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Resumen 
Las enzimas de la familia de las astacinas (M12) son metalopeptidasas extracelulares presentes 
en bacterias, invertebrados y vertebrados. Estas enzimas tienen una amplia diversidad 
estructural y funcional, en crustáceos se han descrito como enzimas participantes en la 
digestión del alimento, morfogénesis y formación de la matriz extracelular. Además, en Penaeus 
vannamei, se ha identificado una zinc metalopeptidasa cuya actividad está relacionada a los 
procesos de ontogenia. Esta enzima se expresa en tejidos no digestivos, sin embargo, la 
expresión génica es significativamente mayor en la glándula digestiva. 
En el presente estudio, se identificaron secuencias de astacinas en varias especies de 
decápodos, las secuencias fueron localizadas en la base de datos de proteínas Non Redundant 
Protein Sequences del NCBI, usando la herramienta BLASTP y con base a la astacina de Astacus 
astacus, el prototipo de la familia M12 y la de mayor evidencia experimental. Se confirmó la 
presencia de astacinas varias especies de decápodos, al menos un representante en las familias 
Astacidae, Portunidae, Oregoniidae, Cambaridae, Nephropidae, Lithodidae y Penaeidae. 
Además, se realizó un análisis más detallado de las secuencias de zinc metalopeptidasas de P. 
vannamei. Las secuencias fueron localizadas en la base de datos de baja redundancia UniProt, y 
fueron caracterizadas in silico, de esta manera se identificaron los patrones de variación de las 
secuencias y la heterogeneidad estructural de las proteínas, así como las variaciones de la 
estructura primaria y su efecto en la estructura secundaria y terciaria.  
Se identificaron cuatro tipos de arquitecturas en las secuencias de astacinas de P. vannamei, 
que además de presentar los dominios catalíticos Astacina, se diferencian por la presencia de 
los dominios (módulos) no catalíticos CUB, ShK y EGF. El tipo I consta de 1 o 2 dominios CUB, el 
grupo II presenta 1 o 3 dominios ShK. En este trabajo se reporta por primera vez esta 
arquitectura de la astacina de un invertebrado no hematófago. El grupo III contiene a las 
astacinas monodominio, y finalmente el grupo IV incluye a secuencias con el dominio astacina 
trunco (no funcional) y aquellas que incluyen dominios EGF. 
Finalmente, se realizó una búsqueda de astacinas monodominio de P. vannamei en las bases de 
datos de nucleótidos Reference RNA sequences y Transcriptome Shotgun Assembly de NCBI, 
para ello se usó la herramienta tBlastn con base a la secuencia de la metalopeptidasa Mpc1 de 
P. vannamei. Se encontraron varias secuencias que se agruparon en 16 variantes, a las cuales se
les realizaron análisis funcionales in silico. Estas secuencias presentan características típicas de
astacinas digestivas: El motivo (HEXXHXXGFXHEXXRXDR), la secuencia de giro de metionina
(Met-turn, SXMHY), el dominio catalítico de astacina, el péptido señal y el propéptido. Las
secuencias de aminoácidos tienen una variabilidad mayor al 5 % por lo que se propone que son
isoformas y su función es digestiva.

Palabras clave: astacina, metalopeptidasas, zinc peptidasas, Penaeus vannamei 
ORCID: 0000-0002-5583-8789 

Dra. Liliana Carolina Rojo Arreola 
Vo.Bo. Directora de Tesis 
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Summary 
The enzymes of the astacin family (M12) are extracellular metallopeptidases present in bacteria, 
invertebrates and vertebrates. A wide structural and functional diversity have been described 
for the M12 family, in crustaceans they are involved in food digestion, morphogenesis and the 
formation of the extracellular matrix. Furthermore, in Penaeus vannamei, a zinc 
metallopeptidase has been identified with activity is related to the ontogeny development. This 
enzyme is expressed in non-digestive tissues; however, gene expression is significantly higher in 
the digestive gland. 
In the present study, astacin sequences from several species of decapods were identified, the 
sequences were located in the NCBI Non-Redundant Protein Sequences database, using the 
BLASTP tool, the sequence of Astacus astacus astacin (the prototype of the M12 family and the 
one with the most experimental evidence) was used as query. The presence of astacins was 
confirmed in at least one species from the Astacidae, Portunidae, Oregoniidae, Cambaridae, 
Nephropidae, Lithodidae and Penaeidae families. 
A more detailed analysis of P. vannamei zinc metallopeptidases sequences was performed. The 
sequences were located in UniProt, a protein database with the low redundancy, and 
characterized in silico. The patterns of sequence variation and the structural heterogeneity of 
the proteins were identified, as well as the variations of the primary structure and its effect on 
the secondary and tertiary structure. 
We identified four main architectures in astacin sequences of P. vannamei, which in addition to 
the Astacin catalytic domains, the non-catalytic domains CUB, ShK and EGF are present. Type I 
consists of 1 or 2 CUB domains, group II has 1 or 3 ShK domains, in this work, this architecture is 
reported for the first time in a non-hematophagous invertebrate. Group III contains single-
domain astacins, and finally, group IV includes sequences with an incomplete astacin domain 
(non-functional) and those bearing EGF domains. 
Finally, a search for P. vannamei monodomain astacins was performed in the NCBI Reference 
RNA sequences and Transcriptome Shotgun Assembly nucleotide databases, for this, the tBlastn 
tool and P. vannamei metallopeptidase Mpc1 as query were used. Several sequences were 
found, they were grouped into 16 variants. In silico functional analyzes were performed on 
these. These sequences exhibit the characteristics of astacin: The motif 
(HEXXHXXGFXHEXXRXDR), the methionine turn sequence (Met-turn, SXMHY), the astacin 
catalytic domain, the signal peptide, and the propeptide. The amino acid sequences showed a 
variability greater than 5%, so they can be consider as isoforms with a putative digestive 
function. 

Keyword: astacin, metallopeptidase, zinc metallopeptidase, Penaeus vannamei 
ORCID: 0000-0002-5583-8789 

Dra. Liliana Carolina Rojo Arreola 
Vo.Bo. Directora de Tesis 
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1. INTRODUCCIÓN

A lo largo de la historia evolutiva, los organismos que han habitado nuestro planeta han

enfrentado diversos desafíos, uno de ellos es la obtención de nutrientes que les permita generar

la energía para realizar las funciones bioquímicas, inmunes y fisiológicas necesarias para

sobrevivir y reproducirse. Es por ello que muchos organismos presentan diversas adaptaciones

en sus sistemas digestivos que les permiten optimizar la cantidad de energía obtenida del

alimento y canalizarla para sobrevivir.

Los organismos del orden Decápoda (langostas, cangrejos, langostinos, y camarones, entre 

otros) son un claro ejemplo de éxito evolutivo, pues se los encuentra en la mayoría de los 

ecosistemas marinos (desde el litoral hasta las profundidades del mar), hábitats de agua dulce e 

incluso en ambientes terrestres. Los crustáceos destacan por su compleja historia de 

divergencia, presentando un amplio margen de adaptabilidad al medio ambiente, así como a las 

fuentes de nutrientes. Así mismo, la mayoría de las especies exhiben hábitos alimenticios del 

tipo omnívoro y en menor medida, herbívora, carnívora y detritívora (De Grave et al., 2009; 

Mente, 2008; Deshmukh, 2013; Štrus et al., 2019). 

Las especies del orden Decápoda tienen una creciente importancia ecológica y económica que, 

a la vez, es relevante social y culturalmente. La acuacultura es el sector de producción de 

alimentos con el crecimiento más acelerado. En 2018, el cultivo de crustáceos representó casi el 

12 % de la producción mundial en toneladas de organismos cultivados en el mundo con 9.4 

millones de toneladas cultivadas, mientras que en ese mismo año se capturaron 6 mil toneladas 

más de crustáceos. Durante 2018, México ocupó el séptimo lugar en la producción mundial de 

crustáceos, con 157.9 mil toneladas cultivadas (FAO, 2020). Cabe mencionar que el cultivo de la 

especie de este estudio, P. vannamei, aporta en gran medida (en algunos lugares hasta el 90 %) 

a esta producción. 

La descripción del proceso digestivo en crustáceos permite a los productores la formulación de 

alimentos funcionales y mejora en la eficiencia de la cadena productiva. Una parte importante 

en la digestión son las proteasas las cuales, son enzimas que hidrolizan proteínas y contribuyen 

en la degradación de proteínas lo cual puede mejorar o perder la calidad del organismo para su 

venta. 
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Este trabajo se enfocó en el estudio de las zinc metalopeptidasas de la familia de las astacinas 

que se encuentran en Penaeus vannamei, además de una visión global de diferentes decápodos, 

con el objetivo de analizar, a través de herramientas bioinformáticas, los patrones de variación, 

la arquitectura de las enzimas, los efectos funcionales, y enfatizar en las metalopeptidasas 

digestivas del camarón blanco.  

Una de las principales aportaciones de esta tesis es la identificación de 16 secuencias únicas de 

astacina monodominio en camarón blanco, P. vannamei, las cuales pueden ser consideradas 

isoformas, debido a la alta variabilidad entre ellas, además, se sugiere que su función es 

digestiva. Por otro lado, se localizaron también secuencias de astacina con múltiples dominios, 

que presentan diferentes tipos de arquitecturas y que se agrupan en 4 grupos. Se propone que 

la función de estas es diferente a la digestiva. El grupo I de 1 o 2 dominios CUB, el grupo II con 1 

o 3 dominios ShK, el grupo III son secuencias de 1 dominio astacina (monodominio) y 

finalmente, el grupo IV se consideran no funcionales.  
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2. ANTECEDENTES 

Durante la larga historia de la vida en el planeta, ocurrieron eventos críticos que provocaron 

tanto procesos de extinción, como circunstancias que propiciaron el surgimiento de nuevas 

especies. Actualmente podemos encontrar un gran número de agrupaciones taxonómicas 

dentro del reino animal, pero uno en especial se considera de gran éxito evolutivo, dadas las 

adaptaciones anatómicas, fisiológicas y bioquímicas que son resultado de la presión de 

selección ejercida por los diversos ecosistemas en que habitan: los crustáceos. Este grupo 

taxonómico se caracteriza por presentar un exoesqueleto duro, cuerpo segmentado y 

extremidades articuladas (Thiel y Poore, 2020) 

2.1 El orden Decápoda 

Los crustáceos del orden Decápoda constituyen el taxón más diverso del subfilo Crustácea 

(Tabla 1). Estos organismos, se han diversificado a través de millones de años, llegando a 

dominar una extraordinaria variedad de hábitats; se les puede encontrar en litorales y en el 

fondo marino, así como otros ecosistemas como arrecifes, manglares, estuarios, depósitos de 

agua dulce e incluso, en ambientes semiterrestres. Si bien dentro de este grupo de animales se 

encuentran especies tan reconocidas como los camarones, langostas y cangrejos, también se 

incluyen cerca de 15,000 especies actuales, además de otras 3,000 extintas, muchas de las 

cuales poseen peculiaridades anatómicas únicas (Bracken et al., 2009; Wolfe et al., 2019). 

Tabla 1. Jerarquía taxonómica del orden Decápoda de acuerdo con Bowman y Abele (1982) y 
McLaughlin et al., (2005). 
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La característica principal de este grupo, y por la cual se deriva la denominación de Decápoda, 

es que poseen 10 pares de pereiópodos, o patas locomotoras. Los decápodos tienen 

exoesqueletos compuestos de quitina, así como el cuerpo segmentado y apéndices articulados 

que están conectados a través de membranas. El cuerpo en estos organismos se divide en 

cefalotórax (que comprende los segmentos de la cabeza y el tórax, que están fusionados) y el 

abdomen.  

El cefalotórax se compone de 13 segmentos fusionados que están compuestos por ocho pares 

de fragmentos torácicos, donde los primeros tres segmentos están modificados para la 

alimentación y se conocen como maxilípedos. Los últimos cinco segmentos torácicos son 

conocidos como pereiópodos y se emplean en la locomoción del organismo (Feldman, 2003). 

