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RESUMEN

Oxydoras sifontesi, conocido como Bagre Sierra, representa un grupo de peces
neotropicales, de aguas dulces continentales. Su nombre se deriva de la presencia de
una serie de placas dseas laterales con espinas centrales curvadas y dirigidas hacia
atrds, a manera de sierra, que pueden o no cubrir todo el cuerpo. Son de constitucion
robusta y poseen fuertes espinas en la aleta dorsal y pectoral que utilizan como medida
de defensa; puede llegar a alcanzar los 120 cm de longitud y 20 Kg de peso. Se
caracterizan por su largo hocico cénico, cabeza estrecha y centralmente son aplanados.
Es una especie endémica, la cual se puede encontrar con mayor frecuencia en la
Cuenca del Rio Orinoco. EIl presente estudio consistié en evaluar como objetivo la
influencia de la actividad de las proteasas (catepsina B, D y L) en los cambios fisicos y
quimicos del muasculo de Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi) en diferentes estadios de
madurez sexual. A las muestras de bagre sierra se le realizaron los siguientes analisis:
analisis proximal, proteinas solubles, actividad enzimética de las catepsinas B, D y L,
determinacion de pH. Los resultados fueron analizados en Statgraphics plus 5.1
mediante una prueba de ANOVA de una via, con un nivel de significancia del 5%. Se
concluyé que la accion de las enzimas proteoliticas especificamente catepsinas B, D y
L ejercen influencias en el tejido muscular sobre las diferentes etapas del ciclo

reproductivo en la especie estudiada.



. INTRODUCCION

La actividad enzimatica es responsable de un gran nimero de pérdidas en la
calidad de los alimentos, incluyendo la decoloracién, malos olores y sabores
desagradables, y la modificacion de la textura. Recientemente, existe gran interés en
la actividad enzimatica del pescado, por su aplicacion potencial en la industria de
los alimentos (Villa-Alanis y col., 2005). Segun Kaplan y Colowick (1987) las
enzimas son catalizadores organicos sintetizados por los seres vivos, sustancias de
naturaleza proteica caracterizados por una gran actividad catalitica, especificidad de
sustrato, y susceptibilidad a la influencia de diferentes factores, como temperatura,
pH, humedad y concentracién del sustrato.

Si bien han sido aisladas varias enzimas proteoliticas en el tejido del
pescado, son las catepsinas las que quizas se han descrito con mayor frecuencia.
Segln Huss (1999), las define como proteasas "acidas" que usualmente se
encuentran empacadas en diminutos organelos submicroscopicos llamados
lisosomas. En el tejido vivo, las proteasas lisosomales se cree son responsables de la
degradacion proteica en los tejidos musculares. De esta forma, las enzimas
proteasas estdn generalmente inactivas dentro del tejido vivo pero son liberadas
dentro de los fluidos celulares luego de abuso fisico o congelacion y descongelacion
post mortem del musculo.

Un segundo grupo de proteasas intracelulares denominadas "calpainas™ o

"factor activado por calcio”, han sido recientemente asociadas con la autolisis del

-11 -



musculo de pescado y se les encuentra en carnes, pescados de aleta y crustaceos

(Bartoli y col., 2005).

Las calpainas han sido encontradas como las principales responsables de la
autolisis post mortem de la carne, debido a la digestion de las proteinas de la
linea Z de las miofibrillas. Si bien el endurecimiento es rara vez un problema en
el musculo no congelado, el ablandamiento debido a la autolisis es un problema
serio que limita su valor comercial. Estas proteasas son endo-peptidasas
intracelulares, cisteina y calcio dependientes. La mayoria son activas a pH
fisioldgico, lo cual hace razonable sospechar su importancia en el ablandamiento

del pescado durante el almacenamiento refrigerado Goll y col. (2003).

Por otra parte los bagres, segun Aguilar (1982), conforman un grupo con
mucha demanda en nuestro pais, y han obtenido un creciente interés en los
ualtimos afios como especies potencialmente cultivables, debido al hecho de ser
una de las variedades dulceacuicolas con alto valor nutricional y buen precio de
venta en los mercados. La calidad del musculo de pescado es afectada por
numerosos factores extrinsecos e intrinsecos; dentro de estos se encuentran la
época de captura, medio ambiente, la especie, edad, sexo, estadio del ciclo

reproductivo y desarrollo gonadal.

En Venezuela se posee muy poca informacion sobre la relacion entre el
ciclo reproductivo y la actividad enzimatica en especies pesqueras cultivadas
como el bagre, al igual que la influencia de las caracteristicas fisicas y quimicas

del masculo durante el desove, de alli la importancia de evaluar los efectos de la
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actividad enzimatica en el tejido muscular del Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi)

y su relacion a los periodos del ciclo reproductivo.
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Il. ANTECEDENTES

1. Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi):

Oxydoras sifontesi, conocido como Bagre Sierra, representa una especie de
peces neotropicales, de aguas dulces continentales. Segin Provenzano (1980) su
nombre se deriva de la presencia de una serie de placas Oseas laterales con
espinas centrales curvadas y dirigidas hacia atrds, a manera de sierra, que pueden
0 no cubrir todo el cuerpo. Son de constitucién robusta y poseen fuertes espinas
en la aleta dorsal y pectoral que utilizan como medida de defensa; puede llegar a
alcanzar los 120 cm de longitud y 20 Kg de peso. Se caracterizan por su largo
hocico cénico, cabeza estrecha y centralmente son aplanados. Es una especie
endémica, la cual se puede encontrar con mayor frecuencia en la Cuenca del Rio
Orinoco, cuyos afluentes discurren sobre los llanos occidentales y centrales del
pais (Machado-Allison, 1994). Al igual que otras especies de importancia
comercial, Oxydoras presenta un ciclo reproductivo estacional, encontrandose
estrechamente ligado a los cambios estacionales de los llanos inundables. La
mayoria son de habitos nocturnos y omnivoros, alimentdndose de frutos, larvas
de insectos y otros organismos bentonicos. Es migratoria y su época
reproductiva es entre los meses de marzo y junio. Segin Fernandez-Yepez,
(1968) los peces mas grandes son para el consumo humano; sin embargo su valor
comercial es moderado, ya que su piel oscura causa un rechazo y por tanto una

reduccion en su comercializacion.
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El ciclo hidrolégico anual del Rio Orinoco comprende un periodo de
inundacion, que tiene lugar durante la estacion de lluvia (entre mayo y
noviembre), y un periodo de aislamiento, que ocurre a lo largo de la estacion
seca, de noviembre a mayo del afo siguiente. Lewis y col., (2000). Durante la
inundacion, el agua cubre vastas areas de sabanas formando extensas lagunas

poco profundas o esteros.

En la estacion seca, estas zonas inundadas se aislan de la mayoria de los
afluentes y eventualmente se secan; Machado-Allison, (1994). La mayoria de los
peces que viven en estas regiones exhiben un patrén de maduracién gonadal que
empieza en la estacion lluviosa. Asi, el proceso de recrudescencia tiene lugar
durante la estacion seca, finalizando con el desove (llegada de las lluvias),
cuando la disponibilidad de espacio y recursos para los alevines son los mas

favorables (al principio de las inundaciones) Gonzélez, (1980).

2. Estadios Gonadales:

La reproduccién, es un proceso que involucra una serie de cambios
somaticos y fisioldgicos tal como, el desarrollo de las goénadas, la maduracion
gonadal, y finalmente se produce el desove. Nikolsky (1963), establecié una
clasificacion de los estadios de maduracion gonadal para la reproduccién de los

peces los cuales se presentan a continuacion de la siguiente manera:

Estado I: Inmaduro, los sexos no se pueden separar a simple vista.
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Estado Il: Diferenciables a simple vista. En las hembras los ovarios tienen
forma de cinta o bandas pequefias y estrechas de color rojo, los évulos no se
observan a simple vista. En los machos los testiculos tienen forma de cinta

multilobulada, son muy pequefios y de color blanco.

Estado I1l: En ambos sexos las gonadas incrementan rapido de tamafio. En
los ovarios se notan los dvulos a simple vista. EI color cambia de rojo a amarillo
anaranjado. En los testiculos los I6bulos se engruesan, el color es blanco lechoso.
Este proceso de maduracion gonadal comienza con la proliferacion oogonial y

empiezan a constituirse los foliculos ovaricos.

Estado IV: Las gonadas alcanzan su méximo desarrollo. Los ovarios
ocupan toda la cavidad abdominal, su color es amarillo. En el proceso de la
vitelogénesis, ocurre la incorporacion de vitelo en los oocitos, controlados por
las gonatropinas, que actlan para la maduracion de las gonadas. Los testiculos
ocupan toda la region posterior de la cavidad abdominal, su color es blanco

lechoso. La espermatogénesis tiene lugar en las estructuras del testiculo.

Estado V: Igual al anterior, solo que al presionar ligeramente el vientre, se
liberan los productos sexuales en ambos sexos. Posteriormente, en la ovogénesis
el ovocito sufre procesos de maduracién y ovulacién, con lo cual el dvulo
adquiere la capacidad de ser fecundado. Después de experimentar una serie de
divisiones mitoticas, la espermiogénesis consiste en la transformacion de las
espermaticas en espermatozoides, los cuales adquieren su motilidad

caracteristica y la capacidad de fertilizacion.
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Estado VI. Post-desove, los ovarios parecen cintas flacidas de color
rosado. Los testiculos también son flacidos pero mantienen su color blanco.

