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RESUMEN

En el presente trabajo se describen los resultados obtenidos de la determinacion de algunas actividades
enzimaticas y actividad inhibidora de ellas en el molusco Stylocheilus longicauda. Se prepararon extractos acuosos
de las diferentes partes del animal (hepatopancreas, manto, génadas asi como un extracto total). Todos los
extractos mostraron actividad proteolitica a todos los valores de pH ensayados. Se detecté también en todos, la
presencia de actividad inhibidora de pepsina y bromelina, la que fue mas notable en el caso del manto para
pepsina, asi como actividad acetilcolinesterasica para los extractos de manto y total. No se detect6 inhibiciéon para
acetilcolinesterasa en ninguno de los extractos ensayados. Por otra parte, el extracto total mostré poseer actividad
esterasica y lipasica.
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ABSTRACT

In this paper we describe the results obtained in the determination of some enzymatic activities and inhibitory
activities against these enzymes in the mollusc Stylocheilus longicauda. Aqueous extracts were prepared from
different parts of the animal (midgut gland, gonads and mantle). The extracts showed proteolytic activity at all
assayed pH. The presence of pepsine and bromeline inhibitory activity was detected in all the extracts, being
more remarkable for pepsina in the case of the mantle. Only the mantle and whole extracts showed
acetylcholinesterasic activity but inhibitory activity against this enzyme was not detected in any case.

Furthermore, the whole extract showed esterase and lipase activities.

Key words: enzymatic activities; inhibitory activities; protease; pilase; Stylocheilus longicauda.

El estudio de la fauna marina ha evidenciado la
presencia, en muchas de sus especies, de
sustancias con importantes actividades biolégicas
de gran wutilidad en Biomedicina como son
actividad neurotoxica (Béres et al 1975; Burnet y
Calton, 1977; Garateix et al, 1992), actividad
inhibidora de proteasas (Fritz et al, 1972; Delfin et
al, 1994) actividad lipasica (del Monte et al, 1998),
entre otras actividades informadas. Los moluscos
figuran sin duda entre los invertebrados mas
notables de la fauna marina, sin embargo los
estudios sobre estos organismos, en su mayoria,
han estado dirigidos hacia la sistematica y la
zoogeografia, desconociéndose las caracteristicas y
propiedades bioquimicas de la mayoria de las
especies (Bidart et al 1990). Sélo se informa en la
literatura, la presencia de wun inhibidor de
calicreina en la especie Aplysia dactilomela
(Gonzalez et al, 2004). Una especie que no ha sido
caracterizada desde el punto de vista bioquimico
es el molusco Stylocheilus longicauda el que se
caracteriza por no poseer concha, a pesar de lo
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cual no presenta un gran numero de depredadores
(Kerry, 1987). El presente trabajo describe la
caracterizacion en cuanto a algunas actividades
biologicas de interés bioquimico y biomédico, como
son entre otras, la actividad proteolitica y la
actividad inhibidora de proteasas, en extractos
obtenidos a partir de este organismo.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares adultos de Stylocheilus longicauda
(silvestres) fueron donados por el Centro de
Investigaciones Marinas (CIM) de la Universidad de
la Habana. La recolecciéon se realizé en horas de la
mafnana con un jamo de borde recto pasandolo por
las paredes de la piscina natural de dicho centro
(Ciudad de la Habana), desde abajo hacia arriba.

Preparacion de los extractos.

En primer lugar se procedi6 a hacer la diseccion
de los animales para separarlos en sus diferentes
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partes (manto, hepatopancreas, y goénadas),
preparando un “pool” de cada una de ellas a partir
de los cuales se prepararon los extractos acuosos,
incluyendo un extracto del cuerpo integro de los
animales (extracto total). Previamente fue
determinado el peso humedo del material de
partida. Los extractos fueron preparados en
solucion salina fisiolégica (NaCl 0.9%) una
relacion masa volumen de 1:2.

El material de partida en todos los casos fue
homogenizado con una cuchilla eléctrica MPW-309
a una velocidad de 2000 rpm, temperatura de
250C durante 30 seg, repitiéndose la operacion 3
veces y los homogenizados se centrifugaron 9 000
g durante 50 min y temperatura de 4°C. en una
centrifuga Beckman JA-10. Los sobrenadantes
fueron recogidos, medidos sus volimenes Yy
conservados a —20°C para su uso posterior.

de 1Ia de

Determinacion concentracion

proteinas.

