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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE EXTRACTOS ACUOSOS DE
Ulomoides dermestoides (COLEOPTERA, TENEBRIONIDAE):
EXPLORACION DE LA INHIBICION DUAL DE LA LIPOXIGENASA (15-
LOX) Y CICLOOXIGENASAS (COX-1 Y COX-2)

RESUMEN

Ulomoides dermestoides es usado en medicina
tradicional oriental para aliviar enfermedades
inflamatorias y como afrodisiaco. En Colombia,
comunidades campesinas lo consumen para
el tratamiento del asma. El propoésito de este
estudio fue obtener extractos acuosos del
cuerpo entero de U. dermestoides y explorar su
potencial para inhibir enzimas involucradas en
la biosintesis de reguladores de la inflamacién, la
15-lipoxigenasa (15-LOX) y las ciclooxigenasas
COX-1y COX-2 (COXs).

Los extractos se obtuvieron con tampoén salino
fosfato 0,01M (PBS) y bicarbonato de amonio
0,IM (NH,HCO,), en presencia de un detergente
(Tween-20 o Dodecilsulfato sédico, SDS).
Posteriormente se determiné el contenido de
proteinas totales solubles, el perfil electroforético
y las actividades enzimaticas a 19 hidrolasas.
Las inhibiciones 15-LOX y COXs se midieron
por método colorimétrico y por inmunoensayo
enzimatico, respectivamente.
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El rendimiento mas alto de proteinas se obtuvo
con el tampén PBS/SDS (1,603 %p/p). Este
extracto mostré 13 bandas electroforéticas
mayoritarias, con tamafios entre 8,8 y 151,2
kDa; también, se demostraron actividades
enzimdaticafosfosfohidrolasas, peptidasas,
esterasas, f-glucoronidasa, a-glucosidasa,
N-acetil-p-glucosaminidasa y o-manosidasa.
Todos los extractos mostraron actividad
inhibitoria dual 15-LOXy COXs. Las inhibiciones
15-LOX y COX-1 maés altas se obtuvieron con
el extracto obtenido con PBS/SDS (15-LOX:
62,8%2,0%; COX-1: 88,5£3,9%). Adicionalmente,
un andlisis de regresién lineal simple mostré
que no hay asociacién entre la concentraciéon de
proteinas y la inhibicién 15-LOX (valor p = 0,493),
este resultado sugiere que la actividad anti-
lipooxigenasa podria ser debido a compuestos
no proteicos.

Palabras clave: Ulomoides dermestoides,
inflamacién, 15-lipoxigenasa, ciclooxigenasas.
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BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF
Ulomoides dermestoides

(COLEOPTERA, TENEBRIONIDAE)
AQUEOUS EXTRACTS:
EXPLORATION OF DUAL
INHIBITION OF LIPOXYGENASE
(15-LOX) AND CYCLOOXYGENASE
(COX-1 AND COX-2)

ABSTRACT

Ulomoides dermestoides is used in traditional
oriental medicine to alleviate inflammatory
diseases and as an aphrodisiac. In Colombia,
rural communities consume it as treatment
for asthma. The purpose of this study was
to obtain aqueous extracts of whole body of
U. dermestoides and explore their potential to
inhibit enzymes involved in the biosynthesis of
inflammation regulators, 15-lipoxygenase (15-
LOX) and cyclooxygenases COX-1 and COX-2
(COXs).

Extracts were obtained with phosphate buffered
saline 0.01M (PBS) and ammonium bicarbonate

INTRODUCCION

La inflamacién es un proceso multifactorial
regulado por la activacién coordinada
de mediadores pro-inflamatorios y anti-
inflamatorios (1), en el que estdn implicados
fibroblastos, macréfagos tisulares, células
endoteliales, mastocitos y leucocitos (2, 3). La
inflamacién crénica se ha relacionado con la
activacion prolongada de mediadores pro-
inflamatorios, lo que provoca lesiones en tejidos
y disfuncion organica a largo plazo; estos
eventos se han observado en la fisiopatologia de
enfermedades como la obesidad, asma, artritis,
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0.1M (NH4HCO3) in the presence of one
detergent (Tween-20 or Sodium dodecyl sulfate,
SDS). Then, total soluble protein, electrophoretic
profile and enzymatic activities at 19 hydrolases
were determined. Inhibition of 15-LOX and
COXs were measured by colorimetric method
and enzymatic immunoassay respectively.

The highest protein yield was obtained with
PBS/SDS buffer (1.603 %p/p). This extract
showed 13 major electrophoretic bands with
molecular weights between 8.8 and 151.2 kDa;
also, enzymatic phosphohydrolase, peptidase,
esterase, B-glucuronidase, a-glucosidase,
N-acetyl-B-glucosaminidase and o-mannosidase
activities were proven. All extracts showed
dual inhibitory activity for 15-LOX and COXs.
The higher inhibitions for 15-LOX and COX-1
were obtained with PBS/SDS extract (15-LOX:
62.8+2%; COX-1: 88.5+3.9%). Additionally, a
simple linear regression analysis showed non-
relationship between the protein concentration
and 15-LOX inhibition (p value = 0.493). This
result suggests that anti-lipoxygenase activity
could be due to non-protein compounds.

