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RESUMEN.

Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis ejercen su actividad insecticida mediante la
union a proteinas localizadas en el intestino de insectos susceptibles, comtinmente denominadas
receptores. En Aedes aegypti, una proteina de 65 kDa con actividad de fosfatasa alcalina,
interacciona con las toxinas CryllAa y Cry4Ba de B. thuringiensis subespecie israelensis. La
manera en que el receptor interacciona con estas toxinas aun se desconoce, y la identificacion de

los epitopes de union puede brindar informacién para elucidar este punto.

En el presente trabajo, fuimos capaces de identificar dos regiones del receptor fosfatasa
alcalina (ALP), que interaccionan con la toxina Cryl1Aa, las cuales se encuentran ubicadas entre
los aminoacidos 59-102 (sitio 1) y entre los aminoacidos 257-296 (sitio 2), lo anterior se logro
fragmentando la fosfatasa alcalina en nueve partes de aproximadamente 150 aminoacidos, de
forma que cada fragmento tuviera un traslape con el anterior de alrededor de cien residuos.
Mediante experimentos de unioén de ligando observamos que las toxinas Cryl1Aa y Cry4Ba unen
al sitio 2, mientras que sé6lo Cryl1lAa es capaz de unir al sitio 1. La unioén de ambos sitios a la
toxina Cryl1Aa fue corroborada por ensayos de ELISA y posteriormente se observo la capacidad
de estos sitios de inhibir la unién de la toxina CryllAa a las VMMA (Vesiculas de membrana de
la microvellosidad apical) de Ae. aegypti. Finalmente, se observé en experimentos de union de
ligando que la union del sitio 1 disminuye cuando se ensayan con la proteina CryllAa mutante

E266A, la cual se encuentra afectada en toxicidad.

Estos resultados nos indican que la ALP de Ae. aegypti, no s6lo une en dos sitios a la
toxina CryllAa, sino que ademas ambos son importantes para la interaccion toxina/receptor.

Este es el primer reporte de este tipo realizado en insectos dipteros.

ABSTRACT.

Bacillus thuringiensis Cry toxins exert their insecticidal activity by binding some proteins
located in the midgut of susceptible insects, usually called receptors. In Aedes aegypti a 65 kDa
protein with alkaline phosphatase activity, is able to bind B. thuringiensis subsp. israelensis
Cryl1lAa and Cry4Ba toxins. The way in which this receptor interacts with Cryl1Aa and Cry4Ba
toxins remains unknown; identification of the binding epitopes may give us information to

elucidate this issue.
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In this work, we identified two regions on the alkaline phosphatase receptor that interact
with Cryl1lAa toxin, which are located between amino acids 59-102 (site 1) and between amino
acids 257-296 (site 2), this was achieved through fragmenting this receptor in nine parts of
approximately 150 amino acids, in consequence each fragment overlaps the previous one by
about one hundred residues. By ligand blot experiments, we observed that both CryllAa and
Cry4Ba toxins can bind site 2, and only Cryl1Aa binds site 1. Cryl1Aa binding to sites 1 and 2
was verified by ELISA assays, later we identified the ability of these fragments to compete binding
of CryllAa toxin to the Aedes aegypti BBMV (Brush border membrane vesicles). Finally, by
ligand blot assays, we observed that affinity for binding site 1 is diminished, when it takes place

with the Cryl1Aa mutant E266A, which is affected in toxicity.

These results show not only that there are two CryllAa binding sites in Aedes aegypti
ALP, but that these sites are also important for toxin/receptor interaction. This is the first report

in its kind in dipteran insects.
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INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva ampliamente distribuida en el
ambiente; su caracteristica ubicua ha hecho posible que se hayan podido aislar cepas en
diversos sitios como lo son el suelo, superficies de plantas, granos almacenados y cadaveres de
insectos (1). Durante su fase de esporulacion esta bacteria produce inclusiones cristalinas en el
compartimento de la célula madre, representando del 20 al 30% del peso seco de la célula
esporulada; tales inclusiones se encuentran formadas por las §-endotoxinas Cry y Cyt. (1,2).
Estas proteinas son muy especificas y altamente toxicas para el estado larvario de ciertas
ordenes de insectos, entre las que se han identificado Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e
Hymenodptera, aunque también se han aislado cepas en contra de otros organismos como
nematodos, acaros y protozoarios (1,2). No se ha encontrado que B. thuringiensis cause dano a
mamiferos o a plantas, esto, aunado a que las toxinas que produce son completamente
biodegradables, ha originado que el uso de Bt vaya en ascenso para el control de plagas
defoliadoras, principalmente en bosques de Estados Unidos y Canada; control de mosquitos
vectores de enfermedades de importancia en la salud humana, como Malaria (Anopheles spp.),
Dengue y Fiebre Amarilla (Aedes aegypti y en el control de plagas en la agricultura,
principalmente en la modalidad de plantas transgénicas y en menor grado en formulaciones en
“spray” (3), el uso de esta modalidad en México para el 2001, se encontraba entre el 4 y 10% del

empleo total de insecticidas (4).

Las proteinas Cry comprenden mas de 200 miembros divididos en 40 subgrupos (3). Por
definiciéon una proteina Cry es aquella que presenta una inclusiéon cristalina paraesporal de B.
thuringiensis que exhiba algun efecto toxico experimentalmente verificable contra un organismo
blanco, o cualquier proteina que tenga una similitud de secuencia obvia, con cualquier proteina
Cry conocida (5). Por su parte, Cyt es una proteina de una inclusion cristalina paraesporal de B.
thuringiensis que exhibe actividad hemolitica, o cualquier proteina que tenga una similitud de
secuencia obvia, con cualquier proteina Cyt conocida (5). La nomenclatura de las toxinas Cry y
Cyt, esta basada en la identidad de la estructura primaria (1,3). En primera instancia debe
asignarseles el prefijo Cry o Cyt, seguido de cuatro rangos jerarquicos, el primero de ellos es un
numero arabigo el cual indica menos del 45% de identidad con otras proteinas Cry. El siguiente
rango es una letra mayuscula, la cual se les asigna a las proteinas Cry que comparten menos del
78% pero mas del 45% de identidad. El tercer rango, una letra minuscula, es para aquellas
toxinas que tengan menos del 95% pero mas del 78% de residuos de aminoacidos iguales. El

ultimo rango, para aquellas toxinas que tengan mas del 95%, sin llegar a ser idénticas, es un
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segundo numero arabigo (1,3,5). Dado que la nomenclatura pretende reflejar las relaciones
evolutivas entre las distintas proteinas Cry, es comun que toxinas con el mismo primer rango
sean toxicas contra el mismo orden de insectos, mientras que el segundo y tercer rangos hablan
de la potencia que tiene la proteina dentro de ese orden (5). La excepcion se da en las proteinas
Cry toxicas contra insectos dipteros, los cuales son susceptibles a una amplia gama de toxinas

que comparten baja similitud de secuencia (3).

Cada cepa de B. thuringiensis puede producir una combinacion de toxinas empaquetadas
en uno o multiples cristales (1). Dependiendo de la composicion de los cristales, éstos pueden
adquirir varias formas cristalinas, entre las que se encuentran la bipiramidal de Cryl, la
cuboidal que presentan las toxinas Cry2, rectangular plana de Cry3A, irregular de Cry3B,
esférica de Cry4A y Cry4B y la romboidal de Cryl1A (2). Las inclusiones cristalinas de Bacillus
thuringiensis subespecie israelensis (Bti), la cual tiene actividad especifica para dipteros, estan
compuestas principalmente de seis toxinas: Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0OAa, CryllAa, CytlAa y
Cyt2Ba. (6). Ninguna de estas proteinas cuando se usan individualmente es tan toxica como la
inclusion nativa de la cepa, esto puede explicarse por el efecto de sinergismo que se observa con
distintas combinaciones de estas proteinas, principalmente combinaciones entre CytlAa con las
distintas proteinas Cry de Bti, en las cuales no sé6lo se ha observado un aumento en la toxicidad
de las proteinas Cry contra dipteros (2,7), sino también se tiene reportado que la presencia de
CytlA suprime la resistencia en una linea de Culex quinquefasciatus obtenida en el laboratorio
(8). El fenémeno de sinergismo también se ha observado entre toxinas de diferentes cepas; la
toxina Cyt2Aa2 de Bacillus thuringiensis subespecie darmstadiensis sinergiza la actividad
insecticida de la toxina Cry4Ba producida por Bti en Ae. aegypti Cyt2Aa2, puede conferir
toxicidad a Cry4Ba en Culex quinquefasciatus, especie en la cual la actividad de Cry4Ba es
practicamente nula (9). Recientemente se ha demostrado que el sinergismo que ejerce CytlAa
sobre Cryl1lAa se debe a que la primera funciona como un receptor de la segunda lo que podria

explicar todos los casos mencionados anteriormente (10).
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0- ENDOTOXINAS CRY

Estructura de las toxinas Cry.

Dominio IT

Estructura cristalogréfica de la toxina Cryd4Aa a 2.8 A de resolucién (11)

A la fecha se conocen las estructuras cristalograficas de las toxinas CrylAa, CrylAc,
Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Ba y Cry4Aa (11). Pese a que estas toxinas presentan diferencias
en la especificidad contra sus insectos blanco y niveles de identidad en secuencia de
aminoacidos muy bajos, su estructura terciaria se encuentra altamente conservada (figura 1),
razon por la cual se piensa que el mecanismo de accion debe ser bastante similar (12). Las

toxinas Cry son proteinas globulares compuestas por tres dominios estructurales:

Dominio I. Posee siete hélices a de naturaleza anfipatica, seis de las cuales se encuentran
rodeando a la hélice mas hidrofébica ad (11,12). La longitud de la mayoria de las hélices es
mayor a 30 A, lo que las hace capaces de atravesar la membrana (12). Estructuralmente, este

dominio comparte similitudes con otras proteinas formadoras de poro, principalmente con la
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toxina de la difteria y con la Colicina A, producida por algunas cepas de E. coli (2). El dominio
formador de poro de la Colicina A consiste de ocho hélices a rodeando a un par de hélices mas
hidrofébicas (a8 y a9), esta horquilla hidrofébica se inserta en la membrana y marca el inicio de
la formacion de poro (13). Dada la similitud de las proteinas Cry con la Colicina A, se cree que
éstas deben actuar de manera similar, en donde la horquilla hidrofébica estaria formada por las
hélices a4 y ab, varios experimentos han evidenciado la importancia de ambas hélices para la
formacion del poro (2,13). Los datos anteriores llevan a considerar al dominio I de las toxinas Cry
como el encargado de la formacion del poro y su insercion en la membrana del intestino del
insecto blanco, para que esto sea correcto la toxina debe sufrir un gran cambio estructural, que
le permita pasar de una forma soluble a una forma capaz de insertarse en la membrana (12),
muchas de las proteinas formadoras de poro se concentran para formar oligomeros en la
superficie celular (13). Recientemente se reporté que la hélice a3 es importante para la formacion
de la estructura oligomérica en las toxinas Cry, ya que contiene aminoacidos importantes para la
formacion de cremalleras de leucina, con otras o hélices de moléculas adyacentes (14). Por otro
lado, se ha observado que la eliminacion de las primeras hélices, promueve la formacion del

oligomero (12, 15).

Dominio II. Se trata del dominio mas variable entre las moléculas de las toxinas Cry, se
encuentra formado por 3 laminas f antiparalelas en una topologia de “llave griega” y cuatro asas
expuestas (asal, asa2, asa3 y asa o0-8) que varian significativamente en cuanto a longitud y
secuencia de aminoacidos (2,11,12). Mutaciones en estas asas pueden causar efectos negativos o
positivos tanto en union como en la toxicidad (2,16,17,18,19). E1 cambio de un solo aminoacido
en el asa 1 del dominio II de la toxina CrylC aboli6 el efecto toxico que esta proteina ejerce
contra Ae. aegypti, y este cambio no produjo un efecto en la toxicidad de esta proteina en contra
de células sensibles de Spodoptera frugiperda. Por otro lado, sustituciones en el asa 2
ocasionaron la pérdida de la actividad contra ambos blancos (16). En la toxina Cry3A, activa
contra Tenebrio molitor, cambios en el asa 1 disminuyeron la toxicidad de la proteina silvestre,
mientras que mutantes en el asa 3 fueron 2.4 veces mas activas (17). Mediante el intercambio del
asa 3 de Cry4Ba por el asa 3 de Cry4Aa, se ha introducido actividad en la toxina Cry4Ba contra
especies del diptero Culex (en las cuales no tenia un efecto considerable), sin afectar la actividad
en contra de especies a las que la toxina esta naturalmente dirigida (18). Distintas
modificaciones de las asas 1 y 2 de la toxina CrylAa, activa contra insectos lepidopteros,
confirieron toxicidad en contra de Culex pippiens, perteneciente a la orden diptera (19). Esto
indica que las toxinas Cry pueden ser modificadas, de tal forma que una sola toxina sea activa
contra diferentes insectos debido a la variabilidad en sus asas (18,19). Todos estos datos perfilan

al dominio II como el responsable de dar la especificidad a las toxinas Cry.
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Dominio III. Esta compuesto de dos laminas plegadas f antiparalelas formando un §-
emparedado con una topologia “jelly roll”, se le han atribuido propiedades de reconocimiento a
las proteinas de union en las membranas apicales del intestino del insecto (2,11,12). Se ha
observado que cambios en este dominio pueden afectar la union de la toxina y la actividad de la
misma (2), un ejemplo claro de ello se presenta en la introduccion de toxicidad contra Spodoptera
exigua a la toxina CrylE, mediante el intercambio de su dominio III, por el dominio III de la
toxina mas activa contra este lepidoptero, la Cry1C (20). De la misma manera, una toxina hibrida
de CrylAb conteniendo el dominio III de CrylC exhibi6 una actividad mas alta que la que
presenta la toxina CrylAb silvestre contra el mismo lepidoptero (21). Por otra parte, mutaciones
en el dominio III de CrylAc, mostraron pérdida en la unién al receptor y disminucioén en la

toxicidad en contra de larvas de Lymantria dispar, Manduca sextay Heliothis virescens (22).

Mecanismo de accidén de las toxinas Cry.

SOLUBILIZACION.

Para que las toxinas Cry de B. thuringiensis exhiban sus propiedades entomopatogénicas,
el insecto susceptible debe comerlas. Bajo las condiciones alcalinas y reductoras del intestino de
los insectos lepidopteros y dipteros, el cristal ingerido se disuelve liberando una protoxina. En el
caso de insectos coledpteros, la solubilizacion del cristal ocurre a un pH de neutro a ligeramente
acido (1). La solubilizacion del cristal es un factor determinante para la especificidad de las
toxinas Cry (1,23). Analisis de la actividad de distintas cepas de B. thuringiensis demostraron una
variabilidad importante, ya que cuando larvas de Heliothis virescens ingerian cristales o
protoxina de estas cepas, algunas mostraban un aumento en la actividad cuando los cristales
habian sido predisueltos (23). Otro caso similar es el de las toxinas CrylBa o Cry7Aa que son

toxicas para insectos coleopteros, soélo si el cristal ha sido previamente solubilizado in vitro (1).

