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1. RESUMEN 

Las proteinas Cry son producidas por Bacillus thuringiensis como cristales insolubles 
durante la esporulaci6n. Estas proteinas son t6xicas a las larvas de varios ordenes de 
insectos. Cuando el cristal es ingerido por la larva susceptible se solubiliza liberando la 
Protoxina y se procesa a toxina. La toxina se une al receptor y posteriormente forma un 
POro, provocando el hinchamiento de la c6lula y finalmente la cit6lisis. 
Las proteinas Cry estan formadas por tres dominios funcionales. El dominio I esta 
formado por 7 a-h6lices y tiene la actividad formadora de poro. El dominio II estd 
constituido por tres hojas p-antiparalelas, esth involucrado en el reconocimiento y uni6n 
al receptor. El dominio Ill comprende un p-sandwich, se propone que le da estabilidad a 
la toxina e interviene en el rewnocimiento del receptor. 
Las proteinas Cry son t6xicas a varios ordenes de insectos, w m o  lepid6pteros, 
cole6pteros y dipteros. Cada orden posee diferentes caracteristicas en el lumen 
intestinal, desde pH, tipos celulares y composici6n fosfolipidica de las membranas del 
epitelio intestinal. En 10s lepid6pteros el pH del lumen intestinal es alcalino mientras que 
en 10s wle6pteros es acido. 
Por otro lado el analisis evolutivo de 10s dominios estructurales de las diferentes 
proteinas Cry mostr6 que existen diferencias importantes en el dominio I, que 
wrrelacionan w n  la especificidad de las toxinas. Con base en las diferencias en el 
lumen intestinal de 10s diferentes ordenes de insectos y la divergencia en el analisis 
evolutivo de 10s dominios I se sugiere que cada dominio I se seleccion6 por actuar en 
diferentes condiciones intestinales. Por esto estamos interesados en estudiar la actividad 
formadora de poro de las diferentes toxinas Cry con relaci6n al pH. 
La actividad formadora de poro se analiz6 midiendo 10s cambios de potencial de 
membrana provocados por la toxina en vesiculas de microvellocidad de membrana apical 
de intestino medio (VMMA) del lepid6ptero M. sexta y el cole6ptero T. molito. 
En este trabajo se encontr6 que la actividad de las toxinas CrylAa. CrylAb y Cry1 Ac fue 
muy baja en VMMA del lepid6ptero Manduca sexta cuando se ensayaron a pH 8. Al 
ensayar estas toxinas a pH 10 se observ6 que la actividad aument6 de 5 a 25 veces. El 
aumento de la actividad de las toxinas Cry al aumentar el pH extravesicular correlaciona 
con el pH que se encuentra en el lumen intestinal de M. sexta. Tambi6n se observ6 que 
el pH no modifica la selectividad i6nica de la toxina CrylAc en membranas de M. sexta. 
En VMMA del coleoptero Tenebrio molitor, un insecto con un pH de 5 en el lumen 
intestinal, resultados preliminares mostraron que la toxina Cry3A tiene mayor actividad a 
pH 4. 5 rnientras que a pH 8 y 10 la actividad es nula. 
Por otro lado, este trabajo nos permiti6 profundizar en la caracterizaci6n de las 
membranas del epitelio intestinal ya que 10s resultados obtenidos indican que el potencial 
de membrana de las VMMA de M. sexta y de T. molitor es dependiente del pH cuando 
existe un gradiente a trav6s de la membrana. 



2. INTRODUCCION 

El GBnero Bacillus. 

El g6nero Bacillus esta constituido por bacterias gram positivas, aer6bicas y capaces de 

esporular. Este g6nero ha recibido mucha atenci6n en el Ambito wmercial y en la 

investigaci6n, ya que la mayoria de las bacterias que lo conforman son patogenos de 

insectos. Dentro de este gbnero se encuentra un grupo de bacterias que produce y 

acumula en el citoplasma uno 6 varios cristales paraesporales, Bacillus popilliae, 6. larvae, 

6. sphaericus y 6. thuringiensis. (Ellar, 1990). Se ha comprobado que 10s cuerpos 

paraesporales de las ultimas dos especies son insecticidas, por lo que son las bacterias 

que con mayor frecuencia se utilizan para la formulaci6n de bioinsecticidas. 6. 

thuringiensis ha sido el que mayor atenci6n ha recibido, ya que posee una alta 

especificidad biol6gica y produce toxinas activas a diferentes ordenes de insectos, tales 

como lepid6pteros, cole6pteros y dipteros. En 10s ultimos aiios se han aislado cepas 

t6xicas a himenbpteros, hom6pteros, malofaga y ort6ptera. Tambibn se han encontrado 

cepas t6xicas a diferentes fila como nematodes, protozoarios y acaros (Rajamohan et a/, 

1998, Schnepf et al, 1998). 5. thuringiensis no afecta a otros insectos que estbn fuera de 

su espectro de actividad, w m o  las abejas y entom6fagos, tampoco se ha observado 

envenenamiento en invertebrados ni en otros vertebrados, incluyendo al hombre; no 

induce la proliferaci6n de plagas secundarias y permanecen poco tiempo en el ambiente. 

Ademas, las proteinas que conforman la inclusi6n paraesporal de 5. thuringiensis 

representan un sistema interesante para estudiar la relacibn estructura-funci6n de estas 

proteinas y entender el mecanismo de acci6n. Esto podria sentar las bases para en un 

futuro diseiiar mejores insecticidas, mas eficientes y con un espectro de actividad mas 

amplio (Feitelson et a1.,1992.. Krieg y Miltenberger,l984) 

B. thuringiensis es un microorganismo ubicuo ya que se ha enwntrado en diferentes 

regiones del mundo y en diferentes ewsistemas (Martin et a/. 1989). 6. thuringiensis es 

considerada como una bacteria del suelo, que tambibn se ha aislado de restos de 

productos almacenados y hojas de plantas, charcos y arroyos. La caracteristica compartida 

par todos estos ambientes es que son sitios en donde las larvas de 10s insectos se 



alimentan; y obviarnente. tambi6n se ha aislado de insectos muertos (Aronson, 1993). Esta 

bacteria tambibn se ha aislado de sitios extraiios corno nidos y heces de phjaros y de 

murciblagos (Berhard et a/. 1997). De hecho se propone que ha existido una coevoluci6n 

de la interacci6n entre 6. thuringiensis y 10s insectos susceptibles (Fietelson eta/.. 1992). 

LAS 6-ENDOTOXINAS 

6. thuringiensis produce una gran variedad de toxinas. Las aexotoxinas o exotoxinas 

termolhbiles y que probablemente son lectinasas tipo C. Las p-exotoxinas, que son toxinas 

que funcionan corno anhlogos del ATP y las Sendotoxinas, proteinas que se acumulan en 

un cristal (Fig. 1). Dicho cristal puede estar formado por una o mhs cadenas polipeptldicas. 

El peso molecular de estos polip6ptidos varia de entre 28 y 130 kDa (Faust y Bulla, 1982; 

Whiteley y Schnepf, 1986). 

Figura 1. Fotomicrografia electronica de un esporangio de 6. thuringiensis. 

E= espora, C= cristal. 

Las Sendotoxinas fonnan dos familias multigbnicas, las toxinas Cry y las toxinas Cyt (Htifte 

y Whiteley, 1989., Knowles et a/., 1994), las cuales representan dos grupos muy diferentes 

ya que no cornparten similitud a nivel de secuencia primaria y poseen una estructura 

terciaria wmpletarnente diferente. Recientemente se identific6 un nuevo tip0 de proteinas 

insecticidas que 6. thuringiensis produce en la fase vegetativa del cultivo y se denominan 

proteinas Vip (proteinas insecticidas de la fase vegetativa). Estas proteinas no cornparten 

similitud con las Sendotoxinas y son tbxicas a varios lepid6pteros y wle6pteros (Yu et a/., 

1997). 



Se sabe que en la mayoria de 10s casos 10s cristales paraesporales de B. thuringiensis 

esthn formados por mhs de una toxina, algunas veces t6xicas a mhs de un insect0 (Ellar, 

1990). Tambien se han encontrado cepas que poseen mhs de un cristal paraesporal. 

Hafte y Whiteley (1989) propusieron una clasificaci6n para las proteinas Cry que hasta 

ese momento se conocian, agrupandolas en cuatro clases de acuerdo a su especificidad. 

Las toxinas Cryl activas en lepid6pteros, las toxinas Cryll que son proteinas de menor 

tamatio y especificas para lepid6pteros y dipteros, las toxinas Crylll activas en cole6pteros 

y las toxinas CrylV especificas para dipteros. Con esta clasificaci6n se presentaron varios 

problemas al tratar de integrar toxinas raras, como aquellas que tenian especificidad doble 

(lepid6pteros y cole6pteros) o que presentaban alta similitud en secuencia y actividad 

contra diferentes ordenes de insectos. En 1993 surgi6 una nueva clasificaci6n para las 

proteinas Cry tomando en cuenta la identidad de la estructura primaria, en la que las 174 

secuencias Cry reportadas a la fecha quedan agrupadas en 30 familias y se incluyeron dos 

familias de toxinas Cyt (Crickmore etal., 1998). 

La mayoria de 10s genes que codifican para las toxinas Cry se encuentran en plhsmidos 

(Gonzhlez, et al., 1981., Jarret, 1985), incluyendo plhsmidos conjugativos (Schnepf, et al., 

1998), muchas veces asociados con elementos geneticos m6viles, aunque tambi6n hay 

excepciones tales como 10s genes cty que se encuentran integrados al cromosoma 

(Jarrett, 1985). 

Estructura tridimensional de las Gendotoxinas 

Hasta el momento se ha resuelto la estructura tridimensional de tres 6-endotoxinas. Dos 

proteinas Cry y una toxina Cyt (Fig. 2). Las proteinas Cry que se han resuelto son; la 

toxina CrylAa activa en lepid6pteros, (Groculski etal.. 1995) y la toxina Cry3A (Li et a/., 

1991) activa en cole6pteros. La identidad compartida en la secuencia de aminoAcidos de 

la toxina CrylAa y la toxina Cry3A es del 36% (Schnepf et a/.. 1998). Tambien se resolvi6 

la estructura tridimensional de la toxina Cyt2A, una toxina completamente diferente que se 

encuentra en cepas de B. thuringiensis toxicas a dipteros (Fig.2) . 
El analisis de la estructura tridimensional d e  las proteinas CrylAa y Cry3A, revel6 que 

existe una alta conservaci6n entre la estructura de estas proteinas. Ambas proteinas esthn 

organizadas de forma similar, por tres dominios funcionales. La similitud en estructura 

tridimensional entre las proteinas CrylAa y Cry3A es tan alta que 10s dominios pueden 



superponerse (Schnepf etal., 1998). El dominio I, que abarca de 10s residuos 33 al 253 

para la toxina CrylAa y del 63 al 290 para Cry3A en el extremo amino terminal, esth 

formado por 7 a-helices antiparalelas con la a-helice 5 en el centro rodeada por las seis 

restantes (Fig. 3). Las a-helices que wrnponen este dominio tienen un carhcter anfiphtico. 

Las a-helices 3 a la 7 tienen un tamafio de 30A, siendo la a-helice 6 la de mayor longitud 

con 40A. Este dominio se propone que esth involucrado en la formaci6n del poro en la 

membrana de las dlulas epiteliales de 10s insectos blanw (Bravo, 1997, Li et a/., 1991, 

Wu y Aronson, 1992). 

El dominio II esth formado por 10s residuos 265 al 461 para la proteina CrylAa y por 10s 

residuos 291 a 500 para la toxina Cry3A. Este dominio esth constituido por tres hojas P- 

antiparalelas y se propone que lleva a cab0 el reconocimiento y la uni6n al receptor. 

El dominio Ill comprende de 10s residuos 463 a 609 para la toxina CrylAa y del501 a1644 

para la toxina Cry3A y esth constituido por una estructura del tip0 P-sandwich. La funci6n 

de este dominio todavia no esth bien dilucidada, per0 se propone que le da estabilidad a la 

toxina (Grochulski et a/, 1995, Li et a/, 1991) y tambien interviene en el reconocimiento al 

receptor (Burton, 1999, de Maagd, 1999, Lee et a/, 1999). 

