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Resumen

Prostephanus truncatus (Horn) es un insecto barrenador que causa grandes pérdidas
en productos almacenados, sobre todo en maiz y yuca seca; se trata de una plaga originaria
de América central, que se introdujo accidentalmente en el Este de Africa a finales de los
1970’s. Este insecto posee enzimas digestivas de la familia serin proteasas, las cuales se
encuentran involucradas en diversos procesos de desarrollo y proteccion del insecto, dichas
proteasas son blanco de estudio ya que pueden ser clave para desarrollar mecanismos para

el control sobre la plaga.

En este trabajo se purificé parcialmente un conjunto de proteasas digestivas tipo
tripsina, mediante una combinacidn de técnicas como extraccién liquida, precipitacidén con
sulfato de amonio, cromatografia de interaccién hidrofébica y ultrafiltraciéon, que
permitieron obtener los pesos moleculares de las proteasas, las cuales se encuentran entre
20-50kDa. Ademas, se logré caracterizar el comportamiento del complejo enzima-inhibidor,
mediante zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina, utilizando dos inhibidores
obtenidos a partir de frijol tépari. Aunado a esto, se comprobd mediante andlisis por
espectrometria de masas, que un fragmento del conjunto de enzimas obtenido pertenece

a la subfamilia S1A de las proteasas tipo tripsina.

Los resultados obtenidos aportan informacién atil sobre el sistema de proteasas
digestivas en el insecto, con estos datos, se podran proponer nuevas estrategias basadas en

este tipo de conocimiento.



Abstract

Prostephanus truncatus (Horn) is a borer insect that causes large losses in stored
products, especially in maize and dry cassava. It is a pest native to Central America, which
was accidentally introduced in East Africa in the late 1970's. Among others, this insect
possesses digestive enzymes of the serine protease family, which are involved in insect’s
development and protection processes, these proteases have become a target of study as

they may be key to develop mechanisms for pest control.

In this work, a set of digestive trypsin-like protease was partially purified by a
combination of techniques such as liquid extraction, ammonium sulfate precipitation,
hydrophobicinteraction chromatography and ultrafiltration, which allowed us to obtain the
molecular weights of the proteases, between 20-50kDa. In addition, it was possible to
characterized the interaction of these enzymes with different protease inhibitors by
zymography of trypsin-like proteolytic activity. Finally, it was found by mass spectrometry
analysis that a fragment of the enzyme set obtained belongs to the subfamily S1A of trypsin-

like proteases.

The results obtained provide useful information about the system of digestive
proteases in the insect, which could help to set the basis for a new strategy to combat this

pest.



Introduccion

Cereales y su importancia econdmica

Los cereales son plantas que pertenecen a la familia de las gramineas, los cuales se han
cultivado durante milenios. Sus semillas comestibles tienen un papel importante en la dieta
humana y son la fuente principal de calorias para la mayoria de las poblaciones (Awika

2011).

De acuerdo a las estadisticas de la Organizacidon de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO), se estima que la produccion mundial total de cereales
para el 2017-2018 sera aproximadamente de 2,597 millones de toneladas; entre los
principales productos agricolas de interés se encuentran el maiz, frijol, trigo, arroz y sorgo

(FAO 2017).

Se ha puesto especial interés en la produccién de cereales debido al crecimiento
esperado de la poblacién mundial; por ello, los sistemas agricolas deberdn experimentar
grandes cambios, con el fin de satisfacer las crecientes necesidades de alimentos de mas de

6,000 millones de personas para el afio 2050 (Tilman 2002).

Dafios a cultivos de interés

Los insectos son las especies mas diversas de animales sobre la tierra; aunque este gran
numero de insectos ha explotado casi todos los nichos en el medio terrestre, sélo una
pequeia proporcion de especies (alrededor del 5%) se ha convertido en plagas graves
(Busvine 1980). Un insecto puede convertirse en una plaga cuando éste ocasiona dafios al
hombre, a sus cultivos, animales o a sus propiedades. En la agricultura, un insecto puede
clasificarse como plaga si el dafio que causa a un cultivo es suficiente para reducir

significativamente el rendimiento y/o la calidad del producto cosechado (Dent 2000).

Las plagas son capaces de infestar los productos agricolas en cualquiera de las etapas
de desarrollo del cultivo y durante el almacenamiento de sus productos, atacando cualquier

parte de la planta (Garcia-Lara et al. 2007) Por ejemplo, algunas especies se alimentan del



endospermo causando pérdida de peso y calidad del grano, ademas se les asocia a

enfermedades y otros riesgos sanitarios, como la presencia de hongos y toxinas.

Después que el cultivo es cosechado, éste es sometido a una serie de operaciones que,
de realizarse de manera inapropiada, puede resultar en pérdidas severas (Sallam 1999). Los
productos almacenados son una fuente de alimento ideal para los insectos, y la mayoria de
las plagas de almacenamiento son capaces de aumentar drasticamente en nimero dentro
de un tiempo relativamente corto (Garcia-Lara et al. 2007). Debido al dafio causado por los
insectos, los granos pierden valor para la comercializacion, el consumo o la siembra (Sallam

1999).

Dos grandes grupos de insectos contienen las mayores plagas post-cosecha de cultivos
econdmicamente importantes: coledpteros (escarabajos) y lepiddpteros (mariposas y
polillas) (Sallam 1999). Existen algo mas de 25 especies pertenecientes a los érdenes
coledptera y lepiddptera; de éstas, alrededor de 15 son las de mayor importancia. Los
coledpteros son el orden de insectos mds grande y contiene las plagas de productos
almacenados mas importantes. Los conocidos comunmente como gorgojos barrenadores
de los granos, clasificacion a la que pertenece P. truncatus, son insectos que atacan
vorazmente a los cereales y sus productos. Los adultos originan perforaciones en los granos
y producen polvo abundante; las larvas se alimentan del endospermo, comen el interior del

grano dejando la cubierta (Valdes et al. 2000).

El grano de maiz es una fuente importante de carbohidratos y proteinas, por lo que
representa una fuente de alimento importante para diversos grupos sociales. Ademas, es el
cultivo con mayor produccién a nivel mundial. Aunque el maiz es originario de
Mesoameérica, se puede adaptar a diferentes ambientes y hoy en dia su consumo es a nivel

mundial (Garcia-Lara et al. 2007).

El constante ataque de insectos y de patdgenos sobre las plantas y granos almacenados,
produce pérdidas econdmicas muy elevadas. Se estima que en México existe una pérdida

anual entre el 20% y el 50% de los principales granos y semillas, tales como maiz, frijol, trigo,



entre otros (CIMMYT 2013). Por ello, los agricultores han tenido que recurrir al uso
intensivo de pesticidas para garantizar la disponibilidad de granos en la cantidad y calidad

requeridas (Blanco-Labra & Aguirre Mancilla 2002).

Biologia y ecologia del insecto plaga P. truncatus

Prostephanus truncatus (Horn) (Coleoptera: Brostrichidae) o barrenador mayor de los

granos es una plaga grave de los productos almacenados de maizy yuca seca (Hodges 1994).

La comunidad cientifica internacional ha puesto gran atencion para realizar
investigacion sobre este insecto como plaga asociada a cereales y tubérculos almidonosos
almacenados (Nansen & Meikle 2002). Las condiciones éptimas para el desarrollo del
insecto en maiz son aproximadamente 32 °C y 70-80% de humedad relativa; bajo estas
condiciones, el periodo minimo de desarrollo reportado es de 24 dias en maiz molido o en

los granos enteros (Dick 1988).

Morfologia del insecto

Prostephanus truncatus pertenece a la familia Bostrichidae, los cuales son conocidos
como falsos escarabajos pulverizadores. Su cabeza curvada, sus fuertes mandibulas y la
forma cilindrica de su cuerpo son caracteristicas tipicas de los insectos xil6fagos (Figura 1).
El protérax largo protege la cabeza durante la perforacién de granos y provee un gran
soporte para los musculos de la mandibula. Prostephanus truncatus tiene una gran

habilidad para penetrar a través de material muy resistente y duro (Nansen & Meikle 2002).



Figura 1: Morfologia de Prostephanus truncatus. a) vista dorsal; b) cabeza
del insecto, vista frontal; c) vista lateral; d) protorax (Graham 2005).

Distribucion geografica de P. truncatus

El insecto es nativo de América central, pero se introdujo accidentalmente en Africa,
siendo Tanzania y Togo los paises responsables de la dispersiéon de la plaga a finales de los
70’s, causando grandes pérdidas econdmicas (Armienta-Aldana et al. 2003). Desde
entonces, se ha reportado en al menos 14 paises de ese continente, esto debido a que el
maiz es ampliamente distribuido a lo largo de muchas rutas (Nansen & Meikle 2002; Hodges

1994).

La distribucion actual de Prostephanus truncatus es muy amplia y es considerado una
de las mayores plagas de almacenamiento en México, América Central y en el centro y sur

de Africa (Figura 2).



Figura 2: Distribucién mundial de P. truncatus (EPPO 2011)

Magnitud del problema/Status de plaga y pérdidas

P. truncatus se ha convertido en una plaga grave de maiz y yuca seca que puede
atacar tanto a productos almacenados, como a los cultivos en crecimiento; la seriedad del
problema varia dependiendo del pais o la regién afectada, esto debido a las condiciones

ambientales, los tratamientos postcosecha, entre otros (Hodges 1986).

Los productos infestados son destruidos fisicamente debido a que los adultos de P.
truncatus barrenan los granos de maiz y producen grandes cantidades de harina, de donde
sus larvas se alimentan y pupan (Sallam 1999). También se conoce que la yuca seca
almacenada es fuertemente atacada por este insecto; ademas, esta especie ha probado ser
altamente tolerante a contenidos bajos de humedad relativa en los granos, las pérdidas del
producto pueden ser de hasta el 50% del total en un plazo de 8 meses o menos (Muantinte

et al. 2014).

El barrenador mayor de los granos también ataca a otros productos almacenados
como trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativa), garbanzo (Cicer arietinum), papas
(Solanum tuberosum), sorgo (Sorghum bicolor) y muchos otros cultivos de leguminosas,

incluso ha llegado a atacar madera de arboles y viviendas (Muantinte et al. 2014).

Existen diferencias varietales en la susceptibilidad de maiz a P. truncatus debido a

que los granos mas duros, como los de maiz palomero, sufren menos danos, pero no son



inmunes al ataque de insectos (Hodges 1986). La introduccion de P. truncatus como insecto
plaga ha mermado la economia de muchos paises, especialmente de aquellos que
dependen de la exportacién del maiz, ya que muchos paises se rehldsan a importar maiz de

areas infestadas con el barrenador mayor de los granos (Sallam 1999).

Estrategias de control

Se han propuesto métodos de control para diferentes estadios de desarrollo de P.
truncatus, desde etapas larvales hasta insecto adulto, debido a que existe la posibilidad de
una dispersién accidental de la plaga, y por lo tanto grandes pérdidas de cultivos que se

reflejan en pérdidas econdmicas.

Los métodos de prevencion y sanidad consisten de manera indirecta, en reglas
generales de limpieza y procesamiento del grano (Valdes et al. 2000). Algunas de las
técnicas utilizadas como métodos de prevencidn contra plagas, comienzan desde la forma
en que se almacenan los cultivos después de la cosecha. Tradicionalmente, las mazorcas se
someten a humo y a altas temperaturas, el calor hace que las cascaras mds externas de los
granos de maiz se quemen, lo que ayuda a desinfectarlo para su almacenamiento (Golob

2002).