La concentraciéon de proteinas se determiné por el
método de Bradford (Bradford, 1976)

Actividades enzimaticas.

Se determinaron diferentes actividades
funcionales: Actividad proteolitica e Inhibidora de
proteasas, Actividad colinesterasica e inhibidora
de esta y Actividad esterasica y lipasica.

La actividad proteolitica se realiz6 por el método de
Anson modificado (Anson, 1938) utilizando como
sustrato hemoglobina al 2% desnaturalizada a
diferentes pH (2, 4, 7 y 9), para determinar
posibles proteasas acidas, basicas o neutras, en
los diferentes extractos.

La evaluacion de la actividad inhibidora de
proteasas se realizo siguiendo el método planteado
para la actividad proteolitica, con una incubaciéon
previa de 10 min. de las enzimas con los extractos
(Chavez et al, 1988). Se usaron enzimas control
pertenecientes a dos de las diferentes familias de
proteasas (Beynon y Bond, 1989), la pepsina
(Sigma), proteasa aspartico dependiente (pH
optimo 2) 'y bromelina (Fluka), cisteino
dependiente (pH 6ptimo 7), con una concentracion
de 0.1 mg/mlL.

Los ensayos de actividad acetilcolinesterasica se
realizaron segin el método propuesto por
Mahmood y Carmichael en 1987, utilizando
yoduro de acetilcolina como sustrato. La actividad
inhibidora se determiné de igual forma pero se
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procedi6 a incubar, previo al ensayo de actividad,
los extractos con acetilcolinesterasa de eritrocitos
(Sigma), durante 10 min a temperatura ambiente y
como control del 100% de actividad, se utilizo la
enzima previamente incubada con el buffer de
trabajo en sustitucion del extracto.

Para la determinacion de la actividad enzimatica
esterasica utilizando p-Nitrofenilacetato (pNPA,
Sigma) o p-Nitrofenilbutirato (pNPB, Sigma) como
sustrato se emple6 un método continuo (del
Monte et al, 1998) y la reaccion se sigui6é por el
incremento de la absorbancia a 348 nm producto
de la liberacion del p-nitrofenol. El ¢ para estas
condiciones es 5 150 cm ! (mol/L)-l. La unidad de
actividad enzimatica (U) se define como la
cantidad de extracto enzimatico soluble capaz de
transformar 1 pmol de pNPA o pNPB en un
minuto, a una temperatura de 30 °C. Se
realizaron los correspondientes controles de
hidroélisis espontanea del pNPA y pNPB.

La determinacién de la actividad lipasica se
realizé por el método de titulacion automatica en
un titulador (pH-Stat) (del Monte et al, 1998).
Las determinaciones se realizaron en agitacion
constante y temperatura de 30°C. Se utilizo
Tributirina como sustrato y la reaccion se siguid
mediante la liberacion de protones, producto de
la hidrolisis de los enlaces éster de la Tributirina,
lo que provoca una disminuciéon del pH en el
medio de reaccion, que permite la titulacion con
NaOH (0.01 pmol/mL). Paralelamente se
realizaron los controles de hidrélisis espontanea
de la Tributirina.

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de los organismos marinos ha revelado
la presencia en éstos, de una serie de sustancias
con gran potencialidad para su uso en
Biomedicina. Dentro de estos organismos han
despertado un gran interés los invertebrados, pero
debido a la gran diversidad de especies que estos
comprenden, aun permanecen virgenes un gran
numero de ellas. Este es el caso del opistobranquio
Stylocheilus  longicauda, molusco que se
caracteriza por no poseer concha y al que, se le
conocen pocos o ningin depredador (Clark y De
Freese, 1987). A pesar de que Kato et al en 1974
informan la presencia de una toxina en esta
especie a la que llaman aplysiatoxina, a este grupo
no se le reconoce toxicidad en la literatura
consultada, lo que pudiera sugerir que su
contenido de toxinas, si las posee, no es de
importancia pero si debe poseer algun tipo de
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actividad biolégica que justifique el que estos
organismos no resulten apetecibles. Por otra parte
informes posteriores (Conklinn y Mariscal, 1977;
Day y Harris, 1978; Greenwood and Mariscal,
1987: Johnson and Willows, 1999) plantean que
muchas de estas especies se alimentan de
anémonas y son capaces de almacenar los
nematocistos de éstas en estructuras llamadas
cnidosacos, por lo que la presencia de toxinas se
debe a esta razon y no a que sean producidas por
ellos.

