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RESUMEN: Algunas proteasas provenientes de diferentes organismos se han identificado y caracterizado con
la finalidad de ser aplicadas en Biotecnologia. Las proteasas intestinales de insectos han llegado a ser una opcién
de estudio actualmente debido a que es un tema poco explotado y no se tienen muchas referencias al respecto.
Mediante técnicas biotecnolégicas se puede aumentar su produccién y ser aplicadas en la industria de alimentos,
farmacéutica y quimica. Chrysoperla carnea Neuroptera: Chrysopidae es uno de los insectos mas utilizados en el
manejo integrado de plagas, por su voracidad y facil crianza. Las larvas de C. carnea inyectan una secrecion que
paraliza a la presa y digiere sus tejidos internos. Nuestro grupo de investigacion ha estudiado el componente
enzimatico de esta secrecion, mediante el analisis de proteinas en geles nativos 1D y 2D, acoplados a zimogramas
con inhibidores especificos, reportando actividad de serina, cisteina y metaloproteasas en extractos crudos de
intestino medio, de las cuales la mas abundante es la proteasa tipo tripsina; el andlisis de estas proteinas por
espectrometria de masas sugiere similitudes con proteasas de insectos, ubicando a C. carnea como candidata a ser
una fuente emergente de enzimas que pudieran emplearse en el area de Biotecnologia de alimentos.
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ABSTRACT: Some proteases from different organisms have been identified, characterized and applied in
Biotechnology. Recently, proteases derived from insect intestines have been studied because it is an unexplored
topic and there are not many references adressing this subject. By using biotechnological techniques, massive
protease production could be applied in food, pharmaceutical and chemical industries, to mention a few.
Chrysoperla carnea Neuroptera: Chrysopidae is used in integrated pest management programs because it is a
highly voracious and easy rearing insect. C. carnea larvae inject a liquid secretion into prey in order to paralyze
and digest internal tissues. Our research group is dedicated to study enzymatic fraction by using non-denaturing
gels coupled to zymogram analysis. We reported serine-, cysteine- and metalloproteases activities in midgut
crude extracts and most abundant are trypsin-like proteases; 2D zymogram were used to select specific spots and
submitted to protein mass spectrometry analysis. The result showed up similarity to insect proteases, placing to
C. carnea as a candidate to be an emerging source of enzimes with promising use in the Food Biotecnology area.
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INTRODUCCION

Las proteasas son enzimas que catabolizan a las proteinas mediante la hidrélisis de los enlaces entre
cada aminoacido presente en proteinas y péptidos; a este proceso se le conoce como protedlisis. Las
proteasas se clasifican en seis tipos de acuerdo a su sitio catalitico: serina, treonina, cisteina, aspartato,
glutamato y metalo proteasas (Philipps, 2018). Recientemente, la proteasa intestinal de insectos ha
ganado un interés en el campo de la biotecnologia industrial y de los alimentos debido a sus
capacidades alternativas a las proteasas microbianas (Kannan et al., 2019).

Los insectos que necesitan proteina en su dieta emplean proteasas como enzimas digestivas y se
encuentran en abundancia en la region del intestino medio (Cohen, 1995), algunas larvas de
lepiddpteros requieren una mezcla de enzimas que van desde las secretadas por glandulas salivales
hasta del tracto digestivo como quitinasas y lipasas (Nation, 2016), endopeptidasas como serina
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proteasas de tipo quimotripsina, asi como aminopeptidasas y carboxipeptidasas. La mayoria de los
artropodos depredadores llevan a cabo digestion extraoral como estrategia para digerir presas de gran
tamafio, es decir, lictan el contenido de la presa disolviendo los nutrientes antes de ser ingeridos. Un
ejemplo de estos insectos y que es considerado como modelo dentro de la clasificacion de
depredadores polifagos, es Chrysoperla carnea. La forma larval en el tercer instar de este insecto es
empleada en el manejo integrado de plagas por su alta voracidad, su facil crianza en cautiverio, su
capacidad predadora y su resistencia a numerosos insecticidas (Mansoor et al., 2017). Por medio de su
mandibula, inyecta un fluido paralizante, asi como enzimas digestivas con la finalidad de inmovilizar a
su presa y succionar el contenido interno hidrolizado, regurgitando y volviendo a succionar.
Actualmente se cuenta con pocas referencias acerca de las diferentes enzimas digestivas producidas en
el intestino medio de C. carnea y se carece por completo de su caracterizacion a nivel molecular. La
exploracion de nuevas actividades enziméticas promete un sinfin de posibles y nuevas aplicaciones
como enzimas industriales cuyo mercado mundial ha crecido de manera constante a lo largo de los
afios al ser empleadas en detergentes, biocombustibles, textiles, curtiduria, papel, sintesis orgénica
(Kirk et al., 2002). En la industria de los alimentos tanto para consumo humano como animal son
ampliamente utilizadas, en el manejo de desechos de la industria pesquera (Samano et al., 2018)
ademas de la produccion de hidrolizados, por ser selectivas, reproducibles, rapidas, eficientes y carecer
de subproductos indeseables (Zhang et al., 2018; Singh et al., 2019).

