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RESUMEN

Bacillus thuringiensis subspisraelensis (Bti) es una bacteria con capacidad insecticida
contra insectos del 6rden Diptera (mosquitos) geece su accién a través de la
produccion de toxinas formadoras de poro. Partiméate, esta bacteria produce dos
tipos diferentes de toxinas (Cry y Cyt), y una tase la toxina CytlAa, ha mostrado
ser importante debido a que sinergiza la actividaita del resto de las toxinas Cry al
mismo tiempo que suprime la resistencia que lo mitsg|generan a dichas toxinas. Por
lo tanto, el estudio del mecanismo molecular detrgjismo entre las toxinas Cry y Cyt
representa una alternativa interesante para cartezuh problemas de resistencia en

insectos.

En este trabajo demostramos que la toxina CytlAaidna como un receptor
para la toxina CryllAa, siendo este uno de los gnis ejemplos de una bacteria
entomopatogénica que lleva consigo tanto al agérieo (toxina) como al receptor del
mismo. Para demostrarlo, primero analizamos laaot@onin vitro entre CryllAa y
CytlAa mediante diferentes técnicas (ensayos dénumi ligando, ELISA, co-
inmunoprecipitacion y sistema de dos hibridos @adara), lo que proveyo evidencia
de que CytlAa era capaz de incrementar la uniétadexina CryllAa, e incluso,
favorecer su proceso de oligomerizacion. Se mapeknr® epitopes de union entre
CytlAa y CryllAa y a partir de mutagénesis sitibgitla en dichas regiones se
identificaron residuos claves en la interacciorCadgll1Aa (S259 y E266) con CytlAa
(K198, E204 y K225). Con estas mutantes se llevarocabo bioensayos in vivo usando
larvas deAedes aegypti demostrandose una correlacion directa entre &aotion de
las toxinas y su habilidad para sinergizar. Estteglindican que la interaccion entre

CytlAay CryllA es relevante en el proceso de gisgroin vivo.

Por otro lado, también se evalud la participaciénQytl1Aa en el proceso de
oligomerizacion de Cryl1Aa, el cual, es un pasweckn el modo de accion general de
las toxinas Cry. Previamente se reporté que etoiasas tipo CrylA la interaccion con
Su receptor es necesario para que se induzca t@ pamteolitico que dara como

resultado la oligomerizacion de la toxina. Dado gugerimos que la toxina CytlAa



funciona como un receptor para Cryl1Aa, evaluamadigomerizacion de CryllAa en
su forma de protoxina soluble en presencia y auselgcla toxina Cytl1Aa. El resultado
de estos experimentos mostré que cuando la toxbA@ esta presente en la reaccion
de activacion de CryllAa, es posible observar landgion de una estructura
oligomérica de aproximadamente 250 kDa, que eslasinai las otras estructuras
reportadas para toxinas tipo CrylA. Para evaluduteionalidad del oligomero de
CryllAa, realizamos dos ensayos de permeabilidadhelmbrana: 1) liberacion de
calceina y 2) andlisis de cambios en potencial @@lonana de iones'KSe observo una
alta actividad formadora de poro con ambos ensayasdo el oligobmero de CryllAa,
en contraste a la actividad nula que mostraromlaesstras control que involucraba a las
proteinas CryllAa y CytlAa activadas individualreetor lo tanto, se concluy6 que
la actividad formadora de poro correlaciona confdamacion de la estructura
oligomérica de 250 kDa de CryllAa. Para reforzaarigerior afirmacion, también se
analizo la oligomerizacion de las mutantes en Cigly Cyt1Aa que estaban afectadas
en su interaccion y sinergisma vivo. Se observé una correlacion directa entre la
formacién de oligobmero y la interaccion entre C#a&iCyt1Aa. Estos datos sustentan
de forma contundente que la interaccion de Cryldda CytlAa es necesaria para la

formacién de una estructura de oligdmero capanskrtarse en membrana.

En conclusién, nuestros datos explican el mecanisimolecular de sinergismo
de CytlAa sobre la toxicidad de CryllAa. Es un misoao nuevo, no previamente
documentado en la literatura, que muestra como heteria entomopatogénica
incrementa su toxicidad sobre su insecto blanca\a$ de la produccién del agente
invasor (toxina) y un receptor extra del mismo,ves@endo asi de informacion vital
para contender con la resistencia que puede dabsgoda mutaciones en los receptores
nativos localizados en el intestino medio del itsec



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) is a pathogen of dipteran insects
(mosquitoes) that rely on pore-forming toxins toemxits pathogenic effect. This
bacterium produces two different types of toxingy(@nd Cyt). One of the most
interesting features of Bti is that Cytl1Aa toximeygizes the activity of Cry toxins and
suppresses resistance in mosquitoes to Cry toXihe synergism represents an

interesting alternative for copping with insectisénce.

In this work we demonstrate that CytlAa functiorss & membrane bound
receptor of Cryl1Aa, this is one of the first exdespf an insect pathogenic bacterium
that carries a toxin and also its functional recepfFirst we analyzed then vitro
interaction between CryllA and CytlA by differenethods (ligand blot assays,
ELISA assays, coimmunoprecipitation assays and hwylrid system in yeast), and
provide evidence that CytlAa enhances the bindfin§rgllAa toxin and also induce
its oligomerization. We mapped the CytlAa and CAd binding epitopes involved in
their interaction and performed site-directed metaggis on these regions, revealing
key CryllAa (S259 and E266) and CytlAa (K198, E20d K225) residues important
in their interaction. With these mutants we make®ivo bioassays usingedes aegypti
larvae and demonstrated a direct correlation betviegeding interaction and synergism
factor. Thus, these data indicates that the intieradetween CytlAa and Cryl1A is

relevant in theirn vivo synergism.

Secondly, we evaluated the participation of CytIét@in in the oligomerization
process of CryllA. We know from previous reportat tbligomerization and pore
formation constitute key steps in the mode of actd Cry toxins. It was reported that
interaction of CrylA toxins with its receptors ieagessary to induce a proteolytical
cleavage that resulted in CrylA toxin oligomeriaati Since CytlAa functions as
receptor of Cryl1A, we evaluated the oligomerizatid Cry11A protoxin in presence
and absence of CytlA toxin. Only when CytlA is présin the mixture a 250-kDa
Cryl1Aa oligomeric structure was produce, simitathe oligomeric structure reported
for CrylA toxins. To evaluate the functionality his Cry11A oligomer, we used two

pore formation assays: calcein leakage and anadysibanges in membrane potential.



High pore-formation activities were observed witlotth assays for the samples
containing the Cryl1A oligomer in contrast to thenttol samples containing the
individual Cyt1A or CryllA proteins that showed activity. Therefore, the pore-
formation activity correlated with the formation Gfy11Aa oligomeric structure of 250
kDa. In addition, we also assayed the oligomewratof the Cryl1A and CytlA
mutants affected in their binding interaction andtheir synergismn vivo. A direct
correlation between oligomer formation and Cryl1¥iA binding interaction was
demonstrated. These data strongly support thabitiding interaction with CytlAa is
necessary to induce the formation of Cry11A oliggmesulting in a pre-pore structure

that is insertion-competent.

Overall, our results explain the mechanism of sgisen of CytlAa on CryllAa
toxicity. This is a novel mechanism, not previoudlycumented in the literature that
allows this pathogen bacterium to enhance its ttyxiand provide means to avoid

resistance due to mutations in insect receptor cotds.



2. INTRODUCCION

2.1 El Dengue, un problema real de nuestro tiempo.

Los insectos del orden Diptera, como mosquitos, &mtores de muchas enfermedades
infecciosas de amplia distribucion mundial, enthasemalaria, filaria y dengue. Esta
altima, en particular, constituye un problema dadaublica, debido a que es endémica en
mas de 100 paises tropicales y el numero de indigidnfectados se ha incrementado
durante los ultimos afios (Ghiteled al, 2000; Rutstein, 2000). México, de acuerdo con
cifras oficiales, ocupa el quinto lugar de incidaren América Latina, con un promedio de
8 mil casos de dengue clasico y mas de mil 90@& deliedad hemorragica cada afo. Los
estados con mayor riesgo para la enfermedad samr&oNuevo Ledn, Tamaulipas,
Sinaloa, Veracruz, Michoacan, Guerrero, Oaxacagjzls, Tabasco, Campeche, Yucatan y
Quintana Roo, por tener condiciones climaticas fauerecen la reproduccion del vector.
No obstante, de diez afios a la fecha, estados etopetaturas mas templadas, como
Morelos, Colima, Jalisco y Puebla, han reportadndencia de la enfermedad, lo que
convierte al dengue en un grave problema de salldica a nivel nacional (Fuente:

Secretaria de Salud Publica).

El dengue es transmitido mediante la picadura deqguitoAedes aegyptiFigura
1A), un antropofilico estricto que se ha adaptadovia en areas urbanas, por lo que se le
cataloga como un mosquito doméstico. Se conocsrvéigedades principalee. aegypti
var. aegyptj Ae. aegyptivar. formosusy Ae. aegyptivar. queenslandensid.a variante
aegypties la mas distribuida en el mundo y tiene dosastéen diferenciadas en su ciclo
de vida (Figura 2)fase acuaticacon tres formas evolutivas diferentes (huevo,dayv
pupa) yla fase aéreap de adulto (Kumatet al, 1998) En particularAe. aegyptnecesita
de temperaturas templadas y estancadas para lesmiim y eclosion de los huevecillos,
asi como para el desarrollo de las larvas (FigBja e ahi que los nichos caracteristicos
de este insecto sean: recipientes varios, latagyg;anacetas, llantas desechadas, etc.



Figura 1.Aedes aegyptA. Larva del 4°. estadio. B. Mosquito adul1o.

El periodo en fase larvaria die. aegypticomprende cuatro grados o estadios
evolutivos denominados primero, segundo, tercemmarto. El tiempo aproximado para
pasar de un estadio a otro es de aproximadameriterds. El estado de pupa corresponde
a la dltima etapa de maduracion de la fase acudleaahi emerge el mosquito que
corresponde a la fase adulta. Una vez que los nmtosguan emergido, se alimentan por
primera vez entre las 20 y las 72 horas posterig¢amateet al, 1998). Las hembras, al
ser hematoéfagas, son las responsables de mantasieloanfectivo del virus del Dengue
(Kumateet al, 1998).
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Figura 2. Ciclo de vida del mosquiée. aegypti
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Ae. aegyptiadquiere el virus del dengue cuando se alimentaurde persona
infectada y transmite la enfermedad a otros indimgddurante la succion de sangre por el
resto de su vida (Bricef&t al, 1996). El ciclo de infeccion que sigue el vided Dengue
una vez que ha sido adquirido por el mosquito hanerel siguiente: el virus infecta las
células epiteliales del intestino medio del mosxjse disemina a través de la lamina basal
hacia la circulacion y termina por infectar lasnglédlas salivales. El virus establece una
infeccion persistente y se replica en grandes daahis en estas células. Posteriormente las
glandulas lo secretan a la saliva, y tras picaioapedero, la hembra del mosquito regurgita
su saliva llena de virus hacia la sangre de sumactEl virus circula en forma libre por el
plasma y entra en contacto con células susceptibbeso las células endoteliales de los
capilares, macrofagos, monocitos y demas célulbsistema reticulo-endotelial. El virus
del dengue se replica en células de la médula bsgajo, tejido linfoide, bazo y piel, por
ello su ataque suele ser sistémico y altamentgrpsb (Navarro y Gomez, 1995). Las
manifestaciones clinicas mas comunes asociadatadafeccion por el virus del dengue
son: cefalea, dolor retro-orbital, mialgias, agra$ y exantema. (Bricefiet al, 1996;
Navarro y Gémez, 1995; World Heath Organizationihécal Report, 271, 1986).

El dengue es producido por cuatro serotipos deswiiel la familiaFlaviviridae:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Los cuatro serotip son capaces de producir
infeccion asintomatica, enfermedad febril y cuadsegeros que pueden conducir hasta la
muerte. Algunas variantes genéticas parecen servindsntas o tener mayor potencial
epidémico. Los serotipos DENV-1 y DENV-2 fueronlai®s en humanos en 1944,
mientras que el DENV-3 y el DENV-4 se aislaron @57 (Bricefioet al, 1996). Los
cuatro serotipos del virus del Dengue se encuemligtribuidos en nuestro pais, pero el
serotipo que predomina es el DENV-2 (Fuente: Sadeetle Salud).

