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INTRODUCCION

Los moluscos son organismos ampliamente distribuidos a nivel mundial, sin
embargo debido a fenomenos como la explotacion excesiva de los recursos
pesqueros en general, asi como a los cambios climaticos, las estrategias de
produccion desde hace varias decadas se han enfocado a su produccién a través
de sistemas de cultivo. No obstante para poder etablecer las mejores condiciones
de produccion y entender el comportamiento que los organismos marinos presentan
en los ambientes marinos se requieren estudios que permitan un mayor

conocimiento de las mismas.

Los principales moluscos consumidos en el mundo son las almejas reina
(Doosinia ponderosa) y la japonesa (Ruditapes philippinarum), situdndose solo por
debajo del ostion (Bagnara Vivanco, 2008) y el calamar gigante. La produccion de
éste Ultimo organismo se ha visto mermada en los dltimos 5 afios en las costas
Mexicanas, atribuido entre otras a problemas climaticos como el fenébmeno de la
Nifia y el Nifio (Morales-Bojorquez et al., (2017). Lo que ha propiciado la migracion
del mismo hacia otras zonas del continente americano como Costa Rica y Peru. Los

fendbmenos de migracion se dan sobre todo por la basqueda de alimentacion.

Un nutriente importante dentro de la dieta de los organismos marinos son las
proteinas. En el caso particular del calamar se ha reportado que en su principal
organos digestivo el hepatopancreas, las principales actividad enzimatica es

proteolitica, como la tripsinica, quimotripsinica, aminopéptidica y carboxipéptidica.



Asi mismo se ha detectado alta actividad enzimética a pH &cidos en el
hepatopancreas las principales enzimas que se han estudiado son las proteasas
alcalinas (Ezquerra-Brauer et al. 2002; Osuna-Ruiz et al. 2010). Sin embargo, se
sabe que existe una alta actividad enzimética a pH acidos (Cardenas-Lopez y
Haard, 2005). Una de las principales enzimas lisosomales aislada del
hepatopancreas de muchos moluscos es la catepsina D (EC 3.4.23.5) (Tiscar et al.,

2004; Venugopal y Kumar, 2014).

La catepsina D se encuentra en todos los organismos actuando en el
recambio proteico (Balti et al., 2010; Davies, 1990). Esta enzima desempefia un
papel importante en la degradacion intracelular de hormonas polipeptidicas,
factores de crecimiento, la insulina, el glucagén (Benes et al., 2008) y también
participa en la activacion in vitro de los precursores enzimaticos de catepsinas B y
L aisladas del higado y rifidbn de rata (Nishimura et al., 1988). Asi mismo se ha
reportado que su actividad se incrementa ante el desarrollo de varios tipos de
carcinomas (Benes et al., 2008; Fusek et al., 2005). Se ha detectado en altas
concentraciones en los pacientes con el mal de Parkinson (Crabtree et al., 2014),
siendo también un blanco en el tratamiento de la enfermedad de Alzhéimer (Di
Domenico et al., 2016), asi como involucrada en la regulacion de la apoptosis o
muerte celular programada (Blanco-Labra et al., 1996).

En organismos marinos la catepsina D ha sido aislada de algunas especies
de peces como la carpa (Cyprinus carpio) (Goldman-Levkovitz et al., 1995), el
arenque (Clupea harengus ) (Nielsen et al., 2001), del mejillon (Mytilidae

galloprovincialis) y del hepatopancreas de calamares (Sepia) (Balti et al., 2010;
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Gildberg, 1987). En la langosta americana (Homarus americanus) se asocia con la
digestion encontrandose en el jugo gastrico (Rojo et al., 2010), mientras que en la
Lampetra japonica esta relacionada con el sistema reproductor (Xiao et al., 2015).
En otros invertebrados se encuentra presente en la digestion de proteinas del

alimento (Padilha et al., 2009; Rojo et al., 2010; Williamson et al., 2002).