A pesar de gue no se ha descrito formalmente la composicion de la secrecion digestiva de C. carnea, se
ha reportado la presencia de serina y cisteina proteasas (Mulligan et al., 2010); en nuestro equipo de
investigacion se ha estudiado el componente enzimatico de la secrecion, mediante el andlisis de
proteinas en geles 1D y 2D, zimogramas Yy caracterizacion con inhibidores especificos, reportando
actividad de serina, cisteina, metalo proteasas, asi como de lipasa. El analisis de los datos obtenidos por
espectrometria de masas sugiere una similitud con una actividad de tipo tripsina presente en un
escarabajo. Se continuda trabajando en la comparacion con mas bases de datos, asi como para identificar
los genes responsables de dichas actividades enzimaticas.

MATERIALES Y METODOS

Las larvas de C. carnea fueron proporcionadas por el Laboratorio de Entomologia del Departamento de
Agronomia de la Universidad de Guanajuato Campus Irapuato-Salamanca, encontrandose todas en
tercer instar. Se definieron dos condiciones: una en ayuno y otra de alimentacién y se disectaron a las
24 horas posteriores a la alimentacion. Cada una de las condiciones, asi como de los tiempos se
realizaron por triplicado. Se cuantifico la proteina de cada extracto crudo mediante el método de
Bradford, utilizando un kit de Bio-Rad. Se llevd a cabo la separacién de proteinas en geles de 1D
utilizando el kit Mini-PROTEAN® 3 Cell de Bio-Rad™ para el sistema de bufer discontinuo SDS-
PAGE. Las condiciones de electroforesis fueron a 12 mA/gel a 90V. Los geles fueron tefiidos con azul
de Coomasie. Para la deteccion de proteasas, los geles estuvieron en contacto con gelatina al 0.12%.
Para actividad de lipasas se empled 4-Metil-umbeliferil-butirato (MUF).

Una vez que se definieron las diferentes actividades enziméticas, se llevaron a cabo geles de 2D
siguiendo las recomendaciones del manual 2-D Electroforesis Principios y Métodos de GE Healthcare,
utilizando tiras Immobiline™ DryStrips a pH 3 a 10 y 4 a 7 y se establecieron las condiciones de
enfoque isoeléctrico en un Ettan™ IPGphor 3 IEF System. Las imagenes fueron capturadas en un
fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+ System. El analisis de las imagenes 2D PAGE se realizo con el
software Melanie™ 7.0 (Swiss Institute of Bioinformatics) se compararon los triplicados de cada
condicion y se construyo un gel patrén promedio, donde se ubico la posicion de los spots de interés que
poseen actividad de proteasa los cuales fueron cortados manualmente y almacenados para su posterior
analisis mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF). Los datos crudos fueron importados en el
software Trans Proteomic Pipeline (TPP) (Pedrioli, 2010) en donde se realizé una comparacion contra
diferentes bases de datos generales como NCBI-NR para insecto, Chrysopidae, Neuroptera y Proteasas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el intestino medio de larva en tercer instar de C. carnea se identificaron dos tipos de proteasas
(serina proteasa y metal proteasa) asi como una lipasa. Mediante 2D SDS PAGE en condiciones no
desnaturalizantes y a un gradiente de pH 3 a 10 se obtuvo un patron de spots, en su mayoria
conglomerados, similar en las dos condiciones (ayuno y alimentacion; 24 horas post tratamiento)
alrededor de los 30 KDa y a un pH acido; por lo que se procedié a ampliar el gradiente de pH de 4a 7
observandose spots méas definidos y de mayor tamafio a un pH entre 5 y 6 alrededor de los 30 KDa
(Figura 1).

Figura 1. Separacion de proteinas mediante 2D SDS PAGE no reductora con gradiente de pH de 4 a 7.
A) condicidn de alimentado, B) condicién de ayuno. (24 horas post tratamiento en cada condicion).