Luego estas gonadas regresan (recrudescencia) estado II.

3. Estructura de las Proteinas Miofibrilares:

Estas presentan un aspecto estriado, debido a la presencia de sarcomeros
que se repiten regularmente. Cada sarcomero contiene una serie de filamentos
paralelos que se solapan parcialmente: los filamentos gruesos y delgados.

Segun Hultman (2002), en Salmon salar y Gadus marhus los filamentos
gruesos se originan por el ensamblaje de moléculas de miosina, ademas de otras
proteinas menores: proteina-C y las proteinas de la linea M. En el mdsculo
esquelético estriado los filamentos delgados estan constituidos por filamentos de
actina, tropomiosina y el complejo troponina. Estas ultimas regulan la
contraccién muscular dependiente de la concentracion de iones CA*? presentes.

Jarenback y Liljemark (1975), trabajando con teledsteos encontraron que
las fibras musculares (miémeros) corren de forma paralela formando angulos que
favorecen los movimientos necesarios durante el nado. Este mismo autor sefialo
ademas la unién entre el miémero y miocotoma, la cual es realizada por el
colageno, cuya funcion es envolver cada fibra muscular. Segin Huss (1988), el
mecanismo de contraccion y relajacion comienza cuando un impulso nervioso
libera Ca™ del reticulo sarcoplasmatico y lo lleva a las miofibrillas. Esta ATP-

asa degrada el ATP que se encuentra entre los filamentos de actina y miosina.
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La mayor parte de la energia es utilizada para la contraccién, haciendo que
los filamentos de actina se deslicen entre los de miosina, a modo de “enchufe”,
con lo cual la fibra muscular se contrae. Cuando la reaccion se invierte o sea,
cuando el Ca™" es impulsado a su lugar de origen, la actividad contréctil de la
ATP-asa se detiene y permite que el masculo se relaje.

La actividad proteolitica del musculo se ha relacionado con cambios en las
proteinas miofibrilares, las cuales afectan el musculo y a su vez la calidad del
filete de pescado, el tiempo de vida y de almacenamiento de este musculo Cheng
y col, (1979). Roura y col. (1990), al analizar actomiosina de merluza en pre-
desove observaron una ausencia de la cadena pesada de miosina (205 kDa) y la
aparicion de un componente de 160 kDa, que no se encontrd presente en los
geles de actomiosina en post-desove. También encontraron una desnaturalizacién
parcial de la cadena pesada de miosina y la disminucién de la relacion
miosina/actina en la merluza en pre-desove. Segln Konagaya, (1983) en salmon
capturado en época de migracion para el desove se han reportado cambios
sustanciales en el perfil electroforético de las proteinas miofibrilares.

4. Enzimas presentes en el tejido muscular del pescado y su accién como

agentes proteoliticos:

Es bien conocido el elevado grado de digestibilidad del tejido muscular del
pescado. La degradacion de las enzimas contra las proteinas en estas estructuras
se considera como uno de los factores que causan su rapido deterioro del

musculo después que ocurre los cambios autoliticos post-mortem.
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El tejido muscular del pescado, contiene catepsinas muy activas capaces
de fraccionar hasta 10 mg de proteina por hora por gramo de tejido muscular
fresco. Estas enzimas proteasas son de verdadero origen muscular y existen en
estado activo (sin inhibidores enddgenos). A parte de la accidn de las catepsinas,
ocurren cambios en el musculo del pescado por efecto de las enzimas digestivas
que comienzan a actuar en las visceras, atravesando las paredes de la cavidad
abdominal y finalmente llegan al tejido muscular, a menos que el canal digestivo
se elimine inmediatamente después de la captura (Montecchia,1997).

En el masculo de pescado se ha reportado la presencia de diferentes tipos
de enzimas y su aplicacion potencial en la industria de los alimentos (Jiang y
col., 1996; y Pérez-Borla y col., 2002). La firmeza del muasculo es un indice de
frescura de la carne de forma que el ablandamiento resulta en una disminucién
de la calidad (Otake, 1991, sefialado por Pérez-Borla y col. 2002). Dichos
autores encontraron cambios estacionales en la actividad de las proteinasas en el
musculo de especies como Mackerel (caballa). Roura y col (1990) reportaron un
incremento en la actividad enzimatica de las catepsinas en el musculo y el higado
de merluza durante su maduracién. Estos autores reportaron la participacion de
las catepsinas en el ablandamiento del musculo de especies como el salmon
(Salmo salar) capturado durante su migracion para el desove. Concluyeron que
la actividad de las enzimas proteoliticas en el masculo en pre-desove y post-
desove, se ve afectada por los periodos de congelacion, causando un incremento
en dicha actividad en los extractos del tejido muscular esto comparado con las

muestras frescas.
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Yamashita y Konogaya (1990) evidenciaron la accion de la catepsina L,
antes que otras enzimas proteasas, en el tejido muscular del salmon durante el
desove. Estos demostraron que la electroforesis de miofibrillas purificadas
tratadas con la proteasa L mostraban patrones casi idénticos a los patrones de
proteinas recuperadas del musculo del pescado en desove. Mas adn, la actividad
autolitica de esta enzima se correlaciona muy bien con la textura del musculo.
Del mismo modo, Huss (1999) sefialé que la catepsina L ha sido implicada en
los cambios de textura del musculo de salmon durante la migracion por desove.

Segun Lund y Nielsen (2001) , investigaron los cambios en el contenido de
los aminoéacidos libres y de los péptidos de bajo peso molecular en el tejido
muscular del salmén bajo condiciones de refrigeracion, observaron actividad de
las enzimas exopeptidasas, sin embargo, la mayor parte de la proteolisis del
musculo en almacenamiento en frio se debe a la accion de las enzimas
endopeptidasas (catepsinas), a su vez que dichas enzimas proteoliticas,
originaron un marcado deterioro en la textura en esta especie. Del mismo modo,
Roura y col (1995) reportaron que estas enzimas son las responsables de los
cambios en el masculo de especies usadas en la produccién de pastas de pescado,
debilitando la formacion del gel. Cherét y col. (2007), en su trabajo sobre
actividad de musculo de pescado y musculo post-mortem, reportaron que los
niveles de catepsina H tenian un papel insignificante en la protedlisis post-
mortem en los musculos de peces y especies bovina.

Por otro lado, Huss (1988) sefiald que la proteasa D es de gran

importancia, puesto que inicia la degradacion de proteinas endogenas de la célula
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a péptidos. Este mismo autor sefialo que las enzimas D y L desempefian un papel
primordial en la degradacion autolitica del tejido del pescado, dado que la mayor
parte de las otras catepsinas presentan actividad en un rango relativamente
estrecho de pH, demasiado bajo para tener significado fisiologico. Sin embargo,
entre estas dos enzimas, la proteasa L contribuye a la autélisis del masculo de
pescado mas que la D, dado que es mucho mas activa a pH neutro, y se demostro
que digiere tanto proteinas miofibrilares (actiomiosina) como tejido conectivo,
segun Huss, (1988). Asi también, Reddi y col. (1972) sefialaron que una enzima
del lenguado de invierno, se cree la proteasa D, es activa dentro de un rango de
pH de 3-8 con un méaximo cerca del pH 4,0, aunque no se efectud ningun intento
para confirmar la identidad de la enzima empleando un sustrato sintético o
inhibidores especificos. Sin embargo, esta es mucho menos activa en presencia
de ATP, lo cual sugiere que estaria activa solo en el musculo de pescado post
mortem. Wang y col, (2007), reporta que la alta actividad de la enzima B se
encuentra en los musculos de peces especialmente durante el desove, sugiriendo
ademas que es un factor importante de la degradacion del musculo de los peces
post mortem. Ladrat y col. (2003), estudiando la capacidad de las catepsinas B,
D y L para degradar in vitro miofibrillas sarcoplasmaéticas y proteinas a partir de
musculo de rébalo (Dicentrarchus labrax L.), hallaron que las enzimas proteasas
degradan la miosina de cadena pesada y a-actinina y que la tropomiosina y actina
son sensibles a la accion de la enzima L.

Asimismo, encontraron que la troponina T fue solo resistente a la accion de

la proteasa D y que la desmina fue degradada por las enzima proteoliticas By L.
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Asi también estos mismos autores mostraron que la MHC (miosina cadena
pesada), a-actinina, desmina, actina, troponina T, tropomiosina y otras bandas de
proteinas no identificadas pueden ser degradadas por la accion de las mismas,
funcionando en forma sinérgica en las proteinas musculares. Un afio mas tarde
los mismos autores reportaron la contribucion relativa de calpainas (grupo de
proteasas intracelulares o factor activado por calcio) y catepsinas en la
degradacion de mausculo de robalo (Dicentrarchus labrax L.), y que estas no
funcionan sinérgicamente en los musculos postmortem, pero no excluyeron la
accion de la calpaina en la primera fase del envejecimiento postmortem, seguido
por la accion de las catepsinas. Massa (2006) sefialé que las catepsinas juegan un
papel importante en la maduracion de productos de pescado marinado los cuales
tienen un pH bajo y una disminucion del contenido de sal. Ademas de su efecto
perjudicial en la textura, las enzimas proteasa inducen cambios autoliticos
intencionales en productos pesqueros fermentados. Por ejemplo, se cree que son
responsables de los principales cambios en la textura durante la fermentacion del
calamar japonés y la carpa cruciana preservados en sal (Makinodan y col., 1991,
1993).