Key words: Ulomoides dermestoides,
inflammation, 15-lipoxygenase, cyclooxygenase

enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus,
Alzheimer y varios tipos de cancer (4).

La ruta metabdlica del acido araquidénico
implica una serie de reacciones quimicas cuyos
productos estan estrechamente relacionados
con la inflamacién. Las enzimas lipooxigenasas
(LOXs) y ciclooxigenasas (COXs) catalizan
los primeros pasos de esta ruta, razén por
la cual son blancos importantes para el
desarrollo de fadrmacos anti-inflamatorios
(5). LOXs catalizan la oxigenacién del &cido
araquidénico y dan origen a los leucotrienos
(LT) y alos hidroxi-eicosatetranoatos (HETE) (6);
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algunos leucotrienos (LTC4, LTD4 y LTE4) son
mediadores lipidicos pro-inflamatorios potentes,
responsables de la constriccion del musculo liso
alveolar, hipersecrecion de moco y aumento de
la permeabilidad vascular en la hiperreactividad
alérgica (7). Por su parte, las COXs poseen
actividad ciclooxigenasa y peroxidasa; COX-1
se expresa constitutivamente en una amplia
variedad de células y esta involucrada en la
homeostasis celular, mientras que COX-2 es una
forma inducible de las COXs y esta involucrada
en la biosintesis de prostaglandinas durante la
inflamacién aguda (8).

Ulomoides dermestoides (Chevrolat, 1878) (=
Palembus (Ulomoides) dermestoides = Martianus
dermestoides) esunartrépodo del orden coledptera,
familia Tenebrionidae, tribu Diaperinae,
género Ulomoides, especie dermestoides. Es
originario del sudeste asidtico, donde se
consume como recurso nutracéutico (9, 10, 11).
En América Latina es usado para tratamiento
de la impotencia sexual, asma, artritis, cancer,
tuberculosis y como fortificante (12, 13, 14). En
Colombia su uso se limita a la regiéon Andina,
departamentos de Cundinamarca, Huila y
Tolima, donde se consumen vivos para el
tratamiento del asma (15). En el campo cientifico,
existen algunas publicaciones que reportan
actividad farmacolégica del U. dermestoides. En
2010, Santos et al. publicaron un estudio que
describe las propiedades anti-inflamatorias e
inmunomoduladoras de extractos del escarabajo,
obtenidos con tampoén salino fosfato (16); en
2011, Tobén y colaboradores reportaron que el
aceite extraido del U. dermestoides tiene efecto
depresor del sistema nervioso central de ratones
albinos (Mus musculus) en dosis de 3mg/Kg,
administrada por via oral (17); mientras que
dos estudios independientes describieron las
propiedades antioxidantes de hidrolizados
de proteinas (18), extractos acuosos (19) y
metandlicos del U. dermestoides (20).

El propésito del presente estudio fue obtener
extractos acuosos de U. dermestoides adultos y

explorar, mediante ensayo in vitro, su potencial
para inhibir tres enzimas involucradas en la
biosintesis de reguladores de la inflamacién,
15-LOX, COX-1y COX-2.

MATERIALES Y METODOS
Muestra

La identidad taxonémica de la especie
Ulomoides dermestoides fue realizada siguiendo
las claves publicadas por Kim & Jung, 2005 (21)
y posteriormente validada en el Departamento
de Entomologia del Instituto de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional, Bogotd,
Colombia (cédigo de coleccion ICN-45905).

Se realizé un cultivo a partir de un pie de cria
establecido en el Laboratorio de Productos
Naturales de la Universidad del Atlantico. Los
escarabajos se mantuvieron bajo condiciones
controladasdetemperatura (27+2°C)yhumedad
relativa (70-75%) y se alimentaron tnicamente
con pan integral y salvado de trigo. Después
de 90 dias de cultivo, los individuos adultos
se separaron del sustrato y se almacenaron en
tubos de polipropileno de 50 mL a temperatura
de -70°C en un congelador Panasonic VIP Eco
Freezers Serie MDF-DU700VH-PE.

Extractos

La escarabajos congelados se trituraron en
mortero bajo una corriente de nitrégeno liquido
hasta obtener un material pulverizado, el cual
fue posteriormente deslipidado con éter dietilico
(Merck®), en un extractor Soxleth de 250mL.
Luego, el exceso de éter se evapor6 en una
cabina de extraccion de gases y humos Air flux
modelo c100X.

El s6lido obtenido se sometié a extraccion con
las soluciones descritas en la tabla 1. Todos los
reactivos usados para la preparacion de las
soluciones fueron marca Merck.
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Tabla 1. Composicién de las soluciones de extraccién (tampoén de lisis) de proteinas del
escarabajo Ulomoides dermestoides. PBS: siglas en inglés para tampoén salino fosfato; SDS:
siglas en inglés para dodecilsulfato sédico.