En los métodos directos, se utiliza algin agente quimico, fisico, mecanico y/o
bioldgico, presentando cada uno ventajas y desventajas. Los agricultores tienen la
necesidad de almacenar las semillas que seleccionan de un ciclo a otro y, para combatir las
plagas de granos almacenados, invierten gran cantidad de dinero en fumigaciones e
insecticidas sintéticos (Valdes et al. 2000). En muchos paises, los insecticidas
organofosforados, disponibles ya sea en forma de polvos o emulsiones concentradas para
aplicarse en forma de “spray”, son recomendados para proteger a las semillas en
almacenamiento a largo plazo; a pesar de que los resultados han sido satisfactorios contra
algunos de los insectos plaga primarios, el costo-beneficio no es el esperado, ya que
disminuyen la calidad de los productos, aumentan los costos de almacenaje, no son
efectivos a corto plazo y eventualmente existe resistencia adquirida por los insectos (Golob

2002; Valdes et al. 2000).



Como una plaga exdtica que broté en América y se dispersé rapidamente en Africa,
P. truncatus se convirtié en un candidato para el control bioldgico clasico. La Academia
Nacional de Ciencias de los Estados Unidos define control bioldgico como la utilizacién de
organismos naturales o modificados, genes o productos génicos, para reducir los efectos de
organismos indeseables (plagas) y para favorecer organismos utiles para el ser humano,
tales como cultivos, arboles, animales y microorganismos benéficos (Bellows & Fisher

1999).

El objetivo del control bioldgico, es una disminucidn significativa en la densidad de
la plaga objetivo, en este caso la incidencia y la acumulacion de la poblacién de P. truncatus
en almacenes de granos, sin afectar ambientes circundantes, cuidando la calidad del grano

y haciéndolo un método accesible para la mayoria de los agricultores (Meikle et al. 2002).

Tomando en consideracion el enorme impacto ecolégico y el riesgo a la salud del ser
humano por los agroquimicos utilizados (Haq et al. 2004), se han propuesto tratamientos
alternativos de control bioldgico de P. truncatus que incluyen el uso de su depredador
natural, Teretrius nigrescens (Schneider et al. 2004), la utilizacién de hongos
entomopatdgenos (Smith et al. 2006), el empleo de extractos de plantas (Popoola & Hassan
2011), asi como la combinacidon de una variedad de maiz resistente y su depredador
(Bergvinson & Garcia-Lara 2011); todos ellos con resultados promisorios, pero cuya
incidencia sobre la solucién del problema clave ain no han sido completamente

satisfactorios.
Alternativa para el control de P. truncatus

Actualmente, la proteccion de cultivos ante P. truncatus se basa principalmente en
el uso exclusivo e intensivo de pesticidas quimicos, lo que favorece que las plagas
desarrollen resistencia, ademas de que disminuye su especificidad (Jamal et al. 2013).
Aunado a lo anterior, los altos costos de los métodos de control, asi como la preocupacion
del publico y la comunidad cientifica por los dafios que causan los insecticidas al ambiente,
se han estudiado mecanismos alternos que puedan ser capaces de controlar esta plaga

(Terra & Ferreira 2012).



Las plagas de insectos y los microorganismos patogenos utilizan enzimas
proteoliticas para la digestion de proteinas. Como consecuencia de la evolucidn, las plantas
han desarrollado mecanismos de defensa que ayudan a contraatacar dichos agentes
externos, mediante la sintesis constitutiva e inducida de inhibidores de proteasas (IP’s). Los
IP’s presentan actividad tdxica contra patdgenos; por lo tanto, pueden ayudar a inhibir
enzimas digestivas del insecto, lo cual tendria efecto especificamente sobre la asimilacion
de alimentos, crecimiento y reproduccién del insecto plaga (Castro-Guillén et al. 2012;

Jamal et al. 2013).

Por ello, se ha puesto especial interés en el estudio bioquimico del intestino de
insectos, debido a que se considera como un blanco potencial para el control de la plaga

(Terra & Ferreira 2012).

Antecedentes

Proteasas

Un genoma tipico contiene de 2-4% de genes que codifican a enzimas proteoliticas.
Entre éstas, las proteasas, también denominadas peptidasas, surgieron durante la evolucién
como el grupo mas abundante y funcionalmente diverso. Se caracterizan por romper el
enlace peptidico de las proteinas y se dividen en dos grandes grupos: las endopeptidasas,
qgue hidrolizan enlaces peptidicos internos de una proteina, y las exopeptidasas, que

fragmentan aminodcidos externos de la cadena (Di Cera 2009; Miiller-Esterl 2008).

La protedlisis juega un rol importante en muchos procesos biolégicos tales como la
digestion, el recambio de proteinas y la defensa contra patégenos (Runeberg-Roos et al.

1994).

Clasificacion de proteasas

En la actualidad, mas de 140,000 proteasas de diferentes origenes, se han registrado

en la base de datos MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/). La clasificacion jerarquica, que
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se establecid para las proteasas en 1993 y para los inhibidores de proteasas en 2004, implica
el agrupamiento de conjuntos homdlogos de proteasas y secuencias inhibidoras de la
proteina, que luego se agrupan en familias y que a su vez se agrupan en clanes (Rawlings et
al. 2016). De acuerdo a esta clasificacion se dividen en serin, cistein, aspartico, metalo y
glutdmico proteasas, las cuales son nombradas de acuerdo al mecanismo de accion con que
efectian la catalisis. De las anteriores, Unicamente las cuatro primeras clases han sido
reportadas formando parte de los procesos digestivos de los insectos (Wagner et al. 2002;

Terra & Ferreira 2012).

La nomenclatura estandar utilizada para designar los residuos de aminodcidos tanto
del sustrato, como de la enzima que interaccionan en la hidrdlisis, se nombra con referencia
al enlace peptidico que es hidrolizado como P1, P2, P3..., Pn en direccion al N-terminal y P1’,
P2’, P3'.., Pn’ en direcciéon al C-terminal del péptido; mientras que los subsitios
correspondientes en la enzima, se nombran como S1, S2, S3...,, Sn y S1 ', S2', S3'..,, Sn',
respectivamente, como se muestra en la Figura 3 (Schechter & Berger 1968; Hedstrom

2002).

Figura 3: Nomenclatura estandar para residuos de sustrato y sus correspondientes sitios de unidn.
El sustrato se representa por la cadena polipeptidica dentro de la enzima (representada por los
extremos que rodean al sustrato). Se enfatizan los sitios de interaccion potenciales del sustrato
(indicados con la letra P) con las cavidades de la enzima (cavidades S). El enlace escindible en el
sustrato (marcado por la flecha) es el punto de referencia (Castro-Guillén 2012; Schechter & Berger
1968).
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Mecanismo de accion de las proteasas

Los polipéptidos pueden escindirse tanto quimica como enzimaticamente. Las
enzimas que catalizan la escision hidrolitica de los enlaces peptidicos se denominan
proteasas y se dividen en cuatro clases mecanicistas principales: serin, cistein, aspartico y

metaloproteasas (Erez et al. 2009).

En la hendidura del sitio activo catalitico se encuentran los grupos quimicos que
realizan la catalisis. Asi, por ejemplo, en las serin proteasas (Figura 4a), la serina catalitica
adquiere su reactividad por la interaccion con otros dos aminoacidos, formando una triada
catalitica entre la serina (Ser195, nucledfilo), la histidina (His57, base) y el aspartico
(Asp102, electréfilo); dicha triada se encuentra altamente conservada a través de la
evolucidon en muchos organismos (Di Cera 2009). Cada uno de estos tres aminoacidos tiene
un papel importante en el mecanismo de la proteasa. La histidina, con la ayuda del
aspartato que retira protones, desprotona el hidroxilo de la serina, lo que permite un
ataque nucleofilico sobre el carbono del carbonilo del sustrato. La segunda caracteristica de
las serin proteasas es un agujero de oxianidn, que estabiliza el estado de transicién

tetraédrico (Polgar 2013; Erez et al. 2009; Hedstrom 2002).

El mecanismo de las cistein proteasas (Figura 4b) es similar al de las serin proteasas
en el uso de un nucledfilo fuerte y la formacién de un complejo enzima-sustrato covalente.
Sin embargo, el nucledfilo es el atomo de azufre de un residuo de cisteina, en oposicion al
atomo de oxigeno de una serina. Las aspartico proteasas (Figura 4c) contienen dos residuos
de acido aspartico que actuan en un mecanismo acido-base general. Una molécula de agua
coordinada entre los acidos asparticos es activada por la abstraccion de un protdn,
permitiendo que el agua polarizada ataque el carbono carbonilico del enlace escindible del
sustrato. Las metaloproteasas (Figura 4d) utilizan un metal coordinado, generalmente zinc,
en su mecanismo catalitico. En muchas metaloproteasas solubles, la coordinacién se realiza
mediante tres histidinas, o dos histidinas y una cadena lateral acidica. Una molécula de agua

gue sirve como un ligando de zinc adicional esta unida a hidrégeno a un glutamato, que
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abstrae un proton de la molécula de agua atacante. El propio ion zinc estabiliza el oxianiéon

(Erez et al. 2009).

Figura 4: Mecanismo de accién de las proteasas. (a) Serin proteasas, (b) cistein proteasas, (c)
aspartico proteasas y (d) metaloproteasas (Erez et al. 2009).

Serin proteasas

Mas de un tercio de todas las enzimas proteoliticas conocidas son serin proteasas.
Existen en total alrededor de 50 familias que se distinguen basados en las secuencias de
aminodacidos, a su vez se agrupan a la mayoria de estas familias en 14 clanes mediante la
comparacion de estructuras terciarias y el orden de los residuos cataliticos en las secuencias

(Rawlings & Barrett 1999; Di Cera 2009).

Dentro de las serin proteasas, la primera reportada fue la quimotripsina bovina, la
cual ha permitido dilucidar el mecanismo de accidén de las serin proteasas (Polgar 2005).
Esta tiene un plegamiento con 2 barriles B, con el sitio activo en medio de la hendidura
entre los dos barriles. En la hendidura del sitio activo catalitico se encuentran los grupos

quimicos que realizan la catdlisis (Di Cera 2009).
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Muchas de las serin proteasas de insectos pertenecen a la familia S1 del clan PA, que
incluye dos subfamilias la S1A y S1B, las cuales son distintas filogenéticamente, pero
comparten una estructura comun de dos barriles B. Las proteasas S1B se encuentran en
toda la vida celular y son las responsables del recambio proteico intracelular. Por otra parte,
las proteasas S1A son las tripsinas que median una gran variedad de procesos extracelulares

(Di Cera 2009).

Las proteasas del clan PA, clasificacion a la que pertenecen las de tipo tripsina, son
las mas abundantes de las serin proteasas y quizas el grupo de enzimas mejor estudiado. Se
encuentran en eucariotas, procariotas, archeas y virus. Estas enzimas participan en muchos
procesos fisioldgicos importantes como la digestidon, coagulacién de la sangre, fibrindlisis,
desarrollo, apoptosis e inmunidad (Di Cera 2009; Hedstrom 2002). Las enzimas digestivas
tipo tripsina rompen cadenas polipeptidicas en residuos cargados positivamente (Arg/Lys)
en la posicion P1 del sustrato. El plegamiento de la tripsina es importante para la
distribucidn de los residuos cataliticos a través de toda la secuencia polipeptidica (Figura 5).
Dos barriles B de 6 hebras se unen asimétricamente para acoger en su interfaz los residuos
de la triada catalitica. H57 y D102 pertenecen al N-terminal del barril B con la S195 y el sitio

activo albergado por el carboxilo — terminal (Di Cera 2009).

