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RESUMEN: En la actualidad los estados biol6gicos de M. domestica han sido estudiados por sus propiedades terapéuticas,
debido a que presentan importantes efectos citotoxicos en células cancerigenas. En este trabajo se caracterizaron las
proteinas de huevecillo y larva de M. domestica por electroforesis undimensional y Western Blot. Se identificaron proteinas
en un rango de 14-200 KDa en el estado de huevecillo y se identificaron glicoproteinas con las lectinas Arachis hypogaea
(PNA) y Amaranthus leucocarpus (ALL). Ademas se evalu6 la actividad antiproliferativa y viabilidad celular sobre la linea
celular de cancer cervicouteriono HelLa con el extracto crudo de huevecillo en concentraciones de 50 y 100 ug/ml,
reduciendo considerablemente el porcentaje de proliferacion y viabilidad celular a 12, 24 y 48 horas.
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Protein characterization of house fly Musca domestica eggs and maggot and its potential
therapeutic purpose

ABSTRACT: Actually, M. domestica has been studied for its potential therapeutic proprieties because its biological stage
have been shown cytotoxicity effects in cancer cells. In the present work, house fly Musca domestica eggs and maggots
proteins have been characterized by unidimensional electrophoresis and western blot. Protein expression with range of 14-
200 KDa has been identified in house fly eggs and glycoproteins identification by Arachis hypogaea (PNA) y Amaranthus
leucocarpus (ALL) lectins. In addition, antiproliferative activity and cellular viability of this crude extract against cervical
cancer cells (HeLa) was determinated with a colorimetric assay using violet crystal and tripan blue, wich showed
antiproliferative effect with 50 and 100 ug/ml in different times.
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Introduccion

Los insectos representan alrededor del 80% de todas las especies animales y deben haberse
producido muchos factores naturales que asistieron su supervivencia durante las numerosas agresiones
ambientales que han ocurrido en los altimos 4 500 millones de afios de su evolucion. Recientemente,
este hecho ha sido reconocido por un nimero de empresas creadas para explotar los productos naturales
de los insectos utilizando modernas técnicas moleculares y bioquimicas (Ratcliffe et al., 2011). Hoy en
dia se sabe que los insectos mismos parecen constituir una fuente muy importante de recursos para la
investigacion farmacoldgica debido a su historia co-evolutiva con las plantas y productos defensivos
que éstas producen (Ramos-Elorduy, 2000).

El uso terapéutico de insectos y de productos derivados de ellos es conocido como
entomoterapia (Carrera, 1993). La mosca domestica 0 mosca comun, €S una especie que constituye un
problema de salud publica en aquellas areas urbanas y explotaciones animales con un manejo sanitario
inapropiado. Como especie polifaga es atraida a diferentes sustratos: alimentos, desperdicios,
secreciones y excretas para alimentarse (Roman, et al., 2004). Su ciclo bioldgico consta de 4 estados
bioldgicos: adulto, huevecillo, larva y pupa (Aquino-Gomez, 2005). En este trabajo se estudiaron los
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extractos de diferentes estados bioldgicos de M. doméstica, con el fin de identificar actividad bioldgica
para alguno de ellos.

Materiales y Método

Crianza masiva de mosca doméstica Musca domestica en sus diferentes estados biologicos.
Las muestras de huevo y larvas de mosca domestica fueron adquiridas del Laboratorio de
Aprovechamiento Integral de los estados biologicos de la mosca doméstica Musca domestica ubicado
en el Instituto Tecnoldgico de Oaxaca, que se encuentra dirigido por el Ing. Victor Manuel Aquino
Gomez.

Preparacion de la muestra (extracto crudo). Las muestras se trituraron en solucién tampdn
Ripa Tris pH 7.6 10 mM, NaCl 0.15 M, EDTA 0.001 M, Tritén X100 1%, NaDoc 0.5%, SDS 0.1%,
Inhibidor de proteasas 0.5% a 4°C y se sometieron a centrifugacién a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C.
3.

Cuantificacion de proteinas. Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método de Acido
Biccinconinico (BCA), por triplicado a una absorbancia de 562 nm, segun instrucciones de Kit
comercial.

Caracterizacion de proteinas por Electroforesis Unidimensional SDS-PAGE. Las muestras
se trataron con buffer de muestra Laemmli 1X y se calentaron a 95°C por 10 min. Se corrieron 20 ug
de proteina en SDS-PAGE en condiciones reductoras con geles al 10% y se tifieron con azul de
Coomasie.