Tratamiento Tampon de lisis pH
Al NH,HCO, 0,IM / Tween-200,1% v/v 7,5
A2 NH,HCO, 0,IM / SDS0,1% p/v 7,5
B1 PBS 0,01M / Tween-20 0,1% v/v 7,2
B2 PBS 0,01M / SDS0,1% p/v 7,2

Las condiciones de extracciéon fueron: relacion
peso de material pulverizado/ volumen
de tampoén de lisis = 1:10 p/v; temperatura
de extracciéon = 4°C; velocidad de agitacion
=200 rpm; tiempo de extraccién =24h. Los
homogenizados obtenidos se centrifugaron
a 5.000 x g durante 20 min y temperatura de
4°C en un equipo Beckman modelo GPR. El
sobrenadante se separ¢ y dializ6 frente a agua
MQ (18,2 MQ cm a 25°C) durante 16h a 4°C, en
membranas con tamafio de exclusién de 3.500
Dalton (Spectrum Laboratories Inc). El producto
de la dialisis se liofilizé por 48h a -46°C y 0,098
mbar, en un equipo LABCONCO® FreezeDryer
de 2.5 L. Los liofilizados se almacenaron en
frascos de vidrio color &mbar a temperatura de
-20°C en un congelador Panasonic (Biomedical
Freezer Serie MDF-U5412).

Determinacién de proteina total. Se realizo
mediante micro-ensayo de Bradford (22), usando
el estuche comercial QuickStart™ Bradford
Protein Assay de Bio-Rad. Inicialmente se
construy6 una curva patrén con la proteina BGG
(siglas en inglés para Gamma Globulina Bovina),
para lo cual se prepararon ocho diluciones, a
partir de una concentracion inicial de 2 mg/mL
(y=0,0157x - 0,0085; R*=0,9973).

Un volumen de 150 pL de cada muestra se
mezclé con 150 puL del reactivo de Bradford 1X,
en placas de titulacién de 96 pozos marca Nunc-
Immuno™MicroWell™ (ThermoScientific®).
Las muestras se incubaron por 10 min, luego
se ley6 la absorbancia a 595 nm en un lector
de placas multimodal Synergy HTX (BioTek®
Instruments, Inc). Las lecturas fueron analizadas
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con el software Gen5™ Data Analysis (BioTek®).
La concentracién de proteinas se calculé
extrapolando la absorbancia de las muestras
(extractos) en la curva patrén de BGG.

Perfil electroforético. Todos los reactivos
usados en este procedimiento fueron de la
marca Bio-Rad. Inicialmente se analizé el
perfil de proteinas de cada extracto mediante
electroforesis unidimensional en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE), usando un equipo
Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad®). El gel
de separacion se prepar6 a una concentracion de
12%T (T = concentracion total de monémeros de
acrilamida y bisacrilamida) y el gel concentrador
se prepar6 a la concentracion de 4%C (C =
concentracion del mondémero bisacrilamida),
segtn protocolo descrito por Sambrooké& Russell
(23). Se sembraron 10 pg de extracto por pozo
y el corrido electroforético se realiz6 a 100 V
por 90 min; posteriormente, los geles fueron
tefiidos con azul de Coomassie R-250 durante
12 horas, luego se decoloraron en una solucién
de acido acético al 10% v/ v y se visualizaron en
un fotodocumentador UVP ImagingSys EC3 410
LMS-26 97-0279-01 (Bio-Rad®).

Los extractos también se analizaron mediante
electroforesis bidimensional, este procedimiento
se realiz6 en el Laboratorio de Genémica y
Proteémica de la Universidad Metropolitana
de Barranquilla. La muestra (50 pg por ensayo)
se corrié en una primera dimensién para
la separacién de proteinas por su punto
isoeléctrico (isoelectroenfoque o IEF) en un
equipo PROTEAN® i12™]EF Systemde Bio-
Rad, usando tiras de 7 cm de longitud con un
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gradiente de pH inmovilizado entre 3 y 10. La
segunda dimension fue corrida en el equipo
Mini-PROTEAN® (Bio-Rad®), usando el
marcador de peso molecular PrestainedSDS-
PAGE Standards Broad Range de Bio-Rad.
Finalizado el corrido electroforético, los geles
se tifieron con el colorante fluorescente Oriole
(Bio-Rad®), posteriormente las imagenes fueron
adquiridas con el equipo ChemiDoc™ MP
System y analizadas con el Software ImageLab™
(Bio-Rad®).

Perfil enzimatico hidrolasa de los extractos. Se
determiné mediante la prueba semicuantitativa
comercial api® Zym de BioMeriux® S.A France,
Lyon (Referencia #25 200). El extracto acuoso
se diluy6 con tamponTris-NaCl1X(pH 7,5)
hasta una concentracion final de 1 mg/mL. Un
volumen de 65 nL del extracto diluido se agregé
a cada ctipula de reaccion del api® Zym, las
cuales contenian los sustratos para 19 hidrolasas
y un control negativo de la prueba. La reaccién
se incubd por 5 horas a 37°C, posteriormente
se agregd a cada ctipula una gota de reactivo
Zym A (composicion por 100 mL: 25g de Tris;
11 mL de HCI 37%; 10g de SDS) y otra de Zym
B (composicion: 0,35% de Fast Blue BB en
2-metoxietanol). Los resultados se interpretaron
siguiendo el instructivo de la casa comercial.