Por su parte, el abdomen incluye seis segmentos en los que se encuentran los pleópodos (cinco 

pares de apéndices abdominales, es decir, los apéndices del pleon) que son utilizados en la 

natación, copulación o transporte de los huevos, y termina en un telson (Fig. 1) (Feldman, 2003). 

 

Figura 1. Cuerpo segmentado de los decápodos. El cefalotórax está compuesto por 13 
segmentos: caparazón, antenas, anténulas, maxilípedos, pereiópodos, quelas, ojos y rostro. La 
región del abdomen está compuesta por el pleuron, telson, urópodos, endópodos, exópodos, 
pleópodos y el petasma en el caso de los machos.  
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En la gastronomía, los decápodos son considerados un manjar, por lo que las poblaciones son 

explotadas mediante pesquería y para muchas especies se ha tecnificado su cultivo, por lo que 

el estudio de cualquier aspecto biológico de los decápodos repercute a nivel económico. De 

acuerdo con la FAO (2020), durante 2018 se capturaron cerca de 6 millones de toneladas de 

decápodos, además, en ese mismo año se cultivaron más de 9 millones de toneladas de 

decápodos para consumo humano (FAO, 2020). Actualmente, la actividad económica del 

comercio de camarones, cangrejos y langostas tiene un valor aproximado de 24.4 mil millones 

de dólares, es decir 0.15 % del comercio global (OEC, 2020). 

2.2  Sistema digestivo de decápodos 

El sistema digestivo es responsable de las funciones relacionadas a la captación de nutrientes. 

Estas funciones incluyen la ingestión, digestión mecánica, digestión química, absorción celular y 

transformación de excretas (Ceccaldi, 1989; Fernández-Gimenez, 2013). 

Las fuentes de nutrientes de los decápodos pueden provenir de otros animales (carnívoros), 

plantas (herbívoros), y detritos (detritívoros), o una combinación de estos (omnívoros). El 

alimento es obtenido a través de diversas estrategias alimenticias, de modo que se han descrito 

especies depredadoras, carroñeras, suspensívoras (obtienen su alimento de las partículas en 

suspensión en la columna de agua), y parásitas (Saborowski, 2015).  

Los nutrientes presentes en el alimento modulan en gran manera el tipo de enzimas 

encontradas en el tracto digestivo. Dichas enzimas participan en la hidrólisis de moléculas de 

carbohidratos, proteínas y lípidos. La morfología y estructura general del sistema digestivo es 

similar entre las especies del orden Decápoda, el cual está dividido en tres compartimentos 

principales: anterior, medio y posterior (Fig. 2) (McGaw y Curtis, 2013; Štrus et al., 2019; Vogt, 

2021). 
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Figura 2. Sistema digestivo de los decápodos a escala macroscópica. La región anterior se 
compone por el aparato bucal el esófago y el estómago; la región media se conforma por la 
mayor parte del tubo intestinal, la glándula digestiva o hepatopáncreas y dos o tres ciegos 
intestinales; la región posterior está formada por la última parte del intestino, el recto y el ano. 
Foto modificada de FAO 2022. 

 

En los decápodos, los maxilípedos son extremidades auxiliares usadas para atrapar, sostener, 

desgarrar y dirigir el alimento hacia la cavidad bucal. El alimento pasa entonces por el esófago, 

en el cual desembocan unas glándulas que secretan moco (llamadas glándulas tegumentarias) 

para facilitar la ingestión. El esófago conecta a la boca con la primera cámara gástrica, conocida 

como estómago cardíaco, se trata de una estructura parcialmente distensible recubierta de 

quitina, en donde se almacena y procesa parcialmente el alimento, en la que se encuentra una 

estructura rígida conocida como molino gástrico, que se encarga del procesamiento mecánico 

del alimento, el equivalente a la masticación. Es en el molino gástrico donde se mezcla el 

alimento con las enzimas digestivas provenientes del hepatopáncreas. El alimento parcialmente 

procesado es filtrado hacia la segunda cámara digestiva, conocida como estómago pilórico cuya 

función principal es continuar filtrando partículas de alimento digerido y dirigirlo hacia el 

hepatopáncreas. Cabe mencionar que solo la ingesta procesada y en forma líquida entra al 

hepatopáncreas en donde continúa la digestión química y en donde se absorben los nutrientes 

(Fig. 3) (MacGaw y Curtis, 2013).  
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Figura 3. Sistema digestivo de decápodos, dividido en: intestino anterior compuesto por esófago 
(EF), estomago cardiaco (EC) y estómago pilórico (EP); el intestino medio lo compone el 
hepatopáncreas (HP), el tubo de intestino medio (TIM), así como el ciego dorsal anterior (CDA) y 
posterior (CDP); el último apartado lo compone el intestino posterior, el cual se encuentra 
revestido por una cutícula. Modificado de: Vogt, 2021. 

 

El hepatopáncreas, también conocido como glándula digestiva, es un órgano multifuncional. En 

términos digestivos, es aquí donde se lleva a cabo la digestión enzimática, la absorción de 

nutrientes y la secreción de enzimas digestivas, cada una de estas funciones las realizan células 

especializadas (conocidas como células B, R, F y E) acomodadas en las paredes de cada uno de 

los cientos de túbulos ciegos que conforman este órgano (MacGaw y Curtis, 2013). Entre las 

funciones no digestivas del hepatopáncreas se distinguen la reserva de nutrientes como el 

glucógeno, la eliminación de toxinas, y la síntesis de proteínas y hormonas (Vogt, 2019), entre 

otras. Finalmente, el intestino, que conecta el estómago pilórico y corre hasta el ano, es un tubo 

cubierto por la membrana mucoperiotrópica que se expele junto con las heces. El intestino 

puede estar también involucrado en el transporte de iones (MacGaw y Curtis, 2013; Watling y 

Thiel, 2013). 

2.3  Enzimas digestivas (peptidasas en Decápoda) 

Como se mencionó anteriormente, los decápodos habitan una gran diversidad de nichos y, por 

lo tanto, son capaces de utilizar diversas fuentes de alimento (Saborowski, 2015). Esta presión 

de selección ha favorecido el desarrollo de sistemas digestivos complejos, por lo que en los 
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decápodos se han descrito una variedad de enzimas digestivas, como la amilasa, para la 

hidrólisis de carbohidratos (incluyendo celulosa, hemicelulosa, y quitina), proteasas para la 

hidrólisis de proteínas, y lipasas para la hidrólisis de lípidos (Ceccaldi, 1989; Rojo-Arreola et al., 

2019; Van Wormhoudt et al., 1995; Vogt, 2021).  

Las proteínas, son componentes esenciales de la dieta. En la glándula digestiva de varias 

especies de decápodos, las proteasas son las enzimas más abundantes en relación con otras 

(Sánchez-Paz et al., 2007). En esta tesis se aborda el estudio de un grupo particular de enzimas 

involucradas en la degradación de las proteínas del alimento y su incorporación como 

nutrientes, las metalopeptidasas.  

Los crustáceos, para su crecimiento, requieren el consumo diario de proteínas en alimentos 

naturales o artificiales. Por otro lado, las proteínas son uno de los insumos más costosos en 

granjas de cultivo de camarón. En P. vannamei, los requerimientos proteicos cambian 

dependiendo del estadio de vida en el que se encuentren, como las etapas de intermuda, y el 

ambiente en el que se encuentran (Štrus et al., 2019). En la formulación de alimentos para 

camarones Peneidos de cultivo se recomiendan porcentajes de proteína entre 30 al 57 % para la 

optimización de su crecimiento (Sánchez-Paz et al., 2006). 

Las proteasas (también conocidas como proteinasas o peptidasas) son enzimas que hidrolizan 

los enlaces peptídicos que unen los aminoácidos en las proteínas (Kanost y Clarke, 2005). Sus 

funciones en los seres vivos van mucho más allá de la digestión de los alimentos, ya que 

participan en diversos procesos elementales entre los que se incluyen desde el ciclo celular 

hasta el sistema inmune (King et al., 1996; Patel, 2017). Se han propuesto varias clasificaciones 

para las proteasas de acuerdo con sus diversos atributos, pero de manera general se pueden 

clasificar en exopeptidasas y endopeptidasas, de acuerdo con la ubicación del sitio de corte 

dentro de una proteína. Así, si el corte ocurre en los extremos de una proteína, la proteasa se 

clasifica como exopeptidasa, mientras que si el corte ocurre en la secuencia interior de la 

proteína se le considera como endopeptidasa (Comité de Nomenclatura de la Unión 

Internacional de Bioquímica y Biología Molecular) (Barret,1992). Las exopeptidasas se dividen 

en dos grandes grupos, las aminopeptidasas y las carboxilopeptidasas, denotando al extremo en 

el que reconocen e hidrolizan a una proteína, ya sea en el extremo amino-terminal (N-terminal) 

o carboxilo-terminal (C-terminal), respectivamente. Por su parte, las endopeptidasas son 
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clasificadas de acuerdo con la naturaleza y las propiedades químicas del sitio catalítico, por lo 

que se les ha dividido en las siguientes seis familias: aspártico-, cisteín-, glutámico-, metalo-, 

serin- y treonin-peptidasas (Fig. 4). Cabe mencionar que existen peptidasas con mecanismos 

catalíticos mixtos y también algunos permanecen desconocidos, por lo que se han agrupado 

dentro de una categoría especial (The Merops Database: 

https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml) (Sekton, 2010; Machado de Castro et al., 2018; 

Rawlings et al., 2018). 

 

Figura 4. Estructura y clasificación básica de peptidasas. Tomado de: Machado de Castro et al., 
2018. 

Los perfiles proteolíticos1, son muy variables entre las especies de decápodos, y dichas 

variaciones son atribuidas a los diversos hábitats en que estos organismos se distribuyen y, por 

lo tanto, a sus variados hábitos alimenticios. En el sistema digestivo de crustáceos decápodos se 

han descrito exopeptidasas (García-Carreño y Haard, 1994) y endopeptidasas responsables de la 

digestión del alimento. Entre las endopeptidasas, las más comúnmente descritas pertenecen a 

                                                           
1 Perfiles proteolíticos se refiere los patrones de bandas de actividad enzimática de proteasas al ser revelados por 
un zimograma. Zimograma es un método electroforético para determinar actividad enzimática, un gel de 
poliacrilamida es impregnado con un sustrato proteico que es degradado por las enzimas de la muestra, 
observándose una banda. 

https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml
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la clase serino (Hernández-Cortés et al., 1997), cisteíno (Hu et al., 2007; Stephens et al., 2012), 

aspártico (Rojo et al., 2010) y metalo (Geier y Zwilling, 1998), siendo las tripsinas y 

quimotripsinas (clase serino) las más frecuentemente caracterizadas (Hernández-Cortés et al., 

1997; Sainz-Hernández y Córdova-Murrieta 2009). 

Además de la variación entre especies, se han descrito otros factores que contribuyen a 

cambios en la actividad proteolítica. Por ejemplo, se sabe que en juveniles de camarones 

Peneidos, las tripsinas y quimotripsinas, son responsables de aproximadamente un 60 % en la 

hidrólisis de proteínas del alimento, pero este porcentaje varía de acuerdo con el estadio de 

desarrollo en que se encuentran los organismos, pues sus hábitos alimenticios están 

estrechamente relacionados con la ontogenia. En 2017, Hernández-Cortés et al., describieron 

que los cambios en la dieta ocurren a la par que los cambios anatómicos que sufren los 

camarones Peneidos (por ejemplo, Penaeus monodon, P. japonicus, P. paulensis, P. schmitti) 

durante el desarrollo larvario y que están relacionados con la maduración del sistema digestivo. 

Para P. vannamei, durante el estadio nauplio, la actividad proteolítica es prácticamente nula, 

esto es atribuido a la presencia del saco vitelino que se utiliza como reserva energética durante 

este estadio; cuando los organismos pasan a la siguiente etapa, el estadio protozoea, se 

alimentan principalmente de fitoplancton, y es en esta etapa donde comienza a observarse 

actividad proteolítica, lo que se ha sido asociado a la diferenciación celular del hepatopáncreas 

en formación. En la etapa misis, se observa una disminución en la actividad proteolítica, que 

permanece baja debido a la reducción de los ciegos hasta que los organismos alcanzan la 

primera etapa de postlarva, cuando el sistema digestivo está completamente diferenciado, 

demostrando diferentes capacidades metabólicas de los estados larvales.  