Desde el punto de vista epidemiologico, la enfeladedel dengue comprende
cuatro variantes: enfermedad febril no especifiehye de dengue clasico (DF), fiebre de
dengue hemorragico (DHF), sindrome de choque pogude (DSS) y otros sindromes
severos de dengue (encefalopatia asociada a derggdeymiopatia y hematuria macro y
microscopica). No obstante, las formas clinicas owdsUnmente observadas en América

Latina y que estan perfectamente bien definidaslsobF y la DHF, en presencia o
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ausencia de DSS (Isturét al, 2000). La fiebre de dengue hemorréagico (DHF) dpuser
fatal y es una causa importante de mortalidad 8asniEn 1998, hubo mas de 600,000
casos de dengue en Ameérica Central y en Sudaméecks cuales 11,000 casos fueron
DHF. Esto es el doble de casos registrados endmaregion en 1995 (Martinez, 1995;
Rico-Hesseet al, 1997). En 1962, como parte del programa de eaadn de la fiebre
amatrilla, la Secretaria de Salud Publica en Méseporto la eliminacion del mosquitee.
aegypti Sin embargo, a partir de 1978 el dengue claseaparecio en el pais cuando se
introdujo el serotipo 1 a través de la frontera Aliafio siguiente se disemind rapidamente
por los estados de Chiapas, Oaxaca, Quintana Remckiz y Yucatan. En 1980 se
presentd una de las mayores epidemias registradss &l momento con 51,406 casos. En
1982 se detecto la transmision de los serotipod &1y los estados de Oaxaca, Tamaulipas,
Sinaloa, Guerrero y Puebla. Entre 1994 y 1998 gistraron 155,011 casos de DF con una
media anual de 31,000 casos (Direccion Generalpigemiologia, México, 1997; Norma

Oficial Mexicana de Emergencia, 1999).

Desgraciadamente, a la fecha la enfermedad sigeeniiandose a través del pais
sin una baja considerable de casos y aun no exist@mas ni medicamentos que puedan
prevenir o curar ésta enfermedad, por lo que ebmmagtodo para controlar el dengue es
combatir al mosquito vectdxe. aegypt{Baird, 2000). El control de estos vectores sehac
principalmente con insecticidas quimicos, perosuha comenzado a decaer debido a los
altos costos que involucran, su escasa biodegilatiahiel desarrollo de resistencia que
varias poblaciones blanco han registrado contos glllos riesgos visibles hacia el medio
ambiente y la salud humana que producen (Fedd®85). Por ejemplo, la utilizacion
mundial de DDT tuvo éxito en controlar mosquitotosdurante 8 afios, después de esto,
los mosquitos desarrollaron resistencia a estetiogta (Baird, 2000). Debido a lo anterior
se ha desarrollado un interés creciente en la tigaesdn sobre nuevos agentes para el
control de vectores, siendo el uso de bacteriasregatogénicas, la alternativa viable para
llevar a cabo dicho control. Entre estas bactéaiasas importante é3acillus thuringiensis
subespeciesraelensiqBti). (Lacey y Lacey, 1990).
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2.2 Generalidades d@acillus thuringiensis(Bt).

Bacillus thuringiensigBt) (Figura 3) es una bacteria Gram positivaphier estricta
y ubicua, pues ha sido aislada de diversos sistem@a® suelo, agua, hojas de plantas,
insectos muertos, telarafas, entre muchos otramé€ptet al, 1998). Su importancia
biotecnolégica radica en el hecho de que ha sidgpamta para la generacion de
bioinsecticidas activos contra diversas plagasrj#ortancia agricola y médica, asi como
para el desarrollo de plantas transgénicas retasteal ataque de insectos plaga. Esta
bacteria corresponde a la famiBacillaceaeperteneciente al grupo @&acillus cereusque
involucra seis diferentes especiBs.cereusB. thuringiensisB. anthracis B. mycoidesB.
pseudomycoidey B. weihenstephanensigRasko et al, 2005). En particular, Bte
distingue de otros miembros d& cereuspor su capacidad de producir inclusiones
cristalinas con capacidad insecticida. A la feadh&an reportado mas de 82 subespecies de
Bt (Lecadett al, 1999).

El ciclo de vida de Bt cuenta con dos fases pralem la derecimiento vegetativo
en donde las bacterias se duplican por bipartictdda 30-90 min, y la fase de
esporulacionque es un programa de diferenciacion de badezipora que consta de siete
fases y que se dispara cuando Bt se encuentrangaciion de nutrientes. Ltase | (7
primeras horas) es aquella donde se induce la tdmalel filamento axial de Bt. En la
fase Il (a partir de la octava hora) se forma el septmraspe divisibn asimétrica que
involucra mesosomas. En fase Il (en la novena hora) inicia la sintesis del cristal
insecticida, se dan cambios a nivel de membrantoglasma y se forma la espora. En las
fases IV a V(a las 12 horas) se forma el exosporio, la paeédar primordial, la corteza y
las capas de protecciéon de la espora. Por ultimda tase VIl (evento posterior a las 12
horas) se da la maduracion de la espora y la Erdesenzimas liticas que liberan a los

cristales insecticidas (Bechtt al, 1976).

Como mencionamos antes, durante las fases llldeMticlo de esporulacion, Bt es
capaz de producir uno 0 mas cristales paraespatalearacter proteinico &endotoxinas,

las cuales se pueden clasificar en dos grande®grGpy y Cyt (Bechtelet al, 1976).
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Estas proteinas, a su vez, son consideradas dakitgran grupo de toxinas formadoras de
poro (PFT), las cuales, se caracterizan por seetselas por la bacteria en forma de
proteinas solubles, para después, presentar carobidermacionales que les permiten
insertarse en membrana o translocarse a travékadeaeia su célula hospedera. Hay dos
grandes grupos de PFT: 1) Las toxinalsélicales, en las cuales, las regiones conformadas
por a-hélices forman el poro transmembranal, como pamp|o, la toxina diftérica y 2) las
toxinasf3, donde las regiones conformadas por lam[hase estructuran para formar una
estructura de barril con la cual se insertan en lonena (como aerolisina) (Parker and Feil,
2005).

Las proteinas Cry (70 6 130 kDa) pertenecen alagdetoxinasu-helicales y se
definen como cualquier proteina paraesporal de Ugt muestre un efecto toéxico hacia
algun insecto y que pueda ser comprobable por bay@s (Crickmoret al, 1998). Por su
parte, las proteinas que se definen como Cyt (3 kertenecen a las toxinas tipy se
definen como todas aquellas inclusiones paraegsord¢ Bt que muestran actividad
hemolitica y tienen similitud con la secuencia ak toxinas Cyt (Crickmoret al, 1998).

A la fecha se han clonado y secuenciado mas degé&féscry y 16 genescyt Las
proteinas Cry son téxicas contra insectos del ordepidoptera, Diptera, Coleoptera
(Beegle, et al, 1992), Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera y Médéma (Feitelson,
1993), asi como nematodos y protozoarios (Feiteds@h, 1992). En contraste, las toxinas
Cyt son encontradas en cepas de Bt activas cargextos dipteros, con la excepcion de
una cepa activa contra coledpteros, la cual fuertaga como productora de una toxina
tipo Cyt (Guerchicofet al, 2001).

Figura 3.Bacillus thuringiensisubspisraelensigBti). A. Célula vegetativa de Bti. B. Tipico cuerparaesporal
de Bti donde se observan las cuatro principalesisimhes proteicas y su proporcién aproximada. $mraskE,
exosporio; PB, cuerpo paraesporal. Imagen extdddeedericet al, 2003.
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2.3 Clasificaciéon y nomenclatura de lad-endotoxinas de Bt.

En 1989, Hofte y Whiteley propusieron una nomenctapara lad-endotoxinas
Cry basada en la especificidad de la actividad ingdaticSin embargo, esta primera
clasificacion pronto resulté inadecuada, pues sgegaron a encontrar proteinas Cry que
eran muy semejantes pero con especificidad diferéntoxinas Cry con actividad dual
hacia dos distintas ordenes de insectos, lo quewra gran confusion en la nomenclatura.
Fue por ello que se estipulé una nueva forma dgficlacion, que fuera mas sistematica y
basada exclusivamente en la similitud de la secagamaria (Crickmoreet al, 1998).
Esta nomenclatura estipuld el cambio de numerosmos por arabigos, la agrupacion de
las toxinas en grupos y subgrupos y el establenbmiee los limites de identidad que
marcarian las diferencias entre categorias. Denegtera quedo establecido que el nUmero
arabigo que lleva el nombre de la toxina, se des@pn la primera fila que corresponde
hasta el 45% de identidad en secuencia primaria émxinas; la segunda hilera cataloga a
las proteinas con una letra mayuscula y corresparidentidades de 45 a 78%; la tercera
fila asigna una letra mindscula y corresponde atidedes de 78 a 95%; y la ultima fila
incluye un numero arabigo al final de la nomenckindicando méas de 95% de identidad

(Figuras 4y 5).

Aunque este sistema de clasificacion no toma emtauka selectividad de las
toxinas Cry hacia los diversos Ordenes de insectigginos subgrupos de toxinas Cry
muestran una coincidencia entre la similitud erusecia y su toxicidad. Por ejemplo, las
toxinas tipo Cryl son activas principalmente coirisgectos lepidopteros, mientras que las
toxinas Cry3 son toxicas contra coledpteros. Erraete, las toxinas Cry activas contra
insectos dipteros (CrylC, Cry2Aa, Cry4, Cryll), ki@mostrado pertenecer a diferentes

subgrupos, por lo que tienen una baja similitudesuencia.
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De forma adicional, se ha reportado que el géBawllus produce otras proteinas
insecticidas que no estan relacionadas filogematode con la familia de las toxinas Cry
de tres dominios o con las toxinas tipo Cyt, peue Qor su alta capacidad insecticida,
resultan de vital importancia. Entre ellas poderdestacar a las toxinas binarias de Bt
Cry35 y Cry36 (comunmente llamadas Bin-like); laginas Mtx-like (Cryl5, Cry23,
Cry33, Cry38 y Cry40) (Crickmoreet al, 1998, 2007); y las proteinas insecticidas
vegetativas (proteinas Vip) (Estruehal, 1996).

Se sabe que las toxinas Bin-like y Mtx-like estémculadas con las toxinas Bin y
Mtx producidas poB. sphaericusgebidoa su alta similitud en secuencia (Crickmeteal,
1998). No obstante, la especificidad de ambas imadees diferente. Las toxinas Bin y Mtx
de B. sphaericusson activas contra insectos dipteros, mientras lgsiede Bt lo son
principalmente para coleoOpteros. Por su parte,plageinas Vip son aquellas que se
sintetizan durante la fase de crecimiento vegetatie la bacteria. Estas proteinas
comprenden tres familias con siete miembros queniastirado ser activos contra insectos
del orden Coleoptera (Vipl y Vip2) y también deldeém Lepidoptera (Vip3). Su

mecanismo de accidn aun no ha sido elucidado.
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2.4 Proteinas Cry.

La sintomatologia que presentan las larvas detiosacisceptibles por efecto de los
cristales y esporas de Bt son: cese de ingestaligiardel intestino, vomito, diarrea,
pardlisis total y finalmente la muerte (Aronsenal, 1986). La larva inerte presenta un
color negro caracteristico de la enfermedad. Rod&s histopatologicos se ha demostrado
gue las células columnares del intestino medio@®estructuras afectadas inicialmente, y
en particular la microvellosidad apical, que setrdge en su totalidad (Ebersoét al,
1978; Percyet al, 1983).

Las proteinas Cry son sintetizadas como protoximeagivas, las cuales, después de
ser ingeridas por el insecto blanco, son solulliBgaen su intestino medio y activadas por
proteasas digestivas. Las toxinas activadas seaineceptores especificos de la membrana
de la microvellosidad apical de las células dedstino (Braveet al, 1992), creando poros
transmembranales que causan el rompimiento ddukaggor un proceso de lisis osmoética
(Knowles y Ellar, 1987).

