Holothuria impatiens. En B 'y
C presencia de inclusiones (IN) con tincion basofila en tejido conjuntivo (TC), 400X.
Isostichopus fuscus. En D, inclusién inmersa en tejido conjuntivo, 630X. En E presencia de
un agregado de inclusiones (IN) con tincion basofila en tejido conjuntivo, 630X. En F,
posibles restos alimenticios (RA), 630X. Tincion H-E.
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8.1.3 Tracto digestivo del pepino de mar.

En el canal alimentario se observaron restos de alimento, diferentes grupos celulares
que podrian corresponder a células celémicas. Ademas se identificaron los tdbulos intestinales
y lo que aparenta ser un parasito del tipo de platelmintos en I. fuscus con aparente actividad
digestiva (Figura 34). La presencia de estos organismos es muy comun dado a la relacion de
los pepinos con el substrato y también ha sido reportado por otros autores (Wang y col.,
2004).

También, en las dos especies de pepino de mar se observd la presencia de células con

actividad digestiva y granulos secretorios, asi como las inclusiones mencionadas

anteriormente en tejido conjuntivo (Figuras 34 y 35).
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Figura 34. Secciones histolégicas del tracto digestivo de Isostichopus fuscus. En A y B,
porcién del intestino con presencia de células digestivas (CD) visualizadas en coloracion café
en forma de granulos, 400X. En C, presencia de posibles hemocitos (HE), 400X. En D,
tubulos intestinales (TI), 400X, y en E, un acercamiento del tubo intestinal y las células
digestivas en coloracion café, 630X. En F, la presencia de un parasito (PA) con tincion
basdfila, 400X. Tincion H-E.
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Figura 35. Secciones histolégicas del tracto digestivo de Holothuria impatiens. En A, porcion
del intestino con presencia de células digestivas (CD) y tabulos intestinales (T1), 100X, y en
B, un acercamiento de las células con actividad digestiva mostrando secreciones en coloracién
café, 400X. En C, presencia de actividad digestiva visualizada en coloracion café (CD), 100X,
y en D, un acercamiento de los granulos secretorios (CD), 400X. En E, visualizacion de una

inclusion con tincidn basofila en tejido conjuntivo, 1000X, Tincién H-E.
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8.1.4 Estructuras internas del pepino de mar.

En las estructuras internas de I. fuscus se observé la presencia de agregados de células
con actividad digestiva con aparentes granulos secretorios e inclusiones (Figura 36), que
sugieren la accion de defensa de hemocitos contra agentes externos al organismo (Wang,
2007) con uno de sus mecanismos de defensa llamado formacion de nddulos el cual se
caracteriza por la fagocitosis y la subsecuente encapsulacion de material extrafio (Anton y
Salazar, 2009).

En estudios anteriores las pruebas histoquimicas realizadas en los tibulos de Cuvier de
H. leucospilota y H. forskali revel6 que el material encerrado en los granulos secretorios de
las células adhesivas del epitelio exterior (mesotelio) tiende a ser proteinico (Vanden vy col.,
1987; Endean, 1957).

8.1.5 Arbol respiratorio del pepino de mar.

Los arboles respiratorios en los pepinos de mar, son estructuras internas accesorias al
intestino y al sistema hemal. En el arbol respiratorio de I. fuscus se observo una zona densa de
granulos secretorios indicando la actividad digestiva de las células. Ademas se aprecid que
estas zonas con células digestivas se caracterizaban por una gran cantidad de inclusiones

presentes, las cuales muestran claramente el ndcleo y citoplasma (Figura 37).
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Figura 36. Secciones histologicas de estructuras internas de Isostichopus fuscus. En A, B, C
y D presencia de agregados de células con actividad digestiva en coloracion café (CD) e
inclusiones (IN) con tincion basofila. En B y D, acercamientos de los granulos secretorios
(CD) y las inclusiones, de Ay C (Ay C, 100X, B, 400X, y D, 1000X). Tincion H-E.
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Figura 37. Secciones histolégicas del arbol respiratorio de Isostichopus fuscus. En A (100X),
B y C presencia de agregados de células digestivas (CD) e inclusiones (IN) con tincidn
basofila. En B, acercamiento de las inclusiones y granulos secretorios (CD) en coloracion
café, 400X, y en C, acercamiento de una inclusion donde se aprecia en el centro un tono azul
violaceo que indica los componentes nucleares e indicando las estructuras citoplasmaticas,
1000X. Tincién H-E.
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La caracterizacion histologica de los 6rganos de los pepinos de mar Isostichopus fuscus
y Holothuria impatiens, permitio identificar diferentes estructuras tisulares, lo que contribuye

a ampliar el conocimiento basico sobre estas especies.

En este trabajo se pudo identificar en todas las regiones estudiadas gran cantidad de
tejido conjuntivo; agregados de células con actividad digestiva las cuales se visualizan en
coloracion café (Estrada, 1982) y los epitelios de estas regiones digestivas; y un tipo de
inclusiones con tincion basofila inmersas en tejido conjuntivo, aisladas o en agregados, que
sugieren la accion de defensa de hemocitos contra agentes externos al organismo (Wang,
2007).

También se observaron los tabulos intestinales, residuos de alimento en los tentaculos y
la presencia de un parasito en el tracto digestivo de I. fuscus como lo reportado por Wang y
col. (2004). Dentro de este contexto, Barel y Kramer (1977), reportaron que en el tracto
digestivo y arbol respiratorio de los pepinos de mar suelen vivir protozoos. Mientras que
Jangoux en 1990, reporté en una revision que mas de un tercio de los parasitos de
equinodermos viven sobre 6 dentro de los holotdridos y que las partes principales del cuerpo

que sufren las infestaciones son el sistema digestivo y el celoma.

Por otro lado, los podios o tentaculos, tabulos internos, tubo respiratorio y la piel dorsal
fueron los tejidos observados al microscopio que presentaron una evidente cantidad de

agregados cafés con actividad digestiva, gracias a la tincion con Hematoxilina-Eosina.

La presencia de enzimas con actividad proteolitica en diversas partes del cuerpo del
pepino de mar sugiere que estos organismos marinos requieren de una capacidad digestiva
alterna a su sistema digestivo establecido, ya que como es sabido, los holoturoideos tienden a
eviscerar sus organos como respuesta al estrés o los expulsan autbnomamente como método
de defensa contra sus depredadores (Calva, 2002). Es decir, que en el tiempo que sus 6rganos
son regenerados, aproximadamente de 3 a 4 semanas (San Miguel y Garcia, 2007), los
pepinos de mar posiblemente pueden utilizar los tentaculos de la cavidad oral para llevar a

cabo la mayor parte de su digestion.
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Sin embargo, es necesario realizar en el futuro pruebas histoguimicas con técnicas

especificas para identificar con mayor precision la presencia de proteasas.

Los resultados obtenidos anteriormente por medio de técnicas histologicas, fueron
esencialmente cualitativos. Posteriormente se complementé el estudio de la identificacion de
proteasas de los pepinos de mar, I. fuscus y H. impatiens, con la caracterizacion enzimoldgica
de éstas, integrando a la parte histologica resultados cuantitativos de actividad especifica,

concentracion de proteina y pesos moleculares estimados de las proteasas.
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8.2 Enzimologia.

8.2.1 Determinacion de la concentracion de proteina.

La determinacién de concentracion de proteina nos permite conocer la cantidad
necesaria para la preparacion de muestras en los estudios de estimacion de peso molecular por
medio de técnicas electroforéticas ya que si inyectamos muestras con alta concentracion de
proteina, las bandas en los geles de electroforesis no se apreciaran bien debido a que se
obtienen bandas demasiado gruesas (Garcia-Pérez, 2000). La concentracion de las muestras a
usar depende de su heterogeneidad. Las bandas, especialmente de proteinas pequefias, son
mas anchas en el sistema homogéneo que en el heterogéneo, efecto que se compensa con la

mayor pendiente de este Gltimo (Schéagger y col., 1987).

En este estudio se utilizaron mezclas complejas de proteinas. Este tipo de mezclas se
pueden preparar a una concentracion de 5-10 mg/mL, por lo tanto, se pueden inyectar de 5-15
pL de las muestras en los carriles del gel de electroforesis (Lomonte y col., 1996), esto
tomando en cuenta que Y es de extracto enzimatico y ¥ de amortiguador muestra, por lo tanto
corresponderia por ejemplo de 6-37 pg de proteina soluble. Por consiguiente, los resultados
de concentracion de proteina permitieron determinar el volumen de inyeccién en los carriles

de los geles de electroforesis.

Los resultados (Figura 38) mostraron que las partes anatomicas u drganos de
Isostichopus fuscus que tuvieron las mayores concentraciones de proteina (mayor a 5.5
mg/mL) estadisticamente significativas (Tabla 8), fueron: los tlbulos internos, podios, la piel
dorsal e interna. Sin embargo, en el caso de Holothuria impatiens (Tabla 8), no hubo
diferencia significativa entre las medias de los valores de concentracion obtenidos segun el
analisis de varianza (ANOVA).

Por otro lado, los resultados de concentracion obtenidos son muy similares a lo
reportado por X. Fu y col., en el 2004, donde se obtuvo una concentracion de 6.91 mg/mL
para el tracto digestivo de Stichopus japonicus. En este estudio, especificamente en el tracto

digestivo de 1. fuscus y H. impatiens, se encontraron concentraciones de proteina de 4.74
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mg/mL y 3.14 mg/mL, respectivamente, siendo estas mas bajas que las reportadas en la

bibliografia.

Ademaés, los valores de concentracién de proteina nos permiten conocer la actividad
proteolitica expresada en miligramos de proteina soluble del extracto enzimatico (UAP/mg) y
comparar los valores obtenidos con los datos reportados anteriormente por X. Fu y col. en el
2005, donde se determin la actividad proteolitica del extracto crudo del tracto digestivo de

Stichopus japonicus.

La actividad enzimatica es afectada por la temperatura, el pH, la concentracion de la
propia enzima y del sustrato y otros factores fisico-quimicos, por lo que es importante conocer

la concentracion de proteina existente en cada érgano o parte anatomica del pepino de mar.

Piel 3 dorsal
Piel 3 ventral
Piel 2 dorsal

Piel 2 ventral

Piel 1 dorsal
Piel 1 ventral

Piel interna

Piel externa
Tubulos internos _
Tubo respiratorio .. — — —

Tracto digestivo

Podios

H Holothuria impatiens ~ ® Isostichopus fuscus

Figura 38. Concentracion de proteina (mg/mL) de las partes anatémicas u 6rganos estudiados de |.

fuscus y H. impatiens.
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Tabla 8. Concentracion de proteina (mg/mL) de partes anatomicas u érganos de I. fuscus y H.

impatiens.
Concentracion de i roteina i romedio (mg/mL) + D.E.