5. Caracteristicas de las catepsinas B, D y L:

La catepsina B es una cisteina proteinasa lisosomal que se encuentra
ocluida en los lisosomas e involucrada en varios procesos fisiologicos tales como
la degradacion de proteinas, la remodelacion de la matriz extracelular, el

procesamiento de antigenos, la apoptosis. Ademas esta relacionada con un gran
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numero de enfermedades rn humanos como artritis, el alzheimer, la osteoporosis,
etc.

La catepsina L es una enzima lisosomal de la familia peptidasa (familia
de proteasas de la papaina tiol). Tiene una actividad especifica superior a la
catepsina B o H en la degradacion de una gran variedad de sustratos proteicos
fisiolégicos. Esta juega un papel importante en la proteolisis lisosomal de
macromoléculas celulares y endocitosis. Es rapidamente e irreversible inhibida
por los inhibidores de diazometano Z-Phe-Phe-CHN2 o Z-Phe-Ala-CHN2, es
facilmente inhibida por el inhibidor de la epdxido de E-64, y es reversible
inhibida por leupeptina. La catepsina L es estable en el rango de 4,5 a 5,5. Es un
dimero de una cadena pesada que hidroliza los tejidos musculares a nivel de
troponina y tropomiosina.

La catepsina D es una de las proteinasas acidas lisosomales envuelta en la
degradacion proteinica intracelular a nivel de la actina y miosina. El rol de esta
enzima en la alteracion post-morten de los atributos texturales produce como
consecuencia la formacion acentuada de aminoacidos libres, peptidos durante el
almacenaje.

Esta enzima presenta las siguientes caracteristicas principales: incluyen
especificidad analoga con la pepsina, capacidad para digerir la hemoglobina,
dependencia de pH acido, deficiencia de activadores e incapacidad para dividir

los péptidos sintéticos.
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6. Efecto del Ciclo Reproductivo del Pescado sobre las Propiedades

Bioguimicas del Musculo:

Las caracteristicas funcionales del musculo dependen principalmente de
las proteinas miofibrilares. Esta dependencia es més notable en el musculo del
pescado que en el musculo de mamiferos, por su bajo contenido de colédgeno
(Brown, 1.986).

Existe un amplio conocimiento relativo a las propiedades bioquimicas y
funcionales de la actomiosina. Se ha evidenciado que cuando se compara la
actomiosina de la merluza en el periodo de pre-desove y post-desove, la primera
presenta una disminucion porcentual significativa de miosina por la
desnaturalizacion parcial de la cadena pesada. Durante los meses de octubre a
febrero, periodo de desarrollo gonadal y desove, la relacién miosina/actina de la
actomiosina disminuyd, mientras que en el periodo de reposo gonadal entre
marzo a septiembre se observo un incremento significativo, (Crupkin y col.
1982).

Ando y Hatano (1986 a) también evidenciaron una clara degradacién de la
cadena pesada de miosina en el salmon (machos y hembras) en fase migratoria.
Ellos adicionalmente, compararon la actividad autolitica en los homogenizados
obtenidos del musculo, a diferentes pH, durante el ciclo reproductivo. Los
resultados de este trabajo indicaron que en ambos sexos, la actividad autolitica
incrementa significativamente durante la migracion para el desove y en el
desove, lo que sugirio que los altos niveles de actividad proteasa eran requeridos

para la utilizacion de las proteinas del musculo como fuente de energia para
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ascender por el rio.

Por otra parte, se ha sefialado que en el salmon capturado durante el
periodo de migracion para el desove, el musculo experimenta un ablandamiento
excesivo que es debido a la degradacion de las proteinas miofibrilares por la
actividad de proteinasas lisosomales presentes en el musculo. Ando y Hatano
(1986 b) al estudiar el efecto del ciclo reproductivo de esta misma especie
sefialaron que la degradacién de las proteinas era debido al incremento en la
actividad de las proteasas.

Arveldiz y Bello (2005) en su trabajo cambios en las propiedades quimicas
y bioguimicas del muasculo de coporo (Prochilodus mariae) asociados al ciclo
reproductivo, encontraron cambios en el contenido energético y sugirieron que
los lipidos del musculo son los primeros compuestos que son utilizados por el
pez para el desarrollo gonadal y, luego que estos se agotan las proteinas
constituyen la fuente principal de energia durante el periodo de migracién y
desove. Encontraron ademas que la MHC, la actina y el complejo tropomiosina-
troponina de la actomiosina disminuyeron significativamente por efecto del
desarrollo gonadal al igual que en el desove, y llegaron a la conclusion de que
las enzimas son afectadas por el ciclo reproductivo del pescado observandose
una peérdida significativa de su actividad con el desarrollo gonadal.

Shimizu y Nandanie-wendakoon (1990) evaluaron el efecto del desarrollo
gonadal y el desove sobre la composicion del tejido muscular del pez lagarto
(Saurisa elongata), encontrando que el contenido de proteina cruda disminuyo

con el descenso del indice gonadal producto del desove, y luego a partir de
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agosto fue incrementando paulatinamente (reposo gonadal). Por lo tanto, los
cambios fisioldgicos debidos al ciclo reproductivo afectan la composicién
quimica del masculo de pescado de especies grasas o donde el pez requiere
realizar largas migraciones para desovar.

La firmeza es un factor importante para determinar la calidad de la carne
en los productos pesqueros. Esta firmeza se mide como la fuerza que ofrece el
musculo a la ruptura. Hatea y col. (1986) reportaron que las diferencias en la
firmeza de varias especies pesqueras correlacionada con el contenido de
colageno, lo que sugeria un buen grado de asociacion entre estas variables.

Touhata y col., (2000) demostraron la degradacién del tejido conectivo y
una disminucion en el contenido de colageno durante el periodo de maduracion
gonadal y desove en el pargo, momento en el que la textura del musculo es
blanda y de poca firmeza, como fue confirmado mediante el analisis de
correlacion, lo que sugirié que el colageno contribuye en la textura del masculo
del pescado.

El tejido muscular estd sujeto a cambios estacionales que producen
variaciones en sus caracteristicas fisicas y quimicas tales como pH, grasa,
proteina, y contenido de agua que a la vez influyen en sus propiedades
funcionales y en su procesamiento. Han reportado variaciones en las
caracteristicas fisicas y quimicas relacionadas con cambios ambientales y el ciclo
reproductivo de varias especies pesqueras. Segun Huss (1988), durante todo el
afio, el pez sexualmente maduro, gasta energia en el fortalecimiento de sus

gonadas (huevas y esperma). Este desarrollo gonadal provoca el agotamiento de
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las reservas de proteinas y lipidos, porque se lleva a cabo durante un periodo de
escasa 0 ninguna alimentacion. Este mismo autor, reporta que en el bacalao del
mar del norte se encontré que, antes del desove, el contenido de agua en el
musculo aumenta, mientras que el contenido de proteinas disminuye. Huss
(1999), también sefiala que el agotamiento de las reservas del pez durante el
desarrollo de las gdnadas puede ser muy grave, especialmente en los casos en
que la reproduccion se combina con la migracion hacia areas de alimentacion.
Algunas especies, como por ejemplo el salmon del Pacifico (Oncorhyncus spp.),
la anguila (Anguilla anguilla) y otras, desovan sélo una vez, después de lo cual
su estado fisiologico se deteriora en tal forma que las lleva a la muerte. Esto es
debido en parte a que dichas especies no se alimentan durante la migracion hacia
el desove. Tal es el caso del salmon que puede perder durante la migracion y
reproduccion hasta el 92 por ciento de sus lipidos, el 72 por ciento de sus
proteinas y el 63 por ciento de su contenido de cenizas (Love, 1970). Por otro
lado, Pérez Borla- y col (2002), reportaron cambios de la actomiosina de
merluza, influenciada por los cambios metabdlicos durante su ciclo reproductivo.
Filetes obtenidos en estas especies durante el pre-desove y almacenados a -20C
sufrieron un deterioro mayor que filetes en estado de post-desove; debido a la
insolubilizacion de las proteinas y la reduccion en la viscosidad.

Suérez y col. (2007), sefialaron que la disminucion post mortem en el pH
del musculo de pescado tiene un efecto en las propiedades fisicas del musculo. A
medida que el pH disminuye, se reduce la carga neta de la superficie de las

proteinas musculares, causando su desnaturalizacion parcial y disminuyendo su
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capacidad de enlazar agua. Ademas del pH y la temperatura, la humedad es otro
de los factores que afecta la actividad enzimatica. La pérdida de agua tiene un
efecto perjudicial en la textura del musculo. Ha sido demostrado por Love
(1975), que existe una relacion inversamente proporcional entre la dureza del
musculo y el pH, donde los niveles inaceptables de dureza (y pérdidas de agua

por coccidn) ocurren a menores niveles de pH.
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I11. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la influencia de la actividad de las proteasas en los cambios
fisicos y quimicos del musculo de Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi) en diferentes

estadios de madurez sexual.

Objetivos Especificos:
o Evaluar los cambios de las proteinas presentes en el musculo de Bagre

Sierra (Oxydoras sifontesi), mediante la actividad de las catepsinas B, L y D.