Las toxinas Cyt no comparten homologia a nivel de estructura primaria con las toxinas Cry 

ni a nivel de la estructura terciaria (Li etal., 1996) (Fig. 2). La estructura tridimensional estA 

formada solamente por un dominio, compuesto por dos a-helices externas rodeando una 

estructura formada por hojas P. Se propone que esta toxina tambien actlia a nivel de 

membrana mediante la formaci6n de poro. A diferencia de las toxinas Cry, no se ha 

reportado ningu receptor para las proteinas Cyt (Schnepf, 1998). 

Bloques c o n s e ~ a d o s  

Hone y Whiteley (1989) enwntraron en la secuencia de aminohcidos que corresponden a 

las toxinas Cry, cinco bloques wnservados 10s cuales esthn separados por secuencias 

altamente variables de diversos tamafios. Estos bloques se localizan en regiones 

estructurales importantes, dentro de 10s dorninios individuales o en Areas de wntacto entre 

dominios. El primer bloque wmprende la a-helice 5 y se encuentra en el dominio I. El 

segundo bloque incluye la mitad carboxilo terminal de la a-h6lice 6 toda la a-helice 7 y la 

primera hoja p del dorninio II. El tercer bloque esth formado por la liltima parte de la hoja 



P l l  que forma puentes de hidr6geno con la pl, en el dominio II. El cuarto bloque 

corresponde a la hoja p-17 del dominio Ill y el ljltimo bloque esth formado por la 0-23 del 

dominio Ill que corresponde a la parte carboxilo terminal de la proteina. Schnepf et a1 

(1998) reportaron que ademas de estos bloques se encuentran 3 regiones mhs. 

localizadas en el extremo carboxilo terminal de la protoxina. Clasificando a las proteinas 

Cry en tres subgrupos: 

El primer subgrupo esth compuesto por las proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 y 

Crylo. Estas proteinas presentan 10s cinco bloques conse~ados en el extremo carboxilo 

terminal. 

En el segundo subgrupo se encuentran las toxinas Cry5. Cry12 a Cry14 y Cry21 las cuales 

s610 presentan 10s bloques hom6logos numero 1, 2, 4 y 5 mientras que el bloque 3 no se 

encuentra. Las toxinas de mhs de 70 kDa poseen tres bloques mhs 6, 7 y 8, 10s cuales se 

localizan en el extremo carboxilo terminal de la protoxina. 

El tercer subgrupo estA formado por las toxinas Cry2, Cry11 y Cry18 y presentan 

ljnicamente el bloque 1 y una variable del bloque 2 per0 10s otros bloques se encuentran 

ausentes. 

Las &-endotoxinas Cytl, Cyt2, Cry6. Cry15 y Cry22 no presentan homologia con ningun 

bloque obse~ado en 10s otros grupos de toxinas. 



A 

Dominic 

F i y r a  2. Estructura terciaria de tres 6 endotoxinas. A) CrylAa, B) Cry3A y C) Cyt2A. Las toxinas CrylAa 
y Cry3Aa presentan una similitud alta en su estructura, ambas estdn formadas por tres dominios estmcturales. 
El dominio I posee 7 a-hflices, el dominio 11 esta formado por 3 hojas P y el dominio I11 es un psandwich. 
El milisis estructural de la toxina CytZA mostm un r  citructura completamentc diferente a la de las proteinas 
Cry. La toxina Cyt2A esta formada por un solo dominio, compuesto por un par de  horquillas de a-hflices rudeando 
una estructura dc hojas p. Tomado del Protein Data Bank  



Figura 3. Estructura tridimensional de la proteina CrylAa. El dominio I esta formado 

por 7 a-h6lices y la a-hblice 5 esta rodeada por las 6 restantes.Tomado de Gazit et el, 

1998 

lntestino de 10s artr6podos 

El organo blanco de las toxinas Cry es el intestino rnedio de las larvas de ios insectos. El 

intestino de 10s artr6podos esth dividido en tres secciones, intestino anterior, intestino 

rnedio e intestino posterior (Barnes, 1985). El epitelio del intestino anterior y el posterior 

estan cubiertos con quitina. El intestino anterior tiene las funciones de ingesti6n, trituraci6n 

y almacenamiento del alimento. El intestino medio es la regi6n en donde se producen las 

enzirnas digestivas, se realiza la digesti6n y la absorci6n de 10s nutrimentos, mientras que 

el intestino posterior se encarga de la absorci6n del agua y la formaci6n de las heces. 

Los insectos que mhs se han estudiado son 10s lepid6pteros, esto se ha debido a su gran 

tamaito en comparaci6n con 10s otros ordenes de insectos y a que una gran cantidad de 

estos insectos son plagas de importancia agricola. 



Diferencias en el lumen intestinal de lepidopteros, coleopteros y dipteros.. El 

intestino presenta varias modificaciones dentro de 10s diferentes ordenes de insectos de 

acuerdo a la dieta y mod0 de alimentacion, presentando diferentes caracteristicas y tipos 

celulares para cada orden. Una caracteristica wmbn dentro de 10s lepidopteros, 

colebpteros y dipteros es que el intestino medio en el estadio de laws estB revestido por 

una matriz peritrofica en la cara luminal; esta matriz esta formada principalmente de 

proteinas, quitina y azbcares. Enseguida de la matriz peritrofica se encuentra el tejido 

intestinal que en el caso de 10s lepidopteros estB formado por dos tipos celulares: las 

celulas columnares que presentan una superficie apical con microvellocidades y estBn 

involucradas en la absorcion de 10s nutrimentos. El segundo tipo celular son las celulas 

goblet que presentan una enorme cavidad vacuolar unida a la superficie apical a traves 

de una vBlvula (Sacchini y Wolfesberger, 1996). El pH del intestino medio en este orden 

de insectos es alcalino de 8 a 12, mientras que 10s dipteros poseen un pH igual de 

alcalino, per0 solo presentan celulas columnares; y 10s coleopteros al igual que 10s 

dipteros solo presentan celulas wlumnares, per0 tienen un pH Bcido de 4-7 (Clements, 

1992., Rajamohan et a/., 1998., Sicchini y Wolfesberger, 1996). Tambien la wmposici6n 

fosfolipidica de las membranas y el ion de importancia dentro del epitelio son diferentes 

para cada orden (Tabla I). 

TABLA I. 
DIFERENCIAS EN EL LUMEN INTESTINAL DE LEPIDOPTEROS, D~PTEROS Y 
COLEOPTEROS. 

I I I I 

pH 

I COLUMNARES PC 45% 
? I PE43% 

LEPIDOPTEROS 

D~PTEROS 

0 12% 
(PC) FOSFATlDlL COLINA, (PE) FOSFATlDlL ETANOLAMINA, (PS) FOSFATlDlL SERINA, ( 0 )  OTROS. 
Datos tornados de: Fast (1966). Jenkin (1976).Clernents (1992). Sacchini y Wolfesberger (1996). Rajarnohan 
(1 998). 

ION EN MAYOR 
CONCENTRACION 

8-1 2 

9-1 2 

TIP0 CELULAR L~PIDOS 

K+ 

Na+ 

COLUMNARES 
Y GOBLET 

COLUMNARES 

PC 59% 
PE 38% 
PS 3% 
PC 29% 
PE 50% 
PS 4% 
0 17% 



Mecanismo de acci6n de las toxinas Cry. 

El mecanismo de acci6n de las toxinas Cry se ha estudiado principalmente en lepid6pteros, 

pero al encontrar una similitud alta entre las estructuras de las toxinas CrylAa y Cry3A, 

una toxina especifica para lepid6pteros y la otra t6xica a cole6pteros, se propone que el 

mecanismo de acci6n pudiera ser similar (Knowles. 1994, Schnepf et a/., 1998). 

Una vez que el cristal paraesporal de 8. thuringiensis es ingerido por una larva susceptible, 

este se solubiliza por el pH alcalino y las condiciones reductoras del intestino medio, 

liberando la protoxina. La protoxina es activada proteoliticamente por las proteasas 

intrinsecas, quedando un fragment0 resistente a proteasas denominado toxina. La toxina 

se une con alta afinidad a un receptor especifico, que se encuentra en la microvellosidad 

de las cblulas epiteliales del intestino medio. Posteriormente la toxina se inserta 

irreversiblernente a la membrana plasmhtica y forma un poro por el cual pasan iones y 

agua provocando el hinchamiento de las cblulas y finalmente la cit6lisis (Schnepf et a/, 

1998). 

Solubilizaci6n.- La mayoria de las protoxinas especificas para lepid6pteros se solubilizan 

en pH alcalino y bajo condiciones reductoras del intestino del insecto. En algunos casos se 

ha obsewado que el grado de toxicidad y resistencia a las proteinas Cry se deben a una 

solubilizaci6n deficiente (Rajamohan eta/, 1998; Schnepf et a/, 1998) 

La insolubilidad de las Gendotoxinas se debe parcialmente a 10s puentes disulfuro 

(Knowles, 1994). En las proteinas Cry de 130 KDa, la mayor parte de 10s residuos de 

cisteina se encuentran en 10s primeros aminohcidos del extremo amino terminal y en el 

extremo carboxilo terminal de la molbcula, estos extremos son removidos en el 

procesamiento proteolitico de la protoxina (Hofte y Whiteley, 1989). 

La mayoria de las larvas de lepid6pteros. dipteros y algunos cole6pteros tienen un pH 

extremadamente alcalino y condiciones reductoras en el lumen intestinal, caracteristicas 

indispensables para la solubilizaci6n de las &endotoxinas (Aronson et a/, 1991 ). 

Las proteinas Cry con peso molecular de 70 KDa, tales como las toxinas Cry3 t6xicas para 

cole6pteros. quienes presentan un pH ligeramente Acido en el lumen intestinal, no poseen 

el extremo carboxilo terminal rico en cisteinas, que poseen las proteinas de 130 KDa, sin 

embargo, siguen forrnando cristales. En estos casos el empaquetamiento del cristal se da 

principalmente por la presencia de puentes salinos (Li et a/, 1991) Estas proteinas se 

solubilizan en condiciones de pH muy extremo ya sea mayor de pH 10 6 menor de pH 4 lo 



cUal resulta paradojico ya que la mayoria de las larvas de cole6pteros no presentan esas 

condiciones de pH en el lumen intestinal (Koller et al, 1992). Esto sugiere que podrian 

existir otras condiciones, ademhs del pH, involucradas en la solubilizaci6n de las toxinas 

Cry en el intestino de 10s cole6pteros (Knowles, 1994). 

Activaci6n.- Despu6s de la solubilizaci6n hay un procesamiento proteolitico de la protoxina 

el cual se lleva a cab0 por las proteasas que se encuentran en el lumen intestinal de 10s 

diferentes insectos blanco. 

La mayoria de las proteasas digestivas presentan su actividad maxima dentro de 10s 

rangos de pH en el que van a funcionar. En el caso de 10s lepid6pteros que poseen un 

intestino medio con un pH alcalino, se encuentran proteasas del tipo de las serina- 

proteasas como la tripsina, quimiotripsina y la elastasa. Estas enzimas son activas en 

condiciones alcalinas, mientras que las enzimas del tip0 cisteina-proteasas no se 

encuentran en lepid6pteros ya que son activas en medios con pH Acido. Sin embargo, en 

el ambiente hcido del intestino medio de 10s cole6pteros, predominan las cisteina- 

proteasas. Confirmando esto, se ha observado que en 10s cole6pteros que poseen un pH 

intestinal alcalino, no se encuentran cisteina-proteasas (Johnson y Felton, 1996). 

En las proteinas Cry con peso molecular de 10s 130 a 140 KDa, como las toxinas Cryl, el 

corte proteolitico es de aproximadamente 500 residuos en el extremo carboxilo terminal, 

mientras que en el extremo amino terminal el corte es de aproximadamente 28 

aminohcidos. Este procesamiento produce un fragment0 resistente a proteasas de 65 a 55 

KDa denominado la toxina. El extremo carboxilo terminal se corta secuencialmente en 

fragmentos de 10 a 35 KDa 10s cuales son degradados a p6ptidos mhs pequeRos 

(Chestukhina et al, 1982 y Choma et al. 1990). 

Existen evidencias que sugieren que las toxinas Cry de 70 KDa pudieran ser formas 

truncadas de las toxinas de 130 a 140 KDa. In vitro algunas proteinas Cry de 70 KDa 

sufren un procesamiento mayor en el extremo amino terminal que las proteinas Cryl 

(Knowles 1994). 