2.4  Metalopeptidasas 

Las metalopeptidasas son un grupo diverso de enzimas, presentes en organismos procariotas y 

eucariotas, y se les ha implicado en procesos tan diversos como el cáncer, enfermedades 

cardiovasculares, digestión, e incluso pueden ser toxinas (como las del tétanos, botulismo y 

venenos de serpientes) (Hooper, 1996; Gutiérrez y Rucavado, 2000; Nagase y Murphy, 2006; 

Rawlings y Barrett, 2013) y su distribución taxonómica se expandió ampliamente durante la 

evolución. 
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Las metalopeptidasas son hidrolasas, cuyo mecanismo de acción implica un ataque nucleofílico 

sobre el enlace peptídico. Este ataque es mediado por una molécula de agua que se activa con 

un catión metálico que normalmente es divalente (usualmente zinc, pero puede ser de cobalto, 

cobre, níquel o manganeso). Dicho ion se mantiene en el sitio activo de la enzima unido 

usualmente por 3 ligandos de aminoácidos (Barret et al., 2013). Además, estos iones pueden 

formar enlaces covalentes con residuos de histidina, glutamato, aspartato, lisina o arginina; 

facilitando la coordinación con los ligandos (Rawlings y Barrett, 2013; Ramos y Selistre-de-

Araujo, 2001). 

Generalmente, las metalopeptidasas se clasifican en dos grandes grupos con base a los iones 

metálicos que necesitan para catalizar: las bimetálicas que requieren de dos iones metálicos 

para que actúen conjuntamente (co-catalíticamente) o las monometálicas, que sólo requieren 

un ion metálico. La mayoría de las metalopeptidasas que actúan con dos iones metálicos son 

endopeptidasas, y las que actúan con uno solo pueden ser endo- o exopeptidasas (Barret et al., 

2013; Lian et al., 2019). 

El zinc en las metalopeptidasas monometálicas está ligado tetraédricamente por tres átomos de 

las cadenas laterales de la proteína (Fig. 5), usualmente tres histidinas y en la parte debajo de la 

hendidura del sitio activo se une por una molécula de disolvente catalítico que además está 

unido a un ácido/base, que por lo general es un glutamato. (Arolas et al., 2018).  

 

Figura 5. Representación esquemática de la estructura de astacina (1AST, PDB). Detalle del sitio 
activo de la incisión de astacina. En azul se representan las histidinas que están unidas al zinc 
(esfera gris), en amarillo la metionina M147 del Met-turn (giro de metionina) además de la 
tirosina 149 señalado en rojo. El ácido glutámico (E93) que corresponde al sitio activo se 
encuentra indicado en color rojo. Creado en Mol* en PDB (Sehnal et al., 2021). 
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Los primeros intentos realizados para clasificar las zinc-metalopeptidasas ocurrieron en los años 

noventa. Esto se basó en la existencia de distintos motivos y afinidad de unión al motivo con el 

zinc y se realizaron comparaciones de secuencias y topologías (Jongeneel et al., 1989; Spyroulias 

et al., 2004). Como resultado, se identificó la secuencia primaria del motivo que estas enzimas 

poseen en común, HEXXH (X se refiere a cualquier residuo aminoacídico) (Jongeneel et al., 

1989). 

Actualmente, una clasificación ampliamente aceptada de las enzimas proteolíticas y las 

metalopeptidasas es la que propone la base de datos MEROPS 

(https://www.ebi.ac.uk/merops/) (Rawlings et al., 2018) que también se adopta en el Manual 

de Enzimas Proteolíticas (Barrett et al., 2013) en la que se agrupan por conjuntos de homólogos 

de enzimas proteolíticas e inhibidores, en función de la similitud de la distancia evolutiva y las 

secuencias en orden jerárquico por clanes, familias y especies. 

Dependiendo del número y naturaleza de los iones metálicos, las metalopeptidasas han sido 

clasificadas en 14 clanes (Tabla 2). Hasta hoy, el clan con mayor número de familias es el clan 

MA con 49 (Rawlings et al., 2018; MEROS, 2022). 

Además de esta clasificación, Cerdá-Costa y Gomis-Rüth (2013), proponen la clasificación de las 

metalopeptidasas con base a la arquitectura del sitio activo y la similitud general del pliegue en 

el orden jerárquico de subclase, tribu, clan, familia. Esta clasificación primero divide a las 

metalopeptidasas en mono y binucleares. Las metalopeptidasas mononucleares (que requieren 

un sólo ion metálico), incluyen a las tribus ⍺𝛽𝛽⍺-exopeptidasas conteniendo el clan de las 

funelinas, las metalopeptidasas LAS, las relacionadas a factores de maduración de la 

hidrogenasa (HybD) que generalmente tienen iones de níquel, las inverzincinas y las zincinas. 

Las tribus se distinguen por el residuo del enlace al metal, que por lo general pueden ser 

histidinas, aspartato, y glutamato, y se incluyen en el motivo de enlace al zinc y son 

característicos de tribus, clanes y familias. Las zincinas se clasifican y se nombran así por su 

motivo de unión al zinc y se dividen en dos clanes: las gluzincinas y las metzincinas. En el primer 

clan se encuentran las toxinas de botulinum y de tétanos, la termolisina, la enzima convertidora 

de angiotensina y la oligopeptidasa de thimet (Semenova y Rudenskaya, 2009).  

https://www.ebi.ac.uk/merops/
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En la Fig. 6 se representan tres de los clanes mencionados: funelinas, metzincinas y gluzincinas. 

El clan de las funelinas (M14 - MEROPS), el clan gluzincinas, que abarcan las familias de 

termolisinas (M4), fungalicinas, entre otros, y finalmente el clan de las metzincinas, en el cual 

nos enfocaremos en este trabajo. Este clan incluye a las familias de las metaloproteinasas de 

matriz (MMP, M10), las desintegrinas y metalopeptidasas (ADAMs), la proteína desintegrina y 

metaloproteinasa con motivos de trombospondina (ADAMTSs) (Rivera 2010), la familia 

fragilicinas y la familia astacina (M12) (Arolas et al, 2018; Rawling et al., 2018). 

El nombre del clan de las metzincinas deriva del giro de metionina conservado (Met-turn) y del 

sitio de unión al zinc (Bode et al., 1993). Bode y colaboradores en 1993, después de elucidar las 

estructuras cristalinas de la enzima astacina y adamalisina II, que cada una pertenece a una 

familia distinta, observaron que ambas peptidasas tienen una equivalencia topológica en común 

además que el ambiente entorno al zinc es casi idéntico, así como el giro de metionina. Además 

de estas dos peptidasas, en el mismo estudio se compararon las secuencias y estructura con 

cuatro familias de metalopeptidasas, como la astacinas, adamalisinas, matrixinas y serralisinas, 

que también comparten estas mismas características, por lo cual se sugirió agruparlas dentro de 

las metzincinas. 
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Figura 6. Clasificación de la subclase de metalopeptidasas mononucleares (que requieren un 
sólo ion metálico). Solo se representan las tribus ⍺𝛽𝛽⍺-exopeptidasas, metalopeptidasas LAS y 
las zincinas. A su vez, las zincinas se dividen en dos clanes: metzincinas y gluzincinas. El clan 
metzincina contiene la familia de las astacinas. 
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Tabla 2. Clasificación de Metalopeptidasas MEROPS 
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2.5  Familia Astacina 

El objeto de estudio de esta tesis son las peptidasas de P. vannamei pertenecientes a la familia 

Astacina (M12A, MEROPS, Tabla 1). Esta familia es la segunda más grande en cuanto al número 

de proteasas que la componen y son miembros del subclan MA(M) que tomó este nombre por 

una proteína extraída del jugo gástrico del langostino Astacus astacus, la astacina, al ser el 

miembro más simple y el primero en ser secuenciado. Este grupo de proteasas fue reconocido 

así cuando se analizaron las secuencias y estructuras de la astacina junto con otras 4 

metaloendopeptidasas, y el alineamiento de las secuencias mostró que pertenecían a un nuevo 

grupo de metaloproteinasas estructuralmente diferentes (Dumermuth et al., 1991). La astacina 

ha servido como prototipo para el estudio de los demás miembros de esta familia ya que fue la 

primera en ser secuenciada y en descifrar su estructura cristalográfica por rayos X (Bode et al., 

1992; Stöcker et al., 1993). 

Los miembros originales de esta familia fueron identificados por similitudes en las secuencias: la 

enzima digestiva astacina del langostino (Astacus astacus), la proteína morfogénica ósea 1 

(BMP-1, por sus siglas en inglés) de humano, las meprinas de intestino humano y de riñón de 

ratón (Meprina A) y la proteína UVS.2 involucrada en el desarrollo de embriones de Xenopus 

leavis (Dumermuth et al., 1991; Bond, 2019). 

Los miembros de la familia Astacina son endopeptidasas dependientes de un ion de zinc que se 

encuentra en el sitio activo, el cual se une a tres residuos de histidina (H) y adquiere una 

configuración pentacoordinada (a excepción de BMP-1). El sitio activo de esta familia incluye un 

motivo cuya secuencia de 18 aminoácidos (HEXXHXXGFXHEXXRXDR) inicia con el motivo de 

unión a zinc HEXXH, que, como ya se mencionó, es específico para las metalopeptidasas. 

Adicionalmente, en la secuencia de la astacina se identifican tres estructuras tipo hélice α, una 

hoja β de cinco hebras y dos o tres enlaces disulfuro (Bond y Beynon, 1995; Gomis-Ruth et al., 

2012). Estas enzimas son sintetizadas como precursores inactivos y en algunas la inactividad se 

debe a la interacción entre un sitio conservado de cisteína en el propéptido y el sitio catalítico 

del zinc para prevenir la unión a la molécula de agua (Rawlings y Barrett, 2013). 

 

Además del dominio principal, la mayoría de los integrantes de la familia de las astacinas M12, 

contienen una o más copias del dominio no catalítico, denominadas módulos, mismos que son 
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independientes al módulo de astacina, y funcionales. Las proteasas pueden combinar varios 

módulos en las regiones N-terminal y C-terminal, y el módulo que ocurre con mayor frecuencia 

en la familia M12 es el CUB y ShK (se denomina así por los subcomponentes del complemento 

C1r/C1s, la proteína de erizo de mar embrionario UEGF y BMP-1) (Bork y Beckmann, 1993). 

Además del dominio CUB, existen otros módulos como el de factor de crecimiento epidérmico 

(EGF), el dominio de la toxina ShK (detectado en celenterados), los dominios TRAF y MAM (que 

se encuentran en las meprinas). Los módulos pueden presentarse de manera individual en 

algunas astacinas, pueden repetirse en la secuencia o bien, combinarse varios módulos. Son 

importantes para las interacciones proteína-proteína o enzima-sustrato, además de la variación 

de tamaños y la unión al calcio (Fig. 7) (Bond, 2019; Gomis-Rüth y Stöcker, 2012; Gerdol et al., 

2019; Martín-Galiano y Sotillo, 2021). 

 

 
Figura 7. Composición modular de las astacinas. En la imagen están representados los distintos 
dominios que se han observado en los miembros de la familia de las astacinas. El péptido 
(negro) y propéptido (gris claro) señal N-terminal. Los dominios C-terminal se encuentran 
unidos al dominio de la proteasa catalítica (rojo) y estos son el dominio ShK (morado), CUB 
(verde), LC (rojo oscuro), EGF (azul), TSP (café), MAM (amarillo), TM (gris oscuro), C (naranja). 
Imagen tomada de Gomis-Rüth et al., 2012. 



18 

2.6 Proteasa Astacina 

Históricamente, el primer reporte de una metalopeptidasa en el tracto digestivo de langostino 

europeo Astacus astacus, fue presentado por Zwilling y colaboradores en 1967. En dicho 

reporte se describió una proteína con un peso molecular de 11 kDa por lo que se nombró 

pequeña molécula de proteasa de langostino. Una vez conocida la secuencia de esta proteína su 

nombre cambió a proteasa Astacus, y finalmente, cuando se demostró que era una enzima 

dependiente de zinc, se le denominó Astacina (Stöcker et al., 1993). 