. Evaluar los efectos de la actividad de las proteasas en los cambios fisicos,

pH y textura en el musculo de Bagre Sierra durante su ciclo reproductivo.

o Evaluar los efectos de las proteasas B, D y L y su influencia en los
cambios de la solubilidad de proteina en el masculo de Bagre Sierra durante su

madurez sexual.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales:

El estudio se llevd a cabo con ejemplares hembras y machos del Bagre
Sierra (Oxydoras sifontesi) que fueron capturados bimensualmente mediante
pesca artesanal, y posteriormente se mantuvieron en tanques en la Estacion de
acuicultura en la Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA)
ubicada en Barquisimeto Edo. Lara. El periodo de recoleccion de ejemplares
abarcé los meses comprendidos entre mayo y noviembre de 2006. Se obtuvieron
las muestras de musculo y se almacenaron a una temperatura de -80° C en el
Instituto de Medicina Experimental. Dichos muestras se trasladaron, en hielo
seco, al Instituto de Ciencias y Tecnologia de Alimentos (1.C.T.A.) Facultad de
Ciencias de la Universidad Central de Venezuela, para su andlisis. En la figura 1
se muestra un diagrama de flujo del procedimiento realizado para el analisis de

las muestras del tejido muscular del Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi):

[ Muestras de pescado (Hembras y Machos) ]

.

Cortes de tejido muscular

.

.

Centrifugacion: T 4°C, 10.000 rpm x 15 min

. !

Anélisis: quimicos.
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Para ver si existe interaccion entre el tiempo de almacenamiento y la
actividad enzimatica se tomaron dos muestras de referencias de ejemplares
hembras de Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi) frescas; se encontraban en la fase
de maduracion gonadal (IV). Y se le realizaron los mismos analisis que las

estudiadas en diferentes estadios gonadales.

2. Métodos de analisis para caracterizacion de la muestra:

Las siguientes determinaciones se realizaron en el musculo de pescado
fresco y por triplicado.

2.1. Andlisis Proximal.

1.1 Humedad: Se realizd por pérdida de peso en exposicion a estufa a 100£5°C
segun método N° 967.03 (AOAC, 1990).

1.2 Proteina cruda: se realizd6 segin método Micro kjeldahl N° 955.04, 988
(AOAC. 1990). (factor 6,25)

1.3 Grasa cruda: se procedid mediante el método de extraccion continua,
utilizado hexano en un aparato de Soxlhet; segin método N° 972.28 (AOAC,
1990).

1.4 Cenizas: se realiz6 por incineracion en mufla a 500+50°C, pesando el
residuo; segin método N° 967.04 (AOAC, 1990).

Analisis Fisico:

pH: Se utilizé un medidor de pH, modelo Oakton, serie pH 510. Norma Covenin

1315-79.
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3. Actividad Enzimatica de las Catepsinas:

Para ello se tomaron se tomaron 3 muestras de musculo por cada una de las
diferentes fases del ciclo reproductivo y se homogeneizaron en Brij 10 %.
a. Catepsina B:

La actividad enzimatica de la catepsina B se analiz6 usando Z-Arg-Arg-
NNap (Sigma # C5520, Sigma Chemical Company, St Louis Mo) como
sustrato, de acuerdo al método descrito por Barret y Kirschke (1981). La
hidrolisis del sustrato Z-Arg-Arg-NNap liberando 2-Naftilamina fue determinada
colorimétricamente luego de acoplarla con una sal de diazodio, Fast Garnet (#
F8761, Sigma Chemical Company, St Louis Mo). En un espectrofotometro
(Spectronic Genesys 10 Bio Thermo) a 520 nm. La cantidad de naftilamina
producida se determind utilizando una curva estandar basada en 20 mM 2-
naftilamina pura (Sigma A 6640-5, Sigma Chemical Company, St Louis Mo) y

conociendo que 100 nmol de 2-naphthylamine corresponden a 10 miliunidades.

b. Catepsina D:

La actividad proteolitica de la captesihna D se  midid
espectrofotométricamente utilizando hemoglobina bovina (5% w/v) como
sustrato, de acuerdo a lo descrito en la metodologia de Takahashi y Tang (1981).
El andlisis consistio en la degradacion de la hemoglobina por los efectos de la
catepsina D, dicha actividad se detiene utilizando una solucién de acido
tricloroacetico (TCA al 0,1 %). Los péptidos solubles se miden a 280 nm

utilizando un espectrofotometro (Spectronic Genesys 10 Bio Thermo).
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c. Catepsinas L:

La actividad enzimatica se ensayo utilizando azocaseina (2% w/v) en urea 6
M por 30 minutos a 37°C como lo describe Barrett y Kirschke (1981). La
degradacion de la azocaseina por la catepsina L produce péptidos, los cuales se
cuantificaron a 366 nm utilizando un espectrofotémetro (Spectronic Genesys 10
Bio Thermo). La actividad de la proteasa se obtuvo por la relacion de pmol de

producto formado por mg de proteina.

d. Proteina:

La determinacion del contenido de proteina se realiz6 en el musculo del
Bagre Sierra, segn el método descrito por Bradford (1976) mediante el ensayo
de Bio-Rad # 500-0006 (Bio-Rad, Hercules, CA). Para la curva estandar se
utilizé albumina bovina (2mg/ml). El cambio de coloracion da la concentracion
de proteina fue leido a 590 nm con un espectrofotdmetro (Spectronic Genesys

10 Bio Thermo).

f. Proteinas solubles:

Las proteinas solubles en solucién salina se determinaron segin la
metodologia sefialada por Barrero y col. (2007) y Montechia y col. (1997). Se
homogeneizaron 8 g de Mdsculo, por 1 min, en 160 ml de solucidn fria de buffer
0,6 moles/L KCI y 0,003 moles/L NaHCO3, pH 7; se centrifugaron en frio a

5.000 rpm durante 20 minutos, se extrajo el sobrenadante el cual contiene las
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proteinas solubles en solucion salina. Este sobrenadante se utilizo en la
determinacion del contenido de proteinas totales por el método Microkjendahl

(proteina total extraible en solucion salina) 955.04, 988(AOAC, 1990).

4. Textura:

Se tomaron un total de tres muestras de musculo de cada grupo y se
procedio a medir la textura por doble compresion, tomando en cuenta el
parametro por deformacion de las muestras usando un Texturometro Analyzer
TAXT2® (Stable Micro Systems Haslemere, Surrey, K) equipado con un
émbolo cilindrico (12 mm diametro). La fuerza (N) fue recorrida continuamente
durante la compresion en una curva de textura (Textura profile Analisis TPAG0)
con una célula cargada de 5 kg y un disparador de fuerza de 0,01 N a una tasa de
deformacion de 1 mm s™ hasta haber alcanzado 60% de la altura de la muestra
inicial.

5. Andlisis estadistico:

Los resultados obtenidos fueron tabulados en Excel y analizados con el
programa Statgraphics plus 5.1 mediante una prueba de ANOVA de una via, con
un nivel de significancia del 5%. Las variables dependiente fueron los cambios

fisicos y quimicos en el musculo y la actividad enzimética.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se debe sefalar que en la realizacion del presente trabajo de investigacion
para la obtencion de los resultados presentados se contaban con una cantidad de
muestras de musculo muy pequefia de tal forma que se presenta la ausencia de
ciertos resultados de interés como en los pardmetros de proteinas solubles y los
cambios de textura para muestras congeladas en los diferentes estadios de madurez
gonadal, de tal manera que se utilizaron muestras frescas para cumplir objetivos

propuestos y constatar las influencias dentro del tejido muscular.

1. Caracterizacion del musculo de Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi).

El andlisis proximal es Gtil para conocer la composicion de los alimentos,
encontrandose que la composicion quimica presenta variaciones dependiendo de
factores tanto ambientales como fisiologicos.

El bagre al igual que cualquier otro tipo de pescado, estd compuesto
basicamente por agua, proteina, grasa y cenizas, asi como también de un contenido
de vitaminas y minerales Kird (2004). EI porcentaje de los componentes del
musculo del pescado han sido reportados por muchos autores, sin embargo estos
valores varian ampliamente, segun sea la especie, el estadio de desarrollo, el
habitat del pez, el tipo de alimentacion y el desarrollo gonadal; estos provocan
agotamiento de las reservas de proteinas y lipidos.

En esta investigacion se evalud la composicion quimica del musculo de

bagre sierra (Oxydoras sifontesi) de machos y hembras. Los resultados se
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muestran en la tabla N° 1. En ésta se observan los porcentajes de humedad, grasa,
proteinas y cenizas, que coinciden con los valores obtenidos por Lovell (1991)
quien trabajo con musculo de bagre de canal y obtuvo valores de humedad: 76-
78%, proteina: 16%, grasa: 4,7% Yy cenizas: 1,0%. De igual forma para filetes de
Lebranche (Mugil liza). Similarmente, Baptista (2004) y INN 1999, reportaron
humedad: 71-79%, proteina: 19%, grasa: 2,7-7,2% Yy cenizas: 1,1%.

Tabla N° 1. Composicién proximal (% £DS) y pH del musculo fresco de
machos y hembras de Bagre Sierra (Oxydoras sifontesi).

HUMEDAD | CENIZAS | PROTEINAS | GRASAS pH

Macho 75,99+0,16 | 2,02+0,07 18,38+0,34 1,32+0,11 | 6,02+0,05

Hembra | 80,58+0,17 | 4,41+0,25 14,04+0,01 0,52+0,02 | 5,97+0,05

Resultados de tres replicas + DS.

Se observo que en la composicion proximal del musculo de bagre sierra
(Oxydoras sifontesi) entre machos y hembras existe diferencias significativas, para
el caso de los machos el porcentaje de humedad es menor comparandolo con las
hembras, sin embargo el contenido de proteina y grasa es mayor para el caso de los
machos lo cual nos indica que resulta un ejemplar con mayor valor nutritivo y de
mejor calidad para su consumo.