ACTIVACION PROTEOLITICA.

El paso subsecuente a la solubilizacion del cristal es la activacion mediante
procesamiento proteolitico de la protoxina por las proteasas del intestino del insecto blanco, la
cual depende de su protoxina. A partir del nimero de aminoacidos, se pueden encontrar dos
tipos de protoxinas (2,24). En las protoxinas Cry que tienen una masa de 130 a 140 kDa, como

es el caso de Cryl, Cry4, Cry5 y Cry7, la region C-terminal es rica en cisteinas y la formacion de
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puentes disulfuro entre ellas promueve la cristalizacion de la protoxina. Durante el
procesamiento proteolitico, esta parte equivalente a la mitad de la proteina es eliminada (2,24).
Por otra parte, también se lleva a cabo la protedlisis de un péptido del extremo N-terminal, que
para el caso de las toxinas Cryl, tiene una longitud de entre 25 y 30 aminoacidos (24).
Presumiblemente, esta region previene la internalizacion de la toxina en membranas no
especificas (25), y de no ser eliminado de la protoxina, impide la formacién del poro y, por lo
tanto, reduce la toxicidad de la misma (26). El procesamiento proteolitico difiere un poco para
proteinas de menor peso molecular, toda vez que no hay pérdida de una region C-terminal; sin
embargo, si se lleva a cabo la pérdida de la region N-terminal, que en Cry3A es de 58 residuos y
en CryllAa de 28 (24). De esta manera, todas las protoxinas liberan un fragmento activo de

entre 60 y 70 kDa (24).

Existen casos especiales de activacion en los que son necesarios cortes intramoleculares.
Un ejemplo de esto lo presenta la toxina Cryl1Aa, la cual libera dos fragmentos de 34 y 32 kDa
cuando es tratada con las proteasas del intestino de Culex pipiens. La activacion con tripsina
resulta en dos fragmentos de 36 y 32 kDa (27), que permanecen unidos por interacciones no
covalentes, conservando de esta forma su capacidad insecticida; ninguno de estos fragmentos
por separado es toxico para las larvas de Culex pipiens, pero al combinarlas recupera la actividad
(27). Otro caso parecido es el de la toxina Cry4A, cuya protoxina tiene un peso molecular de 130
kDa, similar a las de Cry1l, ésta se procesa en un intermediario de 60 kDa, para posteriormente
sufrir otro corte por el cual se obtiene un fragmento de 20 kDa y otro de 45 kDa, formando asi

un heterodimero activo (27).

La especificidad de la toxina también es dependiente de la activacion, pues existen
diferencias en las proteasas encontradas entre las distintas o6rdenes de insectos (3). Estas
diferencias pueden ser una limitante en la actividad de las toxinas Cry. Lo anterior se aplica en el
caso de la pérdida de sensibilidad a la toxina CrylC de Spodoptera littoralis conforme la edad de
la larva avanza. Keller et al. encontraron diferencias en el patron de degradacion de CrylC por
las proteasas del jugo gastrico en los distintos estadios de este lepiddéptero, ya que la capacidad
de las proteasas aumentaba con la edad, digiriendo mas a la toxina y, por ende, la toxina perdia
su capacidad de matar a este insecto (28). Asi mismo, en algunas lineas resistentes de Plodia
interpunctella, se observo que la resistencia estaba generada por la falta de una proteasa con la

que contaba la linea sensible (29).
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UNION AL RECEPTOR.

Una vez activada la toxina, ésta es capaz de unirse a diversas proteinas localizadas sobre
la microvellosidad apical del intestino medio de larvas susceptibles. Usualmente, estas proteinas
son llamadas receptores, aunque su funcion real en el insecto no esta precisamente relacionada
con su interaccion con las toxinas Cry (2). La union de la toxina a los receptores es quiza el
elemento mas estudiado de todo el mecanismo de accidon, ya que la especificidad de las toxinas
Cry hacia su insecto blanco recae fundamentalmente en este punto, y en muchas ocasiones se

ha relacionado el desarrollo de resistencia con la interaccion toxina-receptor (2,3).

Los receptores mejor caracterizados son los de los insectos lepidoperos, aunque
actualmente, el estudio se ha extendido a otras o6rdenes de insectos, principalmente dipteros. A
continuacion se enlistan las proteinas mas comUnmente reportadas como receptores de toxinas

Cry:

» Aminopeptidasa N (APN). Existen numerosos reportes de distintas proteinas Cry que
unen a algin tipo de APN, entre las que se encuentran CrylA, CrylB, CrylC y CrylF (30).
En Manduca sexta se observo la union de las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc a una APN
con un peso molecular de 120 kDa, mediante uniéon en tiempo real (SPR); sin embargo,
pese a su efecto toxico no se observo union de CrylC a esta proteina (31). Posteriormente,
se observo la union de CrylC a otra APN de 106 kDa en este mismo insecto lepidoptero
(32). En Lymantria dispar una APN de 120 kDa es la Ginica proteina de unién de CrylAc ,
misma que no interacciona con CrylAa ni CrylAb (33). Las toxinas CrylAa, CrylAb y
CrylAc unen a una APN de 170 KDa en H. virescens, y esta union se correlaciona con la
capacidad de estas toxinas para formar poros (34). En Bombyx mori la toxina CrylAa une
en SPR a una APN de 120 kDa, las toxinas CrylAb y CrylAc presentan baja actividad
contra este insecto y no unen a esta proteina (35). El primer reporte en dipteros de una
APN como proteina de unioén a una proteina Cry, es el de Anopheles quadrimaculatus, cuya

APN de 100 kDa une a la toxina Cryl1Ba (36).

®» Caderina. Hasta la fecha, las proteinas tipo caderina han sido caracterizadas sb6lo en
insectos lepidopteros, pero se ha observado que la union de las toxinas a este tipo de
proteinas juega un papel critico en su actividad contra el insecto sensible (30). En M. sexta
se describi6 la primera proteina de este tipo que interaccionaba con las toxinas Cry, la cual
recibi6 el nombre de BT-R; (30), la cual es capaz de unir a las toxinas CrylAa, CrylAb y
CrylAc. Experimentos de competencias heterdlogas mostraron que CrylAb y CrylAc

pueden compartir el mismo sitio de union en esta proteina (37). En B. mori una proteina
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tipo caderina denominada BT-Ri7s, une a la toxina CrylAa, y su expresion en células de S.
frugiperda las vuelve susceptibles a esta toxina (38). La importancia de una proteina tipo
caderina en H. virescens quedo6 de manifiesto cuando Gahan et al. reportaron que el gen de
esta proteina era el responsable del 40-80% de la resistencia de la linea resistente YHD2
(39).

®» Fosfatasa Alcalina (ALP). Las fosfatasas alcalinas son el grupo de receptores menos
analizado; sin embargo, cada vez es mayor el nimero de reportes de toxinas Cry que unen
a este tipo de proteinas. En M. sexta una proteina de 65 kDa con actividad de ALP puede
unir a la toxina CrylAc (40). También pudo observarse la unién de CrylAc a una ALP de 68
kDa en H. virescens. Ademas se encontr6é una reduccion en los niveles de esta proteina en
la linea resistente YHD2 (41). En el caso de dipteros, el inico receptor reportado hasta el
momento para la toxina CryllAa en Ae. aegypti es una fosfatasa alcalina de 65 kDa (42),
que presumiblemente sea el mismo receptor que comparte con Cry4Ba (43). Finalmente, en
Anopheles stephensi se encuentran dos proteinas de union a las toxinas CryllAa y
Cry4Ba, con pesos moleculares de 65 y 57 kDa, una de las cuales presenta actividad de

ALP, aunque aun no se ha caracterizado cual de ellas (44).

MECANISMO DE ACCION PROPUESTO.

En el laboratorio, se ha estudiado y propuesto un modelo para el mecanismo de accion de
las toxinas CrylA en lepidopteros (figura 2). El modelo plantea que, posterior a la activacion
proteolitica, la toxina se une al receptor tipo caderina, esta proteina ayuda a la toxina a sufrir un
cambio conformacional mediante la pérdida de la hélice al, debido a un segundo procesamiento
proteolitico (15). Lo anterior promueve la interaccion de monémeros de toxina y la formacion de
un oligdmero, presumiblemente un tetramero (45). Debido a que esta estructura presenta mas
afinidad por la APN que la forma monomeérica de la toxina, se postula que ahora el oligomero
puede interaccionar con la APN, la cual permite su internacion en la membrana celular, donde
finalmente formara un poro (46). Dicho poro trastorna el balance i6nico de la célula, causando
lisis celular y la destruccion del epitelio intestinal. En consecuencia, el insecto muere por

inanicion y septicemia, a causa de la proliferacion de las esporas de Bt (3).

Recientemente, se report6 que toxinas CrylA carentes de la hélice al, eran capaces de
abatir la resistencia generada por mutaciones en el receptor caderina en insectos lepidopteros
(47). Estos datos apoyan el modelo descrito anteriormente, ya que evidencian que la funcion de la

caderina es la de promover el cambio conformacional que permita a la toxina la posterior
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inserciéon en la membrana (15,46). Si la toxina se encuentra ya modificada para saltarse ese

paso, la caderina entonces ya no es necesaria (47).
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Figura 2. Modelo del mecanismo de accion de las toxinas Cry en insectos lepidopteros. 1) Solubilizacion del cristal.
2) Activacion proteolitica de la protoxina. 3) Union de la toxina activa al receptor caderina y pérdida de la hélice
a-1. 4) Formacion del oligbmero. 5) Unidn del oligémero al segundo receptor APN. 6) Insercion del oligémero en la
membrana y formacion de poro (46)
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0- ENDOTOXINAS CYT

Las d-endotoxinas Cyt, a diferencia de las Cry, son producidas inicamente por algunas
cepas de B. thuringiensis activas contra insectos dipteros. Pese a esto, su actividad mosquitocida
es generalmente menor a aquella que ejercen las toxinas Cry activas contra estos insectos (48).
Aunque su actividad in vivo es restringida, in vitro exhibe una amplia actividad litica para otro

tipo de células eucariotes como eritrocitos, linfocitos y fibroblastos (49).

Figura 3. Prediccion de |a estructura de CytlAal
basada en |a estructura cristalogréafica de Cyt2Aal.
Las hélices a se encuentran marcadas por letrasy
las laminas B por nimeros (49)

Dada la similitud existente entre las toxinas Cyt, se ha predicho un modelo de la toxina
CytlAal (figura 3) en base a la estructura tridimensional de la toxina Cyt2Aa, dado que estas
proteinas poseen un 39% de identidad (48). Dicho modelo se llevd a cabo con la ayuda del
software Swiss-PdbViewer 3.1 y en la figura 3 puede observarse que las proteinas Cyt se
encuentran formadas por un solo dominio con una arquitectura o/, con dos horquillas de
hélices a externas, rodeando un “core” de 7 laminas f (48); las asas de union de estas laminas

son las responsables de la unién de las toxinas Cyt a las membranas (49) .
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El mecanismo de accion plantea la solubilizacion del cristal en el ambiente alcalino del
insecto liberando una protoxina dimeérica (50), unida por las laminas f del amino terminal; el
procesamiento proteolitico rompe el entrelazamiento de dichas laminas § para liberar a la toxina
Cyt como un monémero activo (51). A diferencia de las toxinas Cry, las toxinas Cyt no unen a
proteinas localizadas en el intestino del insecto, en su lugar éstas se unen de forma monomeérica
a los fosfolipidos insaturados de la membrana, razoén por la cual la preincubacion de las toxinas
Cyt con fosfolipidos neutraliza su actividad citolitica e insecticida (51). Por otro lado, aun se
desconoce si esta toxina forma poros para lisar la célula, o si ejerce una accion tipo detergente

sobre la membrana celular (49).
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ANTECEDENTES

Importancia de Aedes aegypti.

Aedes aegypti es un insecto diptero capaz de transmitir varias enfermedades, entre las
que destacan la fiebre amarilla y el Dengue. Originario de Africa, la localizaciéon de este vector ha
aumentado dramaticamente, principalmente en las zonas tropicales o subtropicales. El ciclo de
vida de Ae. aegypti consiste de una fase acuatica, en la que puede encontrarsele en forma de
huevo, larva o pupa, y una fase aérea, en donde se observa su etapa de adulto
(http:/ /www.cenave.gob.mx/dengue/default.asp?id=20). El riesgo de contraer alguna de las
enfermedades que transmite, particularmente Dengue, se ve incrementado dado que las hembras
de Ae. aegypti, prefieren alimentarse de sangre humana sobre otro tipo de sangre disponible,
pudiendo infectar a varias personas en una vivienda (52). Ergo, este mosquito ovoposita en
criaderos artificiales como colectores de agua, floreros, llantas usadas, o en cualquier depoésito de

agua cercano al habitat humano (53).

Por lo anterior, no es de extrafiar que el Dengue sea la enfermedad viral mas importante
transmitida por artrépodos (53). En México, en el 2007 se reportaron un total de 40559 casos de
Dengue clasico y 7897 de Dengue hemorragico, de los cuales 10 terminaron en muerte
(http:/ /www.cenave.gob.mx/dengue/default.asp?id=100). Contrario a la fiebre amarilla, no
existe aun vacuna para el virus del dengue, entre otras razones, por la falta de animales modelo
en los cuales estudiar las vacunas (53). Por lo tanto, la prevencion del dengue recae
principalmente en el control del vector. La manera mas eficaz de controlar al mosquito es
mediante la reduccion de larvas, para lo cual es usado mundialmente el organofosfato temefos.
Entre las desventajas que presenta este larvicida, se encuentran el incremento en los reportes de
resistencia desarrollada por Ae. aegypti hacia este compuesto quimico (54), y los efectos adversos
que presenta temefos en contra de organismos que mno son su blanco (55,
http:/ /extoxnet.orst.edu/pips/temephos.htm). Lo anterior hace necesaria la busqueda de una
alternativa menos agresiva al medio ambiente y que sea eficaz para el control de este insecto
artropodo. Una alternativa viable para la lucha contra este mosquito es el uso de bioinsecticidas
como las toxinas producidas por B. thuringiensis subespecie israelensis, toda vez que sus
inclusiones cristalinas son altamente téxicas para el estado larvario de Ae. aegypti, ya que dada

su especificidad no causa danos colaterales, y ademas estas toxinas son biodegradables (3,4)

De las toxinas producidas por Bti la toxina CryllAa es la que presenta mayor actividad

en contra de Ae. aegypti (2). Pese a ello, no se tiene la misma informacion sobre el mecanismo de
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accion de las toxinas Cry en dipteros que la que se tiene para lepidopteros. Actualmente, varios
grupos de investigacion se estan dedicando a estudiar el efecto de las toxinas Cry en insectos
dipteros, principalmente tratando de identificar las proteinas del intestino del insecto que
interacttian con las toxinas Cry (36,42,43,44), ya que éstas son la base de la especificidad de las

toxinas hacia su insecto blanco.

Regiones de Cryl1lAa involucradas con la unién al receptor.