Los pesos moleculares de las enzimas tipo tripsina estan en el intervalo de 20 a 35
kDa y tiene puntos isoeléctricos (pl) variables, la mayoria de ellos en el intervalo de 4-5. El
pH optimo es siempre alcalino entre 8 y 9. El sustrato con el que comiUnmente se les
identifica es la benzoil-Arg-p-nitroanilida (Bz-R-pNA) o la benzoil-arg-4-metilcumarina

(BRMCA) (Terra & Ferreira 1994).
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Figura 5: Representacion de cinta de la tripsina (2PTN) (25), del N-terminal (violeta) a la C-terminal
(rojo) (Di Cera 2009)

En afios recientes, se ha encontrado un gran nimero de serin proteasas en plantas;
por ejemplo, en semillas de cebada (Hordeum vulgare L.), soya (Glycine max [L.]) y arroz
(Oryza sativa L.); en las raices de papa (lpomoea batatas [L.] Lam) y maiz (Zea mays L.); en
las hojas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L. cv. Cesnjevec) y tomate (Solanum

lycopersicum L.) (Antdo & Malcata 2005).

Proteasas en insectos

Las proteasas juegan un papel importante en todos los organismos vivos. En un
inicio, fueron reconocidas como enzimas proteoliticas del jugo gdastrico en humanos, las
cuales estaban involucradas en la degradacién inespecifica de proteinas de la dieta. Sin
embargo, estudios recientes han dado una nueva perspectiva al estudio de estas enzimas

(Puente et al. 2003).

Diferentes tipos de proteasas han sido aisladas del sistema digestivo de insectos y al
caracterizarlas han resultado, en general, similares en su comportamiento catalitico a las
encontradas en vertebrados; sin embargo, algunas presentan diferencias notables en sus
caracteristicas mas importantes tales como su localizacion, el pH éptimo de actividad, las

constantes cinéticas y la termoestabilidad, entre otras (Preciado Rodriguez et al. 2000).
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Hasta el momento se han purificado y caracterizado parcial o totalmente algunas

serin proteasas de insectos, las cuales se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Serin proteasas reportadas en coledpteros (Castro-Guillén 2012)

Coledptero

Pterostichus
melanarius

Costelytra zealytica

Anoplophora
glabripennis

Leptinotarsa
decemlineata

Rhyzopertha
dominica

Melolontha
melolontha

Lasioderma
serricorne

Catharsius molossus

Pachnoda ephippiata

Tenebrio molitor

Actividad tipo
Tripsina

1 peptidasa
(16.6 KDa)
1 peptidasa

(23 KDa)

4 peptidasas

ente 20 — 98 KDa

3 peptidasas

(18, 56, 63 KDa)

1 peptidasa
(>105 kDa)
1 peptidasa

(27 kDa)

4 peptidasas

(18.3,24.3,25.5y
46 kDa)

4 peptidasas

(1 catidnicasy 3
anidnicas )

(peptidasas de 17
y 59 kDa)

Actividad tipo
Quimotripsina

1 peptidasa (20.8
KDa)

Actividad tipo
Elastasa

6 peptidasas ente 23-
25 KDa

2 peptidasas (64,
~100 KDa)

2 peptidasas ente 24
— 35 KDa

3 peptidasas
(>105, >53, >17 kDa)

3 peptidasas
(33, 36, 38
KDa)

1 peptidasa (~30 kDa)
1 peptidasa
(23 kDa)

1 peptidasa
(23 kDa)

4 peptidasas

(1 catidnicasy 4
anidnicas)
(peptidasas de 18.5,
22.5y 26 kDa)

Referencia

Gooding y Huang,
1969

Chriteller et al., 1989

Bian et al., 1996

Novillo et al., 1997

Zhu y Baker, 1999;
2000

Wagner et al., 2002

Oppert et al., 2002

Ahn et al., 2003

Zhang y Brune, 2004

Levinsky et al., 1977;
Terra et

al., 1985; Elpidina et
al., 2005;

Tsybina et al., 2005.
Vinokurov et al.,
20063;

2006b.
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Trogoderma
granarium

Zabrotes subfasciatus

Prostephanus
truncatus

Tribolium castaneum

Tribolium comfusum

Sitophilus zeamais

1 peptidasa
(>80 kDa)
1 peptidasa (29
kDa)

5 peptidasas

(3 catidnicas y 2
anidnicas)

1 peptidasa
anidnica

2 peptidasas (56 y

Hosseininaveh et al.,

2007

Magalhaes et al.,

1 peptidasa (31 kDa)

3 peptidasas
anidnicas

6 peptidasas
anidnicas

2007

Aguirre et al., 2009

1 peptidasa

P p I. Vinokurov et al., 2009
anidnicas
1 tid

p(?[? l. asa Vinokurov et al., 2009
anidnicas

Silva et al., 2010

70 kDa)

Las enzimas tipo tripsina se encuentran en la mayoria de los insectos, con excepcién
de algunas especies de hemipteros y algunas especies de coledpteros. Las serin proteasas
presentes en insectos tienen muchas similitudes en cuanto a su estructura con sus
contrapartes en mamiferos, pero a diferencia de éstos, las tripsinas de insectos no son
activadas o estabilizadas por iones calcio y son inestables en pH acido (Terra & Ferreira

1994; Terra & Ferreira 2012).

Proteasas en genomas de insectos

El orden de insectos coledptera contiene mdas de 400,000 especies descritas
divididas en cuatro subdrdenes: Adephaga, Archostemata, Myxophaga y Polyphaga
(Sheffield et al. 2008). A pesar del tamafio y la diversidad del grupo, sélo se ha publicado un
genoma completo de coledpteros, correspondiente a una plaga de productos almacenados,
el gorgojo rojo de la harina, Tribolium castaneum; sin embargo, existen algunos genomas

mitocondriales publicados, los cuales se describen en la Tabla 2 (Keeling et al. 2013).
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Tabla 2: Genomas mitocondriales descritos para insectos del orden coledptero (Sheffield et al. 2008)

Especies

Tribolium castaneum

Pyrocoelia rufa

Crioceris
duodecimpunctata

Rhagophthalmus
lufengensis

Rhagophthalmus
ohbai

Pyrophorus divergens

Anoplophora
glabripennis

Tetraphalerus bruchi
Heller

Trachypachus
holmbergi
Mannerheim

Sphaerius sp.

Chaetosoma scaritides
Westwood

Cyphon sp

Priasilpha obscura
Broun

Clasificacion

Polyphaga
Tenebrionoidae:
Tenebrionidae

Polyphaga:
Elateroidea:
Lampyridae

Polyphaga:
Chrysomeloidea:
Chrysomelidae

Polyphaga:
Elateroidea:
Phengodidae

Polyphaga:
Elateroidea:
Phengodidae

Polyphaga:
Elateroidae: Elateridae

Polyphaga:
Chrysomeloidea:
Cerambycidae

Archostemata:
Ommatidae

Adephaga:
Trachypachidae

Myxophaga:
Sphaeriusidae

Polyphaga: Cleroidea:
Chaetosomatidae

Polyphaga: Scirtoidea:
Scirtidae

Polyphaga: Cucujoidea:

Priasilphidae

Estados Unidos

Estados Unidos

Localizacion Referencia

Friedrich and Mugim
(2003)

Bae et al. (2004)

Stewart and
Beckenbach (2003)

Li et al. (2007)

Li et al. (2007)

Arnoldi et al. (2007)

Argentina (Sheffield et al. 2008)

Canada (Sheffield et al. 2008)

(Sheffield et al. 2008)
Nueva Zelanda (Sheffield et al. 2008)
(Sheffield et al. 2008)

Nueva Zelanda (Sheffield et al. 2008)
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Algunos insectos han sido investigados a detalle y se ha encontrado que contienen
un gran numero de genes que codifican a proteasas. Por ejemplo, Drosophila melanogaster,
es de los insectos con un alto contenido de genes, 200 aproximadamente, con homologia a
la familia de las serin proteasas en su genoma, la mayoria son de funcién desconocida (Ross
et al. 2003); Apis mellifera, incluye 44 genes de serin proteasas y 13 enzimas homdlogas
(Zou et al. 2006) y Tribolium castaneum 31 (Zou et al. 2007); los genomas de mosquitos son
ricos en genes que codifican a proteasas, Anopheles gambiae contiene 55 y Aedes aegypti
71 (Waterhouse et al. 2007); entre los lepiddpteros, el genoma de B. mori contiene 15
proteasas (Tanaka et al. 2008), y 20 se han identificado en M. sexta (Jiang et al. 2005; Zou
et al. 2009).

Hay un gran nimero de secuencias de proteasas, tipo tripsina y quimotripsina, de
insectos registradas en el GenBank. En estudios realizados sobre el tracto digestivo de
algunos coledpteros se ha encontrado la presencia de diversas enzimas proteoliticas. Asi
por ejemplo, en Tribolium castaneum a pH entre 3.0y 6.9, en Callosobruchus maculatus a
pH entre 3.3 y 6.0, Acanthoscelides obtectus a pH entre 4.5y 7.0, Zabrotes subfasciatus a
pH 3.5y 5.5, Tribolium confusum a pH entre 6.5y 6.9, Trogoderma spp a pH entre 4.6y 7.6,
Prostephanus truncatus pH entre 7.2 y 9.0, Sitophilus oryzae pH entre 4.0y 10, y en S.

zeamais pH entre 2.5y 10 (Preciado Rodriguez et al. 2000).

Se han secuenciado genes de proteasas tipo tripsina en los érdenes Hemiptera (Zeng
et al. 2002), Coledptera (Zhu & Baker 1999), Diptera (Ramalho-Ortigdo et al. 2003),

Siphonaptera (Gaines et al. 1999), Lepidéptera (Peterson et al. 1994).

La diversidad de proteasas entre diferentes especies pudo haber sido una
consecuencia de la evolucion en la fisiologia digestiva de los insectos en respuesta a sus
antiguos ambientes en los que inhibidores de serin proteasas potencialmente tdxicos

podian ser utilizados como proteinas alimentarias (Ryan 1990).
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Inhibidores de proteasas (IP’s)

Las plagas de insectos y microorganismos patdgenos usan enzimas proteoliticas para
la penetracion en los tejidos de la planta huésped en la mayoria de los casos. Tales avances
perjudiciales son contrarrestados por las plantas al sintetizar inhibidores de proteasas

constitutivos e inducidos (Jamal et al. 2013).

Los inhibidores de proteasas se encuentran en plantas, animales y microorganismos.
La contribucién de los IP’s a los mecanismos de defensa de las plantas se basa en la
inhibicién de las proteasas presentes en el intestino de los insectos o producidas por
microorganismos, causando una reduccion en la disponibilidad de aminoacidos necesarios

para su crecimiento y desarrollo (Leo et al. 2002).

Existen varias familias diferentes de IP’s incluyendo aquellas que inhiben proteasas
de serina, cisteina, aspartato y metaloproteasas (Jongsma & Bolter 1997). La actividad de
los IP’s se debe a su capacidad para formar complejos estables con proteasas diana,

bloqueando, alterando o previniendo el acceso al sitio activo de la enzima (Leo et al. 2002).