Las toxinas CytlA de 27 KDa presentan actividad citolitica como protoxina per0 despu6s 

del procesamiento proteolitico a un peptido de 25 KDa su actividad aumenta (Chilcott y 

Ellar, 1988), a diferencia de la toxina Cyt2A la cual es completamente inactiva antes del 

procesamiento proteolitico (Knowles et a/, 1992). 

El procesamiento es un factor importante que puede contribuir a la determinacibn de la 

especificidad de las proteinas Cry. Se ha demostrado que la toxina CrylC, que es t6xica 



para lepidopteros, al ser activada con tripsina mata al lepid6ptero Pieris bmssicae y cuando 

esta misma toxina es activada con jugo gastric0 del diptero Aedes aegypti la toxina mata a 

estos insectos (Haider y Ellar, 1989a, Abdul-Rauf y Ellar, 1999) 

Union de la toxina al receptor.- Los estudios de union de las toxinas Cry a membranas de 

insectos se han realizado principalmente en lepid6pteros y en pocas ocasiones en 

cole6pteros. Se ha demostrado que las proteinas Cry atraviesan la matriz peritrofica y 

posteriormente se unen a la microvellocidad apical del epitelio intestinal (Bravo et a/, 1992). 

Se sabe que existen sitios especificos de uni6n y de alta afinidad localizados en la 

microvellosidad apical de las celulas columnares del intestino medio de una gran cantidad 

de lepidopteros como M. sexta (Hofmann et a/, 1988), Bombix moris (Yaoi et a/, 1997), 

Heliotis virescens (Gill et a/, 1995), Plodia interpunctella (Mohammed et a/, 1996), 

Spodoptera littomlis (Sanchis y Ellar, 1993) y del cole6ptero Tenebrio molitor (Belfiore et a/, 

1994), entre otros. Esto se ha demostrado in vitm mediante cineticas de uni6n y ensayos 

de competencia utilizando toxinas Cryl y Cry3 marcadas radioactivamente en VMMA de 

10s diferentes insectos blanco. 

Van-Rie et a1 (1989) analizaron la constante de disociaci6n (Kd) de tres toxinas CrylA, 

obse~ando que esta se encuentra dentro del rango de nM para 10s dos lepid6pteros M. 

sexta y Heliotis virescens: 

Algunos autores han podido relacionar la toxicidad de las proteinas Cry con la afinidad de 

la union y la cantidad de sitios de uni6n. Van-Rie et a1 (1990) realizaron ensayos de uni6n 

con toxinas marcadas radioactivamente y con VMMA de una poblacion resistente a la 

toxina CrylAb, del lepidbptero Plodia inte~uctela, obse~ando que en la poblaci6n 

resistente habia aumentado 50 veces la constante de disociacion, en comparacion con la 

poblaci6n sensible a esta toxina mientras que habia aumentado la sensibilidad a la toxina 
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Cv lC ,  para la cual habian observado un increment0 en la concentraci6n de 10s sitios de 

uni6n para esta toxina en las VMMA de este lepid6ptero. 

En contraste, existen reportes en donde la uni6n no correlaciona con la toxicidad tal es el 

caso del lepid6ptero Lyrnatria dispar en donde la toxina con mayor afinidad fue menos 

t6xica en comparaci6n con la toxina que present6 menor afinidad y que fue mhs activa 

(Wolfesberger. 1990). Posteriormente, Liang et a1 (1995) demostraron que la toxina con 

mayor afinidad presentaba uni6n reversible mientras que la toxina que tenia menor 

afinidad se unia irreversiblemente a la membrana. Mediante evidencias de este tipo se 

dedujo que el mecanismo de uni6n a la membrana comprende dos pasos: primero uni6n 

reversible y segundo uni6n irreversible (Schnepf et al. 1999). 

Las proteinas de uni6n de las toxinas Cry en diferentes insectos se han identiticado por 

andlisis de "ligand blot". en este tipo de esayos se separan las proteinas de membrana a 

travbs de un gel de poliacrilamida y despubs se transfieren a una membrana de 

nitrocelulosa la cual se incuba con la toxina. Para la mayoria de las proteinas CrylA se ha 

obse~ado que existen dos proteinas a las que se unen estas toxinas, una de 120 KDa y la 

otra de 210 KDa. En el caso del cole6ptero T. rnolitor(8elfiore et a/, 1994) se encontr6 una 

proteina de uni6n de 144 KDa para la toxina Cry3A; mientras que en membranas del 

diptero Anopheles stephensi se encontr6 una proteina de uni6n para la toxina Cry1 l A  de 

148 KDa y para el mosquito Tipula oleracea se observ6 una proteina de uni6n de 78 KDa 

para la misma toxina (Fendelman et a/., 1995) 

Se ha reportado que la proteina de uni6n para las toxinas CrylA en 10s lepid6pteros 

Bombyx mon (Yaoi et a/., 1997), Heliothis virescens (Gill et a/., 1995), Lyrnantria dispar 

(Valaitis et a/., 1995), M. sexta (Knight et a/,. 1994) y Plutella xylostella (Luo etal, 1997) es 

una aminopeptidasa tipo N de 120 KDa. En el caso de M. sexta se ha reportado una 

aminopeptidasa de 107 KDa como la proteina de uni6n para la toxina CrylC. Existe otro 

reporte en donde obsewan que la proteina de uni6n para la toxina CrylAb en M. sexta es 

una caderina de 210 KDa (Vadlamudi etal, 1995). 

Mediante mutagenesis dirigida en 10s residuos 365 a 368 del loop 2 del dominio II de la 

toxina CrylAb; se demostr6 la importancia de este dominio en la uni6n de la toxina a su 

receptor, ya que las mutantes disminuyeron hasta 600 veces su toxicidad debido a una 

disminuci6n en la unibn (Rajamohan et al, 1996). Tambibn se ha propuesto que el dominio 

Ill estd involucrado en el reconocimiento del receptor. R. de Maagd et a1 (1996) analizaron 

una toxina hibrido de CrylAb (no t6xica) y CrylC (t6xica) para Spodoptera exigua, en 



donde 10s dominios I y II provenian de la toxina CrylAb y el dominio Ill de la proteina 

CrylC, obse~ando que la proteina hibrido era altamente t6xica para este lepid6ptero 

mostrando 1 0  veces mayor actividad que la toxina CrylC. Tambien han obse~ado,  

mediante ensayos de unibn con toxinas marcadas con !Iz5 y VMMA del insect0 susceptible. 

que al hacer intercambio de dominios entre las toxinas CrylAc ( t6xica para M. sexta) y 

CrylC (menos t6xica para M. sexta) la toxina hibrido formada por 10s dominios I y II de 

CrylC y el dominio Ill de CrylAc se unia en regiones especificas para CrylAc en VMMA de 

M. sexta (de Maagd, 1999). 

Como se mencion6 las toxinas Cry tienen una interacci6n altamente especifica con su 

receptor localizado en las rnembranas del epitelio intestinal de larvas susceptibles. Por el 

contrario, las toxinas Cyt poseen una actividad citolitica en diferentes tipos celulares de 

invertebrados y vertebrados incluyendo eritrocitos humanos. Los estudios realizados con 

esta toxina no han reportado ningrin receptor, esto indica un mecanismo de acci6n 

completamente diferente al de las toxinas Cry. Se ha demostrado que las toxinas Cyt 

tambien actrian a nivel de membrana por lo que se propone un mecanismo similar al de un 

detergente (Thomas y Ellar, 1983). 

Existen evidencias que sugieren que hay una interacci6n sinergica entre las toxinas Cry y 

la toxina Cyt de B. thuringiensis var. isfaelensis. una cepa t6xica a larvas de dipteros, ya 

que al hacer ensayos de toxicidad con mosquitos utilizando juntas las toxinas Cry y Cyt 

presentan una actividad 10 veces mayor que la o b s e ~ a d a  al analizar cada una de las 

toxinas por separado (Chilcott y Ellar, 1988, Delecluse et al. 1993). 

0ligomerizacion.- Despubs de que las toxinas Cry se unen a su receptor se insertan 

rhpida e irreversiblemente a la membrana de las dlulas epiteliales del intestino medio 

(Wolfesberguer eta/, 1986. Van Rie et al, 1989). Y posteriormente forman poros de 0.5 a 1 

nm de diemetro (Knowles y Ellar. 1987). A traves de analisis de protecci6n osm6tica y de 

estudios de actividad formadora de poro en bicapas lipidicas para las diferentes proteinas 

Cry (Slatin et a/, 1990., Schwartz et a/, 1993., Grochulski et al, 1995, Lorence et a/, 1995) 

hacen suponer que las toxinas Cry forman olig6meros de 4 a 6 mon6meros (Knowles y 

Ellar. 1987. Schwartz et a/, 1997). Recientemente Gijereca y Bravo (1999) obse~aron. 

mediante analisis de cromatografia de exclusi6n y en electroforesis en geles de 

poliacrilamida no desnaturalizantes, que las toxinas CrylAa, CrylAc, CrylC y CrylD se 

encuentran como una mezcla de mon6meros y agregados de mas de 10 mon6meros, 

mientras que la toxina Cry3A se encuentra como mon6mero a pH 10 y agregada a pH 



neutro, sugiriendo que la oligomerizaci6n de la toxina ocurre despues de la inserci6n a la 

membrana. 

Insertion a la membrana.- Existen dos modelos de inserci6n a la membrana para las 

proteinas Cry. Ambos modelos proponen que la unibn de la toxina a su receptor dispara 

un cambio conformacional de la toxina, el cual permite que el dominio I se inserte a la 

membrana. El modelo del abrecartas propone que al unirse la toxina al receptor induce un 

cambio conformacional en el dominio I para que las a-helices 5 y 6 queden expuestas y se 

inserten en la membrana sin participaci6n posterior de ninguno de 10s otros dominios 

(Knowles, 1994). 

El modelo de la sombrilla al igual que el anterior modelo propone que la uni6n de la toxina 

al receptor dispara un cambio conformacional el cual perrnite que las a-helices 4 y 5 se 

inserten en la membrana como una horquilla mientras que el resto de las helices se abren 

quedando su cara hidrofbbica hacia la membrana de una manera similar a una sombrilla 

(Knowles, 1994). 

El modelo de sombrilla es el modelo que hasta el momento se apoya con mayor numero de 

evidencias experimentales. Una de estas evidencias experimentales fue aportada por 

Swartz et a1 (1997) que estudiaron la actividad formadora de poro en la proteina CrylAa, 

en donde introdujeron residuos de cisteinas en sitios especificos del dominio I con el 

prop6sito de formar puentes disulfuro entre algunas helices y eliminar el movimiento de las 

a-hblice 4 y 5, ademhs observaron que estas toxinas mutadas a diferencia de la toxina 

silvestre, podian formar poro en bicapas lipidicas planas solo en presencia de algun agente 

reductor, lo cual sugiere que las a-helices 4 y 5 deben mantener flexibilidad en su 

estructura para poderse insertar en la membrana. Tambien observaron que en mutantes 

de la misma toxina en donde habian introducido un puente disulfuro entre el dominio I y el 

dominio II tampoco habia actividad en ausencia del agente reductor, mientras que al 

adicionar el agente reductor se reanudaba su actividad formadora de poro. lndicando que 

tambien se necesita un movimiento que separe 10s dominios I y II durante la insercibn. 

Una evidencia que apoya indirectamente el modelo de sombrilla fue aportada por Aronson 

et al(1995) que al analizar diferentes mutantes en la a-helice 6 observar6n que esta helice 

podia aceptar diversas sustituciones sin que la toxina perdiera su actividad en M. sexta, 

Heliotis virescens y Trichoplusia ni a diferencia de la toxinas en las cuales se han obtenido 

mutantes en las a-helices 4 y 5. Estos experimentos apoyan indirectamente la hip6tesis de 

que las a-helices 4 y 5 son las helices que se insertan en la membrana. 



Recientemente se aportaron mAs evidencias apoyando el modelo de sombrilla. Gazit y 

Colaboradores (1998) utilizaron peptidos sinteticos de las diferentes a-helices del dominio I 

marcados con un colorante fluorescente y observaron que las a-helices 4 y 5 se insertan a 

la membrana mientras que las a-helices 2, 3. 6 y 7 se mantienen unidas a la superticie de 

la mernbrana. 

Estas evidencias apoyan la hip6tesis de que tanto el dominio I w m o  el resto de la 

mol6cula sufre cambios estructurales para poder insertarse a la membrana. 