En las muestras de hembras en musculo de bagre sierra (Oxydoras sifontesi)
se observé un alto porcentaje de humedad y de cenizas, estos resultados coinciden
con los observados por Sato (1992), quien trabajo con muestras de truchas donde
obtuvo un incremento marcado en el contenido de humedad debido a la
disminucion en el contenido de proteina del masculo, esto se puede asociar a que

la hembra gasta parte de su energia en el desarrollo y mantenimiento de los huevos
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durante la fase cercana al desove en dicha especie, una vez que ocurre la hidrolisis
de dicha proteina miofibrilar se sustituye por el agua. Bradford (1993) sugirié que
estas estructuras son utilizadas para apoyar el desarrollo gonadal.

Los resultados que se muestran en la tabla N° 1, en lo que respecta al pH
de las muestras se obtuvieron en muestras frescas de bagre sierra. En pescados
recien capturados el pH del tejido muscular se sitda en valores cercano a 7, se
observé que en ambas muestras frescas del tejido muscular no existen
significativa de pH, posteriormente la glucolisis post-mortem ocasiona la
transformacion de glucdgeno en acido lactico con lo cual el pH final baja entre 6-
6,5.

. Efecto del pH en musculo de bagre sierra (oxydoras sifontesi) durante su

ciclo reproductivo.

Los resultados de pH del musculo de bagre sierra (Oxydoras sifontesi),
tanto para hembras como para machos durante los diferentes estadios del ciclo
reproductivo se muestran en la figura N° 1 (tabla N° 2). Se observa en las
hembras diferencias significativas entre las diferentes fases del ciclo
reproductivo al igual que un aumento de este parametro fisico a medida que
ocurre el desarrollo gonadal hasta la recrudescencia de la especie. Segun Tarr,
(1966) el pH post mortem inicial varia con las especies, area de pesca y época
del afio. La variacién estacional del pH de la carne esta relacionada con la
reserva de energia del pescado. Sin embargo después de la muerte, mucho del
glucégeno se descompone hidroliticamente en glucosa por lo que hay una

correlacion directa entre el contenido de glucégeno y el pH post mortem.
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Figura N° 1. Efecto del pH en el masculo de machos y hembras de bagre
sierra (Oxydoras sifontesi) durante su desarrollo gonadal.

Tabla N° 2. Efecto del pH en musculo de hembras y machos de bagre
sierra (oxydoras sifontesi ) durante su ciclo reproductivo.

Hembra Macho
Fase II 6,36 + 0,03% 6,73+ 0,07 2
Fase 1V 6,57 + 0,05 * 6,93+ 0,04 P
Fase VI 7,09 0,06 @ 6,96 + 0,07 *°
Resultados de tres replicas + DS.

En la tabla N° 2 se observan los valores numéricos obtenidos sobre el

efecto del pH en mdasculo de machos de bagre sierra (Oxydoras sifontesi); en
donde se observo diferencias significativas entre la fase Il (pre-desove) y post-
desove; incrementando los valores de pH a medida que ocurre la maduracion
gonadal. Se puede inferir que a medida que aumenta el pH la actividad

enzimatica tiende aumentar por dicho efecto durante la maduracién gonadal.
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Segun Moreno (1985) las propiedades fisico-quimicas de las cadenas
laterales del grupo de aminoacidos dependen en gran proporcion del pH del
medio en que se encuentre asi también los cambios de pH ejercen una gran
influencia sobre la actividad bioldgica de las enzimas; no solo por modificar el
estado de ionizacion de los diferentes grupos quimicos que componen el sitio de
unién y sitio catalitico necesario para la unién y catalisis del sustrato sino que
también modificando grupos quimicos esenciales para el mantenimiento de la
estructura terciaria, los cuales pueden producir una pérdida de esa conformacion
necesaria y por ende una disminucion de la funcién catalitica.

Las catepsinas contenidas en los lisosomas celulares, son las endo-enzimas
musculares de mayor actividad proteoliticas, tanto en condiciones acidas como
alcalina, variando su nivel de actividad y los subtipos presentes segun las
especies. La actividad optima de las catepsinas se ejercen a bajos valores de pH

(acido) Bertullo (1989).

3. Proteinas solubles en musculo de bagre sierra:

Las proteinas miofibrilares son muy importantes en el masculo de pescado
para propasitos tecnoldgicos, pero estas, son muy propensas a sufrir alteraciones
durante el almacenamiento en congelacion. La desnaturalizacion de las proteinas
ha sido definida como un cambio en su estructura que conlleva a la pérdida de sus
propiedades funcionales, entre ellas la solubilidad.

El contenido de proteinas solubles para las muestras de bagre sierra frescas

en las diferentes especies tanto hembra como machos, se muestran en la tabla N°3.
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En ésta se observan diferencias significativas en el porcentaje de solubilidad de las
proteinas entre las sexo, sin embargo en macho es mayor el contenido de proteinas
solubles existiendo por tanto una menor degradacion de las proteinas totales en el
tejido muscular.

Tabla N° 3.- Proteinas solubles (% +DS) del musculo de bagre sierra
(Oxydoras sifontesi).

Proteinas Solubles
Hembra 6,97+0,042

Macho 7,44+0,56"
Resultados de tres replicas + DS.

En esta investigacion como parte de los objetivos planteados se queria
observar el efecto de la solubilidad de las proteinas del bagre sierra en los
diferentes estadios de madurez gonadal sin embargo esto no se pudo realizar por
no contar con la cantidad de muestras necesarias para cubrir este objetivo.

Segun Gonzalez (2001), observo al estudiar los cambios en proteinas en
filetes de bagre (Tachysusrus dussumien) durante 300 dias de almacenamiento a -
20°C una disminucion en la proteina soluble en solucién salina, lo cual indico
desnaturalizacién de las proteinas en almacenamiento prolongado. Por otra parte,
Jiang y col (1998) encontraron una disminucion de las proteinas solubles en
solucion salina en pulpa de bagre sometida al proceso de lavado y sin lavar

almacenadas a -20°C durante 3 meses.
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4. Concentraciones de catepsinas B y D en musculo de bagre sierra
(Oxydoras sifontesi):

Hoy se reconoce que uno de los principales mecanismos reguladores de la
actividad enzimatica se basa en la alteracion de la cantidad absoluta de enzima
en la célula. La concentracion de las enzimas proteoliticas es la resultante entre
las velocidades que llevan a su sintesis y degradacion. Se denomina induccion al
aumento de la concentracion de la enzima por aumento en su sintesis y represion
a su disminucion durante este proceso. La sintesis de proteinas, y por lo tanto de
las enzimas, esta regulada primordialmente a nivel de la transcripcién del DNA,

para dar RNA mensajero, Moreno (1985).

En diversos tejidos existen organelos denominados lisosomas que
contienen enzimas con gran actividad proteolitica; entre ellos se encuentran las
catepsinas, reconocidas por su participacién en el ablandamiento post-mortem.
Los lisosomas tienen membranas lipoproteinicas intactas a los niveles de pH in
vivo pero que se rompen durante el proceso post-mortem, o cuando el tejido sufre
una lesion grave, liberando las enzimas proteoliticas. Las catepsinas lisosomales
tienen un efecto conjunto con las calpainas del masculo durante el proceso de
acondicionamiento, pero se ha sugerido que las catepsinas son mas importantes
que las calpainas en el rompimiento de la miofibrilla después del rigor mortis

(Hui y col, 20086).
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La concentracion de las enzimas proteoliticas (catepsina B y D) en musculo

de hembras control (referencia) y musculo congelado se observan en las figuras

N° 2 y 3 (tabla 7, apéndice 1), dicho mudsculo se encontraban en fase IV

maduracion gonadal  observandose diferencias significativas entre ambas

muestras, sin embargo se observd que para las muestras control existe mayor

contenido de las captesinas B y D durante este ciclo reproductivo.
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= 60,00 .
=
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z e —
z .
g 20,00 / Fase IV muestra
o 0,00 | Fase IV control

Ciclo Reproductivo

Figura N° 2. Concentracién de catepsina D (ug/g+ DS) en musculo de
hembras en fase (IVV) maduracion gonadal de bagre sierra (Oxydoras
sifontesi).

N
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e “ - .
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Figura N° 3. Concentracion de catepsina B (ug/g+ DS) en musculo de
hembras en fase (1) maduracion gonadal de bagre sierra (Oxydoras
sifontesi).
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Los resultados nos permitieron observar un mayor aumento de la catepsina D
y B en esta fase IV con respecto al control y se observé que si existe influencia
del tiempo en congelacion de dichas muestras por periodos prolongados de
almacenamiento.

En la figura 4 (tabla 5, apéndice 1) se muestran los resultados obtenidos para
la concentracion de las catepsina D para muestras en muasculo de hembras de
bagre sierra, Se observa que existe diferencia significativas (p>0,05) entre las
diferentes fases del ciclo reproductivo, observandose que la mayor concentracién
de la enzima se presenta durante la fase de pre-desove. En la figura 5 (tabla 6,
apéndice 1) se muestra los resultados de la concentracion de la catepsina D en
musculo de machos de bagre sierra se observa diferencias significativas entre las
fases de la maduracion gonadal, y una disminucion a medida que ocurre la

maduracién sexual.
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Figura N° 4.Concentracion de catepsina D (ug/g+ DS) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).
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Figura N° 5. Concentracién de catepsina D (ug/g+ DS) en musculo de
machos de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).