Con el fin de tener un mejor entendimiento acerca del mecanismo de acciéon de la toxina
Cryl1lAa en Ae. aegypti, recientemente se han identificado los epitopes de interaccion del dominio
II de la toxina CryllAa con las vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA) de
Ae. aegypti (56). Para lograrlo se construyoé un modelo de la toxina CryllAa basandose en la
estructura ya reportada de Cry2Ab, mediante el cual se identificaron siete regiones expuestas, de
las cuales se sintetizaron péptidos. Dichos péptidos fueron usados para competir la union de la
toxina Cryl1lAa a las VMMA. Se observo que los péptidos analogos al asa o-8, a la region f4 y al
asa 3, fueron los Unicos en competir la uniéon de CryllAa, por lo que se concluyoé que dichas
regiones se encontraban involucradas en la interaccion con el receptor. Empleando la técnica de
Despliegue en Fagos (Phage Display), se aislé un fago péptido (P5.tox), que mimetiza al receptor y
reconoce al asa o-8 de la toxina Cryl1lAa, se observo que en presencia de éste, la toxina Cryl1A
no une a las VMMA y ademas disminuye la toxicidad de la proteina Cryl1Aa en un 50%. Por otra
parte, se realizd6 mutagénesis sitio dirigida del asa a-8, las mutantes E266A y V262E se vieron
muy afectadas en su toxicidad, aumentando la dosis letal media de 78 (40-112) ng/ml de la
toxina silvestre, a 1668 (1022-3622) y mas de 30000 ng/ml para las mutantes E266A y V262E,

respectivamente. Lo que confirmaba la importancia del asa a-8 en la unién al receptor (56).

Proteinas de union de CryllAa en Aedes aegypti.

Con respecto a la identificacion de los posibles receptores de la toxina CryllAa en Ae.
aegypti, trabajo previo en el laboratorio logr6é caracterizar a la proteina de 65 kDa -y a su
producto de degradacion, una proteina de 62 kDa - como una fosfatasa alcalina, de la que se
sabia era proteina de union (42). En la busqueda de un receptor unido por GPI, se realizaron
experimentos de uniéon de ligando (Ligand Blot) de la toxina con las VMMA antes y después de
tratarlas con Fosfolipasa C (PI-PLC), la cual remueve las proteinas ancladas por GPI de la
membrana. Los resultados revelaron que la toxina CryllAa une a dos proteinas ancladas por
GPI, una de 100 kDa y otra de 65 kDa. Para una mejor caracterizacion, el sobrenadante obtenido

después de tratar a las VMMA con PI-PLC, fue pasado por una columna donde previamente se
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acopld la toxina CryllAa en su forma nativa, observandose que sé6lo se une la proteina de 65
kDa, la cual se identifico como una ALP al medir su actividad enzimatica (42). Por otro lado,
también se aislo un fago péptido (P1.BBMYV), utilizando la metodologia de despliegue en fagos,
que reconoce a la ALP, afectando tanto la uniéon de la toxina CryllAa a las VMMA como su
toxicidad. Al competir la union de este fago péptido a la toxina Cryl1Aa, utilizando los péptidos
sintéticos de las regiones expuestas de la toxina descritas anteriormente (56), se observd que sélo
el asa 0-8 inhibia la union de P1.BBMV a las VMMA, lo que sugiere que se unen en el mismo
sitio y corrobora la importancia del asa a-8 de la toxina CryllAa para la union con el receptor

42).

Fosfatasa alcalina.

Las fosfatasas alcalinas no tienen como funcion natural ser receptores de las toxinas Cry,
de ser asi una gran variedad de organismos seriamos blancos de éstas. Las fosfatasas alcalinas
son metaloenzimas homodiméricas que catalizan, a un pH basico, la hidrélisis o la
transfosforilacion de monoésteres de fosfato, los cuales son relevantes en el metabolismo
energético, regulacion metabdlica y en algunas rutas de transduccion de sefial (57). Aunque aun
no se tiene clara la funcién de esta enzima, se le tiene relacionada con muchas enfermedades
referentes a los huesos, probablemente porque juega un papel importante en el metabolismo de
los fosfatos de calcio (58). Puede ser encontrada en multiples organismos, en E. coli se le localiza
en el espacio periplasmico, y en eucariotes superiores unida a la membrana mediante un ancla
de glicosilfosfatidilinositol (58). Existe un sitio activo por monémero, cada uno de ellos contiene el
aminoacido catalitico serina que forma un intermediario fosfoseril con el sustrato, una arginina
que permite la union del sustrato y la liberacion del producto (58), y tres sitios de union a dos
atomos de zinc y uno de magnesio, denominados M1, M2 y M3 (59). Los residuos aminoacidicos
que funcionan como ligandos para estos sitios de union a los iones metalicos son dos histidinas y
un aspartato para M1, dos aspartatos y una histidina para M2; y un aspartato, un glutamato y
una treonina para M3 (60). En algunas fosfatasas alcalinas, la treonina esta remplazado por una
serina (58). Todos estos residuos, asi como los aminoacidos cataliticos, se encuentran altamente

conservados en las secuencias de fosfatasas alcalinas reportadas (57,60).
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Figura 4. Estructura tridimensional de la fosfatasa alcalina de camarén a1.9 & de resolucién (57)

El grupo del Dr. Sarjeet Gill, de la Universidad de California, Riverside, ha obtenido la
secuencia de cuatro isoformas de fosfatasas alcalinas encontradas en el intestino de Ae. aegypti,
de las que ha identificado una capaz de unir a la toxina Cryl1Aa, a la cual dio el nombre de ALP-
AR93 (Gill, datos sin publicar), y que tiene el mismo peso molecular de la que se ha reportado
como receptor de esta toxina. Pese a que estas proteinas son glicosiladas, se espera que la
interaccion sea proteina-proteina, dado que diferentes azlticares no compiten la union de la
toxina Cryl1lAa con su receptor en Ae. aegypti (43); sin embargo, el epitope de union de la ALP-

ARO93 a la toxina atin no ha sido caracterizado.

La ALP-AR93 comparte las caracteristicas antes mencionadas de las fosfatasas alcalinas.
Consiste de 542 aminoacidos, de los cuales los primeros 23 pertenecen al péptido senal del N-
terminal que conduce a la proteina al reticulo endoplasmatico (61). Este péptido senal fue
predicho con la ayuda del servidor SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). La
ALP-AR93, también contiene un péptido senal de 27 aminoacidos en el C-terminal, el cual es
removido de la proteina para insertar el ancla de GPI (61). El sitio de corte (sitio w) se predijo en
el servidor big PI predictor (http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html) y corresponde a la
Ser 515. A partir de un alineamiento de secuencias con la fosfatasa alcalina de E. coli, se

determind que el aminoacido catalitico serina se encuentra en la ALP-AR93 en la posicién 153 y
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la arginina encargada de la union primaria con el sustrato es la Arg 229. El sitio M1 de uni6on a
zinc esta formado por Asp 379, His 383 e His 497. Los aminoacidos del sitio M2 son Asp 103,
Asp 420 e His 421, mientras que los que conforman la unién del magnesio (M3), serian Asp 103,
Ser 217 y Glu 374 (figura 5).

MYLLRMFAVFVVLLSSVLRASRGNPSQEFVQYLTTTPSDHVHPPPDRDGDDGNLN
RKKRLISASDYEETAQFWNIGAQLKLKEQLLKRKNFNKAK NVIFFLG.GMSIPTLA

ASRMYLGQKQGHSGEETQLSFEEFPDVGLVKTYCVDKQVADS ACSATAYLCGVK
ANYATIGVTAAVKYNNCTTGNDPKNHVHSIMSWAQAAGKATGIVTTTRVTHAS PA

GTYAHVSNR EHECDADILAQNADPNDCQDIASQLVRNNPGKNLKVILGGGRRKFT
PNTEKDPSGKPGQRMDGVNLISEWYYSKPLGSARYVTNKQGLMGINFNETEYLMG

LFNYDHMKYHMDSNPKEDP TLSDLTYAAIKTLEKNKAGFVLFVE GGKID LAHHET

KARKSLDETVQLSEAVQLATQYTNSDDTLILVTAD HAHTMSMAGYSKRGHDILGV
SGSSHDKGKSPYTTLSYANGPGGPSLTDGRRLNITEEMLTNKDFQYPKLVPLKYET
H GGDDVALFAYGPWSHLFS GMYEQNVIPHIIGYAACIGSGLTACIG

Figura 5. Secuencia de aminoacidos de la ALP-ARS3. El péptido sefal del amino terminal se encuentra
subrayado y resaltado en amarillo. Los aminoacidos cataliticos de esta enzima se muestran subrayados
y en color rojo, por su parte los aminoacidos del sitio M1 de unién a zinc son mostrados en verde,
mientras que los de M2 pueden verse en azul. Los aminoacidos que sirven como ligando al magnesio se
observan en color magenta, Asp 103 es ligando en M2 y M3, Finalmente el sitio de corte para el

anclado a GPI se muestra en naranja, donde el nuevo C-terminal (w) es la serina 515 (w+1=Gly 516 y
w+2 = Met 517).
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HIPOTESIS.

La ALP-AR93 de Aedes aegypti, contiene una region aminoacidica que interacciona con la

toxina Cryl1Aa.

OBJETIVO GENERAL.

Identificar el sitio de union del receptor fosfatasa alcalina (ALP-AR93) en Aedes aegypti.

que interacciona con la toxina Cryl1Aa.

OBJETIVOS PARTICULARES.

o

Construir diferentes fragmentos de la fosfatasa alcalina, expresarlos y purificarlos en E.
coli.

Caracterizar la uniéon de la toxina CryllAa a los fragmentos de fosfatasa alcalina
producidos en E. coli.

Construir y caracterizar mutantes en el sitio de uniéon de la toxina CryllAa en la

fosfatasa alcalina.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Expresion de fragmentos recombinantes de la fosfatasa alcalina de Aedes aegypti
expresados en E. coli. Para localizar la secuencia de aminoacidos de la fosfatasa
alcalina que interacciona con la toxina, se construiran nueve fragmentos de
aproximadamente 150 residuos de aminoacidos cada uno, lo cual originara un traslape
de aproximadamente 100 aminoacidos entre ellos (como se muestra esquematicamente

en la figura 6). Lo anterior propiciara la delimitacion del sitio de union.
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Unién hipotética de la toxina CryllAa

Fosfatasa
. L B e
Alcalina: BHis ™ .

Fragmento 1: NS ———ey Unira a la toxina CryllAa
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Fragmento 2: E—
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Fragmento 4
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Fragmento 6: 6H e
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"
S

Fragmento 7: | EE——
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N
Fragmento 8 oH L o1}
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Fragmento 9

Figura 6. Estrategia experimental. Enla figura se muestra un sitio de unién hipotético con fines
ilustrativos. De esta manera, se pretende ejemplificar la forma en que se detectaré el sitio de unién
enla ALP-AR93 a la toxina CryllAa, utilizando la estrategia planeada, por tanto el punto representado
no tiene porque ser el punto real de unién

2. Ensayos de union. La interaccion de la toxina con los fragmentos generados se verificara
en ensayos de ELISA (interaccion en condiciones nativas) y en ensayos de uniéon de
ligando (interaccion en condiciones desnaturalizantes). También se realizaran ensayos de
union con la toxina CryllAa mutante E266A, que se encuentra afectada en toxicidad y
union a las VMMA (56).

3. Construccion de mutantes. Finalmente, en la region de la ALP-AR93 en que se localice
el sitio de union de la toxina, se realizara un “barrido” de alaninas reemplazando de tres
en tres aminoacidos, sobre dicha region. Nuevamente, las mutantes generadas se
produciran y purificaran a partir de cultivos de E. coli y se analizara la union de las

mismas a la toxina Cryl1lAa.
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MATERIALES Y METODOS

Purificacion de la toxina Cryl1Aa.
La cepa de Bacillus thuringiensis variedad israelensis/CG6, la cual contiene el gen
cryl 1Aa es usado para la produccion de la toxina Cryl1lAa, en medio de esporulacion (SP) mas

25 ng/ml de eritromicina por 72 horas a 30°C con agitacion, hasta completar esporulacién.

Posteriormente se recupera el cultivo centrifugando a 10,000 rpm durante 10 minutos y
se elimina el sobrenadante, la pastilla se resuspende y lava en una soluciéon 0.3 M de NaCl, 0.01

M de EDTA, pH 8, centrifugando a 10,000 rpm 10 min tres veces.

Se hacen tres lavados de la pastilla en agua con PMSF 1 mM. Finalmente, se resuspende
la pastilla en una soluciéon amortiguadora (TTN) que contiene 20 mM de tris, 300 mM de NacCl,
triton X-100 0.01% pH 7.4 (se puede sonicar si el cultivo no esta bien esporulado, dando tres

pulsos de 1 min 3 veces a 20 watts con 1 min de descanso).

Para la purificacion de los cristales por gradiente de sacarosa se utilizan las siguientes
concentraciones: 84, 79, 72 y 62% de sacarosa agregando a cada una de estas 2 ml de tris-HCI 1
M pH 8, 80 ul de NaCl 5 M y 400 ul triton X-100 al 1%, se centrifuga a 23000 rpm por 20 min a
15°C.

Se separan las fracciones obtenidas y se recupera aquella que contenga los cristales,
para eliminar la sacarosa se lava la fraccion con agua Mili Q mas triton X-100 0.01%,
centrifugando a 10,000 rpm durante 10 min 3 veces. Finalmente se resuspende la pastilla en

Tris-HCI 50 mM pH 8, 1 mM de PMSF y pueden mantenerse a 4°C.

Solubilizacion y activacion de la toxina.
Los cristales previamente purificados por gradiente de sacarosa se solubilizan durante
dos horas a 4°C con 100 mM de NaOH. Se centrifuga a 10000 rpm y se recupera el

sobrenadante, la proteina es cuantificada siguiendo el método de Bradford.

Para la activacion, la protoxina se neutraliza agregando Tris-HCl 1M pH 8, hasta que el
pH de la solucion se encuentre entre 8 y 8.5. Se incuba con tripsina en una proporcion 1:50

(p/p), dos horas a 25°C con agitacion suave. La reaccion se detiene con 2.5mM de PMSF; se
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centrifuga 10 minutos a 10000 rpm y se recupera el sobrenadante. La cantidad de toxina

obtenida se cuantifica por el método de Bradford y el tamano se analiza en SDS-PAGE al 12%.

Biotinilacion de la toxina Cryl1Aa.

La toxina se dializa toda la noche a 4°C en 1000 volumenes de una soluciéon
amortiguadora de boratos, la cual estd compuesta de acido boérico 0.05 M, hidroxido de sodio
0.05 M y cloruro de sodio 0.15 M, a un pH 8.6. Posteriormente, la toxina se incuba durante una
hora a temperatura ambiente con 40 ul de biotina por microgramo de toxina. La biotina no
unida se separa de la toxina con una columna empacada con Sephadex G25 previamente lavada
con PBS, se centrifuga 2 minutos a 2000 rpm, se recupera la toxina marcada y se determina la
concentracion de la misma por el métdo de Bradford. El marcaje de la toxina se verifica por

“western blot”.

