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RESUMEN

PRECIADO R., D. P.; BUSTILLO P., A. E.; VALENCIA J., A. Caracterizacion parcial de una
proteinasa digestiva proveniente de la broca del café (Coleoptera: Scolytidae). Cenicafé 51(1): 20-
27. 2000.

Se determind el medio de extraccion, el pH, la temperatura 6ptima de actividad, el perfil isoenzimatico y
eltipo de proteinasa presente en el tracto digestivo del insecto, para lo cual se prepararon diferentes extractos
de brocas adultas. Para medir el pH 6ptimo se utilizaron soluciones amortiguadoras de pH (1,5 —4,5). La
temperatura 6ptima de actividad se analiz6 entre 30 y 70°C. El tipo de proteinasa digestiva se determiné
utilizando Pepstatin A como un inhibidor especifico. El perfil isoenzimatico se realizé en geles nativos del
16%. Los resultados mostraron que el mejor medio de extraccion es el buffer Citrato pH: 3,0; los valores
de pH y de temperatura éptima fueron de 3,0 y 40°C, respectivamente. Esta proteinasa encontrada en el
fluido digestivo deH. hampeicorresponde a una aspartico del tipo Catepsin D. En el zimograma se
encontraron al menos tres bandas de actividad proteolitica bien definidas, dos de las cuales estan presentes
tanto en intestinos como en adultos completos del insecto. Un conocimiento detallado sobre la actividad
de éstas enzimas facilitara la seleccion y evaluacion de diferentes inhibidores que pueden ser utilizados en
el disefio y desarrollo de estrategias para el contidiydethenemus hampei.

Palabras claves:Hypothenemus hampdiroca del café, enzimas, café.

ABSTRACT

Different extraction solutions were evaluated in order to determine the best extraction medium, pH and
optimal temperature for activity, the isoenzymatic profile, and the proteinase type present in the digestive
tract of coffee berry borers. Determination of optimal pH was assayed in buffer solutions (pH 1,5 - 4,5).
The optimal temperature for activity was evaluated between 30 and 70°C. Proteinase type was determined
by using Pestatin A as specific inhibitor. The isoenzymatic profile was run in 16% native gels. Results
showed that the best extraction solution was citrate buffer, pH 3,0, and that optimal pH and temperature
were 3,0 and 40°C. The proteinasédichampeiwas determined to be an aspartic protease Cathepsin D
type. The zimogram showed three well-defined proteolytic activity bands, two of which are present, both
in guts and in whole adult insects. A clear knowledge of the activity of these enzymes will help in the
selection and evaluation of different inhibitors that could be used to produce coffee materials resistant to
H. hampei.
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Las proteasas digestivas son enzimas qupresentes otras clases de proteinasas (33, 11);
catalizan la ruptura de enlaces peptidicos y sestas incluyen proteinasas del tipo cistein (tiol),
encuentran en abundancia en laregion del intesjue contienen un residuo esencial de cisteina
tino medio de los insectos. Estas enzimas estanvolucrado en la formacion del complejo enzi-
subdivididas en proteinasas, definidas comana-sustrato (7), las aspartico proteinasas con
endo-peptidasas que cortan cadenas de protales residuos aspartico en su centro activo (3, 4),
nas en sitios especificos y las exo-peptidasay, las metaloproteinasas que contienen iones
las cuales remueven aminoacidos desde los lanetalicos (usualmente zinc) en su centro activo
dos carboxi 6 amino terminal (15). (6).

Adicionalmente, se encuentran clasificadas en

cuatro categorias de acuerdo al tipo de residuo Algunosinsectos que usan cistein proteinasas,

catalitico esencial presente en el sitio activoincluyendo muchos del 6rden Coleoptera (23),

serin proteinasa (EC 3.4.21), cistein proteinasenden a tener intestinos medios conunpHenel

(EC 3.4.22), aspartico proteinasa (EC 3.4.23) yango ligeramente acido, entre 5y 7, mientras

metaloproteinasas (EC 3.4.24) (6). que las aspartico proteinasas a menudo encon-
tradas en combinacién con otras proteinasas son