Parte Anatémica u Organo I. fuscus H. impatiens
Podios 6.48 + 0.26 455 +0.24

Tracto Digestivo 4.74 +0.48 3.14+0.11

Tubo Respiratorio 582+0.14 |  --m--e-mee-

Tubulos Internos 8.59 + 0.54 6.27 + 0.06
Piel Externa 4.00 + 0.06 5.46 +0.66

Piel Interna 9.86 + 1.27 5.65+0.10

Piel 1 Ventral 5.25+0.48 8.61 +3.25
Piel 1 Dorsal 10.41 + 1.66 7.02 +3.04

Piel 2 Ventral 4.91+0.48 5.47+0.18
Piel 2 Dorsal 4.23 +0.48 4.38 +0.62

Piel 3 ventral 3.51+0.06 4,17 +0.01

Piel 3 dorsal 5.81 +0.44 5.12 +0.06

*Los datos presentados son medias de determinaciones por triplicado + desviacion estandar (D.E.).
*Los valores de m&xima concentracion de proteina estan marcados en azul (p<0.001).

8.2.2 Determinacion de actividad proteolitica y actividad especifica.

En general, las partes anatomicas u érganos de los pepinos de mar estudiados tienen a
valores de pH acido baja actividad proteolitica comparada con los valores de actividad a pH
basico (Figuras 39 y 40), estos resultados reflejan lo reportado en muchos estudios donde se
ha descrito que las especies fundamentalmente carnivoras poseen mayores niveles de
actividad de proteasas acidas en comparacion con las especies omnivoras o0 herbivoras (Jonas
y col., 1983), lo que explicaria la baja actividad de la mayoria de las proteasas acidas del

pepino de mar que es herbivoro.

La estabilidad de la actividad proteolitica a pH alcalino podria ser una adaptacion de
especies que se alimentan de forma constante y por tanto ingieren grandes cantidades de agua
de mar a un pH neutro (Guillaume y Choubert, 1999).

Dentro de este contexto, se ha reportado la presencia de serin proteasas, tanto de tipo
tripsina como quimotripsina (ambas, proteasas alcalinas) en holoturidos (Fish, 1967), estas
son las enzimas proteoliticas mayoritarias que acttan en el sistema digestivo de los peces

marinos (Essed y col., 2002).
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Sin embargo, la presencia de proteasas con alta actividad a pH basico en diferentes
partes anatdmicas u 6rganos del pepino de mar no demuestra, si se trata de las serin proteasas,

tripsina y quimotripsina, implicadas en los sistemas de digestion.

Las partes anatomicas u érganos de |. fuscus que presentaron actividad proteolitica
(Figura 39) significativamente (p < 0.002) mayor, de acuerdo a la prueba de comparaciones
multiples de Duncan (Anexo 17), fueron (Tabla 9): podios a pH 2 (24.7 + 13.6 UAP/mg) y pH
de 6 a 10 (con un méaximo de 46.9 + 27.6 UAP/mg), la piel externa a pH de 2 a 4 (con un
méaximo de 68.1 + 36 UAP/mg) y pH 10 (60.8 + 35 UAP/mL), y la piel anterior ventral a pH
10 (38.9 + 25.3 UAP/mg). En el Anexo 19 se reportan los valores de actividad enzimatica

expresados en UAP/mL.

Los resultados reportados por X. Fu en el 2005, donde el tracto digestivo de Stichopus
japonicus fue caracterizado por técnicas bioquimicas y electroforéticas, mostraron con el
ensayo de digestion de caseina acida, la presencia de proteasas con actividad éptimaa pH 2y
pH 5, y proteasas alcalinas con actividad éptima a un pH de 8 y 13.5. Estos datos concuerdan
para el caso de los podios a pH 2 y 8, y piel externa a pH 2. En el caso del tracto digestivo, en
este estudio se observo alta actividad a pH acido de 2, 6, y pH basico de 8; a pesar de que éste
organo no presento actividad proteolitica significativamente mayor con respecto a los demés
organos Yy partes anatomicas estudiadas. Por otro lado, recordemos que el presente analisis se

realizd en un rango de pH de 2 a 10.

Para H. impatiens las partes anatomicas u érganos con actividad proteolitica (Figura 40)
significativamente (p < 0.02) mayor, de acuerdo a la prueba de comparaciones multiples de
Duncan (Anexo 17), fueron (Tabla 10): los podios a pH 2 (27.55 + 13.73 UAP/mg) y de 6 a
10 (con un méximo de 81.29 + 3.11 UAP/mg); la piel ventral a pH 4 (48.39 + 0.13 UAP/mg)
y pH 7 (42.68 + 5.32 UAP/mQ); vy la piel dorsal a pH 10 (42.98 + 6.65 UAP/mg). En el Anexo

19 se muestran los valores de actividad enzimatica en UAP/mL.

Nuevamente, comparando los resultados obtenidos con los resultados reportados por X.

Fu, podemos ver que para los podios, concuerda con alta actividad a pH 2, y en el caso
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particular del tracto digestivo, se obtuvo alta actividad a pH acido de 2 y 3 y a pH basico de 8
y 10.

Por lo tanto, el perfil de pH de las proteasas acidas extraidas del pepino de mar 1. fuscus
muestra alta actividad proteolitica a pH 2 para el caso de los podios, piel externa y tracto
digestivo, e incluso a pH 3-4 en la piel externa, y para H. impatiens a pH 4 en la piel ventral.
Lo que puede indicar la presencia de proteasas asparticas como la pepsina para pH 2, como se
informd en las especies de pez disco (Aleander y col., 2002), tilapia (Yamada y col., 1993),
capelan (Gildberg y Raa, 1983) y bacalao polar (Alunchalam y Haard, 1985). Essed y col.
(2002) reportaron la actividad proteasa digestiva de atun rojo Thunnus thynnus y encontraron
dos Optimos de pH para proteasas de los extractos estomacales a 2.0, sugiriendo la presencia

de proteasas asparticas.

Como se menciond anteriormente, la mayoria de los extractos enzimaticos del pepino de
mar mostraron actividades proteoliticas altas en un rango de pH alcalino de 8 a 10, por lo que
se cree la presencia de serin proteasas en base a estudios anteriores de otros organismos
marinos. Aleander y col. (2002) detectaron proteasas con actividades éptimas a pH 8 y pH de
12-13 en peces disco, sugiriendo la presencia de al menos dos de los principales grupos de
proteasas alcalinas. Alarcon y col. (1998) descubrid actividades proteoliticas optimas a pH 7'y
10 en chopa y dentdn, respectivamente. Otro informe mostr6 que la mayor actividad
proteolitica fue en el rango de pH de 8-10 en el intestino del pez dorado, trucha arco iris y
carpa comun (Hidalgo y col., 1999). Essed y col. (2002) encontraron dos éptimos de pH para
proteasas de los extractos intestinales de atun rojo a pH de 10 y 12, sugiriendo la presencia de

serin proteasas.

X. Fu (2005), también sugiere la presencia de una enzima del tipo serin proteasa en el
pepino de mar, probablemente una colagenasa (Yoshinaka y col., 1986; Roy y col., 1996;
Aoki y col., 2003). Se ha informado que las colagenasas (metaloproteasas) en el tracto
digestivo muestran al mismo tiempo actividades similares a la tripsina y quimotripsina con
una actividad maxima a pH 6.5-8.0 y débil estabilidad al calor (Yoshinaka y col., 1987;
Kristjansson y col., 1995; Zefirova y col., 1996).

1.B.1. Arisai del C. Hernandez Sdmano. 100



“Identificacion y Caracterizacion de Proteasas del Pepino de Mar”.

X. Fu y col. (2005), determinaron un maximo de actividad especifica en el tracto
digestivo de S. japonicus de 7.9 + 0.19 UAP/mg a pH 2, mientras que en este estudio se
obtuvieron valores de 20.2 + 10.8 y 52.19 + 3.33 UAP/mg para I. fuscus y H. impatiens,
respectivamente (Tabla 9). Por lo que podemos apreciar la gran diferencia entre los resultados
mencionados para H. impatiens, esto se debe en gran parte, a los valores de actividad
proteolitica obtenidos, ya que son mayores a los de la bibliografia. Posiblemente esto se deba

al tipo de especie manejada.

Asi mismo, estos investigadores reportaron alta actividad proteolitica de 13.37 + 0.08
UAP/mg a pH 8. Esto concuerda con los datos obtenidos en el presente estudio para I. fuscus,
donde el valor de actividad proteolitica del tracto digestivo a pH 8 fue de 34.9 + 19.0
UAP/mg. Sin embargo para H. impatiens se obtuvo un valor mucho mayor al reportado,
siendo este de 68.69 + 7.93 UAP/mg (Tabla 9).

Puede notarse, con base a los resultados obtenidos, que en el caso de H. impatiens no
hubo un comportamiento tan homogéneo en las actividades enziméticas determinadas como
en el caso de I. fuscus, se piensa que la diferencia en el comportamiento de actividad
enzimatica entre las dos especies de pepinos de mar puede deberse a que pertenecen a familias

distintas, Holothuriidae y Stichopodidae, respectivamente.

En particular, la alta actividad proteolitica a pH basico, en los podios puede deberse a
que posiblemente la mayor degradacién del alimento comience en la cavidad oral del pepino,
considerando que el pH del agua de mar es bésico, variando entre 7,9 y 8,1 (Hernandez-Ayon
y col., 2007) y a que posiblemente estos organismos necesitan de sistemas de digestion
alternos debido a su peculiar accién de eviscerar como respuesta al estrés o como defensa

contra sus depredadores.

Por otro lado, se observo que la piel externa y la piel ventral de los pepinos de mar,
tuvieron actividades &cidas significativamente mayores con respecto a las actividades de las
otras muestras, posiblemente por el contacto que tienen con ciertos microorganismos 6 con el
medio ya que la intensa contaminacion industrial con CO; ha producido cambios drésticos en

el pH del agua de mar (Hernandez-Ayon y col., 2007).
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Figura 39. Efecto del pH sobre la actividad especifica de extractos enzimaticos de las partes
anatémicas u érganos estudiados de I. fuscus, sobre hemoglobina (pH 2-5)
y caseina (pH 6-10).

Tabla 9. Actividad especifica (UAP/mg) a pH de 2 a 10 de las proteasas de 1. fuscus.