Actividad formadora de poro.- Despues de que las toxinas Cry se unen a su receptor en 

las dlulas del epitelio intestinal, se insertan en la membrana y destruyen el balance 

osm6tico de la membrana provocando cambios en la permeabilidad. Estos cambios son 

causados por la formaci6n de canales i6nicos por donde entra agua y iones dando como 

resultado el hinchamiento de la celula y finalmente la cit6lisis. 

La actividad formadora de poro de las 6-endotoxinas se ha estudiado a travbs de 

diferentes tecnicas. H a ~ e y  y Wolfesberger (1979) utilizaron intestinos completos de 

insectos susceptibles estudiando la wrriente de corto circuit0 a traves de un voltage fijo. 

Carrol y Ellar (1993) emplearon el hinchamiento de vesiculas de microvellosidad apical de 

intestino para estudiar el mecanismo de acci6n de las bendotoxinas mediante un sistema 

que mide la dispersibn de la luz. Tambien se han empleado celulas de cultivo de tejidos de 

lineas celulares provenientes de diferentes insectos susceptibles (Knowles y Ellar 1987. 

Schwartz et a/, 1991), liposomas de fosfolipidos sinteticos (English et a/, 1991, Gazit y Shai 

1993) y bicapas lipidicas planas (Lorence etal, 1995. Gazit y Shai 1995). 

Al obsewar similitud entre toxinas que se insertan en la membrana y forman poros corno la 

colicina A, la toxina diflerica y las toxinas Cry; se propuso al dominio I como la estructura 

que se inserta en la membrana y forma el poro (Knowles. 1994. Rajamohan et a/. 1998). 

Ya que como se mencion6 anteriormente este dominio estA formado por 7 a-helices y tres 

de ellas son lo suficientemente largas para atravesar la membrana (Li et a/., 1991., 

Grochulski et al, 1995). 

Las primeras evidencias que sugerian que el dominio I estA involucrado en la formaci6n de 

poro, se obtuvieron mediante mutagenesis en diferentes sitios de este dominio. Wu y 

Aronson (1992) obtuvieron mutantes en la a-helice 5 obse~ando que estas toxinas 

mutantes perdian la toxicidad per0 conservaban su capacidad de unirse al receptor de 10s 

insectos susceptibles. Posteriormente, crearon una serie de mutantes en el dominio I de 

las toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc en el "loop" dentre la a-helice 2 y 3 observando una 



disminuci6n drhstica de la toxicidad hacia M. sexta, sin que perdiera la capacidad de 

unirse a1 receptor. Varios grupos han estudiado la actividad de 10s canales ibnicos que 

forman las toxinas Cry en bicapas lipidicas. El dominio I de la toxina Cry1 Ac (Walters etal.. 

1993) y el dominio I de la toxina Cry3Bb (Von Tersch eta/., 1994) aislados son capaces de 

forrnar poros en bicapas lipidicas de diferentes cornposiciones y encontraron que 10s 

canales formados son selectivos a cati6nes. 

Tambibn se han realizado estudios con el peptido de la a-helice 5 de las toxinas CrylAc y 

Cry3A obsewando que esta tambien forma poros en bicapas lipidicas (Cuming et a/., 

1994., Gazit etal., 1994), tambien han obsewado que 10s canales forrnados por la a-helice 

5 son mas pequeilos que 10s que forrna la toxina completa. Se ha obsewado que la a- 

helice 5 posee actividad hernolitica lo cual no se 0bsewa con la toxina cornpleta (Gazit y 

Shai, 1993). Cuando se analiza la a-helice 7 aislada no forma poros en bicapas sinteticas 

per0 en presencia de la a-helice 5 hay una mejor interaccibn con la membrana que cuando 

esta Cltima se adiciona sola (Gazit y Shai 1995). 

Tambien se ha reportado el efecto del pH en la actividad formadora de poro de las toxinas 

Cry. Schwartz et  a/ 1993) obsewaron que la proteina CrylC a pH 9.5 en bicapas de 

diferentes composiciones selectivos a cationes. Mientras que a pH 6 Bsta proteina formaba 

canales selectivos a aniones. 

Posteriormente Uemura et a/ (1992) utilizb un colorante fluorescente sensible at potencial 

electrim para medir 10s cambios de potencial de mebrana provocados por la toxina CrylAa 

en VMMA del lepid6ptero Bombix mori, obsewado que la toxina aumentb la permeabilidad 

de la mernbrana a cationes monovalentes y divalentes. Posteriormente Lorence et al 

(1995) utilizando el metodo propuesto por Uemura, con VMMA del lepidbptero Spodoptera 

frugiperda, observaron que las toxinas CrylC y CrylD aurnento la permeabilidad de la 

membrana hacia cationes monovalentes sin ser realmente selectiva. 

Anelisis filogenetico. 

En 1997 se realiz6 un analisis filogenetico de la secuencia primaria de las proteinas Cry 

(Bravo. 1997). Este estudio se hi26 calculando la distancia genetica entre las secuencias y 

estimando la filogenia de 10s datos de la matriz de distancias a partir del alineamiento 

multiple de las diferentes secuencias de las toxinas Cry, utilizando el programa FITCH y 



Mhxima parsimonia. El anhlisis filogenbtico se realizb 100 veces para obtener un hrbol 

consenso. 

El anhlisis filogenbtico de las secuencias de la protoxina muestra un hrbol en donde 

algunas clases de protoxinas forman grupos independientes. El hrbol filogenbtico de la 

toxina presenta una topologia diferente al hrbol de la protoxina observhndose tres grupos 

bien definidos. Es importante mencionar que la principal diferencia entre las secuencias de 

la protoxina y la toxina es el gran extremo carboxilo terminal de la protoxina el cual es 

mayor de 500 residuos. Este fragmento es muy consewado en algunas de las secuencias 

de las protoxinas. Se Cree queeste fragmento esth involucrado en la formaci6n del cristal 

ya que esta fracci6n de la protoxina es rica en cisteinas. Sin embargo en algunas toxinas 

este fragmento esta ausente o es muy pequeno. 

Al hacer el anhlisis filogenbtico del extremo carboxilo terminal de la protoxina se obsew6 

que este hrbol filogenbtico era similar al obtenido con la protoxina completa, indicando que 

la diferencia obsewada entre el hrbol de la protoxina y la toxina se debe principalmente al 

fragmento carboxilo terminal. 

El anhlisis evolutivo tarnbibn se realiz6 para cada uno de 10s dominios que poseen las 

toxinas Cry. El hrbol filogenbtico del dominio I esth formado por tres ramas y cada una 

agrupa dominios I de toxinas con especiticidad semejante (Fig. 4). La primera rama, 

agrupa dominios I de toxinas especificas para lepid6pteros, como las toxinas Cryl. Estos 

datos sugieren que todos 10s dominios I de toxinas especificas para lepid6pteros 

evolucionaron de un ancestro comun. En la segunda rama se encuentran 10s dominios I de 

toxinas activas en cole6pteros (Cry3, Cry7 y Cry8) y toxinas con actividad dual 

(cole6pteros-lepid6pteros) CrylB y Cryll, y en la tercera rama esthn las toxinas 

especificas para dipteros (Cry4, CrylOy Cry l l )  y nemhtodos Cry5. Cry12 y Cry13 (Bravo, 

1997). 

Obsewando la divergencia de 10s diferentes dominios I de las proteinas Cry y las 

diferencias intestinales de cada orden de insectos, se propone que distintos tipos de 

dominios I, es decir, que diferentes tipos de canales i6nicos fueron seleccionados en la 

evoluci6n para actuar en diferentes condiciones intestinales de 10s distintos insectos 

blanco. 

El anhlisis filogenbtico del dorninio II sugiere que este dominio es probablemente el 

resultado de diferentes eventos evolutivos ya que algunas secuencias muestran distancias 

infinitas y no se pueden agrupar en el mismo Qrbol quedando distribuidos en tres hrboles 



diferentes. El primer Arbol filogenbtico esta compuesto por 10s dominios II de las toxinas 

Cry2 y C ry l l .  El segundo Arbol filogenbtico posee 10s dorninios II de las toxinas 

especificas para nematodes (Cry5. Cry12 y Cryl3). En el tercer arbol filogenbtico se 

I 
encuentran 10s dominios II del resto de las toxinas especificas para cole6pteros, 

lepid6pteros y dipteros, en donde cada orden se encuentra en una rama diferente. 

I El analisis filogenbtico del dominio Ill mostr6 la distribucibn de las secuencias en dos 

Arboles diferentes. El dominio Ill de las toxinas Cry2 y C r y l l  presentan distancias infinitas 
I 

del resto de las toxinas Cry sugiriendo un origen rnuy diferente. La topologia del Brbol 

filogen6tico del resto de 10s dominios Ill es rnuy distinta a la topologia de 10s Arboles 

obtenidos con 10s dominios I y II. Las secuencias de 10s dominios Ill de las toxinas 

especificas para cole6pteros se encuentran distribuidas en todo el Qrbol en diferentes 

ramas. Los dominios Ill de las toxinas activas en lepid6pteros presentan un arreglo mas 

homogbneo. En el caso de las toxinas con actividad dual se propone que presentaron 

intercambio de dominios Ill. Estas toxinas poseen dorninio I y dominio II que comparten alta 

similitud con toxinas especificas para colebpteros, per0 presentan dominios Ill muy 

semejantes a toxinas especificas para lepid6pteros. Estos datos pueden sugerir que hub0 

intercarnbio de dominios entre toxinas para lepid6pteros y toxinas para cole6pteros lo cual 

dio origen a toxinas con actividad dual. El analisis filogenbtico de las toxinas Cry mostr6 

que la gran variabilidad en la actividad biocida que existe dentro la familia es el resultado 

de dos eventos evolutivos. Uno la evoluci6n independiente de 10s dominios funcionales y 

dos, el intercambio de dominios dentro de diferentes toxinas. Lo cual gener6 toxinas con 

un mod0 de acci6n similar per0 con diferente especificidad (Bravo. 1997). 



Figura 4. Un analisis filogenetico mostr6 que el drbol del dorninio I de 
diferentes proteinas Cry esta formado por 3 rarnas y cada rarna agrupa dorninios I 
con especificidad semejante. En la rama I se agrupan las toxinas especificas para 
lepid6pteros, en la rarna II se encuentran las toxinas activas en cole6pteros y la rarna 
Ill esta forrnada por las toxinas para dipteros y nematodos. Tornado de Bravo (1997). 



La actividad formadora de poro de las toxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc y Cry3A es 

dependiente del pH. 

4. OBJETIVO GENERAL. 

Estudiar el mod0 de acci6n de las toxinas Cry producidas por Bacillus fhuringiensis tbxicas 

a lepidbpteros y cole6pteros. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1 .- Estudiar el efecto del pH en la actividad formadora de poro de las diferentes toxinas 

cry. 

2.- Medir 10s cambios de potencial de membrana en VMMA del lepiddptero M. sexta y el 

cole6ptero T. molifor, producidos por las diferentes toxinas Cry (CrylAa, CrylAb y CrylAc 

para M. sexfa y Cry3A para T. molitor). 

3.- Comparar la selectividad i6nica de las diferentes toxinas Cry en diferentes pH. 



5. MATERIALES Y METODOS. 

Cepas bacterianas y toxinas empleadas.- Las cepas que se ernplearon en este 

proyecto fueron: Bacillus thuringiensis variedad kurstaki en donde s6 clon6 el gen de la 

toxina CiylAa. 5. thuringiensis variedad berliner que tiene el gen que codifica para la 

toxina CrylAb, B. thuringiensis variedad kurstaki HD73 que produce ljnicarnente la 

toxina CrylAc y la cepa 5. thuringiensis var. tenebrionis que produce la toxina Cry3A. 

Condiciones de crecimient0.- Las cepas de B. thuringiensis se crecieron en rnedio SP 

s6lid0, a una ternperatura de 30°C hasta una esporulaci6n del 99% del cultivo. 

MEDlO SP 

Caldo nutritivo 

KC1 

MnC12 

FeS0, 

CaClz 

Agar 

Stock MnCI2. 0.198 gr en 100 rnl'de agua MilliQ 

Stock FeS04 7H20. 1.83 gr en 50 rnl de agua MillliQ y 1.4 rnl de HzS04 concentrado 

Stock CaCI2. 4.90 gr en 50 rnl de agua MilliQ 

Se disolveron todos 10s cornpuestos orghnicos en 500 rnl de agua MilliQ y de adicionaron 

10s cornpuestos orghnicos. Se ajust6 el pH a 7.4 con NaOH, se esterilizb y distribuy6 en 

cajas de petri. 