2.4.1 Estructura de las toxinas Cry

A la fecha se ha elucidado la estructura cristafizp de seis toxinas CrZry3Aa
(Li et al, 1991) yCry3Bb (Galitsky et al, 2001) con especificidad hacia coleopteros;
CrylAa (Grochulskiet al, 1995) con especificidad hacia lepidépte©gj4Aa y Cry4Ba
con actividad hacia dipteros (Boonsegtral, 2005, 2006) YCry2Aa (Morseet al, 2001)
con actividad dual contra dipteros y lepidopteféigyra 6). Estas estructuras difieren en
algunas regiones a detalle, pero muestran un piegioncomun consistente de tres

dominios globulares constituidos cada uno por céeca00 aminoacidos.
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Figura 6. Estructura tridimensional de las toximsecticidas producidas pBacillus
thuringiensisCry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Bb, Cry4Aay Cry4Bb.
Imagen extraida de Braw al, 2007.

El dominio | es un racimo de sietehélices antiparalelas y anfipaticas, donde seis
de ellas rodean a la hélice5 (Figura 7A). Este dominio es el responsablead@dercion
en la membrana y la formacién del poro i6nicodt.al, 1991; Grochulsket al, 1995). El
dominio 1l es un prisma de tres hoj@splegadas antiparalelas (Figura 7B), que esta
involucrado en union a receptor y especificidadidn@t insecto blanco (Get al, 1989;
Schnepfet al, 1990; Smith y Ellar, 1994; Smedley y Ellar, 198&rseet al, 2001). Por
su parte, el dominio Il consiste de dos lamifiatiparalelas formando uBrsandwich
(Figura 7C). Este dominio también participa endtedninacion de la especificidad (Lete
al., 1995; de Maaget al, 1996; Burtoret al, 1999) y posiblemente en la regulacion de
actividad de canales i6nicos (Chetral, 1993; Wolfersbergest al, 1996; Schwartet al,
1997).
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Figura 7. Dominios estructurales que conforman tiauesira tridimensional de las toxinas Cry. A, Domih B,
Dominio II; C, Dominio lll. Imagen extraida de Bragbal, 2005.

2.4.2 Mecanismo general de accion de las toxingse@rinsectos lepiddpteros.

El mecanismo molecular de accion de las toxinas Kaysido caracterizado
principalmente en insectos lepidopteros. Como s&ciorld previamente, la accion
primaria de las toxinas Cry es lisar las célulageales del insecto blanco a través de la
formacién de poros en la microvellosidad apicalintgstino medio (Aronson y Shai, 2001;
de Maagckt al, 2001, Braveet al, 2005). No obstante, se ha sugerido recientengretda
toxicidad podria estar también relacionada corctevacion de una via apoptopica guiada
por la activacion de proteina G y regulada pomi@m a receptor localizado en el intestino
(Zhanget al, 2006). Nuestro grupo de investigacion no deadartinterior afirmacion, sin
embargo, sostenemos que las proteinas Cry unarvem estado de protoxinas solubles,
son capaces de formar oligdbmeros estables que pusektarse en membrana, generar un
desbalance osmoético a través de un fendmeno decksilar y por dltimo diseminar a
través del organismo guiando al insecto a una ment inanicion y septicemia (de Maagd
et al, 2001; Braveet al, 2005).

Por todo lo anterior, podemos decir que el mecamidenaccion de las toxinas Cry
involucra 5 pasos principales:
1) Solubilizacion y procesamiento de las protoxinag Cr

2) Unidn a receptor en células columnares del intestindio del insecto blanco.
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3) Formacion de una estructura de pre-poro u oligémero
4) Insercion en membrana.
5) Citolisis.

2.4.2.1 Solubilizacién y procesamiento de las peoias Cry.

Los cristales producidos por Bt se solubilizarHagcalino liberando a la protoxina
en un medio reductor (Gringortest al, 1992). Las proteinas Cry se producen como
protoxinas, que para ser activas, deben ser @dassor las proteasas del intestino medio
de los insectos. El procesamiento tipico de lag&sxCryl se da por el corte de los
primeros 28 residuos del extremo N-terminal enitio sonservado (Bravet al, 2002) y
de los ultimos 500 residuos del extremo C-termioladeniéndose un fragmento resistente a
proteasas de entre 60 y 70 kDa que es la toximaag@ravoet al, 2005). La posicion del
sitio de corte en el extremo C-terminal no es @antsten todas las toxinas Cry sino que se
localiza en la region entre los residuos 609 y @8@biko et al, 1986; Martenst al,
1995; Strizhowet al, 1996). La toxina, una vez procesada, se uneept@es especificos
localizados en la microvellosidad apical del intestmedio, (de Maagdt al, 2001; Bravo
et al, 2005) siendo este fendbmeno el catalizador deftevee lisis celular que guia a la

posterior muerte del insecto (Aronson y Shai, 2@yayoet al, 2005).

2.4.2.2 Uniodn de las toxinas Cry a su receptor.

Las toxinas Cry se unen a sitios especificos iadds en la microvellosidad apical
de las células columnares del intestino medio detade insectos susceptibles (Hofmann
et al, 1988; Bravcet al, 1992). Dicha union es determinante para la tdaj y gracias a
estudios con larvas de lepidépteros y toxinaspie @iryl (Pietrantoniet al, 1996) se ha
mostrado que la cinética de unién de dichas toxmagesiculas de membrana en la
microvellosidad apical (VMMA) es bifasica, compuesle un paso reversible y otro
irreversible (Van Riet al, 1989; Jenkinst al, 2000).

Las regiones de la toxina que participan en laract@on con el receptor se
localizan en los dominios Il y Ill, primordialmenten las asas expuestas de dichos

dominios. Estas regiones han sido identificadasnpedio de analisis de mutantes sitio-
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dirigidas (Leeet al, 1996), con las cuales se observd que la etapalidie la interaccion
con el receptor es un proceso reversible prodystdgroteinas con menor afinidad y con
menor toxicidad, como las realizadas en el asa la tiexina CrylAc (Deart al, 1996).
Otras mutaciones causan cambios en la segunda @¢alzainteraccion con el receptor
(unién irreversible) conduciendo también a una bajécidad, como las realizadas en el
asa 1 de CrylAc (Smedley y Ellar, 1996).

Para toxinas tipo CrylA activas contra insectosdiigmeros, se han reportado al
menos cuatro diferentes proteinas que tienen leidorde receptores (Figura 8): 1) una
proteina tipo caderina (CADR); 2) una aminopepad@s’N) anclada a membrana a través
de un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI); 3) anfosfatasa alcalina (ALP) anclada a
membrana a través de un grupo GPI; 4) y un gligogawo (GCR) de 270 kDa
(Vadlamudiet al, 1995; Knightet al, 1994; Jurat-Fuentes y Adang, 2004; Valatisl,
2001).

- Caderina

Las caderinas son proteinas transmembranales cdorimio citoplasmatico y un
ectodominio extracelular formado por varias subadé$s proteicas de aproximadamente
100 aminoacidos cada una (Vadlamatial, 1995). Forman una de las superfamilias de
proteinas mas diversa, ya que desarrollan unavgnaedad de funciones, que involucran
desde adhesion celular hasta organizacion delscjtmdeto y morfogénesis (Angst al,
2001; Gumbiner, 1996). En 1993, un nuevo tipo ddedaa fue aislada del epitelio
intestinal del lepidépterManduca sextagebido a la capacidad que present6 para unir a la
proteina CrylAb (Vadlamudit al, 1993). Dicha glicoproteina de 210 kDa y 12 rigjmst
extracelulares proteicos, fue clonada en 1995 ybnada Bt-R1 (Vlamudet al, 1993;
Dorsch et al, 2002). Esta proteina mostro un 30-60% de sundiliy un 20-40% de
identidad con otros miembros de la superfamilidadecaderinas (Vadlamuet al, 1995).
No obstante, esta proteina se localiza en la sojgedpical de las células columnares del
intestino deM. sexta a diferencia de las caderinas tradicionales,pprdo general, estan
presenten en las uniones que involucran la adhesgidta-célula (Aimanovat al, 2006;
Chenet al, 2005; Hareet al, 2003; Midboeet al, 2003). Por lo anterior, se intuye que Bt-
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R1 presenta una funcion especifica y diferenciadaoenparacion con otros miembros de

la superfamilia de las caderinas.

GCR
Figura 8. Receptores de las proteinas tipo Crylikagtontra insectos

lepidopteros. CADR, caderina. APN, aminopeptida¢#, alcalino-
fosfatasa. GCR, glicoconjugado. Imagen extraidBrdgoet al, 2005.

Fue por medio de experimentos de union a travesistelde la técnica drurface
plasmon resonancegque se demostré que la toxina CrylA en estadoomeérico podia
unirse al receptor Bt-RI con una constante de @isan de 1 nM (Vadlamudit al, 1995).
Este dato, aunado a la expresién de Bt-R1 en lcedakres de mamiferos (como COS-7 y
HEK-293), permitié el analisis de la union de Igib@ mediante otras técnicas bioquimicas
como ensayos tipo ligand blot (Vadlamedial, 1995). Ademas, cuando se expresé a BT-
RI en lineas celulares de insectos lepidépteragdl(8$fH5), se demostrd la capacidad de
union y toxicidad de las toxinas CrylAa y CrylAer@no la de Cry3Aa y CryllAa, las
cuales, naturalmente no son toxicas hacia ested@pmsectogKeeton y Bulla, 1997;
Zhanget al, 2006). Este dato no solo validé a Bt-R1 comeepear especifico de las
toxinas tipo CrylA, sino también establecié unaangnte relaciéon entre el evento de
unién y la actividad de la toxina.
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La interaccidon de las toxinas tipo CrylA al rece@t-R1 es un evento complejo
que involucra, al menos, 3 sitios de union en ambal@culas. Concretamente, Gomez y
colaboradores, a través del uso de una bibliotecéagos, caracterizaron un anticuerpo
anti-scFv (scFv73) que es capaz de unir al domihide las toxinas CrylA. Dicho
anticuerpo inhibe especificamente la unién dedgimas CrylA a Bt-R1, y gracias a su uso
en ensayos de competencia, se pudieron identifesuregiones de union de Bt-R1 hacia la
toxina CrylAb:repetido 8 localizado en el asa 2 del dominio Il (Génedzal, 2001,
2002a);repetido 11, localizado en el asa8 (a8a-a8b) del dominio Il (Gomezt al,
2003) yrepetido 12 (residuos 1363-1464), el cual se localiza en &l3adel dominio Il y
que mostrd estar altamente involucrado en la tdadtide CrylAb (Huaet al, 2004).
Todos estos resultados de forma conjunta, demugsérdas toxinas CrylA se pueden unir
de forma especifica al receptor Bt-R1 cuando éstensuentra expresado tanto enddégena

como exdgenamente.

Ademas de Bt-R1 eM. sexta a la fecha se han reportado otras proteinas tipo
caderinas que sirven como receptores de toxina$ACen otros insectos lepidépteros,
como seriaBtR175 enBombyx mor{glicoproteina de 175 kDa que une especificamente
CrylAa) yHevCALP en Heliothis virescensTodas estas proteinas muestran un tipo de
organizaciéon similar a Bt-R1, su porcentaje detiden con dicho receptor es del 70% y su
validez como receptores ha sido ampliamente doctadara través del uso de diferentes
técnicas (Flanaggaet al, 2005; Gahanet al, 2001; Morinet al, 2003; Nagamatset al,
1998 y Wanget al, 2005). En particular, HevCALP es importante deba que el Unico
caso de resistencia a las toxinas Cry que se hangado en campo, esta estrechamente

relacionado a mutaciones en dicho receptor (FevfarnyRie, 2002).

