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Incidencia de la catepsina D con funcién de enzima digestiva en los Crustaceos
Decapodos

Resumen

En los crusticeos decapodos, las proteasas digestivas mas comuinmente descritas son de la
clase serino, sin embargo, estudios recientes reportan la presencia de otras clases de
enzimas como las cisteino proteasas en especies de decdpodos Carideos y mas
recientemente proteasas 4cido asparticas en Astacideos. Dichos hallazgos son evidencia de
las diversas estrategias evolutivas de especies del Orden Decapoda para hidrolizar la
proteina proveniente de alimento. La presencia de la catepsina D en el jugo géstrico de las
langostas del Infraérden Astacidea, suscita preguntas acerca de los procesos de seleccion
que influyeron para que una aspartico proteasa lisosomal participe en la hidrélisis proteica
fuera de las célula, y si esto es un rasgo exclusivo del Infraérden Astacidea, o es un rasgo
compartido con otros infraérdenes del Orden Decépoda. Dichas preguntas son de interés
para entender la evolucion del sistema digestivo en decépodos y asi mismo conocer mas
sobre las estrategias digestivas que han utilizado las especies que conforman este orden
para sobrevivir a los cambios ambientales durante su historia evolutiva. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la incidencia de la aspartico proteasa catepsina D, con una
posible participacién en la digestion enzimética de la proteina proveniente del alimento,
entre varias especies de decapodos filogenéticamente cercanos al Infraérden Astacidea. La
cuantificacion de la actividad de esta enzima en varios tejidos y en el jugo géstrico, sugiere
que la participacion de esta aspartico proteasa en el sistema digestivo no es un rasgo
exclusivo del Infraérden Astacidea. Los resultados indican que especies pertenecientes a
otros infradrdenes también tienen actividad de catepsina D, la cual es estadisticamente
mayor en glandula digestiva y jugo géstrico, lo que sugiere su participacion en el sistema
digestivo de dichas especies. Por otro lado, las secuencias parciales de ADNc obtenidas a
partir de glandula digestiva de las especies analizadas, muestran que la catepsina D esta
altamente conservada en especies de los Infraérdenes Astacidea y Caridea. Se sugiere que
dicha proteina muté cuando estos dos infraérdenes tuvieron un ancestro en comun, lo cual
de acuerdo al arbol filogenético propuesto por Porter en el 2005, fue hace aproximadamente
400 millones de afios, en el periodo Devoniano de la Era Paleozoica. Sin embargo, debido a
que la actividad de catepsina D en glandula digestiva y jugo géstrico de la langosta
Homarus americanus es estadisticamente mayor a la de otras especies, se sugiere que en
esta especie, otros factores postraduccionales y/o pH del jugo gastrico favorecen su elevada
actividad.

Palabras clave: catepsina D, evolucién, deyégddos, enzimas digestivas.
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Incidence of Cathepsin D as a digestive enzyme in Crustacean Decapods

Abstract

In decapod crustaceans, the most described proteases of the digestive system are serine
proteases. However, recent studies indicate different strategies for food protein hydrolysis
in some caridean decapods, which suggest an important role of other proteases, such as
cysteine proteases, in the digestive process of these species. Recently, aspartic proteases
have been found in some species of the Infraorder Astacidea. These evidences open
questions about the selection processes that may have influenced the presence of a
lysosomal aspartic protease, “cathepsin D”, in the digestive system of astacidean lobsters,
and if the aforementioned condition is unique to the Infraorder Astacidea or is a shared
feature among other decapods. These questions are of great interest in order to understand
the evolution of digestive system in decapods and increase our knowledge about the
different digestive strategies that have been used by decapods to survive environmental
changes during their evolutionary history. The main purpose of the current research was to
evaluate the distribution of the aspartic protease cathepsin D, associated with a possible
digestive function, among decapod crustaceans closely related to the Infraorder Astacidea.
Monitoring of cathepsin D activity in three tissues, i.e., midgut gland, muscle and gills, and
gastric fluid of 11 decapod species suggest that participation of the aspartic protease
cathepsin D in the extracellular digestion is not unique of Astacidea. The results suggest
that species from other infraorders have cathepsin D activity. This activity is statistically
higher in the midgut gland and gastric fluid than in muscle and gills, and therefore, we
suggest participation of the cathepsin D in the digestive system of these species.
Additionally, the partial sequences obtained from the midgut gland indicate that cathepsin
D is highly conserved in Astacidea and Caridea, but not in other infraorders. These results
suggest that cathepsin D could have changed its sequence of nucleotides when these two
infraorders had a common ancestor about 400 MYA in the Devonian Period of the
Palaeozoic Era, according with the phylogeny proposed by Porter in 2005. However,
activity in the digestive gland and gastric fluid of Homarus americanus is statistically
higher than in the other species that were tested. Therefore, we propose that post-
translational modifications, as well as the acid pH of the gastric fluid, should be favouring
the activity of cathepsin D in Homarus americanus.

Keywords: cathepsin D, evolution, decapods, digestive enzymes.
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1. INTRODUCCION

Los cambios evolutivos son resultado de la seleccion natural, en donde aquellos individuos
que cuentan con la combinacidon mas apropiada de caracteres para interactuar con el medio
ambiente, seran los que tengan una mayor oportunidad de sobrevivir y por lo tanto heredar

dichos caracteres a su descendencia (Mayr, 1978).

Actualmente se cuenta con varias propuestas sobre la filogenia de los decapodos, las cuales
estan basadas en la morfologia de las especies y mas recientemente en marcadores
moleculares (Porter et al., 2005; Tsang et al., 2008) o en ambas (Bracken-Grissom et al.,
2014; Bracken-Grissom et al., 2013). Sin embargo, la informacién sobre enzimas digestivas
durante la historia evolutiva de los decapodos es muy escasa, desconociéndose si se han
producido cambios en este subfilo sobre la sintesis y expresion de las enzimas digestivas.
Surgiendo preguntas como: ;si al estar presentes en un ancestro comun, las enzimas
digestivas de crustadceos han mantenido la estructura y funcion a medida que las especies han
divergido o se han modificado junto con las especies? ;Han ocurrido eventos de duplicacion
y divergencia durante el proceso evolutivo de dichas enzimas, tal como ha sucedido en las

serino proteasas de algunos grupos taxondémicos de eucariotas? (Neurath, 1984)

Si bien no se sabe con certeza cuando surgieron las proteasas digestivas, se presume que estas
aparecieron por vez primera en fases tempranas de la evolucion bioldgica, ya que incluso los
organismos unicelulares debieron requerir de ellas para la obtencion de aminoacidos del
ambiente y para el metabolismo de sus propias proteinas. Debido a que la evolucion biologica
ocurre de manera continua modificando formas simples a complejas, se podria esperar que
durante el curso de la evolucion aquellas proteasas que en un principio tenian una funcion
simple, con el paso del tiempo han adquirido tareas mas especificas y complejas en la
regulacion de la fisiologia (Neurath, 1984). Esta investigacion se basa en el estudio de una
aspartico proteasa intracelular, que se asume en algiin momento de la evolucion de los
decapodos adquirié una nueva funcion como enzima digestiva. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la incidencia de la aspartico proteasa, catepsina D, con una posible participacion
en la hidrolisis de proteina del alimento, en especies de decapodos relacionadas

filogenéticamente a las langostas queladas Homarus americanus (Milne-Edwards, 1837) y



Homarus gammarus (Linnaeus, 1758). El alcance de este proyecto y la informacion aqui
generada servird para incorporar nuevo conocimiento sobre la evolucion del sistema

digestivo de los decapodos.

Las proteasas (EC 3.4.21-24 y 3.4.99) son un grupo de enzimas que catalizan la hidrélisis de
los enlaces peptidicos de las proteinas, estas incluyen proteinasas y peptidasas en cuyos sitios
cataliticos ciertos aminoacidos cumplen la funcion de nucleofilos y otros como donadores de

protones (Saxena, 2004).

Las proteasas acido asparticas comprenden un grupo pequefio en comparacion a otros grupos
como las serino-, cisteino- y metalo-proteasas (Ghosh, 2009). En el humano se sabe que
existe un total de 553 proteasas, 21 son aspartico, 176 serino, 143 cisteino y 186 metalo
(Puente et al., 2003). Las aspartico proteasas se caracterizan por tener un mecanismo
enzimatico en el que la unidn con el sustrato involucra de 7 a 8 aminodcidos, el sitio activo
esta localizado en la interface en donde los dominios N-terminal y C-terminal se encuentran.
En dicha interface estan los dos residuos de acido aspartico (Asp) del sitio catalitico, en los
motivos consenso Asp-Thr / Ser-Gly-Thr /Ser. Los grupos carboxilo de los dos residuos de
Asp se encuentran proximos y estan unidos entre si por una molécula de agua en el mismo

plano (Figura 1) (Wlodawer et al., 2013).

