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Introduccion. Los inhibidores de serin proteinasas se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, los
tipo Kazal son una familia de inhibidores de serin
proteinasas que distinguen por sus relaciones topogréficas
entre los enlaces disulfuro y la localizacién del sitio reactivo
(P1). Laférmulageneral detipo Kazal se representa:

-C(n)-C(7)-C(10)-C(2,3)-C(n)C-

Entre paréntesis se indica el nimero de aminoécidos entre
las seis cisteinas que los componeny “n” representa cuando
los aminoacidos son variables (1). Los inhibidores pueden
tener mas de un dominio, en e acocil, Pacifastacus
leniusculus, se encontrd un inhibidor con 4 dominios (2). En
el camar6n Penaeus monodon se conocen 3 secuencias que
codifican para inhibidores multidominio tipo kazal, de
cuatro, cincoy 6 dominios (3).

El objetivo de ete trabajo es obtener la secuencia de los
genes que codifican inhibidores multidominio tipo kazal en
hepatopancreas del camaron Penaeus vannamei.

Metodologia Se buscé indicios de inhibidores por medio de
un southern del DNA gendmico de P. vannamei empleando
una sonda marcada con digoxigenina usando como templado
una clona del inhibidor de hepatopancreas de P. monodon y
oligonucleotidos especificos. Se rediz6 un RT-PCR
partiendo como templado RNA de hepatopancreas de P.
vannamei y oligonucledtidos disefiados en base a la
secuencia de P. monodon. Para obtener los extremos se
amplificod usando como templado una libreria unidireccional
de cDNA de hepatopancreas de P. vannamei. Para obtener €l
extremo 3" y 5" se amplificd empleando los oligonucledtidos
de secuencias previamente obtenidas contralos oligos de los
vectores T7 y T3. Los productos se clonaron y se
secuenciaron.

Resultados y discusion. En el southern se obtuvo sefial, por
lo se continud con el blsqueda del inhibidor. Se obtuvo un
producto de 224 pb por RT-PCR (Fig. 1). La amplificacion
de la genoteca derivd con un producto de 256 pb de los
cuales 174 no son traducibl es caracterizados por un codon de
terminacion TGA, una sefid de poliadenilacién 12 residuos
rio arriba de la poli (A) de 15 pb. Del producto de 224 pb se
traduce a 74 aminoacidos que corresponden a dos dominios
tipo kazal. En e primer dominio se tiene de la tercera
cisteina a la sexta y del segundo dominio de la primera
cisteina a la quinta. También se identificd el sitio reactivo
gue esunaalanina(Fig 2).
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Fig. 1. Laslineas representan los productos de PCR descritos en
los resultados, en cada uno seindica el tamafio del producto.

v VTYSNLCOQLEl ANCLNGEE SLAYPGECEATDGS
CDI VCTANYDPVCGSDGNTYGXACEL EVADCMSDEDI | SW
VTYSNLCQLEI ASCL GGDVSLAHEGPC.

Fig. 2. Secuencia deducida del inhibidor. Cada linea representa un
dominio. La alineacion serealizd por las cisternas conservadas. El

sitio reactivo esta sefialado con una flecha.

Del producto de 256 pb solo son traducibles a 27
aminoéacidos. Se analizaron los resultados para evidenciar
lasimilitud contra otras secuencias siendo de mayor
homologia con crustaceos (Cuadro 1).

Cuadro 1.9militud de la secuencia de 224 pb y de la secuencia
traducible de 256 pb versus las secuencias de P. monodon y de P.

leniusculos.
Productos KHPA KHPB KHE PAPI
Pvanl4 95 % 66 % 53 % 29 %
Pvan3' TR 85 % 82 % 63 % 27 %

Conclusiones. Obtuvimos dos secuencias tipo Kazal siendo
la primera dos dominios parciales y la segunda un dominio
parcial del extremo 3. El residuo P1 que codifica para
alanina, sugiere que este dominio inhibe elastasa, aunque no
todos los dominios son inhibidores funcionales, esto debera
ser confirmado con el aislamiento de la proteina y estudios
de cinéticas enzimaticas.
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