Actividad inhibitoria lipoxigenasa (LOX).
La prueba de inhibicién lipoxigenasa fue
desarrollada mediante un método colorimétrico,
usando el estuche comercial “Lipoxygenase
Inhibitor Screening Assay Kit” de Cayman
Chemicalco (Referencia #760700). Las soluciones
provistas por el estuche fueron: tampoén de
reacciéon Tris-HCI 0,1M (pH 7,4), agentes
desarrolladores de color 1 y 2 (cromégeno),
estdndar de la enzima 15-lipoxigenasa (15-
LOX) de soja, sustrato (acido araquidoénico),
inhibidor inespecifico de 15-LOX (Acido
Nordihidroguayarético, NDGA) y KOH 0,1M.
El tampén de reaccion, el cromégeno, la enzima
15-LOXy el sustrato se prepararon como indica
el fabricante.

Las reacciones se desarrollaron en una placa
de titulacién de 96 pozos provista por el kit. El
protocolo incluy6 la realizacién de un blanco
(100 uL tampoén de reaccién), un control positivo
de la enzima (10pL de la enzima 15-LOX y
990uL del tampoén de reaccién), un control
positivo de la inhibicién (100 pL de NDGA,
a la concentraciéon de 100 uM/pozo) y las
muestras (10 pL de la solucién de la enzima
15-LOX, 980 pL del tampoén de reaccion 'y 10 pL
de los extractos de U. dermestoides). Para esta
prueba, la concentracion de proteina total en las
muestras se ajusté a 1 mg/mL; adicionalmente,
para establecer el efecto de la concentracion de
proteina en la actividad inhibitoria 15-LOX, se
realiz6 un ensayo variando la concentracién de
proteina total desde 0,4 a 1,4 mg/mL.

Las reacciones se iniciaron con la adicién de 10 pL.
del 4cido araquidénico (91uM/ pozo) al control
positivo y a los pozos de las muestras. El plato
fue cubierto y ubicado en un agitador GEMINI
Twin Shaking Water Bath (RobbinsScientific®) a
velocidad de 30 rpm y temperatura de 37°C por
5 min. Posteriormente, la catélisis enzimatica
se detuvo con 100pL/pozo del cromégeno. La
cantidad de hidroperéxidos (HP) producidos
en la reaccion se midié en un lector de placas
multimodal Synergy HTX, a longitud de onda de
420 nm (Ab,,,. ). El efecto inhibitorio se calculd
usando la ecuacién 1. Donde: % I corresponde
al porcentaje de inhibicién de la enzima 15-LOX,
HP, eslaabsorbanciadel blancoy HP, , es
la absorbancia de la muestra.

: —- t
HI FLEMCE Hi TIUCNLTL

b
H I (Rl eh) B ]

Wi=

x 100

Adicionalmente, para establecer posible
interferencia de la muestra con el ensayo, la
reacciones se repitieron reemplazando la enzima
15-LOX con peréxido de hidrégeno 420 pM
(Merck®). La interpretacién se hizo de acuerdo
con las recomendaciones de la casa comercial,
donde la absorbancia del blanco més la muestra
(inhibidor) debia ser < 0.2. Adicionalmente,
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los valores de absorbancias del peréxido de
hidrégeno con o sin las muestras (inhibidor)
debian ser similares.

Actividad inhibitoria ciclooxigenasa (COX).
Fue evaluada mediante inmunoensayo
enzimético usando el estuche comercial “COX
(ovine/human) Inhibitor Screening Assay Kit”
de Cayman Chemicalco (Referencia # 560131).

El método se desarroll6 en los siguientes pasos:
a) sintesis del endoperéxido PGF2a, a partir
del 4cido araquidoénico (sustrato) y la enzima
COX suministrada en el kit; b) detecciéon del
PGF2a mediante un inmunoensayo enzimatico
competitivo (nombre abreviado: EIA). En este
altimo paso, el producto PGF2a se une a un
anticuerpo especifico desarrollado en conejo
(anti-PG), el cual se encuentra unido a los pozos
de una placa de titulacién suministrada por el kit.
Las moléculas del anticuerpo anti-PG que no se
unen a la PGF2a (anti-PG libres), son detectadas
por un trazador PG-AChE (protaglandina,
conjugado con la enzima acetilcolinesterasa). La
actividad de AChE se detecta con el reactivo de
Ellman, generdndose un compuesto coloreado
que presenta fuerte absorcién a longitud de onda
de 412 nm. La intensidad del color generado
en el inmunoensayo enzimatico (Ab,, ), es
proporcional a la cantidad del PG-AChE unido
al pozo de reaccion, el cual es inversamente
proporcional a la cantidad de PG libre presente
en el pozo durante la incubacion.

La sintesis de PGF2a se realiz6 en tubos de
reaccion de 0,5 mL, en los cuales se mezclé
160 pL del tampoén de reaccion (Tris-HCI 0,1M
pH 8,0/ EDTA 5mM/fenol 2 mM), 10 pL del
reactivo Heme y 10puL de la enzima (COX-1 o
COX-2) previamente disuelta en tampoén de
reaccion. El tubo se agité por vortex y se le
adiciono la muestra problema (extractos acuosos
de U. dermestoides disueltos en PBS 0,01 mM,
10ug/reaccion), seguido de incubacién por 5
min a 37°C. Luego se adicioné a los tubos 10
uL del sustrato (acido araquidénico, 100uM/
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reaccion) y se incub6 por 5 min. La catalisis se
detuvo por adiciéon de HCI (1M), seguido por
reducciéon quimica del producto (PGH2a) con
solucion saturada de SnCl, (30uL/reaccion).
La actividad COX se midié basados en la
cantidad de prostaglandina que se produjo en
el tubo de reaccién y que fue detectada por el
inmunoensayo EIA.