Purificacion y activation de las toxinas.- Cuando el cultivo habia esporulado, se 

recuperaron las esporas y 10s cristales de las placas de rnedio de cultivo adicionhndole 5 

rnl de agua est6ril a la placa y levantando el crecirniento con una pipeta serol6gica de 5 

rnl. A la rnezcla de esporas y cristales se le adicionb un volurnen de 10 rnl de agua y se 



centrifug6 10 min a 10,000 rprn en un rotor JA -20 en una centrifuga Beckman modelo 

J2-HS. Despues, se lavaron 3 veces con NaCl 1 M y la pastilla final se diluy6 en un 

buffer de tris - HCI 20 mM, Tritbn 1 % y NaCl 300 mM pH 7.2. 

Purification de cristales.- La muestra de esporas y cristales se carg6 en un gradiente 

de sacarosa discontinuo en agua (84%. 79%. 72%. 67%) y se centrifug6 en una 

ultracentrifuga Beckman L-80 por 1 h a 23,000 rpm en un rotor SW28 a 16'C. 

Las bandas que se obtuvieron en la centrifugaci6n se separaron con una pipeta pasteur 

y se diluyeron con agua para posteriormente lavar 3 veces con agua a 10,000 r.p.m. por 

10 min en un rotor JA - 20, en una centrifuga Beckman modelo J2-HS, para eliminar 10s 

restos de sacarosa. 

Solubillzaci6n.- Las muestras obtenidas de la centrifugaci6n se diluyeron con agua, la 

pureza se revis6 al microscopio con contraste de fases. Se seleccionaron las muestras 

que presentaron una mayor concentraci6n de cristales. 

Los cristales se solubilizaron en un buffer de Na2COs 50 mM, 20 mM DTT pH 10.2 por 

3.5 h a 37OC con agitaci6n constante. Posteriormente se centrifugb la muestra a 14,000 

rpm por 15 min en una microcentrifuga Eppendorf 5415C. 

Activaci6n.- La proteina solubilizada se activ6 con un tratamiento con tripsina 1:20 (plp) 

por 2 h a 37°C. 

Una vez activada la toxina se paso por una columna de intercambio i6nico (DEAE - 
sefarosa) Se adicionaron 7 ml de resina en 15 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8.5. Se esper6 

una hora a que la resina sedimentara para eliminar el alcohol, en el que se encuentra la 

resina. Posteriormente se agregaron 7 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8.5 y se desgasific6, 

despubs se cargo la resina en la columna, se esper6 a que la resina se compactara y se 

tap0 la columna sin dejar burbujas. Posteriormente, la columna se equilibr6 con 20 

volumenes de Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM pH 8.5, despubs se carg6 la toxina y se 

pasaron 10 volumenes de un gradiente continuo de NaCl de 50 a 500 mM. La toxina 

eluy6 en un rango de concentraci6n de 200 a 300 mM de NaCI. 

lnsectos empleados.- Los insectos que se utilizaron fueron larvas del quinto estadio del 

lepid6ptero Manduca sexta, el gusano comudo del tabaco, una plaga de 10s cultivos del 

tabaco las cuales se obtuvieron del laboratorio del Dr. Jorge lbarra del CINVESTAV 



lrapuato y larvas del cole6ptero Tenebrio molitor, una plaga del aliment0 para animales, 

donadas por la Dra. lnmaculada Garcia, de la Facultad de Ciencias Quimicas de la 

Universidad de Valencia. 

Purificacibn de vesiculas de la rnicrovellosidad apical del epitelio del intestino 

rnedio.- La purificaci6n de las vesiculas se realiz6 siguiendo el metodo de Wolfesberger 

(1987). La muestra (3 gr de intestinos de M. sexta) se coloc6 en un homogeneizador de 

vidrio esteril inmerso en hielo, se diluye 1:10 plv con una solki6n fria de mannitol 300 

mM, tris-HCI 17 mM, EGTA 5mM, DTT 2 mM, pH 7.4. Los inhibidores de proteasas que 

se emplearon fueron: PMSF 0.1 mM, leupeptina 100 pglml, pepstatina 5 pglml, inhibidor 

de la tripsina de soya lpglml y sulfato de neomicina 30 pgl ml (buffer A). Se dieron 9 

golpes con 61 embolo de tefl6n a 2250 rmp. Se agreg6 un volumen igual de una soluci6n 

de MgC12 24 mM (buffer B), se agit6 suavemente e incub6 en hielo 15 min. 

Posteriormente se centrifugb durante 15 min a 4500 rpm en una centrifuga Beckman J2- 

HS en un rotor JA-20 a 4%. La pastilla se descart6 y el sobrenadante se centrifug6 30 

min a 30,000 g en el mismo rotor a 4%. El sobrenadante se desech6 y la pastilla s6 

resuspendi6 en la mitad del volumen del buffer A y la mitad del volumen del buffer B. Se 

centrifug6 nuevamente a 4500 rpm por 15 min, y despues a 30,000 g, en el equipo antes 

descrito. La pastilla de la liltima centrifugacion se resuspendi6 en el buffer A diluido 1:l 

con agua milliQ y se coloc4 en el homogeneizador y se dieron 3 golpes a 2250 rpm para 

eliminar la formaci6n de agregados. Esta muestra constituy6 las VMMA. Posteriormente 

se dializb contra 1000 vollimenes de una soluci6n de KC1 150 mM, EGTA 2 mM, EDTA 

0.5 mM, HEPES-HCI 10 mM, pH 8 por 12 horas a 4 ' ~ .  Esto con la finalidad de cargar las 

vesiculas con KCI. 

Las vesiculas de T. molifor se purificaron con el metodo de Wolfesberguer (1987) 

modificado por Reuveni y Dunn (1991). Un gramo de tejido se coloc6 en un 

homogeneizador esteril inmerso en hielo, se adicionaron 5 ml de una soluci6n fria de 

mannitol 200 mM, dcido asc6rbico 10 mM, EGTA 5 mM, leupeptina 0.2 mM, PMSF 

0.03% (plv), PVPP 1% (plv), DTT 2 mM, HEPES 10 mM, MES 10 mM, pH 7.4 (buffer A). 

La muestra se homogeneiz6 por 10 s a 3000 rpm. Se adicion6 un volumen igual de una 

soluci6n de MgClz 24 mM y se incub6 10 min en hielo. El homogeneizado se centrifug6 

10 min a 4500 rpm a 4OC en un rotor JA-20 en una centrifuga Beckman J2-HS. El 

sobrenadante se centrfug6 a 30,000 g, en el equipo antes descrito, por 30 min en el 



mismo rotor, esta muestra constituy6 las VMMA. La pastilla se resuspendid en el buffer A 

y se dializ6 contra 1000 volumenes en un buffer de KC1 150 mM, EGTA 2 mM, EDTA 0.5 

mM. HEPES-HCI 10 mM, pH 8 por 12 horas a 4 ' ~ .  La calidad de las vesiculas se analiz6 

midiendo la concentraci6n de proteina y la actividad de marcadores enzimhticos: la 

actividad de la fosfatasa alcalina, por ser un marcador especifico de la microvellosidad 

apical del intestino medio y por presentar orientaci6n en la membrana, y la ctividad de la 

citocromo C oxidasa, para cuantificar la contaminaci6n de membrana mitocondrial. 

Determinacibn de la concentration de proteina por el metodo de Lowry modificad0.- 

Se tom6 una muestra de 5 y 10 pl, de Homogeneizado o VMMA, y se llev6 a un volumen 

de 1000 PI. Se agregar6 3ml de la soluci6n AB+C (apbndice) 100: 1. Se incub6 1 h a 

temperatura ambiente y se agregaron 300 pl de folin diluido 1:l con agua, se incub6 45 

min a temperatura ambiente. La actividad se midi6 en un espectrofot6metro Pharmacia 

LKB-Ultrospec II a 625 nm a la par con la curva estgndar (ver apbndice). 

Actividad enzimatica de la aminopeptidasa.-En una celda de poliestireno de I ml se 

mezclaron 400 p1 de agua mQ, 200 p1 de tris-HCI 1 M pH8, 250 pl de NaCl l M  y 5 p1 de 

muestra (homogeneizado o de VMMA). Se adicionaron 100 p1 de una soluci6n de L- 

leucina-p-nitroanilida 10 mM, la celda se agit6 invirtiendola y se siguio la cinbtica de la 

reacci6n por 2, 4 y 6 minutos en un espectrofot6metro Pharmacia LKB-Ultrospec II 

midiendo la absorbancia a 405 nm. 

Con 10s datos de absorbancia se calcul6 la actividad enzimhtica especifica considerando 

que E405nm = 104 M-' cm-'. 

Actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina.- Se solubilizb 1 mglml de p- 

nitrofenolfosfato en una soluci6n de 0.5 mM de MgCI2 y 100 mM de Tris-HCI a pH 9.5 

(soluci6n 1). Nuevamente se solubilz6 1 mglml de p-nitrofenolfosfato en la soluci6n 1 

adicionandole 0.02% de Trit6n, este buffer constituy6 la soluci6n 2. 

En una celda de poliestireno de 1 ml se adicionaron 500 p1 de la soluci6n 1 y se 

dispersaron 20 pg de muestra (homogeneizado o VMMA). La celda se agito invirtiendola 

y la reacci6n se incub6 por 15 min a temperatura ambiente. Simultaneamente se hi26 lo 

mismo con la soluci6n 2. La reacci6n se detuvo con 500 pl de EDTA pH 8. La 

absorbancia se ley6 en un espectrofotometro Pharmacia LKB-Ultrospec II a 405 nm. 



Con 10s datos de absorbancia, se calcul6 la actividad enzimhtica especifica considerando 

la Cantidad de proteina necesaria para transformar 1 nmol de p-nitrofenol fosfato en un 

minuto. 

La actividad de fosfatasa alcalina se calculo en presencia y ausencia de trit6n X-100 

para calcular la proportion de vesiculas con orientacibn positiva (fosfatasa mirando 

hacia el exterior). 

Actividad de la citocromo C oxidasa.- Se disolvi6 1 mglml de citocromo C de coraz6n 

de caballo hcido modificado en una soluci6n de ascorbato 100 mM, tris - HC1 20 mM, pH 

7.4. Se dializ6 el citocromo C contra 1000 volumenes de tris - HCI pH 7.4 por 12 horas a 

4% esto con la finalidad de disminuir el exceso de agente reductor. En una celda de 

poliestireno de 1 ml se coloc6 900 p1 de un buffer de KC1 100 mM, tris - HCI y 0.02% de 

trit6n X -100 pH 7.4 despubs se adicionaron 20 pg de proteina de VMMA y la celda se 

agit6 invirtiendola, se adicion6 100 p1 de la soluci6n de citocromo C reducido y se agit6 

invirtiendo. Se siguib la oxidaci6n del citocromo C a 550-540 nm durante 1 min en un 

espectrofot6metro de onda dual Sim Amico DW - 2000. 

Finalmente se calcul6 la actividad enzimhtica especifica a partir de la grhfica de la 

cinbtica obtenida considerando que una unidad de actividad se define como la cantidad 

de mg de proteina necesarios para oxidar una mol de cotocromo C reducido en un 

minuto. Para verificar que la setial se debi6 a la actividad de la citocromo C oxidasa se 

repiti6 el anhlisis adicionando 10 p1 de una soluci6n de KCN 0.2M 6 10 p1 de una 

soluci6n de azida de sodio 2 M. 

Deterrninacion del potencial de rnernbrana.- Esta determinacibn se realiz6 siguiendo la 

metodologia descrita por Lorence et a1 (1995). Los cambios de potencial de membrana 

se registraron como cambios en la fluorescencia del colorante 

3,3'dipropiltiodicarbocianina (diS-C3(5)), un colorante cargado positivamente y sensible 

al potencial de membrana. Este colorante puede detectar cambios continuos de 

potencial de membrana con una resoluci6n de segundos (Waggoner, 1979). 