Se corre la muestra en SDS-PAGE al 12% y se transfiere a 345 mA por 45 minutos sobre
una membrana de PVDF. La membrana se lava con PBS y se bloquea con PBS-Tween 20 al 2%
durante 20 minutos. La membrana se lava con PBS y se incuba una hora con estreptavidina
acoplada a peroxidasa en PBS-Tween 20 0.1% (1:5000 v/v). Se lava en PBS-Tween 20 0.1% y
finalmente en PBS para posteriormente detectar la marca correspondiente con los reactivos de

quimioluminiscencia siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Construccion de nueve fragmentos de la fosfatasa alcalina.

A partir de la secuencia de aminoacidos de la fosfatasa alcalina, se disenaron 9
fragmentos de 150 aminoacidos cada uno, iniciando cada fragmento 45 aminoacidos después
que el fragmento anterior. Cada fragmento se amplifica por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando los pares de oligonucléotidos correspondientes disenados en el

programa Oligo version 4.0:

ALPF1-f: 5’ -CGG GAT CCC ATC GCA GGA ATT CGT CC- &

ALPF1-r: 5°’- ACC AAG CTT GGG TAT ATT TGA CCG CAG CCG TC -3
ALPF2-f: 5’ -CGG GAT CCA GAG ACT GAT TTC CGC GTC G - 3
ALPF2-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG GGT GGT CAC AAT GCC TGT GGC - 3’
ALPF3-f: 5’ -CGG GAT CCG AGA TGG CAT GCT GAT TCC G- 3’
ALPF3-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG TCG CAC GAG TTG GGA TGC- 3’
ALPF4-f: 5’ -CGG GAT CCA TAA GCA GGT TGC AGA TTC G- &’

ALPF4-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG ATA GTA CCA TTC CGA GAT C- 3’
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ALPF5-f: 5’ -CGG GAT CCT CAT GAG CTG GGC TC- 3’

ALPF5am-f: 5’ -CGG GAT CCA ATA TAA CAA CTG CAC G- 3’

ALPF5-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG CTT CTT TTG TGT TGC TGT CC- 3’
ALPF6-f: 5’ -CGG GAT CCA TCC AAA TGA CTG CCA AGA CAT- 3
ALPF6-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG ACC GTT TCG TCC AGG GAT TTC - 3’
ALPF7-f: 5’ -CGG GAT CCT CTC GGA ATG GTA CTA TAG C- 3’
ALPFT7-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG TTG TCG TGG GAT GAA CC- 3’
ALPF8-f: 5’ -CGG GAT CCA AGA AGA CCC CAC CCT AAG C- &
ALPF8-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG GGT TTC GTA CTT CAA AGG- 3’
ALPF9-f: 5’ -CGG GAT CCC CCT GGA CGA AAC GGT C- &

ALPF9-r: 5’ - ACC AAG CTT GGG CCC TAT GCA CGC CGT TAA TCC- 3’
ALPF1bgl-f: 5’ -GAA GAT CTA TCG CAG GAA TTC GTC C- &
ALPF2bgl-f: 5’ -GAA GAT CTG AGA CTG ATT TCC GCG TCG - 3’
ALPF3bgl-f: 5’ -GAA GAT CTA GAT GGC ATG CTG ATT CCG- 3’
ALPF4bgl-f: 5’ - GAA GAT CTT AAG CAG GTT GCA GAT TCG- 3’
ALPF5bgl-f: 5° -GAA GAT CTC ATG AGC TGG GCT C- &’

ALPF6bgl-f: 5° -GAA GAT CTT CCA AAT GAC TGC CAA GAC - &’
ALPFT7bgl-f: 5’ -GAA GAT CTC TCG GAAT GGT ACT ATA GC- 3’
ALPF8bgl-f: 5’ -GAA GAT CTA GAA GAC CCC ACC CTA AGC- &’
ALPF9bgl-f: 5’ -GAA GAT CTC CTG GAC GAA ACG GTC- 3’

Para la amplificacion se utilizan 5 pul de MgCly, Sul de la solucion tampon de PCR, Sul de
desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs), 0.5 ul de ADN de ALP-AR93 clonada en el vector pQE-32
como templado, 0.5 ul de Taq polimerasa y el respectivo par de oligonucleétidos para cada
fragmento, a una concentracion de 20 pmol de cada oligonucle6tido; la reacccion es llevada a 50

ul con agua libre de nucleasas. Las condiciones de la reaccion son la siguientes:

= Un primer ciclo de 94 °C por un minuto.
= 30 ciclos de 94 °C un minuto para desnaturalizaciéon, 55°C un minuto para la
hibridacion del cebador y 72 °C un minuto para la extension de la cadena.

= Un ultimo ciclo de 72 °C durante 10 minutos.

Los fragmentos amplificados son purificados en gel con el kit de QIAGEN y digeridos en
los sitios BamHI y HindlIIl, o Bglll y HindIII, segtin corresponda, siguiendo las recomendaciones
del fabricante (los sitios de restriccibn se encuentran subrayados en las secuencias de

oligonucleodtidos). Una vez digeridos se purifican y se ligan 16 horas a temperatura ambiente en
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el vector pQE-32, previamente digerido en los sitios BamHI y HindIIl o en el vector pET-32b
digerido en los sitios BglIl y HindIII.

Se transforman 10 ul de la ligacion purificada en 60 ul de células electrocompetentes de
la cepa de E. coli DH5a en cubetas de 2 mm bajo las siguientes condiciones: 25 uF, 200 Q, y 2.5
kV. Las células se dejan recuperar durante 1-3 horas en 1 ml de medio SOC y se platean 25 y
50 ul en LB sdlido adicionado con 100 ug/ml de ampicilina. De las colonias crecidas se
seleccionan 12 de cada fragmento, y se analiza la presencia de inserto mediante PCR en colonia,
y una vez purificado el ADN (con ayuda del kit de promega) mediante una doble digestion y su

analisis posterior en un gel de agarosa al 1%. Finalmente se realiza el analisis de secuencia.

Las células electrocompetentes son preparadas de la siguiente manera: 500 ml de
medio YENB se inoculan con 2.5 ml de un precultivo crecido toda la noche. Cuando el cultivo
alcanza una ODego de 0.7, el cultivo es enfriado en hielo por 15 minutos y centrifugado a 4000 x
g por 10 minutos. La pastilla se lava dos veces con 100 ml de agua fria estéril. Las células se
resuspenden en 25 ml de glicerol al 10%, se centrifuga a 4000 x g durante 10 minutos.
Finalmente, la pastilla es resuspendida en 1.5 ml de glicerol al 10% y se preparan alicuotas de

60 ul. Las alicuotas no utilizadas para transformacion se almacenan a -70 °C.

Expresion y purificacion de los fragmentos de la fosfatasa alcalina.

Los vectores con inserto se transforman en células competentes por calcio de las cepas
de expresion de E. coli M15 (para pQE-32) y ER2566 (para pET-32). Las células son preparadas
de la siguiente manera: Se inoculan 2 ml de un precultivo de la cepa de expresion
correspondiente (crecido toda la noche), en 100 ml de medio LB. Cuando la ODeoo sea igual a
0.4, el cultivo se enfria 10 minutos en hielo, y se centrifuga a 6000 rpm por 10 minutos. La
pastilla se resuspende en 10 ml de una solucion fria de CaCl, 60 mM y 15% de glicerol. Se
incuba 30 minutos en hielo, y se centrifuga nuevamente a 6000 rpm por 10 minutos. La pastilla
resultante se resuspende en 2 ml de la solucion fria de CaCl, 60 mM y 15% de glicerol, y se
preparan alicuotas de 200 ul. Las células no utilizadas para transformar son almacenadas a -70

°C.

La transformacion se realiza afniadiendo 100 ng del ADN de cada construccion, a una
alicuota de 200 ul de células, las cuales son incubadas en hielo durante 30 minutos.
Posteriormente, las células se someten a un choque de calor (42 °C por 45 segundos) y se

incuban en hielo durante dos minutos. Pasado este tiempo se agregan 800 ul de medio LB, y las
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células se dejan recuperar 1 hora. Finalmente se platean 20 ul en placas de LB agar adicionado

con 100ug/ml de ampicilina, mas 30 ug/ml de kanaminicina para el caso de la cepa M 15 .

Después de 24 horas de crecimiento, se prepara un inéculo de cada una de las clonas a
expresar en 3 ml de medio 2xTY adicionado con 100ug/ml de ampicilina para la cepa ER2566 y
100ug/ml de ampicilina mas 30 ug/ml de kanamicina para la cepa M15. Se incuban durante 12
h a 30 °C y 250 rpm. Pasado este tiempo se inoculan 500 ul del precultivo de cada cepa en 10 ml
de medio 2xTY mas los antibi6ticos correspondientes (la expresion puede escalarse inoculando 1
ml de precultivo por cada 20 ml de cultivo total). Se incuban a 37 °C a 250 rpm hasta alcanzar
una densidad optica de 0.6 a 600 nm. La expresion de cada fragmento en la cepa ER2566 es
inducida con 1 mM de IPTG a 30 °C durante 5 horas a 250 rpm. En el caso de los fragmentos
expresados en M15, la expresion es inducida con 1 mM de IPTG a 25 o 30 °C durante 5 o 6
horas a 250 rpm . La expresion de los fragmentos en la cepa ER2566 se analiza en SDS-PAGE al

12% y la de los fragmentos en la cepa M 15 se analiza en SDS-PAGE al 15% .

Las células se recuperan centrifugando el cultivo a 4,000 x g durante 20 min. La pastilla
se resuspende en 5 ml de soluciéon B (100 mM de NaH,PO4, 10 mM de Tris-HCl y 8 M de urea,
pH 8) por gramo de células. Se sonica dando dos pulsos de 10 watts por diez segundos, se

centrifuga 20 minutos a 14000 rpm y se recupera el sobrenadante.

= Purificacion “batch”. El lisado celular se incuba toda la noche, con 200 ul de resina de
niquel-agarosa (QIAGEN) por ml de lisado celular, con agitacion suave. Se centrifuga a
10000 rpm durante dos minutos, se retira el sobrenadante. Se realizan dos lavados de la
resina, agregando en cada uno de ellos 350 ul de imidazol 35 mM, se centrifuga a 10000
rpm durante dos minutos y se retira el sobrenadante. Se lava la resina nuevamente, pero
esta vez con 350 ul de PBS, se centrifuga a 10000 rpm durante dos minutos y se retira el
sobrenadante. Finalmente, cada fragmento es eluido con 350 ml de imidazol 500mM,
centrifugando a 10000 rpm 10 minutos, el sobrenadante se recupera y se analiza en

SDS-PAGE al 12%. Las proteinas son entonces cuantificadas por el método de Bradford.

= Purificacion por columna. Se empaqueta una columna cromatografica con 1 ml de resina
Niquel-agarosa (QIAGEN). Cinco militros del lisado celular se incuban toda la noche con
resina de iiquel-agarosa, con agitacion suave. Se permite que la resina se asiente por
gravedad y se acelera el paso del lisado por la columna con ayuda de una bomba
peristaltica. Se lava con 10 ml de imidazol 20 mM y con 6 ml de imidazol 35 mM,

seguidos de un lavado de 20 ml de PBS. Finalmente, se eluye con 4 ml de imidazol 500
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mM, dividiendo la elucién en dos fracciones. Todas las fracciones son colectadas y
analizadas en SDS-PAGE al 12%. Las proteinas son entonces cuantificadas por el método

de Bradford.

“Western blot”

Los fragmentos recombinantes se separan en SDS-PAGE al 15%, y son transferidos a
una membrana de PVDF a 345 mA por 60 minutos. La membrana se bloquea con leche
descremada al 5%, 0.1% Tween 20 en PBS durante una hora. Se lava con PBS-Tween 20 0.1% y
se incuba una hora con anticuerpo antihistidinas acoplado a peroxidasa (QIAGEN) en una
relacion 1:5000 en PBS-Tween 20 0.1%. Finalmente se lava perfectamente con PBS-Tween 20

0.1% y se detecta la expresion con los reactivos de quimioluminiscencia.

Experimentos de unién de ligando

Los fragmentos de la fosfatasa se separan en SDS-PAGE al 12%. Se transfieren a una
membrana de nitrocelulosa a 350 mA por 45 minutos. La membrana se lava 20 minutos con
PBS. Se bloquea con BSA al 1%, Tween 20 0.1% en PBS durante una hora. Se hacen dos
lavados de la membrana por 15 minutos y dos por cinco minutos con PBS-Tween 20 0.1%. Se
incuba la membrana durante dos horas con concentraciones de toxina CryllAa marcada con
biotina que van de 1 a 10 nM (o 10 nM para el caso de la toxina Cry4Ba) en PBS-Tween 20 0.1%.
La membrana se lava con 40 ml de PBS-Tween 20 0.1% 15 minutos dos veces y con 30 ml de
PBS-Tween 20 0.1% dos veces, por cinco minutos. Se incuba durante una hora con
estreptavidina acoplada a peroxidasa (1:5000 v/v). Se enjuaga cinco veces la membrana con 30
ml de PBS-Tween 20 0.1%. Se lava con 40 ml de PBS por 15 min y dos veces con 30 ml de PBS
por cinco minutos. La uniéon de la toxina CryllAa o Cry4Ba es revelada usando reactivos de

quimioluminiscencia, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Corte de la proteina fusion (tiorredoxina) a la fosfatasa alcalina.

El vector pET-32b, contiene el sitio de corte de trombina, el cual es utilizado para
remover la proteina fusion tiorredoxina (Trx). Se utilizan 0.02 U de trombina por cada 30 ug de
ALP fusionada a Trx en una reaccion de 50 ul totales, en solucion amortiguadora de corte (200
mM Tris-HCI, pH 8.4, 1.5 M NaCl, 25 mM CaCl, Novagen). La reaccion se incuba durante 16 hrs
a 20 °C. El corte es analizado en SDS-PAGE al 10%. La trombina utilizada se encuentra

biotinilada, por lo que puede removerse con una resina de estreptavidina-agarosa.
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Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

Cien microlitos de distintas concentraciones de cada fragmento (o de la toxina Cryl1Aa)
en PBS pH 7.2 son colocadas en un pozo de una placa de ELISA. La placa de ELISA se incuba a
4°C toda la noche. Cada pozo se lava con 300 ul de PBS, este procedimiento se repite 3 veces,
posteriormente los pozos son bloqueados con 200 ul de BSA al 2% en PBS dos horas a 37°C. Los
pozos se lavan con 300 ul de PBS 3 veces. Cada pozo es llenado con 100 ul de distintas
concentraciones de CryllAa (o de fragmento, segiin corresponda) en PBS-tween al 0.1%, se
incuba 1 hr a temperatura ambiente, posteriormente los pozos son lavados 3 veces con 300 ul de
PBS-tween al 0.1% y 3 veces con PBS. Se agregan 100 ul de una soluciéon de PBS-tween al 0.1%
con suero antiCryl1Aa, en una relacion 1:5000 (v/v) y se incuba 1 hora a temperatura ambiente
(los fragmentos, son detectados con antihistidinas 1:2000 (v/v)). La caja de ELISA es lavada 3
veces con 300 ul de PBS-tween al 0.1% y 3 lavados de PBS. Los pozos son ahora incubados con
100 ul de PBS-tween al 0.1% con un suero anticonejo acoplado a peroxidasa 1:5000 (v/v) —el
suero antihistidinas se detecta con un suero antiraton en la misma relacion que el de
anticonejo-, la incubacion se realiza por 1 hora a temperatura ambiente y se realizan los 6
lavados correspondientes. Se incuba de 20 a 30 minutos con el sustrato (2mM de o-
fenilendiamina, 0.7% de H2O2 en 0.1M de una solucion amortiguadora de fosfatos pH 5). La

absorbancia a 490 nm se determina en un lector de cajas de ELISA.