Adicionalmente, se construy6 una curva de
referencia con un estandar de la prostaglandina
H2 (PGH2), suministrado en el estuche comercial
(concentraciones desde 2000 a 15,6pg/mL),
partir de la cual se calcularon las concentraciones
de PGF20 que se produjeron en presencia del
inhibidor (PGF2a_ ., )y ausencia del inhibidor
(PGF2a,,,,). También se incluyé un control
del solvente, cuya absorbancia fue restada a
las lecturas de las muestras. El porcentaje de
inhibicién de la enzima COX (% I) se calculo
usando la ecuacion 2.

PGl 2.'11 [T L PGEE CrrweriTe
Pil2 CLy iy

Wi=

x oo

Analisis estadistico

Los analisis de contenido de proteina total y
actividad inhibitoria LOX y COXSs se realizaron
por triplicado, con cada uno de los extractos.
Los resultados se expresaron como valor de
la media *+ desviaciéon estandar (DE). Para
establecer posible asociacion entre los resultados
de la inhibicién COX-1 y COX-2, se realizé un
analisis de varianza (ANAVA) con un nivel de
confianza del 99%, previa comprobaciéon de
los supuestos de independencia, normalidad y
homocedasticidad de los datos. Adicionalmente,
para establecer asociaciéon entre el contenido
de proteina en los extractos y la actividad
inhibitoria 15-LOX, se realiz6é un analisis de
regresion lineal simple. Todas las pruebas
estadisticas se realizaron con el software libre R
(www.r-project.org).
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RESULTADOS y marén oscuro. Los principales caracteres
morfoldgicos usados para la confirmacién de
Muestra. Los individuos de la especie Ulomoides la identidad del escarabajo se presentan en la
dermestoides usados en esta investigacion figural.
presentaron una coloracién entre marrén rojizo

™

-

centimetros
1
111

Figura 1. Caracteres morfoldgicos de U. dermestoides. A. Cuerpo en forma oblonga y color sombrio; B.
Longitud de 5-6 mm; C. Inter-estrias dos y siete unidas al final; D. Frente de cavidad coxal cerrada atras.
E. Ojos prominentes divididos por una cresta dorsal. F. Antenas largas moniliformes. G. Puntuaciones
en el pronoto mas separadas que en la cabeza. H. Férmula tarsal 5-5-4.

Extractos. El volumen de los extractos obtenidos  extracciéon con la soluciéon B2 (PBS 0,01M /SDS
estuvo entre 18 y 22 mL, todos presentaron un 1% v/v) el que produjo la mayor concentracién
color ligeramente marrén. Los rendimientos de  de proteina soluble (32,07+ 0,39 mg/mL de
extraccion de proteina soluble total estuvieron extracto) (tabla 2).

entre 1,603 y 0,636%p/p, siendo el método de

Tabla 2. Concentracién y rendimiento de extraccion de proteinas solubles totales en extractos acuosos del
cuerpo entero de Ulomoides dermestoides adultos, obtenidos con diferentes tampones de extraccion.

Proteina Rendimiento
Tratamiento Solucién de extracciéon total % p/p*
[mg/mL]* °P/P
Al NH,HCO, 0,1M / Tween-20 0,1% v/v 12,72 £ 0,28 0,636
A2 NH,HCO, 0,IM / SDS 0,1% v/v 14,43 +0,33 0,721
B1 PBS 0,01M / Tween-200,1% v/v 14,76 £ 0,82 0,738
B2 PBS 0,01M / SDS0,1% p/v 32,07 + 0,39 1,603

* Valor de la media de 3 lecturas + DE.
** Expresado como mg de proteina soluble total/100 mg de muestra pulverizada.
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Perfil electroforético. En la electroforesis obtenido con lasolucién de extracciéon B2 (PBS/
unidimensional se visualiz6 un perfil de bandas SDS) mostré bandas mas intensas y nitidas
similar en los cuatro extractos; sin embargo, el (figura 2).

Figura 2. Perfil SDS-PAGE de extractos acuosos de U. dermestoides, obtenidos con
diferentes tampones de extracciéon. Carril 1: Marcador de peso molecular (SDS-PAGE
Molecular Weight Standards, Broad Range, BIO-RAD); A1l: NH ,HCO, 0,1M/Tween-20
0,1%; A2: NH,HCO, 0,1M/SDS 0,1%; B1: PBS 0,01M/ Tween-20 0,1%; B2: PBS 0,01M/
SDS 0,1%. *Bandas electroforéticas mayoritarias comunes.