Al comparar estos resultados con los obtenidos de las concentraciones
para las muestras de musculo entre hembras y machos de bagre sierra (Oxydoras
sifontesi), mostrados en la figura 6 se observo una disminucion de la catepsina D
entre ambos sexos a medida que ocurre el desarrollo de las gonadas, de forma
general se muestra la comparacion entre los diferentes comportamientos de la
cantidad de enzimas presente en las muestras del tejido muscular, la tendencia en
ambos sexos es muy similar, sin embargo la mayor concentracion de la catepsina
D se presento en hembras la cual se obtuvo en las primeras fases del ciclo
reproductivo para esta especie y la misma disminuye hasta la fase post- desove.
Estos resultados son similares al aumento de la expresion de la catepsina D que
se ha obtenido durante la atrofia muscular de peces asociados con el desove
(Salem y col. 2006). Los autores proponen que el proceso de catabolismo
implicado en la activacion de la caspasa-9, es un mediador de la apoptosis. La

catepsina D ha sido efectivamente registrada como un mediador importante de la
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muerte celular (Kagedal, Johansson, y Ollinger, 2001). En el mismo estudio, se
demostro claramente que se traslocan catepsinas D, B y L de los lisosomas al

citosol durante la apoptosis temprana.
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Figura N° 6. Concentracion de catepsina D (ug/g £ DS) en mdusculo
comparacion entre machos y hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).

Segun Aoki y Ueno (1997), quienes estudiaron que la catepsinas D podrian
participar en la protedlisis post-morten para la liberacion de la o —actina y

algunos otro cambios.

En la figura N° 7 (tabla N° 6, apéndice 1) se muestra los resultados de la
concentracion de la catepsina B en musculo de machos de bagre sierra (oxydoras
sifontesi), Se observa que solo existe diferencia significativa en la fase IV
(maduracion) entre las muestras, y a su vez se presenta en esta fase la menor
concentracion de esta proteasa en el masculo. Las mayores concentraciones de la

catepsina B se obtuvieron en las fases 11 y V1 del ciclo reproductivo.
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Figura N° 7. Concentracién de catepsina B (ug/g+ DS) en musculo de machos
de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).

Los resultados de la concentracion de la catepsina B para las hembras de
bagre sierra se muestran en la figura 8 (tabla 7, apéndice 1), se observl que
existen diferencias significativas entre las diferentes fases del desarrollo gonadal
y la mayor concentracién de la catepsina se puede observar en la fase 1V del

ciclo reproductivo.
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Figura N° 8. Concentracion de catepsina B (ug/gx DS) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).
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Al comparar ambas sexos los resultados se muestran en la figura N° 9, el
mayor contenido de enzimas proteoliticas B se presentan en las hembras del
bagre sierra durante el desarrollo gonadal esto se observé en la fase 1V a
diferencia de los machos la mayor concentracion se obtuvo para la primera fase

pre-desove y post-desove del ciclo reproductivo.
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Figura N° 9. Concentracion de catepsina B (ug/gx DS) en mdusculo
comparacion entre machos y hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).
Los resultados muestran que hay algunas diferencias en las cantidades de
proteasa en el musculo, dependiendo de la familia de las proteasas consideradas; y
que la presenta mayor cantidad en el masculo es la catepsina D, que en otros
estudios se ha determinado que es la enzima mediadora de la apoptosis muscular.

5. Actividad Enzimatica de las Catepsinas:

Segun Marcano y col. (2007), en su estudio de la biologia de la reproduccion en
Oxydoras sifontesi y P. sifontesi blochii; observaron que en ambas especies la
maduracion gonadal tenia patrones similares de reproduccion. Entre Octubre y

Marzo las especies recolectadas se encontraban en fase Il (post-reproductora y
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comienzo de periodos de preparacion), la etapa I\VV-V fueron abundantes entre abril
y mayo y la etapa VI en el mes de julio la denominada fase post- desove.

La actividad enzimatica se observa en las figuras: 10, 11 y 12, los
resultados obtenidos especificamente de las catepsinas B, D y L en musculo de
hembras (control) de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) y las muestras analizadas en
donde se observa que existen diferencias significativas entre tratamientos en
ambas. También se debe destacar que la mayor actividad de las enzimas
proteoliticas se observo en el control durante esta fase IV de maduracion gonadal
estos resultados son similares a los reportados por Borla y col. (2002) quienes
encontraron que en muestras de tejido de musculo fresco de merluza (Merluccius
hubbsi marini) un incremento de la protasas. Konagaya (1982) informé que los
aumentos en la actividad proteolitica del musculo de salmon es posible atribuirse a
catepsinas proteasas provocada por la migracion al desove. Los esteroides
sexuales, tales como en suero de andrdgenos y estrogenos estaban estrechamente
relacionados con altos niveles de actividad de las proteasas en el musculo de
salmoén chum, durante la migracién al desove. Ando (1985) trabajo con la especie
de caballa, mostrando una mayor actividad proteolitica del misculo que estaba
relacionada con el estado fisioldgico de los peces. Yamashita (1990) observo
aumentos de las actividades proteoliticas en el musculo del pescado, lo cual estaba
relacionado con cambios en la actividad de inhibidores de las proteasas y/o
intensificacion de las actividades lisosomal o extralisosomal. Pudiéndose inferir en
los resultados presentados en esta investigacion la presencia de altos niveles de

actividad proteolitica de las catepsinas B, D y L en musculo en la fase (I1V) de
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maduracion gonadal y de la actividad autolitica luego de largos periodos de

almacenamiento en las especies.

Actividad Enzimatica (mg/g*t)

Ciclo Reproductivo

Figura N° 10. Actividad enzimatica de catepsina D (mg/g*t) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) durante la fase de maduracion

gonadal.
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Figura N° 11. Actividad enzimatica de catepsina L (mg/g*t) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) durante la fase (IV) de

maduracion gonadal.
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Figura N° 12. Actividad enzimética de catepsina B (mg/g*t) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) durante la fase (IV) de
maduracion gonadal.

Los resultados presentados en este trabajo demostraron la presencia de
niveles altos de actividades enziméticas de la catepsina L en musculo de hembra
de bagre sierra (Oxydoras sifontesi), que se muestran en la figura 13 (tabla 8,
apéndice 1), donde se observa un incremento de la accién de esta enzima en la fase
VI (post-desove), encontrandose que si existen diferencias significativas entre las
fases del desarrollo gonadal. En lo relacionado a la determinacién de la actividad
de la catepsinas L en el musculo de machos de bagre sierra (Oxydoras sifontesi),
se observa en la figura 14 (tabla 9, apéndice 1), el mayor efecto de la actividad de
esta proteasa se presenta en la fase |1, seguida de la fase VI (post-desove), y en el
andlisis estadistico se obtuvo que si existe diferencias significativa entre las
diferentes etapas del ciclo reproductivo. Estos resultados obtenidos no coinciden
con Carnevali y col. (1999a) quienes encontraron una mayor actividad de la

catepsina L en el musculo de dorada (Dicentrarchus Labraz) ocurre durante
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mediados de la vitelogénesis.

El anélisis de las actividades proteoliticas ha indicado que en muestras
del pescado fresco en estado de pre-desove tenian una mayor actividad
autolitica en los extractos del musculo al igual que post-desove. Esto una vez se
someten a congelacién, en parte puede explicarse por algunas modificaciones
que podrian ocurrir durante el almacenamiento y descongelacion; fenémenos

tales como la interrupcion de las sub-estructuras celulares (Dyer y Dingle, 1961).
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Figura N° 13. Actividad enzimatica de catepsina L (mg/g*t) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).
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Figura N° 14. Actividad enzimatica de catepsina L (mg/g*t) en muasculo de
machos de bagre sierra (oxydoras sifontesi).
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Las catepsinas se encuentran normalmente en los lisosomas y por lo tanto
son inactivas en los tejidos vivos debido a que no estan en contacto con sus
sustratos. Sin embargo, pueden llegar a ser liberados en el citosol debido a la
interrupcion lisosomal después de la muerte. Se ha demostrado que, en el
musculo de especies de mar, se expresa de manera diferente dependiendo de la
estacion del afio Ladrat (2000). Por otra parte, las catepsinas B, D y L, H son los
catepsinas importantes dentro de los lisosomas de pescado Aoki, Yamashita
(2000).

Zamora (1996) informo que un musculo de carne de vacuno inicialmente
rico en enzimas se hace méas blando. La catepsinas B podria tener un papel
importante en el deterioro post- morten en el musculo de pescado pero fue
demasiada baja esta actividad en musculo de bovino comparadas con musculo
de pescado.

En los resultados presentados en esta trabajo relacionado con la actividad
enzimatica de las catepsinas B en muasculo de hembras de bagre sierra (Oxydoras
sifontesi) que se muestran en la figura 15 (tabla 8, apéndice 1), se observa un
mejor desempefio de la enzima proteasa en el etapa VI del ciclo reproductivo de
la especie estudiada, presentando diferencias significativas p (>0,05) entre las
fases que conforman el desarrollo gonadal.