Construccion de un modelo de homologia de la ALP-AR93.

Para la construccion de un modelo de homologia de la ALP de Ae. aegypti, se hace uso
del programa Swiss-Pdb Viewer, el cual permite crear un modelo tedrico a partir del
conocimiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina a modelar y la estructura conocida
de una proteina homologa. Para la obtencion del modelo de la ALP-AR93 se utiliz6 la estructura
cristalografica de la ALP tejido-no especifica de camarén (57). El programa permite la
construccion de un modelo preliminar, que posteriormente envia al servidor SWISS MODEL, que

construye el modelo de homologia final.

Preparacion de las vesiculas de membrana de la microvellosidad apical (VMMA).

Las VMMA fueron preparadas a partir de intestinos disectados de larvas de Ae. aegypti
del cuarto estadio. Los intestinos disectados son colocados en una solucion MET que contiene
300 mM de Manitol, 5mM de EGTA y 20 mM de Tris-HCI pH 7.4, y almacenados a -70 °C hasta
la preparacion de las VMMA.
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Para la preparacion de las VMMA, los intestinos se descongelan y el tejido se rompe con
la ayuda de un homogenizador Doucer. Al homogenado se le agrega MgCl, 240 mM, para una
concentracion final de 12mM de MgCls, y se deja reposar en hielo durante 20 min. La mezcla
entonces se centrifuga a 3000 xg durante 15 minutos a 2°C. El sobrenadante se recupera
manteniéndose en hielo, y la pastilla se resuspente en la solucion MET para volverse a tratar.
Los sobrenadantes obtenidos se centrifugan a 100000 xg por 10 minutos a 2°C. La pastilla
resultante se resuspende en solucion MET (1ul por intestino incial), se cuantifica por el método

de Bradford, y se preparan alicuotas, las cuales se almacenan a -70°C.

Ensayos de union de la toxina CryllAa a las VMMA.

La toxina Cryl1Aa biotinilada a una concentracién de 5 nM, es preincubada una hora a
temperatura ambiente con distintos excesos de los fragmentos y/o de la ALP-AR93 en una
solucion de BSA 0.1% en PBS-Tween 20 0.1%. Se agregan 10 ug de VMMA para un volumen
total de 100 pl y se incuba una hora a temperatura ambiente. La toxina no unida es removida
centrifugando a 14000 xg, 10 minutos a 25 °C. La pastilla que contiene las VMMA con la toxina
unida es lavada dos veces con BSA 0.1% en PBS-Tween 20 0.1% y finalmente se resuspende en
PBS. Las muestras son separadas en SDS-PAGE al 12% y se transfieren a una membrana de
PVDF a 350 mA por 45 minutos. La membrana se lava con PBS y se bloquea con PBS-Tween 20
al 2% durante 20 minutos. La membrana se lava con PBS y se incuba una hora con
estreptavidina acoplada a peroxidasa en PBS-Tween 20 0.1% (1:4000 v/v). Se lava en PBS-
Tween 20 0.1% y en PBS. La membrana se incuba con los reactivos de quimioluminiscencia

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Analisis de disminucion de area en la unién de la toxina CryllAa a las VMMA.

La cuantificacion de la disminucién de la uniéon de la toxina CryllAa a las VMMA, se
realiz6 mediante el analisis de disminucion del area de las manchas en la imagen examinada.
Con la ayuda del programa Quantity One 4.6 de BIORAD, se obtuvo la cantidad de puntos por
pixel por milimetro cuadrado. El area de la unién de la toxina CryllAa a las VMMA sin
competidor fue tomado como el 100%, y a partir de éste se calcularon los porcentajes de unién

de la toxina a las VMMA en presencia de cada competidor.

Construccion de mutantes triples en el fragmento 5.
Trece mutantes se disennaron en base a la secuencia del sitio de union 2 de la ALP-AR93

a la toxina CryllAa, sustituyendo tres aminoacidos por mutante. La construccion de dichas
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mutantes se llevd a cabo mediante mutagénesis sitio dirigida con la ayuda del sistema
QuikChange de Stratagene, utilizando el plasmido pET-32b que contenia al fragmento 5 como

templado y los siguientes oligonucleétidos:

Mutantel (N257A/N258A/P259A):

5- GCA TCC CAA CTC CTG CGA GCC GCC GCT GGC AAA AAT TTG AAA GTC ATT C- 3
Mutante2 (G260A/K261A/N262A):

5- CTC GTG CGA AAC AAC CCT GCC GCA GCT TTG AAA GTC ATT CTC GGG GG- 3’
Mutante3 (L263A/K264A/V265A):

5- GAA ACA ACC CTG GCA AAA ATG CGG CAG CCA TTC TCG GGG GCG GCA GAC G- 3’
Mutante4 (I266A/L267A/G268A):

5- CTG GCA AAA ATT TGA AAG TCG CTG CCG CGG GCG GCA GAC GTA AGT TCA C- 3’
Mutante5 (G269A/G270A/R271A):

5- AAT TTG AAA GTC ATT CTC GGG GCC GCC GCA CGT AAG TTC ACT CCC AAC ACG- 3’
Mutante6 (R272A/K273A/F274A):

5- CAT TCT CGG GGG CGG CAG AGC TGC GGC CAC TCC CAA CAC GGA GAA GGA C- 3’
Mutante7 (T275A/P276A/N277A):

5- GGC GGC AGA CGT AAG TTC GCT GCC GGC ACG GAG AAG GAC CCC TCT GGC- 3’
Mutante8 (T278A/E279A/K280A):

5- CGT AAG TTC ACT CCC AAC GCG GCG GCG GAC CCC TCT GGC AAA CCG GGA C- 3’
Mutante9 (D281A/P282A/S283A):

5- CAC TCC CAA CAC GGA GAA GGC CGC CGC TGG CAA ACC GGG ACA GCG CAT G- 3’
Mutante10 (G284A/K285A/P286A):

5- CAC GGA GAA GGA CCC CTC TGC CGC AGC GGG ACA GCG CAT GGA TGG CGT C- 3’
Mutantell (G287A/Q288A/R289A):

5- GGA CCC CTC TGG CAA ACC GGC AGC GGC CAT GGA TGG CGT CAA CCT GAT C- 3’
Mutante12 (M290A/D291A/G2A92):

5- GGC AAA CCG GGA CAG CGC GCG GCT GCC GTC AAC CTG ATC TCG GAA TGG- 3’
Mutante13 (V293A/N294A/L2A95/I1296A):

5- CCG GGA CAG CGC ATG GAT GGC GCC GCC GCG GCC TCG GAA TGG TAC TAT AGC AAA
cce- 3
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RESULTADOS.

Clonacion de los nueve fragmentos de la ALP-AR93 en pQE-32.

A partir de la secuencia de la fosfatasa alcalina de Ae. aegypti, se disenaron una serie de
oligos con los cuales se generaron nueve genes que codifican los fragmentos de la ALP-AR93.
Todos y cada uno de los ADN de los fragmentos amplificaron seguin lo esperado como se ilustra

en la figura 7.

Fig. 7
lgAmplificaci(‘m de los genes que
codifican los fragmentos, para
el vector pQE-32

e ———————— e ————————————————————————————————
fragffrag|fragffrag| ragffragffragffrag
I 4 i

Analisis en gel de agarosa al 1% de los genes que
codifican para los fragmentos y para la ALP-AR93
amplificados mediante PCR con los sitios de restriccion
BamHI y Hindlll. Se analizaron 3 pl de muestra.

Estos productos fueron purificados y digeridos con las enzimas BamHI y HindlIIl, lo
mismo que vector pQE-32 para ser ligados y transformados en la cepa de E. coli DH5a. Todas las

clonaciones fueron corroboradas por secuencia.

De los nueve fragmentos, ocho genes lograron clonarse satisfactoriamente. La excepcion
fue el fragmento 7, el cual en los primeros intentos de clonacion fall6 el paso de ligaciéon, ya que
no se podia conseguir un ADN que tuviera el vector con este inserto. Cuando finalmente se logro
insertar el gen que codifica al fragmento 7 en el vector pQE-32 la secuencia del inserto no

coincidia con la secuencia esperada.
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Expresion de los nueve fragmentos de la ALP-AR93 en pQE-32.

El ADN que codifica para cada fragmento de la ALP-AR93 satisfactoriamente clonado y
secuenciado, fue transformado en la cepa de expresion M15 de E. coli. Con el fin de establecer
las condiciones de expresion de cada fragmento, se realizé una cinética de expresion de los
mismos. Las condiciones ensayadas fueron 30 °C, 1mM de IPTG y 6 horas de induccion,
tomandose muestra durante el proceso cada dos horas. De los ocho fragmentos que se
transformaron, los fragmentos 3, 8 y 9 fueron los Unicos en los que se observo cierto nivel de
expresion bajo estas condiciones. En la figura 8 se muestra la cinética de expresion del
fragmento ocho detectado mediante “western blot” con un anticuerpo antihistidinas, es

importante notar que la expresion maxima era obtenida a las 4 horas de induccion.

Fig. 8
Cinetica de Expresion del
fragmento 8 en pQE-32

0 hrs 2hrs | 4hrs 6 hrs

Andlisis de |la expresion del fragmento 8 mediante
"Western blot" con un tiempo de exposicion de 1 min.
En cada carril se analizaron 25 pl del extracto total.

Para tratar de expresar el resto de los fragmentos se modificaron las variables de
expresion (disminucion de la temperatura durante la induccién, concentracion de IPTG, tiempo
de induccion); sin embargo, ninguna de las modificaciones permitieron que se experesaran. A
partir de este punto, cada vez que una induccién se llevaba a cabo, se transformaban
nuevamente los ADN para asegurarse que la falta de expresion no se debia a que la cepa

almacenada habia perdido el plasmido con inserto. Asi mismo, para comprobar que el plasmido
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seguia dentro de la cepa, se analizaron mediante PCR en colonia los genes que codifican los

fragmentos transformados (figura 9).

Fig. 9
PCR en colonia de la cepa
de expresion M15

fragffrag|fragffragffraglfragffrag frag|
112]13|4|5]|6]¢8 a

ALP

1500pb ==p

500pb —)

Comprobacion mediante PCR en colonia, de que la

cepa de expresion M15 contiene el plasmido con el

gen de cada fragmento a expresar. El analisis de los

5 pl de muestra por carril, se llevé a cabo en un gel
de agarosa al 1%.

Otra estrategia utilizada para tratar de mejorar la expresion de los fragmentos fue la de
ampliarlos, para lo cual se utilizo el fragmento 5 como prototipo. En la figura 9 se muestra la
fusion del fragmento cuatro con el cinco, esto origina que el tamano del gen fusionado sea de
597 pb. Posteriormente se mando sintetizar un oligonucle6tido que permitiera amplificar el gen
del fragmento cinco 51 pb mas con respecto al original, el cual consta de 456 pb, esta estrategia
funcion6 moderadamente. Con esto se pudo conseguir la expresion del fragmento 5; sin embargo

la cantidad de proteina obtenida era muy poca.

Al final a una temperatura de 25°C, cinco horas de induccion y 1mM de IPTG, s6lo hubo

expresion de cinco fragmentos como se muestra en la figura 10.
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Fig. 10
Expresion de los fragmentos
en pQE-32.
frag frag frag frag frag
3 8 9 1 5
B P
BTN
0s >
kDa
0s >
B
)
AT
Tiempo de exposicion: Tiempo. de
5 min exposm.lon.
30 min
Andlisis mediante "Western blot" de los fragmentos
expresados en pQE-32. En cada carril se analizaron
30ul de muestra.

Los fragmentos 3, 8 y 9 se expresaron consistentemente, aunque el rendimiento no se
mejoré de manera notable al variar condiciones. En la figura 10 se analizaron 30 ul de un
volumen de cultivo total de 10 ml, como la expresion no era evidente con una tincion de
Coomassie, se analizaron las muestras mediante “western blot”. Para el resto de los fragmentos
hubo necesidad de concentrar las células diez veces, y a partir de esto se cargaron 30 ul en un
gel que fue analizado por western blot. S6lo se observo expresion de otros dos fragmentos: el 1y
el 5 (figura 10).

A partir de este resultado, se analiz6 a qué partes de la ALP-AR93 correspondian cada

uno de los fragmentos expresados.

Fragmento 1: aminoacidos del 26 al 176 :
SQEFVQYLTTTPSDHVHPPPDRDGDDGNLNRKKRLISASDYEETAQFWNIGAQLKLKEQLLKRKNFNK
AKNVIFFLGDGMSIPTLAASRMYLGQKQGHSGEETQLSFEEFPDVGLVKTYCVDKQVADSACSATAYL
CGVKANYATIGVTAA
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Fragmento 3: aminoacidos del 103 al 256:
DGMSIPTLAASRMYLGQKQGHSGEETQLSFEEFPDVGLVKTYCVDKQVADSACSATAYLCGVKANYA
TIGVTAAVKYNNCTTGNDPKNHVHSIMSWAQAAGKATGIVTITTRVTHASPAGTYAHVSNREHECDADI
LAQNADPNDCQDIASQLVR

Fragmento 5 amplificado: aminoacidos del 179 al 347:
YNNCTTGNDPKNHVHSIMSWAQAAGKATGIVTTTRVTHASPAGTYAHVSNREHECDADILAQNADPN
DCQDIASQLVRNNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLISEWYYSKPLGSARYVTN
KQGLMGINFNETEYLMGLFNYDHMKYHMDSNPKE

Fragmento 8: aminoacidos del 347 al 496:
EDPTLSDLTYAAIKTLEKNKAGFVLFVEGGKIDLAHHETKARKSLDETVQLSEAVQLATQYTNSDDTLIL
VTADHAHTMSMAGYSKRGHDILGVSGSSHDKGKSPYTTLSYANGPGGPSLTDGRRLNITEEMLTNKD
FQYPKLVPLKYET

Fragmento 9: aminoacidos del 391 al 542:
LDETVQLSEAVQLATQYTNSDDTLILVTADHAHTMSMAGYSKRGHDILGVSGSSHDKGKSPYTTLSYA
NGPGGPSLTDGRRLNITEEMLTNKDFQYPKLVPLKYETHGGDDVALFAYGPWSHLFSGMYEQNVIPHI
IGYAACIGSGLTACIG

En la figura 11 se puede observar que estos cinco fragmentos son suficientes para “barrer” la

proteina completa, por lo que con estas muestras se procedi6é a hacer un experimento de union

de ligando.
Fosfatasa
. I
Icalina: GHis
Fragmento 1: | E—————
bHis
Fragmento 3: . I T T
6His
Fragmento 5: S ———————
6His
JIFragmento 8: | E—
6His
ragmento 9: ) B ————————
6His
Figura 11. Regiones que cubren en la fosfatasa alcalina los fragmentos que se expresan.
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Produccion y purificacion de la toxina Cryl1lAa.