Asp215 Asp 32

Figura 1. Puentes de hidrégeno y la molécula de agua involucrados en la catalisis de las
proteasas acido asparticas.

Gracias a su capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos, las proteasas acido asparticas
participan en diversos procesos fisioldgicos como la activacion de precursores de proteinas

cataliticas y no cataliticas (Jeffrey-Tri, 2008), la hidrélisis de proteina proveniente del



alimento, la regulacion de apoptosis, y el procesamiento de activadores e inhibidores de

enzimas (Benes et al., 2008).

El término catepsina del griego Kathepsin (khata y hepsein), que significa digerir, fue
introducido en 1929 para designar de manera general a las proteasas intracelulares que son
activas a pH acido (Fusek et al., 2013). Posteriormente, el termino catepsina D fue
introducido en 1960 para designar a una peptidasa intracelular formada por dos cadenas
polipeptidicas que hidroliza proteinas a un pH de 3.5 a 5.0; esta enzima tiene un mecanismo
catalitico y estructura tridimensional similar a la pepsina, por ende pertenece a la misma
familia y se encuentra de manera constante en los lisosomas. Al igual que otras proteinas
celulares, las proteasas lisosomales son reguladas a fin de permitir a la célula responder a los
cambios fisiologicos (Brix, 2005). En los humanos, la catepsina D se considera la principal
aspartico proteasa en lisosomas (Laurent-Matha et al., 2006) y se cree desempena un papel
importante en la fisiologia y en la patologia (Fusek et al., 2013). Inicialmente, a la catepsina
D se le atribuia unicamente funcion en la digestion intracelular, sin embargo, esto ha
cambiado durante la ultima década debido a la evidencia acumulada que sugiere que la
catepsina D también desempefia un papel en la digestion extracelular de las langostas del

género Homarus (Rojo et al., 2010a).



2. ANTECEDENTES
2.1 Sintesis de catepsina D

La catepsina D es sintetizada como precursor que requiere ser activado por hidrélisis limitada
para adoptar su forma madura. Una vez sintetizado en el reticulo endoplasmatico rugoso, el
precursor de la catepsina D se dirige al complejo de Golgi gracias al prepropéptido que
pierde, el cual se conoce como péptido sefial. En el complejo de Golgi, ain como propéptido
o zimogeno, adquiere una manosa-6-fosfato (M6P) (Figura 2) (Nicotra et al., 2010) que
auxiliara posteriormente a los endosomas a que la conduzcan a los lisosomas en donde, bajo
demanda, adoptard su forma madura. Una vez en los lisosomas, y por accion de las cisteino
proteasas catepsina B o catepsina L, se obtiene una enzima madura de dos cadenas, la cual
consiste en un dominio amino-terminal de 14 kDa (o cadena ligera) y un dominio carboxilo-
terminal de 34 kDa (o cadena pesada), en esta ultima etapa también participan amino y
carboxil peptidasas para remover algunos aminoacidos de la cadena pesada (Figura 3)

(Laurent-Matha et al., 2006).

canecein ’ j%m ‘
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Figura 2. Representacion grafica del proceso de maduracion de la catepsina D de humanos
(Nicotra et al., 2010).
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Figura 3. Representacion grafica de la participacion de enzimas en el proceso de maduracion
de la catepsina D en humanos (Laurent-Matha et al., 2006).

2.2 Decapodos

Los decapodos son crustaceos que poseen organos digestivos anatdmicamente similares. En
el orden de los decapodos se ha descrito 8,500 especies, lo cual representa el 33% de las
especies conocidas de crusticeos (Barnes, 1987). Los decidpodos tienen una extensa
distribucion geografica (Holthuis, 1980, 1991) y cuentan con una amplia variedad de
estrategias para la ingestion y digestion del alimento disponible (Rojo, 2010). Las especies
del Orden Decapoda se clasifican a su vez en subdrden e infradérden. En cuanto a su historia
evolutiva, se han descrito varias propuestas en donde se examinan las relaciones filogenéticas
entre crustaceos. Dichas propuestas estdn basadas en caracteristicas morfoldgicas y mas
recientemente en marcadores moleculares como el reportado por (Porter et al., 2005), quienes
proponen un tiempo de divergencia para los diferentes infradérdenes (Figura 4). Sin embargo,
y pese al esfuerzo de varias lineas de investigacion, no se ha logrado alcanzar un consenso
respecto a la historia evolutiva de los decapodos. Actualmente se considera que el proceso
de diversificacion de los crustaceos comenzoé en el periodo Cambrico (Burmester, 2001), no
obstante, los cambios que ha tenido este subfilo, en lo relativo a la estructura y funcion de

proteinas, han sido escasamente estudiados. Existen reportes de proteinas de crustaceos que



derivan de un ancestro comun por evolucion divergente, como es el caso de las hemocianinas

(Burmester, 2001) o proteinas fluorescentes (Shagin et al., 2004), este pudiera ser también

ser el caso de las proteasas aspdrticas.
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Figura 4. Arbol filogenético de los decapodos (Porter et al., 2005). Especies (izquierda) y el
infraérden al que pertenecen (derecha).



2.3 Sistema digestivo de los crustaceos

En los decapodos, la glandula digestiva, o hepatopancreas, tiene la funcién de absorcion y
almacenamiento de nutrientes, asi como la sintesis de enzimas digestivas (Vogt, 1994). En
este organo se encuentran células especializadas con diferentes funciones, por ejemplo, los
nutrientes son absorbidos por las células R, mientras que las células F y B participan en la
sintesis y secrecion holocrina de enzimas, por lo que el contenido celular es vertido en el
lumen del hepatopancreas. Las enzimas digestivas son sintetizadas en las células F y
almacenadas en vacuolas, posteriormente las células F se convierten en células B cuando las
vacuolas son lo suficientemente grandes. Las células B son las que secretan el contenido

vacuolar rico en enzimas, las cuales pasan a formar parte del jugo gastrico (Loizzi, 1970).

Las enzimas proteoliticas hidrolizan proteina proveniente del alimento, estas enzimas son
secretadas como respuesta al estimulo producido por la ingesta de alimento (Muhlia-
Almazan y Garcia-Carreiio, 2003). Los decépodos sintetizan enzimas digestivas
complementarias como exoproteasas y endoproteasas, las cuales utilizan para obtener
aminodcidos de la proteina proveniente de los alimentos. Las endoproteasas han recibido
mayor atencion debido a que, ademas de ser digestivas, estdn involucradas en el metabolismo
general (Garcia-Carrefio y Navarrete del Toro, 1997). En los decapodos, las proteasas
digestivas mas comunmente descritas son de la clase serino, como la tripsina y la
quimotripsina, sin embargo, en la ltima década se ha reportado la presencia de cisteino
proteasas en decapodos Astacideos (Laycock et al., 1989), y mas recientemente en decapodos
Carideos (Teschke y Reinhard, 2005), mientras que en decapodos pertenecientes a los

Infradrdenes Branchyura y Euphausiacea predominan las serino proteasas (Figura 5).
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Figura 5. Actividad residual de cisteino y serino proteasas en glandula digestiva de
decapodos, usando el inhibidor E64 especifico para cisteino proteasas y el inhibidor AEBSF
especifico para serino proteasas (Teschke y Reinhard, 2005).

Una evidencia mas que muestra que los decapodos crustaceos utilizan diferentes estrategias
para hidrolizar proteina proveniente del alimento, es la presencia de proteasas con actividad
a pH acido de la clase aspartico en langostas del género Homarus (Figura 6) (Navarrete del
Toro et al., 2006). Lo anterior ha generado un gran interés en la identificacion de estas
enzimas y en conocer el papel que desempenan fuera de la célula. Varios estudios se han
realizado, con el objetivo de purificar e identificar las proteasas asparticas provenientes del
jugo gastrico de las langostas H. americanus y H. gammarus; los resultados obtenidos de la
comparacion de las secuencias amino terminal de la proteina y de la proteina deducida de la
secuencia de ADNc confirmaron que se trata de una enzima tipo catepsina D (Rojo, 2010).