En primer lugar se procedi6 a caracterizar los
diferentes extractos en cuanto a su contenido de
proteinas, por ser los polipéptidos, los
responsables fundamentales de las actividades
biolégicas mas importantes encontradas en los
organismos marinos (Romero et al, 1987, Delfin et
al, 1994). No se realiz6 la determinacion de la
proteina total ya que, nuestro interés estuvo
encaminado a la busqueda de polipéptidos que
pudieran tener alguna actividad biologica de
importancia para su uso en solucion. Los
extractos preparados mostraron un considerable
contenido proteico, mas aun si se tiene en cuenta
que un gran por ciento del peso del animal lo
constituye el agua (Clark y De Freese, 1987) y que
ademas soélo se determiné la proteina soluble. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.

Una vez establecida la concentracion y el
contenido de proteinas se procedié a determinar la
actividad proteolitica de los extractos a diferentes
valores de pH para proporcionar condiciones
tales, que pudiera medirse la actividad de
proteasas acidas, neutras y basicas.

Nuestro interés estuvo encaminado hacia este
grupo de moléculas debido a que las proteasas,
mejor llamadas peptidasas, son enzimas
indispensables para la sobrevivencia de muchos
organismos (Neil et al 2004) no obstante, deben
estar sometidas a un estricto control, pues una
actividad  proteolitica no deseada  puede
desencadenar serios problemas en el organismo
(Cooper, 2002). Un gran numero de enfermedades
estan relacionadas con el descontrol de esta
actividad como son por ejemplo, la epilepsia, y
diferentes formas de enfisemas (Cooper, 2002: Neil
et al, 2004). Existen diferentes mecanismos de
control de la actividad proteolitica o peptidasica.
Uno de ellos es la interaccién con proteinas que
inhiben a estas enzimas (Neil et al, 2004) por lo
que la presencia de enzimas de este tipo en un
organismo, debe traer aparejada la existencia de
inhibidores capaces de controlar su actividad
proteolitica. Ademas por partir de una fuente no
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explorada pueden encontrarse nuevas enzimas
con caracteristicas tal vez diferentes a las del resto
de los organismos conocidos como sucede con
otras enzimas procedentes de organismos marinos
(Grotendorst y Hessinger, 2000).

Los resultados de la determinacion de la actividad
proteolitica a diferentes pH (2, 4, 7, 9) se muestran
en la Tabla 2 y nos permiten aseverar la presencia
de este tipo de actividad en los extractos
ensayados para todos los valores de pH lo que
pudiera ser el resultado de la presencia de
proteasas diferentes en los extractos aunque
podemos considerar que esta actividad no es muy
elevada. En el extracto de hepatopancreas la
mayor actividad se manifiesta a pH 7.

En el caso del extracto de manto, los valores de
actividad proteolitica son relativamente bajos con
respecto al de hepatopancreas sobre todo a pH 2 y
pH 7 e indican que la mayor proteolisis ocurre a
pH 4. Estos resultados pueden estar afectados por
la presencia de inhibidores que no permitan la
expresion de la actividad, lo cual analizaremos
posteriormente.

Para el extracto de gonadas la actividad especifica
en general result6 la mas baja, lo que no carece de
légica, segiin nuestro criterio, puesto que éstas
constituyen los o6rganos reproductores del animal
por lo que una elevada actividad proteolitica en
este extracto no se justificaria debido a que en
éstos, estan priorizados los procesos de sintesis.

El resultado mas notable y aparentemente
contradictorio para el extracto total, es la elevada
actividad proteolitica especifica a pH 4, con un
valor muy superior al esperado (0.132
umol/min/mg), ya que éste deberia tener cuando
mas, un valor muy cercano a la sumatoria de las
actividades del resto de los extractos en este pH
(0.072 pmol/min/mg) o un valor inferior debido a
la concentraciéon relativa de las enzimas en este
extracto, lo que si se manifiesta en los otros pH
ensayados, donde se obtuvieron valores de
actividad proteolitica inferiores a los obtenidos
para el resto de los extractos. Los resultados
obtenidos posteriormente pueden dar explicacion a
esta aparente contradiccion.

