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Introduccion. En crustaceos, la tripsina juega un papel
importante en el metabolismo de proteinas. Sin embargo,
su precursor inactivo (tripsinbgeno) no ha podido ser
aislado de su fuente natural (1), por lo tanto, su
mecanismo de activacién es aun desconocido.

En el presente trabajo, hemos producido, purificado y
caracterizado bioquimicamente la forma recombinante
del tripsindgeno del camarén Blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei.

Metodologia. El tripsindgeno recombinante de
Litopenaeus vannamei se obtuvo realizando un cultivo en
tres etapas (lote con glicerol, lote alimentado con glicerol
y lote alimentado con metanol) empleando un biorreactor
de 5 L y una cepa recombinante de Pichia pastoris Mut®
que contiene el DNAc del tripsindgeno del camarén
Blanco del Pacifico L. vannamei fusionado a la secuencia
sefal del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae. El
medio de cultivo libre de células (1.4 L) se concentrd y
diafiltro a 100 mL por ultrafiltracion. El tripsindgeno
recombinante se purific6 por cromatografia de
intercambio  anidnico utilizando  una  solucién
amortiguadora de 25 mM Tris-HCI (pH 7.5) y 20 mM
CaCl, y un gradiente de concentracion de NaCl. Las
diferentes fracciones obtenidas fueron concentradas a 5
mL vy diafiltradas por ultrafiltracion y se analizaron en
geles de SDS-poliacrilamida y por Western blot. Con las
fracciones que resultaron positivas en el Western blot, se
evalué la posible N-glicosilacibn mediante tratamiento
con Endo Hf y se realizaron estudios de autoactivacion
del tripsinégeno recombinante determinando el
incremento de la actividad enzimatica de tripsina
evaluada con Na-benzoil-DL-arginin-p-nitroanilida
(BAPNA) como sustrato. Se empled un extracto de
hepatopancreas de L. vannamei y tripsindgeno bovino
como controles. Los resultados obtenidos se
interpretaron con ayuda de un modelo molecular de la
tripsina de L. vannamei obtenido con Swiss-Model.

Resultados y discusion. Los analisis en geles de SDS-
poliacrilamida y Western blot del medio de cultivo libre de
células confirmaron la produccién del tripsinégeno
recombinante. A partir de la cromatografia de intercambio
anionico, se colectaron cuatro fracciones que mostraron
bandas en geles de SDS-poliacrilamida de 29 kDa para
la fraccion 1, 32 y 23 kDa para la fraccion 2, 23 kDa para
la fraccién 3 y 41 kDa para la fraccion 4, todas ellas
fueron positivas al analisis de Western blot y mostraron

actividad de tripsina (7.6, 4.6, 7.3 y 57 mU/mL,
respectivamente). El tratamiento con Endo Hf demostrd
que la banda de 32 kDa es una proteina N-glicosilada. En
los ensayos de autoactivacion, la actividad de tripsina de
la fraccion 1 aumenté casi un 100% a los 30 min de
incubacion, posteriormente disminuyé alcanzando un
valor minimo a los 90 minutos de incubacion, y volvié a
aumentar y disminuir nuevamente. Al realizar el ensayo
en presencia de albumina sérica bovina (ASB), la
actividad de tripsina aumenté un 120%. Para la fraccion 3
y en ausencia de ASB, la actividad de tripsina descendio
durante los primeros 60 min de incubacion, mientras que
en presencia de ASB aumentd llegando a un nivel
maximo a los 120 min de incubacién y posteriormente fue
disminuyendo. El extracto de hepatopancreas mostré un
perfil de autoactivacién similar al de la fraccién 1, aunque
en menor intensidad. El tripsindgeno bovino mostré un
aumento de actividad de tripsina maxima del 86% a los
330 min de incubacién. Los analisis bioinformaticos
sugirieron que la banda de 23 kDa podria corresponder a
una forma bicatenaria del trlpsmogeno de camaron
formada por la ruptura del enlace Lys —Asg
presencia de un puente disulfuro entre la Cys"’ Cys224
Ademas se observé que el sitio activo de la tripsina de L.
vannamei tiene alta similitud espacial con la tripsina
cationica humana RMS de siete Ca de 0.33 A), a
exce CIOI”I de la Ty O¢ &' que se corresponden con
Asp y Leu'™ de la tripsina humana.

Conclusiones. En el presente trabajo se ha producido y
purificado por primera vez cuatro isoformas del
tripsinégeno recombinante del camardn L vannamei, una
probable forma bicatenaria y tres isoformas
monocatenarias (no glicosilada, N-glicosilada y otra
probablemente O-glicosilada). La forma monocatenaria
no glicosilada presenta una rapida autoactivacion en
comparacion con el tripsindégeno bovino.
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