- Aminopeptidasa

Las aminopeptidasas (APN’s) son una familia denemzique cortan de forma
natural aminoacidos a partir del extremo N-termirRabr lo general tienen una gran
variedad de funciones, pero en el intestino de ilusectos lepidopteros trabajan
conjuntamente con endopeptidasas y carboxipeptidzesa digerir proteinas derivadas de
la dieta de los insectos (Waagal, 2005). Ademas de sus propiedades en la dige&i®n
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APN’s han sido estudiadas por su habilidad comepteces de las toxinas Cry. De hecho,
desde que se demostré que estas proteinas puettedialmas toxinas, muchas formas
diferentes de APN’s han sido aisladas y caractiEagaunque no todas han mostrado tener
importancia en la susceptibilidad de la toxina eoér insecto blanco (Sangadaaal,
1994; Knightet al, 1994).

Hoy en dia se conocen cinco diferentes clases &€ AfHerreroet al, 2005). La
clase 2 es la menos parecida a las otras clasesincporcentaje de identidad en secuencia
de solo 25-26%, mientras que la clase 1 y 3 somi&s similares con un porcentaje de
identidad de 38%. No obstante lo anterior, todas A®N’s comparten un grupo de
caracteristicas similares, como serian un pesocmalede 90 a 170 kDa, el que tengan un
péptido sefial en el extremo N-terminal que dirigpdipéptido naciente a la superficie
externa de la membrana citoplasmatica y el questedtén ancladas a membrana a través
de un grupo GPI (Agrawadt al, 2002; Denolfet al, 1997; Knightet al, 1995; Luet al,
1996, Takesuet al, 1992).

En cuanto a su funcién como receptor de las toxibes la interaccibn mas
estudiada a la fecha es la de la APN de 120 kDWl.dsextay la toxina CrylAc. Esta
toxina interacciona con APN a través del dominioBI primer indicio de que APN podria
funcionar como su receptor surgi6 a partir de yrearento tipo ligand blot, que generé la
identificacion de una proteina de 120 kDa, quedosteriormente purificada usando para
ello una columna de afinidad para CrylAc, la cegjuirio de la presencia del azdcar N-
acetilgalactosamina (GalNAc) para su elusion, deérdondose asi que dicho azucar es
indispensable para la union de CrylAc con APN (Kheg al, 1994; Sangandalet al,
1994). Posteriormente se mapearon las regionesitdeadcion de CrylAc a APN por
mutagénesis sitio-dirigida, observandose que lm#oge une al receptor a partir de dos
regiones (asas 2 y 3 del dominio 1), una de ladesuse comparte con las toxinas CrylAa
y CrylAb. No obstante, la diferencia entre la uni@nestas toxinas, es que la interaccién
de la APN con CrylAay CrylAb no se inhibe en pneseede GalNAc como con CrylAc
(Massonet al, 1995). Ademas de lo anteriores experimentospitaimse ha probado la

interaccion de la toxina CrylAc y la proteina APkpmesada exdgenamente en lineas
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celulares debrosophila melanogasteto que sustenta el papel de dicha proteina mo sol
como receptor de la toxina sino también como unlaslpr de su actividad (Gill y Ellar,
2002).

- Alcalino-fosfatasa

Las proteinas tipo alcalino-fosfatasa (ALP’s) tambhan sido identificadas como
receptores de las toxinas Cry. No obstante, ebjoadpue se ha realizado con este receptor
es minimo comparado con lo que se ha hecho comelmeptores CADR y APN. Por
estudios preliminares se ha sugerido que ALP paetigar como receptor de la toxina
CrylAc enM. sexta(McNall y Adang, 2003; Sangandadaal, 1994) yH. virescengEngh
et al, 1996; Jurat-Fuentes y Adang, 2004). En estmadltiaso, la ALP identificada es una
glicoproteina de 68 kDa anclada a membrana porrupogGPI (Jurat-Fuentes y Adang,
2004), cuya unién a la toxina CrylAc fue demostnadaiante un analisis tipo ligand blot
usando VMMA deH. virescensen presencia de GalNAc. Es interesante menciamaisq
ha demostrado que el fenotipo de la linea resesteH. virescenyYHD2) a CrylAc, se
debe a mutaciones que generan una produccion daddel receptor ALP (Jurat-Fuentes y
Adang, 2004), lo que seria el primer indicio conemte para darle a esta proteina el titulo
de receptor. Por otra lado, bh sextatambién se ha identificado una ALP importanteaen |
union de la toxina CrylAc, esto a través de unisisgbroteomico usando VMMA de este
lepidéptero (McNall y Adang, 2003). Esta metodoéogbre una nueva brecha de estudio
para poder identificar proteinas con potencial irtgyde en el mecanismo de accion de las

toxinas Cry.

- Glicoconjugado

Por estudios preliminares se ha demostrado quéoiasas Cry son capaces de
unirse a dos tipos adicionales de receptores.iflgpo es un glicoconjugado de 270 kDa
aislado deLimantria disparal que se le ha denominado BTR-270, el cual, mauesta
fuerte union con las toxinas CrylAa, CrylAb y Cral®alaitiset al, 2001). Este receptor
ha sido dificil de caracterizar, no obstante, parser una proteina anionica altamente
glicosilada que forma parte del glicocélix de IaBIMA de L. dispar El otro receptor
llamado P252, fue aislado de un fraccion solubl&@n X-100 derivada de VMMA de
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B. mori(Hossainet al, 2004). P252 tiene un peso aproximado de 252 kbagmbargo,
por cromatografia de filtracion en gel, se purifio® estructura oligomérica de 985 kDa.
Este receptor purificado une a las toxinas Cryl@a1Ab y CrylAc bajo condiciones
desnaturalizantes, pero su importancia en la stibdifad de la toxina a sus células blanco
aun no se ha reportado.

2.4.2.3 Formacion de una estructura de pre-pordigdémera

Como se menciond previamente, la mayoria de lamasxformadoras de poro
producidas por bacterias, antes de insertarse embraea forman una estructura
oligomérica altamente organizada y estable, contia sel caso de la aerolisina de
Aeromonas hydrophilgAbrami et al, 2000a), laa-toxina de Staphylococcus aureus
(Valevaet al, 1996), la neumolisina d&treptococcus pneumonié@ilbertet al, 1999) y
la a-toxina deClostridium septicun{Melton et al, 2004). De hecho, en muchas de estas
toxinas, se propone que la interaccion con el tecepduce un cambio conformacional,
que acompafiado por un corte proteolitico por unaepsa asociada a membrana,
promueve eventos de oligomerizaciébn para generar foorma activa y eficiente de
insercion en membrana. En el caso de la toxindA&lyy la unién a Bt-R1 d®. sexta
promueve un corte proteolitico adicional en el@xio N-terminal (hélicerl), facilitando
la formacion de un oligdbmero o pre-poro que es d&mmehtal para la insercion en
membrana y la toxicidad (Gometal, 2002b; Rause#t al, 2004a).

Experimentalmente, la forma en que se observé didiggmero, fue mediante la
incubacion de la protoxina de CrylAb con el antippescFv73 que mimetiza el sitio de
union a Bt-R1 6 con péptidos sintéticos que minaetips sitios de unidon de dicho receptor
hacia la toxina, todo en presencia de jugo gastlie®d. sexta Este proceso generd la
formacion de un tetramero de 250 kDa que careda kiélicea-1 del dominio | (Gomeet
al., 2002b y 2003; Soberéet al, 2007). Posteriormente se reportdé que dicha aatal
oligomérica, incremento su afinidad por el rece@BN de 100 a 200 veces, mostrando
una constante de disociacion aparente de 0.75M (Gdmezet al, 2003; Pardo-Lopeet
al., 2006). Ademas, el oligbmero demostré ser maspetente que el monémero para

insertarse en membrana, esto a través de expeamdatinsercion basados en el analisis
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de la fluorescencia intrinseca de grupos triptédana través de ensayos de formacion de

poro usando bicapas lipidicas planas (Raatell, 2004a).

El resultado anterior fue un parteaguas en el diteento del mecanismo
molecular de accion de las toxinas tipo CrylA,lg techa, se ha reportado la existencia de
otras estructuras de pre-poro para otros tipoexdeas Cry, como serian: CrylCa, CrylDa,
CrylEa, CrylFay Cry3 (Gomet al, 2002b; Rausekt al, 2004a, 2004b; Mufioz-Garay
et al, 2006). En todos los casos, los oligbmeros maesina alta actividad de formacion
de poro en contraste con las muestras monomédcasgeneran una actividad de tipo
marginal, lo que sustenta la hipétesis de querladoion del pre-poro es un paso necesario

y decisivo en el mecanismo de accién de las toxXurgs

Ademas de lo anterior, recientemente se obseredlajhélicea3 localizada en el
dominio | de la toxina CrylAb es capaz de formaruesuras denominadas “coiled-coils” 6
zippers de leucina, los cuales son dominios imptetaen el plegamiento natural de las
proteinas (Chothiat al, 1981). Estas estructuras tipo coiled-coils seném gracias a la
interaccion de 2 a %-helices, y estan involucradas en la oligomerizadi@ diversas
proteinas y en la estabilidad termodinamica deadiailigdmeros (Burkhardt al, 2001).

A través de mutagénesis sitio-dirigida sobre laickéb3 de la toxina CrylAb, se

obtuvieron proteinas mutantes que pueden unirgecalptor Bt-R1 tal y como hace la
proteina silvestre, pero que estan afectadas enoseso de oligomerizaciéon, dando como
resultado la pérdida total de su actividad formadit® poro y la nula toxicidad en larvas de
M. sexta Estos resultados indican que el estado de pre-goe experimenta la toxina

CrylAb antes de insertarse en membrana, es umiatiario indispensable y necesario en
el proceso final de intoxicacibn que presente levala dandole asi una relevancia

contundente al proceso de oligomerizacion.

2.4.2.4 Insercién en membrana y formacion de poro
La fase irreversible de la union de las proteinas &la membrana se considera
como una evidencia de que éstas se insertan epartaluego causar la destruccion del

tejido intestinal de las larvas de insectos suddept(Van Rieet al, 1989; Jenkingt al,
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2000). Se ha demostrado que a dosis de micromataitoxinas Cry son capaces de
interactuar con membranas lipidicas artificialesaasencia de receptor e insertarse en las
mismas, formando canales permeables principalngenstiones (Englishbt al, 1991). No
obstante, a concentraciones fisiolégicamente ratega(pM-nM), las proteinas Cry no se
insertan de manera espontanea en membranas alggi¢knowles,1994; Lorencst al,
1995) lo que le da al proceso de formacion de poeovalidez biologica en el mecanismo

de accién de las toxinas Cry.

Actualmente, con la identificacidon de la estructligomérica de las toxinas Cry, la
vision que se tiene sobre la forma en que las &sxge insertan en membrana, ha cambiado
drasticamente. Hoy en dia, se sabe que la actifmtagadora de poro del oligobmero de
CrylAb en bicapas lipidicas planas, presenta dderedites caracteristicas cinéticas
relevantes entre el pre-poro y el estado monoméeda toxina. La primera muestra que el
oligbmero puro es capaz de inducir formacion de pon una concentracion mucho menor
de toxina que la que se necesita con el monomeesggunda recalca que el oligobmero
puro de CrylAb es capaz de generar lecturas delesaestables que tiene una alta
probabilidad de apertura en contraste con el ib&stpatrén de apertura y cierre que

muestra el monomero (Rausetlal, 2004a).

Por todo lo anterior, los modelos de insercion regoims para las toxinas Cry han
variado notablemente. Con la toxina en su formaanrica, se propusieron dos modelos
de insercion en membrana. El primer modelo llamddd‘abrecartas” (Figura 9B),
propone que lasi-hélices 5 y 6 se insertan en la membrana comoecaescia de un
cambio conformacional regulado por el receptor,nsayor participacion de las hélices y
dominios restantes. El otro modelo, denominad6paeaguas” (Figura 9A), plantea que
después de la union con el receptor, se insereglan de las hélices4-05, mientras que
el resto de las hélices se aplanan sobre la sciged la bicapa lipidica exponiendo hacia
ella su cara hidrofébica (Knowles, 1994). Hastanemento, mas evidencias sustentan el
modelo de paraguas (Schwagtzal, 1997; Massoet al, 1999).
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Figura 9. Modelos de insercion de las toxinas CriyBtMA del intestino
medio de la larva susceptible. Lashélices estan numeradas a partir dg
extremo N-terminal. R, receptor. A) Modelo plgraguas Las hélicesi4 y
a5 se insertan mientras las hélices restantes sdiemam sobre la
superficie de la membrana. B) Modeloat@ecartas Las hélicesi5 y a6
se insertan a la membrana sin mayor reordenamisttoctural de las
demas hélices. Imagen extraida de Knowles, 1994.