Actividad enzimatica promedio (UAP/mg) + D.E.
Isostichopus fuscus pH
Parte Anato
Organo 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Podios 247+136| 227+127| 88+53| 142+26| 469+27.6| 435+223| 426+24.2| 447+21.3| 39.8+20.3
Tracto Digestivo [ 202+10.8| 108+88| 135+79| 148+90| 350+175| 344+184| 349+19.0| 324+175| 338+179
Tubo Respiratorio | 19.5+106] 240+109| 175+84| 137+6.1| 265+149| 239+126| 240+121| 235+12| 24.7+125
Tabulos Internos | 15.3+7.8 147+8| 128+6.6] 130+69| 23.9+142| 249+121| 242+128| 233+124| 228+1L7
Piel Externa 448+209| 681+36| 559+42| 32.9+20| 65.7+37.3] 57.2+337| 595+31.1] 61.5+31.3] 60.8+35
Piel Interna 69+40] 85+34] 30+24] 69+40] 116+62] 119+62] 142+79] 120+68| 11.8+66
Piel 1 Ventral 187+89| 231+11| 233+12| 244+163| 365+19.3| 347+18.0| 40.8+19.3| 32.8+174| 38.9+25.3
Piel 1 Dorsal 6.0+0.8 6.3+0.4 73+05 79+03| 148+24| 144+02| 144+08| 144+030| 17.1+46
Piel 2 Ventral 106+63] 132+58| 16.7+128| 13.0+7.7| 253+12| 306+153| 30.6+137| 257+133| 23.6+12
Piel 2 Dorsal 145+09| 168+11| 161+13]| 169+02] 30.7+20| 331+40| 392+74| 387+01] 364+47

*Los datos presentados son medias de determinaciones por triplicado + desviacion estdndar (D.E.).
*Los valores de méxima actividad especifica estan marcados en azul (p<0.001).
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Figura 40. Efecto del pH sobre la actividad especifica de extractos enzimaticos de las partes
anatémicas u érganos estudiados de H. impatiens, sobre hemoglobina (pH 2-5)
y caseina (pH 6-10).

Tabla 10. Actividad especifica (UAP/mg) a pH de 2 a 10 de las proteasas de Holothuria

impatiens.
Actividad enzimética promedio (UAP/mg) + D.E.
Holothuria impatiens pH
Parte Anatomica

Organo 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Podios 215+137| 41.3+57] 36.1+01] 335+02| 60.1+06| 57.2+01| 813+31| 346+05| 364+19
Tracto Digestivo 522+3.3| 60.8+0.09| 39.6+132| 37.7+143| 55.9+16.3| 553+59| 68.7+7.9| 642+24| 712401
Tabulos Internos 283+04| - 116401 - 37.9+04| 220+04| 238+03| 21.1+0.1| 339+0.1
Piel Externa 171403 157+04] - 204+422| 309+0.3] 303+0.3| 296+04| 26.6+03| 30.1+0.05
Piel Interna 204005 - 37402 115+02| 156+01| 208+04| 242+02| 19.9+02| 19.8+0.05
Piel 1 Ventral 20645.0| 139+09| 484+0.1| 33.8+476| 257+27| 427+53| 275+06| 249+407| 295402
Piel 1 Dorsal 218+69| 198+13| 17.9+18| 185+22| 168+12| 43.0+135| 31.6+22| 335+09| 42.9+6.6
Piel 2 Ventral 151408 137+08| 19.1+68| 243+43| 221+21| 235+12| 342+73| 348+83| 242+39
Piel 2 Dorsal 209+17.1| 183+01| 22.9+14| 19.8+2.7| 442+19]| 415+03| 38.0+02| 40.9+15| 382406

*Los datos presentados son medias de determinaciones por triplicado + desviacion estandar (D.E.).
*Los valores de méxima actividad especifica estdn marcados en azul (p<0.001).
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8.2.3 Analisis del peso molecular de las enzimas extraidas del pepino de mar.

Se utilizé un marcador (Figura 41) de peso molecular de 14 a 66 kDa (Tabla 11) con el
cual se identificaron en la mayoria de los 6rganos del pepino de mar Isostichopus fuscus
proteinas de un peso molecular estimado de 39 kDa y para Holothuria impatiens proteinas de
45 a 66 kDa (Figura 46).

Se realiz6 un estudio mas detallado de los podios de la cavidad oral ya que fueron los
que presentaron alta actividad enzimatica, y se encontraron proteinas de peso molecular de
aproximadamente 39.1, 44.99, 65.56 y 103.34 kDa para I. fuscus (Figura 42). Durante la
electroforesis no desnaturalizante se pudo apreciar una nueva banda que indica la presencia de
una proteina de un peso estimado de 52.78 kDa (Figura 42), sin embargo, pudo haberse
debido a una desnaturalizacion de las proteinas ya que el densitograma (Figura 42-banda 6)
nos permite ver que no se detecta un pico significativo de esta banda que en el gel de
electroforesis era muy tenue. Ademas, se ha reportado que diferentes proteinas de igual talla
pueden migrar como una banda Unica (Bjellgvist, 2000).

En el extracto enzimatico de los podios de Holothuria impatiens se encontraron proteinas de
peso molecular mayor a las de I. fuscus, su peso estimado fue de 84.64 y 56.87 kDa (Figura
46-Tabla 12).

En el Anexo 19, se presentan de manera detallada cada uno de los perfiles
electroforéticos de los extractos enzimaticos de cada parte anatomica u 6rgano estudiado de |I.

fuscus y H. impatiens, con su respectivo densitograma y tabla de detalles.

Existen pocos estudios reportados sobre caracterizacion de proteasas del pepino de mar,
entre las pocas especies estudiadas esta el Stichopus japonicus, donde las enzimas del extracto
crudo de su tracto digestivo mostraron una gran actividad caseinolitica y acida. Fu y col.
(2005) reportaron la presencia de proteasas con un peso molecular de 20.6 kDa, 39.1y 114.1
kDa, estos resultados coinciden con los resultados obtenidos para I. fuscus ya que en este
estudio se identificaron proteinas de 17.9, 39.15 y 117.27 kDa (Tabla 12 y Anexo 19). En el
caso de H. impatiens, sélo se identificd una proteina de peso molecular similar al reportado

por Fu y col., esta tuvo un peso de 25.62 kDa (Tabla 12). Sin embargo, en los demas érganos
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y partes anatémicas de I. fuscus estudiados, se identificaron proteasas de igual peso molecular
al reportado de 39.1 kDa (Figuras 42, 43, 44) y en la piel anterior ventral una proteina de 18
kDa (Tabla 12 y Anexo 19). Asi mismo, en la piel anterior ventral de H. impatiens una
proteina de 24.21 kDa (Tabla 12 y Anexo 19).

Unecatib. Optical Density
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Figura 41. Perfil electroforético del Marcador Sigma VI1I-L (14-66 kDa).

Tabla 11. Proteinas del marcador Sigma VII-L y detalles del perfil electroforético.

Proteina Numero de banda Movilidad Peso molecular
enel relativa (Rf) (kDa)
densitograma
AlbUmina bovina. 9 0.089 66
Inhibidor de tripsina de soya. 10 0.187 45
Tripsinogeno bovino y dimetilsulfanilamida 11 0.246 36
tratada (DMSF) bovina.
Anhidrasa carbénica bovina. 12 0.341 29
Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa. 13 0.439 24
AlbUmina de huevo. 15 0.585 20
a-Lactoalbimina bovina. 17 0.78 14.2
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Electroforesis desnaturalizante y no desnaturalizante de muestras extraidas de los podios de
. fuscus.
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Figura 43. Electroforesis desnaturalizante y no desnaturalizante de muestras extraidas del

tracto digestivo de I. fuscus.
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Figura 44. Electroforesis no desnaturalizante de muestras extraidas de la piel externa e interna

de I. fuscus.
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Figura 45. Electroforesis desnaturalizante de muestras extraidas de las diferentes regiones de
la piel de I. fuscus.
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Figura 45. Electroforesis desnaturalizante de muestras extraidas de las diferentes regiones de
la piel de I. fuscus.
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Figura 46. Electroforesis no desnaturalizante de muestras extraidas de diferentes partes
anatomicas u 6érganos de I. fuscus y H. impatiens.

Tabla 12. Muestras de extractos enziméticos de I. fuscus y H. impatiens inyectadas en los
geles de electroforesis no desnaturalizante y los valores estimados de pesos moleculares.

Muestra

Muestra

Carril

1 Marcador 66-14 1 Marcador 66-14

2 Podios 39.0y65.04 2 Piel 1 Ventral 51.3,48.8y24.2
3 | Tubo Respiratorio 39.37 3 Piel 2 Ventral 66, 45, 36 y 29
4 Tubulos Internos 16.32y 38.94 4 Piel Exte ma 72.1y453

> Pl xiema L% 5 Piel Interna 88.4y59.3
7 Tracto Digestivo 17.90 y 39.40 6 POd'_Os - 84.6y56.9

8 Piel 1 Ventral 18.00 y 39.18 7 Tracto DlgesthO 84.2, 60.6 Yy 25.6
9 Piel 1 Dorsal 39.34 8 Piel 1 Dorsal 65.9y44.7
10 Piel 2 Dorsal 39.46 9 Piel 2 Dorsal 55.3y44.2

1.B.1. Arisai del C. Hernandez Sdmano.

107



“Identificacion y Caracterizacion de Proteasas del Pepino de Mar”.

8.2.4 Deteccion de actividad proteolitica.

Los zimogramas se realizaron como se menciona en la metodologia. Sin embargo, no se
obtuvieron las zonas bioactivas de las enzimas proteoliticas de los pepinos de mar I. fuscus y
H. impatiens, por lo que en este caso, es necesario concentrar los extractos proteicos. Asi
mismo, no fue posible detectar la presencia de posibles enzimas diferentes a las proteasas

identificadas por medio de las electroforesis realizadas.

Por lo tanto, en estudios posteriores mas detallados se pueden realizar purificaciones de
los extractos enzimaticos empleando técnicas de separacion de macromoléculas, por ejemplo,
técnicas cromatograficas como la cromatografia de intercambio idnico, para la posterior
realizacion de zimogramas para identificar las distintas fracciones con actividad proteolitica

presentes en cada extracto.

8.2.5 Deteccion de enzimas traza.

Se realizaron tinciones con plata en las electroforesis para detectar enzimas en

concentraciones de nanogramos (0.3-10 ng). Sin embargo, no fue posible visualizar las bandas

de las proteinas en los geles electroforéticos ya que el extracto enzimatico primario no fue lo

suficientemente puro. Es necesario concentrar el extracto proteico.
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9. CONCLUSIONES.

% La caracterizacion histologica de los drganos de los pepinos de mar Isostichopus
fuscus y Holothuria impatiens permitid identificar diferentes estructuras celulares, lo

que contribuye a ampliar el conocimiento basico sobre estas especies.

< En este trabajo se pudo identificar gran cantidad de tejido conjuntivo; agregados de
células con actividad digestiva y los epitelios de estas regiones digestivas; un tipo de
inclusiones con tincion baséfila (inmersas en tejido conjuntivo y en agregados) que
sugieren la accion de defensa de hemocitos contra agentes externos al organismo; se
pudo ver la posible accion de uno de los mecanismos de defensa llamado formacion de
nodulos. También se observaron los tubulos intestinales, la presencia de un parésito y

residuos de alimento (posiblemente algas).