Anélisis por Western Blot. Después de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa y bloqueadas en solucion de albumina sérica bovina (BSA) al 5%.
Posteriormente fueron incubadas con las lectinas: Arachis hypogaea (PNA) y Amaranthus leucocarpus
(ALL) ambas en concentraciones de 5 pg/ml a 4°C. Las membranas tratadas fueron reveladas
utilizando el Kit Opti-4CN (Bio-Rad).

Actividad bioldgica del extracto crudo de estados bioldgicos de M. domestica. Se utilizo
como modelo de estudio la linea celular de cancer cervicouterino HelLa, las cuales fueron sembradas en
placas de 96 pozos con una densidad de 5000 células/pozo en medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con Suero Fetal Bovino al 7% a 37°C con 5% CO,. Posterior a deprivacion de 12 horas
se inocularon concentraciones de proteina de extracto crudo de 50 y 100 ug/ml a las 12, 24 y 48 horas,
evaluando Viabilidad celular por exclusion de azul tripano en el cual posterior al tratamiento se tomo
una solucién 1:1 de suspension celular y colorante azul tripano al 0.4% contando el nimero de células
viables en cdmara de Neubauer, tambien se evalud proliferacion celular por el método de cristal violeta
en el cual despues de tratamiento de fijacion con Glutaraldehido al 1.1%, se afiadié a las muestras
solucion de Cristal Violeta al 0.1% y se reportd la lectura de absorbancia a 595 nm.

Resultados y su Discusion

Preparacion y obtencion de extracto crudo. Las muestras de estados bioldgicos de huevo y
larvas de M. doméstica se recolectaron y limpiaron por tamizaje retirando el exceso de medio de
cultivo. Durante el proceso de obtencion de los extractos crudos de los estados bioldgicos de huevecillo
y larvas, se observo una rapida degradacion de proteinas en los estadios posteriores a huevecillo, esto
debido a que existen diferentes enzimas como una respuesta adaptativa (Oppert, et al., 1993) lo cual
implica que los insectos tienen una gran cantidad de enzimas digestivas que les permiten su adaptacion
a los alimentos que ellos consumen. Se conocen cuatro tipos de enzimas proteoliticas que estan
presentes en los insectos como las serin proteasas y sus dos diferentes subclases tripsina y
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quimiotripsina (Johnston et al., 1995) y con menos actividad las aspartil proteasas y metaloproteinasas
(Chambers et al.,2003).

Cuantificacion de Proteinas: Debido a la presencia de detergentes en el tampdn de lisis que se
utilizé para la obtencion de extracto crudo se utilizo el método de Acido Biccinconinico (BCA). A
partir de un analisis de regresion lineal, se obtuvieron las concentraciones de proteina correspondiente
cada uno de los estados como se muestra en el cuadro 1 y figura 1, donde se muestra una mayor
concentracion en huevecillo y dias 4 y 5.

Cuadro 1. Concentracion de %
proteinas de estadios larvarios de g ®
M. doméstica. g 20
Muestra Concentracién SEIs |
mg/ml :§ Elo ] I I I
Huevo 20.7 .
Larva Dia 1 16.08 5
Larva Dia 2 18.6 LT— Dia 2 Dia3  Dia4 Dia5
Larva lea 3 17.7 Estado biolégico de M. domestica
Larva Dia 4 23.9 Figura 1. Histograma de la relacion de concentracion y peso
Larva Dia 5 26.6 de muestras de extractos crudos de estados larvarios de M.

En la figura 2, se puede observar la expresion de proteinas en relacion a la concentracion obtenida por
la cuantificacion y el peso con el cual se obtuvieron los extractos, donde los extractos de huevecillo, dia
4y 5 presentan mayor relacion en comparacion con los dias 1, 2 y 3.