En dicho trabajo se obtuvieron las secuencias completas del ADNc de dos isoenzimas



aspartico proteasas, la catepsina D isoenzima 1 (CatD1; GenBank: CN852987) y la catepsina
D isoenzima 2 (CatD2; GenBank: FD483089). El ARNm de la catepsina D1 se detectod
unicamente en glandula digestiva de ambas especies de langostas, lo cual sugiere su funcion
como enzima digestiva, mientras que el ARNm de la catepsina D2 se detectd tanto en
glandula digestiva como en gonadas y musculo (Figura 7). Esta informacién confirmo6 la

presencia de dos isoenzimas de catepsina D en las langostas del género Homarus (Rojo et

al., 2010a).
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Figura 6. Actividad enzimatica a pH 3, de Figura 7. Identificacion  tejido
las langostas Panulirus interruptus (P.i), especifico de los transcritos de
H. gammarus (H.g) y los cangrejos catepsina (a)D1 y (b)D2 en la gonada,
Cancer pagurus (C.p), Callinectes el musculo y la glandula digestiva de H.
arcuatus (C.a), Callinectes bellicosus gammarus (H.g) y H. americanus (H.a)
(C.b) en jugo gastrico (Navarrete del (Rojo et al., 2010a).

Toro et al., 2006).

Los genes de la catepsina D1 y la catepsina D2 son paralogos (Rojo, 2010), resultado de una
duplicacidon y mutacion de uno. La duplicacion de genes es uno de los principales eventos de
la evolucion gendmica y puede dar como resultado la aparicion de nuevas funciones (Koonin,
2005). Un proceso de duplicacion de genes y posteriores mutaciones fue lo que pudo dar
lugar a la aparicion de una aspartico proteasa en el sistema digestivo de las langostas queladas

(Rojo, 2010). La presencia de esta aspartico proteasa en el jugo géstrico suscita preguntas
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acerca de los procesos de seleccion que pudieron haber influido en la participacion de esta

enzima en el sistema digestivo de las langostas queladas (Rojo et al., 2010a).

El objetivo del presente trabajo es investigar si la aspartico proteasa catepsina D, participa en
la hidrdlisis de proteina proveniente del alimento, en crustaceos decapodos filogenéticamente
cercanos al Infraérden Astacidea, o si este es un rasgo unico en el género Homarus. Con la
informacion generada en esta investigacion se pretende conocer mas sobre la evolucion del
sistema digestivo de los decapodos, asi como incrementar el conocimiento sobre las
estrategias digestivas que han utilizado los miembros de este Orden para sobrevivir a cambios

ambientales durante su historia evolutiva.

2.4 Pregunta cientifica

(Existen otros infradrdenes pertenecientes al Orden Decapoda, ademas del Astacidea, que

expresen la catepsina D con funciones digestivas?

3. JUSTIFICACION

Debido a su importancia econdmica y a la gran diversidad bioldgica que presenta el grupo de
los decépodos, en las ultimas décadas se les ha considerado un modelo de estudio muy
recurrente. Sin embargo, atn no se han desarrollado estudios que aporten conocimiento sobre
la evolucion del sistema digestivo, o sobre el uso de enzimas proteoliticas utilizadas por este
taxon a través de su historia evolutiva. La investigacion aqui planteada pretende aportar
informacion sobre la evolucion del sistema digestivo en decapodos, mediante el estudio de
la fisiologia y la bioquimica de la digestion de proteinas, lo que contribuird en el

entendimiento de algunos aspectos ecologicos y evolutivos de este taxon.

4. OBJETIVO GENERAL

Investigar la incidencia de la catepsina D con funcion digestiva en el Orden Decapoda.
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4.1 Objetivos especificos

* Cuantificar la actividad de catepsina D en la glandula digestiva, el jugo géastrico, el

musculo y las branquias de especies pertenecientes al Orden Decapoda.

* Deteccion del ARNm de catepsina D1 en la glandula digestiva, el muasculo y las

branquias de especies pertenecientes al Orden Decapoda.

5. HIPOTESIS

Si la aspartico proteasa, catepsina D, participa como enzima digestiva en especies del
Infradrden Astacidea, entonces decapodos que comparten un ancestro comun, presentaran la

misma caracteristica.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Obtencion de muestras

La obtencion de muestras se logrd gracias a las facilidades provistas por el Centro de
Investigaciones Bioldgicas de Noroeste (CIBNOR, La Paz, BCS, M¢xico) y el Alfred
Wegener Institute for Polar and Marine Research (AWI, Bremerhaven, Alemania). Se
incluyeron 11 especies de decapodos de las cuales el camaréon Crangon crangon (Linnaeus,
1758), la langosta Nephrops norvergicus (Linnaeus, 1758), el cangrejo de rio europeo
Astacus astacus (Linnacus, 1758), el cangrejo de puerto Liocarcinus depurator (Linnaeus,
1758), el camardon rosado Pandalus montagui (Leach, 1814), el cangrejo ermitafio Pagurus
bernhardus (Linnaeus, 1758) y el cangrejo café Cancer pagurus (Linnaeus, 1758) fueron
colectadas por el barco de pesca del Alfred Wegener Institute en Septiembre del 2013, el cual
los obtuvo en un area préxima a la isla Helgoland en Alemania (Mar del Norte, 54°11°N,
7°55'E). Los especimenes fueron inmediatamente transferidos al laboratorio para su
muestreo. Por su parte, el camarén patiblanco Penaeus vannamei (Boone, 1931) y la jaiba

Callinectes bellicosus (Stimpson, 1859) se obtuvieron en la costa del Pacifico Mexicano y
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en el Golfo de California en Agosto y Septiembre del 2013 con ayuda del personal de
CIBNOR. Los especimenes de la langosta roja de California Panulirus interruptus (Randalll,
1840) y la langosta americana H. americanus se obtuvieron a través de una casa comercial

en Febrero y Mayo del 2014, respectivamente (Tabla I).

Tabla I. Resumen de especies muestreadas

Subodrden Infraérden  Especie Origen Fecha de muestreo
Dendrobranchiata  Penaeid Penaeus vannamei (P.v) Pacifico, BCS, México Oct. 2013
Pleocyemata Caridea Pandalus montagui (P.m) Mar del Norte, Alemania  Sep. 2013
Pleocyemata Caridea Crangon crangon (C.c) Mar del Norte, Alemania  Sep. 2013
Pleocyemata Brachyura Liocarcinus depurator (L.d)  Mar del Norte, Alemania  Sep. 2013
Pleocyemata Brachyura Callinectes bellicosus (C.b)  Golfo de Cal, BCS, México Sep. 2013
Pleocyemata Anomura Pagurus bernhardus (P.b) Mar del Norte, Alemania Sep. 2013
Pleocyemata Anomura Cancer pagurus (C.p) Mar del Norte, Alemania  Sep. 2013
Pleocyemata Palinura Panulirus interruptus (P.i) Pacifico, BCS, México Feb. 2014
Pleocyemata Astacidea Astacus astacus (A.a) Mar del Norte, Alemania Sep. 2013
Pleocyemata Astacidea Nephrops norvergicus (N.n) Mar del Norte, Alemania Sep. 2013
Pleocyemata Astacidea Homarus americanus (H.a) Costa atlantica de Canada May 2014

Para la obtencion del jugo géstrico se utilizé una jeringa desechable con una sonda de pléstico
flexible en lugar de aguja. La sonda se introdujo por la boca hasta la cdmara géstrica, en
donde se extrajo el jugo gastrico por succion. El jugo géstrico se almacen6 en microtubos a

-80 °C para su posterior uso.

Una vez obtenido el jugo géstrico, se disectaron los siguientes tejidos: glandula digestiva,
musculo y branquias (Figura 8). Las muestras se dividieron en dos microtubos, en el primero
se coloco la porcion de las muestras destinadas a la evaluacion de la actividad enzimatica y
en el segundo microtubo, el cual contenia 500 uL. de RNAlater, se colocaron las muestras

destinadas a extraccion de ARN.
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Figura 8. Muestreo de tejidos en la langosta roja de California P. interruptus.

6.2 Cuantificacion de actividad de catepsina D

Las muestras de jugo gastrico se descongelaron y centrifugaron a 10,000 x g por 30 min a 4
°C para separar los s6lidos. El sobrenadante se dividi6 en submuestras y una de ellas se utilizo

para el ensayo de actividad, el resto de las muestras se almacen6 a -80 °C.

Las muestras de la glandula digestiva, musculo y branquias se descongelaron, y el tejido se
homogeneizé utilizando un sonicador. Posteriormente, el extracto celular se centrifugo a

10,000 x g por 30 min a 4 °C. El sobrenadante, con el extracto enzimatico, se trasfirié a un
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tubo nuevo. El contenido de proteina se cuantifico por el método de (Bradford, 1976). Una

vez hecho esto se almacenaron las muestras a -80 °C.