Los insectos al igual que otros organismosactivas en el rango de pH acido, normalmente

utilizan proteinasas para la digestion de lasnferior a 4,5 (15).
proteinas que ingieren con el alimento (34). Por
mucho tiempo se penso que los insectos y los  Eluso de cistein proteinasas pudo haber sido
vertebrados contenian exclusivamente serimna adaptacion evolutiva en algunos insectos
proteinasas tipo tripsina y quimotripsina, y gque se alimentan de semillas de leguminosasyde
aspartico proteinasas tipo pepsina (22). El tiptros tejidos de plantas que contienen altos nive-
al cual pertenece una proteinasa especifica ges de inhibidores de serin proteinasas (27). En
determina por el rango de pH de actividad, poestudios realizados sobre el tracto digestivo de
su similitud con proteinasas plenamente caracalgunos coledpteros se ha encontrado la presen-
terizadas y por su sensibilidad 6 susceptibilidactia de diversas enzimas proteoliticas. Asi por
adiferentesinhibidores (24). Diferentes tipos deejemplo, e ribolium castaneum pH entre 3,0
proteinasas han sido aisladas del sistema digeg-6,9 (5, 6, 23) eRallosobruchus maculatis
tivo de los insectos y al caracterizarlas harpH entre 3,3 y 6,0 (10, 12, 16, 23, 29),
resultado, en general, similares en su comportaAcanthoscelides obtectaspH entre 4,5y 7,0
miento catalitico alas encontradas en vertebradq82), Zabrotes subfasciataspH 3,5y 5,5 (19),
(6, 1); sin embargo, algunas proteinasas presef+ibolium confusuma pH entre 6,5y 6,9 (5),
tan diferencias notables en sus caracteristicarogoderma sppa pH entre 4,6 y 7,6 (17),
mas importantes tales como en su localizaciorProstephanus truncatusH entre 7,2y 9,0 (14,
el pH éptimo de actividad, las constantes cinéticag8),Sitophilus oryzaepH entre 4,0y 10 (2, 21),
y la termoestabilidad, entre otras (6). y enS. zeamaipH entre 2,5y 10 (2, 14, 28).