« En particular, los tejidos observados al microscopio que presentaron una evidente
cantidad de células con actividad digestiva, fueron: podios o tentaculos, tabulos

internos, tubo respiratorio y la piel dorsal.

«+ En cuanto a la concentracion de proteina se observo que los tubulos internos, la piel
interna, piel anterior dorsal y los podios poseen una concentracion estadisticamente
significativa con respecto a las demas partes anatomicas u 6rganos de I. fuscus. Para
H. impatiens no se obtuvo diferencia significativa entre las concentraciones de las

muestras estudiadas.
¢ Los resultados enzimaticos mostraron que los 6rganos de los pepinos de mar a valores

de pH &cido tienen baja actividad proteolitica comparada con los valores de actividad

a pH basico.
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Se encontré que la actividad proteolitica en los podios es significativamente (p <
0.002) mayor y en particular, para H. impatiens, a pH 2 (27 + 14 UAP/mg) y a pH de 6
a 10 (hasta 81 + 3 UAP/mg). Asi mismo los tentaculos presentaron alta concentracion
de proteina (> 5.5 mg/mL).

Tambiéen, se observd que la piel externa a pH 10 y pH de 2 a 4 (hasta 68 + 36
UAP/mg), y la piel ventral a pH 10 (61 + 35 UAP/mg), para I. fuscus, asi como la piel
ventral a pH 4 y 7, para H. impatiens, tienen actividades significativamente (p < 0.005)

mayores con respecto a las actividades de las otras muestras.

Por otro lado, posiblemente el tipo de familia (Stichopodidae o Holothuriidae) de los
pepinos de mar puede influir en la actividad enzimatica por sus diferencias

metabdlicas.

La relacion entre el estudio histolégico y enzimoldgico, con respecto a la presencia de
ciertas inclusiones con actividad digestiva, sugiere que estos posibles hemocitos al
llevar a cabo el método de defensa que los caracteriza tienen accidn de protedlisis
acida 6 basica contra agentes extrafios, de ahi la presencia de actividad digestiva en
todo el cuerpo del pepino de mar. Ademas de que se sugiere un mecanismo de
digestion alterna para que estos organismos sobrevivan durante el tiempo que se
regeneran sus organos expulsados (3 a 4 semanas) a causa de estrés 0 como

mecanismo de defensa.

Se encontraron proteinas de alto peso molecular de entre 30 a 120 kDa en la mayoria
de los 6rganos estudiados de las dos especies. En general, en la mayoria de los 6rganos
del pepino de mar I. fuscus se encontraron proteinas de peso molecular estimado de 39
kDa y para H. impatiens proteinas de 45 a 66 kDa.

Los podios de la cavidad oral los cuales manifestaron la mayor actividad proteolitica,
mostraron proteinas de aproximadamente de 39.1, 44.99, 65.56, 103.34 kDa para I.
fuscus, y en H. impatiens se encontraron proteinas de peso molecular mayor, su peso
estimado fue de 84.64 y 56.87 kDa.
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10. CONCLUSION GLOBAL.

Los resultados obtenidos mostraron que los érganos y partes anatomicas de 1. fuscus y
H. impatiens tienen gran cantidad de tejido conjuntivo y agregados de células con actividad
digestiva, ademaés de un tipo de inclusiones que sugieren la accion de defensa de hemocitos
contra agentes externos al organismo. También, que pueden existir dentro de estos
organismos parasitos y residuos de algas usadas como alimento. Los tejidos que presentaron
una evidente cantidad de células con actividad digestiva fueron los podios o tentaculos,
tbulos internos, tubo respiratorio y la piel dorsal, los cuales presentaron alta concentracion de

proteina (> 5.5 mg/mL).

Los resultados del estudio enzimoldgico complementaron el estudio histoldgico. Estos
mostraron que en general, los 6rganos de los pepinos de mar, I. fuscus y H. impatiens,

tuvieron menor actividad enzimatica a pH acido comparada con la actividad a pH basico.

Al analizar los resultados de actividad de los diferentes drganos dentro de cada especie,
se encontré que la actividad proteolitica en los podios fue mayor, siendo estadisticamente
significativa a pH de 6 a 10, sugiriendo la presencia de serin proteasas y a pH 2 la presencia
de proteasas asparticas. Asi mismo, se observo que los extractos de piel externa (pH 2-4 y
10), y los de piel ventral (pH 10) de 1. fuscus, asi como los extractos de piel ventral de H.
impatiens (pH 4 y 7) tienen actividades significativamente mayores que otros 6rganos,
posiblemente por el contacto que la piel tiene con el medio ambiente. Ademas, sugiere que las
diferencias metabolicas entre el tipo de familia (Stichopodidae o Holothuriidae) de los

pepinos de mar influye en la actividad proteolitica.

Se encontraron proteinas de alto peso molecular, entre 30 a 120 kDa, en la mayoria de
los dérganos estudiados de las dos especies. En general, en la mayoria de los 6rganos del
pepino de mar 1. fuscus tuvieron proteinas de peso molecular estimado de 39 kDa, mientras
que en H. impatiens las proteinas fueron de 45 a 66 kDa. En los tentaculos se identificaron
proteinas de alrededor de 39, 45, 66 y 103 kDa para I. fuscus, determinandose una alta

concentracion de proteina mayor a 5.5 mg/mL.
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En el extracto enzimatico de los podios de H. impatiens se encontraron proteinas de

peso molecular mayor a las de 1. fuscus, su peso estimado fue de 84.64 y 56.87 kDa.

La relacién entre el estudio histolégico y enzimoldgico, con respecto a la presencia de
ciertas inclusiones con actividad digestiva, sugiere que estos posibles hemocitos tienen accion
de proteolisis acida 0 basica, de ahi la presencia de actividad digestiva en todo el cuerpo del
pepino de mar. Ademas de que se sugiere un mecanismo de digestion alterna para estos

organismos.

Finalmente, el conocimiento de las enzimas digestivas podria aclarar la bioquimica
nutricional y la fisiologia de los pepinos de mar, ayudando a determinar sus capacidades
digestivas. Por lo que demostrar las caracteristicas sui generis de las proteasas presentes en
estas especies y su relacion con determinados tejidos contribuira al conocimiento bésico de la
actividad y funcion de estas enzimas, esperando sentar las bases para posteriores estudios

estructurales y posibles aplicaciones bioquimicas.
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11. RECOMENDACIONES PARA LA CONTINUACION DEL
PRESENTE ESTUDIO.

11.1 Histologia.

R/
L X4

En la fijacion de los tejidos se pueden utilizar formaldehido, glutaraldehido, o tetréxido
de osmio como fijadores ya que son algunos de los agentes mas efectivos que permiten

mantener el aspecto de la célula.

En la inclusion en parafina, el alcohol y el xileno extraen las grasas y el calentamiento
de la inclusion inactiva muchas enzimas; ademas a menudo el tejido se contrae de modo
perceptible. Para evitar estos problemas, se puede efectuar un corte por congelamiento
de tejido fijado o no. El tejido congelado tiene la consistencia suficiente para ser cortado
en un criéstato (-10 a -20°C). La técnica de congelacion es tan rapida que se pueden
obtener secciones en pocos minutos. Ademas, los cortes por congelacion se pueden
tratar con las soluciones acuosas de las tinciones inmediatamente después de ser
seccionados. EI método de congelacion-desecaciéon intenta lograr que la variacion
estructural y la extraccion quimica sean las minimas posibles para conservar la actividad

enzimatica.

En cuanto a la tincidn, para un estudio méas detallado donde se requiera evidenciar la
estructura particular de las proteinas, puede realizarse un estudio histoquimico
utilizando una tincion especifica para proteinas como la reaccion de Millon, la cual da
como resultado positivo una tincién rosa a rojo ladrillo cuando las proteinas poseen el

aminoacido tirosina.
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11.2 Enzimologia.

% Ampliar el rango de pH de 1 a 14 para la determinacion de actividad proteolitica de las
enzimas del pepino de mar ya que esta reportado un trabajo donde se mide actividad a
pH de 13.5 (X. Fu y col., 2005).

X/
°e

Realizar pruebas microbioldgicas a los pepinos de mar para descartar el efecto de alta
actividad enzimatica en la piel externa y ventral, por accion de la interaccion 0

presencia de microorganismos en el pepino de mar.

L)

» En el estudio de estimacion del peso molecular de las proteasas del pepino de mar por
medio de electroforesis, se recomienda realizar antes del estudio, concentraciones de los
extractos enzimaticos de cada parte anatomica u oOrgano de interés, con sulfato de
amonio para precipitar las proteinas y realizar una dialisis para eliminar estas sales e

impurezas presentes.
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ANEXO 1.

Composicidn de dietas para pepino de mar y contenido de proteina.

Components Composition of diet (%)
Diet1 Diet2 Diet3 Diet 4

Sargassum thumbergi 45 39 30 23
Fish meal 0 6 15 22
Lees 20 20 20 20
Mud 155 155 15.5 15.5
Kelp powder 7 7 7 7
Yeast 3 3 3 3
Vitamin 05 0.5 0.5 05
Mineral 05 0.5 0.5 05
Soybean meal 5 5 5 5
Bran 3 3 3 3
Chromium oxide (Cr,0,) 0.5 05 05 05
Protein content 14.7 17.7 19.1 21.5

ANEXO 2.

Comparacion de los elementos principales en pepinos de mar.

em Protein (%) Fat (%]} Maoisture (%) Carbohydrate (%) Ash (%)
Fresh body wall of AM* 11.52 0.03 BT.E3 D38 i8]
Dried AM 68.52 0.55 825 - 7.56
Fresh body wall of TA® 16.64 027 7627 247 1.60
Drried TA 60.72 arn B.55 - 851
Dried A.J* 55.51 1.85 21155 - 2108

Source: Wamg F. G, 1997, modjfed by Chen J. X I =Adcovding molpadioides; I = Thelenona ananas; 3 = Aposschopus japomicus.

ANEXO 3.

Comparacion de los niveles de aminoacidos en pepinos de mar.