En la figura 16 (tabla 9, apéndice 1) se presentan los resultados de la
actividad de las catepsinas B en musculo de ejemplares machos de bagre sierra
(Oxydoras sifontesi), en el cual se evidencia que el efecto de la actividad de la

enzima proteolitica similar al caso de las hembras, obteniéndose un aumento de
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la misma en la etapa VI (ya ocurrida la fase del desove). Sin embargo es de hacer
notar que estos resultados no coinciden con los obtenidos por Barrero (2005),
quien trabajo con muestras de ovarios en la actividad de la catepsina B durante
la ovogénesis en teledsteos. Obteniendo que la actividad de la catepsina B fue la
mas baja entre los catepsinas. En contraste con las observaciones para catepsinas
D y L, la mayor actividad se produjo en noviembre, diciembre y marzo. Sin
embargo se puede inferir en este estudio que para el caso de tejido muscular
existe una incidencia marcada de la actividad de esta proteasa (catepsina B), este
estudio coincide con Kwon y col. (2001) observo alta actividad de la catepsina B

en la trucha arco iris en todas las etapas de la ovogénesis.
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Figura N° 15. Actividad enzimatica de catepsina B (mg/g*t) en muasculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).
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Figura N° 16. Actividad enzimatica de catepsina B (mg/g*t) en musculo de
machos de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).

En bagre la actividad de la catepsina D, se observo que es mas alta en
marzo y mayo. Patiio y Sullivan (2002) declararon que esta proteasa es
responsable de la produccion de proteinas de la yema en vitelogenesis.

En la figura 17 (tabla 8, apéndice 1), se muestra la actividad enzimatica de
las catepsina D en musculo de hembras del bagre sierra, en donde se observa que
no existen diferencias significativas entre las fases Il y IV del ciclo reproductivo,
solo en la etapa VI si existen diferencias estadisticamente importantes, a su vez el
aumento del efecto de esta enzima proteasa sobre el tejido muscular se ve marcado
para la fase VI en la reproduccién de la especie. Para el caso del muasculo de
machos del bagre sierra, la actividad enzimatica se muestra en la figura 18 (tabla 9,
apéndice 1), que a diferencia de las hembras si existen diferencias significativas en
las fases en su reproduccién y la accion de la enzima al igual que se muestra para

el caso de las hembras este efecto se desempefia méas en la etapa V1. Segin Kwon
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y col. (2001) informé que el maximo de actividad de la catepsina D de la trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss) se produjo antes o al inicio de la vitelogénesis,
y se expresa de forma abundante en toda vitelogénico, el crecimiento y la
maduracion final de los ovocitos. Carnevali y col. (1999a) y Kestemont y col.
(1999), llegaron a la conclusion de que la catepsina D en la percha fue més alta a
principios de ovocitos vitelogénico cuando la proteina de la yema se estaba
depositando en un alto porcentaje. En el bagre de canal la actividad enzimatica
de la catepsina D se elevdé a medida que trascurren las fases luego de la
vitelogenesis, con la mayor actividad observada en mayo, cerca de la estacion de

desove.
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Figura N° 17. Actividad enzimatica de catepsina D (mg/g*t) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).
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Figura N° 18. Actividad enzimatica de catepsina D (mg/g*t) en musculo de
machos de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).

En general en el presente estudio se observo para el caso de la fase Il en las
hembras que la actividad de la enzimas proteoliticas del musculo de bagre sierra
(Oxydoras sifotesi), existen diferencias significativas entre las catepsinas, sin
embargo la catepsina B fue mayor en esta etapa del ciclo reproductivo comparadas
con las otras proteasas. La etapa IV no existen diferencias significativas entre las
catepsinas, al igual que la fase anterior se encuentra la proteasa B en mayor
actividad en esta etapa. Por ultimo para el caso de la fase VI solo se observaron
diferencias para la catepsina L mas no hubo diferencias entre B y D, y a su vez la
catepsina L en esta fase del ciclo reproductivo se encuentra en mayor proporcién
actuando a nivel muscular. Observandose que en el caso de la hembra la
utilizacion de las proteinas presentes en el muasculo para la preservacion de la
madurez de sus génadas y una vez ocurre el proceso del desove sus reservas
energética han sido utilizadas y el mdsculo se encuentra mas deteriorado en esta

fase del ciclo reproductivo.
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La desmina se ha degrado por la catepsina B y L; tropomiosina y actina se
dividieron por la proteasa L, mientras que los 32 KDa troponina T fue degradada
por la catepsina L. Las enzimas B y L provocan la degradacion extensa de las
proteinas. Estos resultados sugieren que la catepsina D podria participar en la
protedlisis post-morten para la liberacion de la a- actina y algunos otros cambios.

Crupkin y Roura (1995) trabajaron con miofibrillas de merluza informaron
la presencia de cadena de miosina degradadas en el musculo en desove. Las
actividades proteoliticas podrian ser responsables de los cambios en las proteinas
miofibrilares que produjo una perdida en la calidad del musculo de pescado.

Las actividades de las proteasas del musculo de machos de bagre sierra
(Oxydoras sifontesi), observados en este estudio se obtuvo para la fase I, existen
diferencias significativas entre las catepsinas B, D y L, y la mayor accion la ejerce
la enzima catepsina L. En la etapa IV (maduracion) no existen diferencias
significativas p (<0,05) entre las proteasas, sin embargo la catepsina D presenta
mayor actividad. En lo que respecta a la Gltima fase del ciclo reproductivo la fase
post- desove, se encontraron diferencias significativas entre las catepsinas, la
mayor accion degradativa sobre el tejido muscular lo ejerce la catepsina D, seguida
delaL.

La actividad de la catepsina L disminuyeron tras la de la ovulacién y
comenzd a reaparecer después de la fertilizacion de la huevos. Del mismo modo,
Hiramatsu y col. (2002b) concluy6 gue la catepsina L estuvo involucrado en la
protedlisis de la secundaria las proteinas de la yema durante la maduracion final

de los ovocitos en blanco percha.
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Lo reportado por Salem (2005), el cual estudio la acumulacion de la
catepsina-L ARNm en el pez estéril no se ve afectado por la temporada, sin
embargo, hubo un caida de la catepsina-L. ARNm en los peces fertil durante el
desove hasta después de las temporadas de desove catepsina-L, los cuales
mostraron una correspondiente disminucion de la actividad de las enzimas
proteasas en desove para los peces fértil en relacion con los peces reproductores
fértiles. Del mismo modo, la acumulacion de la catepsina D-ARNm en el fértil
disminuy6 en desove de peces, comparada con post-desove. Sin embargo, la
catepsina B, la acumulacion de ARNm no muestra una diferencia significativa
como resultado de la temporada o de los factores de fertilidad.

Estos resultados de la actividad proteoliticas en la degradacion de
filamentos musculares, pérdida de textura y la funcionalidad de las proteinas
miofibrilares, conllevan a que se limite su uso para la industria pesquera, estos
son similares a los de Martinez de Velasco, Rodero, Zapatero, Y Cuéllar, (2002).
Que reportaron en el tejido muscular de merlan, infectados con Myxosporidia
(Bacterias), observando que contiene altas los niveles de actividad proteolitica.
Las proteasas implicadas pueden hidrolizar las proteinas del musculo esquelético
de los peces y su tejido conjuntivo que, en a su vez inducen ablandamiento de
tejidos lo que afecta su comerciabilidad. Adlerstein & Dorn, 1998; Kabata y
Whitaker, (1981), Trabajaron con surimi observando que presentan alta actividad
proteolitica en el musculo lo que produce una baja calidad, debido a la

degradacion de la miosina necesaria para formar el gel del surimi.
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Se ha encontrado que ambos, el pH y temperatura éptimas para la
actividad de la proteasa estan influenciados considerablemente por el sustrato
utilizado, segin An y col. (1994). Las fuentes de sustrato, como la caseina y la
urea de la hemoglobina desnaturalizada, se han utilizado para medir la presencia
de actividad proteolitica en el muasculo de pescado. Sin embargo, como el
desarrollo de textura blanda refleja la hidrdlisis de proteinas estructurales del
musculo, es mas significativo y mas practico, desde el punto de vista de la
produccién de hidrolizados funcional, para medir la actividad de las proteasa

frente a las proteinas miofibrilares.

5. Texturas del Musculo de Bagre sierra (Oxydoras sifontesi):

Los principales parametros en la calidad del pescado son la frescura,
textura, grasa y el color en el mismo. La textura del musculo es un factor
decisivo en la aceptabilidad de los productos pesqueros porque contribuye de
forma definitiva en la palatabilidad de los mismos Huss (1994).

Los cambios en la textura del musculo han sido relacionados con
numerosos fendmenos dentro de los cuales se pueden mencionar, degradacion de
las proteinas miofibrilares o del colageno, la formacion de agregados de
proteinas y cambios ultraestructurales Ogata (1998).

La firmeza es un factor muy importante para evaluar la calidad de la
carne de pescado y fundamental al momento de comercializarla. Algunos
estudios demuestran que, con cierta frecuencia, la carne de pescado se ablanda

después de 24 horas de almacenamiento en frio Toyohara y Shimizu (1991).
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Los resultados para la textura en el musculo de bagre sierra se muestran
en la tabla N° 4 ( figura 19 ), Se observa que para el caso de los machos el tejido
muscular presenta una mayor dureza(g) y fuerza (g), la cual se expresa como la
fuerza necesaria para obtener una deformacién, pudiéndose inferir que la textura
en el masculo del macho del bagre sierra presenta mayor firmeza , caracteristico
de la carne de pescado y por tanto el musculo se encuentra en mejor calidad por
el contrario para el caso de la hembra del bagre sierra donde se observo una
menor dureza en su tejido muscular y su por tanto mayor ablandamiento del
masculo.