La figura 3 muestra los resultados de la de los estdindares de peso molecular. El gréfico
electroforesis bidimensional del extracto 1 corresponde a la curva de calibracién para
obtenido con el tampén de extraccion B2. el célculo de los tamafios moleculares que se
Se observaron 13 bandas, cuyos tamafios se presentan en la tabla 3.

calcularon con base en la movilidad relativa

Figura 3.Electroforesis bidimensional de extracto acuoso de Ulomoides dermestoides. E1
primer carril (izquierda) corresponde al marcador de peso molecular (Prestained SDS-
PAGE Standards Broad Rangede BIO-RAD).
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Graficol.Curva de calibracion para el calculo de los pesos moleculares relativos, usando el
marcador de peso molecular (Prestained SDS-PAGE Standards Broad Rangede BIO-RAD).

Tabla 3. Movilidad relativa y pesos moleculares (P.M.) calculados para las bandas electroforéticas
mayoritarias en los extractos acuosos totales de U. dermestoides.

Estandar de Peso Molecular Extracto Ulomoides dermestoides

No.Banda Movilidad relativa PM. (kDa) No.Banda Movilidad relativa  PM. (kDa)

1 0,093 200,2 1 0,147 151,2
2 0,183 122,1 2 0,261 99,7
3 0,281 81,7 3 0,266 97,8
4 0,541 37,0 4 0,342 74,0
5 0,608 30,5 5 0,398 60,1
6 0,832 15,9 6 0,402 59,3
7 0,941 6,2 7 0,558 33,4
- - - 8 0,641 24,6
- - - 9 0,652 23,6
- - - 10 0,717 18,6
- - - 11 0,753 16,3
- - - 12 0,878 10,3
- - - 13 0,920 8,8
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Perfil enzimatico hidrolasa de los extractos.
El resultado del ensayo api® Zym mostro
actividad para 17 sustratos de hidrolasas.
La mayor actividad catalitica fue observada
para los sustratos de las fosfohidrolasas

(20) a-fucosidasa | 0
(19) a-manosidasa
(18) N-acetil- B- glucosaminidasa
(17) B-glucosidasa
(16) a-glucosidasa
(15) B- glucuronidasa
(14) B-galactosidasa
(13) a-galactosidasa | (-)
(12) Naftol-AS-BI- fosfosfohidrolasa
(11) Fosfatasa acida

(10) a-quimiotripsina (+)
(9) Tripsina
(8) Cisteina arilamidasa (+)

(7) Valina arilamidasa

(6) Leucina arilamidasa
(5) Lipasa C14 | ()

(4) Esterasa Lipasa C8

(3) Esterasa C4

(2) Fosfatasa alcalina
(1) Control | (4

(fosfatasa alcalina, fosfatasa acida y naftol-AS-
B1-fosfosfohidrolasa); también para sustratos
de la leucina arilamidasa, B-glucoronidasa,
a-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa y
a-manosidasa (figura 4).
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Figura 4. Resultado de actividad enzimatica del extracto acuoso U. dermestoides, evaluada con
el estuche comercial api®-Zym (BioMérieux, France). La cantidad de sustrato hidrolizado fue
clasificada y comparada con una carta estdndar de lectura semicuantitativa, asi: (-) representa 0

nmol, (+): 5 nmol, (++): 10 nmol, (+++):15 nmol,

Actividad inhibitoria 15-LOX. Para conocer si
los extractos acuosos de U. dermestoides podrian
inhibir la actividad de enzimas involucradas
en procesos inflamatorios, se desarrollé un
ensayo preliminar de inhibicién de la enzima
15-LOX de la soja, usando como sustrato
acido araquidoénico. Los resultados indican
que los extractos obtenidos con PBS presentan

Biosalud, Volumen 15 No. 2, julio - diciembre, 2016. pags.

(++++): 20 nmol.

un porcentaje de inhibicién > 60%, mientras
que la actividad de los extractos obtenidos
con NH,HCO, fue menor del 30% (figura 5).
Adicionalmente, el ensayo con peréxido de
hidrégeno, sugiere que la menor actividad de
los extractos A1l y A2 estaria relacionada con la
presencia de metabolitos que interfieren con el
ensayo (figura 6).
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Figura 5. Resultado del ensayo de inhibicién in vitro 15-LOXdebido a extractos acuosos
totales de U. dermestoides (concentracién de proteina total 1mg/mL). NDGA = Acido
Nordihidroguayaretico. A1:NH,HCO, 0,1M + Tween-20 0,1%v/v; A2: NH,HCO, 0,IM + SDS
0,1%p/v; B1: PBS 0,01M + Tween-20 0,1%v/v; B2: PBS 0,01M + SDS 0,1%p/v. Media (DE).
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Figura 6. Resultado de la prueba de deteccion de interferencias en el ensayo de inhibiciéon 15-
LOX. Note que las absorbancias del peréxido de hidrégeno (H,0,) sin y con los extractos Bl
y B2 son similares, pero con los extractos Al y A2 son significativamente diferentes (valor p<
0,01). PBS = tampon salino fosfato.
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Cuando se evalu¢ la asociacién entre la asociacién lineal entre la concentracion de
concentraciéon de proteina y la inhibicién 15- proteinasy la inhibicién 15-LOX (valorp=0,493).
LOX se observé que la actividad inhibitoria Adicionalmente, se sugiere que concentraciones
disminuia a concentraciones de proteina total de proteina> 1mg/mL podrian interferir con el
mayores a 1 mg/mL (figura 7). Un andlisis ensayo.

de regresion simple confirmé que no existe
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Figura 7. Actividad inhibitoria 15-LOX del extracto acuoso B2 de U. dermestoides,
con diferentes concentraciones de proteina total.