Clasificacion de inhibidores de proteasas

Los inhibidores de proteasas han sido agrupados en familias, subfamilias y clanes,
segln sus secuencias o estructuras de los dominios, respectivamente. Sin embargo, no
pueden ser clasificados segun el mecanismo catalitico que inhiben. Basados en la homologia
de secuencia de los dominios inhibitorios, los inhibidores de proteasas han sido clasificados
en 48 familias. Basados en su estructura terciaria, 31 de las 48 familias han sido asignadas
a 26 clanes, indicando asi que una gran proporcion de las familias no tiene relacién en su

estructura tridimensional (Rawlings et al. 2004).

Los inhibidores activos frente a serin proteasas constituyen el grupo mejor caracterizado
hasta el momento (Rawlings et al. 2016). Estos incluyen los inhibidores mas estudiados
como los Bowman-Birk y Kunitz, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en
leguminosas, como la soya. En la Tabla 3 podemos observar la clasificacion de familias de
inhibidores de proteasas (Blanco-Labra & Aguirre Mancilla 2002). La mayoria de las familias

de inhibidores de serin proteasas en plantas, que se muestran en la Tabla 3, son inhibidores
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competitivos y aparentemente, todos inhiben a las proteasas con un mecanismo estandar

similar, al que se le conoce como mecanismo canodnico (Laskowski & Kato 1980).

Los IP’s de plantas (IPP’s) son generalmente proteinas pequefias que no sélo estan
restringidas a los tejidos de almacenamiento, sino también son expresadas en las partes
aéreas de las plantas. Su expresion es inducida en respuesta a algln dafio o ataque por

insectos o patogenos (Jamal et al. 2013).

Las proteasas tipo tripsina son inhibidas especificamente por TLCK (Cloruro de N-a-

Tosyl-L-lisina clorometil cetona), que actua sobre la histidina (Terra & Ferreira 1994).

Tabla 3: Familia de inhibidores de proteasas (Blanco-Labra & Aguirre Mancilla 2002).

Familia Mondémero Enzimas inhibidas Distribucion
kDa Cisteinas

Tripsina

Leguminosas
Bowman-Birk 8-9 14 Quimotripsina
Gramineas
Elastasa
Tripsina

Leguminosas
Quimotripsina

Gramineas
Kunitz 21-22 4 Subtilisina
Araceas
Kalikreina
Alismataceas
Amilasa
Solanaceas
Tripsina Gramineas
Papa l 8-9 0-2 Quimotripsina Leguminosas
Subtilisina Poligonaceas
Cucurbitaceas
Tripsina
Papalll 6 8 Solanaceas

Quimotripsina
Tripsina

Cucurbitas 3 6 Cucurbitdceas
Factor Hageman
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Gramineas

Amilasa Cruciferas
Superfamilia cereales 12-13 10 Tripsina Euforbiaceas
Factos Hageman Lecitidaceas

Leguminosas

Ragi Al2/cebada arroz (LTP) 12-13 7-8 Amilasa Gramineas
Carboxi-peptidasas 4 6 Carboxipeptidasa Solanaceas
Gramineas
Tipo Cistatina 12 0 Cistein proteasa
Animales

Justificacion

Los granos de cereales han sido el principal componente de la dieta humana durante
miles de aifos, pues mas del 50% de la ingesta caldrica diaria mundial se deriva directamente
del consumo de grano de cereales (Awika 2011). Sin embargo, existen factores que limitan
su produccidn, entre ellos, los insectos, los roedores y las enfermedades, que no sélo
menguan los rendimientos al alimentarse del grano, sino que lo contaminan y reducen su

calidad (Garcia-Lara et al. 2007).

El constante ataque de insectos ha sido contrarrestado, en la mayoria de los casos,
con el uso intensivo de pesticidas, los cuales tienen la ventaja de ser eficaces, de efecto
inmediato y de facil manejo. Sin embargo, su utilizacidn presenta graves problemas, ya que,
al no ser especificos contra una clase particular de organismos, y dado que su toxicidad
abarca una amplia variedad de organismos, han generado danos considerables tanto a la
ecologia, como a los organismos superiores, debido a que éstos también son blanco de su

toxicidad (Blanco-Labra & Aguirre Mancilla 2002).

Entre los insectos plaga de mayor importancia, se encuentra el barrenador mayor
de los granos P. truncatus, el cual se ha constituido como una de las principales amenazas
a nivel mundial para los granos almacenados, produciendo graves dafios y pérdidas de hasta

el 50% de la produccion total en un periodo corto; aunque se le ha asociado a cultivos de
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maiz y yuca seca, también es capaz de causar dafios en otros granos y productos como el

trigo, frijol, trigo, cacahuate, cocoa, café y sorgo (Boxall 2002).

Hasta el momento se han realizado diversos andlisis e investigaciones acerca de la
biologia, ecologia y distribucidon geografica del insecto, asi como los dafios y pérdidas
causados por P. truncatus en cultivos de interés. Asimismo, se han evaluado y aplicado
numerosas estrategias para llevar a cabo un control adecuado de la plaga. Se han
considerado las variedades de maiz con resistencia a plagas, asi como practicas locales y
tecnologias alternas que contribuyen a disminuir el ataque de la plaga y reducen las
pérdidas durante el almacenamiento en ambientes adversos. Desafortunadamente,
muchas de estas nuevas tecnologias y practicas no han dado resultados satisfactorios y/o

no estdn al alcance de los agricultores, a quienes beneficiarian enormemente.

Por lo anteriormente mencionado, es importante estudiar mecanismos alternos
para el control biolégico de Prostephanus truncatus, tales como la bioquimica del insecto,
gue involucra la caracterizacion de enzimas proteoliticas localizadas en su intestino, debido
a que una estrategia ampliamente utilizada, estd basada en el uso de proteinas naturales
presentes en las plantas, conocidos como inhibidores de proteasas, las cuales son capaces
de actuar sobre las enzimas digestivas del insecto, ya que tienen un papel decisivo sobre Ia

asimilacion de los alimentos para la nutricidn, crecimiento y reproduccién de los insectos

plaga.

De este modo se amplia el conocimiento del insecto desde otro punto de vista, lo
cual serviria para proponer nuevas estrategias eficientes para el control de la plaga, tales
como obtener plantas resistentes a insectos, utilizando mecanismos naturales con elevada

selectividad.
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Objetivos

Objetivo general
+«+ Purificar y caracterizar parcialmente una proteasa con actividad proteolitica tipo
tripsina presente en el intestino del insecto plaga Prostephanus truncatus.
Objetivos especificos

++ Realizar la caracterizacion bioquimica parcial de la actividad tipo tripsina de las
enzimas.
+«+ Evaluar y determinar el efecto de la interaccion entre los inhibidores de proteasas,

sobre el conjunto de proteasas tipo tripsina obtenidas.

Materiales y métodos

A continuacién, se describiran los materiales y métodos utilizados durante el

desarrollo del proyecto.

Reactivos y enzimas

Los reactivos quimicos utilizados durante el desarrollo experimental fueron de grado
analitico. Reactivos como el NH4HCOs3, NaCl, HCl, (NH4)2S0a, el etilendiaminotetra-acetato
(EDTA), cloroformo, metanol, etanol y acido acético fueron obtenidos de Karal (Guanajuato,
México). Se utilizd agua desionizada durante todo el desarrollo experimental. Los solventes
dimetil sulfoxido (DMSO) y dimetilformamida (DMF); las enzimas tripsina de pancreas
bovino; los sustratos Bz-R-pNA (N-benzoil-Arginina-p-nitroanilida) y Suc-AAA-pNA (N-
succinil-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida). Los reactivos Tris, el glicerol y los marcadores de peso
molecular: “BenchMark™ Protein Ladder”, fueron obtenidos de Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). La camara de electroforesis “Hoefer”, el sistema de IEF “IPGphor”, los sarcofagos
“IPGphor strip Holders”, las tiras de poliacrilamida con un gradiente de pH inmovilizado y
los reactivos utilizados para la electroforesis en segunda dimension (2DE) tales como la

urea, amberlita, yodoacetamida (IAA) y ditriotreitol (DTT) fueron obtenidos de Amersham
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Pharmacia Biotech (Uppsala, Sweden). La solucién del reactivo de Bradford (Coomassie dye
reagent), los reactivos utilizados para electroforesis, asi como la columna de cromatografia

de interaccién hidrofibica, fueron de Bio-Rad (Hercules, CA, E.U.).

Modelo de estudio

Se utilizaron larvas de Prostephanus truncatus (Horn) en el segundo y tercer estadio,
aproximadamente 23 dias de desarrollo, proporcionados por el insectario del Cinvestav-
Unidad Irapuato. Los insectos adultos de P. truncatus fueron reproducidos en semillas de
maiz, variedad cacahuazintle a una temperatura constante de 28 + 2°C y 60% de humedad

relativa, bajo foto-periodos de luz/oscuridad de 12 h.

Las larvas fueron obtenidas mediante separacion mecdnica al tamizar con una malla
del numero 20 las semillas infestadas, posteriormente se utilizé un soplador para separar la
mayor cantidad de larvas de las cascarillas remanentes de maiz, la harina y de insectos
adultos, finalmente se hizo una separacién manual para obtener las larvas de interés, las
cuales se pesaron y almacenaron a -80°C hasta su uso. En la Figura 6 se observa la

metodologia antes especificada.

Separacion Separacion con Separacion
mecdnica aire manual

Figura 6: Protocolo para obtencion de larvas del insecto P. truncatus.

Purificacion de proteasas tipo tripsina

Precipitacion secuencial y extraccion de proteasas digestivas

Se realizd una precipitacién secuencial (desde 30%-70%) a un extracto crudo de
larvas de P. truncatus, para determinar los porcentajes de saturacion con sulfato de amonio
a los que precipitan las enzimas de interés (tipo tripsina) y la menor cantidad de proteina

inespecifica. Se hizo la determinacién de proteina total por el método de Bradford, asi como
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la determinacion en placa de actividad proteolitica tipo tripsina. Ademas, se hizo una
electroforesis SDS-PAGE utilizando el sistema Schagger y un analisis post electroforético
mediante zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina para evaluar los resultados

obtenidos.

Las proteasas digestivas del insecto fueron extraidas de acuerdo al protocolo
establecido por Aguirre y colaboradores, con modificaciones (Aguirre et al. 2009). Como
primer paso en la extraccion, las larvas fueron pesadas (20 g) y maceradas en presencia del
buffer Tris-HCI 0.1 M, pH 8; posteriormente, se removié el material insoluble por
centrifugacién a 32,000x g a 4°C durante 60 min; se filtré el sobrenadante con papel filtro
(Whatman 41) y se midié el volumen total. Debido a que la presencia de grasa en el extracto
acuoso interfiere en la observacién de proteinas en la electroforesis SDS-PAGE, se procedid
a removerla mediante una extraccion liquido-liquido con cloroformo en proporciéon 1:1 v/v
a 4°C, durante 10 min con agitacién suave por inversién. Después de haber recuperado el
sobrenadante del extracto crudo desgrasado, se realizaron precipitaciones a diferentes
porcentajes de saturacion con sulfato de amonio (NH4)2SOg, iniciando de 0 a 30%, 40%, 50%,
60% hasta 70%. En cada paso se agrego el total de la sal en 10 min y se agité durante 30
min. Posteriormente se centrifugd durante 25 min bajo las condiciones previamente
descritas, se recuperd el sobrenadante y se tomd una alicuota de cada porcentaje de

saturacion para posteriores analisis.