Se sabe que la catepsina D jueba un papel fundamental tanto en el sistema
inmune como digestivo de los organismos vivos (Tiscar et al., 2004; Venugopal y
Kumar, 2014). Existen muchas estrategias que pueden tomar los organismos para
una adecuada protedlisis. Sin embargo, a nivel enzimético la principal es la sintesis
de enzimas con diversas caracteristicas, ya sea, enzimas que han incrementado su
eficiencia catalitica a expensas de la estabilidad térmica o, enzimas que aumentan
su estabilidad térmica a expensas de su eficiencia catalitica (Russell, 1998). La
catepsina D posee una alta eficiencia catalitica, por lo que se ha detectado que se
requieren concentraciones bajas de la enzima para que se lleve a cabo la reaccién
quimica, asi mismo se ha reportado que pueden inactivarse a temperaturas
moderadas, lo que permite detener los procesos enzimaticos sin comprometer la
integridad de los productos (Feller, 2013; Siddiqui et al., 2006).

En cuanto a la caracterizacion estructural de la catepsina D en organismos
marinos, a la fecha se tienen reportes principalmente en crustaceos (Martinez-
Alarcon et al., 2018). Las cuales al compararse con la presente en el bazo bovino,
la proveniente de los crustaceos estudiados exhibe mayor eficiencia catalitica y
ausencia de estructuras tipo lazo en la estructura de la enzima. Estas diferencias

constituyen adaptaciones que le permiten a la catepsina D catalizar sus sustratos a
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bajas temperaturas (Rojo et al., 2013). Estas caracteristicas estan asociadas a su
estructura secundaria principalmente a motivos Baaf; es decir, las hélices a y las
hojas B se van intercalando en la secuencia peptidica relacionados por un eje de
rotacién, y es aqui donde los dos motivos Baa forman una estructura que tipo red
(Bhattacharyya, 2016). En algunas proteinas existen residuos acoplados en algunas
de las hojas B centrales, principalmente al final de las mismas. Esta presencia de
acoplamiento les confiere estabilidad a las hélices a asi como también al hecho de
qgue se encuentran muchos residuos importantes en las asas de la proteina y otras
regiones accesibles al solvente (Bottoms et al. 2002).

A pesar de los estudios antes mencionados, en moluscos la informacion que
se tiene sobre la catepsina D en el tracto digestivo de los organismo es escasa, la
mayoria de los trabajos se han centrado en la actividad que la misma posee en la
region anatémica que mayormente se consume, su manto (Luna-Raya et al., 2014),
y aun no se conoce la biogénesis lisosémica en estos organismos ni cuales enzimas
participan en su digestion. Por lo tanto, debido a la gran diversidad biol6gica que
presenta el grupo de moluscos y al papel fisiolégico que la Catepsina D posee, se
requieren realizar mayores estudios que permitan profundizar mas en el
conocimiento de esta enzima. En este trabajo se llevo a cabo la extraccion y
purificacion de la catepsina D de tres moluscos de interés comercial la almeja
japonesa, la almejra reina y el calamar gigante. La caracterizacion de la enzima
purificada se realiz6 mediente el establecimiento de parametros bioquimicos
(masas moléculares), fisicos (pH y temperatura), cinéticos y estructurales. El
desarrollo de esta investigacion coadyuvara al conocimiento de las caracteristicas

bioquimicas y termodinamicas de la catepsina D. y sienta las bases para proximas
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investigaciones que permitan explorar cOmo las caracteristicas estructurales
responsables de la actividad de la enzima impactan en el desarrollo de los

organismos.
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DESARROLLO DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Para probar la hipétesis planteada, el trabajo experimental se dividio en tres etapas,
las cuales se describen en los siguientes tres capitulos

Capitulo 1: caracterizacion de la enzima catepsina D del hepatopancreas de
calamar gigante (Dosidicus gigas)

Este capitulo consiste en un manuscrito titulado Effect of Temperature and pH on
the Secondary Structure and Denaturation Process of Jumbo Squid
Hepatopancreas Cathepsin D. El manuscrito contiene informacién acerca del efecto

que puede tener el pH y la temperatura en la estructura secundaria de la proteina.