La astacina, una zinc metaloendopeptidasa, se encuentra en alta concentración en el jugo 

gástrico del langostino Astacus astacus y su función es la digestión de las proteínas del alimento. 

Esta enzima degrada gelatina, la triple hélice del colágeno tipo I y otras proteínas nativas, en 

condiciones de pH neutro (Stöcker y Yiallouros, 2011). En un ensayo realizado por Vogt y 

colaboradores en 1989, se estimuló la secreción enzimática en langostinos mediante el vaciado 

manual del jugo gástrico o como resultado de la ingestión de alimento, y se propuso que su 

síntesis ocurre en los túbulos del hepatopáncreas y se almacenan extracelularmente de forma 

activa en el estómago cardiaco. Además, se sugirió que dicha astacina poseen una función 

digestiva (Zwilling y Neurath, 1981; Vogt et al., 1989). 

Las astacina es estable a la digestión proteolítica y la autólisis, es soluble hasta concentraciones 

de 20 mg/mL en buffers diluidos. Mientras que por debajo de un pH 4, la enzima se precipita. La 

astacina tiene una absorbancia de 42,800 M -1 cm-1 con coeficiente de absorbancia Ꜫ280 nm. El 

pH óptimo para la catálisis está cercano a valores neutros dependiendo del sustrato que sea 

empleado. Por ejemplo, con el sustrato STANA (succinil-Alanil-Alanil-Alanil-4-Nitroanilida), el 

valor de pH óptimo es aproximadamente 8.0 mientras que con Alanil-Alanil-Alanil-4-Nitroanilida 

es de aproximadamente 6.0. Para la proteína en su conformación sin desnaturalizar (nativa), el 

punto isoeléctrico es de pH 3.5. La masa molecular estimada en gel de poliacrilamida 

desnaturalizante de la enzima es de 23 KDa, mientras que el tamaño putativo con base a la 

secuencia de aminoácidos es de 22.6 KDa (Stöcker y Zwilling, 1995). 

Un potente inhibidor sintético de la astacina son los pseudopéptidos análogos al estado de 

transición fosfínico como FMOC-Pro-Lys-Phe-ψ(PO2-CH2)-Ala-Pro-Leu-Val-OH (FMOC=9-

fluorenilmetiloxicarbonilo) (Ki=42nM); y su comportamiento de unión es extremadamente lento 
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(Yiallouro et al., 1998). El inhibidor natural más potente reportado hasta la fecha es α2-

macroglobulina. Otros inhibidores naturales son la proteína de plasma fetuina A y la cistatina C 

también han sido identificados como inhibidores de astacina. Además, se ha reportado 

inhibidores en las semillas de Ecballium elaterium y en los tubérculos de papa. La astacina y 

otros miembros de la familia de las astacinas no son inhibidos por los inhibidores de tejidos de 

metalopeptidasas (TIMPs) (Hedrich et al., 2010; Stöcker y Yiallouros, 2011).  

Además de la secuencia proteica del langostino A. astacus, existen reportes de secuencias 

similares a la astacina en otros crustáceos decápodos, como el cangrejo azul de las nieves 

(Chionoecetes opilio), el cangrejo rojo gigante o centollo de Alaska (Paralithodes camtschaticus), 

el camarón blanco del Pacífico (P. vannamei); así como en otros organismos como el nemátodo 

Caenorhabditis elegans, el cangrejo herradura del Atlántico (Limulus polyphemus), la araña 

Argiope aurea, y el mosquito Anopheles gambiae (Stöcker y Yiallouros, 2013). 

En 1992, Bode y colaboradores reportaron la estructura de la astacina, que elucidaron mediante 

cristalografía de rayos X. Este trabajo demostró que la astacina es una molécula esférica que se 

subdivide por la incisión profunda del sitio activo donde el zinc se encuentra al fondo ligado por 

tres histidinas, una molécula de agua y una tirosina.  

El mecanismo catalítico de la astacina (Figura 6) involucra el ion metálico del sitio activo, que se 

encuentra pentacoordinado por tres residuos de histidina (H93, H96 y H102), un residuo de 

tirosina (Y149) que actúa como un cuarto ligando en el precursor y, como base general durante 

la catálisis, un ácido glutámico (E93) que participa como un electrófilo para la estabilización del 

complejo en el estado de transición. Además, este mecanismo implica la participación de una 

molécula de agua (H2O) en una geometría bipiramidal trigonal (toma esa estructura cuando está 

en un estado de apoenzima2) (Rawlings y Barrett, 2013).  

En su forma madura, la astacina posee una secuencia de 200 aminoácidos (Bode et al., 1992), 

que forman el dominio catalítico, el cual puede extenderse en el propéptido N-terminal, que le 

brinda la propiedad de latencia (es decir, la enzima se sintetiza con un prepropéptido de 

                                                           
2 Una apoenzima es la parte proteica de la enzima desprovista de los cofactores o grupos prostéticos que puedan 
ser necesarios para que la enzima sea funcionalmente activa. La apoenzima es catalíticamente inactiva. 
(Devlin,2019) 
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activación), siendo secretada como un zimógeno. El dominio catalítico está entrecruzado con 

dos enlaces disulfuro en C42 - C198 el cual une el segmento C-terminal con el N-terminal en el 

bucle de la hélice αA con la hoja β2, mientras que el enlace C64 - C84 une Lβ3β4 con el 

comienzo de la hoja β4 a Lβ5αB y así ayudan al plegamiento para formar la hendidura del sitio 

activo y unir el sustrato (Gomis-Rüth y Stöcker, 2012). 

 

Figura 8. Vista 3D de la cadena A de astacina (PDB 1AST).  

 

El gen que codifica la astacina del langostino contiene 2,616 pares de bases (pb). Este gen está 

conformado de cinco exones y cuatro intrones, y es esta conformación que corresponde a la 

estructura secundaria a nivel de proteína. El primer intrón interrumpe la secuencia codificante 

del péptido señal, los intrones 2 y 3 tienen posiciones iguales que en otras astacinas y el intrón 4 

se caracteriza por ser diferente (Stöcker y Yiallouros, 2013). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

En el transcurso de las últimas dos décadas ha quedado en evidencia la falta de información 

sobre las características bioquímicas, fisiológicas y evolutivas de las astacinas de decápodos, y 

en particular de la del camarón blanco Penaeus vannamei. Esto ha obstaculizado la comprensión 

integral de la función de esta enzima. Dado que el conocimiento sobre la estructura de una 

proteína es crucial para comprender su función, el uso de algunas herramientas bioinformáticas 

puede servir como punto de partida para contribuir al conocimiento de las características 

moleculares y evolutivas relacionadas con la funcionalidad de esta enzima en el camarón 

Penaeus vannamei. 
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4. HIPÓTESIS 

Si la estructura primaria de las zinc metalopeptidasas monodominio (astacinas) de Penaeus 

vannamei encontradas en las bases de datos tienen una alta variabilidad, entonces a partir del 

análisis de las secuencias variantes se podrá inferir la adaptabilidad fisiológica y digestiva de 

esta especie. 
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5. OBJETIVO 

5.1 Objetivo general 

Analizar, a través de herramientas bioinformáticas, los patrones de variación, heterogeneidad 

estructural y efectos funcionales de las variantes en la secuencia de aminoácidos de 

metalopeptidasas digestivas del camarón blanco Penaeus vannamei. 

5.2 Objetivos particulares 

1. Caracterizar in silico las secuencias de proteínas de las zinc metalopeptidasa de Penaeus 

vannamei depositadas con bases de datos. 

2. Estimar la variabilidad de las secuencias de aminoácidos de las metalopeptidasas 

digestivas de P. vannamei. 

3. Comparar los elementos estructurales de las variantes de las metalopeptidasas 

digestivas de P. vannamei.  
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6 MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Identificación de zinc metalopeptidasas con dominio astacina con bases de datos de 
genes y proteínas 

Las secuencias de metalopeptidasas de Penaeus vannamei analizadas en este trabajo fueron 

recuperadas de las bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y UNIPROT (https://www.uniprot.org/blast). La búsqueda se 

realizó en orden de lo general a lo particular: zinc metalopeptidasas en decápodos y después se 

realizaron búsquedas específicas en P. vannamei que se describen a continuación. 

6.1.1 Identificación de zinc metalopeptidasas de la familia Astacina (M12) en Decápodos 
La presencia de astacinas en especies de decápodos fue identificada mediante una búsqueda en 

la base de datos de proteínas de NCBI. Se utilizó la herramienta BLASTp (Altschul et al., 1990) 

usando como término de referencia a la astacina de Astacus astacus (UNIPROT: P07584), la 

identificación por alineamiento se realizó en la base de datos Non Redundant Protein 

Sequences, restringiendo al taxa Decápoda (ID: 6683). Se descargaron solo aquellas secuencias 

que tienen un porcentaje de identidad >40% y una cobertura >60%. 

6.1.2 Identificación de zinc metalopeptidasas de la familia Astacina (M12) y multidominio en 
Penaeus vannamei  
Se realizó una búsqueda en la base de datos curada y con muy baja redundancia UniProt (The 

UniProt Consortium, 2021) con el fin de observar las astacinas multidominio que se encuentran 

en P. vannamei. Se utilizó la herramienta BLAST de dicha base de datos, usando la secuencia de 

la astacina de A. astacus (UniProt: P07584) como base para el alineamiento. La búsqueda se 

restringió por taxonomía para P. vannamei (ID: 6689), bajo los parámetros predeterminados. 

Para los análisis posteriores se seleccionaron solamente aquellas secuencias que contenían el 

motivo HEXXHXXGXXHEXXRXDR y presentaban uno o más módulos diferentes al dominio 

astacina.  

6.1.3 Identificación de zinc metalopeptidasas monodominio de astacina en Penaeus 
vannamei  
Para una búsqueda más detallada de las variantes de transcritos de metalopeptidasas 

monodominio y putativamente digestivas de P. vannamei, se utilizó la base de datos del NCBI, 

con ayuda de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), utilizando el programa 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.uniprot.org/blast
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tBlastn. El término de búsqueda fue la zinc metalopeptidasa identificada en P. vannamei como 

Mpc1 (ABD65301). Los alineamientos se restringieron a las bases de datos Nucleotide collection 

(nr/nt), Reference RNA sequences (refseq_rna) (Pruitt et al., 2007) y Transcriptome Shotgun 

Assembly (TSA), así como la restricción taxonómica de P. vannamei (ID:6689).  

Las bases de datos del NCBI contienen secuencias altamente redundantes por lo que solamente 

se descargaron aquellas secuencias que tienen un porcentaje de identidad >50% y una 

cobertura >60% respecto a la Mpc1 (ABD65301), con estos parámetros se evitó analizar 

proteínas que contienen secuencias homólogas a las astacinas pero que son clasificadas en 

familias diferentes a la astacina (M12). 

6.2 Traducción de secuencias de nucleótidos a proteínas y selección de secuencias 

Las secuencias de nucleótidos obtenidas de las bases de datos en NCBI fueron traducidas a 

proteínas usando la herramienta EMBOSS Transeq 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/). Se seleccionó la opción de traducir en los 6 

marcos de lectura. Visualmente se identificaron las regiones no traducidas en los extremos 

amino y carboxilo de las secuencias y fueron eliminadas. 

Las secuencias que carecían de las características distintivas (el motivo HEXXHXXGXXHEXXRXDR 

y met-turn (SXMHY)), se consideraron homólogos no funcionales y se excluyeron de los análisis 

posteriores. A continuación, se eliminaron las secuencias con inserciones largas (>15 

aminoácidos) que parecían no tener homólogos en ninguna de las secuencias analizadas. 