Para cuantificar la actividad proteolitica de la catepsina D se utilizo el sustrato fluorogénico
7-methoxycoumarin-4-acetyl-Gly-Lys-Pro-Ile-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-Lys(DNP)-D-Arg-

amide (M0938, Sigma-Aldrich, Alemania) en amortiguador 50 mM de acetato de sodio a pH
4.0. La tasa de hidrdlisis fue registrada por el incremento en unidades relativas de
fluorescencia (RFU) a longitud de onda de excitacion y emision de 320 y 380 nm,
respectivamente. Se construyd una curva de calibracion midiendo la fluorescencia de
concentraciones conocidas del fluorocromo 7-methoxycoumarin-4-acetic acid (MCA)
(235199, Sigma-Aldrich, USA) y se graficaron las unidades relativas de fluorescencia contra
la concentracion del MCA. Una vez hecho esto, se calcularon las unidades de catepsina D
presentes en la muestra con la férmula (1). La actividad de catepsina D se expresoé en nmol

de MCA liberados por min por mg de proteina (2).

units _ FLU D 1

ml T * Venz * FLU(1nmol)

Formula (1). Ecuacion para calcular las unidades de catepsina D

Actividad de catepsina D = (units/ml)/mg de proteina

Formula (2). Ecuacion para calcular la actividad de catepsina D

6.4 Deteccion del ARNm de catepsina D1 en la glandula digestiva, el musculo y las

branquias

Se obtuvieron 30 mg de cada uno de los tejidos almacenados en RNAlater y se
homogeneizaron utilizando el kit Precellys keramik-kit 1.4 (91-PCS-CKM, PEQLAB,
Alemania). A continuacién, las muestras se centrifugaron a 13,000 x g por 3 min. Del
sobrenadante obtenido se extrajo el ARN total usando el Kit RNeasy Mini Kit Spin Columns
(7410, QIAGEN, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentraciéon del ARN
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total se cuantifico espectrofotométricamente a través de la absorbancia a 260 nm y la pureza
se midio con la relacion 260/280. Posteriormente, el ADN genomico fue removido utilizando

el kit DNAsa-1 (AMPD1, Sigma-Aldrich, USA) 15 pL a 25 °C por 15 min.

Un png de ARN total se us6 para la sintesis del ADN complementario (ADNCc) utilizando el
sistema de transcripcion reversa (A3500, Promega, WI), y un oligo-dT, siguiendo las
recomendaciones del fabricante en reacciones de 20 pL. La presencia del ARNm de las
catepsinas D1 y D2 fue evaluada mediante PCR punto final. Las muestras de ADNc¢ fueron
usadas como templado (1 pL) en las reacciones de PCR, con oligonucleo6tidos especificos
disefiados con base en las secuencias reportadas de catepsina D1 y D2 (tabla IT) (Rojo et al.,
2010a). La amplificacion del ADNc por PCR se llevo a cabo en reacciones con un volumen
final de 12 puL usando la mezcla GoTaq® Green Master Mix (M7122, Promega, USA). El
programa de sintesis consistio en 2 min a 94 °C, 35 ciclos con 30 s de desnaturalizacion a 94
°C, 30 s de alineacion a 59 °C y 30 s de extension a 68 °C, con una extension final adicional
a 68°C por 5 min. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa 1.5% bajo

luz UV.

Tabla II. Oligonucleotidos utilizados para obtencion de la secuencia parcial de transcritos.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA 5'A 3 GEN

CATD 1 FORWARD CTCAGTACTACGGCCCCATC | Catepsina D1
CATD 1 REVERSE CCSAGGATGCCGTCYAACTT | Catepsina D1
CATD 2 FORWARD AAAATGGGGAAATCGAGGAC | Catepsina D2
CATD 2 REVERSE TGGATGGCAAAATCAGTTCC | Catepsina D2
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6.4 Secuenciacion de fragmentos del ADNc de catepsina D

A partir de los productos de PCR obtenidos anteriormente, se hizo la extraccion de
fragmentos de ADNc con el Kit peqGold (12-2500-02, PEQLAB, Alemania), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se verifico la pureza y concentracion del
ADNCc espectrofotométricamente. Con la intencion de obtener fragmentos de diferentes
longitudes para su posterior secuenciacion, se realizdo un segundo PCR, utilizando el kit
BigDye Terminador V 3.1 Cycle sequencing (4336923, Applied Biosystems, USA), el cual
contiene dNTPs y ddNTPs “dideoxynucleotides” marcados fluorescentemente. Debido a la
falta del OH en el carbono 3 prima, una vez afiadidos estos ddNTPs, ningun otro dNTP
puede ser incorporado a la cadena. Se utilizaron los oligonucledtidos disefiados para CatD1
forward y reverse (Tabla II). El programa de sintesis consistio en 1 min a 96 °C, 30 ciclos
con 10 s de desnaturalizacion a 96 °C, 5 s de alineacion a 50 °C y 4 min de extension a 60
°C finalizando con 15 °C por 5 min. Los productos fueron tratados con el Kit DyeEx
(QIAGEN, 63204, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante para remover los
terminadores dye que no se incorporaron y finalmente se almaceno la muestra a -20 °C. Los
productos obtenidos se secuenciaron en el departamento de Chemical Ecology en el Alfred

Wegener Intitute en Bremerhaven, Alemania.
6.5 Analisis estadisticos

Mediante la prueba de Levene se verifico que los datos de actividad obtenidos tuvieran una
distribucion normal y homogeneidad de varianzas. Se hicieron andlisis para determinar si
habia diferencias significativas en actividad enzimatica entre las especies o entre los tejidos
estudiados. Se utilizaron el ANOVA cuando el supuesto de homocedasticidad se cumplio, y
la prueba paramétrica de Welch cuando este supuesto no se cumplid. Posterior a ello se
realiz6 la prueba de diferencias de medias de Tukey. Todo lo anterior se realiz6 en el software

PAST, version 3.0. Se consider6 que hay significancia estadistica cuando p<0.05.
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6.6 Analisis de agrupacion de secuencias parciales de ADNc por cladograma

Se utilizd el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://blast.st-
va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 1990) para conocer la identidad de las
secuencias obtenidas. El alineamiento de las secuencias fue realizado en el programa
ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)(Larkin et al., 2007). En base a esta
comparacion se realiz6 un analisis filogenético de las especies estudiadas usando el programa
MEGAG6 (Tamura et al., 2013). Se construyeron cladogramas con las secuencias parciales
aplicando el método “Maxima verosimilitud” basado en el modelo descrito por Jukes y
Cantor (1969). El arbol inicial de la busqueda heuristica se obtuvo automaticamente
aplicando los algoritmos “Neighbor-joining y BioNJSe”. Lo anterior fue soportado

estadisticamente por un analisis “bootstrap” basado en 10,000 réplicas.
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7. RESULTADOS

7.1 Actividad de catepsina D en diferentes tejidos de decapodos

Se evalud la actividad de la catepsina D con el sustrato fluorogénico en la glandula digestiva,
el musculo y las branquias de las especies enlistadas (Tabla I), y en el jugo géstrico de H.
americanus, A. astacus, C. pagurus, L. depurator, P. bernhardus, C. bellicosus y P.
interruptus. Cuando se analizaron los datos obtenidos de actividad en jugo gastrico y
glandula digestiva en las diferentes especies, se observo una distribucion normal, sin
embargo el supuesto de homocedasticidad no se cumplié por lo que los datos fueron
analizados con la prueba de Welch, seguido por una prueba de Tukey. Al analizar los
diferentes tejidos en cada una de las especies, los datos obtenidos mostraron distribucion
normal y si se cumplio el supuesto de homocedasticidad por lo tanto se utilizo un ANOVA

seguido por una prueba de Tukey.

En la Figura 9 se representa la actividad de catepsina D en: (a) el jugo géstrico, (b) la glandula
digestiva, (c) el muisculo y (d) las branquias de la especies antes mencionadas, de manera que
se puede hacer una comparacion. En las Figuras 9a y 9b podemos observar que todas las
especies analizadas tiene actividad de catepsina D en el jugo gastrico y la glandula digestiva.
La actividad en H. americanus es estadisticamente mayor en comparacion con las otras
especies en el jugo gastrico y en la glandula digestiva (p < 0.05), sin embargo, en el musculo
y las branquias la actividad registrada es casi nula en esta especie de langosta. Las Figuras
9c y 9d muestran la actividad de catepsina D en el musculo y branquias, en donde de manera
general, las unidades de actividad son aproximadamente dos ordenes de magnitud menores
en comparacion con lo registrado en el jugo géstrico, lo cual indica una actividad menor en
organos no digestivos. Las branquias muestran mayor actividad que musculo, sin embargo

esta diferencia no es significativa estadisticamente.