En cuanto a la forma de insercion de las toxingsedrsu forma de oligdbmero, ya
se sabia, por experimentos de proteccién osmdi estas toxinas formaban poros con
un diametro de 1 a 2 nm (Knowles y Ellar, 1987)tdfhafio de estos poros aunado a la
aparicion frecuente de multiples estados de coadui en los estudios de la actividad de
las proteinas Cry en bicapas lipidicas planasi(S&tal, 1990; Schwartzt al, 1993;
Grochulskiet al, 1995; Schwartet al, 1997) evidenciaron la formacién de agregados de
las d-endotoxinas. De hecho, se postulé que se requikremiatro toxinas Cry para formar
un poro en donde las héliced4 y a5 se encuentran insertadas en la membrana (Schetartz

al., 2000; Gémezt al, 2002b). Hoy en dia se han hecho otro tipo deidereciones
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respecto a este rubro, como la importancia deifpdos preponderantes en las células
columnares del instestino para la insercion deokné. En el caso de las toxinas tipo
CrylA, se sabe que después de ser incubadas conA/N&lg toxinas tienden a asociarse
con microdominios lipidicos o balsas de membranzouignados “rafts”, que se definen
como aquellos lipidos insolubles en detergente estdn enriquecidos en colesterol,
esfingolipidos y proteinas ancladas a membranaupogrupo GPI (Simons y Toomre,
2000). Dichos microdominios son esenciales parciavidad de formacion de poro de la
toxina CrylAbin vitro (Zhuanget al, 2002). El receptor Bt-R1 esta localizado en la
fraccion soluble de membrana, a diferencia de APNRLY, los cuales se encuentran
enriquecidos en rafts (Zhuamg al, 2002). Los insectos lepidopterbls virescensy M.
sextaal igual que muchos mamiferggesentan en sus células intestinales zonas guéas
se encuentran microdominios de membrana tipo r@iwianget al, 2002). A estas
regiones se les asocia con el trafico de membrara Ip activacion de diversas vias de
transduccion de sefales, ademas de catalogarselgsmsitios de entrada de la célula para

virus, bacterias y toxinas (Simons y Toomre, 2000).

En el caso de las PFT, se sabe que estas toimasayoria de las veces,
interaccionan con receptores localizados en raftsocparte de su mecanismo de accion, y
este paso es crucial para la oligomerizacion ed¢isede la toxina dentro de la membrana
(Cabiauxet al, 1997). En el caso de las toxinas tipo CrylA, aedamostrado que el
receptor APN estd implicado en su insercion, esfoadir de experimentos donde se
promueve el corte de las proteinas ancladas a naealpor un grupo GPI a partir del uso
de fosfolipasa C, lo que genera un decremento ratigtaen los niveles de oligdmero
presentes en fraccion soluble y una drastica distion en la actividad formadora de poro
de la toxina CrylAb (Bravet al, 2004). Ademas, se ha demostrado la incorporaiéon
APN en bicapas lipidicas planas, o que generaceémento en la actividad de formacion
de poro de la toxina CrylAa (Schwaetzal, 1997).

Con el uso de la técnica de analisis de la fluemda intrinseca de los grupos
triptéfanos presentes en la toxina, se han logohdervar cambios estructurales después de

que el oligdbmero de CrylAc se une a APN. Con eflalsmostré no solo que el azlcar
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GalNAc es determinante para su interaccion (Padmek et al, 2006), sino que los
cambios conformacionales que experimenta la tofamarecen su insercién dentro de la
membrana (Pardo-Lopezt al, 2006). De hecho, previamente se habia propupsdas
proteinas deben estar parcialmente desplegadapditar su insercibn en membrana y la
formacién de poro. En el caso de las PFT activagraocélulas de mamiferos, dicho
desplegamiento se ve generalmente catalizado poHwcido (Parker and Feil, 2005), que
se encuentra principalmente en compartimentos debmaa y también en la superficie de
la células, donde el pH puede ser dos unidades mumtg@romedio general (Parker and
Feil, 2005). En contraste, en insectos lepidopteyoslipteros (mosquitos) el pH
preponderante en la zona del lumen intestinal ssc®&11 o superior) (Dow, 1986).
Rausell y colaboradores, demostraron por analesedplegamiento en la toxina CrylAb a
diferentes pH que la presencia de un estado detémajlobe” 6 relajamiento de la
estructura del oligébmero, se ve favorecido por Hnatcalino y no &cido. Estos analisis
mostraron ademas que la estructura de pre-por@hgélmero insertado en membrana, son
mas flexibles que la toxina en su forma monomégiRausellet al, 2004a), y aunque hoy
en dia no se ha determinado que dicho cambio estélado con la presencia del estado de
“molten globe”, es indiscutible que la interaccibel tetramero con el receptor a pH basico

facilita su insercion (Pardo-Lopet al, 2006).

Basado en los datos anteriores, se postula queamsmo de accion de las toxinas
tipo CrylA (Figura 10) involucra la interaccion seacial de dichas proteinas con los
receptores Bt-R1 y APN. El primer paso involucrantaraccion de las toxinas tipo CrylA
con Bt-R1, lo que desencadena la formacion de stactura de pre-poro que pierde
afinidad por caderina y gana afinidad por un seguedeptor, APN, induciéndose asi un
nuevo cambio conformacional a partir de un estagldndolten globe”, que favorece la
insercion de dicha estructura en membrana y ekgmde formacion de poro (Bragbal,
2004).

2.4.2.5. Citdlisis
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Las toxinas Cry causan la muerte de las célul@slieges por citdlisis osmatica.
Las toxinas Cry aumentan la permeabilidad de larowallosidad apical a cationes,
aniones, agua y moléculas de mayor tamafio. Estergeue se colapse la diferencia de
potencial y por tanto se pierda la fuerza motrie glirige la entrada de aminoacidos al
interior celular, asi como la redistribucién de ¢dasiones entre el lumen y el citoplasma. Se
considera que un efecto devastador en este preseksoalcalinizacion del citoplasma, ya
que esto interfiere con el metabolismo celular radymue tiene como consecuencia final la
destruccion del epitelio intestinal. Una vez gquedélulas se destruyen, las esporas de Bt
tienen acceso al hemolinfa, medio en el que pralife La consecuencia final de la
destruccion del intestino medio y la proliferaciba bacterias de la hemolinfa desemboca

en la muerte de las larvas por inanicion y septiaénowles y Ellar, 1987).

gy _.ﬁ_.@

Figura 10. Mecanismo de accion de las toxinas CrghAnsectos lepiddpteros. (1
Solubilizacion y activacion de la toxina; (2) Unidal mondmero de CrylA al primer
receptor (CADR) y cambio conformacional inducido pempérdida de la hélica-1;
(3) Formacion del oligobmero o pre-poro; (4) Uniénl @égomero a un segundo
receptor (GPI-APN), induciéndose un cambio confaiorel que genera la presenci
de un estado de “molten globe” en la toxina; (5) lcisa del oligbmero en membrana:
tipo rafts y formacién de poro. Imagen extraida davBet. al 2007.

j2)
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2.4.3 Mecanismo general de accion de las toxingsedrinsectos dipteros.

Como se mencion6 previamente, las toxinas Cry astoontra larvas de mosquitos 'y
producidas por Bti (CryllAa, Cry4Aa y Cry4Ba) pasama estructura tridimensional
similar a las toxinas CrylA activas contra lepi@dps, lo que sugiere que su mecanismo
de accion podria ser similar. Al igual que en losectos lepidépteros, las larvas de los

mosquitos ingieren los cristales promoviendo sulsbtacion en un ambiente alcalino y
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reductor, caracteristico del intestino de diptefrs.el caso de la proteina CryllAa, la
protoxina soluble tiene un peso molecular aproxmnadel 70 kDa a diferencia de la forma
toxica que al sufrir un corte intramolecular pas faoteasas propias del insecto pierde 28
residuos del extremo N-terminal y genera dos fragosimportantes de 36 y 32 kDa que
permanecen unidos en su forma nativa por interaesihidrofobicas (Dai y Gill, 1993),
los cuales son indispensables para su toxicidath@gavaet al, 2004, 2002, 1999). En el
caso de la toxina Cry4Ba se sabe que la protedlisi$ro ocurre en el asa que conecta a la
lamina-5 con la hélicex-6 de la toxina, lo que genera la formacion defdaogmentos de
47 kDa que permanecen unidos por interaccionesfidivicas y un fragmento de 21 kDa.
Este tipo de procesamiento es clave para la aatividtoliticain vitro de la toxina Cry4Ba
en lineas celulares dee. aegyptiasi como para su toxicidad contra estos misnseios

in vivo (Angsuthanasombat al, 1993; Komanet al, 1998).

En cuanto al mecanismo de unién de las toxinas €rjha propuesto que las asas
expuestas del dominio Il en las toxinas Cry4Aa, 4By y CryllAa estan directamente
involucradas en su interaccion a receptor y erspee@ficidad de la toxina. En este ultimo
apartado en particular, se sabe que la toxina GrydARiestra toxicidad nula contra
mosquitos del géner@ulexen contraste con la toxina Cry4Aa que es toxica pHos. No
obstante, por experimentos de mutagénsis en € dsh dominio Il de Cry4Ba, se logré
mimetizar dicha asa con la de la toxina Cry4Aayouhticiendo asi toxicidad hacia
mosquitos del géner@Gulex (Abdullahet al, 2003). De forma contraria, al mutagenizar las
asas 1y 2 de la toxina Cry4Ba se suprimio la tdait a larvas dé\edesy Anopheles
(Abdullah et al, 2003), puntualizando que las regiones expuestasl dominio Il de las
toxinas Cry son determinantes para la especificiiath toxina. Ademas de lo anterior, es
importante mencionar que recientemente se demqgsidedisefiando las asas expuestas
del dominio Il de la toxina CrylAa tomando como madCry4Ba, se obtuvo una quimera
de CrylAa que fue medianamente toxica contra ladea3x. pipiens(Liu y Dean, 2006).
Este dato abre la posibilidad de pensar que emtetd se podran disefiar toxinas Cry
capaces de contender con procesos de resistenai@poaando el insecto blanco para el

gue originalmente sean toxicas.
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En el caso de la toxina Cryl1Aa las asas del dontinembién son importantes en
Su union a receptor. Concretamente se sabe poyanda competencias en union usando
péptidos sintéticos correspondientes a las asagstgs del dominio Il, que las ase; la
laminaf4 y el asa 3 son importantes en la interaccioradexina con las VMMA dé\e.
aegypti Ademas, al realizar mutagénesis sobre elo@sae confirmé que dicha regién es
vital en la interaccion de CryllAa con su recefmoalizado en las VMMA dée. aegypti

y con su toxicidad (Fernandetal, 2005).