Los ensayos de fluorescencia se hicieron en un microfluor6metro Hansatech de chmara 

redonda con agitaci6n. Se utilizo como fuente de luz una lhmpara Scchott KL1500 

electronic. La longitud de onda requerida para la excitaci6n del colorante se obtuvo con 

un filtro de interferencia que s61o deja pasar la longitud de onda de 620 nm. La seiial de 



- 

la fluorescencia se recogib con un fotodiodo wnectado al filtro de emisi6n de la cianina, 

el cual s61o deja pasar la longitud de onda de 670 nm. La seiial captada se amplific6 con 

un amplificador Hansatech y se registro con un registrador Kipp 8 Zonen Holland. 

I Los experimentos de fluorescencia se realizaron en un volumen de 900p1 de buffer de 

cloruro de metilglucamina 150 mM. HEPES 10 mM, para pH 6 a 8, MES para pH 4.5 a 5 

y CHES para pH 9 a 10 a 25% con agitaci6n constante. Posteriormente se adicion6 la 

I cianina a una concentraci6n de 1.2 pM. Despues se adicionaron 10 pg de proteina de 

VMMA para M. sexta y 20 pg para T. molitor y se esper6 por 8 min para las VMMA de M. 

sexta y 3 min para las VMMA de T. molitor para que la fluorescencia llegara al equilibrio. 

Para las curvas de calibraci6n se adicion6 1 pI de valinomicina, un ion6foro especifiw de 

K', a una concentraci6n de 1.2 pM y para 10s ensayos de actividad formadora de poro se 

adicion6 la toxina a una concentraci6n de 100 nM. Subsecuentemente se hicieron 

adiciones crecientes de KCI, asumiendo que la concentracidn interna de K' era de 150 

mM. En este sistema la hiperpolarizacibn se observa como una entrada del colorante a 

las VMMA y por lo tanto una disminuci6n de la fluorescencia de la cianina mientras que 

la depolarizaci6n se ve wrno el efecto opuesto (ver Fig. 5) 

El potencial de reposo de la membrana (Em) de las VMMA y el potencial de equilibrio (EK) 

para cada una de las adiciones de potasio se calcularon a partir de la curva de 

calibraci6n con valinomicina, utilizando la ecuaci6n de Nernst (1); se grafic6 el EK en 

contra de 10s cambios de fluorescencia. Al extrapolar a cero la fluorescencia ( 'y" ) se 

obtuvo el valor de Em. 

Actividad forrnadora de poro.- La actividad formadora de poro se registr6 siguiendo el 

mismo procedimiento antes descrito per0 adicionando la toxina de inter& en el lugar de 

la valinomicina. En este caso 10s parametros que nos interesaron fueron la 

hiperpolarizacibn que provoc6 cada toxina y 10s cambios de perrneabilidad medidos 

como pendiente en la grafica de EK y 10s cambios de fluorescencia. 



BUFFER DENTRO VMMA 
160 mM KC1 
10 mM HEPES ~~ ~~ ~ 

2 mM EGTA 
0.6 mM EDTA 

PH 8 

BUFFER INCUBACION 
150 mM MeGluCl 
10 mM HEPES 

pH 4.5-1 0 

Flgura 6. Esquema de loa enaayoe de tluoreacencla para determlnar el potenclal de membrana de M. sexta y T. molltor. Loa experlmentoa sa 
reallzaron en un volumen de 800 pl de buffer de cloruro de metllglucamlna 150 mM, HEPES 10 mM, para pH 0 a 8, CHES, para pH 4.5 a 5 y MES para 
pH 8 y 10, a 25 OC con agltacl6n conatante. Poaterlormente ae adlclon6 la clanlna a una concentracl6n flnal de 1.2 pM, despub ae adlcionaron 10 pg 
de protelna de mernbrana para M. sexte y 30 pg para T. molltor y aa esper6 a que el colorante alcaluara el qulllbrlo por 8 mln para M. saxta y 3 mln 
para T. mollfor. Enaegulda ae adlclon6 la vallnomlclna, para laa curvaa de callbraclbn con vallnomlclna, a una concenctracl6n flnal de 1.2 pM, la cual 
provocd una hlperpolarlzacl6n y ae observ6 como una diamlnucl6n de la fluorescencla Posterlormente ae hlcleron adlclones creelentea de KC1 3 M, 
que provocaron depolarlzaclones y ae obaerv6 como un aumento en la fluorescencla El potenclal de membrana ae obtw6 a1 gratlcar 10s valorea del 
potenclal de equlllbrlo del potaalo (EK) en contra de loa cambloa de tluoreacencla obaefvadoa para cada una de laa adlclones de KC1 y extrapolar la 
fluorescencla ("y") a cero. La actlvldad formadora de poro de laa toxlnaa se anallz6 con este mlamo slatema pero ae adlclon6 toxina en el lugar de la 
vallnomlclna 



6. RESULTADOS Y DISCUSION. 

Purification de vesiculas de microvellosidad apical de intestino medio del 

lepidoptero M. sexta y del cole6ptero T. molitor. 

La pureza de las VMMA tanto de M. sexta como de T. molitor se revis6 por el anelisis de 

tres marcadores enzimsticos. La actividad enzimetica de la aminopeptidasa, por ser el 

receptor de las toxinas CrylA, la actividad enzimetica de la fosfatasa alcalina por ser un 

marcador especifico de la microvellosidad apical del intestino medio y por presentar 

orientaci6n en la membrana y la actividad de la citocromo C oxidasa para cuantificar la 

contaminaci6n con membrana mitocondrial. 

Se obtuvieron tres lotes de VMMA de M. sexta. En dos de 10s lotes la aminopeptidasa se 

enriquecib 5 veces comparado con el homogeneizado (ver Tabla II) mientras que para el 

tercer lote la aminopeptidasa s6 enriqueci6 11 veces. Esto nos indic6 que existia una 

buena proporci6n de receptor para las proteinas CrylA en las VMMA ya que en 

anteriores trabajos se reportaron valores similares para la actividad de la aminopeptidasa 

en vesiculas de M. sexta (Wolfesberger 1987, Van-Rie 1989). 

Al medir la actividad especifica de la fosfatasa alcalina se encontr6 que 10s dos primeros 

lotes tenian 90% de las vesiculas con orientaci6n positiva (mirando hacia afuera) y en el 

tercer lote se obtuvieron el 96% de las vesiculas con la fosfatasa alcalina mirando hacia 

afuera, indicando que ademas de presentar el receptor, Bste se encontraba hacia el 

exterior de las VMMA. 

En cuanto a la actividad de citocromo C oxidasa, en ninguno de 10s lotes se observ6 

actividad, por lo que nuestro sistema no present6 contaminaci6n con membrana 

mitocondrial. 

El enriquecimiento de la aminopeptidasa, el porcentaje de la fosfatasa alcalina y la 

ausencia de actividad de citocromo C oxidasa en las VMMA de M. sexta obtenidas en 

este trabajo presentan una buena correlaci6n con valores observados anteriormente en 

otros trabajos para membranas de M. sexta y para otros insectos (Wolfesberger et a/, 

1987, Van-Rie et a/, 1989, Lorence et a/, 1995). Por lo que esto indic6 que se habian 

obtenido VMMA de buena calidad para emplearlas en 10s ensayos de actividad 

formadora de poro. 



I ~IMARCADORES ENZIMATICOS DE LOS LOTES EMPLEADOS EN LOS ENSAYOS ~4 

I actividad especifica I Actividad 1 oxidasa 

LA ACTlVlDAD FORMADORA DE PORO. 

Lote / (nmollminlmg 1 especifica I Actividad especifici 

( proteina) I (nmollminlmg I (nmollminlmg 

Citocromo ( Aminopeptidasa 

I 1 proteins) I proteins) 

Fosfatasa alcalina 

Las actividades de 10s marcadores enzimhticos se midieron corno se describe en materiales 

1 

2 

3 

y metodos. No se detect0 actividad (ND). Tratadas con tritbn (dt), tratadas sin trit6n (slt). La 

actividad de la fosfatasa alcalina se midi6 en presencia y ausencia de trit6n para ver el 

porcentaje de VMMA que presentaban la fosfatasa alcalina hacla el exterior. El 

enriquecimiento de la aminopeptidasa se obtuvo al cornparar la actividad obsewada en las 

vesiculas con la actividad del homogeneizado. Los valores son el promedio de 3 

repeticlones f la desviaci6n esandar. 

HOM. 

9f l  

77flO 

4922 

La purificaci6n de estos lotes de VMMA se realiz6 en presencia de DTT. Al revisar 

minuciosamente el metodo de purification de VMMA descrito por Wolfesberger se 

obsew6 que no incluia DTT en el buffer de purificaci6n. Wolfesberger (1987) y Van Rie 

(1989) obtenian 7 y 10 veces, respectivamente, de enriquecimiento de la actividad de la 

fosfatasa alcalina, comparado con el homogenado. En el laboratorio en el metodo 

utilizado para purificar vesiculas incluia DTT y las VMMA que obteniamos con Bste buffer 

solo presentaban 2 veces de enriquecimiento de fosfatasa alcalina, por lo que 

posteriormente se realizo un experiment0 en donde se elimino el DTT y se variaron las 

concentraciones de MgCIz de 24 mM hasta 96 mM. Las vesiculas de mejor calidad, de 

acuerdo a 10s marcadores enzimbticos, se obsewaron con el buffer que contenia DTT y 

con 36 mM de MgClz , seguido por la purificaci6n realizada con el buffer sin DTT y con 

24 mM de MgCI2, corno lo describe Wolfesberguer (1987) (Tabla Ill). Obse~ando que las 

VMMA 

46f 8 

420f60 

548f70 

cltVMMA 

347f 19 

336flO 

229f 16 

sltVMMA 

31 4f69 

303f76 

21 9f 55 

HOMG. 

70f 6 

110f15 

632 3 

VMMA 

ND 

ND 

ND 



VMMA purificadas con 36 mM de MgC12 y con DTT, tenia un enriqueicimiento de 

aminopeptidasa y la fosfatasa alcalina, de 12 y 17 veces, respectivamente. Mientras 

que las VMMA purificadas con 24 mM de MgClz y sin DTT tenian un enriquecimiento de 

aminopeptidasa de 7 veces y de fosfatasa alcalina de 11 veces. Con base en estos 

resultados se podrian hacer ensayos de actividad formadora de poro con las toxinas 

CrylA y comparar en cual de 10s dos lotes se observa una mayor actividad. 

TABLA Ill. 
EFECTO DEL D l T  Y LA CONCENTRAC~ON DE MgCI2 EN LA PURIFICACI~N DE LAS 
VMMA DE Manduca sexta. 

Sin DlT+24 m M  

Con DlT+24 mM 

CON DlT+36 mM 

CON DlT+48 m M  

CON DlT+96 mM 
MgCh 

La purificaci6n de las VMMA y las actividades enzimhticas se realizaron como se describe 

en 10s materiales y m6todos. El enriquecimiento de la aminopeptidasa y la fosfatasa 

alcalina se realiz6 cornparando la actividad especifica de las VMMA contra la actividad 

especifica que se obsew6 en el homogeneizado. (ND) No se detect6 actividad. Cada valor 

es el promedio de tres mediciones f la desviaci6n estindar. 

68f  3 235f I S  295210 2010f14 327f7 ND 



En el caso del cole6ptero T. molitor solo se revis6 la actividad de la fosfatasa alcalina y la 

actividad de la citocromo C oxidasa, ya que hasta el momento se desconoce el receptor 

para las proteinas Cry que son t6xicas para este orden de insectos. Los valores 

obse~ados para la actividad de la fosfatasa alcalina indicaron que existia 100% de 

VMMA con orientacion positiva, ya que la actividad especifica obse~ada  en presencia de 

trit6n fue de 51 nmollminlmg de proteina y en ausencia de trit6n la actividad detectada 

fue de 49 nrnollminlmg de proteina. No se observ6 actividad de citocromo C oxidasa en 

las VMMA. La actividad de 10s marcadores enzimbticos indicaron que las VMMA tenian 

valores similares a 10s reportados anteriormente en la purificacibn de VMMA de otros 

insectos ( Wolfesberger et a/, 1987, Reuveni y Dunn 1991). 

Efecto del pH en el espectro de ernision del colorante diS-C3(5). 