Actividad inhibitoria ciclooxigenasa (COX-1y PG producida a partir del acido araquidénico,
COX-2). El grafico 2 presenta la curva estindar en presencia del inhibidor (extractos acuosos de
con PGH2, utilizada para calcular la cantidad de  U. dermestoides).
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Grafico 2. Curva estandar PGH2. %B/B0 = radio de unién del anticuerpo de
captura al trazador PG-AChE, en presencia y ausencia de PG libre.
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Todos los extractos acuosos del U. dermestoides
inhibieron ambas ciclooxigenasas. Cuando se
compard el valor de las medias de los porcentajes
de inhibicién de COX-1 y COX-2, se observo
diferencia estadisticamente significativa con
el extracto B2 (valor p = 0,0029), siendo mayor
el efecto inhibitorio de la enzima COX-1
(88,5£3,9). En cuanto a la inhibicién de la COX-

80

2, ciclooxigenasa involucrada en los procesos
de inflamacion aguda, el efecto fue mayor con
los extractos A2 (91,1+1,3%) y Al (62,3+5,5%);
sin embargo, estos no mostraron diferencia
significativa entre la actividad inhibitoria COX-1
y COX-2 (p>0,01), lo cual sugiere la presencia de
inhibidores inespecificos de las COXs en estos
extractos (figura 8).
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Figura 8. Resultado del ensayo de inhibicién In vitrode las enzimas COX-1 y COX-2, debido a los extractos
acusos del escarabajo Ulomoides dermestoides. Las letras A1, A2, B1 y B2 representan los extractos del escarabajo
obtenidos con los diferentes tampones de extraccion. Note que existe diferencia estadisticamente significativa
entre las inhibiciones COX-1 y COX-2 con el extracto B2 (valor p< 0,01).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Algunos estudios realizados con el U dermestoides
presentan métodos diferentes para la obtencion
de sus proteinas y la mayoria de ellos obvian la
publicacion delos detalles sobre la caracterizacion
bioquimica de los extractos obtenidos. Santos et

al. en 2010 (16), utilizaron PBS para obtener
extractos acuosos de U. dermestoides, usando
una relacion de 1g de escarabajos por 2 mL
de tampoén y un tiempo de extraccion de 2
min; estos extractos fueron utilizados para
evaluar la actividad anti-inflamatoria en ratas
y el efecto inmunomodulador en cultivos de
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células polimorfonucleares (PMN). También
se describi6 un método para extraer la enzima
superoxidodismutasa (SOD) desde el escarabajo
adulto, el cual incluy6 la pulverizaciéon de
los escarabajos en nitrégeno liquido, seguido
de extraccion con solucién de NaCl 0,13M,
usando una relacién de 1g de escarabajo por
13 mL de solucion y tiempo de extraccion de
14h (24, 25). A diferencia de estos trabajos, la
metodologia presentada en nuestro estudio
incluye un paso previo de deslipidacién de
los escarabajos, asi como la adicién de un
detergente a la composicion de los tampones
de extraccién; como resultado, se observé que la
adicion de SDS 0,1% al tampén PBS incremento,
en aproximadamente el doble, la cantidad de
proteina soluble obtenida, este resultado fue
atribuido a la propiedad del SDS para solubilizar
proteinas asociadas a membranas o que hacen
parte de otras estructuras complejas (26).

Por otra parte, el resultado de la SDS-PAGE
permitio verificar la integridad de las proteinas
presentes en los extractos. Todos los extractos
mostraron un perfil comdn de bandas nitidas,
lo cual sugiere que cambios en la composicién
de los tampones de extraccién evaluados, no
causan desnaturalizacién de las proteinas, pero
si afectan la eficiencia en la solubilizacién y
extraccion de las mismas.

El resultado con api® Zym mostré que los
extractos presentan actividad catalitica hidrolasa
para 17 de los 19 sustratos incluidos en el
estuche comercial. El api® Zym se ha utilizado
ampliamente en la caracterizacion de extractos
microbianos (27, 28) y también extractos
alergénicos de artrépodos, por ejemplo,
extractos de acaros de importancia médica
(29, 30). Las hidrolasas cumplen funciones
fisiol6gicas y metabolicas importantes en los
artrépodos, como son la digestion y el desarrollo
morfolégico. Los resultados con el extracto B2
del U. dermestoides mostraron elevada actividad
catalitica para tres fosfohidrolasas, lo cual sugiere
alta actividad metabdlica; adicionalmente, las
actividades esterasa (C4 y C8), endopeptidasas
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(tripsina y o-quimiotripsina), exopeptidasas
(leucina y valinaarilamidasas) y carbohidrasas
(galactosidasas, glucosidasas y manosidasas)
son necesarias para la digestiéon de lipidos,
proteinas y carbohidratos presentes en la dieta
del escarabajo; mientras que, la actividad
N-acetilo-B-glucosaminidasa es necesaria para
la remodelacion de la quitina en el exoesqueleto
(31, 32). La actividad quitinasa también tiene
importancia biomédica ya que estas proteinas
pueden actdan como alérgenos importantes (33),
sobre todo en personas sensibilizadas a otros
artrépodos (34). Alergia a los coledpteros es poco
reportada, sin embargo dos estudios realizados
previamente describen alergia ocupacional
ocasionada por el escarabajo rojo de la harina, el
Tribolium confusum (Herbst, 1797) (35, 36).