19

2) Actividad de CatD en Jugo gastrico b) Actividad de CatD en Glandula digestiva
%0
300
80
250 70
oo
E £ o
£ £
= E 5
g 150 g 10 1
E] 3 a
E 30
s W £ L L
50 it L “ i
[ . 10 .
o | .
1 Ha Aa Cp Ld Pb Nn Pm Cc Pv Pi Chb
g Actividad de CatD en Musculo 4 Actividad de CatD en Branquias
F
14 ,
1.2
¥ 6
QE:' 1 l £ s
£ £
E o= = a
P 8
g os Z2
3 £
=]
E 04 1 = 2 1 I
02 i 1
0 0
Ha Aa Cp Ld Pb Nn Pm Cec Pv Pi Cb Ha Aa Cp Ld Pb Nn Pm Cc Pv Pi Cbhb

Figura 9. Actividad de catepsina D en: el jugo gastrico (a), la glandula digestiva (b), el
musculo (c¢) y las branquias (d) de las especies: H. americanus (H.a), C. crangon (C.c), C.
pagurus (C.p), P. bernhardus (P.b), N. norvergicus (N.n), P. montagui (P.m), A. astacus
(A.a), L. depurator (L.d), P. vannamei (P.v), C. bellicosus (C.b) y P. interruptus (P.i).

En la Figura 10 se compara la actividad de catepsina D entre los tejidos de cada una de las

especies estudiadas. En las especies de las que se pudo obtener jugo gastrico, se observo

actividad de catepsina D tanto en glandula digestiva como en jugo géstrico, la cual fue

estadisticamente mayor a la que se evalu6 en branquias y musculo (p<0.05). En las especies

en las que no se obtuvo jugo gastrico, la actividad enzimatica obtenida de glandula digestiva

es estadisticamente mayor a la que se obtuvo en musculo y branquias (p<0.05).
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Figura 10. Actividad de catepsina D en jugo gastrico, glandula digestiva, branquias y
musculo de: C. pagurus, P. bernhardus, A. astacus, L. depurator, C. bellicosus, P.
interruptus, H. americanus, C. crangon, P. montagui, A. astacus, N. norvergicus y P.

vannamei.
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Continuacion de figura 10.

7.2 Expresion génica de la catepsina D en diferentes tejidos de decapodos

Se examind la expresion de transcritos de catepsina D en glandula digestiva, muasculo y

branquias de las especies enlistadas en la tabla I. Se utilizaron los oligonucleétidos disefiados

para las dos isoformas de catepsina D, catepsina D1 y catepsina D2 encontradas en las

langostas queladas (Rojo et al., 2010a).
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C+ MG M Gill Kb C+ MG M Gill

Liocarcinus depurator

Nephrops norvegicus

Crangon crangon

Cancer pagurus

Astacus astacus

Pandalus montagui

Pagurus bernhardus

Penaeus vannamei

Catepsina D1 Catepsina D2

MG M Gill Kb MG M Gill

Homarus americanus

Catepsina D1 Catepsina D2

Figura 11. Transcritos de catepsina D1 y catepsina D2 en glandula digestiva (MG), musculo
(M) y branquias (Gills) en: L. depurator, N. norvergicus, C. crangon, C. pagurus, A. astacus,
P. montagui, P. vannamei, P. bernhardus y H. americanus. El carril marcado como control
positivo (C+) pertenece a los transcritos obtenidos de la glandula digestiva de H. americanus,
el segundo, tercer y cuarto carril corresponden a glandula digestiva, musculo y en branquias
de las especies estudiadas (Tabla I).
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Se obtuvieron transcritos de catepsina D1 a partir de glandula digestiva en L. depurator, N.
norvergicus, C. crangon, C. pagurus, A. astacus, P. montagui, P. vannamei, P. bernhardus,
H. americanus en branquias de L. depurator, N. norvergicus, C. crangon, C. pagurus, A.
astacus, P. montagui, P. bernhardus y en mtsculo de C. pagurus, P. bernhardus, P. montagui
y L. depurator. No se obtuvieron transcritos de catepsina D2 en todas las especies ni en todos
los tejidos, a pesar de que se ha reportado que esta catepsina D es intracelular en H.

americanus y por lo tanto se encuentra en todos sus tejidos (Rojo et al., 2010a).
7.3 Secuencias parciales del ADNc de catepsina D de glandula digestiva.

Con el objetivo de confirmar si los transcritos obtenidos de la gldndula digestiva son de
catepsina D y la similitud de la secuencia parcial de nucledtidos entre las especie estudiadas,
los productos de PCR se secuenciaron y compararon en un alineamiento multiple (Figura
12). Se hizo un analisis de las secuencias parciales de ADNc en ambos sentidos de la doble
cadena amplificada, posterior a ello, con los resultados del Blastx, se obtuvo informaciéon
sobre los dominios conservados de los fragmentos secuenciados y se confirm¢é su identidad
de acuerdo a los dominios de la catepsina D. Una vez confirmada la identidad se hizo el
alineamiento de dichas secuencias (Figura 12). Se identificaron en las secuencias analizadas
los nucleotidos que codifican a un Asp del sitio catalitico asi como posibles sitios de

glicosilacion.
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A.a_M.g TCTCAGTACTACGGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCTTC 60
C.c_M.g TCTCAGTACTACGGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCTTC 60
H.a M.g = =—===———————- GGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCTTC 48
P.m M.g TCTCAGTACTACGGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCTTC 60
N.n_M.g —~CTCAGTACTACGGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCTTC 59
P.v_M.g TCTCAGTACTACGGCCCCATCTCCATTGGCACTCCACGTCAGTCCTTCCGAGTGGTATTT 60
L.d M.g == mm————-oo GGCCCCATCTCCATTGGCACTCCACCTCAGTCCTTCCGAGTGGTATTT 48
P.b_ M.g ~CTCAGTACTACGGCCCCATCTCCATCGGCACTCCTCCCCAGTCTTTCCGTGTGGTGTTT 59
C.p.M.g  —mmmmmmm———= GGCCCCATCTCCATTGGCACTCCACCACAGTCCTTCCGTGTGGTGTTT 48
khkkkhkkhkkk kkkk kk kk Kk * k% * k% *kk Kk kK
A.a M.g CGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAGCC 120
C.c_M.g CGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAGCC 120
H.a M.g CGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAGCC 108
P.m M.g CGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAGCC 120
N.n M.g CGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAGCC 119
P.v_M.g CGGGCTCCTCCAATTTGTGGGTTCCATCCAAGCAGTGCCTCTATACCAACATTGCC 120
L.d M.g CTGGCTCCTCCAACTTGTGGGTGCCATCCAAGCAGTGCCACTATACCAACATTGCC 108
P.b M.g CAGGCTCCTCCAACCTCTGGGTTCCATCCAAGCAGTGTCATTTCACCAACATTGCC 119
C.p_M.g CTGGCTCCTCCAACCTGTGGGTGCCATCCAAGCAGTGCCACTACACCAACATTGCT 108
*k kk kk kkkkkhkkkk * kkk ok kkx kK *k Kk kK *kkk Kk kK
A.a_M.g TGCCGACTTCATAACCGATACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCACA 180
C.c_M.g TGCCGACTTCATAACCGATACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCACA 180
H.a M.g TGCCGACTTCATAACCGCTACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCACA 168
P.m M.g TGCCGACTTCATAACCGCTACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCACA 180
N.n_M.g TGCCGACTTCATAACCGCTACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCACA 179
P.v_M.g TGTCTCCTTCACAACAAGTATGACTCCCGCAAGTCGTCCACCTTCAAGAAGAATGGAACA 180
L.d M.g TGTCTCCTCCACAACAAGTATGACTCCCGCAAGTCGTCCACCTTCAAGAAGAATGGAACA 168
P.b_ M.g TGTTTGATCCACAACAAGTATGACGCTCGCAAGTCATCCACCTTCAAGAAGAACGGGACA 179
C.p M.g TGTCTCCTTCACAACAAGTATGACTCTAGGAAATCATCAACCTACAAGAAGAACGGCACA 168

* % * kk Kk ok * Kk Kk * *k kk kK Kkkkk kK Kk kKk Kk kKK

ACCTTCGACATACAGTATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACGTG 240
GCCTTCGACGTACAGAATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACGTG 240
GCCTTCGACATACAGTATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACGTG 228
GCCTTCGACATACAGTATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACGTG 240
GCCTTCGACATACAGTATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACGTG 239
GAGTTTGCCATCCAGTATGGGTCTGGCTCCCTCTC-=—==————=——————————————— 215
GAGTTTGCCATCCAGTATGGGTCTGGCTCCCTCTCTGGTTACCTCTCCACCGACACTGTG 228
GAGTTTGCCATCCAGTACGGCTCTGGCTCTCTCTCCGGCTACCTCTCCACCGACACAGTC 239