Para continuar la caracterizacion se determiné la
actividad inhibidora de los extractos frente a dos
tipos de proteasas diferentes, pepsina (aspartico
dependiente) y bromelina (cisteino dependiente).
Los resultados de la determinacion de esta
actividad se muestran en las Tablas 3 y 4.
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Tabla 1. Concentraciéon de proteinas y relacion proteina soluble / peso humedo de los extractos preparados a

partir de la especie Stylocheilus longicauda.

Extracto Peso Concentracion de Proteina Proteina total/ peso
(g) Proteinas Total (mg/g)
(mg/mL) (mg)
Hepatopancreas 14.33 19.41 601.71 41.99
Manto 23.27 15.65 939 40.35
Gonadas 3.03 5.86 99.62 32.90
Total 66.41 29.34 2640.6 39.76

Tabla 2. Actividad proteolitica a diferentes pH de los extractos de S. longicauda

pH
Extracto

Actividad Especifica
(umol/min/mg)

Hepatopancreas

NeREN RN o}

Manto

O~ PN

Gonadas

O N PN

Total

NeREN RN o}

0.048 £ 0.003
0.046 £ 0.002
0.064 + 0.003
0.007 + 0.0003

0.005 = 0.000
0.013 £0.001
0.003 = 0.000
0.012 £0.001

0.009 = 0.000
0.013 £0.001
0.011+ 0.001
0.004 = 0.000

0.011 +0.005
0.132 + 0.008
0.011+ 0.001
0.012 + 0.001

Aunque se obtuvo actividad inhibidora en todos
los extractos para ambas enzimas, el resultado
mas relevante fue, la elevada actividad inhibidora
frente a pepsina del extracto de manto, lo que
evidencia la presencia en este de, al menos, una
sustancia inhibidora de proteasas aspartico
dependiente. Este resultado podria explicar en
primer lugar, la baja actividad proteolitica de este
extracto a valores bajos de pH y en segundo lugar
al aparente resultado contradictorio obtenido para
la actividad proteolitica del extracto total a pH 4,
muy superior al esperado como se apunt6
anteriormente. En este extracto, los componentes
de cada una de las partes del animal deben
presentar una menor concentracién relativa, por lo
cual la cantidad de inhibidores presentes en forma
relativa es menor y producto de esto se
encontrarian mas diluidos, por lo que pudiera
pensarse que no estad favorecida la union del
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inhibidor a las proteasas o que no exista la
cantidad de inhibidor necesaria para la detecciéon
de esta actividad y por tanto éstas expresen una
mayor actividad proteolitica en el extracto total, no
siendo asi para los demas extractos, donde la
concentracion relativa del inhibidor seria mayor y
por tanto la actividad proteolitica se expresa en
menor cuantia. Por otra parte al estar un poco
alejado este pH (pH 4) del pH en el cual el
inhibidor de pepsina debe mostrar su mayor
actividad (pH 2) podria también estar
desfavorecida la unién y esto sumado a la dilucién
seria la causa de la elevada actividad proteolitica
observada para el extracto total a pH 4. Otro
resultado que apoyaria este planteamiento es que
el extracto total presenta una actividad inhibidora
menor a pH 2 que el extracto de manto, lo que
resultaria de la menor concentracion de inhibidor
en este extracto.
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Tabla 3. Actividad inhibidora frente a pepsina de
los extractos de S. Longicauda.

Actividad Inhibidora

Extracto Especifica
(uvmol/min/mg)
Hepatopancreas 0.227 £0.018
Manto 106.78 + 8.542
Goénadas 0.843 £ 0.067
Total 0.226 £ 0.181

Tabla 4. Actividad inhibidora frente a bromelina
de los extractos de S. longicauda

Extracto Actividad Inhibidora
Especifica
(pmol/min/mg)
Hepatopancreas 0.100 = 0.008
Manto 0.096 + 0.008
Gonadas 0.321 £ 0.026
Total 0.078 + 0.006

No podemos descartar la posibilidad de que la
presencia de inhibidores en el extracto de manto,
se deba a la presencia de nematocistos en los
cnidosacos que forman parte de esta estructura,
ya que se ha descrito la presencia de éstos en
anémonas marinas (Fritz et al , 1972; Delfin et al,
1994), aunque no se ha demostrado que formen
parte de la bateria de toxinas de estas especies
presentes en los nematocistos (Mebs y Guebauer,
1980.)