Amino acid A B c [1] E F G
Non-essential amino acids
Asp 340 6.50 520 326 3.50 484 578
Ser 1.3 2m 253 133 148 216 207
Glu 6.43 11.13 .82 572 6.75 B.30 7.88
Fro 303 332 457 240 335 411 1.03
Gly £.00 17.08 10.02 450 TR B43 10.03
Ala 4.10 41 5.54 260 410 4.30 502
Cys 0.48 - 048 052 - 117 -
Tyr 0.09 165 1.55 1.12 1.06 170 1.41
Fhe 1.15 145 178 140 1.12 182 1.67
Sub-tofal 29.30 5254 41.30 2294 28.68 37.50 3487

Essential amino acids

Lys 0.84 1.02 1.50 03e 1.00 145 0.92
His 017 037 045 282 D24 0.4z 0.40
Arg 340 G680 4.05 163 345 423 4.48
Val 1.5 264 223 1.00 178 2.5 243
Met 0.88 103 140 121 D20 148 0.86
lle 0.7a 139 145 183 D& 151 164
Leu 140 264 264 1.74 1.75 283 25

Thr 1.68 244 268 - k] 248 258
Sub-tofal 10.62 1913 17.33 10.80 12.08 16.75 13,88
Total 2202 7167 58.80 3374 40.76 5425 .75

A:H (Mematyl) scabm; B: H (Microthels) nobiliz; C- H. (Thymiosycia) impatiens; D: H_ (Lessonothuria) insignis; E: H ({Lessonothuria) multipifla;
F: Actinopyga echimites; G- Thelenota ananas.
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ANEXO 4.

Cantidad de elementos inorganicos en pepinos de mar (ppm).

Element A B [ o E F
Ea 20 64 1.7 1 28 36 2
Co 04 0.2 04 17 o7 04
Cr 10.1 129 153 ] 44 115 101
Cu 6.1 13 59 2 25 1.8 8.1
L 20 12 17 1 18 14 2
Mn 191 26 41 iE] 1.8 g1 41
Ni 29 25 5 23 18 21 5
Si 110 129 170 15 Tig 65 458
Sr 18 181 110 578 B74 64 162
v 0.51 0.51 0.4 0.e7 0.72 1m
Zn 288 T 408 104 B 28 T09

A:H (Metriatyla) scabra; B: H (Microthels) nobilis; ©: H. (Thymosycia) impatiens; D:- H (Lessonothria) insipnis; E- H (Lessonothria) multipiila,
F: Actinopyga echinites; G Thelenot ananas.

ANEXO 5.

Peces de la familia Carapidae asociados a holoturoideos (Parmentier, 2003).

Carapidae Host Author
Carapus acus H | Stichopus regalis (*) Armnold (1953, 1957), Gustato et al. (1979), Vitturi & Catalano
(1988). Kloss & Pfeiffer (2000)
H | Holothuria tubulosa (*) Armold (1953, 1956. 1957). Gustato et al. (1979), Vitturi &
Catalano (1988), Kloss & Pfeiffer (2000)
H | Holothuria poli Armnold (1956, 1957)
H | Holothuria helleri Armold (1956, 1957)
H | Holothuria sanctori Armold (1956)
Carapus bermudensis H | Actinopyga agassizi (*) Amold (1956). Smith & Tyler (1969). Van Meter & Ache
(1974), Trott (1970), Smith et al. (1981), Tyler et al. (1992)
H | Liostichopus badionatus Smith and Tyler (1969)
H | Astichopus multifuds Trott (1970)
H | Holothuria glaberrima Trott (1970)
H | Holothuria princeps Dawson (1971)
H | Holothuria lentiginosa Miller & Pawson (1979), Valentine & Goeke (1983),
H | Holothuria mexicana Smith & Tyler (1969), Trott (1970), Tyler et al (1992)
Carapus mourlani H | Cuicita M (1923), Petit (1934), Schultz (1960), Smith (1964).
Trott (1970), Trott & Trott (1972), Meyer-Rochow (1977,
1979), Meyer-Rochow & Tiang (1978). Machida (1989)
H | Stichopus variegatus Markle & Olney (1990)
H | Stichopus chloronotus Markle & Olney (1990)
H | Bohadschia argus Trott (1970), Meyer-Rochow (1977), Machida (1989), Markle
& Olney (1990)
H | Actinopyga mauritania Markle & Olney (1990)
H | Holothuria scabra Markle & Olney (1990)
Carapus homei H | Bohadzchia argus (*) Smith (1964), Branch (1969), Trott (1970), VandenSpiegel &
Jangoux (1989), Markle & Olney (1980)
H | Stichopus chioronotus (*) Smith (1964), Braach (1969), Tront (1970), Tront & Garth
{1970), Trott & Trowt (1972), Seymour & McCosker (1974),
Markle & Olney (1990)
H | Stichopus variegatus Trott (1970), Mever-Rochow (1977)
H | I'nelenota ananas Markle & Olney (1990)
H | dciinopyga echinires Markle & Olney (1990)
H | Holothuria acellara VandenSpiegel & Jangoux (1989)
Carapus borab H | Thel ananaz Smith (1964), Trott (1970), Meyer-Rochow (1877),
VandenSpiegel & Jangoux (1989), Markle & Olney (1990)
H | Bohad:chia argus Smith (1964), Markle & Olney (1990), VandenSpiegel &
TJangoux (1989)
H | Srtichopus chloronomns Markle & Olney (1990)
H | Pearsonorhuria gragiie VandenSpiegel & Jangoux (1939)
H | Thelenora anax Ballard (1991) — Panmender et al. (2002)
Encheliophi H | Holodwria mertensiothuria | Tanska (1908), Arnold (1956)
Enrcheliophis vermicularis E | Holothuria kefersreinii Trom (1970)
H | Thelenota amanas Markle & Olney (1990)
H | Holothuria atra Schmlez (1960)
H | Holothuria scabra Murdy & Cowan (1980)
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Encheliophis gracilis H | Holothuria scabra Armold (1956)
H | I'elenora ananas Shen & Yeh (1987), Markle & Olney (1990)
H | Holothwria atra Strasburg (1961), Schultz (1960)
H | Acynopyga aras:a Mukle& Olney (1990) o )
H | Bohadschia vitiensis T “!'\-iukle & Olney (1990) T ]
H | Bohadschia argus Smith (1964), Trore (1970), Machida (1989), Markle & Olney

(1990)

H | Stichopus chirorono. Smith (1964)
H | Holothuria ()m'c: is | Tron (1970) T o e
H | Srichopus :p. Markle & Olney (1990)

Encheliophis chardewalli E | Acrinopyga mauritania l Pa der (2003)

(*) Hospederos mds comunes.

ANEXO 6.
Exportaciones de pepino de mar de los principales exportadores en US$ 000
(1991-2001).

1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
China, Hong Kong SAR 13244 11 158 13820 13978 15 403 18169 20 115 18055 16 126 30128 22 669
Sri Lanka 553 683 415 955 2028 2936 6352 4260 2547 = 1936
Taiwan Province of China 7 239 140 212 812 1028 844 1044 1229 1525 1823
Solomon Islands 2816 3555 992 783 509 354 664 853 393 253 1749
China 758 490 1203 = 296 98 99 209 612 845
Thailand 5 = 1 1 43 56 129 160 320 857 432
Yemen = = 132 = = = = 374
Cuba . . . - . . - . 452 351
Seychelles - - - - 247
Kiribati - 466 559 281 602 199 N 61 79 16
Vanuatu - - - - - 123 12 130 13 - 102
Korea, Republic of 237 125 39 3 2 60 47 59 16 165 92
Malaysia 186 144 55 97 142 49 136 1 " 5 B84
Mozambique . 26 - - - 116 - 24 20 5 34
Fiji Islands 2797 3483 1169 1580 3978 4071 2791 117 1379 > 32
Tonga - - - - a1 719 - - - - 7
Korea, Dem. People's Rep - 20 - - - 15 - 100 3 - 3
United Arab Emirates . . - - 19 70 - 3 161 1
New Caledonia - - 925 1233 1300 930 - . 503 1170 .
Papua New Guinea 5070 5005 3112 1836 = > 3861 > 3332 = S
Philippines 3560 3216 3 986 4120 4803 4827 4 505 - 3653 - -
Maldives 2003 799 504 431 707 646 728 346 407
Tanzania, United Rep. of 374 416 502 788 359 438 685 201 262 - .
Madagascar 1559 1497 1016 2093 1254 751 452 > S = S
Marshall Islands = = 432 312 = = = =
Viet Nam = = = 1000 S 139 S = = =
Singapore* 8998 8141 6 582 10 689 . .
Others - 4 46 7 81 128 34 19 13 - 13
Total 41479 39 269 34351 41 668 32637 37042 42143 26553 30710 35412 30910

*Data provided from 1995 are based on a different classification which does not idenify trade on sea cucumbers separately. Source: FAQ, Fishstat Plus (v 2 3), Commodities rade and production 19762001
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ANEXO 7.
Importaciones de pepino de mar de los principales importadores en
US$ 000 (1991-2001).

1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
China, Hong Kong SAR 35481 32378 20959 35 461 40 898 43376 38147 39 565 33671 55 533 50430
Taiwan Province of China 5771 6817 5714 5237 5792 5327 5291 4549 4735 4514 3979
China 1367 689 380 = 49 3 30 265 793 1229
Thailand 18 54 ar 55 102 90 446 282 417 528 504
Korea, Republic of 4275 265 327 24 128 154 302 23 68 127 400
Japan 1324 1263 635 613 799 350 124 163 121 141 81
China, Macao SAR 40 35 23 a3 28 33 S S 25 22 36
Malaysia 1176 1081 761 688 755 564 4 8 34 24 16
Korea, Dem. People’s Rep - 5 - - - a1 - 13
Viet Nam = = = = e = 7 13
Brunei Darussalam = = = = = 5 = = 4 = 5
Mali
Syrian Arab Republic 4
United Arab Emirates = = = = e = = 4
Nepal . . . - - . . 2
Sudan = = = = e = = 2
Djibouti 2
Fiji Islands 47 196 9 - - 38 -
Marshall Islands - . . 1 o
Singapore* 10 655 10 976 6886 11148 - . . B -
Total 58 687 54 432 45 040 53 639 48 507 49 987 44327 44620 39331 61 691 56 722

*Data provided from 1995 are based on a different classification which does not identify made on sea cucumbers separately. Source: FAO, Fishstat Plus (v. 2.3), Commodities made and production 1976-2001

ANEXO 8.
Importaciones de pepino de mar, fresco/congelado/deshidratado/salmuera
(1995-2001) (Q= toneladas; V= US$"000).

Country 1995 1996 1907 1998 1999 2000 2001
China PR Q - 49 1 ] 139 186 2059
W - 49 3 30 265 793 1229
Hong Kong (China) Q 5789 5020 4523 3975 2922 4759 4382
v 40 898 43 376 38147 39 565 3357 55533 50 430
Japan Q 25 10 5 5 4 3 3
v 799 350 134 163 121 141 81
Korea, Rep. Q 7 36 16 2 10 29 51
v 128 154 302 23 68 127 400
Malaysia Q 521 358 - 18 21 32 2
v 755 564 4 8 34 24 16
Singapore Q - - -
v - - - - - - -
Taiwan PC Q 1273 1079 1014 859 899 887 676
v 5792 5327 5201 4 549 4735 4514 34973
Thailand Q 32 32 7 78 75 133 115
v 102 90 446 282 417 528 504
World total Q 7653 6 597 5630 4046 4079 6040 7299
(incl. others) \' 48 507 49 987 44 327 44 620 39 331 61 691 56 722

Source: FAQ FISHDAB, 2003.
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ANEXO 9.
Precios medios de importacion (US$/kg) de pepino de mar en Hong Kong
(2001-2003).