La obtencion de los cristales de la toxina Cryl1Aa se llevé a cabo de acuerdo a lo descrito
en Materiales y Métodos. Posterior a la purificacion de los cristales, se tomé una alicuota de 500
ul para solubilizarla y activarla con tripsina, previa cuantificacion de la misma. En la figura 12
se muestra a la toxina en su forma soluble y activa. Como se reporta en la literatura, la
protoxina de CryllAa tiene un peso de 70 kDa, mientras que su forma activada con tripsina

consiste de dos fragmentos: uno de 36 y otro de 32 kDa (27).

Fig. 12
CryllAa: Activacion y
solubilizacion

Cry11Aa | Cry11Aa

marcador A o
activada folubilzad

s

Andlisis de 1.5ug de |a toxina activada y
solubilizada en SDS-PAGE al 12%. La tincién se
llevé a cabo con azul de Coomassie

Una vez activada la toxina, ésta se marcoé con biotina para poder ser usada en los
ensayos de union de ligando. La comprobacion de la marca de la toxina, se llevd a cabo

mediante un “western blot” el cual puede verse en la figura 13.

Fig. 13
Biotinilacion
de CryllAa

Cry11A
biotilinada

37 Kda %
25 Kda ==y v

[ exposicion: instanténea]

Analisis por "western blot" de la
marca de |latoxina Cryl1lAa. Se
analizé 0.1ug de muestra.
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Experimento de union de ligando.

Treinta microlitros de las mismas muestras en las que se observo expresion (figura 10),
fueron usados para realizar el experimento de union con la toxina Cryl1Aa marcada con biotina.
Tras 15 minutos de exposicion solo se observaba la union de la toxina al fragmento cinco (datos
no mostrados) y a los 60 minutos no se observé nada mas que el aumento de intensidad de la

banda del fragmento 5 (figura 14).

Fig. 14 Experimento de union
de ligando con 10 nM
de CryllAa

frag frag frag frag frag

[ Tiempo de exposicion: 60 min ]

Andlisis de la unidon de los fragmentos
expresados en pQE-32 con latoxina CryllAa
mediante "ligand blot". En el gel se corren
30 pl de un concentrado de células para los
fragmentos 1 y 5, y 30 pl directos del cultivo
para los fragmentos 3, 8 y 9.

El experimento no pudo reproducirse por dos razones principales:
= No siempre hay expresion de los fragmentos 1 y S.
= No se analiza la unién con la misma cantidad de fragmento. La muestra utilizada es
extracto total del cultivo y, en ocasiones, la toxina une inespecificamente a proteinas de

E. coli, pues hay mayor cantidad de ellas que de los fragmentos expresados.

Por lo tanto, era necesario repetir el experimento con los fragmentos purificados.
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Purificacion del fragmento 3 expresado en pQE-32.

Siendo el fragmento 3 el que muestra una mejor expresion entre los cinco, se intento
purificarlo a partir de un cultivo de 300 ml. Para la solubilizacion del fragmento se utilizé urea
8 M (ver materiales y métodos). La figura 15 nos muestra que el fragmento es practicamente
insoluble, pues al analizar la pastilla y el sobrenadante después del tratamiento con urea, el

fragmento se encuentra mayoritariamente en cuerpos de inclusion.

Fig. 15
Solubilizacion del
Fragmento 3 con

8M de Urea.
£
] ou
E5 £z
>
>
= M
— 4 .

[Exposicion: 10min.]

Analisis de la solubilizacion
del frag. 3 por "Western
blot". Se analizaron 20 pl de
cada muestra.

Clonacion y expresion de los nueve fragmentos y de la ALP-AR93 en pET-32b.

Dados los problemas de expresion y purificacion de los fragmentos clonados en el vector
PQE-32, se busc6é una alternativa que facilitara la obtencion de estos productos. Existen
multiples variables que pudieron ocasionar el fracaso obtenido con el vector pQE-32 entre los
que se encuentran: inestabilidad del mARN, rapida degradacion de los fragmentos al término de
la traduccion debido a que no adquieren una estructura estable, y/o porque al ser la secuencia
de una proteina eucarionte existen diferencias en el uso de codones con respecto a las proteinas
procariontes, lo anterior puede inhibir la sintesis de la proteina, y afectar la estabilidad del
mARN y del propio plasmido (62,63). En el caso del aminoacido arginina, de las 16 argininas
presentes en la secuencia de ALP-AR93, cinco se encuentran codificadas por los codones AGG y
AGA, que son infrecuentemente utilizados por E.coli (63), y seis por los codones CGA Y CGG
cuya frecuencia en E. coli es baja, aunque no causa tantos problemas de expresion como los

codones AGG y AGA (63).
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Por lo anterior, se consider6 hacer pruebas con cambios de vector, cepa o incluso sistema
de expresion. La primera prueba se hizo mediante un cambio en el vector, se escogi6 el pET-32b
porque ademas de tener un promotor fuerte (T7), cuenta con una proteina fusiéon (tiorredoxina),
que proporciona una serie de ventajas a la proteina que se fusiona, como estabilidad del mARN,
estabilidad a la proteina pasajero post-traduccion (dado que la tiorredoxina adquiere su
estructura terciaria rapidamente), solubilidad, y una probabilidad mas alta de que la traduccion

llegue a término pese a la presencia de codones raros en la proteina pasajero (62,63).

La prueba se llevo a cabo con el fragmento 7, fue escogido al ser el Ginico que no se pudo
clonar en el vector pQE-32. Se tuvo que disenar un oligonucleétido sentido distinto para poder
clonarlo en pET-32b, pues de usarse el ya disenado para pQE-32, correria el marco de lectura
del fragmento. La expresion del fragmento 7 fue realizada induciendo con 1mM de IPTG, por
cinco horas a 30°C. En la figura 16 se observa la cinética de expresion de este fragmento. En el
gel se analizaron 15 ul de cada una de las muestras tomadas con dos horas y media de

diferencia.

Fig. 16
Cinética de expresion
frag 7 en pET-32
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Analisis de |la expresion del Fragmento 7
en pET-32b por SDS-PAGE al 12%. La
tincion se realizé con azul de Coom assie,
analizandose 15ul de cada muestra. La trx
y otras etiquetas del vector pET-32b
aumentan 18 kDa, aproximadamente, al
peso del fragmento.

La expresion observada claramente por tincion con azul de Coomassie sugirié el cambio
de todos los fragmentos a este vector; sin embargo, era necesario tener la certeza de que el
fragmento expresado no permaneceria en cuerpos de inclusion, como fue el caso del fragmento 3
expresado en pQE-32. En la figura 17 se observa la solubilidad del fragmento 7 con 8 M de urea.

Cabe senalar que la tiorredoxina no consiguio6 la solubilidad del fragmento 7 sin el uso de urea,
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pero en la literatura se menciona que no siempre es garantia que la tiorredoxina haga soluble a

la proteina pasajero (62).

Fig. 17 - o
9 Solubilizacion del

Fragmento 7 con
8M de Urea.

Marcador
sobrenadante
Pellet

TEkDa =
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37 kDa =3

25 kDa =)
20 kDa =

Analisis en SDS-PAGE al 12% de la
solubilizacion del fragmento 7 en el
vector pET-32b, con 8M de urea. La
tincion se llevé a cabo con azul de
Coomassie y sea analizaron 15 pl de
muestra por carril.

Debido al resultado positivo del cambio de vector, fue innecesario modificar mas
variables, por lo que se disennaron nuevos oligonucle6tidos sentido para cada fragmento, los
cuales cuentan con el sitio de corte Bglll. Los genes que codifican para los nueve fragmentos y la

ALP-AR93 fueron amplificados con los nuevos oligonucleétidos como se observa en la figura 18.

Fig. 18

IgAmplificacién de los genes que

codifican los fragmentos, para
el vector pET-32b

Analisis en gel de agarosa al 1%, de los genes que
codifican para los fragmentos y para la ALP-ARS3,
amplificados mediante PCR con los sitios de restriccion
Bglll y Hindlll. Se analizaron 3pl de muestra.
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Todos los fragmentos y la fosfatasa alcalina fueron satisfactoriamente clonados en el

vector pET-32b.

La expresion de los fragmentos y de la ALP se hizo en base a las condiciones de expresion
montadas para el fragmento 7. Ninguno de los fragmentos pudo solubilizarse en ausencia de
urea. En la figura 19, se muestran cada uno de los fragmentos después de la solubilizaciéon con
8M de urea. En el gel se analizaron 5 ul de un cultivo total de 10 ml de cada fragmento, de la

ALP-AR93 y de la Trx.

Fig. 19
Solubilizacion de los Fragmentos,
ALP y Trx con 8M de urea
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Analisis en SDS-PAGE al 12%, de la solubilizacion de

los fragmentos, la ALP-AR93 y la Trx expresados en el

vector pET-32b. Se analizaron 5 pl de cada muestra y
el gel fue tefido con azul de Coomassie.

En la figura 19 — y mas claramente en la figura 20 — se observa que pese a que los nueve
fragmentos tienen aproximadamente el mismo ntimero de aminoacidos, estos migran de manera
distinta en los geles desnaturalizantes. Estas pequenas discrepancias, podrian deberse a las

diferencias en las cargas de los aminoacidos que los integran.

Purificacion de los fragmentos, ALP y Trx, expresados en pET-32b.

Para poder realizar adecuadamente los experimentos de union, todas las proteinas
expresadas se purificaron en pequena escala, mediante una purificacion “Batch” (ver materiales
y métodos), gracias a la afinidad de la etiqueta de histidinas (con la que cuentan estas proteinas)

a la resina de niquel-agarosa. La figura 20 muestra el producto final.
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Fig. 20
Purificacion tipo batch
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Analisis en SDS-PAGE al 12% de 5 pl la ultima fracciéon
de la purificacion, tefiido con azul de Coomassie. Los
geles a y b varian en los lavados:

Gel a. Lavados: 350 pl 20mM imidazol, 350 pl 35mM
imidazol.
Gel b. Lavados: 2 350 pl 35mM imidazol.

Las proteinas que unieron a la toxina CryllAa (ver mas adelante), se expresaron en
cultivos escalados y se purificaron por cromatografia de afinidad en columna. En la figura 21 se
muestran las fracciones recolectadas de la purificacion del fragmento 5. Para competir la uniéon
de las histidinas a la resina de niquel-agarosa, se utilizaron distintas concentraciones de

imidazol.

Fig. 21 :
Purificacion fragmento 5

en pET-32b

F racaF racF racF racc|F racc|Fracc|
2 2 4 S 3

Analisis de la purificacion del frag. 5 en
SDS-PAGE al 12% tenido por azul de
Coomassie.

10pl de muestra por carril.

Fraccion
Fraccion
Fraccion
Fraccion
Fraccion
Fraccion

: b2

10 ml midazol 20 mM;

2: 6 ml imidazol 35 mM;
3:10 ml PBS;

4:
5
6

10 ml PBS;

: 2ml imidazol 500mM;
: 2ml imidazol 500mM.
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Ensayos de union de ligando.

Para realizar los experimentos de union de ligando se carg6 en el gel a transferir 1 ug de
cada fragmento, de la fosfatasa alcalina, y de la tiorredoxina (para comprobar que la toxina no
tiene afinidad por la tiorredoxina, y que por lo tanto no uniria a ninguno de los fragmentos por
estar fusionados a ella). Incubando la membrana con una concentraciéon 1nM de toxina y
condiciones fuertes de lavado (PBS-tween 0.5%), pudo observarse la unién de los fragmentos 5,
6, 4 (aunque mas débilmente) y de ALP-AR93. No hubo unién de la toxina a la tiorredoxina

(Figura 22).

Fig. 22
Experimento de union de
ligando con 1nM de CryllAa
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Analisis de la union de 1nM de toxina Cryl1lAa
y 1 pg de los 9 fragmentos, ALP-ARS3 y Trx
expresados en pET-32b

Incubando la membrana con concentraciones mayores de 1 nM de toxina y lavando con
PBS-tween al 0.1%, se observa una union mas clara de los fragmentos 4, 5 y 6, ademas de la
union de la toxina a los fragmentos 1 y 2. En la figura 23, se muestra la uniéon de la toxina
CryllAa a los fragmentos citados, cuando la membrana se incubé con una concentracion de

toxina de 10nM.
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Fig. 23
Experimento de union de
ligando con 10nM de CryllAa

\

122|456 |7]|e]|3]|AP| T

mioa => -
S0kDa ==y
[

Exposicion 10 min ]

]

Analisis de la union de 10nM de toxina CryllAa
y 1 pg de los 9 fragmentos, ALP-AR93 y Trx
expresados en pET-32b.

El experimento de union también fue analizado empleando la toxina CryllAa que
contiene la mutacion E266A, localizada en el asa a-8. A pesar de que esta toxina mutante tiene
una activacion adecuada con tripsina, se encuentra altamente afectada en toxicidad y en union
a las VMMA (56). En la figura 24, se muestra la unién a los fragmentos cuando la membrana fue

incubada con 3.3nM (a) y 10 nM (b) de toxina Cryl1Aa mutante E266A.

Fig. 24
Experimento de union de ligando con la toxina CryllAa
mutante E266A
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Analisis de la unién de 3.3 nM (a) o 10nM (b) de toxina CryllAa y 1 ug de los 9 fragmentos,
ALP-AR93 y Trx expresados en pET-32b
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En la figura 24 se observa como la toxina deja de unir a los fragmentos 1, 2 y a la ALP-
AR93. También se observa una aparente disminucion de la union de la toxina a los fragmentos

4,5y 6.

Posteriormente, se analizdé la cantidad minima de fragmento necesaria para que una
concentracion de 5 nM de toxina CryllAa silvestre uniera a los mismos. Se escogieron los
fragmentos 2 y 5 como representantes de cada sitio de union, esto considerando que los
fragmentos 1 y 2 comparten un sitio de union; y los fragmentos 4, 5 y 6 comparten uno distinto
al de los fragmentos anteriores. Para ambos fragmentos se analizaron las mismas cantidades de
proteina que iban desde 0.031 pg hasta 2 ug. En la figura 25 se observa como la toxina es capaz
de unir a todas las cantidades analizadas de fragmento 5. No asi al fragmento 2, donde la

cantidad minima para unir 5 nM de Cryl1lAa es 0.25 ug.

