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Introduccion. De manera general se acepta que las
serino proteinasas son las principales participantes en la
digestion del alimento en los crustaceos (1), sin embargo
en las langostas queladas americana (Homarus
americanus) y europea (Homarus gammarus) los
componentes proteinoliticos del jugo gastrico son cisteino
y aspartico proteinasas exclusivamente (2). El presente
trabajo es pionero en la descripcion de las caracteristicas
bioquimicas y moleculares de una aspértico proteasa
participante en la digestién extracelular de crustaceos.

Metodologia. Se aislé a la proteinasa aspartica que
contribuye sustancialmente a la actividad proteolitica del
jugo gastico de las langostas queladas, se le analizé por
espectrofotometria de masas y se obtuvo la secuencia N-
términal y deducida de amino&cidos, también se inquirié
en la presencia del transcrito en diferentes tejidos por
RT-PCR asi como en las variaciones en la concentracion
del mRNA ocasionadas por el ayuno usando gRT-PCR.
Con la finalidad de abundar en la funcién adaptativa de
dichas enzimas se evaluaron las propiedades cataliticas
y los pardmetros cinéticos a 4, 10 y 25 °C comparandolos
con los de la catepsina D bovina. Se indagd en las
caracteristicas estructurales y se compar0 por
cladograma con otras proteasas asparticas digestivas y
no digestivas de invertebrados.

Resultados. Se comprobd la funcién digestiva de la
aspartico proteasa presente en el jugo gastrico de las
langostas queladas y se confirmé la identidad de ésta
enzima como catepsina D, que fue designada aqui como
catepsina D1. EI mRNA de dicha enzima se expresa
exclusivamente en el tejido de la glandula digestiva y la
forma activa se encuentra en el jugo géstrico. Se
encontro que la concentracién del mMRNA de ésta enzima
varia a lo largo de un periodo de ayuno y realimentacion.
En cuanto a las propiedades cataliticas, se encontr6é que
las catepsinas D1 de las langostas tienen actividad
proteinolitica a un rango de pH méas amplio y una menor
estabilidad a temperaturas altas y moderadas comparada
con su homoélogo bovino. Respecto a la dependencia a la
temperatura de los parametros cinéticos, las catepsinas
D1 de las langostas no mostraron una diferencia
significativa en los valores de Ky, a las tres temperaturas
evaluadas (4, 10 y 25 °C), mientras que la enzima bovina
tiene valores de Ky, dependientes de la temperatura. El
valor del k.o/Ky de la enzima de las langostas resulto ser
cerca de 20 veces mayor respecto a la enzima bovina.
En una modelacion por comparacion, se encontré que la

diferencia mas conspicua entre las catepsinas D1 de las
langostas y la catepsina D bovina es la sustitucion de
residuos de prolina en un sitio putativo de unién al
sustrato conocido como “polyproline loop” (Fig. 1).

Fig. 1 (a) Prediccion del modelo molecular que representa la superficie
de la catepsina D1 (azul) y la comparacion por superposicién con la
catepsina D bovina (rojo). Comparacion estructural del “polyproline
loop” de la catepsina D bovina (b) con el lazo homélogo de la catepsina
D1 (c).

Conclusiones. Se propone que la baja temperatura
ambiental en la que habitan las langostas queladas es
una de las fuerzas evolutivas que han conllevado a la
participacion de cisteino y aspartico proteasas, ya que
dichas enzimas, incluyendo a la catepsina D1 aqui
caracterizada, muestran propiedades bioquimicas y
estructurales de las enzimas adaptadas para catalizar a
bajas temperaturas. Las propiedades cataliticas de la
catepsina D1 de las langostas queladas pueden ser el
resultado de un aumento en la flexibilidad de su
conformacion estructural debido a una disminucion de
residuos de prolina en sitios de unién al sustrato como el
“polyproline loop”, lo que hipotéticamente podria permitir
un centro catalitico mas flexible que deriva en una mayor
eficiencia catalitica a temperaturas bajas y moderadas
(3), la cual es intercambiada por una baja estabilidad a
altas temperaturas. De acuerdo al analisis por
cladograma, la ausencia de residuos de prolina en el
“polyproline loop” esta también asociada a enzimas
asparticas con funcion digestiva.
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