Country 2001 2002 January-June 2003
Australia 28.05 30.25 41.62
Indonesia 412 4.07 4.02
Papua New Guinea 973 13.27 14.34
Philippines 6.85 6.45 7.23
Singapore 9.54 9.97 6.86
Sri Lanka 7.36 748 6.39
Madagascar 11.10 7.55 5.08
South Africa 4.28 2.50 220
Mozambique 2821 11.46 9.94
Tanzania 10.71 7.61 517
Fiji 10.11 10.02 741
Solomon Islands 7.35 6.19 441
India 25.86 2282 -
Maldives 719 3.64 554

Source: Agriculture, Fisheries and Conservation Dept., China Hong Kong SAR.

ANEXO 10.
Tendencia de precios de pepino de mar deshidratado (2000-2005).

Product Price (USD/kg) 1
October 2003

Price (USD/kg) 17 Price reference Origin
October 2005 & market area

White teatfish (skin—on), H. fuscogilva

3-5 pes/kg (Grade A) 23 45 Southeast Asian ports South Pacific
4-8 pca/kg Grade B 13 35 Southeast Asian ports South Pacific
Prickly redfish, T. ananas
6-15 pestkg 15 - Southeast Asian ports South Pacific
6-20 pckg - 25 Southeast Asian ports South Pacific
Black teatfish, H. whitmaei
3-5 pesrkg (Grade A) 18 S Southeast Asian ports Australia
Grade B 10 - Southeast Asian ports Australia
4-15 pee/kg (Grade &) - 30 Southeast Asian ports South Pacific
stonefish, H. lecanora Singapore Indonesia
10-30 pestkg 18 28 Southeast Asian ports South Pacific
30-55 pcvkg - 20 Southeast Asian ports South Pacific
Sandfish, H. scabra
Grade A 48 - Singapore Indonesia
10-30 postkg 56 - Singapore South Pacific
15-40 poakg 40 - Singapore South Pacific
10-30 pestkg - 66 Southeast Asian ports South Pacific
30-55 postkg - 40 Southeast Asian ports Indonesia
50-90 pcstkg - 30 Southeast Asian ports Indonesia
Greenfish, S. chloronotus
50-120 pesikg 25 - Singapore South Pacific
50-200 pcsitkg - 35 Southeast Asian ports South Pacific
Surf redfish, A. mauritiana
15-35 pestkg 1 - Singapore South Pacific
15-30 postkg - 20 Southeast Asian ports South Pacific
30-50 pcstkg - 15 Southeast Asian ports South Pacific
Tigerfish, B. argus
25-55 peakg 3 - Singapore South Pacific
20-50 pecstkg - 10 Southeast Asian ports South Pacific
Brown sandfish, B. marmorata 5 S Singapore South Pacific
25-100 pecsikg - 10 Southeast Asian ports South Pacific
Curryfish, 5. variegatus 19 - Singapore South Pacific
- 20 Southeast Asian ports South Pacific
Elephant trunkfish, H. fuscopunctata
3-8 pcs/kg 5 - Singapore South Pacific
3-8 peatkg - 15 Southeast Asian ports South Pacific
Lollyfish, H. atra 1.50 S Singapore South Pacific
- 3 Southeast Asian ports South Pacific
Chinese Liaofish (farmed)
50-100 po'kg - 120 Wholesale China China
100-250 pesikg - 100 Wholesale China China

Source: INFOFISH Trade News.
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ANEXO 11.
Produccion de pepino de mar por especie y ciudad en toneladas (1991-2001)

y en porcentaje (2001).

2001
o9 e fooy  fowd w5 fos ooy e foos  aow o1 .
Japanese sea cucumber (Stichopus japonicus) 48
Japan 6591 6072 599% 6106 6602 7226 7160 6952 6662 6957 7229 431
Korea, Republic of 2021 1583 2068 217 1892 1979 2217 1439 1204 1419 900
Total 8618 7655 8064 8223 844 0205 9377 8391 7866 8376 8120 47
Sea cucumbers nei (Holothurioidea) 96
Indonesia 2465 2113 2384 3132 2882 2443 3138 3088 2617 3041 3250 77
United States of America <05 481 472 2141 729 1779 - 2406 3732 4583 1804 44
Papua New Guinea 1746 1893 1440 627 1335 1788 1515 2037 1185 1824 1453 42
Fiji Istands 589 447 191 400F 835 850 790 400 80  800F 824 27
Philippines 353% 3679 3109 1497 2062 2123 1191 830 849 70 791 26
Madagascar 600 4 450 1 800 1800 1800 1800 432 500 500 500 26
New Caledonia 1240 1090 T 798 480 776 565 402 493 615 489 F 18
Mexico 5 s . 5 s e Z 271 2 426 481 12
Tanzania, United Rep. of 42 535 980 1591 1460 1644 1527 1800 189 372 340 07
Maldives 405 119 7 66 9 145 318 85 54 205 226 06
Egypt S S s S S = = S = 20 139 08
Sri Lanka 65 65 65 92 100 150 272 203 170 145 120 03
Chile £ 237 13 4 106 115 1 £l 108 1510 107 03
Kiribat . = . . = s 136 154 89 64 60 03
Soloman Islands 622 715 316 285 219 113 203 253 376 48 S0F o
Vanuatu 50 F 39F 40F 40F 50 F 50F 50F 50F 50 F 50 F 50F 01
Ecuador 2 152 12 12 12 12 15 15 15 5 15 01
Kenya 8 217 14 4 55 15 ] S 15 0 13 o
Mozambique 5 s <05 <05 3 54 7 2 8 12 12 0.0
Spain = = = = = 4 4 4 1 9 4 00
New Zealand . = . . 4 1 <05 = s . 2 N
Tonga . 86 80 % 05 <05 <05 )
Palau 5 6 6 6 6 6 7 7 6F - .
Yemen 140 48 . 102 = s . = 1 . - 560
leeland - - - - 2 - - - - - - m
Total 12000 12319 10321 12634 HO17 1395 660 12617 1572 14990 10730  emmem
Grand total 20618 19974 18385 20857 20411 23159 21037 21008 19438 23375 1885

Source: EAO, Fishstat Plus (v. 2.3), Capture Production 1950-2001

1.B.1. Arisai del C. Hernandez Sdmano. 132



“Identificacion y Caracterizacion de Proteasas del Pepino de Mar”.

ANEXO 12.
Especies de pepino de mar de importancia comercial en China, Taiwan,
Hong Kong SAR, Japdn, Malasia, Tailandia, Indonesia, Filipinas, Vietnam,

Singapur e Islas Spratly.

Taiwan PC
China HK
Malaysia
Thailand
Indonesia
Philippines !
Viet Nam
Singapore
Spratly

China
SAR
Japan

O: Aspidochirotida

F: Holothuriidae
Actinopyga lecanora
Actinopyga mauritiana
Actinopyga echinites
Actinopyga miliaris
Bohadschia argus
Bohadschia graeffei
Bohadschia marmorata
Bohadschia similis
Bohadschia vitiensis X
Bohadschia tenuissima
Bohadschia bivittata
Holothuria atra X X X
Holothuria coluber
Holothuria rigida
Holothuria pulla
Holothuria edulis
Holothuria pardalis
Holothuria cinerascens
Holothuria moebii
Holothuria whitmaei
Holothuria fuscogilva
Holothuria difficilis
Holothuria arenicola
Holothuria hilla
Holothuria impatiens
Holothuria leucospilota X
Holothuria pervicax X
Holothuria conusalba

Holothuria scabra X X X X X
Holothuria scabra versicolor
Holothuria similis
Holothuria fuscopunctata
Holothuria ocellata
Holothuria fuscocinerea X X X X X X
Holothuria vagabunda

Holothuria vatiensis

Pearsonothuria graeffei X X
0O: Aspidochirotida

F: Tichopodidae

Stichopus chloronotus X X
Stichopus sp.
Stichopus horrens
Stichopus herrmanni X X
Stichopus vastus

Stichopus quadrifaciatus
Parastichopus nigripunctatus
Thelenota ananas

Thelenota anax X X X X X
Apostichopus japonicus X X
O: Dendrochirotida

F: Cucumariidae

Mensamaria sp. X

Cucumaria frandosa japonica X
Pentacta quadragulis X X

0: Moldavia

F: Caudinidae

Acaudina leucoprocta X

0O: Molpadida

F: Molpadiidae

Paracaudina sp. X

No. of commercial species 27 0 0 1 19 8 35 26 1 0 0
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' A more complete list for the Philippines is available in Table 1 in the hotspot paper (this document).

1.B.1. Arisai del C. Hernandez Sdmano. 133



“Identificacion y Caracterizacion de Proteasas del Pepino de Mar”.

ANEXO 13.
Volumen total de pepino de mar importado por China (Hong Kong SAR)
de América Latina y paises del Caribe (1996-2005) (Kg de peso seco).

Ceakry L] nar i Hm 2w 201 ;o2 ;03 w04 ;o8 it
Brail [ - - - - a4 0 - - - 70w
Chile - - - - EEL 7@a EE 55 LEL BE] EFEED
Celoribia = - - - - ER - - - =3 ERES
Conta REa = = = [ 64 35 = 7 164 = 1268
Cuta - - - 250 1908 13 041 EEC 7 6@ 5 08 [l &1 05
CoariFicar Rl - - - - - - FE=] 3 - - =
Ecuadar 10 - - PAEE7 15 25 (] 10130 3008 1132 13 28 75 68
Hait - - - - - - 1 0m 9 Gl - - 10 GED
Mexka +E ) - - [ 188 3@ 13 [FE] 2378 14117
Nicamgua - - - - - - - =) - S&36 6078
Faruas i - - - - - - - - 281 a8 EQ
Fari [Ed EEL EL ERE] LEE] EEG] LD CEEL] 5 606 31 007 LEELE]
Fueria Rica - - - - - - 1300 - - 355 1556
ene il - - - - - - - - - 53 456
Tolal- countri from L reaion’ FET] FIT] 3% 3176 iG] 20530 FITH EITIT [T G B4 o3
Tk - word wiks' m1EE 4 edeR SETTEM 2 WASM 4 OIS 4 @273 AAIBESE A GS043 S OP1638 A 40643 40 168
% from A en w5 [T [ 1.09 136 067 [ 056 0. 1.5 [

S Harg Kairg Caft afd St L ED D partenl

*um el kg for tw curie fom the ragien
¢ Sumaf kg af the talal masuumber imporied ints China Hang Karg SAR fram al countriswaride,
* et althe irpars fam U mgian in campetian frm thes war ke

ANEXO 14.
Volumen total de pepino de mar importado por China (Hong Kong SAR)
de Chile, Ecuador, México y Nicaragua. Reportado por la FAO (toneladas).