Fig.25 Experimento de union de ligando de diferentes
concentraciones de los fragmentos 2y 5 a la
toxina CryllAa.
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[ Analisis de la union de 5nM de Cryl1Aa a diferentes concentraciones de los fragmentos 2 y 5. ]

Otro experimento de uniéon que podria brindar informaciéon acerca de que en los
fragmentos 1, 2, 4, 5 y 6 se encuentra el sitio o los sitios de interaccién toxina CryllAa/
Receptor ALP, era probar la union de los 9 fragmentos y de la ALP-AR93 a la toxina Cry4Ba.
Esto debido a que en la literatura se tiene reportado que la toxina CryllAa comparte receptor
con la toxina Cry4Ba, y ademas, ambas compiten por la uniéon de dicho receptor (43), lo que
sugiere que estas toxinas unen en el mismo sitio o en sitios cercanos. En base a esto, se realizo
un experimento de la unién de 10 nM de toxina Cry4Ba a 1 ug de los fragmentos de la ALP-

AR93, cuyo resultado puede observarse en la figura 26.
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Fig. 26

Experimento de union de
ligando de la toxina Cry4B
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Analisis de la unién de 10 nM de Cry4B a 1 pg de cada
fragmento de la ALP-AR93, Trx, y ALP-AR93.

El resultado de este experimento (figura 26) muestra que la toxina Cry4Ba, al igual que
la toxina Cryl1lAa une a los fragmentos 4, 5y 6, pero difiere de que la Cryl1Aa une también a
los fragmentos 1 y 2, mientras que la toxina Cry4Ba une al fragmento 8. Lo anterior sugiere que
el sitio de unioén de ambas toxinas se encuentra en la regiéon que comparten los fragmentos 4, 5
y 6; y este dato coincide con lo reportado anteriormente (43). La falta de union de la toxina
Cry4Ba a los fragmentos 1 y 2, no los descarta de contener un sitio de unién importante para la
CryllAa, ya que estas toxinas pueden unir cada una a un sitio de unién distinto ademas del
que comparten, lo que explicaria la union de la Cry4Ba al fragmento 8. Sin embargo, dada la
estrategia de fragmentacion (figura 6), para que existiera un sitio de unién en el fragmento 8, la
toxina deberia unir por lo menos a otro fragmento, por lo que la unién de la toxina Cry4Ba al
fragmento 8 pudiera ser un artefacto debido a la desnaturalizacion de los fragmentos y/o a la
estrategia, aunque se observa una ligera union en el carril del fragmento 7. Un analisis mas

exhaustivo pudiera contestar esta pregunta.
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Ensayos de Union en ELISA.

A partir de los resultados observados en los experimentos de unién de ligando, se

realizaron ensayos de ELISA con los fragmentos que unieron a la toxina Cryl1Aa.

En la figura 27 se muestra un grafico con la unién 0.2 ug/ul de los fragmentos 1, 2, 4, 5
y 6 a 5nM de toxina CryllAa. La unién de la toxina CryllAa al fragmento 8 mostrada en ese

mismo grafico, funge como control negativo.
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Figura 27. Unién por ELISA de SnM de toxina Cry11Aa a 0.2 ug/pl de los fragmentos 1,2, 4,5, 6 y 8.

En la figura anterior se observa que el fragmento que mejor une a la toxina CryllAa es el
fragmento 6, seguido de los fragmento S y 4. Los fragmentos 1 y 2 no tienen una unién evidente,
esto podria deberse a que, como se observo en los experimentos de unién de ligando, la unién de
la toxina a los fragmentos 4, 5 y 6 es mas fuerte que la de los fragmentos 1 y 2. Por lo tanto,
para observar mayores absorbancias de estos fragmentos es probable que se requiera fijar una
concentraciéon mayor de proteina en la placa de ELISA. Por otro lado, las diferencias de union del

fragmento 4 con respecto al 5 o al 6 pudiera deberse a que el sitio de unién se encuentra en el
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extremo C-terminal del fragmento 4 (véase figura 31), y esto pudiera dificultar la uniéon de la
toxina a este fragmento; no asi en los fragmentos 5 y 6 donde el sitio se encuentra en el centro

del fragmento y en el N-terminal respectivamente.

Otro factor que pudiera estar interfiriendo con la unién de la toxina a los fragmentos es
la proteina fusion, la cual pudiera impedir el acceso de la toxina al sitio de union. Esto se
planted toda vez que cuando se realizaba el ensayo de ELISA fijando la ALP-AR93 las lecturas de
las absorbancias daban alrededor de cero (datos no mostrados). Dado lo anterior se llevé a cabo
el corte proteolitico de la tiorredoxina de la ALP-AR93, aprovechando el sitio de corte de
trombina que se encuentra entre la proteina fusiéon y la proteina pasajero. En la figura 28, se

muestra la eficiencia del corte.

Fig. 28 N
Corte proteolitico de la
fusion ALP-Trx, mediante
trombina
ALP-Trx ALP
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Analisis en SDS-PAGE al 10%, del
procesamiento proteolitico de la
ALP-AR93 fusionada a la tiorredoxina.
Se analizaron 10ul de muestra por
carril y la tincion se realizé con azul
de Coomassie.

A partir de lo anterior, se realiz6 un ensayo de ELISA comparando la unién de la toxina
Cryl1lAa a la ALP aun fusionada a Trx y sin la fusion. El resultado se muestra en el grafico de la

figura 29.
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Figura 29. Comparacion de |la unién de |a toxina Cryl1Aa a la fosfatasa alcalina con y sin proteina fusién. El ensayo
se realizé con 0.05 pg/ul de la ALP-AR93 cony sin Trx, y 5 nM de Cry11Aa.

La ALP-AR93 sin Trx dio una absorbancia a 490 nM de 0.445 cuando se ensay6 con SnM
de CryllAa, por otro lado la ALP-AR93 fusionada a Trx continué dando absorbancias alrededor
de cero. Con lo anterior se observé que la tiorredoxina ejerce un impedimento estérico sobre la
fosfatasa alcalina cuando ésta se fija a la placa de ELISA, lo que impide la uniéon de la toxina
Cryl1lAa a la ALP-AR93. Dados estos resultados, se optd por realizar el ensayo fijando Sug/ml de
toxina a la placa de ELISA, incubando con distintas concentraciones de cada fragmento o de la
ALP-AR93, de esta manera se homogeniza la cantidad y la calidad de proteina fijada a la placa

ya que para cada ensayo la proteina inmovilizada sera la misma.
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Figura 30. Unién de distintas concentraciones de los fragmentos 2,5,8 y ALP-AR93 a Sug/ml de toxina CryllAa
mediante la técnica de ELISA. a)Gréafico del Fragmento 2, b)grafico del Fragmento 5, ¢) grafico del Fragmento 8 y
d) grafico de la ALP-AR93.

En la figura 30, se observa el comportamiento de la union a la toxina de los fragmentos 2
y 5, como representantes de los sitios de union supuestos. Podemos observar que el fragmento 5
alcanza la saturacion con 2000 nM de proteina incubada con toxina, mientras que el fragmento
2 no llega a alcanzarla con una concentracion del mismo de 4000 nM. La ALP-AR93 muestra un
comportamiento favorable sin llegar a saturacion a una concentracion de 1500 nM de proteina.
Mientras que el fragmento 8 funge como control negativo, al no mostrar ningiin ascenso en la

curva sin importar la concentracion del mismo que se utilice.

Secuencias de union de la ALP-AR93 a la toxina Cryl1Aa.
A partir de los datos anteriores y gracias a la estrategia que se utilizé para dividir a la
ALP-AR93 en fragmentos escalonados, se pudieron definir dos regiones de unién, una de 44

residuos y otra de 40.
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Figura 31. Esquematizacion de la union de la toxina CryllAa a ALP-AR93.
.

Como se observa en la figura 31, la toxina Cryl1lAa une a los fragmentos 1 y 2, pero no
asi al fragmento 3, por lo tanto, puede deducirse que el primer sitio de uniéon a la toxina se
encuentra entre los aminoacidos 59 -102. Para el segundo sitio de union, la toxina une a 4, 5, y
6, pero no a 3 ni a 7, por lo que la unién debiera encontrase entre los aminoacidos 257 y 296. La

secuencia de estos sitios de unién se muestra a continuacion:

Sitio 1 (fragmentos 1y 2): S9RLISASDYEETAQFWNIGAQLKLKEQLLKRKNFNKAKNVIFFLG102.

Sitio 2 (fragmentos 4, 5y 6): 257NNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLI296

Al no contar con la estructura cristalografica de la ALP-AR93, se disené un modelo de
homologia con la ayuda del programa Swiss-Pdb Viewer, para tener una idea de la localizacion
espacial de estas regiones de union. El templado para la construccion del modelo fue la fosfatasa
alcalina sitio no especifica de camaron (57), pues presenta una identidad de secuencia del 47%
con la ALP-AR93, por lo que se esperaria un buen modelo, ya que un templado debe poseer al

menos 30% de identidad con la secuencia a modelar (64).
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Figura 32. Modelo de homologia de un monémero de la ALP-ARS3, con una RMSD de 0.48 A

En la figura 32 se muestran dos caras del monémero de la ALP-AR93 modelado. En

magenta se muestra el sitio de uniéon 1 y en cian el sitio de unién 2. El modelo tiene una
desviacién estandar de 0.48 A para 451 aminoacidos. Esta desviacién estandar (RMSD de sus
siglas en inglés) es una medida para calcular un promedio entre las distancias de los esqueletos
carbonados de proteinas superimpuestas, esta medicion se hace usualmente entre los carbonos
alfa (http://en.wikipedia.org/wiki/Root_mean_square deviation_%28bioinformatics%29). Dado
el resultado de la RMSD, se puede decir que el modelo de homologia obtenido es un modelo
confiable, considerando que cuando la estructura de la ALP de camarén se superimpone con la
ALP placentaria (41% de identidad), su RMSD es de 1.07 A para 455 aminoacidos y de 1.33 A
para 343 aminoacidos cuando se superimpone con la ALP de E- coli (26% de identidad) (57). El
modelo de la ALP-AR93 coincide con el templado con excepciéon de cuatro regiones muy
pequenas, las cuales todas son asas, y omitiéndolas la RMSD disminuye, con 439 aminoacidos
involucrados a 0.1 A. El modelo sélo pretende ser utilizado con fines ilustrativos y no para el

disefio de ningun experimento. En la figura 32, puede observarse en rojo una de las 4 regiones
que no se adaptan bien al modelo. Dicha regién comprende 3 aminoacidos 282PSGog4, los

cuales se encuentran en el sitio 2 de unién a la toxina.
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Unioén de la toxina CryllAa a las VMMA.

Una vez identificados los sitios de union candidatos de la fosfatasa alcalina ALP-AR93 a
la toxina Cryl1lAa, se decidié evaluar la capacidad de estos sitios de interferir la unién de la
toxina a una forma mas natural del receptor fosfatasa alcalina, es decir, la union de la toxina a
las vesiculas de la microvellosidad apical de Ae. aegypti donde se encuentra la ALP
caracterizada ya como receptor (42). Para lograrlo se preincubaron varias cantidades del
fragmento 2 (representante del sitio de unién 1 a la toxina), fragmento 5 (representante del sitio
2 de unidén), fragmento 8 (control negativo) y ALP-AR93 (control positivo), con 5nM de toxina
CryllAa. Con lo anterior se espera que los fragmentos 2 y 5, asi como la ALP recombinante
unan a la toxina dejando menos lugares libres para que la toxina pudiese unir a las VMMA,
pues los sitios con los que suele unir a la ALP estarian bloqueados por estas proteinas. En la
figura 33 se muestra la union de la toxina a las VMMA en ausencia de fragmento y la
disminucion de la misma cuando se agregan distintos excesos molares de los fragmentos 2, 5,
una mezcla de ambos y de la fosfatasa. También se observa una ligera disminucion en la unién
de la toxina a las VMMA cuando se compite con el fragmento 8, a este efecto se le considero
ruido de fondo, dado que la disminuciéon no es tan aparente como con los otros fragmentos
ensayados, y pese a que no es una cantidad despreciable, es importante considerar que son

muchos excesos molares de competidor los que se utilizan.

Fig. 33
Competencias de union de CryllAa a las VMMA.
Excesos molares del competidor
2] | | | |
5 nM Frag 2 Frag. 5 Mezclal2y 5 Frag 8 ALP
D[ o ][om][ wo][ o ][wo][ mo][ o ][om][ mo][ o ][wo][ - ][ o ][ - ][ -
pg,;cf:,?:,e ]| 100 I[ 100 ][73 ea][sz 51][ 100 ][aa o][-;a -za][ea ea][ao on][ae.:a][ 100 ][oo 21][87 93][ 100 ][-;o oa][ 0
Andlisis de la capacidad de el fragmento2. Fragmento 5, Fragmento 8 y ALP-AR93, de competir la union
de 5nM de CryllAa a las VMMA. Para la competencia se utilizaron 100, 1000 y 1500 excesos molares de
cada fragmento y 100, 600 y 1000 de la ALP-ARS3.
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En la figura podemos observar que se requieren menos excesos molares para interferir la
union de la toxina a las VMMA cuando se incuba con la proteina completa, asi mismo la mezcla
de fragmentos compite mas por la uniéon a la toxina con el receptor, que cuando estos
fragmentos se prueban individualmente, aunque el fragmento 5 parece competir mejor que el

fragmento 2.

Disefio de mutantes en los sitios de unién de la ALP-AR93 a la toxina Cryl1lAa.

Para tener una region de union mas delimitada en cada uno de los sitios encontrados, la
estrategia de mutagénesis plantea el cambio de tres aminoacidos del sitio 2 de uniéon a Cryl1Aa,
por alaninas en cada una de las mutantes generadas (exceptuando la tltima, que tendra cuatro
aminoacidos cambiados), de tal forma que para el sitio 2 de union a la toxina habra 13 mutantes

con las siguientes secuencias:

—_

257AAAGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLI296.
257"NNPAAALKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLI296.

257"NNPGKNAAAILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLI296.
257"NNPGKNLKVAAAGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLI296.
257"NNPGKNLKVILGAAARKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLI. 296
257"NNPGKNLKVILGGGRAAATPNTEKDPSGKPGQRMDGVNLI296.
257"NNPGKNLKVILGGGRRKFAAATEKDPSGKPGQRMDGVNLI296.

25TNNPGKNLKVILGGGRRKFTPNAAADPSGKPGQRMDGVNLI296.

© ® N o 0 A w0 DN

25TNNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKAAAGKPGQRMDGVNLI296.

—
o

. 25TNNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSAAAGQRMDGVNLI206.

—_
—_

. 257TNNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPAAAMDGVNLI206.
12. 25"NNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRAAAVNLI296.

13. 257"NNPGKNLKVILGGGRRKFTPNTEKDPSGKPGQRMDGAAAA296.

La estrategia de mutacion es un poco distinta para el sitio 1 de unién a la toxina
Cryl1Aa. Previamente, en el laboratorio se habia predicho el sitio ®*SDYEETAQFWNI75, como un
sitio de unién a la toxina mediante complementariedad hidropatica con el asa a-8 (Soberon,
datos sin publicar). Por lo que las mutantes triples seran disenadas soélo para la region

comprendida entre el aminoacido 59 y el aminoacido 75.