En cuanto a la identificacion de los receptoresllpados en VMMA, el primer
dato que se obtuvo fue que las toxinas CryllAaywiBa, se unian a proteinas de pesos
aproximados de 65y 62 kDa en VMMA de larves aegyptiesto a partir de ensayos tipo
ligand blot (Buzdinet al, 2002). Trabajo reciente, demostré que en redladsten tres
proteinas capaces de unir a la proteina Cryll1Aapesns moleculares aproximados de
200, 100 y 65 kDa, sugiriendo la presencia de neasndposible receptor para esta toxina
en membranas de mosquitos. Dos de estas prot&nads]100 kDa y la de 65 kDa, estan
ancladas a membrana a través de un grupo GPI (enat al, 2006). No obstante,
después de un proceso de purificacion por cromafiegie afinidad, sélo la proteina de 65
kDa fue obtenida. Esta proteina se identifico cama ALP (Fernandeet al, 2006). Que
esta vinculada directamente en la toxicidad de Tkl Dos fagos que despliegan la toxina
CryllA, P1.VMMA y P8.VMMA, unen especificamenteaaALP de 65 kDa, compiten la
union de la toxina en VMMA e interfieren en la tokiad de la proteina (Fernandstzal,
2006). Todos estos resultados, en conjunto, muegia ALP es un receptor importante

gue media la actividad toxica de CryllAa en lad@&e. aegypti

En otros mosquitos comanopheles quadrimaculatuseambién se han identificado
posibles receptores para las toxinas Cry, conceziterse observé union de CryllBa a una
APN anclada a membrana por un grupo GPI (Abdudiafal, 2006). Esta APN une a
CryllBa con alta afinidad pero no interacciona dory4dBa o CryllAa lo que
posiblemente explique la diferencia en toxicidades presentan estas toxinas en esta
especie en particular, pues CryllBa es 100 vecsstdrica que las otras toxinas contra

este mismo mosquito (Abdulladt al, 2006).
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Como hemos visto hasta ahora, al igual que en tosdepidopteros, existen
muchos receptores para toxinas Cry en insectosrdipty muchos de estos estan anclados
a membrana a través de un grupo GPI como es eldeagd P y APN (Fernandeet al,
2006; Abdullahet al, 2006). Ademas, en otro tipo de toxinas activaistra mosquitos
como las toxinas binarias (Bin) producidas Borsphaericustambién se ha identificado
una proteina anclada a membrana por GPI que fusrd@dnomo posible receptor. Esta es
unaa-glucosidasa que mostro ser funcional®a pipiens(Darbouxet al, 2001), y dado
que esta proteina y las anteriores, parecen estiguecidas en regiones tipo rafts,
podemos decir que al igual que otras PFT, las &sx{Dry activas contra insectos dipteros

prefieren este tipo de membranas para llevar a saloecanismo de accion.

2.5 Proteinas Cyt.

Como ya se menciond con anterioridad, las protedlyason un subgrupo de las
endotoxinas cristalinas producidas por Bt que dehemombre al hecho de poseer una
actividad citoliticain vitro contra varios tipos de células (Knowles y Ell&81; Thomas y
Ellar, 1983a). Una gran variedad de diferentesnaiCyt han sido encontradas en cepas
con actividad toxica contra mosquitos vivo, y los genes de muchas de ellas han sido
identificados y secuenciados, como CytlAal Ble thuringiensissubsp. israelensis,
CytlAa2 deB. thuringiensissubsp morrisonicepa PG14 (Earp y Ellar, 1987; Waalwgk
al., 1985), Cyt2Aal d&. thuringiensisubspkyushuensigkoni et al, 1993), que también
ha sido encontrada eB. thuringiensissubsp.darmstadiensis/3-E10-2 y el gen que

codifica para la toxina Cyt1C déh thuringiensisubspfukuokaensi¢Yu et al, 1991).

2.5.1. Estructura de las toxinas Cyt.

El primer intento para modelar la estructura trigisional de las toxinas tipo Cyt
fue 1988 con la toxina CytlAa producida por Bti fd/at al, 1988). Este modelo capturd
algunas caracteristicas de la estructura, comodaingia de laminaB y dos ramilletes de
a-hélices antiparalelas, pero no pudo proveer dedesaripcion del arreglo tridimensional
de los elementos de la estructura secundaria. Mo sino hasta 1996, que Li y
colaboradores lograron determinar la estructuraagons X de la toxina Cyt2Aal, antes
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nombrada CytB (Figura 11), la cual consiste de laguillas a-helicoidales externas

(hélices A-B y C-D) flanqueando un nucleo de h@jgd&minas 1 a 7).

Figura 11. Estructura de la toxina Cyt2Aal de
Bacillus thuringiensis subsp. kyushuensis.
Imagen extraida de Brawt al.,2007.

Posteriormente, con el alineamiento de las secagmg# aminoacidos de CytlAal
(Bacillus thuringiensissubsp.israelensiy, CytlAa3 B. thuringiensissubsp.morrisoni,
CytlAbl @. thuringiensisubsp.medellir), CytlBal B. thuringiensisubsp.neoleoensis
Cyt2Bal B. thuringiensis subsp. israelensiy y Cyt2Aal 8. thuringiensissubsp.
kyushuensjs(Butko, P. 2003), se observé la presencia deodugls con alto grado de
similitud y significancia estadistica entre todatae toxinas:

1) la hélice A (°YILQAIQLANAFQGALDP %).

2) el asa después de la hélice D mas la lafdn@ “TFTNLNTQKDEAWIFW*®9),
3) las lamina$5y 6 C**TNYYYNVLFAIQNEDTGGVMACVPIGFE®Y y

4) la hojap6a y el asa subsiguiente haaia >*LFFTIKDSARY?%.

Wardet al, en 1988, fueron los primeros en desarrollar nmartagis sistematica de
la toxina CytlAa. Este grupo reemplazé residuogiados (los cuales estan usualmente
expuestos sobre la superficie de las proteinas)apamina, observandose que de 13
mutantes, solo cinco (154, 163, 164, 213 y 225)eton efectos importantes en cuanto a

toxicidad y union a lipidos. El hecho de que estatantes se encontraran en las asas entre
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aD-B4, 45, B6-aE y aE-B7, sugiere que dichas regiones son de vital impoidaen la

actividadin vivode Cyt.

2.5.2 Inhibicién de toxicidad inducida por lipidos.

Thomas y Ellar mostraron que la preparacién detdamas producidas por Bti
pierden su actividad bajo incubacion con lipidosigffias y Ellar, 1983b). Al mismo
tiempo, demostraron que las determinantes imp@sapara la unién de toxina eran las
cabezas polares de los lipidos (fosfatidilcolimasfdtidiletanolamina y esfingomielina) y la
presencia de cadenas de acidos grasos insatutddmer y Ellar, a su vez, en 1989,
encontraron que la adicién de toxinas de Bti asuspension de vesiculas multilamelares
causa un incremento inmediato en turbidez, el fuehtribuido a la reorganizacion de los
lipidos, los cuales incluyen vesicularizacion yeagcion y/o fusion. Usando liposomas
multilamelares (Drobniewski y Ellar, 1988; HaiderBflar, 1989) y bicapas lipidicas
(Knowleset al, 1989) se ha demostrado que la accién citolitc&€g@1Aa es mediada por
la interaccion toxina-lipido (Butko, 2003).

2.5.3. Canales selectivos a cationes, segmentasxiéiea y modelo de formacion de poro
para las toxinas Cyt.

En 1989, Knowle®t al, reportaron que CytlAa forma canales en bicapédidias
planas, pero solo a un pH de 9.5. Un analisis midaustivo de los canales de Cyt2A81 (
thuringiensisvar. kyushuensjs(Knowleset al, 1992) probo inequivocamente la presencia
de canales de potasio después de la incorporaeimtdxina activada en bicapas lipidicas
planas. Estos autores también observaron que @po@cion de la toxina induce la

liberacion total de glucosa en liposomas previameatgadas con dicho azucar.

Los resultados anteriores apoyan la idea del nmoande lisis coloide-osmotica
de CytlA mediado por dafo celular (Knowles y EIE®87); es decir, que el proceso de
equilibrio en las concentraciones de cationes &ésrade membrana resulta en un
movimiento osmaotico de agua con subsecuente hidohazventual ruptura de la célula.
Sin embargo, aunque estos resultados podrian deette indicio de que la toxina Cyt1A

se inserta en la membrana, se ha visto que lasoaudielices de CytlAal que contienen
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de 11 a 15 aminoacidos, son demasiado cortas pazarka (Butkoet al, 1997). De ahi
que Liet al, en 1996, sugiriera que las hofasntes que lag-hélices estarian implicadas

en union a membrana, insercion y formacion del poro

Un modelo hipotético propuesto para el poro formado Cyt consiste de 6
moléculas de toxina ensambladas como una somiatiiarta. El asa de la sombrilla
comprende las cadengS a 7, atravesando la membrana lipidica, mientnasen la parte
alta de la sombrilla se localizan lkashélices desplegadas sobre la superficie (Promgonko
1999; Promdonkoy y Ellar, 2003). Por otro ladoatpegacion de CytlA en la membrana
parece jugar un papel importante en la hipotesisodeacion de poro. Cuando el poro
transmembranal es formado, a menudo diversas matede toxina se ensamblan para
crear la alineacién del poro, como en la toxinaadgax (Falnes y Sandvig, 2000). En
1997, Gazit y colaboradoremostraron que las moléculas de CytlAa puedenaictigsr
una con otra via las hélices Ay C, esto gracias esesultados que observaron con péptidos
sintéticos que mimetizaban dichas regiones y q@eofu analizados por espectros de
fluorescencia. No obstante, solo hay un reportdigado sobre el aislamiento fisico de
agregados de CytlA por gradiente de sacarosa, etua Chow y colaboradores,
estudiaron la unién de CytlA marcada ¢6h a eritrocitos y células dA. albopictusy
Choristoneura fumiferangdChow et al, 1989). Una limitante de este estudio es que la
composicidon de los agregados es incierta, debide@be las células completas, por lo que
CytlA podria estar unida a un gran nimero de prasede membrana y no consigo misma.
Como los canales o poros estan usualmente forn@atgsequefias subunidades proteicas
ensambladas entre si con una mayor 0 menor coastatgquiometrica, la hipotesis del
poro soOlo podra ser soportada encontrando oligsndeobajo nimero de subunidades
(Butko, 2003).

2.5.4 CytlAa como detergente.

La escasa informacion que se tiene para podemdieiar la veracidad de los poros
qgue forma la toxina CytlA@n vivo, ha generado la idea de otro mecanismo de accién
diferente al ya planteado. Dicho mecanismo poditardasado en la posibilidad de que los

agregados de CytlAa puedan destruir completamameinbrana en la forma que lo haria
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un detergente (Butko, 2003). Esta observacion sstéentada por el trabajo de Butko y
colaboradores, en el cual se observo que CytlAagparun mecanismo de todo o nada, es
decir, las células o vesiculas después de estaor@acto con la toxina estan ¢ intactas 0
completamente rotas; no se encontraron vesiculasojo tuvieran pérdida parcial de su
contenido. Lo que es mas importante, la accioneatergente no requiere ni ensamblaje
estequiomeétrico de la toxina ni penetracion estdbélella a través de la bicapa lipidica, por

lo que podria ser mas factible que CytlA actuasestiemodo.

Sea cual sea el mecanismo de lisis celular de XmaoCyt1lA, es importante
mencionar que el modelo de formacion de poro (Bidi2A) y de detergente (Figura 12B)
no son mutuamente excluyentes. Cada uno puederapeliéerentes concentraciones de
toxina o sobre diferentes escalas de tiempo. Misn& bajas concentraciones la toxina
puede formar poros a través de la insercion deigatas de tipo oligomérico, a altas
proporciones de concentracion toxina/lipido, la foeana puede no ser capaz de acomodar
el gran niamero de moléculas de toxina asociadpenjo tanto, romperse completamente

por un mecanismo de accion detergente (Butko, 2003)

A. Modelo de formacion de poro B. Modelo de acciétedgente

Figura 12. Mecanismo de accién hipotéticos dedamas Cyt. 1) La

toxina soluble y activada difunde a la fase exitdae 2)Durante el

acceso a la membrana, la toxina cambia de confédmacse une a
los lipidos. 3) Las moléculas de toxina se insema la bicapa
lipidica, donde forman poros oligoméricos 6 se lazali como

agregados extendidos sobre la superficie de la masrap la cual

puede ser fragmentada en complejos toxina-lipiagen extraida de
Butko, 2003.
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2.6 Subespecies de Bt con actividad mosquitocida.

Por 40 afios, los ensayos serolégicos han sido doapeomo un sistema de
clasificacion para Bt. Estas pruebas se basan eleterminacion del antigeno flagelar
descrito por de Barjac y Bonnefoi en 1962. Lasciemes de aglutinacion que se observan
con el antigeno flagelar H son un fuerte indicidalenorme diversidad genética entre las
diferentes subespecies de Bt que han sido aisl&fasias a ello se ha establecido una
clasificacion de subespecies Be thuringiensisque producen inclusiones toxicas hacia
dipteros, comoisraelensis (Goldberg et al, 1977), morrisoni (Paduaet al, 1984),
fukuokaensigYu et al, 1991),darmstadiensigPaduaet al, 1980) ykyushuensigOhbaet
al., 1979). Recientemente se han identificado otrpasde Bton actividad mosquitocida
(Ragniet al, 1996). De entre estaBacillus thuringiensissubsp.jegathesany Bacillus
thuringiensissubsp.medellinson las mas prometedoras, pues ambas produceimpsote

alta actividad contra mosquitos como: Cryl1Bal ylCTBb1.