Capitulo 2: Caracterizacion de catepsina D del hepatopancreas de las almejas

japonesa (Ruditapes pHilippinarum) y almeja reina (Dosinia ponderosa)

Este capitulo consiste en el manuscrito efecto de la temperatura y ph en la
estructura secundaria y el proceso de desnaturalizacion del hepatopancreas de la

almeja reina (Dosinia ponderosa)

Capitulo 3: Cambios en actividad, estructura secundaria y proceso de
desnaturalizacion de catepsina D del hepatopancreas de la almeja reina

Dosinia ponderosa a diferentes condiciones de temperatura y pH.

Este capitulo contiene informacion sobre la caracterizacion y purificacion de
catepsina D del hepatopancreas de la almeja almeja reina (Dosinia ponderosa) y

como la temperatura y el pH afectan la estructura secundaria de la proteina.
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Effect of Temperature and pH on the Secondary Structure and
Denaturation Process of Jumbo Squid Hepatopancreas Cathepsin
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Abstract: Background: Cathepsin D is a lysosomal enzyme that is found in all organisms acting in
protein turnover, in humans it is present in some types of carcinomas, and it has a high activity in
Parkinson's disease and a low activity in Alzheimer disease. In marine organisms, most of the
research has been limited to corroborate the presence of this enzyme. It is known that cathepsin D
of some marine organisms has a low thermostability and that it has the ability to have activity at
very acidic pH. Cathepsin D of the Jumbo squid (Dosidicus gigas) hepatopancreas was purified and
partially characterized. The secondary structure of these enzymes is highly conserved so the role of
temperature and pH in the secondary structure and in protein denaturation is of great importance in
the study of enzymes. The secondary structure of cathepsin D from jumbo squid hepatopancreas
was determined by means of circular dichroism spectroscopy.

Objective: In this article, our purpose was to determine the secondary structure of the enzyme and
how it is affected by subjecting it to different temperature and pH conditions.

Methods: Circular dichroism technique was used to measure the modifications of the secondary

ARTICLE HISTORY structure of cathepsin D when subjected to different treatments. The methodology consisted in
dissecting the hepatopancreas of squid and freeze drying it. Then a crude extract was prepared by

Received: December 20, 2018 mixing 1: 1 hepatopancreas with assay buffer, the purification was in two steps; the first step
ﬁ';ﬁ‘:i,%‘c‘fifgﬁg consisted of using an ultrafiltration membrane with a molecular cut of 50 kDa, and the second step,
a pepstatin agarose resin was used to purification the enzyme. Once the enzyme was purified, the

DOF purity was corroborated with SDS PAGE electrophoresis, isoelectric point and zymogram. Circular
10.21749 208665266661 9405124333 dichroism is carried out by placing the sample with a concentration of 0.125 mg / mL in a 3 mL
" quartz cell. The results were obtained in mdeg (millidegrees) and transformed to mean ellipticity

CrossMar per residue, using 111 g/mol molecular weight/residue as average. Secondary-structure estimation

from the far-UV CD spectra was calculated using K2D Dichroweb software.

Results: It was found that « helix decreases at temperatures above 50 °C and above pH 4. Heating
the enzyme above 70°C maintains a low percentage of « helix and increases p sheet. Far-UV CD
measurements of cathepsin D showed irreversible thermal denaturation. The process was strongly
dependent on the heating rate, accompanied by a process of olipomerization of the protein that
appears when the sample is heated, and maintained a certain time at this temperature. An amount
typically between 3 and 4% a helix of their secondary structure remains unchanged. It is consistent
with an unfolding process kinetically controlled due to the presence of an irreversible reaction. The
secondary structure depends on pH, and a pH above 4 causes o helix structures to be modified.