Finalmente, dado que NCBI es una base de datos altamente redundante, esta se redujo 

utilizando la herramienta Expasy Decrease Redundancy 

(https://web.expasy.org/decrease_redundancy/) con una alineación múltiple en formato FASTA 

como entrada creada en la herramienta Tcoffe (https://tcoffee.crg.eu/apps /tcoffee/do:regular) 

(Di Tommaso et al., 2011) en un 90 % de similitud máxima. 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/
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6.3 Alineamiento de secuencias y cladogramas  

6.3.1 Alineamiento de secuencias de zinc metalopeptidasas de decápodos 
Para las secuencias de astacinas de decápodos se realizó un alineamiento múltiple utilizando el 

programa T-coffee regular (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/) bajo los parámetros 

predeterminados. 

6.3.2 Alineamiento de secuencias con dominio astacina de zinc metalopeptidasas y 
multidominio en Penaeus vannamei  
Con base a las secuencias de proteínas seleccionadas de la base de datos UNIPROT, es decir las 

metalopeptidasas de P. vannamei, se realizó un alineamiento múltiple utilizando el programa T-

coffee regular y se seleccionó la matriz de sustitución de proteínas Blosum. 

6.3.3 Alineamiento de secuencias de zinc metalopeptidadas monodominio de astacina en 
Penaeus vannamei 
Por otro lado, las secuencias de astacinas de P. vannamei putativamente digestivas obtenidas de 

la base de datos del NCBI fueron analizadas mediante un alineamiento múltiple realizado en T-

coffee que fue analizado mediante Jalview 2.11.2.3 (Waterhouse et al., 2009).  

6.4 Análisis fisicoquímicos 

Para la identificación y anotación de dominios de las secuencias de proteínas y el análisis de 

arquitecturas de dichos dominios se utilizaron las herramientas EMBL-EBI Pfam 

(http://pfam.xfam.org/ncbiseq/398365647) (Mistry et al., 2021) e InterPro (Blum et al., 2021). 

La predicción de características moleculares y fisicoquímicas fue realizada solo en las secuencias 

maduras que contienen únicamente el dominio de astacina y la regipon de péptido señal y 

propéptido. Para el análisis fisicoquímico se utilizó la herramienta Expasy-Protparam 

(https://web.expasy.org/protparam/). Esta herramienta estima el peso molecular, punto 

isoeléctrico teórico, y la composición de aminoácidos de una proteína, entre otras 

particularidades. Las características que indican la presencia de un péptido señal fueron 

analizadas utilizando la herramienta SignalIP 5.0 DTU 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0). La estructura secundaría fue 

modelada con Jpred4 (https://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/). La predicción de presencia 

de regiones transmembranales fue realizada con la herramienta DeepTMHMM 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/
https://web.expasy.org/protparam/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0
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(https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM). Finalmente, la presencia de enlaces disulfuro y su 

conectividad fue predicha con el software Disulfind (http://disulfind.disi.unitn.it/).  

La estructura secundaria fue comparada con la descripción de Guevara y col., (2010) y el 

diagrama de la Figura 9 que representa un alineamiento de varios representantes de la familia 

de las astacinas, además de la estructura secundaria.  

 

Figura 9. Diagrama esquemático de los componentes estructurales de varios miembros 
representativos de la familia astacina. La estructura secundaria se compone de alfa hélices 
(cilindros) y hojas beta(flechas), las tijeras indican el sitio de corte de activación final. La región 
de color naranja corresponde al péptido señal y al propéptido; la región azul es la proteína 
madura y dominio catalítico de astacina. En fondo negro se encuentran la secuencia del 
propéptido y el residuo conservado de aspártico (en amarillo), el sitio de activación, las cisteínas 
conservadas que hacen puentes disulfuro, la región del motivo, el giro de metionina (met-turn) 
y en rosa el subsitio S1´. Tomado de Guevara et al., 2010. 

 

https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM
http://disulfind.disi.unitn.it/
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6.5 Variabilidad de proteínas 

Inicialmente, se realizó un alineamiento múltiple con las secuencias maduras seleccionadas en 

la herramienta T-coffee y posteriormente el resultado se utilizó en formato FASTA como 

entrada en Protein Variability Server (PVS, http://imed.med.ucm.es/PVS/). Se empleó el 

coeficiente de variabilidad Wu-Kabat (W) para calcular la variabilidad de la posición de 

aminoácidos, y se incluyó la secuencia de astacina de A. astacus como referencia. El coeficiente 

de variabilidad se calculó mediante la siguiente fórmula:  

(1) 

𝑊 =
𝑁𝑘
𝑛

 

Donde la variable N indica el número total de secuencias en el alineamiento múltiple de 

secuencias, la variable k es el número de diferentes aminoácidos dada una posición y, por 

último, n se define como la frecuencia del aminoácido más común en una posición dada. El valor 

mínimo de W es 1 y el máximo incrementa con el número de secuencias en el alineamiento 

múltiple de secuencias (García-Boronat et al., 2008). 

El índice de Shannon fue utilizado para que el programa arrojara una secuencia con los 

aminoácidos no variables. 

6.6 Análisis filogenético  

6.6.1 Análisis filogenético para zinc metalopeptidasas con dominio astacina en decápodos 
Con base al alineamiento de las secuencias de astacinas de decápodos, se realizó un análisis 

filogenético de máxima similitud, usando el programa PhyML-SMS (http://www.atgc-

montpellier.fr/phyml/), bajo el algoritmo Smart Model Selection y un análisis de bootstrap de 

1000 sustituciones. El árbol se visualizó usando la herramienta online iTOL 

(https://itol.embl.de/). 

6.6.2 Análisis filogenético para zinc metalopeptidasas con dominio astacina y multidominio 
en Penaeus vannamei 
Con los resultados generados por el alineamiento múltiple, se construyó un cladograma en 

UniProt usando el método Neighbor-Joining sin corrección de distancias, utilizando la secuencia 

de la astacina de A. astacus con fines comparativos. 

http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/
https://itol.embl.de/
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6.6.3 Análisis filogenético para zinc metalopeptidasas monodominio de astacinasa en 
Penaeus vannamei 
Se utilizó el modelo el valor de p como modelo de sustitución para la construcción del árbol. Se 

obtuvo un árbol filogenético, que representa la posible historia evolutiva de las 

metalopeptidasas de P. vannamei con MEGA-X, utilizando la secuencia P07584 de A. astacus 

como referencia y las secuencias encontradas y seleccionadas, con el modelo Neighbor-Joining y 

bootstrap de 1,000 repeticiones.  

6.7 Modelo estructural 

Para obtener más información sobre los elementos estructurales de las astacinas M12 de P. 

vannamei, se construyó un modelo de la estructura tridimensional de la secuencia usando el 

programa SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/), empleando como templado a la 

astacina de A. astacus (PDB: 3lQ0.1.A). El modelo se interpretó con ayuda del software Pymol. 

  

http://swissmodel.expasy.org/
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7 RESULTADOS  

7.1 Secuencias de astacinas (M12) en Decápodos 

En total se recuperaron 81 secuencias de la base de datos de GenBank del NCBI y después de 

eliminar aquellas redundantes se seleccionaron 60. Se debe considerar que el número de estas 

secuencias presenta un sesgo por el nivel de anotación de cada especie, es decir, el número de 

Bioprojects reportados en NCBI para Penaeidae es mucho mayor que para cualquier otra familia 

de decápodos. Así, de los 34 genomas encontrados en dicha base de datos, 14 son de 

Penaeidos, y como consecuencia, las especies de esta familia están mucho mejor representadas 

en este análisis. Es posible concluir que las astacinas de la familia M12 están presentes en todos 

los subórdenes del orden Decápoda, ya que se identificó la presencia de secuencias homólogas 

en los subórdenes Pleocyemata y Dendrobranchiata, con al menos un representante en las 

familias Astacidae, Portunidae, Oregoniidae, Cambaridae, Nephropidae, Lithodidae y Penaeidae. 

7.2 Secuencias de astacinas (M12) mono y multidominios en Penaeus vannamei 

Mediante la búsqueda en la base de datos UNIPROT (con baja redundancia) se encontraron 42 

secuencias de P. vannamei que contienen el dominio astacina, estas secuencias fueron filtradas 

por la presencia del motivo HEXXHXXGXXHEXXRXDR completo. De esta manera, se obtuvieron y 

analizaron 27 secuencias de metalopeptidasas que contienen el dominio astacina. En la Figura 

10 se puede observar el agrupamiento de las secuencias de acuerdo con sus características 

estructurales, por lo que fueron denominadas monodominio aquellas secuencias que sólo 

cuentan con el dominio Astacina y multidominio a aquellas que cuentan con dominios 

adicionales, entre ellos dominios CUB, ShKT y EGF.  
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Figura 10. Cladograma y representación esquemática de secuencias homólogas y distribución de 
los dominios en metalopeptidasas de la familia de las astacinas en P. vannamei. La escala del 
diagrama está relacionada con la longitud de la secuencia. Pre y proproteínas, recuadros 
amarillos; dominio de astacina, rectángulo verde; dominios CUB, rectángulos rojos CUB; 
dominio ShKT, cuadros rojos; dominio EGF, cuadros morados; secuencias de baja complejidad, 
en azul; no especificado, en gris. 

7.3 Secuencias de astacinas (M12) monodominio en Penaeus vannamei  

Mediante la búsqueda más precisa de secuencias nucleotídicas homólogas realizadas en BLAST, 

se identificaron 153 secuencias con regiones que contienen el dominio de metalopeptidasas de 

la familia astacina de P. vannamei. Todas las secuencias se tradujeron a proteínas en los seis 

marcos de lectura, el marco correcto fue seleccionado para los siguientes análisis. Una tercera 

selección de secuencias se realizó tomando en cuenta la presencia del motivo 

HEXXHXXGXXHEXXRXDR y la secuencia met-turn (SXMHY). Después de este filtrado se 

obtuvieron 69 secuencias proteicas. Posteriormente, se eliminaron las secuencias duplicadas o 

con un porcentaje de similitud >80 %, obteniendo 22 secuencias únicas. Finalmente, para este 

análisis no se tomaron en cuenta secuencias multidominio (de acuerdo con un análisis con 

Prosite) o que contienen insertos >15 aminoácidos no homólogos con otras secuencias de la 

lista, obteniendo 16 secuencias putativamente digestivas que se enlistan en la Tabla 3. Estas 

secuencias únicas tienen los motivos correspondientes y son monodominio, es decir, tienen 

solamente el dominio de astacina.  
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Las secuencias monodominio de astacina enlistadas en la Tabla 3, se agrupan en 16 variantes. Se 

eligió a un representante de cada variante para realizar un alineamiento múltiple (Fig. 11) y un 

cladograma (Fig. 12) y en ambos se incluyó la secuencia de astacina de A. astacus (P07584) para 

comparación. 
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Tabla 3. Números de acceso (GenBank) de las secuencias de las variantes de zinc 
metalopeptidasas monodominio de P. vannamei seleccionadas para el análisis, se indica el 
porcentaje de similitud con respecto a astacina. 

No. 
Var. 

Número de acceso en 
GenBank 

% sim con 
AST 

1 GGKO010064191 
GGUK01034411 
GGUK01030978 
GGUK01031094 
GFRP01040203 
GGUK01031023 
GGUK01002983 
GETZ01007828 

HAAW01015231 
GGKO01006413 

67.62 

2 GGUK01030804 66.19 

3 GGKO010064182 
GGUK01003068 
GGUK01002924 
GGUK01002988 

65.98 

4 GETZ010463993 
HAAW01015233 
GETD01026252 

65.98 

5 GGUK010306964 
GGUK01003104 

64.19 

6 XM_027371679 63.87 

7 GETZ010463615 
HAAW01015230 

61.48 

8 GGUK01001973 60.87 

9 GGUK010030856 
GGUK01030979 

60.54 

10 GGUK010000537 
GGUK01003473 

58.8 

No. 
Var. 