Lo anterior nos dio pauta para establecer el protocolo general para la extraccion
eficiente de proteasas digestivas. El proceso se llevd a cabo de acuerdo al protocolo
propuesto por Aguirre y colaboradores (2009), con las siguientes modificaciones: después
de realizar todo el proceso hasta la extraccién liquido-liquido con cloroformo, se llevo a
cabo la precipitacion del extracto con sulfato de amonio (NH4),SO4 al 50% de saturacion a
4°C, durante 30 min, a partir de que se agregé el total de la sal; la proteina precipitada fue
separada de las proteinas solubles por centrifugacién de acuerdo a las condiciones
mencionadas previamente. Se recuperd el sobrenadante y se realizd una segunda
precipitacion al 70% de saturacion, se centrifugd bajo las condiciones previamente

establecidas. Se removié el sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendid en buffer de
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fosfatos 0.1 M, pH 6.8, se hicieron alicuotas de 500 uL del extracto y se almacenaron a-20°C

hasta su uso.

Localizacion de proteasas presentes en P. truncatus

Se realizé una comparacion de la actividad proteolitica tipo tripsina entre el extracto
de larvas completas e intestinos disectados de larvas. Esto con el fin de corroborar la

naturaleza digestiva de la proteasa en estudio.

Se utilizaron 150 larvas completas y se disectaron 150 intestinos de larvas en
presencia de buffer Tris-HCI 0.1 M, pH 8 para hacer la comparacion de proteasas presentes
en el insecto; lo anterior se realizé utilizando un protocolo previamente descrito (Aguirre et
al. 2009). Se llevé a cabo una electroforesis en el sistema Schagger para observar el perfil
proteico y se hizo zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina para detectar las

proteasas presentes.

Determinacion de proteina total y medicién de la actividad
proteolitica

La determinacién del contenido total de proteina obtenido en cada paso de
purificacién se hizo mediante el ensayo de (Bradford 1976), utilizando una curva estandar

de albumina de suero bovino (ASB).

La actividad proteolitica de las serin proteasas se determind mediante un ensayo
multi reaccion de acuerdo al protocolo propuesto por (Erlanger et al. 1961) con algunas
modificaciones. Para detectar la actividad tipo tripsina el sustrato utilizado fue el Bz-R-pNA,;
para la actividad tipo quimotripsina se utilizé Suc-AAA-pNA. Ambos reactivos se usaron en
una concentracion 0.01 M, disueltos en DMSO. El volumen final de reaccién en la placa Elisa
de 96 pozos fue de 120 L, agregando 10 plL de sustrato y variando la relacién de enzima y
buffer Tris-HCI 0.01 M, pH 8. La reaccidon se monitored a 405 nm y 37°C; esta reaccion
iniciaba al agregar el sustrato para después tomar la primera lectura (tiempo 0 de reaccion)

a los 15 segundos, con ello se aseguraba que el sustrato estuviera homogéneo en la
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reaccion; después se tomaron varias lecturas, generalmente cada 10 min, hasta que se

alcanzaban absorbancias de 1.

La actividad proteolitica se expresdé como la concentracién de uM de p-nitroanilina
(pNA) producida en un intervalo de 1 min, en relacion a la proteina del insecto utilizada; por
lo que la unidad de actividad fue descrita como uM de pNA/min/mg de proteina. Para
obtener la concentracién de la pNA, se elabord una curva estdndar con diferentes
concentraciones en uM de pNA, a la cual se le realizd una regresidn lineal para obtener la
ecuacion que permitié encontrar la concentracién de pNA a partir de la absorbancia

obtenida.

Para la mayoria de los ensayos de actividad proteolitica se utilizaron de 2 a 3 ug de

proteina especifica proveniente del extracto de P. truncatus.

Separacion de proteinas

Debido a que las enzimas con actividad tipo tripsina y quimotripsina no se lograron
separar exitosamente mediante la cromatografia de exclusion molecular (G75),
cromatografia de intercambio anidnico y HPLC, se optd por realizar una separacidn con base

a sus caracteristicas hidrofdbicas.

Cromatografia de interaccion hidrofdbica (CIH)

La cromatografia de interaccion hidrofdbica, como su nombre lo indica, consiste en
separar biomoléculas con base a su hidrofobicidad superficial, y se caracteriza por la
absorcién de las biomoléculas a la superficie débilmente hidrofébica de la resina en una

solucién fuertemente salina y su posterior elucién mediante un gradiente salino negativo.

La CIH se llevd a cabo en una columna Macro-Prep Methyl HIC Resin (Bio Rad), la
cual fue lavada de acuerdo al protocolo del fabricante y equilibrada con sulfato de amonio

2.4 M disuelto en buffer de fosfato de sodio 100 mM, pH 6.8.

Se utilizaron 500 pL de extracto precipitado al 70% de saturacion (P70) por corrida.

La elucidn se realizd utilizando un gradiente lineal descendente con sulfato de amonio de
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2.4 M a 0 M en fosfato de sodio 100 mM pH 6.8. Se colectaron fracciones de 4 mL a una
velocidad de 2 mL/min. A cada una de las fracciones se le midié absorbancia a 220 nm para
determinar la cantidad de proteina total en la muestra y actividad proteolitica tipo tripsina

y quimotripsina.
Didlisis

Las fracciones que mostraron actividad proteolitica especifica, se concentraron por
ultrafiltraciéon en Amicon®, utilizando una membrana de 10 kDa de exclusién. Se recuperd
la muestra en 500 plL de agua desionizada filtrada. Ademas, se probd otro tipo de dialisis
mediante centrifugacidon usando Amicon-Ultra de 10 kDa de exclusién molecular, realizando
varios ciclos de lavados con agua desionizada a 3913xg y 4°C, para eliminar el exceso de

sales, lo que se comprobd mediante conductividad eléctrica. La muestra se recuperd en 1

mL de agua desionizada.

Separaciones electroforéticas

Se evalué la pureza de las enzimas tipo tripsina, obtenidas en los diferentes pasos,
mediante una electroforesis SDS-PAGE de acuerdo al método de Schagger y Von Jagow

(1987) y mediante zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina.
Electroforesis monodimensional (SDS-PAGE) y tincion de geles

La electroforesis en geles de poliacrilamida fue llevada a cabo en condiciones semi-
desnaturalizantes con el detergente no reductor SDS (SDS-PAGE), usando el sistema
Schagger (Schagger & von Jagow 1987). La concentracién de los geles separadores fue del
10% y de los concentradores 4%. Las corridas fueron llevadas a un maximo de 110 V.
Posterior a la electroforesis, los geles fueron fijados con una solucién de metanol:acido
acético (40:10) durante 30 min, tefiidos con solucién que contiene Coomasie G, durante

toda la noche y finalmente fueron destefiidos con una solucién de acido acético al 10%.
Electroforesis bidimensional (2DE)

La electroforesis se llevé a cabo a partir de la proteina con actividad especifica tipo

tripsina obtenida de la cromatografia de interaccién hidrofdbica. Todas las soluciones
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utilizadas y el protocolo general, se realizaron de acuerdo al manual descrito por el
proveedor, con modificaciones. Se utilizaron tiras con pH inmovilizado de 3 a 10 (3/10
inmobilized pH gradient — IPG-gel strips), de 7 cm de longitud. El protocolo consistié en la
rehidratacion de la tira durante 15 h en un sarcéfago (IPGphor strip holder), a temperatura
ambiente y sin voltaje. La solucidn de rehidratacién contenia 30 ug de proteina del extracto

parcialmente puro de las larvas de P. truncatus.

El isoelectroenfoque se realizé en un programa de 3 fases: S1= 500 V durante 30
min, S2= 1000 V durante 30 min y S3= 8000 V durante 2 h. Este proceso se llevé a cabo en
el equipo “IPGphor Isoelectric focusing system” (Amersham pharmacia Biotech). Previo a la
electroforesis las tiras enfocadas fueron equilibradas con un buffer que contenia DTT y otro
con |AA; se colocé la tira en la parte superior de los geles SDS-PAGE, previamente
preparados y se sellaron con agarosa. Se cargaron los marcadores de peso molecular y la

electroforesis se efectud de acuerdo al protocolo descrito previamente.

Analisis post electroforético de la actividad proteolitica

Zimografia usando sustratos derivados de la p-Nitroanilina (pNA)

La deteccidn de actividad proteolitica tipo tripsina en los geles de poliacrilamida, se
realizé basada en los protocolos de (Ohlsson et al. 1986; Vinokurov et al. 2005). El sustrato
utilizado fue Bz-R-pNA. La solucidn inicial del sustrato fue preparada a una concentracion
de 20 MM en DFM, para después diluirse en una relacion de 1:20 con el buffer de actividad

(Tris-HCI 0.01M, pH8), teniendo una concentracion final de 1 mM.

Después de la electroforesis SDS-PAGE, los geles separadores fueron lavados con el
buffer de actividad para equilibrarlos al mismo pH y eliminar el SDS remanente. Al mismo
tiempo, una membrana de nitrocelulosa (cortada del tamafio del gel) fue sumergida en la
solucién del sustrato BapNA diluido, durante 40 min, en agitacién constante. Una vez
equilibrados los geles de separacién, la superficie del gel fue secada con papel filtro;
posteriormente, la membrana previamente embebida con el sustrato, fue puesta en la
superficie seca del gel, y ambos fueron incubados a 37°C hasta la aparicién de bandas de

color amarillo tenue.
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Finalizada la incubacion, el revelado de las bandas se efectué mediante 3 lavados
consecutivos de 5 min, con los siguientes buffers: nitrito de sodio al 0.1%, en HCl 1 M;
sulfamato de amonio al 0.5% en HCI 1 M, y N-(1-naftil)-etilendiamina en 47.5% de etanol.
La actividad proteolitica fue indicada por bandas de color rosa. Las membranas fueron
escaneadas y almacenadas a -20 °C.

Analisis por espectrometria de masas de alta resolucion

Utilizando 25 pg de proteina total de una muestra obtenida por CIH, se hizo una
electroforesis SDS-PAGE. Se corrié el gel de poliacrilamida a 70 V durante 1 h,
posteriormente a 100 V durante 3 h. Al finalizar el tiempo de corrida se tifi6 el gel con azul
de Coomasie G y se dejo en agitacidn suave durante 2 h. Al cumplir este tiempo, se destifid
el gel y se hicieron lavados con agua desionizada filtrada, para remover la mayor cantidad

posible de solucién para desteilir.

La muestra procesada se mandd a analizar al Laboratorio Universitario de
Protedmica del IBT-UNAM, donde se realizd la secuenciacion manual (de novo). A

continuacion, se describe el protocolo general que se utilizo.
Procesamiento de las muestras

La muestra fue reducida con DTT (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA), alquilada con
IAA (Sigma-Aldrich) y digeridas con tripsina (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin;
Madison, WI, USA). Como buffer se utilizé bicarbonato de amonio 50 mM (pH 8.2) y la

digestion se incubd a 37°C por 18 horas.

Andlisis espectrométrico

Los péptidos obtenidos de la digestion fueron desalados con Zip Tip C18 (Millipore;
Billerica, MA, USA) y analizados en un sistema LC-MS (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry), con un cromatégrafo ACCELA (Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA)
acoplado a un espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose,

CA, USA) con fuente de ionizacién tipo nano-electrospray (nanoESl).
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La fragmentacion de los péptidos se realizo aplicando los métodos de CID (Collision-
Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation) en el analizador Orbitrap.

Todos los espectros fueron adquiridos en modo de deteccidn positivo.