GACTTTGCCATCAAGTACGGGTCTGGCTCCCTGTCCGGCTACCTCTCCACTGACACTGTG 228
*k ok Kk Kk *k ok kk kkkkk * Kk k

)

Q

©
|

QoY= ma
5 5B
EEEEEREEEER
Qooaaaaaa

T oot

A.a M.g GAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCARACCTTCGCTGAGGC-CACACAGGAGCCTGG 299
C.c M.g GAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCARACCTTCGCTGAGGC-CACACAGGAGCCTGG 299
H.a M.g GAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCAGACCTTCGCTGAGGC-CACACAGGAGCCTGG 287
P.m M.g GAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCAGACCTTCGCTGAGGC-CACACAGGAGCCTGG 299
N.n M.g GAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCAGACCTTCGCTGAGGC-CACACAGGAGCCTGG 298
P.v M.g = oo mmmmm oo

L.d M.g GCTGTGGCGTCCATTGCCGTGAAGGAGCAGACGTTCGCTGAGGCTCGTGAGTGAACCCGG 288
P.b M.g ACGGTTGCCTCCCTATCGGTCAAGAACCAGACCTTTGCAGAGGCCC-TGAGTGAGCCTGG 298
C.p M.g GCGATTGGGTCTGTTGCAGTGAAGAGCCAGACCTTTGCCGAGGCAC-TGAGTGAGCCGGG 287

.a_| TCTCGCCTTCATCATGGGTAAGTTGGACGGC-———————— 330
.C_| TCTCGCCTTCATCATGGGTAAGTTAGACGGCATCCTGGGA 339
.a TCTCGCCTTCATCATGGGTAAGTTAGAC-———-—————-——— 315

TCTCGCCTTCATCATGGGTAAGTTAGACGGCATCCTGGGA 339
TCTCGCCTTCATCATGGGTAAGTTAGACGGCATCCTGGGA 338
CCTGGCTTTTGTTGCTGCTAAGTTAGACGGCATCCTGGG- 327
CTTGGCCTTCGTGGCGGCCAAGTTAGACGGCATCCTGGGA 338
CCTGGCCTTTGTTGCTGCCAAGTTAGACGGCATCCTGGGA 327
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ErrEEEEEER
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Figura 12. Alineamiento multiple de las secuencias de la catepsina D de glandula digestiva
de las especies estudiadas. Los nucleétidos que codifican para los residuos de acido aspartico
del sitio catalitico estan dentro de un rectangulo. Los nucledtidos que codifican para los
residuos de asparagina, potenciales para glicosilacion estan en negritas. Los nucleo6tidos
conservados estan sefialados con un asterisco.
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Basados en los resultados obtenidos con el alineamiento multiple de las secuencias, se
construy6 un cladograma (Figura 13), el cual se divide en dos ramas principales. La primera
de ellas (rama izquierda), estd conservada en mas del 98% de los nucleotidos con la catepsina
D1 de H. americanus y agrupa a las especies de los Infradrdenes Astacidea y Caridea. Por su
parte la segunda rama, menos conservada (rama derecha), agrupa a las secuencias de los
Infradrdenes, Anomala, Brachyura y Penaeidea que tienen entre un 60 y 70 % de similitud

con la catepsina D1 de H. americanus. Los porcentajes de similitud de las secuencias con la

secuencia de H.americanus se resumen en (Tabla III).
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Figura 13. Cladograma construido con las secuencias parciales del transcrito de la catepsina
D de la glandula digestiva de diferentes especies de decapodos. El nimero indicado en las
ramas del cladograma se refiere al porcentaje de arboles filogenéticos que dieron ese
resultado, dicha conformacion de ramas esta soportada estadisticamente por un analisis
“bootstrap” basado en 10,000 réplicas.



7.4 Secuencias parciales del ADNc de catepsina D de musculo y branquias.
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Los transcritos de branquias en C. crangon, C. pagurus, P. bernhardus, N. norvergicus, P.

montagui, A. astacus, L. depurator y de musculo en C. pagurus, P. bernhardus, P. montagui,

L. depurator se secuenciaron y se analizo6 su similitud con la catepsina D1 de H. americanus

(Figura 14), finalmente se construyo6 un cladograma (Figuras 15 y 16).

[@I==1 Bl = sv) Q@™ Qm ™ Qm 9" Q™

Qm o

.m_Muscle
.d_Muscle
.b_Muscle
.a_ M.g

.p_Muscle

.m_Muscle
.d_Muscle
.b_Muscle
.a M.g

.p_Muscle

.m_Muscle
.d_Muscle
.b_Muscle
.a_ M.g

.p_Muscle

.m_Muscle
.d_Muscle
.b_Muscle
.a M.g

.p_Muscle

.m_Muscle
.d_Muscle
.b_Muscle
.a M.g

.p_Muscle

.m_Muscle
.d Muscle
.b_Muscle
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GGTCTCAGTACTACGGCCCCATCTCCATTGGCACTCCACCTCAGTCCTTCCGAGTGGTAT
—--TCTCAGTACTACGGCCCCATCTCCATTGGCACTCCACCTCAGTCCTTCCGAGTGGTAT
—--TCTCAGTACTACGGCCCCATCTCCATCGGCACTCCTCCCCAGTCTTTCCGTGTGGTGT
************** GGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCT
——TCTCAGTACTACGGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCT

Kkkkkkhkkk kkkk Kk kK Kk * Kk * Kk *Kkk ok Kk

TTGACACTGGCTCCTCCAACTTGTGGGTGCCATCCAAGCAGTGCCACTATACCAACATTG
TTGACACTGGCTCCTCCAACTTGTGGGTGCCATCCAAGCAGTGCCACTATACCAACATTG

TTGACACAGGCTCCTCCAACCTCTGGGTTCCATCCAAGCAGTGTCATTTCACCAACATTG
T( CGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAG
T( CGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAG
s lkx ex xk kxkkkkkkk K kkk Kk kK Kk Kk Kkkk KkKkx K K

CCTGTCTCCTCCACAACAAGTATGACTCCCGCAAGTCGTCCACCTTCAAGAAGAATGGAA
CCTGTCTCCTCCACAACAAGTATGACTCCCGCAAGTCGTCCACCTTCAAGAAGAATGGAA
CCTGTTTGATCCACAACAAGTATGACGCTCGCAAGTCATCCACCTTCAAGAAGAACGGGA
CCTGCCGACTTCATAACCGCTACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCA
CCTGCCGACTTCATAACCGCTACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCA

* Kk K * Kk kKK * Kk KK * KhkKKkKK KKk KKkKK KKk KkKkK KK K

CAGAGTTTGCCATCCAGTATGGGTCTGGCTCCCTCTCTGGTTACCTCTCCACCGACACTG
CAGAGTTTGCCATCCAGTATGGGTCTGGCTCCCTCTCTGGTTACCTCTCCACCGACACTG
CAGAGTTTGCCATCCAGTACGGCTCTGGCTCTCTCTCCGGCTACCTCTCCACCGACACAG
CAGCCTTCGACATACAGTATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACG
CAGCCTTCGACATACAGTATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACG

* %k kk Kk kkk Kkkkkk Kk kkkkk * ok k *k Kk kkkkkk Kk kkkkk *

TGGCTGTGGCGACCATTGCCGTGAAGGAGCAGACGTTCGCTGAGGCTCTGAGTGAACCCG
TGGCTGTGGCGTCCATTGCCGTGAAGGAGCAGACGTTCGCTGAGGCTCTGAGTGAACCCG
TCACGGTTGCCTCCCTATCGGTCAAGAACCAGAC-CTTGCAGAGGCCCTGAGTGAGCCTG
TGGAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCAGACCTTCGCTGAGGCCACACAGGAGCCTG
TGGAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCAGACCTTCGCTGAGGCCACACAGGAGCCTG

* * * * * * * * * Kk ko k * kk Kk kkk *k Kk Kx

GCCTGGCTTTTGTTG-————=====——=——=—————————— 315
GCCTGGCTTTTGTTGCTGCTAAGTTAGACGGCATCCTGGG-- 338
GCTTGGCCTTCGTGGCGGCCAAGTTAGACGGCATCCTGGGAA 339
GTCTCGCCTTCATCATGGGTAAGTTAGAC-————————==-— 315
GTCTCGCCTTCATCATGGGTAAGTTAGACGGCATCCTGGGA- 339