Número de acceso en 
GenBank 

% sim con 
AST 

GETZ01008581 
HAAW01015232 
GGKO01006417 
XM_027379199 
GETD01026251 

11 GGUK010308408 
GGUK01030792 

57.66 

12 JR4946279 

DQ398567 
XM_027379201 
GFRP01010103 
GGUK01031011 
GGUK01030798 
GGUK01030798 
GDTK01008983 
GGKO01006414 
GGUK01033162 
GDUV01005935 
GETD01026254 
GFRP01010104 
GGUK01005017 
GGUK01031041 
GGUK01030650 
HAAW01015228 
GETD01026253 
GFRP01010105 

57.66 

13 GGUK01030711 56.76 

14 GGUK01030725 54.55 

15 GGUK01031049 47.96 

16 XM_027373234 41.5 

Notas: Las secuencias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 fueron utilizadas como representantes de una variante para realizar un cladograma. 
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7.4 Alineamiento de astacinas monodominio en Penaeus vannamei  

A partir del alineamiento múltiple (Fig. 11) se distinguen algunas regiones conservadas 

características de la familia de las Astacinas. En la posición 156-173 se encuentra la región del 

motivo de astacina HEXXHXXGXXHEXXRXDR, que incluye un ácido glutámico (E) en la posición 

157 que corresponde al sitio activo y solo se encuentra en la familia de Astacinas y  tres 

histidinas (H) que se unen al zinc en las posiciones 156, 160 y 166; el subsitio S1’ que es 

responsable de la especificidad del corte, además de la región del propéptido donde está 

involucrada un ácido aspártico (D, posición 35-38); el sitio del propéptido (FXGD) la región del 

cambio de aspartato (aspartate-switch); la región que se describe como giro de metionina (Met-

turn) se encuentra en la posición 212 al 216 y la metionina conservada en la posición 214. La 

tirosina (Y), dos lugares abajo (216), también participa en la catálisis y unión al zinc. Las cisteínas 

que forman los dos enlaces disulfuro identificados se encuentran en las posiciones 96, 128, 148 

y 256. 
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Figura 11. Alineamiento de secuencias de astacinas monodominio de P. vannamei. En recuadros 
negros se enmarcan varios sitios de la estructura de astacina. Péptido señal, el propéptido y el 
sitio de activación, cisteínas que participan en la formación de enlaces disulfuro, el motivo 
donde se señala el sitio activo y los sitios de unión al zinc, el giro de metionina y el subsitio S1’. 

 

Para la construcción de un cladograma (Fig. 12) de las secuencias monodominio de zinc 

metalopeptidasas se empleó el método Neighbor-Joining con 1000 repeticiones bootstrap. La 

secuencia de A. astacus (P07584) fue incluida en los análisis con fines comparativos. Las 

distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de distancia p y están en las unidades 

del número de diferencias de aminoácidos por sitio. La variación de la tasa entre sitios se 

modeló con la distribución gamma (parámetro de forma =1) y se eliminaron los gaps o sitios sin 

datos.  

 

Figura 12. Cladograma de secuencias homólogas de zinc metalopeptidasas monodominio de la 
familia astacina monodominio de P. vannamei.  
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7.5  Características fisicoquímicas identificadas in silico 

Los análisis fisicoquímicos que se reportan a continuación se realizaron en las secuencias 

monodominio de astacina de P. vannamei. El número de aminoácidos, el peso molecular y el 

punto isoeléctrico calculado para cada secuencia de las variantes se enlistan en la Tabla 4; en la 

Tabla 5 se indica la composición de aminoácidos. Los propéptidos y los péptidos señal 

detectados en cada secuencia se muestran en el alineamiento de la Fig. 13 

Solamente ocho variantes contienen péptido señal, las cuales se muestran en la Figura 13, 

mientras que siete secuencias contienen el propéptido. En conjunto, seis secuencias contienen 

ambas regiones de péptido señal y pro-péptido.  

 

Figura 13. Alineamiento de las secuencias de las variantes de astacinas monodominio de P. 
vannamei que contienen el propeptido y péptido señal. En los recuadros rojos se indica el sitio 
de corte del péptido señal y en los recuadros azules el pro péptido 

 

En promedio, las secuencias se conforman de 198 aminoácidos, con un promedio de 22.7 KDa 

de peso molecular (MW). Los valores de punto isoeléctrico (pI) teórico computados en la 

herramienta ProtParam de Expassy (Tabla 4) tienen un rango estrecho que van desde el 4.39 al 

5.25, lo que indica características acídicas. 
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Tabla 4. Número de aminoácidos (# aa), peso molecular (MW) y punto isoeléctrico teórico de las 
secuencias de variantes de astacinas. 

 Variantes # aa MW pI 
1 XM_027373234 - - - 
2 GGUK01030711 - - - 
3 GGUK01030696 - - - 
4 GGKO01006418 - - - 
5 GGKO01006419 199 22772.50 4.39 
6 GGUK01001973 - - - 
7 GGUK01030725 - - - 
8 XM_027371679 - - - 
9 GGUK01030840 200 22953.54 5.25 
10 GGUK01030804 - - - 
11 GETZ01046399 192 21943.67 4.49 
12 GGUK01031049 - - - 
13 GETZ01046361 199 22826.51 4.70 
14 GGUK01000053 202 23118.63 4.92 
15 GGUK01003085 - - - 

  16 JR494627 200 22953.54 5.25 
 Promedio 198 22761.39 4.83 

 

En la Tabla 5, se presenta la composición de aminoácidos de las secuencias de astacinas 

maduras de P. vannamei. Estas secuencias son pobres en triptófano (W) y ricas en tirosina (Y). 

Se observa una baja frecuencia de cisteína (C), fenilalanina (F), histidina (H), lisina (K), metionina 

(M), prolina (P), arginina (R) y triptófano (W). Con relación a la Figura 14, sobre la variabilidad en 

la composición de las astacinas de P. vannamei se observa que los aminoácidos con frecuencia 

variables son metionina con valores de 2.48 a 4.02, ácido aspártico con valores de 5 a 9.4, ácido 

glutámico con valores de 3.65 a 6.53, leucina con valores de 4 a 6.25, glutamina con valores de 

2.97 a 6.53, arginina con valores de 2.51 a 4.46, serina con valores de 4.52 a 8, valina con 

valores de 5.53 a 8 y tirosina con valores de 7.81 a 10.55. En general son ricos en ácido aspártico 

(D), glicina (G), isoleucina (I) y tirosina (Y).  

 



40 

 

Tabla 5. Composición de aminoácidos de las secuencias de zinc metalopeptidasas en P. vannamei representados en porcentajes. 

 
Ala Cys Asp Glu Phe Gly His Ile Lys Leu Met Asn Pro Gln Arg Ser Thr Val Trp Tyr Total 

55 5.03 2.51 7.54 5.03 3.02 10.05 3.02 9.55 2.01 5.53 4.02 5.03 2.01 6.53 2.51 4.52 5.03 5.53 2.01 9.55 199 
99 5.00 2.5 5 5.5 3.5 8 3.5 7 2.5 4 3 7 2 5.5 4 8 5 8 2 9 200 

1111 4.69 2.08 9.38 3.65 3.65 8.85 3.13 8.85 2.6 6.25 3.13 5.21 2.6 6.25 3.13 6.25 5.21 5.73 1.56 7.81 192 
1313 6.93 2.48 7.43 5.45 2.97 7.92 3.96 7.43 2.48 4.46 2.48 6.44 1.98 2.97 4.46 5.94 5.94 6.93 1.98 9.41 202 
1414 5 2.5 5 5.5 3.5 8 3.5 7 2.5 4 3 7 2 5.5 4 8 5 8 2 9 200 
1616 5.03 2.51 7.54 5.03 3.02 10.05 3.02 9.55 2.01 5.53 4.02 5.03 2.01 6.53 2.51 4.52 5.03 5.53 2.01 9.55 199 
Avg 5.24 2.37 6.46 5.31 3.16 8.76 3.52 8.04 2.23 4.88 3.23 5.89 2.08 5.38 3.45 6.6 5.67 6.68 1.94 9.12 199 

Nota: 5 GGKO01006419*, 9 GGUK01030840*, 11 GETZ01046399*, 13 GETZ01046361*, 14 GGUK01000053*, 16 JR494627*. Las secuencias marcadas con * indican con son los 
representantes de ese número de variable 
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Figura 14. Gráfico de la variabilidad en la composición de las astacinas de P. vannamei con 
relación a los datos de la Tabla 5.  
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7.6 Variabilidad de proteínas 

La variabilidad de las secuencias maduras de zinc metalopeptidasas monodominio de astacina 

en P. vannamei fueron calculadas con el coeficiente de variabilidad Wu-Kabat que se presentan 

en la Figura 15. La secuencia consenso de astacina de P. vannamei se derivó del alineamiento 

múltiple de secuencias utilizando el servidor PVS (Fig. 15). 

 

Figura 15. Índice de variabilidad de proteínas Wu-Kabat para cada uno de los 205 residuos de 
aminoácidos de las zinc metalopeptidasas monodomino de astacina. 

 

En la secuencia (en formato FASTA), se muestran los aminoácidos donde la variabilidad es 

mayor o igual que el umbral de variabilidad (en este caso 1 índice de Shannon) y se representan 

con un punto (·) (Fig. 16). 

 

Figura 16. Secuencia consenso de la variabilidad de las secuencias de zinc metalopeptidasas 
monodominio astacinas. En rojo: cisteínas, motivo y giro de metionina.  

 

En la Tabla 6 se identifican los fragmentos de longitud mínima de seis aminoácidos en la 

secuencia consenso que consta únicamente de residuos consecutivos con variabilidad por 

debajo del umbral de variabilidad establecido (<1). 

 

 

 

 



43 

Tabla 6. Fragmentos conservados con residuos no variables. (V<=1). 

N Start End Sequence 
1 11 16 G G V I P Y 
2 40 54 K T C I R F V P R T T E S D Y 
3 62 72 T S G S G C W S Y V G 
4 94 109 I H E L M H A I G F Y H E H T R 
5 115 120 Y V T I N Y 
6 131 142 F D I D T Y S R Y V G E 
7 148 171 S I M H Y G K Y S F S I Q W G V 

L E T I V P L Q 
8 173 182 G I D L T D P Y D K 
9 187 197 Q T D A N Q I N N L Y 

 

7.7 Filogenia de las astacinas de la familia M12 en decápodos 

El análisis filogenético las astacinas del orden Decápoda indica que estas se agrupan en 4 ramas 

claramente diferenciadas (Fig. 17), las nombramos grupo A (color azul), B (color rojo), C (color 

verde) y D (color morado). El árbol corresponde a las características de las secuencias, las cuales 

son altamente variables. El grupo D contiene la mayoría de las secuencias con representantes de 

los infraórdenes Anomura, Astacidea, Brachyura, así como de la familia Penaeidae; mientras que 

el grupo A tiene solamente dos especies de la familia Penaeidae.  
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Figura 17. Análisis filogenético de secuencias de astacinas de diferentes especies del orden 
Decápoda. Se incluyen los valores de Bootstrap. Cada una de las cuatro ramas principales en 
donde se agrupan las secuencias de astacinas de diversos decápodos está representada por 
colores diferentes. El grupo A se representa de color azul, el grupo B de color rojo, el grupo C de 
color verde y el grupo D de color morado. 

7.8 Modelo estructural de la astacina M12 de P. vannamei  

Se realizó una predicción del modelo de la estructura espacial de un representante de las 

astacinas de P. vannamei. Dicho modelo se construyó con la finalidad de analizar la posible 

unión al zinc y otras características estructurales. La estructura molecular de la astacina de 

Astacus astacus en complejo con zinc obtenida por difracción de rayos X (código PDB: 3LQ0), se 

Grupo A 

Grupo B 

 

Grupo C 

 Grupo D 
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utilizó como molde. Se modeló la secuencia proteica de la zinc proteasa Mpc1 de P. vannamei 

(número de acceso GenBank: ROT61684 Uniprot: A0A3R7QAF3), como referencia ya que tienen 

una identidad de 58.8 % con la secuencia de Astacus astacus. 

Como se observa en la figura 18, el modelo estructural de la Mpc1 de P. vannamei muestra una 

arquitectura conservada comparable a la de las proteasas de la familia M12. 