Andlisis de datos de espectros de masas

Con los espectros obtenidos se llevd a cabo secuenciacién manual de péptidos
utilizando los espectros de fragmentacidn, se describe solamente uno de los aminodacidos
isobaricos | (isoleucina) y L (leucina), ya que ambos poseen exactamente la misma masa

molecular (113.08406 Da).
Busqueda en bases de datos e identificacion de proteinas

Los péptidos identificados por secuenciacion manual fueron comparados utilizando
el programa BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins), contra la base de datos Swiss-Prot
(http://www.uniprot.org/uniprot/) y contra las secuencias de proteinas no redundantes,

con filtro especifico para insectos (taxid:6960).

También se realizé la comparacion utilizando la base de datos MEROPS, ya que en
ésta se encuentran las secuencias reportadas para proteasas e inhibidores de diferentes

organismos (https://www.ebi.ac.uk/merops/submit_searches.shtml).

Adicionalmente se utilizé Peptide Match de PIR (Protein Information Resource), y
como base de datos All UniProtKB plus isoform sequences (Swiss-Prot), con 88,627,637

secuencias, con la opcién de equivalencia para leucina e isoleucina (Chen et al. 2013).
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Efecto de los inhibidores de proteasas sobre las proteasas tipo
tripsina de P. truncatus

Los ensayos para determinar el efecto de inhibidores en la actividad proteolitica de
enzimas tipo tripsina de P. truncatus, se llevaron a cabo mediante electroforesis SDS-PAGE
utilizando el sistema Schagger y con un andlisis post electroforético por zimografia de

actividad proteolitica tipo tripsina.

Se evalud el efecto del inhibidor TBPI (Tepary bean protease inhibitor) recombinante
y un inhibidor purificado a partir de frijol tépari, en el laboratorio de Mecanismos de
Defensas de plantas, en Cinvestav-Unidad Irapuato. La cantidad de enzima/inhibidor
utilizada para formar el complejo se determiné mediante ensayos previos realizados por
Aguirre et al. (2004), en los cuales se demostré que la cantidad minima para formar el
complejo se da en una relacion de 4:1 enzima/inhibidor. Por lo tanto, se utilizaron 12 pg de
enzimay 3 ug de inhibidor, se incubaron a 37°C durante 10 min y posteriormente se cargd
al gel de electroforesis SDS-PAGE, previamente preparado. Al término de la electroforesis,
se realizd un lavado al gel con agua desionizada para remover el buffer de corrida, se seco
con papel filtro y se incubd con una membrana de nitrocelulosa previamente embebida en
sustrato especifico para tripsina (Bz-R-pNA), a 37°C durante 2 h. Al finalizar la incubacion,
se reveld la membrana y el gel se tifié con solucién de Coomassie G durante 1 h, para

después remover el colorante con solucién para destefiir.

Resultados

Purificacion de proteasas tipo tripsina

Precipitacion secuencial

Se realizé la precipitacion secuencial con la finalidad de determinar el porcentaje de
saturacion con sulfato de amonio con el que precipitaba la mayor cantidad de proteina
especifica. Se utilizaron extractos a pH 8, ya que previamente se habia reportado que a ese

pH se obtenia la mayor cantidad de actividad proteolitica. A cada uno de los precipitados
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(P30, P40, P50, P60, P70) se les determind el contenido total de proteina, asi como las

unidades de actividad proteolitica tipo tripsina que hidrolizaba Bz-R-pNA.

De acuerdo a la cuantificacién de actividad por mg de proteina, en la Figura 7
podemos observar que la proteina con actividad proteolitica tipo tripsina, graficada en rojo,
y la menor cantidad de proteina inespecifica, graficada en azul, la encontramos en los
precipitados al 50% y 60% de saturacidon con sulfato de amonio. A pesar de que el
precipitado al 30% de saturacién mostré la mayor cantidad de actividad proteolitica,
decidimos descartarlo como primera precipitacién para purificar, debido a que a ese
porcentaje de saturacion también se obtenia la mayor cantidad de proteina con actividad

proteolitica tipo quimotripsina, lo que podria dificultar su separacion.

Actividad Proteolitica tipo Tripsina
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Figura 7: Precipitacion secuencial con sulfato de amonio de un extracto crudo de larvas de P.
truncatus. —— Actividad tipo tripsinay — concentracion de proteina total (ug/mL).

El perfil proteico de la precipitacidon secuencial, obtenido mediante electroforesis
con el sistema Schagger en geles de poliacrilamida al 10% se muestra en la Figura 8A. Se
utilizé como control positivo un extracto crudo (EC) de larvas de P. truncatus, con el fin de
comparar las bandas de proteina en cada una de las precipitaciones. Como era de esperarse,
el perfil de bandeo fue similar en cada precipitado; sin embargo, fue a los porcentajes de
50% y 60% de saturacion (P50 y P60) donde vimos la mayor cantidad de proteina a un peso

molecular aproximado de 40 kDa.
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También se realizé el analisis post electroforético, Figura 8B. Las bandas tenidas de
color rosa representan las proteinas con actividad proteolitica tipo tripsina; por lo tanto,
observamos que a lo largo de las precipitaciones obtuvimos proteinas especificas de tres

pesos moleculares aproximados a 120 kDa, 40 kDa y 28 kDa.
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Figura 8: Electroforesis SDS-PAGE Schagger y zimografia de actividad proteolitica tipo
tripsina. EC= Extracto Crudo.

Localizacion de proteasas presentes en P. truncatus

De acuerdo a los resultados obtenidos en el zimograma de la Figura 9, utilizando el
sustrato especifico para tripsina, podemos observar que se presentd el mismo patrén de
bandeo en los extractos de intestino disectado (I), como en el correspondiente a larva
completa (L). Este dato es importante, porque nos facilita la obtencion de la muestra, al
demostrar que el origen de las proteasas que estudiamos es intestinal, aun cuando se utiliza

la larva completa.
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Figura 9: Zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina de intestinos disectados (l) y larvas
completas (L) de P. truncatus.

Separacion de proteinas

Cromatografia de interaccion hidrofdbica (CIH)

El precipitado al 70% obtenido de la extraccion de proteasas de P. truncatus, se
pasoé por una columna de cromatografia de interaccidn hidrofébica. La grafica de actividad

proteolitica, obtenida mediante esta técnica se observa en la Figura 10.

. Las fracciones con actividad tipo tripsina se graficaron en rojo, las de tipo quimotripsina
en verde, la cantidad de proteina total cuantificada mediante espectrofotometria UV a

220 nm en azul y en morado el gradiente de elucién con sulfato de amonio.
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Figura 10: Actividad proteolitica obtenida de las fracciones de CIH.

El conjunto de fracciones que forman un pico de actividad proteolitica, obtenido de
esta separacion, se analizé mediante electroforesis SDS-PAGE y por zimografia de actividad
proteolitica tipo tripsina. En la Figura 11A podemos observar los resultados obtenidos de la
separacion electroforética, en el primer carril se muestran los marcadores de peso
molecular, en el carril 2 vemos un extracto obtenido por CIH con réplica en el carril 3, el cual
se separd en 6 bandas definidas de proteinas; en la Figura 11B se muestra el zimograma de

la misma muestra, en donde observamos tres bandas de actividad proteolitica tipo tripsina.
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Figura 11: Electroforesis SDS-PAGE y zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina de muestra proveniente
de CIH.
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Analisis por espectrometria de masas

El gel de electroforesis SDS-PAGE, que se utilizd para preparar la muestra para el
anadlisis por espectrometria de masas, se muestra en la Figura 12. El primer carril,
corresponde a los marcadores de peso molecular y el segundo carril a la muestra obtenida
mediante cromatografia de interaccidn hidrofébica (CIH). El peso molecular aparente de la
muestra utilizada fue de 40 kDa, que corresponde a la banda de mayor concentracion.

También observamos otras bandas de peso molecular aparente de 19 kDa, 53 kDa y 60 kDa.

Figura 12: Electroforesis SDS-PAGE de muestra proveniente de CIH, para analisis por espectrometria
de masas de alta resolucion.

En la Tabla 4 se muestran los péptidos que fueron reportados por el servicio de
espectrometria de masas. Las secuencias marcadas con un asterisco se refieren a que éstas
pueden ser en sentido inverso. Esta informacidn es Gtil para realizar las comparaciones con

las secuencias reportadas en las bases de datos.

38



Tabla 4: Informacion de los péptidos obtenidos de la secuenciacién de novo, resultado de la espectrometria
de masas de alta resolucién.

ION CARGA (z+) SECUENCIA Identificador
953.79 3 ..NGVLEKAVS.. (...SVAKELVGN...)* Péptido 1
992.48 3 VGLVSWGLGCAR Péptido 2
1163.07 3 .MLQLLYLVY.. (YVLYLLQLM...)* Péptido 3
1210.62 3 VSGWGTLAES Péptido 4
584.27 2 DECAGFPENK Péptido 5

* Las secuencias pueden ser en sentido inverso.

Cabe recalcar que no se pudo verificar la secuencia por no contar con los espectros
fragmentados.

Analisis de los péptidos obtenidos por espectrometria de masas

Cada uno de los péptidos fue comparado individualmente contra la base de datos
de secuencias de proteinas no redundantes, especificamente para insectos del programa
Blastp. Tomando en cuenta los valores esperados (e-value) y los “scores” que presentan, el
péptido 2 y el péptido 4 arrojaron secuencias relacionadas con proteasas; en la Tabla 5y
Tabla 6 se muestran las 10 secuencias mas significativas para cada péptido y sus
equivalencias con Leucina e Isoleucina. Esto se refiere al nUmero de secuencias, respecto al
tamafio de la base de datos que usamos, que obtendrian la misma puntuacidn por azar al
ser alineadas. Por lo tanto, cuanto mayor es el tamafio de la base de datos que estamos
explorando, mas significativos seran los “e-values”. Este valor es una simple interpretacion
estadistica que nos ayuda a inferir sobre la posible similitud con secuencias de otros
organismos. Los péptidos 1, 3 y 5 correspondieron a otro tipo de proteinas y sus valores

esperados fueron altos y los “scores” bajos.
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Tabla 5: Resultados obtenidos de Blastp al hacer la comparacién del péptido 2 obtenido por

espectrometria de masas.
Péptido 2
Proteina

PREDICTED: venom protease
[Trachymyrmex septentrionalis]

Hypothetical protein FF38_12329,
partial [Lucilia cuprina]

Trypsin-like serine protease
[Ctenocephalides felis]

Acp74, partial [Drosophila
straubae]

Acp74, partial [Drosophila
parisienal

Acp74, partial [Drosophila
straubae]

Acp74, partial [Drosophila
parisienal

Uncharacterized protein
Dvir_GJ20753 [Drosophila virilis]

Uncharacterized protein
Dmoj_GI118353 [Drosophila
mojavensis]

Uncharacterized protein
Dmoj_GI18354, isoform D
[Drosophila mojavensis]

PREDICTED: mite allergen Der f 3-
like, partial [Rhagoletis zephyria]

PREDICTED: trypsin beta-like
[Musca domestica]

Peroxisomal membrane protein
PEX16 [Trachymyrmex
septentrionalis]

PREDICTED: peroxisomal
membrane protein PEX16-like
[Trachymyrmex septentrionalis]

Accesion

XP_018357262.1

KNC27535.1

AAD21834.1

APG58499.1

APG58495.1

APG58471.1

APG58465.1

XP_002049423.1

XP_002006876.1

XP_002006875.1

XP_017462155.1

XP_005175134.1

KYN42919.1

XP_018337291.1

VGIVSWGIGCAR

Identities Region
100 274-285
100 232-243
100 232-243
100 243-243
100 243-254
100 243-254
100 243-254
100 222-233
100 220-231
100 220-231

