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RESUMEN

Se purificd y caracterizd una proteasa tipo quimotripsina de larvas de tercer
instar del barrenador mayor de los granos (Prostephanus truncatus), insecto
plaga muy destructivo de maiz y yuca. La purificacién de esta proteasa se llevo
a cabo mediante precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia de
exclusion molecular y cromatografia de liquidos de alta resolucion en una
columna de FPLC superosa 12. La enzima purificada mostré un peso molecular
aparente de 31 kDa, un pH optimo de 7.0 y un rango de actividad entre pH 6 y
8, en tanto su temperatura optima fue de 60 °C. Las constantes cinéticas de
Km para el sustrato sintético N-Succinil Ala-Ala-Pro-Phe p-Nitroanilida (559 uM)
fue 16 veces mas alto que el mostrado para quimotripsina bovina (35.11 uM).
La kcat (Vmax/[E]r) para la proteasa del insecto 3533 s™ fue mucho mas alta
que la correspondiente kcat de la quimotripsina bovina (315 s™), aunque sus
eficiencias (kcat/Km) 6.3X106 M*s™ para la enzima del insecto y 9X106 M’s™
para la quimotripsina bovina fueron similares.

INTRODUCCION

Para digerir las proteinas, los insectos usan diversas enzimas proteoliticas en
un amplio rango de pH que va de lo &cido a lo alcalino (Terra y Ferreira, 1994;
Nation, 2002). Ambos tipos han sido reportados en Coledpteros. En el caso de
intestinos de P. truncatus se presenta un gradiente de pH que va de 4.2 a 6.2
(Vazquez-Arista, 1999). Se han reportado diferentes tipos de proteasas en el
intestino de este insecto (Vazquez-Arista, 1999; Brioschi et al. 2007).

La diversidad de proteasas digestivas relacionada con un estrecho gradiente de
pH es caracteristico de un tipo de digestion no especializada de esta plaga
cosmopolita de granos almacenados, sirviendo como mecanismo para una
eficiente incorporacion de una amplia variedad de dietas con diferentes
proteinas de almacenamiento e inhibidores. Ademas, debido a que las larvas
de los insectos crecen en dietas variadas que contienen diversidad en
inhibidores de proteasas, también existen diferentes proteasas digestivas como
una respuesta adaptativa (Oppert et al. 2005), Brioschi et al. (2007). Esto
implica que los insectos tienen un gran repertorio de enzimas digestivas que les
permite su adaptacion a los alimentos que ellos consumen

Por otro lado, los inhibidores de proteasas juegan un papel importante en los
mecanismos de defensa de las plantas frente al ataque de insectos, reduciendo
su capacidad digestiva por la inhibicion especifica de algunas proteasas,
reduciendo el crecimiento y desarrollo del insecto (Broadway and Duffey,
1986). De tal forma, que los inhibidores de proteasas pueden ser usados como
una alternativa para el control de insectos plaga. (Elden, 1995). En el caso de



del inhibidor de tripsina de chan (Hyptis suaveolens) (HSTI), se conocia su
capacidad de inhibir a la gran mayoria de las proteasas tipo tripsina, excepto
una de tipo quimotripsina presente en el intestino de P. truncatus (Aguirre et al.
2004). El objetivo de este trabajo fue purificar y caracterizar esta enzima.

MATERIALES Y METODOS

Las larvas de tercer instar del insecto P. truncatus fueron extraidas de granos
de maiz infestados, producidos en insectario y posteriormente congelados a
—80°C para su posterior utilizacion.

Extraccién enzimatica.

Se realiz6é un extracto inicial con las larvas de tercer instar del insecto con
buffer Tris-HCI 0.01 M, pH 7.5, 1:4 (p/v) a 4° C por un periodo de 1 h. El
material insoluble fue eliminado por centrifugacion a 18000xg a 4° C por 1 hora.
Este extracto fue precipitado al 70% de saturacion con (NH4),SO,. El
precipitado fue separado y dializado contra agua. Esta solucion (extracto
enzimatico), se utilizé para las posteriores etapas de purificacion.
Cromatografia de exclusion molecular en gel (Sephadex G-75).

El extracto enzimético (15 mg de proteina, aproximadamente) se aplicé a una
columna de Sephadex G-75 (167 X 2.25 cm) equilibrada con bicarbonato de
amonio 0.02M pH 7.8. Se colectaron fracciones de 4 ml a las cuales se les
determiné absorbencia a 280 nm y actividad tipo quimotripsina. Las fracciones
gue presentaron actividad fueron colectadas y concentradas por ultrafiltracion.
Cromatografia de intercambio i6nico.

Las fracciones activas de la etapa anterior se aplicaron a una columna de
intercambio anionico (Econo-Pac® High Q, 1 x 5 cm) equilibrada con Tris 0.01
M, pH 8.5. La proteina adsorbida por la matriz fue eluida con un gradiente de
concentracion lineal desde 0 a 0.2M de NaCl en Tris 0.01M (pH 8.5). A estas
fracciones se les midid absorbencia a 280 nm y actividad tipo quimotripsina.
Las fracciones con actividad fueron concentradas y desaladas por
ultrafiltracion.

Cromatografia de filtracion en columna de FPLC

Las fracciones con actividad tipo quimotripsina obtenidas por intercambio
ibnico, se sometieron por separado a cromatografia a través de una columna
de filtracibn FPLC Superose 12 (Amersham) utilizando un sistema de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) modelo 1050 de Hewlett-
Packard. La proteina fue eluida en buffer Tris-HCI| 0.02 M pH 8, a una velocidad
de flujo de 0.4 ml/min, monitoreandose la absorbencia a 220 nm. El pico con
actividad fue congelado y liofilizado. Las fracciones fueron sometidas a
electroforesis para evaluar su pureza y posterior caracterizacion.

RESULTADOS

Se purifico a homogeneidad una proteasa tipo quimotripsina presente en el
intestino de larvas de tercer instar del insecto P. truncatus. Esta enzima mostré
un peso molecular aparente de 31 kDa en gel de poliacrilamida al 10%, fue
purificada con un factor de 12.8, para la purificaciébn se usé primeramente
precipitacion con sulfato de amonio, seguido de cromatografia de exclusion
molecular, y cromatografia de intercambio ionico, esta muestra posteriormente
fue purificada atraves de una columna de FPLC acoplado a un equipo de
HPLC. La enzima purificada tuvo un pH oOptimo de actividad de 7.0 y una
temperatura optima de 60°C. Su punto isoelectrico fue de 3.5



Las constantes cineticas para la enzima del insecto muestran una km de 559
uM usando SAAPFpNA como sustrato. Sin embargo, esta enzima no fue capaz
de de hidrolizar BTEE y BTpNA, los cuales se conoce que son sustratos
especificos para quimotripsina bovina. Usando el valor de Vmax, se encontré
que la Kcat de la enzima fue de 3533 s-' y su eficiencia (kcat’km) fue de
6.3X106 Ms™, en tanto que la kcat de la quimotripsina bovina para el mismo
sustrato fue de 315 s™ y su eficiencia fue de 9X106 M-'s-!. Esta enzima no fue
reconocida por el inhibidor de proteasas de Chan, el cual fue capaz de inhibir a
la mayoria de las enzimas intestinales tipo tripsina de P. truncatus. Finalmente,
resulta importante la caracterizacion de las enzimas digestivas de los insectos,
particularmente si se propone la utilizacion de inhibidores de proteasas
especificos para su posible control.
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