Identificacion del Sitio de Interaccion de una
Fosfatasa Alcalina de Aedes aegypti con la toxina Cry11Aa

Construccion de mutantes triples en el fragmento 5.

Las trece mutantes disenadas del sitio 2 de unién, fueron construidas sobre el fragmento
5, debido a que éste tiene una unién muy fuerte a la toxina, y a que es mas facil trabajarlo y
purificarlo que la proteina completa. De las trece mutantes verificadas por secuencia, sé6lo se

obtuvieron 12. La mutante 4 (I266A/L267A/G268A), no pudo obtenerse.

Los plasmidos que contenian los genes que codifican las doce mutantes, fueron
transformados en la cepa de expresion ER2566 y expresados de acuerdo a las condiciones
montadas para los nueve fragmentos de la ALP-AR93 (30°C, cinco horas de induccién con 1mM
de IPTG). Ninguna mutante tuvo problemas de expresion. En la figura 34 se muestran las doce

mutantes purificadas por el método “Batch”.

Fig. 34

Mutantes del fragmento cinco
purificadas

Mut | Mut Mut Mut Mut | Mut
213 7 10 12

i (iU

Analisis en SDS-PAGE al 12% de Sul de la dltima fraccién
de la purificacion de las mutantes del fragmento 5, por
batch. El gel fue tefiido con azul de Coomassie.
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DISCUSION.

Las toxinas insecticidas de Bacillus thuringiensis han demostrado ser una alternativa
viable para el control de plagas y vectores de enfermedades que afectan directamente al ser
humano. La principal ventaja que ofrece el uso de estas proteinas es la sustitucion de
insecticidas quimicos que son agresivos contra el medio ambiente. Por ello, el interés en conocer
como actiian estas alternativas de control biologico esta en ascenso. A través del estudio del
mecanismo de accion de estas proteinas se ha evidenciado que un paso trascendental para la
accion entomopatogénica de B. thiringiensis es la interaccion toxina/receptor, asi como la
identificacion de los epitopes, tanto de la toxina como del receptor, involucrados en este paso.
Estos estudios proveen la informacion necesaria para el desarrollo de proteinas insecticidas con
mayor afinidad, especificidad, y en consecuencia, mayor toxicidad hacia su insecto blanco, o

bien para la prevencion de la generacion de insectos resistentes.

En este contexto, se tienen algunos reportes acerca de los epitopes de los receptores que
interaccionan con las toxinas Cry. En Bombyx mori se identific6 una region de 64 aminoacidos
del receptor APN que interacciona con la toxina CrylAa (65), y en el receptor caderina de este
mismo lepidéptero, se observo la importancia del motivo extracelular 9 y de una region de 112
aminoacidos proxima a la membrana para la union de CrylAa (38). El caso del receptor Bt-R; de
Manduca sexta es el mas estudiado en la interaccion toxina/receptor, con las toxinas CrylA, se
tienen reportados 3 sitios de uniéon que se encuentran en los motivos extracelulares 7, 11 y 12,
cada uno de los cuales interactiia con asas distintas del dominio II (66,67,68,69). Finalmente,
para Heliothis virescens la region comprendida entre los aminoacidos 1422-1440 del receptor
caderina, interacciona con el asa 3 de la toxina CrylAc (70). No obstante, todos los ejemplos
anteriores son estudios hechos en insectos lepidopteros, y no se tiene ningin reporte para

insectos dipteros, de ahi la importancia de la investigacion en este rubro.

En el presente estudio, se determinaron dos sitios de interaccion del receptor ALP de
Aedes aegypti con una longitud de 44 y 40 aminoacidos, respectivamente. Para lograrlo, se ideo
una estrategia que consistia en fragmentar la proteina fosfatasa alcalina en nueve partes, de
forma que cada fragmento se traslapara con el anterior en aproximadamente 100 aminoacidos,
esto gracias a que se contaba con la secuencia de la proteina completa (Gill, datos sin publicar).
En un primer intento de expresar los fragmentos se utilizo el vector pQE-32, cuya eleccion se
basé en la expresion de 7 fragmentos del receptor tipo caderina de H. virescens (70). Sin
embargo, la expresion de proteinas en E. coli no es una tarea trivial, y la expresion exitosa de un

gen en un vector dado, no garantiza que genes distintos puedan expresarse de la misma manera.
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Este fue el caso de la ALP-AR93 y sus fragmentos, donde un cambio de vector (pET-32b), fue
suficiente para obtener cantidades importantes de proteina. Lo anterior podria explicarse por la
proteina fusién (Trx) codificada por dicho vector, ya que ofrece una serie de ventajas a la
proteina pasajero, como estabilidad tanto del mARN como de la misma proteina y expresion de
ella pese a la existencia de codones raros para E. coli en la secuencia (62,63), lo que permitioé que
estas proteinas pasaran de una expresion casi nula (figura 10) a una expresion evidente (figura

20).

Los experimentos de uniéon de la toxina CryllAa a estos fragmentos nos permitieron
delimitar dos sitios de unién en la ALP-AR93. El primero de ellos, localizado en la region que
comparten los fragmentos 1 y 2 (aminoacidos 59-102); y el segundo entre los aminoacidos 257-
296, que es la region que tienen en comun los fragmentos 4, 5 y 6 (figura 31). Los resultados
obtenidos mostraron que la union de la toxina CryllAa al sitio 2 es mas fuerte que la union al
sitio 1, toda vez que el sitio 2 pudo detectarse con concentraciones bajas de toxina como 1 nM
(figura 22), no asi el sitio 1; ademas, la figura 25 nos muestra que 5nM de toxina Cryl1Aa puede
unir a 0.03 ug de fragmento 5 que contiene el sitio 2, mientras que la cantidad minima de
fragmento 2 (sitio 1) para unir a esa misma concentracion de toxina, fue de 0.25 pg. Esta mayor
afinidad también pudo observarse en ensayos de ELISA, donde la unién de la toxina CryllAa al
fragmento 5 alcanza la saturacion en 2000 nM de fragmento, por otro lado, el fragmento 2 no

alcanzo la saturacion con 4000 nM de fragmento incubado con la toxina (figura 30).

De ahi que observemos la importancia del sitio 2 en la unién a la toxina CryllAa,
importancia que se hizo mas evidente en el experimento de uniéon de los 9 fragmentos a la toxina
Cry4Ba. Buzdin et al. (43), observaron que las toxinas CryllAa y Cry4Ba unian a la misma
proteina de 65 kDa localizada en las VMMA de Ae. aegypti., proteina que posteriormente fue
caracterizada como una fosfatasa alcalina por Fernandez et al. (42). Adicionalmente, Buzdin et
al. (43), reportaron que Cryl1lAa competia la union de la toxina Cry4Ba a la proteina de 65 kDa
y viceversa, lo que los llevo a concluir que ambas toxinas comparten el mismo sitio de union, o
que sus sitios de union respectivos se encuentran en lugares adyacentes. Nuestro dato de la
figura 26 sustenta esta hipétesis, ya que la toxina Cry4Ba une a los mismos fragmentos que
contienen el sitio 2 de unién a CryllAa (fragmentos 4, 5 y 6). Por otro lado, Cry4Ba no une al
sitio 1 de Cryl1lAa y en su lugar une al fragmento 8. Es probable que la uniéon del fragmento 8
se trate de un artefacto del experimento, dado las condiciones del mismo, se podrian exponer
regiones de la ALP-AR93 que normalmente no se encuentran expuestas. Esto es factible ya que
segln la estrategia de fragmentacion (figura 6), la toxina debe de unir al menos a 2 fragmentos,
toda vez que el traslape de los fragmentos es tan grande, que es muy dificil que un fragmento

tenga una regiéon Unica que no comparta con otro. Por otro lado, en la figura 24 puede
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observarse una ligera union de la toxina Cry4Ba al fragmento 7 y en el modelo de homologia de
la ALP-AR93 se observa que una parte de la region que comparten los fragmentos 7 y 8 se
encuentra expuesta (datos no mostrados). Un analisis mas exhaustivo debe hacerse para
identificar las regiones de la toxina Cry4Ba que interactian con el receptor, y asi descartar la
interaccion del fragmento 8 con la toxina Cry4Ba o confirmarla. Finalmente, Fernandez et al.
(42), observaron una disminucion del 40% de la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina,
cuando la toxina CryllAa estaba unida a la proteina. Lo anterior podria explicarse con el
modelo de homologia disenado para la ALP-AR93 (figura 32), en donde se observa que las
regiones expuestas del sitio 2 se encuentran proximas al sitio catalitico de la ALP (en la figura 4
puede observarse el sitio catalitico ubicando los atomos de Zn). Por lo tanto, la unién de la
toxina al sitio 2 podria ocasionar un impedimento estérico dado el tamano de la toxina, por lo
que al sustrato le costaria acceder al sitio catalitico de la ALP. Sin embargo, es necesario contar
con la estructura cristalografica de la ALP-AR93 y con los aminoacidos exactos del sitio 2 que
interaccionan con la toxina, para poder comprobar esta hipotesis. No obstante, toda esta
informacién en conjunto apoya al sitio 2 de unién, como una regiéon importante en la interaccion

toxina/receptor.

Los datos anteriores, sin embargo, no descartan al sitio 1 como una region de
importancia para la union de CryllAa. Las interacciones toxina/receptor en las diferentes
proteinas Cry han demostrado ser variables. Las toxinas CrylAa y CrylAb unen al mismo sitio
del receptor APN en M. sexta, mientras que CrylAc comparte con estas toxinas uno de los dos
sitios de unioén que tiene la aminopetidasa N para CrylAc (31). Asi pues, que CryllAa y Cry4Ba
coincidan sé6lo en un sitio de union no resulta extrafno, después de todo son proteinas diferentes.
Un dato que perfila el sitio 1 como region de interaccion con CryllAa es el obtenido en el
experimento de union de ligando con la toxina mutante E266A. Esta mutante se encuentra en el
asa a-8 de Cryl1lAa, y esta afectada en la union a las VMMA y en toxicidad cuando se ensaya
con larvas de Ae. aegypti (56). En la figura 24 se muestra la disminucién en la unién a los
fragmentos 1 y 2 (en los que se encuentra el sitio 1) con la toxina mutante E266A. Mediante
complementariedad hidropatica (Soberéon, datos sin publicar), se determiné que la toxina

Cryl1Aa interacciona por el asa a-8 con los aminoacidos ®4SDYEETAQFWNI7s5 de la ALP-AR93,

dicha region se encuentra en el sitio 1 identificado en este trabajo. Esta metodologia es valida,
ya que gracias a ella se han determinado algunas de las interacciones toxina/receptor
publicadas (66,68,70). En el caso de la toxina CryllAa, el asa a-8 ha sido la tinica region
reportada como sitio de union al receptor en Ae. aegypti (56), por lo que faltaria determinar la
region de la toxina que interacciona con el sitio 2 de la ALP-AR93. Trabajo en el laboratorio ha

demostrado la uniéon de la toxina CryllAa a la ALP-AR93 por alguna region del dominio III
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(Fernandez, datos sin publicar), dado que se ha visto que el dominio III en otras toxinas Cry
juega un papel de reconocimiento del receptor (20,21,22), es probable que la contraparte del

sitio 2 de ALP-AR93 se encuentre en este dominio.

Existe un modelo de unién secuencial bivalente de la toxina CrylAc con el receptor APN,
del lepidoptero Lymantria dispar (71). Dicho modelo plantea la union de la toxina CrylAc por el
dominio III a la N-acetilgalactosamina del receptor APN, seguido de la union del dominio II de la
toxina a otra region no caracterizada del receptor. Pese a que la union del dominio II de la toxina
CrylAc a APN, es mas fuerte que la del dominio III, la union de la toxina CrylAc se abate
completamente si se presenta una pérdida en la unién del dominio III al receptor (37). Esto
podria explicar por qué la toxina CryllAa mutante E266A, no une a la ALP-AR93, y por qué se
observa una disminucion en la intensidad de la senal para los fragmentos 4, 5y 6 (figura 24). De
la misma manera explicaria la falta de union de la toxina CryllAa silvestre a la Trx-ALP, en
ensayos de ELISA cuando ésta se inmoviliza en la placa, ya que si la tiorredoxina impidiera el
acceso de la toxina Cryl1lAa al sitio de uniéon 1 que se encuentra proximo al N-terminal, el sitio
de uniéon 2 aun podria estar accesible para la toxina, empero no se observa senal (figura 29).
Sin embargo, los resultados de los experimentos de uniéon de la CryllAa a las VMMA, no
parecen coincidir, ya que no se observa una pérdida total de la uniéon cuando la toxina se
preincuba con el fragmento 2, por otro lado, se observa una disminucién menor cuando se
compite la unién con la ALP-AR93 completa o con una mezcla equimolar de ambos fragmentos,
que cuando se ensayan por separado. Por lo que puede que no sea un prerrequisito que la
toxina una a un sitio para poder unir al otro, aunque también es probable que la unién no se
abata completamente porque la toxina une a otros receptores presentes en las VMMA que aun

no han sido caracterizados (42).

Sea cual sea el mecanismo que siga esta toxina para unirse a la ALP-AR93, los resultados
expuestos en el presente trabajo revelaron dos sitios de uniéon no anteriormente reportados, de
los cuales, al menos uno de ellos (sitio 2), es de suma importancia para la union in vitro de
CryllAa a su receptor. Los datos aqui expuestos pueden servir de antecedente para realizar

estudios que evidencien aun mas la importancia de la ALP en la toxicidad de Cryl1Aa contra Ae.

aegypti.
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CONCLUSIONES.

= Se lograron expresar las nueve fragmentos disefiados de la ALP-AR93 en E. coli.

= Se caracterizaron dos regiones de union a la toxina Cryl1Aa en la proteina ALP-AR93,
los cuales tienen una longitud de 44 y 40 aminoacidos.

= De las regiones encontradas, el sitio 2 presenta una uniéon mas fuerte por la toxina que el
sitio 1. El sitio 2 parece ser una region de importancia para la interaccion Cryl1Aa/ALP-
AR93.

= Se disenaron trece mutantes triples en el sitio 2 de unién, las cuales fueron expresadas

satisfactoriamente en E. coli.

PERSPECTIVAS.

= Construir y expresar las mutantes diseiiadas en el sitio 1 de unién a la toxina Cryl1Aa.

= Caracterizar la union de la toxina CryllAa a las mutantes de los sitios 1 y 2 para
facilitar la determinacion de los aminoacidos de la proteina ALP-AR93 involucrados con
la interaccion toxina/receptor.

= Observar la funcionalidad del receptor, transfectando la ALP-AR93 en células de insecto,
mediante la evaluacion de la toxicidad de CryllAa cuando el receptor esta siendo
expresado. Con esta misma metodologia determinar la importancia de los dos sitios de
union a la toxina en ALP-AR93.

= Caracterizar la union de la toxina Cry4Ba a la ALP-AR93 de igual forma que se hizo para

la toxina Cryl1Aa.
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