100

100

100

VGLVSWGIGCAR

147-158

237-248

602-612

596-606

E-value

5.27E-05

5.29E-05

5.29E-05

5.30E-05

5.30E-05

5.30E-05

5.30E-05

5.30E-05

5.30E-05

5.30E-05

7.47E-05

7.47E-05

0.001

0.001

Total score

41.8

41.8

41.8

41.8

41.8

41.8

41.8

41.8

41.8

41.8

41.4

41.4
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Trypsin-like serine protease
[Ctenocephalides felis]

PREDICTED: venom protease

[Trachymyrmex septentrionalis]

Hypothetical protein FF38_12329,
partial [Lucilia cuprina]

Trypsin-like serine protease
[Ctenocephalides felis]

Acp74, partial [Drosophila
straubae]

Acp74, partial [Drosophila
parisienal

AAD21835.1

XP_018357262.1

KNC27535.1

AAD21834.1

APG58499.1

APG58495.1

100

91.67

91.67

91.67

91.67

91.67

354-365

274-285

232-243

232-243

243-254

243-254

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

0.001

38

38

38

38

38

38

Tabla 6: Resultados obtenidos de Blastp al hacer la comparacién del péptido 4 obtenido por

espectrometria de masas.
Péptido 4
Proteina

PREDICTED: trypsin alpha-like
[Zeugodacus cucurbitae]

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN:
polyserase-2-like [Nicrophorus
vespilloides]

PREDICTED: kallikrein-11-like
[Rhagoletis zephyria]

PREDICTED: transmembrane protease
serine 9-like [Dendroctonus
ponderosae]

Hypothetical protein D910_06745
[Dendroctonus ponderosae]

PREDICTED: trypsin-7-like
[Dendroctonus ponderosae]

Hypothetical protein YQE_00344
[Dendroctonus ponderosae]

Hypothetical protein YQE_01486
[Dendroctonus ponderosae]

PREDICTED: trypsin 3A1 [Zeugodacus
cucurbitae]

Trypsin-1 [Orchesella cincta)

Accesion

XP_011196810.1

XP_017769449.1

XP_017463682.1

XP_019757652.1

ERL89374.1

XP_019773713.1

ENN83297.1

ENN83419.1

XP_011185400.1

ODNO05704.1

VSGWGTLAES

Identities Region
100 197-205
88.89 632-640

88.89 16-24
88.89 370-378
88.89 162-170
88.89 302-310
88.89 104-112

88.89 36-44
88.89 171-179
88.89 166-174

E-value

1.2

1.7

1.7

2.4

2.4

2.4

2.4

2.4

2.4

2.4

29.1

28.6

28.6

28.2

28.2

28.2

28.2

28.2

28.2

28.2

Total score
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VSGWGTIAES

PREDICTED: trypsin alpha [Bactrocera XP_011202255.1 90 196-205 0.83 29.5
dorsalis]
Uncharacterized protein XP_002006765.1 100 165-172 2.4 28.2
Dmoj_GI21247 [Drosophila
mojavensis]
PREDICTED: replication protein A 70 XP_014233078.1 80 170-179 2.4 28.2

kDa DNA-binding subunit-like
[Trichogramma pretiosum]

Uncharacterized protein XP_002062897.2 80 418-427 6.7 26.9
Dwil_GK19454 [Drosophila willistoni]

PREDICTED: trypsin alpha-like XP_018786813.1 88.89 196-204 6.8 26.9
[Bactrocera latifrons]

PREDICTED: uncharacterized protein XP_016964751.1 88.89 965-973 9.5 26.5
LOC108034378 [Drosophila biarmipes]

PREDICTED: uncharacterized protein XP_017057683.1 88.89 932-940 9.5 26.5
LOC108034378 [Drosophila biarmipes]

PREDICTED: trypsin 3A1 [Bactrocera XP_011199986.2 88.89 169-177 14 26.1
dorsalis]

PREDICTED: trypsin 3A1 [Bactrocera XP_018786127.1 88.89 169-177 14 26.1
latifrons]

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: XP_017769449.1 77.78 886-894 19 25.7
polyserase-2-like [Nicrophorus
vespilloides]

Se hizo el alineamiento de nuestros péptidos contra la base de datos MEROPS
(MEROPS-MPRO, MEROPS-MPEP y MEROPS-MP), la cual contiene secuencias de proteasas
e inhibidores. En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos, Unicamente para el
péptido 2 hubo secuencias con homologia a proteasas de la subfamilia S1A; dentro de estos
resultados vemos que existe homologia con tripsinas de bacterias como Streptomyces
griseus, también con Drosophila melanogaster, aunque los valores esperados no fueron

bajos.
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blastp (version: BLASTP 2.2.29+)
Databases: mpro. mpep, mp
Sequence: EMBOSS_001

Launched Wed, Jul 26, 2017 at 18:12:27
Finished Wed, Jul 26, 2017 at 18:12:35

Length: 12
Sequence Match E-value Subject Match
1 12 1 391
MERD955887 - subfamily S1A non-pept... 0,58 | oy |
MERDEE0920 - subfamily S1A nen-pept... 6 | |
MEROD955887 - subfamily S1A non-pept... — 1 0.69 —_—a
MER0950347 - subfamily S1A non-pept... — 1 0.77 0
MERD959754 - subfamily S1A non-pept... F— 1 0,78 | e |
MERD959754 - subfamily S1A non-pept... F— 1 0,78 ——
MERQ950347 - subfamily S1A non-pept... b=— 1 0.78 ——
MER0368189 - trypsin ({Streptomyces... b— 1 1.3 I —
MER0958022 - subfamily S1A unassign... — 1 1.3 I —
MERO437726 - trypsin ({Streptomyces... — 1 1.3 I |
MER0497438 - trypsin ({Streplomyces... F— 1 1.3 ; —_
MERO3GTEES - trypsin ({Streptomyces... b— 1 1.3 I e |
MERD497438 - trypsin ({Streptomyces... b— 1 1.3 I —
MERD954164 - subfamily S1A unassign... F— 1 1.4 I e |
MERO958473 - subfamily S1A non-pept... b— 1 1.4 I —_—
MERO497726 - trypsin ({Streptomyces... — 1 1.4 , —
MERO36T668 - trypsin ({Streptomyces... — 1 1.5 , —
MER0958022 - subfamily S1A unassign... F— 1 1.5 I —
MERO3I6B189 - trypsin ({Streptomyces... b— 1 1.5 I —_—
MER(512203 - subfamily S1A non-pept... — 1 1.5 —_ —
MER0953943 - subfamily S1A non-pept... — 1 1.5 —_a—
MERDG60920 - subfamily S1A non-pept... b— 1 1.6 I e |
MEROB06308 - subfamily S1A unassign.., b— 1 1.6 _——
MERD954164 - subfamily S1A unassign... b— 1 16 I e |
MER04872256 - CGB172 protein, isofor... — 1 1.6 —_
MERD487225 - CG8172 protein, isofor... — 1 1.6 —_
MERDE14916 - subfamily S1A unassign... F— 1 1.8 I |
MEROG12603 - subfamily S1A unassign... F— 1 1.8 ; —_—
MER0853262 - subfamily S1A unassign... — 1 1.9 , —
MERDE18149 - subfamily S1A non-pept... b— 1 2.0 —_—
MERD958473 - subfamily S1A non-pept... — 1 2,0 I i
MERO485872 - CG4386 protein ({Droso... b— 1 2.0 I —_—
MER(487469 - matriptase-2 (Cricetul... b— 1 2.4 —_ —
MERO487469 - matriplase-2 (Cricetul... b——— 1 241 —_
MERD954615 - subfamily S1A non-pept... — 1 21 P
MERO487385 - CGB172 protein, isofor... b— 1 2.1 —_—
MERDE14916 - subfamily S1A unassign... b— 1 2.2 I |
MERD485872 - CG4386 protein ({Droso... b— 1 2.2 I —
MER0488094 - subfamily S1A unassign... F— 1 2,2 —
MEROB12603 - subfamily S1A unassign... b=— 1 2.2 I i
MERDE18149 - subfamily S1A non-pept... b— 1 2,2 _—
MERD485096 - CG4812 protein ({Droso... b— 1 2.3 I 1
MERD953262 - subfamily S1A unassign... b— 1 2,3 I —
MERD954855 - subfamily S1A unassign... ———— 24 I e 1
MERD953639 - subfamily S1A unassign... 2.4 k m—
MEROS520497 - subfamily S1A unassign... ] 2.4 k -
MERDS59903 - subfamily S1A unassign... —— 2.4 I -m—
MERD957604 - subfamily S1A unassign... | 24 I -
MERD485107 - trypsin beta ({Drosoph... 2.4 k |
MERD485106 - trypsin beta ({Drosoph... || 2.4 F -
E-value NN _ —
0.58 1 1.467 2.267 2.4

European Bioinformatics Institute 2006-2014. EBI is an Outstation of the European Molecular Biology Laboratory.

Figura 13: Alineamientos del péptido 2 en la base de datos MEROPS. La barra de colores indica el valor esperado en cada alineamiento.
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Al llevar a cabo la busqueda utilizando Peptide Match, del sitio Protein Information
Resource (PIR), con la equivalencia de leucina e isoleucina. No se encontraron resultados
para los péptidos, a excepcion del péptido 2, el cual nuevamente dio “match” para 67
proteinas de las cuales un 58% fueron tripsinas bacterianas, especificamente de
actinomicetos. 21 de las 67 proteinas correspondieron a insectos. En la Tabla 7, se muestran
los primeros 14 insectos que dieron homologia y las caracteristicas de las proteinas. Todas,
a pesar de ser fragmentos o proteinas no caracterizadas, pertenecen a una clasificacion
inter pro familia de Proteasas S1 clan PA, con actividad endopeptidasa y sitio activo de

Serina e histidina en algunos casos.

Tabla 7: Caracteristicas de las proteinas que fueron significativas, de acuerdo al valor esperado, al realizar el
alineamiento del péptido 2 en el Peptide Match

Proteina ID Nombre Longitud Organismo Rango de match

Lucilia cuprina (Green
bottle fly) (Australian
sheep blowfly)

Uncharacterized
AOAOLOC5H6 268

. 232-243 VDGKLVGIVSWGIGCARDGFPG
protein (Fragment)

Uncharacterized
AOA0Q9XBC4 Lo 90
protein, isoform B

Drosophila mojavensis

. 56-67 EDGKLVGIVSWGIGCARKDYPG
(Fruit fly)

Uncharacterized Musca domestica

AOA1ISNHQ7 e 273 ouse T 237-248 VDGKLVGLVSWGIGCAREGFPG
AOA1L3J009 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila straubae 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AOA1L3J018 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila parisiena 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AOA1L3J024 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila parisiena 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AO0A1L3J025 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila parisiena 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AOA1L3J026 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila straubae 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AO0A1L3J027 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila straubae 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AO0A1L3J028 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila parisiena 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AOA1L3J034 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila parisiena 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AOA1L3J040 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila parisiena 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AOA1L3J041 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila parisiena 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
AOA1L3J049 Acp74 (Fragment) 258 Drosophila straubae 243-254 KAGKLVGIVSWGIGCARKEYP
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Efecto de los inhibidores de proteasas sobre las proteasas tipo
tripsina de P. truncatus

Con el fin de proporcionar mds informacidn de las proteasas en estudio, se realizé
una electroforesis SDS-PAGE y un zimograma de actividad proteolitica tipo tripsina para
evaluar el comportamiento de las enzimas en presencia de inhibidores. En la Figura 14,
podemos observar que los inhibidores utilizados no presentaron efecto sobre las proteasas
evaluadas, dado que, en el zimograma aun se detectd la presencia de actividad proteolitica
revelada por la coloracién rosa intensa en los carriles correspondiente a la enzima incubada
con el inhibidor (E-I TBPI y E-I_A, carriles 3 y 5). Se podria sugerir la posible presencia de

complejo enzima-inhibidor con actividad proteolitica de tipo tripsina.

kDa

Control E
Control |

| Comp. E-I TBPI
Complejo E-I_A
Control E
Control |
Comp. E-I TBPI
Complejo E-I_A

.
.
L
.