El pH del lumen intestinal es caracteristico para cada orden de insectos. En el caso del 

lepidoptero Manduca sexta es de 10 a 11 (Hennigan et a/, 1993, Azuma et a1,1995) y 

para el lepiddptero Trichoplusia n i  es de 8 (Broadway. 1989). En el caso del colebptero 

Tenebrio molitorel pH del lumen intestinal es de 5 (Knowles,1994). 
3 

Con la intencibn de trabajar lo mbs cercano a las condiciones fisiologicas de cada 

insecto, se revis6 el espectro de emisi6n del colorante diS-C3(5) en un rango de pH de 6 

a 10. Obse~bndose la mbxima fluorescencia para 10s pH 6 y 7 (Fig. 6), mientras que a 

pH 8 hubo una disminucion del 20% y para 10s pH 9 y 10 la fluorescencia disminuy6 

30%. 

En cuanto al pico mhximo de emisibn de la cianina se 0bseN6 a 670 nm en todos 10s 

casos. Lo cual nos indic6 que no hubo corrimiento del pic0 mbximo y el colorante se 

podia utilizar en 10s pH seleccionados, haciendo correcciones correspondientes a la 

eficiencia cubntica obse~ada  para cada pH. 



Figura 6. Espectro de emisl6n de la cianina diS-C3(5) a pH 6, 7, 8,9 y 10. La emisi6n 

mexima de fluroescencia se obtuvo a pH 6 y 7 y la minima se observ6 a pH 10 y 9. 

Efecto del pH en las curvas de calibracion con valinomicina en las VMMA deM. 

sexta y T. molitor. 

Se sabe que 10s colorantes fluorescentes con carga positiva, como las cianinas, son 

sensibles a cambios en el potencial de membrana de las dlulas, organelos o vesiculas. 

Tambibn se conoce que 10s cambios de fluorescencia dependen de la estructura del 

colorante y de las condiciones del experiment0 (Waggoner 1979). Tomando en cuenta lo 

anterior se decidi6 analizar 10s cambios de fluorescencia en las curvas de calibraci6n con 



valinomicina de las membranas del lepid6ptero M. sexta y del colebptero T. molitoren un 

rango de pH de 5 a 10. 

En M.sexta observamos que en las curvas de calibraci6n con valinomicina existian 

cambios en la fluorescencia dependientes del pH. Es decir 10s cambios de fluorescencia 

para cada una de las adiciones de KC1 3M fuerbn diferentes. Los cambios de 

fluorescencia en la curva de calibration a pH 8 fueron 1.2 veces mhs grandes que a pH 

7 y 9, a pH 10 fuerbn 1.5 veces mhs pequefios que a pH 8 (ver Fig 7). 

pH8 > pH7 = pH9 > I0  

Estas diferencias se tomaron en cuenta para normalizar el efecto de las toxinas Cry a 10s 

diferentes pH que s6 emplearon en este trabajo. En el caso del pH 6 no fue posible 

realizar las curvas de calibracibn ya que no se observaron cambios de fluorescencia al 

adicionar la valinomicina ni al hacer las adiciones crecientes de KCI. 

En las VMMA del cole6ptero T. molitor a pH 5 se observ6 una curva de calibracibn 1.2 

veces mayor que a pH 7. A pH 6.5 la curva de calibraci6n fue una vez mayor que a pH 7, 

mientras que a pH 8 y 10 se observ6 una curva 1.5 veces mayor que a pH 7. 

pH8=pHIO>pH5>pH6.5>pH7 

Cambios de potencial de reposo de la membrana dependientes del pH. 

El potencial de membrana se puede entender como el potencial de difusi6n de 10s iones 

que perrnean la membrana de una dlula. Si una c6lula fuera permeable a un solo ion 

entonces el potencial de membrana seria igual al potencial de equilibrio de ese ion, per0 

la mayoria de las c6lulas son permeables para mhs de un ion (Hille, 1992, Sperelakis 

1995) 

Al analizar el potencial de membrana en el lepid6ptero M. sexta en un rango de pH de 7 

a 10 0bSe~am0S que cuando el pH intravesicular se mantuvo en 8, el potencial de 

membrana Em vari6 dependiendo del pH extravesicular, es decir cuando existi6 un 

gradiente de pH a trav6s de la membrana. En estas condiciones el potencial de 

membrana (Em) se acerc6 mhs al potencial de equilibrio del potasio cuando el medio 

extravesicular se volvi6 mhs alcalino. Por otra parte, en estudios sirnilares con VMMA del 

cole6ptero T. molitor demostramos que en presencia de un gradiente de pH el Em se 

mantuvo constante cuando el pH exterior va de 6.5 a 10 (-93*3 mV) mientras que de pH 
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Figura 7. Efecto dcl pH en lay curvas dc calibraci6n con valinomicina en membranas dc M. serta. A) Cunra  de calibraci6n a pH 7, B) pH 8,C) pH 9, 
D) pH 10 y E) Grifica a partir dc 10s valores dc potcncial de cquilibrio del potasio (EK) y 10s cambios dc fluoresccncia para cada una de las adiciones 
de KCI. Las membranas se coloearon en 900 pJ dc buffer (vcr materialcs y mktodos) dcspub sc adicion6 I@ dc la cianina a una conccntraci6u 
de 1.2 pM y se cspcraron 8 min a que el colorante alcanzara el equilibrio, postcriormente se adicion6 la valinomicina (conccntraci6n final 1.2 pM , que 
provoc6 una biperpolarizaci6n, la cual se obscrva como uua dismiuuci6n dc la fluorescencia y dcspuks se hicicron adicioncs crccientes dc KC1 3M, 
que provocd una depolarizaci6n y se observa como un aumento en la fluorcsceucia. Los nlimeros indican las adicioncs de KCI, 1 4 . 3  mM, 
2= 3 mM, 3= 10 mM, 4=23 mM, 5=100mM, 6=199 mM. Val. Indica la adicibn dc valinomicina. Em indica el potential de rcposo de la membraua 
calculado en cada pH. 



6.5 a 4.5 el Em cambi6 hasta alcanzar el potencial de equilibrio del potasio en la 

cOndici6n de pH 4.5 en el exterior (-149t 4 mV) (ver Tabla Ill y Fig. 7E). 

En ambos insectos se o b s e ~ 6  que el potencial de reposo se acercb mhs a1 potencial de 

equilibrio del potasio a1 trabajar mhs cerca del pH fisiologico. 

Estos resultados nos podrian sugerir que tanto en lepidopteros como en cole6pteros 

podrian existir canales de potasio o una perrneabilidad a protones (H')sensible a pH. 

Los valores 

- - 

' T A B ~ I .  
EFECTO DEL pH EN EL POTENCIAL DE REPOSO DE LA 1 MEMBRANA EN VMMA DE Manduca sexta Y Tenebrio 

10 -1 33f6 

del potencial de reposo de la membrna se obtuvieron de las curvas de 

I molitor. 

calibraci6n con valinomicina, descrito en materiales y mbtodos. El potencial de equilibrio 

para el K' (Er) para M. sewta fue de -157 mV y para T. rnolitor fue -148f5 mV. ND = No 

determinado. Em = Potencial de reposo de la membrana. El pH intravesicular se mantuvo 

en 8 en todos 10s casos. 

Em(mV) 
Tenebrio molitor , pH extravesicular 

Em (mV) 
Manduca sexta 



Para definir si la sensibilidad al pH estaba dada por 10s canales de K' 6 por la 

permeabilidad a H'; en VMMA M. sexta, se elimin6 el gradiente de pH en el sistema, y se 

trabaj6 en un rango de pH de 8 a 10 en ambos lados de la membrana obse~ando que el 

Em se mantenia constante al eliminar el gradiente de pH a traves de la membrana (Tabla 

IV), con lo cual se demuestra que 10s canales de potasio no son sensibles al pH y que 

existe un transporte de H' que esta involucrado en el potencial de reposo de la 

membrana este podria ser el trasporte pasivo de protones reportado por Gringorten 

(1 999). 

Los valores del potenclal de reposo de la membrana se 

obtuvieron de las curvas de calibraci6n con valinomicina, 

descrito en materiales y mbtodos. Em = Potencial de 

reposo de la membrana. Ek = Potencial de equilibrio del 

potasio (-154f4). Los valores de Em f desviaci6n estandar. 

El valor de ns3. 

En este trabajo tambien obse~amos que las membranas de M. sexta y de T. molitor 

poseen una permeabilidad basal al K' (Fig. 8 y Fig. 9). La permeabilidad basal al potasio 

en membranas de intestino de lepid6pteros ya se habia obse~ado  anteriormente en 

Bombix mori (Uemura et a/, 1992), M. sexta (Carrol y Ellar, 1993) S. frugiperda y T. n i  



(Loren- et al, 1995 y 1997). Lo que nosotros obsewamos es que esta permeabilidad 

basal a K' aumenta al aumentar el pH del medio extravesicular. Existe una correlaci6n 

entre el pH del lumen intestinal y el aumento de la permeabilidad basal del K' en 10s 

insectos que empleamos ya que el pH del lumen intestinal en M. sexta es de 10 

(Hennigan et a/, 1993, Azuma et al, 1995) y en J. molitor es de 5 ( Koller et  al, 1992). 

Esto podria sugerir que dentro del rango de pH fisiol6gico las proteinas funcionan 

6ptimamente y al alejarse de este rango la actividad disminuye. Un ejemplo seria el 

trabajo de Hennigan et a1 (1993) quienes analizaron el transporte de alanina, fenilalanina 

y leucina en VMMA de M. sexta a traves de una t6cnica de filtration rBpida, obsewando 

que el transporte de estos aminonacidos se da en un rango amplio de pH per0 la 

velocidad maxima de transporte lo 0 b s e ~ a n  a pH 10, el pH qua posee este lepid6ptero 

en su lumen intestinal de este lepidbptero. Otro ejemplo podria ser el trabajo de Koller et 

a1 (1992) en el cual obsewaron que las proteasas intestinales del cole6ptero Chrysomela 

scripta presentan su maxima actividad proteolitica a pH 4, el pH que se encuentra en el 

intestino de este cole6ptero. A pesar de que el transporte de aminoAcidos, en M. sexta, 

las proteasas intrinsecas del intestino de C. scripta y el transporte basal de potasio 

obsewado en este trabajo, son sistemas diferentes, se debe enfatizar en que todos ellos 

estan constituidos por proteinas y que la gran mayoria de proteinas se ven afectadas por 

el pH, teniendo un rango 6ptimo para su funcionamiento. 

Efecto del pH en la actividad formadora de poro de las toxinas Cry. 

Existen evidencias que sugieren que el pH influye en la actividad formadora de poro de 

algunas toxinas bacterianas. En la colicina E l ,  una toxina producida por Escherichia coli, 

se facilita su inserci6n en la membrana solamente a pH bajo (Chak et al, 1998). En la a- 

toxina de Staphylococus aureus la acidificaci6n del medio aumenta la actividad del canal 

formado por esta toxina (V6csey-SemjBn et a/. 1996). Tambien se ha obsewado que la 

proteina VacA, una toxina secretada por Helicobacter pylon forma canales al ponerla en 

un medio con pH Bcido (Iwamoto et al, 1999). 

En el laboratorio, se han realizado experimentos con las toxinas CrylC y CrylD en 

VMMA del lepid6ptero Spodoptera frugiperda. obsewando que ambas toxinas son 

activas a pH 8 (Loren- et al, 1995). Tambien se analizaron las toxinas CrylAb y 

CrylAc en VMMA del lepid6ptero Jrichoplusia ni, obsewando que estas toxinas son 



activas a pH 8 (Lorence et a/, 1997). Cuando se realizaron experimentos con las toxinas 

CrylAa, CrylAb y CrylAc en VMMA del lepid6ptero M.sexta a pH 8, se obsew6 una 

actividad formadora de poro muy pequena para las tres toxinas. Sin embargo, cuando 

estas toxinas se ensayaron a pH 10 la actividad formadora de poro aumento en 10s tres 

casos (ver Tabla V. y Fig. 8). La toxina CrylAa aumento su actividad 5 veces, la toxina 

CrylAb aumento 25 veces y la toxina CrylAc aumento 5.8 veces. 

TABLA V. 
ACTIVIDAD FORMADORA DE PORO DE DIFERENTES PROTE~NAS 
CRY EN VMMA DE M. sewta EN DIFERENTES pH. 

Los datos representan el prornedio del valor de la pendiente de la actividad formadora de 

PH 

poro f y la desviaci6n esthndar. Los valores de las pendientes de las toxinas Cry se 

obtuvieron a partir de 10s trazos de la figura 8. 