 

Figura 18. Modelo de homología la MPC1 de P. vannamei con una molécula de zinc como 
ligando. El modelo se construyó utilizando la estructura de rayos X la astacina de Astacus 
astacus. A) Las placas-β y las α-hélices se muestran en púrpura y cian, respectivamente. Se 
resaltan las regiones del motivo HEXXHXXGXXHEXXRXDR (rojo). Las cadenas laterales de 
histidinas que se unen al zinc (azul), la región del met-turn (verde), cisteínas unidas por enlaces 
disulfuro (bastones naranjas), el ion de zinc se muestra como esfera plateada. B) Acercamiento 
al ion de zinc catalítico en donde se distingue que está putativamente asociado a las 3 histidinas 
del motivo catalítico, los iones hidrógeno de las histidinas que estabilizan el sitio catalítico se 
representan como bastones blancos. 
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8. DISCUSIÓN  

Las metalopeptidasas del tipo astacina son ubicuas en el reino animal, pero sus relaciones 

filogenéticas y funciones no se han definido claramente aún (Möhrlen et al., 2006). Para el caso 

de las astacinas de decápodos, un grupo muy diverso de crustáceos, la información sobre su 

origen evolutivo y función fisiológica es menos clara aún. Para el caso particular de P. vannamei, 

la primer secuencia de nucleótidos de una astacina se reportó en 2007 por Zhao y 

colaboradores. Sin embargo, hasta la fecha se desconoce si esta enzima posee una función 

digestiva o participa en otros procesos fisiológicos. Por esa razón el estudio de las características 

estructurales, bioquímicas y evolutivas de estas enzimas es relevante y se aborda en este 

trabajo, analizamos a través de herramientas bioinformáticas, las variantes de las secuencias de 

astacinas reportadas para Penaeus vannamei. 

De acuerdo con la información de la base de datos MEROPS (especializada en peptidasas), hasta 

julio de 2022, se han depositado un total de 1,142,788 secuencias, de las cuales 390,108 (34.1 

%) son metalopeptidasas, lo que significa que, de las secuencias anotadas en esta base de datos, 

las metalopeptidasas son la segunda familia de peptidasas más abundante, después de las 

serino peptidasas (36.8 %). En esta misma base de datos están depositadas 74 secuencias de 

peptidasas de decápodos, de las cuáles solo el 17.5 % son metalopeptidasas, siendo las cisteíno 

peptidasas la familia con más representantes para este taxón (37.8 %), mientras que las 

secuencias serino peptidasas representan el 36.4 % del total de entradas para el orden 

Decápoda. Para el caso específico de P. vannamei, hay 32 secuencias depositadas, 3 de las 

cuales corresponden a metalopeptidasas, y dos más son secuencias a las que no les ha sido 

asignada una identidad. Estos datos resaltan la relevancia de las secuencias caracterizadas en 

este trabajo de manera general en el degradoma3 de P. vannamei, y de manera particular su 

función en la digestión del alimento. 

La mayoría de las secuencias homólogas de astacina encontradas en P. vannamei no tienen 

ninguna anotación en las bases de datos, solamente se indica que es un transcrito, pero no se 

especifica que sea de astacina o que sea una zinc metalopeptidasa, así que las búsquedas por 

palabras son poco exitosas e insustanciales. Por esta razón, en primera instancia se eligió buscar 

                                                           
3 El degradoma se ha definido como el conjunto de genes de proteasas que están presentes en un organismo o el 
repertorio de proteasas expresadas por un tejido o célula en particular (López-Otín y Overall, 2002) 
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homólogos de la proteína de astacina de A. astacus (P07584), la cual está completamente 

caracterizada y anotada. La mayoría de las secuencias encontradas en las bases de datos son 

multidominio, por lo que en este trabajo se hizo una distinción entre las proteínas con un solo 

dominio catalítico astacina y las que tenían uno o más módulos no catalíticos en las secuencias. 

Encontramos que en los análisis de cladograma las secuencias se agrupan en 4 grupos (Fig. 10). 

Como se mencionó en los antecedentes, las peptidasas de la familia de las astacinas suelen 

contener dominios adicionales en el extremo C-terminal. Entre los dominios más comúnmente 

identificados están los dominios EGF y una o varias copias de los dominios CUB. Dichos dominios 

podrían estar involucrados en interacciones de unión a calcio, proteína-proteína o enzima-

sustrato (Gomis-Ruth et al., 2012). Las astacinas exhiben una amplia variedad de longitudes y 

secuencias, lo que sugiere una alta diversidad de funciones dentro de una sola familia (Martín-

Galiano y Sotillo, 2021). En helmintos, la mayoría de las proteínas que se secretan para facilitar 

la infección y la colonización en el hospedero pertenecen a la familia astacina. Cabe mencionar 

que de manera global, el dominio astacina ha sido encontrado en asociación con otros 110 

dominios diferentes, constituyendo 145 arquitecturas de dominios únicas en donde los módulos 

CUB y Shk son los más comúnmente reportados, por lo que se ha sugerido que debido a la 

presencia de dominios coexistentes (en forma de módulos) tienen funciones adaptables 

promiscuas asociadas a varios roles (Martín-Galiano y Sotillo, 2021).  

El análisis del cladograma de las secuencias de astacinas mono- y multidominio de P. vannamei 

(Fig. 10), las agrupa claramente en cuatro grupos, que comparten entre sí dominios adicionales 

al de astacina. En el grupo I se encuentran secuencias que contienen uno o dos dominios CUB, 

distribuidos en secuencias con tamaños variables y que pueden estar separados por regiones de 

baja complejidad, esta distribución es relativamente común en diferentes taxa de vertebrados e 

invertebrados (Geier y Zwilling, 1998). Se ha propuesto la hipótesis de que una de las funciones 

del dominio CUB es el reconocimiento de sustratos y otros ligandos, guiando a las astacinas 

hacia sustratos específicos y/o incrementando de manera local el número de sitios activos de 

astacina mediante oligomerización (Galeano et al., 2021). 

En el grupo II se encuentran secuencias asociadas a uno o tres módulos del dominio ShK, y la 

función de las astacinas con esta arquitectura es relativamente poco conocida. Se sabe que las 

astacinas asociadas al dominio ShK se encuentran solamente en invertebrados (Gerdol et al., 
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2019) y específicamente, las astacinas asociadas al dominio ShK se han descrito solo en 

invertebrados hematófagos (Gerdol et al., 2019; Galeano et al., 2021). En esta tesis se reporta 

por vez primera una secuencia de astacina con dicha arquitectura en un invertebrado no-

hematófago. 

En el grupo III está comprendidas las astacinas monodominio, consideradas aquí como 

digestivas, pues comparten dicha arquitectura con la astacina de A. astacus, la astacina mejor 

estudiada a nivel funcional y estructural, cuya función exclusivamente digestiva ha sido descrita 

previamente (Zwilling y Neurath, 1981; Vogt et al.,1989; Dumermuth et al., 1991; Stöcker y 

Zwilling, 1995; Stöcker y Yiallouros, 2011). Los subsecuentes análisis y modelaciones 

bioinformáticas fueron realizadas en secuencias de este grupo. 

En el grupo IV se encuentran las astacinas de un solo dominio que contienen elementos 

estructurales con arquitectura atípica considerada no funcional. Finalmente, en la base del 

cladograma se encuentra una secuencia que contiene el dominio astacina truncado, asociado 

con dominios CUB y EGF, una estructura típica de las astacinas del grupo BMP1/Tolloid, que 

tienen un arreglo de cinco dominios CUB y dos segmentos EGF (Hopkins y Greenspan, 2007), 

pero que en P. vannamei puede no ser funcional por no contener el dominio astacina completo. 

Una explicación plausible para esto es que, como se observa en la Figura 10, dicha secuencia 

carece de los últimos 2 aminoácidos del motivo astacina. 

La arquitectura particular de los subgrupos I al IV, parecen proporcionar una función específica 

para cada gen de astacina de P. vannamei y los miembros de cada subgrupo pueden tener 

funciones similares o idénticas. 

8.1 Secuencias de astacinas monodominio de P. vannamei 

En el análisis de las secuencias monodominio de P. vannamei, se observa que existen cuatro 

grandes grupos con características particulares. La primera sección la forman el pre- y pro-

segmento, la segunda es la cadena catalítica del dominio de astacina y finalmente, la extensión 

C-terminal, la cual contiene las regiones funcionales de la proteína como el subsitio S´1.  

Ocho secuencias contienen el pre-segmento (péptido señal) (Fig. 13) (GGKO01006418, 

GGKO01006419, XM_027371679, GGUK01030840, GETZ01046399, GETZ01046361, 

GGUK01000053 y JR494627). El propéptido (pro-segmento) se encuentra en siete secuencias 
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(GGKO01006419, GGUK01030725, GGUK01030840, GETZ01046399, GETZ01046361, 

GGUK01000053 y JR494627) y ambos se encuentran solamente en seis secuencias 

(GGKO01006419, GGUK01030840, GETZ01046399, GETZ01046361, GGUK01000053 y 

JR494627). En este caso, probablemente la falta de péptido señal en algunas secuencias se deba 

a artefactos relacionados con el método de secuenciación y ensamblaje o en la traducción de 

nucleótido a aminoácidos. 

En el dominio catalítico de astacinas de P. vannamei se encuentran los residuos esenciales para 

la actividad catalítica, mientras que en la región C-terminal se encuentra la región estructural 

correspondiente al giro de metionina y el subsitio S’1. Estas estructuras se han identificado 

experimentalmente por cristalografía en la astacina de A. astacus y se encuentran conservadas 

en el camarón, por lo tanto, se sugiere la función digestiva de las astacinas monodominio de P. 

vannamei. 

La función digestiva de las astacinas ha sido estudiada en algunos invertebrados. Así, Fuzita y 

cols., (2015a) detectaron en el proteoma de la araña Nephilingis cruentata 25 astacinas en el 

fluido digestivo y sugieren estas variantes pudieran desempeñar un papel importante en la 

digestión extracorpórea en Araneae. Antes de este estudio estas astacinas solo habían sido 

asociadas a las glándulas de veneno de esta araña. Además, en el escorpión Tityus serrulatus, se 

reportan 16 secuencias de astacinas siendo las peptidasas más abundantes encontradas en la 

glándula digestiva (Fuzita et al., 2015b). 

En 2016, explorando más a fondo a las proteasas digestivas en arañas, Fuzita y colaboradores, 

publicaron el primer reporte de un gran número de astacinas que son empleadas en la digestión 

de un metazoario. En el caso del estudio, se analizaron astacinas de la araña N. cruentata, se 

encontraron 46 genes diferentes (parálogos) cuyas secuencias tienen al menos 5 % de diferencia 

entre ellas (a nivel de aminoácidos) y son consideradas isoformas. Siete secuencias que tuvieron 

menos del 5 % de diferencias fueron consideradas como variantes de un mismo locus. Dicho 

estudio demuestra la dependencia de las astacinas en el proceso de digestión extraoral ya que 

en el fluido digestivo constituyen hasta el 56 % de las enzimas digestivas, además de ser las 

hidrolasas más abundantes en los divertículos del intestino medio.  
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Considerando que las muestras de donde se obtuvieron las secuencias que analizamos en este 

trabajo, no provienen exclusivamente de muestras de hepatopáncreas, el cual tiene 

básicamente una función digestiva, nuestros resultados no permiten confirmar definitivamente 

que las secuencias analizadas tienen una función digestiva. Sin embargo, en otros trabajos se 

encuentran datos que apoyan la hipótesis de función digestiva, por ejemplo, tanto Hernández-

Cortés y cols., (2017) y Rojo y cols., (2020) reportan un aumento en la expresión del gen Mpc1 

durante las etapas tardías del desarrollo ontogénico de P. vannamei, específicamente en etapas 

postlarva, en las que el tracto digestivo termina de madurar, los autores también reportan que 

el aumento de expresión genética está relacionado a un aumento de actividad proteolítica 

específica y detección de una banda de actividad encontrada por zimografía, cuya secuencia 

determinada por espectrometría de masas corresponde al transcrito de Mpc1 (Hernández-

Cortés et al., 2017). 

A pesar de identificar 16 variantes de secuencias únicas de astacinas que contienen las regiones 

características propias de esta enzima, como el motivo y el giro de metionina, solamente seis 

están completas, es decir contienen la región péptido señal y pro-péptido, el resto no contiene 

esta señalización, lo que se podría deber al método de secuenciación o a la traducción de 

nucleótido a proteína.  