2.7 Bacillus thuringiensissubespeciasraelensis

La primera subespecie de Bt identificada con aldigi contra larvas de mosquito fue
Bacillus thuringiensissubespecidsraelensis(Bti), que ademas es la que produce las
inclusiones cristalinas mas toxicas (Figura 3)aHsicteria fue descubierta en Israel por
Goldberg y Margalit en el afio de 1977. Bti ha nau#ir ser toxica contra dipteros del
suborden Nematocera, incluyendo mosquitos de lasilida Culicidae, Simuliidae,
Tipulidae y Chironomidae, asi como para insectdggdaeroAedes sgagente vector de
Dengue) Culex sp(vector de filariasis)Mansonia sp, Anopheles ggector de malaria) y
Simulium sp(Federici BA., 1995). Las inclusiones cristalinageqproduce Bti son
principalmente seis: Cry4Aal, Cry4Bal, CryllAalylDAa, CytlAal y Cyt2Ba (Berry
et al, 2002). Bti alberga plasmidos que abarcan radgosmmafo de entre 3 a 135 MDa
(Gonzalezt al, 1984). Uno de estos plasmidos, con tamafio de J&, s el responsable
de la actividad téxica contra larvas de mosquii@s,que contiene los genesy4Aa,
cry4Ba, cryllAay cytlAa que codifican para proteinas de aproximadamedve 128, 70

y 27 kDa, respectivamente (de Barjetcal, 1990; Deléclusest al, 1991; Portert al,
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1993). En este pladsmido también se encuentra mapda@n regulatorio que codifica para
un polipéptido de 20 kDa (proteihalpel, el cual se requiere para la produccion eficiente
de las proteinas. (Adamesal, 1989; Hofteet al, 1989).

Bti se ha ocupado con gran éxito en programasaojmerales de control de vectores.
Bioinsecticidas comerciales realizados a base sleristales paraesporales producidos por
esta bacteria han sido exitosamente aplicadosrapaaomo agentes de control biolégico
de mosquitos y moscas en diversas regiones del anundBti ha probado ser una
alternativa practica al control quimico (Kurtakal, 1989). Parte de la aceptacioén que tiene
el uso de Bti como insecticida bioldgico es su glespecifica actividad larvicida contra
insectos del orden Diptera. Dicha especificidadc»xs sumamente importante, pues no
conlleva ningun tipo de efecto adverso sobre atrganismos en el ambiente (Georghiou
et al, 1997), incluyendo seres humanos. No obstanigsete Bti a nivel mundial es aln
limitado, debido a la baja eficacia que algunaslade preparaciones comerciales han
mostrado. Las principales razones de lo anterior so

1) hundimiento de la muestra en el fondo del aguah@det al, 1989).
2) absorcion de la muestra en materia organica (Margahl, 1984; Ohanat al,

1987).

3) consumo de la muestra por otros organismos pareubes no es toxica (Blaustein

et al, 1991).

4) inactivacién por radiacion solar (Cohen S., 199fsZ®aiet al, 1991).

Una manera de superar las anteriores limitantedoesr los genes que codifican
para la toxinas de Bti (a partir de la tecnologéa@NA recombinante) en organismos
capaces de habitar ambientes acuaticos propios glacaecimiento de las larvas de
mosquitos y que ademas puedan servir como fueraéndentacion para las mismas, como
lo hicieron Wu y colaboradores en 1997 damabaena ¢ realizando analisis exhaustivos
sobre formulaciones adecuadas para el control gigm¢ como los que generaron la
creacion de VectoBac y Tecknar, preparaciones iefscten costo y almacenamiento,
fabricados por Valent Bio-Sciences y Certis regpastente, y de amplio uso en Estados

43



Unidos por su resistencia a la luz UV, su estadnilidn agua y nula precipitacion (Federici,
1995).

2.8 Sinergismo entre toxinas Cry y Cyt de Bti.

Wu y Chang, en 1994, fueron los primeros en obs@wa cuando las proteinas del cristal
de Bti eran mezcladas y probadas contra larva&. deegypti la actividad de algunas de
estas combinaciones era mayor que lo que se elspel@arna suma de actividad de las
proteinas individuales. Lo que estos investigaddneseron fue expresar diversas
combinaciones de los genes de las toxinas de B# eepa acristalifera 4Q7, con el fin de
expresar por separado las diferentes proteinay Cgt. Sus conclusiones muestran que la
presencia simultdnea de CytlAa y CryllAa resultaura toxicidad de cuatro a cinco
veces mas alta que la de las proteinas solasek&ste dato importante que soporta la idea
de un proceso sinérgico entre CytlAa y CryllAa (WThang, 1985; Ptitsyat al, 1990;
Changet al, 1993; Wuet al, 1994).

Otros reportes (Angsuthanasombatal, 1992; Chilcottet al, 1998; Crickmoreet
al., 1995; Delécluset al, 1993; Poncee¢t al, 1995) confirmaron interacciones sinérgicas
entre las toxinas de Bti. Sin embargo, evaluarsesstudios y establecer con precision cual
es la contribucion de cada proteina a la toxicighdbal de la inclusiébn nativa resulta
dificil. Parte del problema es la gran variacioportada en cuanto a las toxicidades
obtenidas para las toxinas de forma individualpbpbdemente, debido a las diferencias en
las condiciones experimentales en que se real@abibensayos. Algunos de los factores
gue también complican la observacién son: difeeen@n la especie de larvas usadas
(aparentemente las toxinas no matan igual a unrgéte mosquito que a otro); tamafo,
calidad y solubilidad de los cristales; variacion ks condiciones del bioensayo,
incluyendo tipo de dieta, temperatura, pH y saéididvariacion natural en las poblaciones
de insectos (uso de insectos en diferentes faseeshrrollo); inactivacion potencial (o,
posiblemente, activacién accidental por impurezas groteasas) durante procedimientos
de purificacion por cromatografia; complejidad immauen las especies de mosquitos;

diferentes condiciones de cria de los insectogeyaticias en las formulaciones de Bti con
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gue se alimenta a las larvas (esporas Iintactastales solubilizados, cristales

reprecipitados, y/o esporas encapsuladas o ceyi{@ehnepét al, 1998).

Un estudio de Crikmore y colaboradores en 199%nbdt resolver un poco los
problemas anteriores estableciendo constantes imgrdgales de bioensayo. Fue asi que
usando larvas del 4°. estadioAl® aegypta una temperatura de €5 se observo que la
potencia en las actividades relativas de las texitgaforma individual contra dicho insecto
son, de la méas a la menos activa: CryllAa, CrydB@4Aa y CytlAa, esto tomando en
cuenta los valores de dosis letal mediad(Schnepfet al, 1998). Al mismo tiempo se
demostré la existencia de interacciones sinérgioastodas las combinaciones posibles de
toxinas, aunque el alcance de esta interacciondépgendiente de la combinacion. Sin
embargo, ninguna combinacion fue tan activa contuetpo paraesporal completo de Bti.
Una de las razones para explicar la observaci@riantes que quizas el cristal nativo de
Bti se ingiriera mejor y se haga soluble mas féeiitae en el intestino medio del insecto que
los cristales provenientes de cepas recombinaAidisionalmente, la presencia de las
cuatro toxinas en un solo cristal puede de algumaena ser mas eficiente que la mezcla de

dichas toxinas en un bioensayo. (Schregl, 1998)

Una alternativa para estudiar las contribucionéstivas de las toxinas de Bti fue
construir cepas en las cuales el gencdegllAa o el decytlAafueran genéticamente
inactivados. El efecto de la inactivacionagllAa(Poncetet al, 1995) redujo a la mitad
la toxicidad de la proteina. En contraste, la inacton del gercytlAa(Delécluseet al,
1991) produjo una cepa con toxicidad similar adaacnativa, sugiriendo que la toxina
CytlAa no es esencial para la actividad mosquitocidin embargo, este dato debe
interpretarse con precaucion ya que recientemernt@ seportado que Bti también contiene
genes que codifican para la proteina Cyt2Bal, pajule el efecto de la ausencia de la
toxina CytlAa puede verse compensado por la presdaesta otra proteina Cyt.

Ben-dov y colaboradores, en 1995, también demaostrdas interacciones
sinérgicas, mediante la clonacion de los genescqddican para las proteinas Cry4Aa,
CryllAa y la proteindelper de 20 kDa, en siete posibles combinaciones detgrdos
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vectores de expresion &n coli (pUHE y pT7). Las cuatro combinaciones que contenia
Cry4Aa mostraron altos niveles de actividad ladaci La toxicidad mostrada por la
combinacion de Cry4Aa y CryllAa fue siete vecesandg la que mostraba Cry4Aa sola,

lo cual, muestra nuevamente un efecto sinérgiae ¢am toxinas de Bti.

Por otro lado, esta demostrado que el mecanismofreégsente por el cual los
insectos generan resistencia a las toxinas Cryjunkeo un cambio en la unién a su receptor
(Ferré y van Rie, 2002). No obstante, ni en campa, nivel laboratorio, ha sido posible
obtener lineas resistentes a larvas de mosquisdas con Bti aun y cuando
formulaciones hechas a partir de su cristal pamaabpan sido usados por mas de 20 afos
a la fecha (Becker, 2000). Se piensa que la awsewei dicha resistencia se debe
principalmente a la presencia de la proteina CytéAal cristal paraesporal (Georghiou
and Wirth, 1997), ya que es posible obtener linessistentes del mosquit€x.
quinquefasciatusa las toxinas Cry de Bti (Cry4Aa, Cry4Ba y Cryl)/aro no a la toxina
CytlAa, ademas de que dicha resistencia solo senebtuando las larvas son expuestas a
cualquiera de las toxinas Cry en ausencia tot&hydgWirth et al, 1997). Por si esto fuera
poco, también se ha comprobado que la toxina CyHsAeapaz de suprimir la resistencia
que presentan las larvas @g. quinquefasciatua toxinas Cry (Wirtket al, 1997), por lo
gue no es extrafio pensar que exista un mecanis@accd®a muy particular que relaciona a
las toxinas tipo Cry con las tipo Cyt, generandmcagespuesta una potente capacidad para

evitar la generacidn de resistencia en mosquitos.

No obstante lo anterior, aun no se ha reportadgunirtrabajo experimental que
expligue el mecanismo de accidn sinérgico entredamas Cry y Cyt de Bti y mucho
menos la nula generacion de resistencia en mosqeiio el uso de estas toxinas. Es por
ello que el presente trabajo de investigacion sé&r@en realizar un analisis exhaustivo de
la posible interaccion entre dos de las proteinas abundantes en el cristal paraesporal de
Bti: Cryl1Aa y CytlAa, con el fin de poder estalklean mecanismo de accion general que
explique las bases fundamentales de su sinergisarado como modelo de estudio a larvas
del mosquitcAe. aegypti
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3. HIPOTESIS

Los bioinsecticidas elaborados a partir del usacdstal paraesporal producido por Bti
no han generado resistencia en campo pese a téseden20 afios de ser usados de
manera continua (Guerchicagf al., 1997). La pregunta mas importante que surge al
respecto es ¢ por qué no hay reportes de mosqgegsentes al cristal producido por
Bti, pero si los hay para otras toxinas con adigdignosquitocida como serian las
toxinas Bin producidas pd. sphaericus? Hoy en dia, sabemos que la nula resistencia
gue los mosquitos presentan ante Bti se debe éisperénte a la presencia de la toxina
CytlAa en el cristal paraesporal (Withal., 1997 y 2005). Si consideramos que el
mecanismo mas frecuente por el cual los insectoerga resistencia a las toxinas Cry
involucra mutaciones en el receptor en el inteqfifré and van Rie, 2002), y sabemos
gue CytlAa es capaz de sobrepasar la resistentis deosquitos a Cry4Aa, Cry4Ba y
Cryl1Aa, podemos pensar que entre las toxinasGiyoy Cyt existe un mecanismo
especial de interaccion toxina-receptor, que bairip estar vinculado con el evento de

sinergismo que estas proteinas muestran en sudaatic

Esta idea no es descabellada. Se sabe que laggdXiy se unen a receptores de
tipo proteico ubicados en la microvellosidad apidal intestino medio del insecto,
induciendo oligomerizacion de la toxina y la sulbeste insercion en membrana
formando poros idnicos que causan lisis celularefLal., 1996). En contraste, las
toxinas Cyt no se unen a receptores proteinicoe, qule interactdan directamente con
lipidos de membrana para inducir la formacién de gBromdonkoyet al., 2000). Lo
anterior explicaria el por qué no ha sido posiblgéneracion de lineas resistentes de
mosquitos a la toxina CytlAa, pues su posible rfecem seria de tipo proteico, sino
més bien lipidico y componente abundante en laugsta y la estabilidad de la
membrana. Por lo tanto, cualquier tipo de cambm mudiera sufrir dicho lipido con el
fin de evitar la insercion de Cyt en membrana, imm@ria un alto costo energético con
el que evolutivamente los mosquitos no podrian exaigr. Ademas, no es extrafio
pensar que un lipido funcione como un receptor pax@mas bacterianas. En toxinas
tipo Cry5 se ha reportado que los glicoesfingobipidon los receptores determinantes
para la accion toxica ebaenorhabditis elegans (Griffitts et al., 2005). Por ello, pensar
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gue este mismo tipo de evento se suceda en Iaginde de larvas de mosquitos con

CytlAa, resulta factible.