Resultados preliminares demostraron que tambibn la actividad de la toxina Cry3A es 

dependiente de pH, ya que obse~amos que esta toxina presenta actividad a pH 4.5 

mientras que a pH 5,6 y 7 su actividad desaparece (Fig.9). 

CrylAa 
n=3 

Cry lAb 
n=3 

CrylAc 
n=3 
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Figura 8. Efecto del pH en la actividad formadora de poro de tres toxinas CrylA en VMMA de M. serlo. La toxina se adicion6 a una 
concentraei6n de 100 nM, la cud produce una biperpolarizaci6n que se observa como una disminuci6n de la fluorescencia Los nhmems indican 
las adiciones crecientes de KCI, 1=0.47 mM, 2=9 mM, 3=26 mM, 4=58 mM, 5=122 mM, 6=244 mM. Cada adici6n provoca una depolarizaci6n 
que sc obsenpa como un aumento de la fluorescencia, A) trazos a pH 8 y B) pH 10, C) graficas obtenidas a partir de 10s datos de potencial de 
equilibrio del potasio y de 10s cambios de fluorescencia para cada una de las adiciones. Al valor de la pendiente (m) de cada toxina se le rest6 la 
"m" de la permeabilidad intrinscca. La linea vertical represents 10 unidades arbitranas de fluorfscencia. 



Figura 9. Efecto del pH en la actividad formadora de poro de la toxina Cry3A en VMMA del 

cole6ptero Tenebrio molitor. A) Permeabllldad basa al K*, 6) Actividad de la toxina Cry3A a 

pH 4.5, C) grafica obtenlda apartlr de 10s datos de El( y de 10s cambios de fluorescencla 

para cada una de las adiciones. El ensayo se realiz6 con 30 mg de proteina de membrana. 

La flecha lndlca la adici6n I00 nM de la toxina Cry3A. Los numeros indican las adlciones 

creclentes de KC1 3M, I= 0.41 mM, 2= 9 mM, 3= 25 mM, 4= 57 mM, 5= 122 mM y 6= 244 mM. 

El valor del En fue de -148f3 mV y el Em fue de -145f8 mV, (p.i) permeabilidad intrinseca a 

K+ 

Existen estudios con dlulas CF-1 (linea celular proveniente de larvas neonatas del 

lepidbptero Choristoneuw fumifew) en donde se ha obse~ado  que al reducir el pH de 

las'toxinas CrylAa, CrylAb y CrylAc, antes de adicionarlas a un tapete de celulas se 

inhibe su actividad. Observando que este efecto inhibitorio es reversible al alcalinizar el 

pH de la toxina a 10.5. Tambien 0bse~ar0n que era poco probable que el efecto 

inhibitorio ocurriera por agregaci6n o por precipitaci6n de las toxinas (Gringorten et a\, 

1990 y 1992). 

El aumento de la actividad formadora de poro de las toxinas CrylAa. CrylAb y CrylAc al 

aumentar el pH extravesicular de 8 a 10, correlaciona perfectamente con el pH del lumen 

intestinal observado en M. sexta (Dow, 1992), ya que este insect0 posee un lumen 



intestinal con pH 10. La actividad formadora de poro dependiente de pH se podria deber 

a que las proteinas Cry o el receptor de estas presentan cambios conformacionales 

adecuados para la uni6n, inserci6n y actividad de estas. Existen reportes en donde 

sugieren que las proteinas CrylAa. CrylAb y CrylAc sufren cambios conformacionales 

dependientes de pH (Venugopal eta/, 1992, Feng y Becktel, 1994). 

Esto podria sugerir que existen sitios especificos de las toxinas Cry que sensan el pH del 

medio, lo cual ya se ha obsewado para otras toxinas, tales como las colicinas E l  y E7 

(Chak et a/, 1998, Merril et a/, 1997). 

Selectividad ionica de la toxina CrylAc en funcion del pH. 

En anteriores trabajos sB habia reportado que 10s canales formados por las toxinas Cry 

presentaban cierta selectividad a cationes sin ser completamente selectivos al K'. Al 

obewar que la toxina CrylAc presentaba mayor actividad a pH 10 que a pH 8, se decidio 

analizar si habia algtin cambio en la selectividad ionica de esta toxina ante cambios de 

pH. 

La selectividad i6nica se calcula apartir del cociente de la pendiente estimada de 10s 

datos de fluorescencia obtenidos al hacer las adiciones crecientes de 10s diferentes 

iones analizados y la pendiente obtenida de la permeabilidad del potasio. 

La selectividad i6nica de la toxina CrylAc en las VMMA de M. sexta a pH 8 fue Cs' > Li' 

> K' = Na' > Rb' mientras que a pH de 10 10s cambios fueron minimos ya que el ion con 

mayor selectividad fue el Li' >Na'> K' = Cs' > Rb' (ver Tabla VI). 



TABLA VI. 
EFECTO DEL pH EN LA SELECTIVIDAD IONICA DE LA TOXINA 
Cry lAc EN VMMA DE M. sexta 

Na* 

obtenida de 10s datos de fluorescencia obtenidos al hacer las 
adiciones crecientes de 10s diferentes iones analizados y la 
pendiente obtenida de la perrneabilidad del potasio. Para cada 
experiment0 n = 3. 

Cs+ 

Li' 

~ b *  

En trabajos anteriores se report6 que la perrneabiiidad inducida por las toxinas CrylC y 

CrylD en VMMA de Spodoptera fmgiperda (Lorence et a/, 1995) es selectiva a cationes 

sin presentar una mayor selectividad para el K', obse~ando 10s mismos resultados para 

la toxina CrylAc en VMMA de T. n i  (Lorence et a/, 1997). La selectividad i6nica inducida 

por la toxina CrylAc correlaciona con la selectividad obse~ada  en otros trabajos para 

estas proteinas ya que no es muy diferente para 10s cationes monovalentes que 

empleamos. Al comparar la selectividad ionica de las toxinas Cry con la selectividad 

obse~ada  para canales especificos de potasio, en donde este ion es 10,000 veces mAs 

permeable que el Na* (Doyle et a/, 1998) se 0bseNa que la selectividad de las toxinas 

0.97f0.02 

Cry es realmente muy baja. 

La toxina CrylAc no present6 un cambio en la selectividad i6nica a pH 8 y a pH 10 en 

VMMA de M. sexta per0 obse~amos que presenta la misma relaci6n o b s e ~ a d a  para 

esta misma toxina en VMMA de otros lepid6pteros como T. ni (Lorence et a/, 1997) y 

tambibn se ha observado la misma relaci6n en cuanto a selectividad en membranas de 

M. sexta por otros autores (Henningan et a/, 1993). Esto puede deberse a que la 

1.320.1 

La selectividad ionica se calcul6 del cociente de la pendiente 

1.8f0.01 

1.3f0.09 

0.9f0.08 

l f0.02 

2.3f0.2 

0.6f .06 



proteina CrylAc es t6xica para lepid6pteros 10s cuales poseen caracteristicas 

intestinales muy similares, como la composici6n i6nica y 10s tipos celulares que 

conforman el epitelio intestinal (Sacchi y Wolfesberger, 1996.. Dow, 1992). La mayor 

diferencia obsewada dentro de este orden es el pH del lumen intestinal. De esta manera 

se puede sugerir que la principal divergencia que se puede observar dentro de las 

toxinas Cry especiticas para lepid6pteros es la actividad a diferentes pH. 

Ensayos de union de las toxinas CrylAb y CrylAc en VMMA. 

Existe una gran cantidad de estudios relacionados con el analisis de las proteinas de 

uni6n para las proteinas Cry. En el caso del lepid6ptero M. sexta existen evidencias que 

muestran que las proteinas de uni6n para las toxinas CrylAa. CrylAb y CrylAc son 

miembros de la familia de las aminopeptidasas tipo N con un peso molecular cercano a 

120 KDa. Tambibn se ha reportado que existe uni6n a una proteina de 210 KDa que se 

ha identificado como perteneciente a la familia de las caderinas (Knigth et a/, 1994, 

Sagandala eta/, 1994, Denolf et a/, 1996) 

Se prob6 la uni6n de las toxinas CrylA en VMMA de M. sexta mediante ensayos de tipo 

"ligand blot". Los resultados de este experiment0 demostraron que las toxinas CrylAb y 

CrylAc se unen a una proteina de 120 KDa, lo cual concuerda con el peso molecular 

reportado para la proteina de uni6n para ambas toxinas en M. sexta. Sin embargo datos 

previos de nuestro laboratorio muestran con ensayos de "ligand blot" que la toxina 

CrylAb se une a dos proteinas, una de 120 y otra de 210 KDa en VMMA de M. sexta, 

observando que la banda de 120 KDa es mayor y mhs intensa qua la banda de 210 KDa 

(Flores et a/, 1997). La ausencia de la banda de 210 KDa en nuestros resultados podria 

deberse a que es muy tenue ya que la banda de 120 KDa es tambibn mhs tenue que la 

obsewada en resultados obtenidos anteriormente en el laboratorio. 

Como control negativo se utiliz6 la toxina Cry3A, una proteina especitica para 

cole6pteros por lo que se esperaria que no hubiera uni6n de la toxina en las VMMA de 

M. sexta, per0 se encontr6 que la toxina Cry3A se une a 6 proteinas distintas de 120. 84. 

78, 70. 50 y 18 KDa. Sin embargo esta proteina no es t6xica para este lepid6ptero (Fig. 

10). 

Adicionalmente, Bravo et a/, (1992) observaron en cortes de tejido de M. sexta que 

habia uni6n de la toxina Cry3A encontrando que la uni6n s6lo se daba en la matriz 



peritrofica. Tarnbibn se ha observado union de la toxina CrylAa en VMMA de T. molitor 

(Nagamatsu, et al., 1998) en este caso solo se 0 b s e ~ a  union en dos proteinas, una de 

137 y otra de 107 KDa. 

La union de la toxina Cry3A a VMMA de M. sexta se podria explicar corno uni6n 

inespecitica. Esto nos sugiere que la especiticidad de las toxinas Cry no se puede basar 

s61o en la existencia de sitios de uni6n ya que en este trabajo la union de la toxina Cry3A 

a mernbranas de intestino rnedio de M. sexta podria deberse a la presencia de proteinas 

de matriz peritrbfica en la muestra. 

Para dernostrar la existencia de cornpetencia homologa entre la toxina Cry3A y la toxina 

CrylAb en membranas de M. sexta se podrian hacer ensayos de cornpetencia hornologa 

utilizando toxina marcada con li2' e ir incrementando la concentraci6n de competidor 

homologo, es decir de toxina Cry3A sin rnarcar. 

M P M  

Flgura 10. Ensayo de "llgand blot" en VMMA de M. sewta. Las membranas se purificaron 

como se describe en 10s m6todos. Cien pg de proteina de membrana de M. sewta se 

aplicaron en un gel de 9% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. 

Posterlormente cada carril por separado se expuso a una concentraci6n de 20 nM de 

toxina biotinllada. Despu6s la membrana se trat6 con estreptavidina acoplada a peroxidasa 

y se revel6 con luminol. Carril I, marcadores de peso molecular (M.P.M). Carril 2, toxina 

CrylAc. Carril 3, toxina CrylAb. Carrll4, toxina Cry3A. 



7. CONCLUSIONES. 

1. - En las membranas del lepid6ptero Manduca sexta y del cole6ptero Tenebrio molitor 

el pH influye en el potencial de reposo, cuando existe un gradiente de pH a travks de la 

membrana. 

2. - En este trabajo se observ6 que la actividad formadora de poro de las toxinas 

CrylAa, CrylAb y CrylAc y Cry3A es dependiente del pH. Es decir, la actividad de estas 

toxinas es mayor cuanto mAs cercano se trabaja al pH fisiolbgico de su insect0 blanco. 

3. - La selectividad i6nica de la toxina CrylAc es similar a pH 8 y a pH 10 en VMMA de 

Manduca sexta. 

4. - La capacidad de las toxinas Cry3A de unirse a proteinas presentes en VMMA de M. 

sexta no es sin6nimo de toxicidad. 



SOLUCIONES PARA LOWRY 

SOLUCION AB 

29 Na2COs 

l g  SDS 

0.49 NaOH 

0.16g KNaC4H40e 4H20 

para 100 ml 

SOLUCION C 

0.259 CUSO~ 5H20 

para 50 ml 
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