Encuantoalaactividad inhibitoria lipooxigenasa,
ésta no ha sido reportada previamente para
extractos acuosos del cuerpo entero de U.
dermestoides. Sin embargo, un trabajo realizado
con extractos acuosos de glandulas pigidiales
del escarabajo Palembus ocularis (Casey, 1891),
demostr6 la capacidad de estos extractos
para inhibir la sintesis del leucotrieno LTB4
y del hidroperéxido 5-HETE, en un modelo
experimental con neutroéfilos extraidos de sangre
fresca humana (37). Los autores atribuyeron el
efecto LOX inhibitorio a las hidroquinonas y
benzoquinonas almacenadas en las glandulas
pigidiales de este escarabajo (secrecién de
defensa).

En términos de estructura y funcién, las LOXs
son Unicas debido a que su cofactor metalico
(Fe’*) se encuentra unido a cadenas laterales
cercanas al extremo C-terminal de la enzima,
lo cual permite a los inhibidores interactuar
con el cofactor o unirse directamente a él (38).
Debido a que la inhibicién de LOXs depende
del estado de oxidacién del hierro, el primer
modo de inhibicién planteado fue a través
de la reduccién directa del hierro a su forma
inactiva (Fe*); los modos de inhibicién dos y
tres implican la formacién directa de complejos
con el hierro férrico y la reduccion efectiva de los
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hidroperéxidos (HETE), respectivamente (39). La
literatura cientifica presenta un amplio ntiimero
de sustancias quimicas que pueden inhibir a las
LOXs de la soja, incluidos compuestos fenodlicos
(40), quinonas (41) y lipidos resorcindlicos (42);
este tipo de compuestos podrian estar presentes
en los extractos polares del U. dermestoides (20).

El efecto inhibitorio de COX-1 y COX-2,
observado en este estudio, sugiere una
explicaciéon bioquimica para las propiedades
anti-inflamatorias atribuidas al U. dermestoides.
La actividad anti-inflamatoria in vivo de
extractos acuosos del escarabajo fue reportada
previamente (16), usando un modelo de
inflamacion aguda por inyeccién de carragenina
enel cavidad pleural de ratas Wistar, encontrando
que el grupo de animales tratados con 8 y
16 mg del extracto/Kg de peso, presentaron
disminucién de los pardmetros de inflamacién,
a saber: niumero de leucocitos totales, células
polimorfonucleares (PMN), concentraciéon de
proteinas plasmaéticas y volumen de exudado
pleural. Los autores atribuyen esta respuesta
a una probable disminucién de la liberaciéon
de factores quimiotacticos, responsables de
reclutar las células en el sitio de la lesién;
también relacionan el efecto antiinflamatorio
con la posible presencia de proteinas, como las
cistatinas, las cuales interfieren con el proceso
inflamatorio a través de mecanismos celulares
(43).

Por otra parte, compuestos presentes en la
secrecion de defensa de los coledpteros, como
Tribolium castaneum (Herbst, 1797), han sido

reportados como inhibidores de otra enzima
de la ruta del 4cido araquidénico, la PGE2;
experimentos publicados por Jurenka (1986) y
Howard et al., (1986), muestran que derivados
hidroéxilados del dcido benzoico, presentes en
insectos, son inhibidores de PGE2, tan eficientes
como el acido salicilico (44, 45). Adicionalmente,
se ha encontrado que el acido protocatecuico, un
compuesto fendlico identificado en la cuticula
de cole6pteros como Tenebrio molitor (Linnaeus,
1758) (46), puede reducir la sintesis de PGE2 y
la expresion de COX-2 en ratas (47). Este acido
fenoélico también puede formar un complejo con
las LOXs (48), lo cual podria explicar el caracter
dual de inhibicion LOX y COXs observado en el
presente estudio, con los extractos acuosos del
U. dermestoides.

En conclusioén, nuestros resultados demuestran
que extractos acuosos de cuerpo entero de
U. dermestoides adultos presentan un perfil
complejo de proteinas solubles involucrados en
procesos fisiologicos vitales para el ciclo de vida
del escarabajo; estas proteinas también podria
contribuir a las propiedades etno-farmacolégicas
atribuidas al consumo del U. dermestoides.
Adicionalmente, se sugiere que compuestos
no proteicos, como fenoles y derivados de
quinonas, presenten en los extractos acuosos
del coleéptero, podrian inhibir enzimas de la
ruta del acido araquidénico, especificamente a
las lipooxigenasas. Para confirmar esta hipétesis
es necesario realizar experimentos de inhibiciéon
con los compuestos purificados o con fracciones
que los contengan.
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