20—

15—

10—

Figura 14: Electroforesis SDS PAGE y zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina
para el extracto de CIH utilizando inhibidores de proteasas. Control E= Control del
extracto enzimatico, Control I= Control de Inhibidores (TBPI o Frijol Tépari), Complejo
E-l TBPI= complejo formado entre la enzima en estudio y el TBPI recombinante,
Complejo E-I_A= Complejo formado entre la enzima en estudio y el inhibidor purificado
a partir de frijol tépari.

45



Discusion

Los insectos plaga se han convertido en blanco de estudio debido a que generan
grandes pérdidas de cultivos de interés y que, a su vez, se ve reflejado en el dambito
econdmico y social. Las interacciones planta-insecto dependen del nivel nutricional de los
tejidos vegetales durante el desarrollo y crecimiento del insecto, y de las defensas quimicas
y mecanicas de la planta. Algunos coledpteros, como P. truncatus, poseen enzimas con
actividad hidrolitica, las cuales estan involucradas en diversos procesos de desarrollo y
proteccion del insecto, pero es en el intestino medio donde se encuentra la principal fuente
de enzimas digestivas y también uno de los principales sitios para la absorcién de material
digerido. En este trabajo se evaluaron las enzimas con mayor actividad proteolitica tipo

tripsina, presentes en el intestino de P. truncatus.

Optimizacién de la precipitacion secuencial de serin proteasas digestivas de
Prostephanus truncatus

Para la extraccion de proteasas de P. truncatus, se comenzd utilizando el protocolo
previamente establecido por Aguirre et al. (2009). Sin embargo, los resultados obtenidos
mostraron baja recuperacién de proteina, bajo rendimiento en unidades de actividad
proteolitica, asi como baja especificidad con la que se obtenian las muestras de interés, por
lo que decidimos estandarizar el proceso para la extraccion de enzimas digestivas del
insecto. Para ello, se utiliz6 como base el protocolo propuesto por Aguirre et al. (2009),
tomando algunas modificaciones hechas por Castro-Guillén et al. (2012) y complementando
con lo reportado previamente en la literatura para la purificacion de proteasas de insectos
coledpteros, tales como Tenebrio molitor (Tsybina et al. 2005), y Ryzophertha dominica

(Osuna-Amarillas et al. 2012), entre otros.

Se comenzd con una precipitacidn secuencial con sulfato de amonio de las proteinas
en estudio. Los resultados obtenidos, dieron la pauta para modificar y optimizar el
protocolo de extraccion y purificacidn parcial para la obtencién de proteasas digestivas a
partir de larvas de P. truncatus. La optimizacidn se hizo con base en la eficiencia y

reproducibilidad de los datos obtenidos; por ello, se estableci6 como primer paso una
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extraccidén acuosa a una relacion 1:4 p/v con buffer Tris-HCl a pH 8, ya que anteriormente
se habia demostrado que a ese pH se obtenia el mayor rendimiento de actividad proteolitica

para enzimas digestivas (Castro-Guillén et al. 2012).

Posteriormente se determind que el mejor intervalo de precipitacion con sulfato de
amonio correspondio a 50% - 70% de saturacion, debido a que, a estos porcentajes precipité
la mayor cantidad de enzima tipo tripsina y la menor cantidad de proteina inespecifica.
Ademas, se implementd el desgrasado de la muestra mediante una extraccion liquido-
liqguido con cloroformo en proporcién 1:1 v/v, lo cual mejoré significativamente la
resolucién y tinciéon de los geles SDS-PAGE; finalmente, se hizo una cromatografia de
interaccidon hidrofébica para separar las proteinas con actividad tipo tripsina de las
proteinas tipo quimotripsina, que anteriormente no se habian logrado separar

eficientemente por otros métodos utilizados en los protocolos mencionados.

Para remover las sales presentes en la muestra, se utiliz6 Amicon Ultra-15 con
exclusién molecular de 3,000 Da, ya que fue mediante este protocolo que se perdio la
menor cantidad de enzima tipo tripsina y las unidades de actividad proteolitica resultaron
significativas en comparacién con los métodos previamente establecidos en el laboratorio,
tales como, dialisis con agua desionizada usando membrana de exclusién molecular de
3,000 Da, dialisis mediante ultrafiltracidon con Amicon o liofilizacion de la muestra; debido a
gue dichos métodos requieren mas manipulacidn de la enzima, por lo que se ve afectada la

recuperacién final de la muestra.

Utilizando la nueva metodologia desarrollada en el presente estudio, se optimizé la
purificacién de enzimas tipo tripsina en funcidn del tiempo; sin embargo, aun no fue posible
la purificacion total para la obtencién de una sola enzima, debido a que se requiere explorar
otros métodos y pardmetros, tales como HPLC, elucidn de geles de electroforesis, etc. para
lograr la separacidn entre las proteasas con actividad tipo tripsina; sin embargo, tendriamos
gue evaluar la recuperacién final de la muestra. Debido a lo anterior, los analisis posteriores

se hicieron en funcidn del conjunto de enzimas que se logré obtener.
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Localizacion de proteasas presentes en P. truncatus

Se evaluaron dos extractos del insecto P. truncatus, larva completa e intestinos
disectados, para comparar la actividad proteolitica tipo tripsina y la obtencién eficiente de
material. En los resultados obtenidos mediante zimografia de actividad proteolitica, se
observé el mismo patrén de bandeo en ambos extractos; nuestros resultados concuerdan
con los reportados anteriormente por (Vazquez-Arista et al. 1999), lo que demuestra que
utilizar el extracto de larva completa es justificable, ya que éstos presentaron actividad
proteolitica similar a la obtenida en los intestinos disectados. A pesar de que la actividad
proteolitica tipo tripsina fue menor utilizando las larvas completas, no se vio afectada la
obtencién ni la separacion de las proteasas deseadas. Por lo anterior, se decidié utilizar
larvas completas de P. truncatus durante todo el desarrollo experimental, ya que se

optimiza el tiempo de extraccién y por ende el de purificacién.

Separacion de proteinas

Cromatografia de interaccion hidrofdbica (CIH)

Con base en estas caracteristicas de las proteinas, se logré una separacion eficiente
y reproducible entre tripsinas y quimotripsinas, resultados que no se habian logrado
obtener mediante otros métodos. Ademas, en el pico correspondiente a las fracciones con
actividad tipo tripsina, se observd poca proteina inespecifica, lo que sugiere una buena
purificacién parcial del conjunto de proteasas digestivas. A pesar de obtener una buena
separacion de las proteinas, aun quedan protocolos por probar para optimizar el proceso

hasta obtener una sola banda de proteina con actividad especifica.

Analisis por espectrometria de masas

La banda de proteina extraida del gel que se mandd secuenciar al parecer contenia
mas de una proteina; sin embargo, la baja homologia de los péptidos 1, 3y 5 con la base de
datos de secuencias con las que fueron comparadas nos puede sugerir 2 opciones: la
primera, que se trata de regiones Unicas de nuestra proteina y la segunda, que no fueron

secuenciadas adecuadamente; esto se podria corroborar si existiera la secuencia del
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genoma de este organismo o por medio de una nueva secuenciaciéon de la misma utilizando

espectrometria de masas o por secuenciacién Edman con una proteina mas pura.

En el caso del péptido 4, la busqueda dio resultados que relacionan al péptido con
tripsinas y proteasas; ademas, los valores esperados (“e-value”) obtenidos fueron bajos. Sin
embargo, la busqueda de homologia con Peptide Match, que solamente incluye secuencias
proteicas curadas y provenientes de proteomas de referencia, no dio resultados. Los datos
obtenidos con Blastp podrian sugerir que se trata de un fragmento de la proteasa en nuestra

banda.

El péptido 2 se trata, sin duda, de un fragmento perteneciente a una serin proteasa
del intestino de P. truncatus, dado que las proteasas se encuentran altamente conservadas,
aungue no se cuente con informacién gendmica de este insecto especifico, podemos inferir
gue se trata de esta proteina. Al realizar la comparacién del péptido en diferentes bases
datos, todos los resultados fueron similares, dando homologia con proteasas de la
subfamilia S1A y en algunos casos especificamente con tripsinas de diferentes organismos,
siendo las mas frecuentes de bacterias y de algunos insectos. Debido a que el péptido 2 es
sélo un fragmento muy pequeno, es necesario tener la secuencia completa o mejorar la

purificacion de nuestras enzimas para tener mayor informacidn significativa.

Las proteinas que resultaron de la busqueda en Peptide Match para el péptido 2
estuvieron alrededor de los 250-280 aminoacidos correspondientes a un peso aproximado
de 25-30 kDa, el cual coincide con diversas proteasas tipo tripsina reportadas en animales,
incluyendo la tripsina bovina, que ha servido como referencia en el estudio de estas
enzimas. Sin embargo, algunos fueron fragmentos entre 40 y 50 kDa, los cuales
corresponden al peso molecular aparente obtenido mediante electroforesis SDS-PAGE para
la muestra de proteasas de P. truncatus proveniente de la purificacion por cromatografia

de interaccion hidrofdbica.

Estos resultados generan informaciéon a partir de la cual podemos continuar

explorando técnicas para la purificacion total y de este modo completar la caracterizacién
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de las proteasas del intestino del insecto P. truncatus, con la finalidad de encontrar algun

método eficiente de control bioldgico para la plaga.

Con las nuevas tecnologias y conocimientos, se han generado grandes avances en
cuanto a la estructura y funcién de las proteasas de insectos, sobre todo de aquellas que
tienen funciones relacionadas con la digestién de los alimentos, aunque aln queda mucho
por estudiar. Ademas, a través de las secuencias del genoma, estudios cientificos han
revelado que los insectos tienen un gran numero de genes que codifican a proteasas y que
muchos de ellos no han sido estudiados, por lo que tienen funciones desconocidas. Una
caracteristica comun de las proteasas es que se sintetizan como zimégenos inactivos,
activados por protedlisis cuando es el momento adecuado, y luego inhibidos rapidamente
por inhibidores especificos. Una mejor comprension de los mecanismos moleculares de esta
estricta regulacién de multiples y variadas vias de la cascada de proteasas afectara muchas

areas de la biologia de los insectos.

Conclusiones

Al término de este trabajo de investigacién podemos concluir que:

- Se logré optimizar el proceso de purificacion parcial del conjunto de enzimas de tipo
tripsina presentes en P. truncatus.

- Se comprobd que las enzimas obtenidas forman parte del intestino de P. truncatus

- Se logré caracterizar el comportamiento del complejo enzima-inhibidor, mediante
zimografia de actividad proteolitica tipo tripsina, utilizando dos inhibidores
obtenidos a partir de frijol tépari.

- Se comprobo mediante andlisis por espectrometria de masas, que un fragmento del
conjunto de enzimas obtenidas pertenece a la subfamilia S1A de las proteasas tipo

tripsina.
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