Se conoce que las serina proteasas del tipo tripsina tienen un peso entre 20 y 35 KDa y un punto
isoeléctrico (PI) variable de entre 4 y 5 asi como de 8 a 9 (Terra y Ferreira, 1994). En base a estas
referencias, se sugiere la presencia de serina proteasas dentro de la aglomeracion a pH acido. Las
metalo proteasas al igual que las carboxipeptidasas se presentan en un rango de peso molecular (PM)
entre 20 y 50 KDa. Este estudio se repitié con apoyo de zimogramas a un rango de pH entre 3 a 10; el
patron de areas de actividad fue similar en las dos condiciones, ambas comparten un area no resuelta
con mayor actividad a pH &cido, pero con menor actividad a pH alcalino, localizadas alrededor de los
30 KDa. La ubicacién de la zona de mayor catélisis coincide con el PM y PI de las serina proteasas
particularmente con la enzima tripsina (Figura 2).

En la deteccion de lipasas (Figura 3) el patron de actividad enziméatica fue similar en las dos
condiciones, compartiendo un area no resuelta con mayor actividad a pH acido y a 30 KDa. Para

Figura 2. Deteccion de serina proteasas por zimografia en 2D SDS PAGE no reductora con gradiente de
pH de 3 a 10. A) condicion de alimentado, B) condicién de ayuno. (24 horas post tratamiento en cada
condicidn).

lipasas no se ha reportado un rango de PM especifico ni informacidn sobre PI sin embargo se conoce

A

Figura 3. Deteccion de actividad de esterasa por zimografia en 2D SDS PAGE no reductora con
gradiente de pH de 3 a 10. A) condicién de alimentado, B) condiciéon de ayuno. (24 horas post
tratamiento para ambas condiciones).
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que enzimas hidroliticas con un sitio catalitico de serina presentan amplia especificidad de sustrato
teniendo actividad de proteasas y lipasas. Estas enzimas presentan un rango de PM entre 22 y 60 KDa
y un Pl entre 4 y 6. (Akoh et al., 2004). La ubicacion de la zona de catélisis coincide con la de serina
proteasa y al realizar el zimograma con MUF butirato como sustrato, se sugiere que se trata de una
esterasa.

Para la identificacion de proteinas se seleccionaron cinco spots en base a los resultados anteriores con
un PM entre 27-28 KDa y un Pl entre 5y 6. Las muestras se analizaron por medio de espectrometria de
masas Y se obtuvieron los datos RAW que al ser comparados con diferentes bases de datos mediante la
plataforma TPP se observaron altas coincidencias con proteasas presentes en insectos como de la
proteina actina, como se muestra en la tabla 1.

Tabla I. Resultados del andlisis con el software Trans Proteomic Pipeline. La probabilidad en la
coincidencia de espectros de péptidos mostrada en este programa mientras mas cercana esté a 1.0000 es
mas significativa. Las bases de datos empleadas en los spots 27,29 y 33 corresponden a NCBI-NR y para
32y 34 a Neuroptera.

Spot Similitud Probabilidad
27 Odorant-binding protein Chrysopa pallens (Neuroptera:Chrysopidae) 0.9366
29 Chemosensory protein C. pallens 0.9471
32 Actin Chrysopa septempunctata (Neuroptera:Chrysopidae) 1.0000
33 Tripsin Onthophagus taurus (Coleoptera:Scarabaeidae) 0.9958
34 Actin (C.septempunctata) 1.0000

Podemos concluir que la zona de catalisis que muestra actividad de proteasa y esterasa se encuentra
~30 KDa y a un pH entre 4 y 5. En la identificacion de proteinas, se encontraron dos muestras que
coincidieron con Actina, proteina presente en todas las células, esencial para la movilidad celular
constituyendo el citoesqueleto y formando microfilamentos (Pollard y Cooper, 1986); al no encontrarse
exactamente en la misma zona podria tratarse de isoformas. Los spots 27 y 29 presentaron semejanzas
con proteinas de Chrysopa pallens; este insecto a diferencia de C. carnea, tanto la forma larval como el
adulto son depredadores y si bien pertenecen a la misma familia, deben de presentar diferencias
importantes a nivel genético. Finalmente, el spot 33 coincidié con una tripsina de Onthophagus taurus,
un escarabajo pelotero, la cual es candidata a un estudio mas profundo con el fin de poder ser
aprovechada, ya que algunos autores concluyen que los insectos, son una potencial fuente de enzimas
requeridas por la biotecnologia industrial, siendo relevante su participacion en el area alimentaria
(Mika et al., 2015; Kannan et al., 2019).
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