Conclusion: In conclusion, cathepsin D from jumbo squid hepatopancreas showed retaining up to
4% o helix at 80°C. The thermal denaturation of cathepsin D at pH 3.5 is under kinetic control and
follows an irreversible model.

Keywords: Jumbo squid, cathepsin D denaturation, circular dichroism, oligomerization, Far-UV CD, hepatopancreas.
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CAPITULO 2

Effect of temperature and pH in secondary structure and denaturation process of

Japanese clam (Ruditapes philippinarum) hepatopancreas cathepsin D
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Abstract

Cathepsin D from the Japanese clam (Ruditapes phillipinarum) hepatopancreas was purified
and partially characterized by affinity chromatography on pepstatin agarose. The purification
fold and yield were 37 X and 19% respectively, with a molecular weight of 36.5 kDa
estimated by SDS-PAGE. The isoelectric point was 6.6 determined by isoelectric focusing.
The optimal activity of the enzyme was found from pH 3.0 to 3.5 and an optimum
temperature at 45°C for hemoglobin substrate. The stability remained constant at a pH of 3
to 7, retaining more than 50% of its activity at 60 min and rapidly losing the activity at pH 2,

8and 9. As for temperature, the activity it remained above 50% at 1 hour and 30 °C. However,

it decreases rapidly from and above 40 °C. The protein structure is highly conserved, but
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CAPITULO 3

Cambios en actividad, estructura secundaria y proceso de desnaturalizacién de
catepsina D del hepatopancreas de la almeja reina Dosinia ponderosa a diferentes
condiciones de temperatura 'y pH.
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Introduccion

Los factores que afectan las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas, son poco
conocidos (White, 2013; White et al., 1998). La catepsina D es una enzima lisosdmica que
se encuentra en todos los organismos actuando en el recambio proteico y recientemente se
ha descubierto su participacién en la degradacion de proteinas del alimento (Jamdar et al.,
2016; Martinez-Alarcon et al., 2018; Rojo et al., 2013; Rojo et al., 2010), en humanos, esta
enzima esté bien caracterizada debido a su presencia en varios tipos de carcinomas (Fusek et
al., 2005), es un blanco en el tratamiento de mal de Parkinson (Pal et al., 2019) y actta en la
regulacion de la activacion de la las células inflamatorias durante la pancreatitis (Aghdassi
et al., 2018), en organismos marinos se sabe que la catepsina D tiene una intensa actividad
durante el desove (Balti et al., 2010; Sales et al., 2019).

Se han realizado varios esfuerzos analiticos para dilucidar la relacion que existe entre la

estructura de la proteina y la actividad. Los estudios de caracterizacion fisicoquimica y
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CONCLUSIONES

Se logro establecer la presencia de catepsina D en el hepatopancreas de la
almeja japonesa, almeja reina y calamar gigante.

La estabilidad al pH y a la temperatura estan aumentados posiblemente
por la poca presencia de a hélices.

Su temperatura de transicion (Tm) es inusualmente alta comparada con la
gue se reporta para organismos marinos, en el caso del calamar gigante su
temperatura de desnaturalizacion es muy similar a la reportada para otros
calamares.

Su estabilidad térmica y estabilidad al pH coincide con los cambios en su
estructura secundaria.

Se sugiere que la catepsina D es la Unica enzima que actda a un pH muy
acido en la almeja japonesa, almeja reina y calamar gigante.
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RECOMENDACIONES

Modelar la estructura proteica de las catepsinas D de calamar gigante,
almeja reina y almeja japonesa.

Identificar la secuencia N-terminal de aminoacidos de la catepsina D de
calamar gigante, almeja reina y almeja japonesa.

Conocer los parametros termodinamicos de la union entre el inhibidor y la
catepsina D de calamar gigante, almeja reina y almeja japonesa mediante
la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC).

Conocer la especificidad de la catepsina D hacia diferentes sustratos.
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