Seis secuencias maduras fueron seleccionadas para realizar los análisis subsecuentes (Fig. 13). 

Estas secuencias tienen un promedio de 198 aminoácidos en la región del dominio, lo que 

concuerda con el número de aminoácidos de la astacina de A. astacus que es de 200. La astacina 

es sintetizada como una pre-pro-enzima. Cuando la enzima se secreta a los túbulos del 

hepatopáncreas, se escinde el péptido señal (15 aminoácidos) del extremo N-terminal para dar 

lugar a la pro-enzima o zimógeno. El zimógeno se activa después de la remoción del pro-

propéptido, que consiste en 34 residuos en el N-terminal para dar lugar a la enzima madura 

(Dumermuth et al., 1991; Stöcker et al., 1993; Yiallouros et al., 2002).  

El peso molecular promedio de las enzimas maduras es 22 kDa, similar a la astacina de A. 

astacus, mientras que el punto isoeléctrico (pI) teórico promedio es de 4.8 para las secuencias 

de P. vannamei y de 4.70 para A. astacus, aunque las variantes de P. vannamei tienen un rango 

de 4.39 a 5.25. Sin embargo, hay que considerar la localización en la célula de las proteínas 
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analizadas y su ambiente. Las astacinas se localizan en la matriz extracelular, donde son 

secretadas o están ancladas a la membrana y contribuyen en la proteólisis extracelular.  

Otro dato interesante por mencionar es el perfil de uso de aminoácidos de un gen y los perfiles 

de uso de codones. Di Giulio (2005) propone que el número de codones que codifican los 

aminoácidos en el código genético, son positivamente correlacionados (teniendo presente el 

peso molecular) con el punto isoeléctrico o dicho de otra manera, que en promedio, los 

aminoácidos que son codificado con un mayor número de codones son los que poseen 

características básicas además observa que el ambiente en el que la proteína es funcional es 

importante ya que los organismos que tengan un medio intracelular ácido no vivirán en 

ambiente alcalinos o neutros y es por esto que evolutivamente los organismos no desarrollan 

medios intracelulares ácidos si viven en ambientes alcalinos, al contrario, los organismos que se 

desarrollan en ambientes ácidos, el pH del ambiente extracelular debió haber sido ácido, por lo 

que el uso de perfil de aminoácidos de un gen sería útil para ver el reflejo de donde ha 

evolucionado para ver la forma en la que ocurrió la transferencia horizontal o vertical de genes 

a través de esos ambientes (Di Giulio, 2005; Goodazi et al., 2008). Usando esta información, 

entonces se puede sugerir que las secuencias de astacina monodominio de P. vannamei se 

desarrollan en ambientes ácidos.  

Como se observa en la Tabla 5 que indica la composición aminoacídica de las enzimas maduras 

de astacina de P. vannamei, las secuencias son ricas en ácido aspártico (D), glicina (G), isoleucina 

(I) y tirosina (Y) y pobres en cisteína (C) fenilalanina (F), histidina (H), lisina (K), metionina (M), 

prolina (P), arginina (R) y triptófano (W).  

Los resultados de variabilidad de las secuencias monodominio maduras de astacina en P. 

vannamei, de acuerdo con el índice de Wu-Kabat con base al alineamiento múltiple se muestran 

en la Fig. 15. El valor mínimo de W es 1 y el máximo es 17. Las regiones con una mayor 

variabilidad concuerdan con las regiones no conservadas en el alineamiento (Fig. 16). Los 

fragmentos conservados se indican en la Tabla 6, el fragmento 4 contiene la región motivo que 

se interrumpe del motivo extendido solamente por un aminoácido variable. El giro de metionina 

también se mantiene conservado, corresponde al fragmento 7 (Tabla 6). Lo que muestran estos 

resultados es que hay un gran número de sitios conservados en la proteína madura, la mayor 

variabilidad se encuentra en la región de péptido señal y propéptido.  
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Fuzita y colaboradores en 2016, consideran que, para las astacinas de arácnidos, si la diferencia 

entre secuencias de aminoácidos es mayor al 5 %, pueden ser consideradas isoformas, mientras 

que por debajo de este valor pueden ser consideradas variantes de una misma isoforma. 

Considerando que las seis secuencias completas de astacinas de P. vannamei tienen una 

variabilidad mayor al 5 %, se puede sugerir que son isoformas, de acuerdo con el criterio de 

empleado por Fuzita et al., (2016) en otras astacinas. 

Como ya se mencionó al principio de esta discusión, las astacinas (familia M12) son el segundo 

grupo de proteasas más abundante en los seres vivos según la base de datos MEROPS. Este dato 

no es trivial porque sugiere que los organismos se adaptan a funciones y ambientes diferentes. 

Es evidente que en el árbol filogenético las astacinas del orden Decápoda se agrupan en 4 ramas 

claramente diferenciadas (Fig. 16), y dicha diferenciación no obedece necesariamente a la 

filogenia de Decápoda sino a las características de las secuencias. 

En la Fig. 17, el grupo A (azul) tiene solo dos secuencias representantes que corresponden al 

género Penaeus. Al analizar estas secuencias, vemos que el motivo de la secuencia 

(HEFMHAAGFWHEQSRYDR) es conservado, esto se puede deber al número de secuencias en 

comparación con los demás grupos que tienen más representantes.  

El grupo B (rojo) tiene cinco secuencias representantes, de las cuales cuatro son del género 

Penaeus y uno es del género Homarus. La región motivo de estas secuencias es 

HELMHAAGFWHEQSRXDR y el aminoácido variable (X) puede ser F, S o P.  

El grupo C (verde) tiene 21 secuencias de aminoácidos que corresponden a organismos de los 

géneros Penaeus, Homarus, Procambarus, Portunus, y Chionoecetes. Al tener un mayor grupo 

secuencias (que el grupo A y B) de diferentes organismos y de distintos géneros, la región del 

motivo es aún más variable. La secuencia conservada del motivo es HEXMHXXGFWHEXSRXDR.  
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Figura 19. Regiones variables (en color rojo) de la secuencia del motivo de las secuencias de 
astacinas del grupo C de la Fig. 17. 

El grupo D (morado), es el grupo con el mayor número de secuencias, distribuidas en los 

géneros Penaeus, Procambarus, Portunus, Chionoecetes, Paralithodes y Astacus. La secuencia 

conservada del motivo es HELMHXXGFXHEXXRXDR y a pesar de tener el mayor número de 

secuencias, se nota que esta región es menos variable que las secuencias del grupo C.  

 

Figura 20. Regiones variables (en color rojo) de la secuencia del motivo de las secuencias de 
astacinas del grupo D de la Fig. 17. 

Los miembros de Decápoda son los más diversos del taxón crustácea por lo que poseen una 

amplia variedad de hábitos alimenticios como carnívoros, herbívoros, detritívoros, omnívoros 

(Saborowski, 2015) e incluso canibalismo. La gran variedad de macronutrientes que los 

decápodos pueden digerir sugiere que las enzimas digestivas, encargadas de mediar y limitar la 

absorción de los nutrientes y la energía de los alimentos, puedan ser resultado de la 

adaptabilidad de los genes que los codifican en los crustáceos. 

Las especies analizadas en la (Fig. 17) son organismos que ocupan diferentes hábitats por lo que 

su alimentación varía, además de las variaciones alimenticias relacionadas a la ontogenia. La 

langosta Homarus americanus se alimenta de moluscos, equinodermos, poliquetos, ofiuros y 

cnidarios (Holthuis, 1991), mientras que el langostino Procambarus clarki es omnívoro 

alimentándose de vegetales, animales y carroña (Correia, 2003) y el langostino Astacus astacus 

se alimenta de algas, perifiton, plantas acuáticas vasculares macrófitas, invertebrados, 

vertebrados, peces, huevos de peces, carroña y detritos (Zimmerman, 2012). Los juveniles y 
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adultos del género Penaeus, se alimentan de fito y zooplancton bentónicos, además de gusanos, 

bivalvos y crustáceos, e incluso pueden ser caníbales (Holthuis, 1980). El cangrejo de la nieve 

(Chionoecetes opilio), que habita en las profundidades (4 a 1400 m) se alimentan de pequeños 

invertebrados de los fondos marinos, otros crustáceos, bivalvos, anélidos, ofiúridos, poliquetos, 

fitobentos y foraminíferos (Kon, Adachi y Susuki, 2003). El cangrejo rojo gigante (Paralithodes 

camtschaticus), otra especie que habita en las profundidades (hasta los 461 m) es un 

oportunista y depredador generalista. Su alimentación consiste en otros crustáceos, bivalvos, 

poliquetos, moluscos, equinodermos, esponjas, ofiuras, rizópodos, briozoos y algas (Jørgensen, 

2013). El cangrejo gazami (Portunus trituberculatus) es bentopelágico y habita en hábitats 

menos profundo de 0 a 50 m y su alimentación consiste en mayor medida en bivalvos, 

crustáceos bénticos, peces y cefalópodos (Ng, 1998). La variación de la fuente de nutrientes en 

los estadios de vida de estos organismos podría influir en los perfiles proteolíticos de las 

proteasas digestivas. En el caso de las astacinas, se refleja una diversidad de las secuencias en el 

cladograma de la Figura 17 y sería interesante hacer una estudio donde se analice a fondo la 

diversidad de astacinas en los demás subórdenes de Decápoda, ya que el mejor representado es 

el la familia Penaeidae.  

Y finalmente, la estructura del modelo tridimensional (Fig. 18) construido con Swiss-Model 

confirmó una alta homología con la estructura tridimensional de la astacina de A. astacus, esto 

aporta aún más evidencias para proponer que las secuencias encontradas en este trabajo son 

putativamente digestivas. 
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9. CONCLUSIÓN  

En las bases de datos de aminoácidos y nucleótidos, se encuentran depositadas un gran número 

de secuencias con dominios de astacina que aún no han sido anotadas. En este trabajo se 

obtuvieron 81 secuencias de aminoácidos de astacinas en diferentes decápodos, de las cuales 

60 fueron seleccionadas para análisis. El árbol filogenético las agrupa en cuatro grupos que son 

diferentes en cuanto a la cantidad de representantes que los conforman y la diversidad del 

dominio catalítico. Es posible concluir que las astacinas de la familia M12 están presentes en 

todos los subórdenes del orden Decápoda, ya que se identificó la presencia de secuencias 

homólogas en los subórdenes Pleocyemata y Dendrobranchiata, con al menos un representante 

en las familias Astacidae, Portunidae, Oregoniidae, Cambaridae, Nephropidae, Lithodidae y 

Penaeidae. 

Para Penaeus vannamei, se obtuvieron 42 secuencias de aminoácidos de astacinas las cuales se 

agrupan en cuatro grupos por su arquitectura y el primero (I) presenta 1 o 2 dominios no 

catalíticos CUB. El grupo II contiene secuencias con 1 o 3 dominios no catalíticos ShK y este 

trabajo es el primer reporte de esta arquitectura en un invertebrado no-hematófago. El grupo III 

se caracteriza por contener a las astacinas con el dominio astacina catalítico sin otros módulos, 

por lo cual las denominamos monodomino. Y finalmente, el grupo IV, contiene secuencias 

donde tiene un solo dominio astacina no funcional y 5 módulos CUB y 2 EGF.  

En una búsqueda de secuencias de nucleótidos homólogas a astacinas de P. vannamei, 

encontramos 153 secuencias de las cuales 69 contienen la región del motivo y el giro de 

metionina (Met-turn) completo. Se analizaron a detalle solamente las que secuencias 

monodominio, putativamente digestivas. Se encontraron 16 variantes (secuencias únicas), de 

las cuales solamente 6 están completas, es decir contienen la región de péptido señal y 

propéptido. La variabilidad de las secuencias es mayor al 5 % por lo que se sugiere considerarlas 

como isoformas, aunque se recomienda realizar análisis confirmatorios posteriores. Las 

secuencias monodominio no son exclusivas de Penaeus vannamei y son prevalentes en otros 

decápodos. El análisis bioinformático de las características bioquímicas y estructurales del 

conjunto de secuencias recuperadas para la realización de este trabajo puede indicar su función, 

la cual se propone que es putativamente digestiva.  
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