Buena parte de la investigacion se ha desa- Estainvestigacion tuvo como propdsito bus-
rrollado coninsectos de los 6érdenes Lepidopteraar un mejor conocimiento de las propiedades y
y Diptera, los cuales usualmente utilizanel papel que desempefian estas enzimas en los
proteinasas tipo serin durante la digestion derocesos digestivos de losinsectosy en especial,
proteinas. Estos insectos poseen intestinos men Hypothenemus hampéo cual permitira la
dios, que proporcionan pH alcalino, con épti-blsqueda y evaluacion de inhibidores especifi-
mos entre 8y 11,5 (15). Estudios mas recientesos, los cuales pueden ser de utilidad para el
mostraron que enlos intestinos de insectos estarontrol de la broca del café.
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MATERIALES Y METODOS aguay desnaturalizada a pH: 1.0, con una solu-
cién 6N de HCI. Esta solucion se disolvié con
Material biolégico. Las brocas adultas, recién buffer citrato pH: 3,0 obteniendo una solucion
emergidas, se obtuvieron de la unidad de cria dgnal de hemoglobina al 0,083%. Para efectuar la
parasitoides de Cenicafé (Chinchina-Caldas)prueba de actividad se incubaron 100ul de la
donde fueron criadas en café pergamino seco dmlucién de la enzima a 30°C, con 300ml de
agua, con una humedad del 45% y se mantenidruffer citrato pH: 3,0 y 1,3ml de hemoglobina
bajo condiciones controladas a una temperaturbovina al 0,083%. La reaccion se detuvo por la
de 27°C, con una humedad relativa del 65% adicion de 2,5ml de una solucién de &cido
75%. tricloroacético 0,34N. Posteriormente se colo-
caron las muestras en hielo durante 10 minutosy
Preparaciéon del extracto enzimatico. La  secentrifugarona 10000 x g durante 10 minutos.
proteinasa presente en el tracto digestivo ska lectura de las muestras se hizo a 280nm
extrajo mediante lahomogeneizacion de 0,5g detilizando un espectrofotometro UV/VIS marca
brocas adultas, con 2,0ml de cada uno de I0NICAM.
siguientes medios de extraccién: agua, NaCl al
1%, Buffer Citrato 0,05M y pH de 3,0, y Buffer pH 6ptimo de actividad. El efecto del pH
Succinico 0,05M y pH de 4,0 y 6,0. Los sobre la actividad proteolitica proveniente de
homogeneizados se centrifugaron a 10.000 x d{. hampeise determiné midiendo la actividad
durante 30 minutosy los sobrenadantesresultammte la enzima en las siguientes soluciones
tes se liofilizaron y se almacenaron a -20°Camortiguadoras: buffer oxalato 0,2M y valores
como fuente para las pruebas de actividadle pHde 1,5y 2,0; buffer citrato 0,2M y valores
enzimatica. de pH de 2,5; 3,0y 3,5 y buffer succinato 0,2M
yvalores de pH 4,0y 4,5. Se incubarondiate
De cada muestra liofilizada se tomaron 0,05da solucién de la enzima mas 300le cada uno
y se disolvieron en 500ul de cada medio dede los buffer evaluados con hemoglobinabovina
extraccion. Igualmente se disecaron adultos dal 0,083% a 30°C durante 2 horas.
H. hampeiextrayendo los intestinos completos
con la ayuda de un estereoscopio y pinzas. Pafeemperatura 6ptima de actividad. El efecto
la preparacion del extracto se homogeneiz6 ude la temperatura sobre la actividad proteolitica
total de 50 intestinos en 40pul de agua destiladae determiné preincubando 100e la solucion
y posteriormente se centrifugé elhomogeneizadde la enzima en buffer de actividad pH: 3,0
a10.000 x g durante 10 minutos, a una temperadurante 5 minutos a 30, 40, 50, 60 y 70°C.
tura de 4°C. Se descartd el precipitado y eDespués del tratamiento, se determind la activi-
sobrenadante resultante se almacen6 a -20°dad enzimatica remanente, a 30°C.
para utilizarlo como fuente de la enzima.
Efecto de la concentracion y tiempo de reac-
Determinacion de la proteinaPara todas las cion enzimaticaPara determinar el tiempoy la
determinaciones se utiliz6 el método de Bradfordconcentracion 6ptima de la enzima en reaccion,
(9), usando albimina de suero bovino comgse disolvié 0,1g de extracto liofilizado de broca
proteina estandar. adulta en 2ml de agua destilada. Posteriormente
se centrifugé la mezcla a 10.000 x g, durante 10
Evaluacion de la actividad proteolitica. Se  minutos y el sobrenadante se utilizé para las
determiné segln el método de Lenney, con mopruebas de actividad proteolitica. El tiempo de
dificaciones sugeridas por Blanco Laletaal.  reaccion se evalu6 con 100l del sobrenadante
(6, 20). Se preparé la hemoglobina bovina erdurante 5, 15, 60, 120y 240 minutos y la concen-
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tracion se evalué con 5, 15, 25, 50, 100 y 200ulla enzima, se realizaron diferentes pruebas de
de una solucién que contenia 2,9ug de proteinalctividad frente a varias soluciones de extrac-
. cion. Lamaxima actividad se present6 cuando se
utilizé buffer citrato 0,05M y pH 3,0 como
Inhibicién por pepstatin. Para determinar el medio de extraccion, seguido por la utilizacion
tipo de actividad proteolitica presente en elde aguadesionizada. Esimportante destacar que
fluido digestivo del insectee realizaron prue- en todos los medios de extraccion evaluados la
bas de inhibicion de la enzima frente al inhibidorenzima alcanza una actividad proteolitica relati-
sintético Pepstatin A, en concentraciones de 0,a superior al 60%, lo cual indica que en la
0,4 y 1uM. En estas pruebas de inhibiciébn sextraccion inicial de esta enzima pueden utili-
preincubd la enzima con el inhibidor durante 15zarse diversas soluciones como medios adecua-
minutos, antes de adicionar el sustrato. Igualdos de extraccion (6, 13, 31). Sin embargo, el
mente se evalud la tasa de hidrélisis de hemadso de agua desionizada se constituye en una
globina y de albimina de suero bovino por laalternativa, en especial, cuando la presencia de
enzima presente en el extracto, con miras algunas sales pudierainterferircon el proceso de
definir la especificidad por el sustrato. Las lec-evaluacién o purificacion de la enzima.
turas tanto de inhibicién como de actividad se
realizaron por espectrofotometria. pH 6ptimo. Los estudios llevados a cabo mues-
tran que la actividad proteolitica presente en el
Zimograma de actividad proteolitica. Laac-  tracto digestivo dél. hampepresenta un pico
tividad proteolitica se determind en zimogramasmaximo de actividad a pH 3,0 (Figura 1). Un
in situempleando el método de Campat®l.  rango amplio de gran actividad se encuentraaun
(10). Para ello se tomaron muestras de laenzimaH entre 1,5 y 4,5 que corresponde a valores
proveniente tanto de adultos completos como dsuperiores al 60% de actividad relativa. Estos
intestinos y se analizaron sobre geles deesultados sonsimilares alosregistrados previa-
poliacrilamida (PAGE) al 16%, en condiciones mente para otros coledpteros. Asi, por ejemplo,
nativas, utilizando camara de electroforesis verTribolium castaneunmpresenta actividad
tical (Bio Rad laboratories, Modelo Miniprotean proteolitica en el rango de pH comprendido
I1). La electroforesis se corri6é durante 1 horay
45 minutos a 150 voltios y a 4°C. Posteriormen-
te se lavo el gel ligeramente con agua destilada
y seincubé a 35°C durante 3 horas, con solucién
de hemoglobina al 1%. Las bandas de actividad ; |
se observaron por coloracién del gel con azul de
coomassie durante 30 minutos y destincion du
rante 1 hora. Las zonas de actividad proteolitica:
se presentan como bandas claras bhien definida
sobre el gel, el cual presenta un fondo de¢
coloracion azul intenso.