Year Mexico Chile Nicaragua Ecuador  Total in the World Percentage

region harvest total  from region
1988 = = = 3 3 19 905 0.02
1989 = = = 10 10 17 467 0.05
1990 = = = 12 12 19 976 0.06
1991 = = = 29 29 21790 0.15
1992 = 237 = 152 389 20 892 1.95
1993 = 13 S 12 25 19 348 0.13
1994 = 4 = 12 16 24 505 0.08
1995 = 106 = 12 118 24 050 0.59
1996 = 115 = 12 127 26 795 0.64
1997 = 1 = 15 16 24 672 0.08
1998 271 30 = 15 316 22 004 1.59
1999 234 108 = 15 357 20 462 1.79
2000 426 1510 - 15 1951 24509 9.80
2001 481 107 - 15 603 20431 3.03
2002 290 106 = 15 41 23 445 2.06
2003 285 307 = 15 607 28 085 3.05
2004 265 234 = 15 514 27 540 2.58
2005 312 153 51 15 531 26 002 2.67
Total 2 564 3031 51 389 6 035 411 878 1.46

Source: FAO Fisheries and Aquaculture Information and Statistics Service 2007.
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ANEXO 15.
Predios de Propiedad Federal en Baja California registrados para el

aprovechamiento extractivo del pepino de mar Isostichopus fuscus.

PRE[E’:?ESRPAT?ELEF[)’AD MUNICIPIO SUPERFICIE

EL BOLEO Mulegé 23457 Has

SAN BRUNO Mulegé 29,369 Has

LIGUI Loreto 9,941 Has

AGUA VERDE Loreto 35,278 Has
LORETO Loreto 12,561 Has

SAN NICOLAS Loreto 150,000 has

LA PAZ La Paz 330,333 Has
PICHILINGUE La Paz 1,076 Has
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ANEXO 186.
SOLUCIONES PARA TINCION CON PLATA EN GELES DE
ELECTROFORESIS.

1. Solucién fijadora: 50 % de metanol 0 etanol, 12 % de &cido acético, 0.05 % de
formaldehido.
Para hacer 1 litro, afiadir 120 ml de &cido acético glacial en 500 ml de etanol al 96 % y
500 ul de 35 % de formaldehido (nota: el formol comercial es de 35 % de formaldehido).

Completar al volumen final con agua desionizada. Conservar a temperatura ambiente.

2. Solucion de tiosulfato: Tiosulfato de sodio (Na,S,;03) al 0.02 % (w / v).
Para hacer 1 litro y afiadir 200 mg de tiosulfato de sodio anhidrido a un pequefio volumen

de agua desionizada, mezclar bien y llevar al volumen final de 1 litro.

3. Solucién de impregnacién: 0.2 % (w/v) de nitrato de plata (AgNOs), 0.076 % de
formaldehido.
Para hacer 1 litro, afiadir 2 g de AgNO; a una pequefia cantidad de agua desionizada.
Afiadir 760 pl de formaldehido 35%. Disolver y llevar a volumen final con agua

desionizada. Tiene que prepararse en el momento y debe ser enfriada a 4 ° C antes de usar.

4. Solucion desarrolladora: 6 % (w/v) de carbonato de sodio (Na,COs), 0.0004 % (w/v) de
tiosulfato de sodio (Na,S,03), 0.05 % de formaldehido.
Para hacer 1 litro agregar 60 g de Na,CO;3; a una pequefia cantidad de agua desionizada y
se disuelven. Afiadir 4 mg de tiosulfato de sodio anhidrido a un pequefio volumen de agua
desionizada y se disuelven. Mezclar las dos soluciones, afadir 500 ul de formaldehido 35
% y llevar al volumen final. También, se puede omitir el formaldehido en la solucién y
agregar 10 ul al momento de ser utilizada (se usa solo lo necesario de la solucion

desarrolladora para cubrir 1 gel electroforético). Conservar a temperatura ambiente.

5. Acido citrico 2.3 M:

Colocar 24.1667 g en 50 ml de agua desionizada y homogeneizar.
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) i ANEXO 17. ) i
ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA
Y ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS EXTRAIDAS DE Isostichopus fuscus y

1) Concentracion de Proteina.

ANOVA.

Holothuria impatiens.

Analisis de Varianza de los valores de concentracion de proteina de cada parte anatdmica u
organo seleccionado de Isostichopus fuscus.

Analysis of Variance Table

Source Sum of
Term DF Squares
A Organo 1 115.758
S(A) 12 5872928
Total (Adjusted) 23 121.6309
Total 24

*Term signficant at alpha =0.05

Mean

Square F-Ratio
1052345 2150
04894106

Prob Power
Level (Alpha=0.05)
0.000003* 1.000000

ANALISIS DE DUNCAN.

Analisis de Duncan de los valores de concentracion de proteina de cada parte anatomica u
organo seleccionado de Isostichopus fuscus.

Concentracion de proteina (mg/mL)
Parte Anat6 Organo 1 2 3
Podios 6
Tracto Digestivo 4.74
Tubo Respiratorio 5.82
Tubulos Intermos 8.59
Piel Externa 4
Piel Interna 9.86
Piel 1 Ventral 5.25
Piel 1 Dorsal 10.41
Piel 2 Ventral 4.9
Piel 2 Dorsal 4.23
Piel 3 ventral 3.51
Piel 3 dorsal 5.81

ANOVA.

Analisis de Varianza de los valores de concentracion de proteina de cada parte anatomica u
organo seleccionado de Holothuria impatiens.

Analysis of Variance Table

Source Sum of
Term DF Squares
A:Organo 10 4444212
SiA) " 207682
Total (Adjusted) bl 6521033
Total 22

*Term signficant at alpha =0.05

Mean

Square F-Ratio
4444212 235
1.886019

Prob Power
Level (Alpha=0.05)
0.088168 0637861
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2) Actividad de las enzimas extraidas.

ANOVA.

Anadlisis de Varianza de los valores de actividad enzimética de cada parte anatomica u 6rgano

seleccionado de I. fuscus a pH de 2 a 10.

pH 2

pH 3

Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean Prob Power Source Sum of Mean Prob Power
Term DF  Squares Square FRatio  Level  (Alpha=0.05) | |Term DF  Squares Square FRatio Level  (Alpha=0.05)
AcOrganos 7 02013768 2876811E02 6311 0000002 1.000000 A Organos 7 0467322 6676029E-02 7727  0.000001 1.000000
SA 8 0003647 4 55875E-04 S(A) 8 0.006912 0.000864
Total (Adjusted) 15 02050238 Total (Adjusted) 15 0474234
Total 16 Total 16
*Term significant at alpha =0.05 *Term signficant at apha =0.05
Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean Prob Power Source Sumof Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio  Level (Alpha=0.05) Term DF Squares Square F-Ratio  Level (Alpha=0.05)
A Organos 7 03142039 4.488626E-02 758 0.005244% 0964735 A Organo 7 0.079164 1.130914E-02 406 0033816 0759841
S(A) 8 0.0473645 5.920562E-03 S(A) 8 0.022285 2785625E-03
Total (Adjusted) 15 03615685 Total [Adjusted) 15 0101449
Total 16 Total 16
* Term significant at alpha =0.05 *Term signficant at alpha =0.05
. . Analysis of Variance Table
ASSS :’:: of Variance Table Sum of Mean Prob Power Source Sumof Mean . Prob Power
Term DF  Squares Square FRaio Level  (Alpha=005) | | Tem DF  Squares Square FRatio  Level  (Alpha-0.05)
A Organo 7 04150599 5O20428E-02 3867  0.000015% 1000000 A Organo 7 0253309 3625843502 5215 0000005 1.000000
S(A) 8 00122665 1533312603 S(A) 8 0.006562 6.9525E-04
Total (Adjusted) 15 04273264 Total {Adjusted) 15 0269371
Total 16 Total 16
*Term signfiicant at alpha =0.05 " Term significant at alpha = 0.05
Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean Prob Power Source Sumof Mean Prob Power
Term DF  Squares Square FRatio  Level (Alpha=0.05)| | Term DF  Squares Square FRatio  Level (Alpha=0.05)
A Organo 7 02139294 3056138E-02 1811  0.000258" 0999971 A Organo 7 0312536 0044848 7171 0000001 1000000
SA) 8 0.0135025 1687813E-03 SA) 8 0.004981 62262504
Total (Adjusted) 15 02274319 Total (Adjusted) 15 0317517
Total 16 Total 16
*Term signfficant at alpha =0.05 * Term significant at alpha =0.05
Analysis of Variance Table
Source Sumof Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio  Level (Alpha=0.05)
A Organo 7 02492189 0.0356027 964 0.002371* 0990132
S(A) 8 0.0295345 3691813603
Total (Adjusted) 15 02787534
Total 16
* Term significant at alpha =0.05
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Anélisis de Duncan de los valores de actividad enzimatica de cada parte anatomica u 6rgano

seleccionado de I. fuscus a pH de 2 a 10.

Actividad enzimatica promedio (UAP/mL) + D.E.
I1sostichopus fuscus pH
Parte Anato a
Organo 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Podios 160 + 6 147+7| 57+7 92+51| 304 +28 282+8| 276+17| 290+25 258 +8
Tracto Digestivo 96 +1 51+23| 64+6 70+8 166 +8 163+1 166 + 3 154 +2 160+0
Tubo Respiratorio 114+2 140 +17| 102+8 80+ 11 154 +8 139+1 140+ 6 137 +4 144 +5
Tudbulos Internos 131+5 126 +3| 110+3 112+0| 206+20| 214+14 208 + 0 200+ 0 196 + 6
Piel Externa 179 + 18 272+06(224+79| 132+17| 263+16| 229+21 238+3 246 +8 243 + 18
Piel Interna 68 +6 84+17| 30+14 68 + 6 114+1 118 +2 140 +5 119+7 116 +6
Piel 1 Ventral 98 +8 121 +10] 122+3 128 + 28 192+1 182 +3 214 + 20 172+0 204 + 40
Piel 1 Dorsal 62+8 65+4| 76+6 82+3| 154+25 150 +3 150 +38 150 +3 178 + 48
Piel 2 Ventral 52+6 65+10| 82+31 64+6| 124+11 150 +8| 150 +20 126 +3 116 +6
Piel 2 Dorsal 61+4 71+5| 68+6 71+1 130+8| 140+17| 166 +31 164 + 0 154 + 20
ANOVA.