* * KKk KKk *
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Figura 14. Alineamiento multiple de secuencia de la catepsina D1 de H. americanus con las
secuencias parciales de la catepsina D de musculo de las especies estudiadas. Los nucleotidos
que codifican para los residuos de acido aspartico del sitio catalitico estan dentro de un

rectangulo. Los nucleétidos que codifican para los residuos de asparagina, potenciales para

glicosilacion estan en negritas. Los nucle6tidos conservados estan sefialados con un asterisco.
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Figura 15. Cladograma construido con las secuencias parciales de ADNc de la catepsina D,
obtenidas a partir de musculo de las especies estudiadas y glandula digestiva de H.
americanus. El nimero indicado en las ramas del cladograma se refiere al porcentaje de
arboles filogenéticos que dieron ese resultado, dicha conformacion de ramas esta soportada
estadisticamente por un analisis “bootstrap” basado en 10,000 réplicas.
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———————————— GGCCCCATCACCATCGGGACACCTGGACAGGGATTCGATGTGATCTTC
———————————— GGCCCCATCTCCATTGGCACTCCACCTCAGTCCTTCCGAGTGGTATTT
TCTCAGTACTACGGCCCCATCTCCATTGGCACTCCACGTCAGTCATTCCGAGTGGTATTT

GATACTGGCTCCTCCAACCTGTGGGTGCCGTCCAAGCAGTGCCACTACACCAACATTGCT
B e TTCACCAACATTGCC
GATACGGGGTCCTCCAATCTGTGGATTCCCTCAGAGAAGTGTTTCATCCTCAACTTAGCC
GACACTGGCTCCTCCAACTTGTGGGTGCCATCCAAGCAGTGCCACTATACCAACATTGCC
GACACGGGCTCCTCCAARTTTGTGGGTGCCATCCAAACAATGCCACTATACTCACATTGCC

*Kk Kk Kk

TGTCTCCTTCACAACAAGTATGACTCTAGGAAATCATCAACCTACAAGAAGAACGGCACA
TGTTTGATCCACAACAAGTATGACGCTCGCAAGTCATCCACCTTCAAGAAGAACGGGACA
TGCCGACTTCATAACCGCTACGATTCTACCAAGTCTTCAACCTACATTGAGAACGGCACA
TGTCTCCTCCACAACAAGTATGACTCCCGCAAGTCGTCCACCTTCAAGAAGAATGGAACA
TGTCTCCTCCACAACAAGTATGACTCCCGCA-GTCCTTCACCTTCAATAAAAATGGAACA

* % * kk Kk ok * Kk Kk * * * Kk K Kk kKk Kk * kKk Kk kKK

GACTTTGCCATCAAGAACGGGTCTGGCTCCCTGTCCGGCTACCTCTCCACTGACACTGTG
GAGTTTGCCATCCAGTACGGCTCTGGCTCTCTCTCCGGCTACCTCTCCACCGACACAGTC
GCCTTCGACATACAGTATGGCTCTGGTGCCCTTCACGGCTTCCTCTCTAGCGACAACGTG
GAGTTTGCCATCCAGTATGGGTCTGGCTCCCTCTCTGGTTACCTCTCCACCGACACTGTG
AAGCTTGCCATCCCATATGGGCCTGGGTCCCT-—-—————————————————————————

* Kk KAk * Kk *ok KK * Kk

GCGATTGGGTCTGTTGCAGTGAAGAGCCAGACCTTTGCCGAGGCACTGAGTGAGCCGGGC
ACGGTTGCCTCCCTATCGGTCAAGAACCAGACCTTTGCAGAGGCCCTGAGTGAGCCTGGC
GAGATGGGCGGCGTGAATGCCATGGGCCAGACCTTCGCTGAGGCCACACAGGAGCCTGGT
GCTGTGGCGTCCATTGCCGTGAAGGAGCAGACGTTCGCTGAGGCTCGGAGTGAACCCGGC
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Figura 16. Alineamiento multiple de secuencia de la catepsina D1 de H. americanus con las
secuencias parciales de la catepsina D de branquias las especies estudiadas. Los nucledtidos
que codifican para los residuos de 4cido aspartico del sitio catalitico estan dentro de un
rectangulo. Los nucleodtidos que codifican para los residuos de asparagina, potenciales para
glicosilacion estan en negritas. Los nucleotidos conservados estan sefialados con un asterisco.
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Figura 17. Cladograma construido con las secuencias parciales de ADNc de la catepsina D,
obtenidas a partir de branquias de las especies estudiadas y glandula digestiva de H.
americanus. El nimero indicado en las ramas del cladograma se refiere al porcentaje de
arboles filogenéticos que dieron ese resultado, dicha conformacion de ramas esta soportada
estadisticamente por un analisis “bootstrap” basado en 10,000 réplicas.

En la tabla I1I se muestran los porcentajes de similitud entre la catepsina D1 de H. americanus

y las catepsinas D obtenidas a partir de las especies estudiadas, dichos porcentajes de

29
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similitud se obtuvieron con el alineamiento de cada una de las secuencias parciales con la de

H. americanus en el programa Clustal W2.

Tabla III. Porcentaje de similitud entre secuencias obtenidas y la secuencia de H.
americanus.

% de similitud con H. americanus
Especie Glandula digestiva | Musculo | Branquias
A. astacus 98.73 - -
C. crangon 98.73 - -
P. montagui 99 65.08 70.14
N. norvegicus 99 - -
P. bernhardus 69.21 66.67 72.77
C. pagurus 67.62 99 64.77
P. vannamei 66.51 - -
L. depurator 68.89 69.21 69.21

8 DISCUSION
8.1 Actividad de catepsina D en diferentes tejidos de decapodos

La sintesis de enzimas es un proceso complejo que requiere la traduccion de nucledtidos a
aminoacidos, y que va acompafiado de eventos postraduccionales. En el caso de la catepsina
D de humanos se sabe que antes de adoptar su forma madura, debe perder el péptido seial,
ser glicosilada, perder el pro-peptido y ademas requiere la accion de otras proteasas que la
hidrolizan para formar una enzima madura de dos cadenas (Laurent-Matha et al., 2006;
Nicotra et al., 2010), lo que limita el relacionar una secuencia de nucleo6tidos con la proteina
funcional. En el presente trabajo se obtuvieron secuencias parciales de ADNc de la catepsina
D en decapodos y se midi6 la actividad de la enzima madura, con lo cual se logr6 obtener
informacion sobre la incidencia de esta proteasa con una posible participacion en la hidrolisis

de proteina proveniente del alimento en diferentes especies de decapodos.

Debido a que se detectd actividad de catepsina D en la glandula digestiva y el jugo gastrico

de las especies estudiadas, y esta actividad es estadisticamente mayor a la actividad en
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musculo y branquias, se sugiere su participacion en la digestion enzimatica de proteina del
alimento. Estos resultados concuerdan con los reportados por (Ke-Jin y Pak-Chow, 2004)
quienes sugieren la misma funcion para la catepsina L y més recientemente los reportados
por (Stephens et al., 2012) para la catepsina B en el camarén blanco P. vannamei.
Investigaciones adicionales podrian aportar informacion sobre el porcentaje de actividad de
la catepsina D en comparaciéon con la actividad proteolitica total. Como los estudios
reportados por (Teschke y Reinhard, 2005), los cuales muestran que entre un 30 y 40% de la
actividad total de proteasas en P. bernhardus y C. pagurus corresponde a las serino proteasas,

y en C. crangon al menos el 70% de la actividad total corresponde a las cisteino proteasas.

Por otro lado, tanto en el jugo géstrico como en la glandula digestiva, la actividad de
catepsina D en H. americanus es estadisticamente mayor a las otras especies (Figura 9a).
Esto sugiere que dicha actividad se podria ver favorecida debido a que el pH acido del jugo
gastrico de las langostas queladas es muy cercano al pH optimo de la catepsina D (Rojo,
2010). El pH de jugo gastrico de las diferentes especies evaluadas, es al parecer una variable
importante a considerar. Se sabe que el jugo gastrico de P. interruptus tiene un pH
aproximado de 6.0, mientras que el de H. gammarus es de 4.7, y en C. pagurus es de 5.8
(Navarrete del Toro et al., 2006). Adicionalmente, C. pagurus muestra el maximo de
actividad total de proteasas en un rango de pH 5.0 a 7.0 (Saborowski et al., 2004), P.
interruptus a pH 7.0, H. gammarus a pH 3.0 y C. bellicosus en un rango de pH de entre 6.0
y 9.0 (Navarrete del Toro et al., 2006). Dicha informacion resalta la variacion en el pH del
jugo gastrico entre especies. En este estudio la actividad de la catepsina D se evaluo a pH
4.0, y, por lo tanto, se sugiere que en estudios adicionales, se realice el ensayo de actividad

al pH del jugo géstrico de cada especie.