Electroforesis unidimensional SDS-PAGE. Con la finalidad de conocer la complejidad
molecular de proteinas del extracto crudo de las muestras de huevecillo y larvas de M. doméstica se
realizd una electroforesis unidimensional SDS-PAGE bajo condiciones reductoras con marcador
molecular de amplio espectro. Se presentan a continuacién los resultados obtenidos del gel al 10% de
electroforesis SDS-PAGE y la expresion de las proteinas de los estados biologicos de M. doméstica. En
la Figura 1 se observa que el extracto crudo de huevecillo presenta una gran diversidad de proteinas de
diferentes pesos moleculares, con un rango de 14 KDa hasta 200 KDa aproximadamente, concentradas
de manera importante en los rangos de 45 hasta 200 KDa, mientras que en dias en los que se reproduce
la larva de mosca 1, 2, 3, 4 y 5 existe una menor expresion de proteinas y solo se observan de bajo peso
molecular de entre 45 y 14 KDa aproximadamente, esto también puede deberse a factores como
degradacion de proteinas debido a la naturaleza sensible de las muestras o la presencia de proteasas en
las larvas, que a pesar del uso de diferentes inhibidores, no presentaban un perfil electroforético
reproducible. Para la realizacion de los siguientes experimentos se decidié utilizar el estado de
huevecillo, que presenté mayor estabilidad y reproducibilidad en su perfil electroforético de proteinas.

Analisis de proteinas por Western Blot Con el objetivo de reconocer modificaciones
posttraduccionales tipo O-Glicosilacion en los estados bioldgicos, se utilizé la técnica de Western
Blott, donde las membranas transferidas fueron incubadas con dos tipos de lectinas, Arachis hypogaea
(PNA) y Amaranthus leucocarpus (ALL) realizada a los estados de huevecillo y larva.

942



Aquino-Gil et al.: Caracterizacion de proteinas de huevecillo y larva de mosca doméstica...

kDa

200 — >

116
97.4

62— P>
45—

31—

21.5—P
14.4—P>

Figura 2. Perfil electroforético de los estados biol6gicos de huevecillo y larvas de M. domestica. Se realizé un gel SDS-
PAGE al 10% y se depositaron 20 ug de cada estado donde carril A= Marcador de peso molecular, carril B= Huevecillo,
carril C= Dia 1, carril D= Dia 2, carril E= Dia 3, carril F= Dia 4, carril G= Dia 5.

En la figura 3, se puede observar una mayor sefial el estado de huevecillo, donde el
reconocimiento de la lectina PNA se da en pesos moleculares de entre 97 y 21 KDa, asi como también
se observa una sefial poco visible en los dias de reproduccion de larva correspondiente a los dias 1, 2, 3,
4 y 5. Se sabe que una lectina es una proteina o glicoproteina de origen no inmune que tiene la
capacidad de reconocer de manera especifica carbohidratos de la superficie celular o en suspension,
aglutinan células y precipitan glicoconjugados, las lectinas poseen por los menos dos sitios de
reconocimiento a carbohidrato (Hernandez et al,. 2005). La gran importancia de las lectinas se debe
fundamentalmente a sus propiedades bioldgicas como la interaccion con grupos sanguineos especificos,
aglutinacion de linfocitos, eritrocitos, espermatozoides, plaquetas, bacterias y células tumorales, etc.
(Sharon y Lis, 2004). La lectina PNA tiene la capacidad de reconocer Gal, Galb3GalNAca (Antigeno
T) (Ambrosi et al,. 2005). Por otro lado, la lectina Amaranthus leucocarpus (ALL) interactia
especificamente con GalNAc y se ha demostrado que es una herramienta Gtil para reconocer O-glicanos
en diferentes tejidos y células tumorales (Zenteno y Ochoa, 1988). En el analisis por Western Blott,
utilizando la lectina ALL, se observa solo el reconocimiento de la lectina en el estado de huevo, donde
la sefial mayor se presenta en las bandas con pesos moleculares de 97 y 66 KDa. (Fig. 3)

A B C D E F G

w0a A B C D E F G
kDa B N
200 > 200—p>
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25— 45—
P 31—
g 21,5 I
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Figura 2. Western Blot de huevecillo y larvas de M. Figura 3. Western Blot de huevecillo y larvas de M.
domestica con la lectina Arachis hypogaea (PNA) domestica con las lectina Amaranthus leucocarpus
donde carril A= Marcador de peso molecular, carril (ALL) donde carril A= Marcador de peso molecular,
B= Huevecillo, carril C= Dia 1, carril D= Dia 2, carril B= Huevecillo, carril C= Dia 1, carril D= Dia
carril E= Dia 3, carril F= Dia 4, carril G= Dia 5. 2, carril E= Dia 3, carril F= Dia 4, carril G= Dia 5.

Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos crudos de estados bioldgicos de
huevecillo de M. doméstica. El efecto producido por el extracto crudo de huevecillo de M. domestica

en celulas de cancer cervicouterino HelLa de concentraciones 50 y 100 ug/ml se demuestra en las
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figuras 4 y 5 para el analisis de viabilidad por exclusion de azul tripano, dicho colorante permite
diferenciar las células viables (no tefiidas) de las no viables (tefiidas) debido a que es una amina
organica con carga neta negativa que no penetra al interior de las células que presentan sus membranas
integras, mientras que las células dafiadas rapidamente lo incorporan al citoplasma (Freshney, 2005) .
Se utilizé como control negativo células HelLa en deprivacion. Para la concentracion de 50 g/ml se
observa en la figura 4 un efecto poco significativo para el tratamiento de 12 horas del 97.3% en
comparacion con el control negativo que reportd 98.7%, sin embargo, a las 24 horas el efecto es méas
visible debido a que el porcentaje disminuye hasta un 88.5% vy a las 48 horas, 84.4%. El mayor efecto
fue detectado en la concentracion de extracto de 100 ug/ml, donde a las 12 horas presenta un
porcentaje de 32.3%, pero en los siguientes tratamientos la viabilidad células fue cero como se observa
en la figura 5.

50 pg/ml 100 ug/ml
97.3 100
5 100 .
8 9% & 80
= 88.5 2
% 90 84.4 % 323
S 85 S 40
3 80 3 2 ‘\f—f
g 15 g 0
12 horas 24 horas 48 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Tratamiento Tratamiento
Figura 4. Porcentaje de Viabilidad de Células HeLa por Figura 5. Porcentaje de Viabilidad de Células HeLa por
efecto del extracto crudo de M. domestica a 50 pg/ml de efecto del extracto crudo de M. domestica a 100 pg/ml de
concentracion concentracion.

En la medicién del efecto anti proliferativo por incorporacion de cristal violeta donde las células
no viables no son capaces de incorporar el colorante a sus membranas (Ishiyama et al,. 1996) que
presentan las células HelLa en presencia del extracto crudo, que se observa en las figuras 6 y 7, donde a
la concentracion de 50 ug/ml no presento un efecto significativo con un porcentaje de proliferacion del
96.1, con respecto al control negativo que se consideré como 100% por no contar con el tratamiento,
sin embargo existié una disminucién en los tratamientos a las 24 y 48 horas del 89.5 y 82.7%
respectivamente. EI mayor efecto se encontrd en la concentracion de 100 pg/ml donde el porcentaje de

proliferacion a las 12 horas fue de 75.3%, mientras que para los tratamientos a las 24 y 48 horas fue de
87.8y 77.8%.

50 pg/ml 100 pg/ml
100 96.1 90 87.8
S c
2 % 89.5 S 85
8 8 77.8
&8 Zg 82.7 3 80 75.3
B S 75
a 80 =
8 15 £
S 70 65
12 horas 24 horas 48 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Tratamiento Tratamiento
Figura 6. Porcentaje de Proliferacion de células HeLa Figura 7. Porcentaje de Proliferacion de células HelLa
por efecto del extracto crudo de huevecillo de M. por efecto del extracto crudo de huevecillo de M.
domestica a 50 ug/ml de concentracion. domestica a 100 pug/ml de concentracion.

Conclusiones
Se obtuvo el perfil electroforético de los estados bioldgicos de M. doméstica, demostrando que
las proteinas son altamente susceptibles a degradacién en el caso del estado de larva, debido a la carga
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enzimatica que presentan como respuesta adaptativa, por lo que se dio seguimiento a la muestra de
huevecillo del cual se preservaron mejor las proteinas con un perfil desde los 14 KDa hasta 200 KDa.
Ademas se demostrd en la muestra de huevecillo la expresion de las lectinas Arachis hypogaea (PNA)
y Amaranthus leucocarpus (ALL) que tienen la capacidad de reconocer la modificacion
postraduccional de O-glicosilacion. Cabe sefialar que el extracto también presento actividad citotoxica
en la linea celular de cancer cervicouterino HelLa, con lo que se demuestra que el extracto crudo de
huevecillo de M. domestica puede ser utilizado como un importante tratamiento en este tipo de
enfermedades.
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