elativa (%)
K

Actividad Proteinfgh R

RESULTADOS Y DISCUSION ' ' ”

. L, . Figura 1. Efectodel pH sobre la hidrdlisis de hemoglobina
Medios de extraccionCon el objeto de deter- ge un extracto de proteinasas digestivas provenientes de

minar el medio de extraccibn més adecuado paraiultos deH. hampeia 30°C.
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entre 3,0 y 6,9 (5, 6, 23);Callosobruchus valores de actividad relativa superiores al 60%.
maculatusa pH entre 3,3y 6,0 (10, 12, 16, 23, Actualmente se sabe que las enzimas en general,
29); un pH entre 5,5y 6,5 favorece la actividadtienen diferente energia de activacion y de con-
deAcanthoscelides obtect(32); y valores de versiony que por tanto, una modificacion en la
pH entre 3,5y 5,5 pardabrotes subfasciatus temperatura puede ocasionar un cambio en una
(19). La actividad proteolitica maxima encon-de ellas (18).
trada a pH=3,0 &d. hampeijindica que se trata
de una proteinasa acida y mas especificament&fecto de la concentracion y tiempo de reac-
del tipo aspartico proteinasa, similar a lo encon€ion enzimética.La hidrolisis de la hemoglobi-
trado en otros estudios con realizados coma fue lineal hasta una concentracion aproxima-
coledpteros (4, 13, 26, 30, 31). da de 72ug de proteina, como fuente de enzima
en el medio de reaccion (Figura 3) y lineal con
Temperatura 6ptima de actividadLos resul-  respecto al tiempo hasta los 15 minutos (Figura
tados de temperatura 6ptima para la actividad dé). La maxima actividad relativa se alcanzaa una
la enzima muestran que su maxima actividad se
detecta a 40°C y que a 60°C, mas del 50% de [a
actividad se pierde (Figura 2). Este valor es muy
cercano al registrado parala actividad de la serin
proteinasa extraida @iechoplusia njel cual se
presenta a 45°C (26). La pérdida progresiva d
la actividad proteolitica observada-tmampei
por encima de 50°C, también ha sido registrad
para proteinasas proveniente®dauratug(8),
Tribolium castaneur(6) yTrichoplusia ni(26),
lo cual indica, ademas, la inestabilidad térmice
delaenzima. Engeneral, la actividad proteolitica
proveniente dél. hampeipresentdbuenaesta-
bilidad térmica en el rango comprendido entr gura 3. Efectodela concentracion del fluido digestivo
30 y 50°C, alcanzando dentro de este ra-nngH hampeisobre la hidrdlisis de hemoglobina a pH=3,0

(Buffer Citrato 0,1M) y a 30°C de temperatura, durante dos
horas de reaccion.