Anadlisis de Varianza de los valores de actividad enzimaética de cada parte anatdbmica u 6rgano

seleccionado de H. impatiens a pH de 2 a 10.

pH 2 pH 3
Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Source Sumof Mean Prob Power Source Sumof Mean Prob Power
Term DF  Squares Square FRatio  Level (Alpha=0.03)( | Term DF  Squares Square FRatio  Level {Alpha=0.05)
A Organo 7 03106357 4437654E02 432 0028460 0783686 A:Organo 6 01820839 3034731E02 4030  0.000044* 1000000
S(A) 8 0082116 0.0102645 S(A) 7 0.005271 0.000753
Total (Adjusted) 15 03927518 Total (Adjusted) 13 01873549
Total 16 Total 14
*Term signficant at alpha =0.05 *Term significant at alpha = 0.05

pH 4 pH 5
Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Source Sumof Mean Prob Power Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio  Level (Alpha=0.05) Term DF Squares Square F-Ratio  Level (Alpha=0.05)
A Organos 6 1172276 01953793 6592  0.000008* 1.000000 A Organo 7 04092999 5847142802 1007 0.002051F 0992472
S(A) 7 0.0207475 2963929E-03 S(A) 8 0.0464685 580856303
Total (Adjusted) 13 1193023 Total (Adjusted) 15 04557684
Total 14 Total 16
*Term significant at alpha = 0.05 * Tarm significant at alpha =0.05

pH 6 pH 7
Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Source Sum of Mean Prob Power Source Sum of Mean Prob Power
Term DF Squares Square F-Ratio  Level (Alpha=0.05) Term DF Squares Square FRatio  Level (Alpha=0.05)
A Organo 7 0439354 6.2T6486E-02 549 0014315* 0.834060 A Qrganos 7 06891379 9.844828E-02 1092 0001951 0.995683
S(A) ] 0091431 1143637E-02 S(A) & 0.0721008 9.012562E-03
Total {Adjusted) 15 0530845 Total (Adjusted) 15 07612385
Total 16 Total
*Tarm signficant at alpha = 0.05 *Term signficant at alpha =0.05
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Analysis of Variance Table Analysis of Variance Table
Source Sumof Mean Prob Power Source Sumof Mean Prob Power
Term DF  Squares Square FRatio  Level (Alpha=0.05) Term DF  Squares Square FRatio  Level (Alpha=0.05)
A Organo 7 04567904 6526576E-02 3120 0.000034* 1.000000 A Organo 7 01376809 1966671E02 1143 0001453 0996243
SA 8 00167315 2091438503 S(A) 8 00141335 1766687E-03
Total (Adjusted) 15 04735219 Total (Adjusted) 15 01518144
Total 16 Total 16
* Term signiicant at alpha =0.05 *Term significant at alpha = 0.05

Analysis of Variance Table

Source Sum of Mean Prob Power

Term DF Squares Square F-Ratio  Level (Alpha=0.05)

A Organo T 0364146 6202086602 2425  0.000088* 1.000000

S(A) 8 0017165 2.145625E-03

Total (Adjusted) 15 0381311

Total 16

*Term signfficant at alpha =0.05

ANALISIS DE DUNCAN.

Analisis de Duncan de los valores de actividad enzimatica de cada parte anatomica u 6rgano

seleccionado de H. impatiens a pH de 2 a 10.

Actividad enzimatica promedio (UAP/mL) + D.E.
Holothuria impatiens pH
Parte Anato a

Organo 2 3 4 5) 6 7 8 9 10
Podios 125+63| 188+26| 164+0.3 153+1 274 +3 260+1| 370+14 158 + 2 161 +9
Tracto Digestivo 164+10| 191+0.3| 124+42| 118+45| 175+51| 174+19| 216+25 201 +38 223+0.3
Tubulos Internos 178 +2| ------ 73+1| - 238+3 138 +3 149+ 2 133+1 213 +1
Piel Externa 93+2 86+2| - 111 +12 169 +1 165 +2 162 +2 145+ 2 164 +0.3
Piel Interna 11+0.3| ---- 21+1 65+ 1 88+ 1 118 + 2 137 +1 113+1 112 +0.3
Piel 1 Ventral 178+43| 119+38 417 +1| 291+66| 222+23| 368+46 237+5 214 +6 255+2
Piel 1 Dorsal 105+48| 139+9| 126+12| 130+15 118 +8| 302+95| 222+15 235+6 302 + 47
Piel 2 Ventral 83+5 75+5| 105+37| 133+24| 121+12 128+7| 187+40| 191 +46 132+22
Piel 2 Dorsal 131 +75 80+ 1 100 + 6 87 + 12 194 +9 182+ 1 167 + 1 179+7 168 + 3
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ANEXO 18.
ACTIVIDAD PROTEOLITICA (UAP/mL) A pH 2-10 DE LAS
PROTEASAS DE I. fuscus Y H. impatiens.

1) Actividad proteolitica de las proteasas de Isostichopus fuscus.

Actividad enzimatica promedio (UAP/mL) + D.E.

Isostichopus fuscus pH
Parte Anato a
Organo 2 8 4 5 6 7 8 9 10
Podios 160 + 6 147+7] 57+7 92+51| 304 +28 282+8| 276 +17| 290+25 258 +8
Tracto Digestivo 9%6+1 51+23| 64+6 70+8 166 +8 163+1 166 +3 154 +2 160 +0

Tubo Respiratorio 114 +2 140 +17] 102 +8 80 +11 154 +8 139+1 140+ 6 137 +4 144 +5
Tabulos Internos 131+5 126 +3| 110+3 112+0| 206+20| 214+14 208 +0 200 +0 196 + 6

Piel Externa 179 +18 272+06|224+79| 132+17| 263+16| 229+21 238+3 246+ 8 243 +18
Piel Interna 68 +6 84+17| 30+14 68 +6 114 +1 118 +2 140+5 119+7 116 +6
Piel 1 Ventral 98 +8 121+10] 122+3| 128+28 192+1 182+3| 214+20 172+ 0 204 + 40
Piel 1 Dorsal 62+8 65+4| 76+6 82+3| 154+25 150 +3 150 +8 150 +3 178 + 48
Piel 2 Ventral 52+6 65+10| 82+31 64+6| 124+11 150+8| 150+ 20 126 +3 116 +6
Piel 2 Dorsal 61+4 71+5| 68+6 71+1 130+8] 140+17| 166+31 164 +0 154 + 20

2) Actividad proteolitica de las proteasas de Holothuria impatiens.

Actividad enziméatica promedio (UAP/mL) + D.E.
Holothuria impatiens pH
Parte Anato a

Organo 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Podios 125+63| 188+26| 164+0.3 153 +1 274 +3 260+1| 370+14 158 +2 161+9
Tracto Digestivo 164+10| 191+0.3| 124+42| 118+45| 175+51| 174+19| 216+25 201 +8 223+0.3
Tadbulos Internos 178+2| ------ 73+1| - 238 +3 138 +3 149 +2 133+1 213 +1
Piel Externa 93+2 86+2| - 111 +12 169 +1 165 +2 162 + 2 145 +2 164 +0.3
Piel Interna 11+403| - 21+1 65+1 88+1 118 +2 137 +1 113+1 112 +0.3
Piel 1 Ventral 178 +43| 119+8 417+1| 291+66| 222+23| 368+46 237+5 214+6 255+2
Piel 1 Dorsal 195+48| 139+9| 126+12| 130+15 118+8| 302+95| 222+15 235+6 302 +47
Piel 2 Ventral 83+5 75+5| 105+37| 133+24| 121+12 128 +7| 187 +40| 191 +46 132 +22
Piel 2 Dorsal 131+75 80+1 100+ 6 87 +12 194+9 182+1 167 +1 179+7 168 + 3
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ANEXO 19.
GELES DE ELECTROFORESIS DE LAS PROTEASAS EXTRAIDAS DE
I. fuscus Y H. impatiens.

Electroforesis no desnaturalizante de muestras extraidas de diferentes partes

anatomicas u 6rganos de Isostichopus fuscus.

Unealib. Optical Density Unealib, Cptical Density

0.00 0050 010 015 020

p {

- 0,500 0,500
Lane 2 Lane 7
Band # Relative  Mol. Wit J Band#  Relative Mol Wi
Frant KDa /j Frant KDa
-1 0.289 32.00 75 0.284 39.40
-7 D6 B5M Ep 4 1 0679 17.90
PODIOS TRACTO DIGESTIVO

Unealib. Optieal Density

0,500
Lane 4

Tncalib. Optical Density

Lane 3
Band# Relative  Mal Wit
Band # Relative Mol Wit Front KDa
Front KDa
R, 4-2 0.290 38.94

Ry

3-2 0.285 39.37 4-3 0.723 16.32

TUBO RESPIRATORIO TUBULOS INTERNOS

Uncalib. Optical Density

Lane 6
Band # Relative Mol Wt
Front KDa

Unecalib. Optical Density

000 010 020 030

=~

0.500
Lane 5
Band # Relative Mol Wit
Front KDa
o 5-2 D2 3|88 §-2 0294 3860
PIEL EXTERNA PIEL INTERNA
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Lane &
Lane 9
Band#  Relative Mol ¥vt.
Front KDa Band # Relative Mol Wit
-2 027 3918 Front KDa
§-3 0676 18.00 9-3 0.285 3234
PIEL ANTERIOR VENTRAL PIEL ANTERIOR DORSAL

Lane 10

Band# Relative Mol Wi
Front KDa

7-5 0.283 39.46

PIEL MEDIA DORSAL
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Electroforesis no desnaturalizante de muestras extraidas de diferentes partes
anatomicas u 6rganos de Holothuria impatiens.

Lane 7
Lane B

Band # Relative Mol Wit

Band # Relative  Mal Wit

Front KDa
Front KDa 7-4 0873 2562
B- 2 0.2a7 8464 x 7-4a 0.2a7 84.20 x
- B- 3 0.310 a6.87 7-B 0.306 6065
PODIOS TRACTO DIGESTIVO
Lane 4

Lane 5

Band # Relative Mol Wit Band # Relative Mol Wi

Front KDa Frant KDa
4-3 0.297 7214 % -1 0.285 8838 x
4- B 0322 B35 B 5-2 0.307 5933

PIEL EXTERNA

Band # Relative Mol Wit
PIEL ANTERIOR VENTRAL

PIEL INTERNA

Lane 2

Lane B
Frant KD

Band # Relative Mol Wt

0.324 48.77 Front KDa

2-1
2-2 0.309 41.34
2- 4 0.767 2421

8- 2 0.301 B5.87
g-3 0327 44 65

PIEL ANTERIOR DORSAL
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Lane 3

Band # Relative
Front

Lane 8

Band # Relative Mol Wit

3-2 0.302
- 0304 Front KDa
3-6 0.451 g9-2 031 55.29
! " 3-7 0.760 9-4 0333 44.20
PIEL MEDIA VENTRAL PIEL MEDIA DORSAL
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