Otro aspecto que salta a la vista, es que en todas las especies estudiadas la actividad de
catepsina D en branquias es mayor que en musculo (Figuras 10 y 11), sin embargo, la
diferencia no es significativa estadisticamente. Por otro lado, en un andlisis de actividad de
catepsina D en 11 tejidos diferentes de H. americanus (datos no incluidos), las branquias no

muestran diferencia significativa en comparacion a otros tejidos no relacionados al sistema
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digestivo, por lo que se sugiere que tanto en branquias como en los otros tejidos no

relacionados al sistema digestivo, la catepsina D, desempefia una funcioén intracelular.
8.2 Expresion génica de catepsina D en diferentes tejidos de decapodos

Debido a que en H. americanus se obtuvo producto amplificado de catepsina D1 en glandula
digestiva y de catepsina D2 en glandula digestiva, musculo y branquias, se sustenta lo
reportado por (Rojo et al., 2010a). La catepsina D2 en H. americanus es ubicua en todos los
tejidos por lo que podria ser la catepsina intracelular, mientras que la catepsina D1 por estar
unicamente en glandula digestiva, podria estar participando en la digestion extracelular. Sin
embargo, en las especies L. depurator, N. norvergicus, C. crangon, C. pagurus, A. astacus,
P. montagui, y P. bernhardus también se encontro transcrito de la catepsina D1 en branquias
y en C. pagurus, P. bernhardus, P. montagui y L. depurator en musculo. Estos resultados
sugieren que la catepsina D1, a diferencia de los observado en H. americanus, no es exclusiva

de la glandula digestiva en estas especies.

Por otro lado, no se obtuvo un producto amplificado de catepsina D2 en todas las especies o
en todos los tejidos, por lo que estos resultados sugieren que, si bien la catepsina D2 es ubicua
en los tejidos estudiados de H. americanus, N. norvergicus y C. crangon, no es asi en todas
las especies, ya que en algunas la presencia del transcrito fue tejido-especifica. Esto se podria
deber a que los requerimientos de degradacion celular varian dependiendo el tipo de tejido,
la edad y las condiciones ambientales (Sardiello et al., 2009). Adicionalmente esto puede
deberse a que los oligonucledtidos al ser disenados en base a las secuencias de H. americanus
no amplifican la catepsina D2 en todos los tejidos o en todas la especies estudiadas. Se sugiere
que en futuras investigaciones se contemple hacer un estudio en todos los tejidos de H.
americanus para comprobar que la catepsina D2 se encuentre en todos los tejidos y de esta
manera poder sustentar que sea la catepsina intracelular. También, se sugiere secuenciar la
catepsina D2 de las diferentes especies para analizar la similitud entre especies, tejidos y con

la catepsina D1 de las mismas especies.

Una complicacién que se presentd al estudiar tan diversas especies, fue que los

oligonucleotidos al ser disenados con base a regiones de la catepsina D en H. americanus, no
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amplificaron la catepsinas D de C. bellicosus y P. interruptus. Sin embargo, se sabe que estas
especies si tienen catepsina D en glandula digestiva, debido a los resultados de actividad. Se
sugiere que en futuros estudios, a partir de secuencias de otros decapodos aqui reportadas, se
disefien nuevos oligonucleo6tidos con el objetivo de obtener la catepsina D responsable de la

actividad en glandula digestiva de estas especies.

8.3 Analisis de las secuencias parciales del ADNc de la catepsina D en la glandula

digestiva de decapodos y de sus relaciones filogenéticas

Se comprobd, mediante Blastx que los fragmentos de ADNc obtenidos de la glandula
digestiva de las diferentes especies presentan dominios conservados de catepsina D y
muestran similitud a la catepsina D de las langostas H. americanus (GenBank: EU687261),
H. gammarus (GenBank EU822806) del camaron Penaeus monodon (GenBank: EF213114),
asi como a catepsinas D de otros grupos taxondmicos como por ejemplo: el pez Hippoglossus
hippoglossus (GenBank: DQ912663) y el pez plano Scophthalmus maximus (GenBank:
EU077233), entre muchos otros (datos no incluidos).

En base a los resultados de las secuencias parciales de ADNc de la catepsina D, aqui se
sugiere que especies del Infraérden Astacidea presentan mayor identidad con las catepsinas
D del Infraérden Caridea en comparacion con otros infradrdenes mas cercanos
filogenéticamente. Debido a que ambos infradérdenes, asi como sus componentes moleculares
incluidas las enzimas, comparten un ancestro comun, es decir, estan relacionados por
evolucion divergente, este rasgo pudiera ser el resultado de una duplicacion del gen del
antecesor de la catepsina D antes de la separacion de ambos infradérdenes; dicho gen pudo
haberse mantenido en Caridea y Astacidea, pero con sucesivas mutaciones se pudo perder en
Anomala, Brachyura y Penaeidea. Algo parecido se piensa que ocurrié con las proteinas
fluorescentes en algunos crustaceos (Shagin et al., 2004), o en proteinas Irx, las cuales

participan en el desarrollo de algunos invertebrados (Kerner et al., 2009 ).

Para enriquecer esta investigacion, se recomienda que en futuras investigaciones se considere
el andlisis de las secuencias completas de la catepsina D1, de tal forma que se pueda analizar

la region “polyproline loop”. Se sugiere que la ausencia de tres residuos de prolinas en el
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“polyproline loop” es lo que contribuye con la funcion digestiva a diferencia de las catepsinas
D lisosomales que tienen tres residuos de prolinas (Rojo, 2010). De esta manera, ademas de
poder comparar el area “polyproline loop”, se podria comparar las secuencias completas y

determinar su porcentaje de similitud.

8.4 Analisis de secuencias parciales de ADNc de catepsina D en musculo y branquias

de decapodos y de su respectivos cladogramas

Las secuencias parciales de ADNc de la catepsina D de branquias de C. pagurus, P.
bernhardus, P. montagui y L. depurator no guardan similitud con la catepsina D1 de H.
americanus; lo cual sugiere que aunque estas especies poseen un gen que codifica la
catepsina D en branquias, no es la catepsina D1. Por otro lado, aunque si fue posible comparar
las secuencias parciales de ADNc obtenidas a partir de glandula digestiva en todas las
especies, esta comparacion no fue posible en branquias de A. astacus, C. crangon y N.
norvergicus. Esto se puede deber a que los oligonucleotidos disenados no son especificos
para catepsina D en todas las especies; por lo que los productos amplificados no son siempre
constantes, de tal manera que se obtienen mas de dos sefiales en cada uno de los nucleotidos.
Debido a los resultados obtenidos en esta investigacion, ahora es posible disefiar mejores
oligonucleotidos para catepsina D con base a la secuencia de glandula digestiva de cada una
de las especies, con esto se tendrd una mayor oportunidad de obtener la secuencia parcial del
trascrito de branquias. Por otro lado, se observéd que en la mayoria de los casos, la fraccion
amplificada de catepsina D1 de branquias es similar a la de musculo de la misma especie,
excepto en C. pagurus, la cual, en musculo guarda mayor similitud con la catepsina D1 en

H. americanus (Figura 15).

En esta investigacion se acepta la hipdtesis planteada, que sugiere que la catepsina D también
participa en la hidrolisis de proteina proveniente del alimento, en especies de decapodos que
comparten un ancestro comun con el Infraérden Astacidea. Debido a que la catepsina D

también participa en la digestion extracelular de otras especies de decapodos, sugerimos que
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este rasgo o caracteristica “funcion extracelular de la catepsina D” no es exclusivo del

Infradrden Astacidea.

9 CONCLUSIONES

Se demostré que hay actividad de catepsina D en jugo gastrico y glandula digestiva
de las especies estudiadas. Dicha actividad es estadisticamente mayor a la de otros
tejidos no involucrados con la digestion, lo cual sugiere su participacion en la

hidrolisis de proteina proveniente del alimento.

La secuencias parciales de catepsina D, obtenidas a partir de glandula digestiva de las
especies pertenecientes a los Infradrdenes Astacidea y Caridea, son homologas a la
catepsina D1 caracterizada por (Rojo et al., 2010b). Sin embargo, las secuencias
parciales de los Infradrdenes Anomala, Brachyura y Penaeidea s6lo muestran entre

un 60 y 70% de similitud con la catepsina D1 de H. americanus.

La actividad de catepsina D en H. americanus es estadisticamente superior a la
actividad en especies que comparten un 99% de su secuencia parcial, por lo que se
sugiere que parte de la secuencia no obtenida tiene diferencias en estructura primaria
de la proteina, ademds procesos postraduccionales, asi como el pH acido del jugo

gastrico, deben estar favoreciendo la actividad de catepsina D en H. americanus.
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