100 T .
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Figura 2. Efecto de la temperatura sobre la hidrélisis de Figura 4. Efecto del tiempo de reaccion sobre la actividad
la hemoglobina un extracto de proteinasas digestivagoroteolitica a pH=3,0 (Buffer Citrato 0,1M) del fluido
provenientes de adulté hampei,a 30°C. digestivo deH. hampei.
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concentracion de 287ug de proteina 'y a las 2 En conclusion, este estudio permitié demos-
horas de iniciada la reaccion. Pritobiedl.(26),  trar que las proteasas digestivastiehampei
registraron linearidad en el tiempo hasta de kon aspartico proteasas y que se encuentran
hora para la actividad proteolitica provenienteasociadas a su tracto intestinal. lgualmente, se
delfluido digestivo de larvas @dchoplusiani  han dado a conocer algunas propiedades impor-
tantes de estas enzimas, las cuales no eran cono-
Inhibicion por Pepstatin. La enzima presente cidas hasta hoy. Asi mismo, se ha podido obtener
en el tracto digestivo de la broca es inhibida efinformacién basica importante no sélo de como
mas de un 70% por el pepstatin. A una concenH. hampeidegrada las proteinas, sino que ade-
tracion de 0,1uM, y en mas de un 90% por elmas, permitird evaluar la real vulnerabilidad
mismo inhibidor a una concentraciéon de 1pM.bioquimica de este insecto a diversos inhibidores.
Con el fin de determinar si la proteinasa delinvestigaciones futuras en el campo podrian
insecto era del tipo Pepsin o Catepsin D senfocarse en la blusqueda y evaluacién de
evalud la actividad de la enzima usando hemoinhibidores naturales especificos, los cuales pue-
globina y albumina de suero bovino (BSA) dan ser utilizados a través de la biotecnologia en
como sustratos. Los resultados encontradoka generacion de materiales de café resistentes al
muestran que la enzima hidroliza hemoglobinaataque de la broca del cafélypothenemus
mas eficientemente que BSA. Tan so6lo un 20%ampe).
de laactividad total sobre hemoglobina se alcan-
z6 cuando el sustrato utilizado fue BSA.

La fuerte inhibicidn que experimenta la activi-
dad proteinasa eH. hampeien presencia de
Pepstatin A, permite asegurar que se trata de una
asparticoproteinasa dado que el pepstatin se
conoce como un potente inhibidor de esta clase
de proteinasas. Asi mismo, es posible clasificar-
lacomo unaaspartico proteinasa del tipo Catepsin
D, dado que la enzima hidroliza 1
selectivamente hemoglobina con respecto a_,
albumina de suero bovino. En algunos?
colebpteros como la especi@ribolium
castaneumse han identificado en su fluido
digestivo proteinasas de este tipo (6).

S

Zimograma de actividad. El analisis
isoenzimatico se realiz6 en geles nativos de
poliacrilamida, tanto para el extracto de intesti- A B
nos como para el de adultos completoHde
har_"Pe' El mmpgramanugstra tre_s band‘?"s_ de Figura 5. Zimograma de actividad proteolitica de
actividad aspartico proteinasa bien definidas,H. hampei A, extracto crudo de adulto®, extracto de
dos de las cuales estan presentestanto en brogdatestinos de adultos. La electroforesis nativa se desarroll6
adultas como en intestinos (Figura 5). La pre-S°Pre geles homogéneos del 16%. Después de la
ia d . T intesti Ideﬁlectroforesis se incub6 el gel con una solucién de
;enma eestaenzimaene umen. In e§ Ina emoglobina al 1% en buffer citrato pH=3,0, durante 3
insecto demuestra la naturaleza digestiva de lgoras a 35°C. Finalmente, el gel se lavé con agua y se tifié
enzima. con azul de coomassie.
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