En cuanto a la actividad inhibidora de bromelina
la mayor actividad se obtuvo para el extracto de
gonadas lo que pudiera ser un mecanismo de
control de la actividad proteolitica no necesaria en
estos 6rganos en la zona de pH neutro.

La presencia de inhibidores del grupo de proteasas
aspartico dependientes constituye un resultado
muy interesante por su potencialidad en la lucha
contra el SIDA y otras enfermedades asociadas a
enzimas de este tipo como son la hipertension, la
enfermedad de Alzheimer, malaria, algunas
neoplasias y algunas infecciones bacterianas (De
Clerq, 1991; Cooper, 2002). En el caso delos
inhibidores de proteasas cisteino dependientes,
pudieran ser utilizados en la terapéutica contra el
parasitismo (White et al, 1992; Karanu et al, 1993)

Otra actividad ensayada en los extractos fue la
actividad acetilcolinesterasica. Las acetilcolines-
terasas son enzimas que juegan un papel
fundamental en los mecanismos colinérgicos
involucrados en el control de la conducta motora
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(Dajas et al, 1991) y son muy utilizadas en
estudios neurofisiologicos, por lo que contar con
una fuente importante de esta molécula
posibilitaria el estudio de una serie de fenémenos
al ser utilizada como reactivo biologico. Estas
enzimas son inhibidas por wuna serie de
compuestos entre los cuales se encuentran los
organofosforados y la huperazina (utilizada en el
tratamiento del Alhzeimer), por lo que la detecciéon
de posibles inhibidores en los extractos utilizados
resulta interesante.

La determinacion de actividad acetilcolines-
terasica mostr6, la presencia de este tipo de
enzima en el extracto de manto, el valor de
actividad especifica fue de 0.031 pmol/min/mg,
actividad que fue recuperada en gran medida en el
extracto total, no asi en el resto de los extractos
ensayados, lo que confirma la presencia de la
enzima soélo en el manto y no en el resto de las
partes del animal estudiadas. Descartamos la
posibilidad de que la enzima proceda de los
nematocistos conservados en los cnidosacos pues
hasta el momento, no se ha informado Ila
presencia de esta enzima en estas estructuras.

Este resultado es de gran interés pues no es
comun encontrar fuentes de esta enzima en los
organismos marinos, a pesar de que la
acetilcolinestera que mas se comercializa y a un
elevado costo, se obtiene del pez torpedo. Por otra
parte, la actividad inhibidora de acetilcolinesterasa
ha sido informada para organismos marinos tales
como, la cianobacteria Anabaena flos (Mahmood y
Carmichael, 1987) pero en nuestro trabajo no se
encontré actividad inhibidora de esta enzima en
ninguno de los extractos estudiados. Este
resultado pudiera deberse a que la concentraciéon
de inhibidores es muy inferior a la concentracion
de enzima y esto imposibilita su deteccion.

Otras enzimas de interés son las esterasas y en
especial las lipasas por su gran utilidad para la
construccion de biorreactores utilizados en la
industria biofarmacéutica, para la produccion de
medicamentos. El estudio realizado con el extracto
total en cuanto a actividad esterasica y lipasica
brindo6 resultados muy interesantes (Tabla 5), ya
que como puede observarse la actividad
enzimatica presenté un aumento considerable al
aumentar la complejidad del sustrato y alcanzé un
valor muy elevado frente a la tributirina, lo que
demuestra la presencia de lipasas en dicho
extracto. La presencia de lipasas ha sido
informada para otros organismos marinos (del
Monte et al, 1998).
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Tabla 5. Actividad esterasica y lipasica del extracto
total de S. longicauda.

Sustrato Actividad Especifica
(U/mg)
pNPA 0.001 + 0.000
pNPP 0.017 £ 0.001
Tributirina 0.307 £ 0.015

Los resultados obtenidos, nunca antes descritos
para esta especie, evidencian la potencialidad del
molusco Stylocheilus longicauda como fuente de
nuevas sustancias bioactivas con perspectivas de
aplicacion en la Biomedicina como son los
inhibidores de proteasas aspartico dependientes y
las enzimas ya que su uso brinda muchas
ventajas para la obtencién de sustancias de gran
interés farmacolégico o disefio de procesos de
sintesis quimica.
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