Se puede inferir que la firmeza del musculo puede estar asociada con la
actividad de las enzimas proteasas en dichas muestras, y observadas en la tabla 8
(apéndice 1), en cuyos resultados pudimos observar para las muestras, que estos
resultados coinciden con los obtenidos por Ladrat (2006), quien concluyo que la
actividad de la catepsina B es mucho menos perjudicial para la firmeza que la
catepsina D. La proteasa B induce cambios positivos en la firmeza, como la
acumulacién de complejos de actina.

Tabla N° 4. Pardmetros de dureza (g £DS) y cohesividad en muestras del
musculo de machos y hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi).

Muestras Dureza(qg) Cohesividad
Machos 6,57+0,72 2019,4745,77
Hembras 0,07+0,01 22364,92+15,11

Resultados de tres replicas + DS.
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Figura N° 19. Fuerza (g) del masculo de machos de bagre sierra (Oxydoras
sifontesi).

La mayor parte de los trabajos han sido realizados principalmente en peces
marinos para estudiar la causa del ablandamiento post mortem de su carne, pero
pocas investigaciones ha sido realizadas en especies de agua dulce, siendo
algunos en carpa (Cyprinus carpio) y trucha (Oncorhynchus mykiss, Salmo
irideus; Ma y Yamanaka, 1991; Ando y col, (1999). citado por Suarez Mahecha
y De Francisco, 2007). Algunos autores hacen referencia a la pérdida de textura
ocasionada por la accion de proteasas sobre proteinas miofibrilares, en especial
catepsinas, calpainas y enzimas hidroliticas como elastasas y colagenasas.

En estudios anteriores se encontré que la abundancia de la creatina quinasa
relacionado con la firmeza, puede ser hidrolizado por catepsinas B y L y esta
creatina puede verse afectada por la protedlisis post-morten. Un factor clave en
los cambios de textura parece asociarse al equilibrio entre las actividades de
catepsinas B, y D. En otras palabras se puede inferir que cuando la catepsina B

es predominante entre las actividades enzimaticas de las proteasas la firmeza
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seria mejor conservada, mientras que cuando predomina la catepsina D podria
ser perjudicial para la firmeza.

La firmeza del masculo es también un indice de frescura de la carne, de
forma que el ablandamiento resulta en una disminucion de la calidad. Es
entonces importante entender los mecanismos que provocan este fendbmeno para
proponer y desarrollar métodos que, usados en la piscicultura, sean capaces de
prevenir este proceso de pérdida de textura con la consecuente pérdida de la
calidad en la carne. En este sentido, algunos trabajos hacen referencia a este
fendmeno y vienen siendo realizados en especies cultivadas Atea y col, (1989);
Tachibana y col., (1993); Ando y col, (1999).

Cheng (1979) observo que la degradacion de la miosina se relaciona con la
fuerza de la textura de los geles de pescado cocido y las enzimas las cuales eran
sospechosas de ser responsable de la degradacién de la miosina durante el
procesamiento térmico, sin embargo, se establecié una correlacion entre la
actividad proteolitica, la degradacion de la miosina y la firmeza de textura en

geles preparados a partir de tejido de pescado picado.
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VI. CONCLUSIONES

R/

X La degradacion de las proteinas de musculo de pescado es causados por la
accion de proteasas. Gran parte de ellas y su funciéon en los procesos post-
mortem se ha dirigido hacia catepsinas B, L y D.

K

S En el ciclo reproductivo de la hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi),

%

en la etapa Il y VI se observo un incremento de la actividad de la catepsina B,
afectando de esta forma el tejido muscular de dicha especie.

% Para el caso del musculo de machos de bagre sierra se observo un aumento
progresivo de actividad enzimética en la fase post-desove (VI), el mayor
desempefio de esta accion se obtuvo para la catepsina L.

% El pH afecta el tejido muscular del bagre sierra durante las diferentes fases del
ciclo reproductivo, causando incremento de la actividad enzimatica a medida que
dicho pardmetro fisico se incrementa una vez ocurrido el proceso post-mortem.

% La actividad de las enzimas proteoliticas en el musculo para ambos sexos

aumentan en la etapas de post-desove y recrudescencia , cuyas acciones son las

mas altas.
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VIl. RECOMENDACIONES

X/
°

Realizar estudios en muestras frescas de bagre sierra para observar, el
comportamiento de la actividad de las enzimas proteasas en los tejidos musculares
del bagre al igual que otras especies dulceacuicola.

Estudiar el efecto de la congelacion sobre la actividad enzimatica en especies
dulceacuicola.

Estudiar la textura en los diferentes estadios gonadales y su relacion con las

catepsinas.
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Apeéndice 1. Concentracion (ug/gx DS) de las catepsinas B,
D, (ug/gx DS) en muestras preservadas en congelacion y de
referencias de hembras, Actividad enzimaticas (mg/g*t+ DS)
de las proteasas B, D y L del Mdasculo de Bagre sierra
(Oxydoras sifontesi).
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Tabla N° 5. Concentraciones de catepsina B y D (ug/gx DS) en musculo de
hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) durante las diferentes fases de su

ciclo reproductivo.

Ciclo reproductivo Catepsina D (ug/9) Catepsina B (ug/g)
Fase 11 94,2911+0,9015* 18,1242+1,0118%
Fase IV 69,0626 +0,6392" 42,6674+4,3548"
Fase VI 45,4872 + 1,2494% 37,9876 + 0,2481%

Resultados de tres replicas £ DS. Superindices iguales entre columnas indican que no existen
diferencias significativas. Primera letra indican diferencias significativas entre fases del ciclo
reproductivo, la segunda letra indica diferencias significativas entre concentracién de enzimas p
(<0,05).

Tabla N° 6. Concentraciones de catepsina B y D (ug/gx DS) en musculo de
machos de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) durante las diferentes fases del
ciclo reproductivo.

Ciclo Reproductivo Catepsina D (ug/9) Catepsina B (ug/g)
Fase I 75,7966+1,2535 3@ 12,1996+1,8813 2
Fase IV 70,0085+1,1668 > 6,34579+0,3829 ™
Fase VI 70,6744+1,5718 *2 13,5225+1,0932 ®

Resultados de tres replicas + DS. Superindices iguales entre columnas indican que no existen
diferencias significativas. Primera letra indican diferencias significativas entre fases del ciclo
reproductivo, la segunda letra indica diferencias significativas entre concentraciones de enzimas p
(<0,05).

Tabla N° 7. Concentracion de las enzimas proteasas (ug/g+ DS) en musculo
entre hembras de referencias y muestra congeladas de bagre sierra
(Oxydoras sifontesi).

Fase IV Control 48,6092+0,4477% 12,4363+2,0533 %

Fase IV (Muestra) 69,0626 +0,6392° 42,6674+4,3548

Resultados de tres replicas + DS. Superindices iguales entre columnas indican que no existen
diferencias significativas. Primera letra indican diferencias significativas entre muestras en fase IV
de maduracién gonadal, la segunda letra indica diferencias significativas entre las concentraciones
de las enzimas p (<0,05).
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Tabla N° 8. Actividad enzimatica de las catepsina B, D y L (mg/g*t+ DS) en
musculo de hembras de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) durante las

diferentes fases del ciclo reproductivo.

Ciclo Catepsina D Catepsina B Catepsina L
Reproductivo
Fase 11 0,0001+0,0012%* 0,0064:+0,0003%° 0,0008+0,0001%
Fase IV 0,0003+0,0002%* 0,0029+0,0002° 0,0000:£0,0000°
Fase VI 0,0217+0,0005™ 0,0861:+0,0007 0,0153+0,0005%°

Resultados de tres replicas £ DS. Superindices iguales entre columnas indican que no existen
diferencias significativas. Primera letra indican diferencias significativas entre fases del ciclo
reproductivo, la segunda letra indica diferencias significativas entre las actividades enzimaticas p

(<0,05).

Tabla N° 9. Actividad enzimética de las catepsina B, D y L (mg/g*t+ DS) en
musculo de machos de bagre sierra (Oxydoras sifontesi) durante las diferentes
fases del ciclo reproductivo.

Ciclo Catepsina D Catepsina B Catepsina L
Reproductivo
Fase I 0,0002+0,0001% | 0,0411+0,0048%° | 0,01968+0,0002%
Fase IV 0,0003+0,0001°® | 0,0011+0,0002°® | 0,0013+0,0000°
Fase VI 0,0218+0,0014% | 0,0664+0,0042%° | 0,0125+0,0004

Resultados de tres replicas + DS. Superindices iguales entre columnas indican que no existen
diferencias significativas. Primera letra indican diferencias significativas entre fases del ciclo
reproductivo, la segunda letra indica diferencias significativas entre las actividades enzimaticas p

(<0,05).

Tabla N° 10. Actividad enzimatica de las catepsina B, D y L (mg/gx DS) en
musculo de hembras de referencias y muestras congeladas de bagre sierra

(oxydoras sifontesi).

Muestras Catepsina D Catepsina B Catepsina L
Fase IV Control 0,0139+0,0001* 0,1425+0,0072%° 0,0029+0,0001%*
Fase IV (Muestra) 0,0003+0,0002% 0,0029+0,0002" 0,0000+0,0000"2

Resultados de tres replicas + DS. Superindices iguales entre columnas indican que no existen
diferencias significativas. Primera letra indican diferencias significativas entre muestras en fase IV
de desarrollo gonadal, la segunda letra indica diferencias significativas entre las actividades

enzimaticas p (<0,05).
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