Ademés de lo anterior, es importante recalcar guexXina CytlAa de manera
individual, es en promedio un orden de magnitudasedaxica para larvas de mosquitos
en comparacion con las toxinas tipo Cry4 o Cryl{P@mdonkoyet al., 2005). Esto
evidenciaria el hecho de que individualmente lanexXCytl1Aa no tiene una actividad
altamente mosquitocida a concentraciones fisiofdgente relevantes (nm 6 pm), pero
en combinacion con Cryl1lAa 6 Cry4, incrementa dividad toxica debido a que Cyt
funcionaria como un receptor extra en el caso dequitos sensibles a toxinas Cry 6
como el receptor necesario para recuperar la noathen mosquitos resistentes a estas

misma toxinas.

Si analizamos que pasa con otras toxinas bactsrianasu mecanismo de
patogénesis, encontraremos ejemplos interesantes enales se puede observar que es
factible que un microorganismo lleve consigo el ragepatégeno y la maquinaria
necesaria para que dicho agente pueda ejercercginaobre la célula blanco. Por
ejemplo, B. anthracis, es una bacteria que produce una toxina compuysestéres
componentes principales: el antigeno protector (RAJactor edema (EF) y el factor
letal (LF) (Petosa&t al., 1997). El sitio blanco de EF y LF es el citoplasde la célula,
pero para llegar a él, necesitan forzosamente derdaencia de PA, pues este
componente es el encargado de unirse a la supecktilar a través de receptores de
membrana y posteriormente translocar a los compes@&mzimaticos del exterior de la
célula al citoplasma (Abranet al., 2000b). Esto quiere decir que sin la preseneiBA
como parte de la maquinaria de patogénesis, EF sobFcompletamente inocuos para
la célula por su incapacidad de llegar a su sitmdo, lo que implicaria una cierta
dependencia de los tres factores para llevar a elafp@canismo toxico d. anthracis.

Por otro lado, la bactertascherichia coli enteropatégena (EPEQ@s capaz de inyectar
al receptor TIR dentro de las células hospedenasgs ejercer su accion toxica (Kenny
etal., 1997). Sin el receptor TIR, EPEC pierde su ciaaacinvasiva, por lo que resulta
sumamente importante que lo lleve consigo parac&jesu mecanismo de accion
general. Por todo lo anterior, podemos decir queekrtaso de bacterias cuya

patogénesis recae en la generacion de toxinascelarganismo puede desarrollar una
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nueva estrategia de infeccidn que consiste en pitoghultiples proteinas, de las cuales,
una puede ejercer el rol de receptor para questd ggerzan su accion final, y este bien

podria ser el caso de las toxinas producidas por Bt

Aunado a lo anterior y si pensamos que realmentdAQy puede funcionar
como un receptor para las toxinas Cry de Bti, Egpnta seria, ¢qué tipo de receptor
podria ser y cual seria su verdadero rol en el nigt@ de accién de las toxinas Cry?
Sabemos que para toxinas tipo CrylA existen al metms receptores de vital
importancia en el mecanismo de accion: 1) cadeqguoa,produce el corte de la hélice
al y la formacion de una estructura de pre-poroigooiero y 2) APN, que facilita la
insercion del oligébmero en zonas de membrana figfts” lo que permite la formacion
de un poro i6nico. En el caso de las toxinas @Bt, hasta el momento sélo se ha
reportado a una proteina tipo ALP como receptoladexina Cryl1Aa (Fernandex
al., 2006). Esta proteina, al igual que la APNMesexta, se encuentra anclada a
membrana por un grupo GPI, por lo que se deducesgaecion estaria vinculada con
el proceso de insercion del pre-poro ya formad€gd 1Aa. Se propone que también
existe una proteina tipo caderina que puede fuacioomo el receptor encargado de
inducir el proceso de oligomerizacién en CryllAeropeso no ha sido demostrado. De
hecho no se sabe si CryllAa es capaz de formaestnactura de pre-poro, ni si la

toxina CytlAa pudiera estar involucrada en estegqso.

Dado que el mecanismo de sinergismo existente Egr®xinas tipo Cyt y Cry
de Bti sigue siendo desconocido, el siguiente jealige investigacion tratara de

entender las bases moleculares que involucranneseanento de actividad.

La hipotesis que sustenta el proyecto tiene dosiemées y se enuncia a

continuacion:

1. El efecto sinérgico entre las toxinas CryllAaCytlAa, se debe a
interacciones intermoleculares especificas entes ggoteinas. La toxina Cyt tiene una
gran afinidad por la membrana de insectos dipteawso mosquitos, por lo que al
unirse a ella, expone regiones especificas queesmmocidas por Cryl1Aa, facilitando

asi, la inserciéon de dicha toxina en membrana.

49



2. La toxina CytlAa, en su funcion de receptor,capaz de favorecer la
formacion de un oligbmero funcional de CryllAattaen vesiculas de membrana de
la microvellosidad apical del intestino medio devds deAe. aegypti, como en

liposomas sintéticos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales.

1) Analizar la interaccion proteina-proteina de dsandotoxinas CryllAa y CytlAa

con el fin de estudiar las bases moleculares detgismo.

2) Determinar la participacion de la toxina Cytléa la oligomerizacion de CryllAa
en presencia de vesiculas de membrana de la miosidad apical (VMMA) del

intestino deAe. aegypti y liposomas sintéticos.

4.2 Objetivos especificos.

1) Analizar la interaccion de CryllAa con CytlAa moedio de ensayos de union
secuencial, inmunoprecipitacion, ligand blot y EAIS

2) Identificar las regiones minimas de interaccénire CryllAa y CytlAa por el
sistema de dos hibridos en levadura y mediantes@lde péptidos inmovilizados en

membrana de nitrocelulosa por sintesis SPOT.

Con la regién minima identificada:
3) Realizar competencias homologas y heterélogansayos de union en suspension y
union a ligando, usando péptidos sintéticos queatid®n la region o regiones minimas

obtenidas, con el fin de observar cambios en iotéda entre Cryl1lAa y CytlAa.

4) Mutagenizar a la toxina CytlAa y la toxina Crgdlen la regibn minima de

interaccion para observar posibles efectos entetaicrion y toxicidad.

5) Determinar el factor de sinergismo YKaaparente de las diversas combinaciones de
proteinas CryllAa y CytlAa (silvestres y mutantes) el fin de establecer una

correlacion entre la disminucién de afinidad ydadida de sinergismo.
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6) Estandarizar las condiciones idoneas de formad# oligdmero de CryllAa en

presencia y ausencia de CytlAa.

7) Probar la actividad del oligdmero de Cryl1Asearnayos de permeabilizacion a

membrana del ion Ky liberacion de calceina utilizando liposomasétinos.

8) Analizar el efecto de las mutantes de CytlAaleproceso de oligomerizacion de
CryllAa silvestre, con el fin de establecer unabp@selacion entre el proceso de

sinergismo y la formacion de una estructura deppre-
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cepas.
Las cepas utilizadas para la realizacion de esbajo fueron:

- Bacillus thuringiensis CG6, que contiene el plasmido pWF26 (resistente a
eritromicina) que expresa la proteina Cryl1Aa.

- Bacillus thuringiensis 4Q7 que contiene el pldsmido pWF45 (resistente a
eritromicina) que expresa la proteina Cyt1Aa.

- Bacillus thuringiensis subespeciasraelensis HD916, provista por eBacillus
Genetic Stock Center (Columbus OH).

- Saccaromyces cerevisiae L40. Genotipo: MAR his3A200 trpl-90 leu2-3112
ade2 LYS2::(4lexAop-HIS3)URAS3::(8lexAop-lacZ)GAL4. Fenotipo: His Trp,
Leu, Ade. Fuente: Kit Hybrid Hunter, Invitrogen.

- Escherichia coli XL-10 gold. Genotipo: EndA LacF, episoma F’, Rec A

Fuente: Stratagene.

5.2 Seleccion de antibiético
Las concentraciones estandar de antibioticos quesaen a lo largo de este
trabajo se presentan en la siguiente tabla. Dicbasentraciones se usaron tanto en

medio liquido como en solido.

Antibidtico Stock Concentracion final

Ampicilina 100 mg/ml 100pg/ml

Eritromicina 10 mg/ml 25 ug/ml (Bt CG6)
10 pg/ml (Bt 4Q7)

Zeocina 100 mg/ml 100 pg/ml (E. coli XL-10

Gold)
300 pg/ml (S cerevisiae
L40)

Tabla 1. Concentraciones de antibiético usado ationale cultivo
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5.3 Purificacién y procesamiento de las proteinasrZl1Aa y CytlAa.

La cepa de Bt CG6, clonada con el pldsmido pWF26 expresa la proteina
CryllAa, y la cepa de Bt 4Q7 con el plasmido pW&dé expresar la proteina CytlAa,
se colocaron en medio minimo liquido SP (con swpe®$/a concentracion de

eritromicina) para favorecer su esporulacion y pooibn de inclusiones cristalinas.

Una vez que el medio se encontré 100% esporuldtm(eo por microscopio),
se recuperd el cultivo centrifugando a 10000 rpmIf@bminutos (centrifuga Beckman
J2-HS, rotor JA-20), eliminando el sobrenadantereSespendio y lavo la pastilla en
una solucion de 0.3 M de NaCl y 0.01 M de EDTA pH. 8Posteriormente se
centrifugo a 10000 rpm por 10 min, se elimind drenadante y se sometid al pellet al
mismo proceso anterior por 2 veces mas. Se restigpgnlavo la pastilla en una
solucion de PMSF 1 mM. Se centrifugo 10 min a 10006 y se elimind el
sobrenadante. Se volvié a resuspender el pellbuffer TTN (Tris 20 mM, tritdbn x-
100 0.1%, NaCl 300 mM, pH 7.2 ajustado con HCleysenic6 dando tres pulsos de
60" a 20 watts x 1” de descanso para luego sormdgesuspension a un gradiente de
sacarosa utilizando las siguientes concentracidBw¥i, 79%, 72% y 67% (Thomas y
Ellar, 1983b). Cada una de las concentracioneszdeaa llevan adicionalmente los
siguientes reactivos: 4Q0 de triton 1%, 2 ml Tris-HCI 1 M pH 8.0 y 8@ de NaCl 5
M. Se centrifug6 a 23000 rpm, 20" a®Cx(ultracentrifuga Beckman L-80, rotor SW28)
y luego se recuperé la fraccion donde se encuentsrcristales (que para ambas
proteinas es entre 79y 72%) y se eliminé la saedavando tres veces con triton x-100
al 0.01% y centrifugando a 10000 rpm por 10 minaknente se resuspendio la pastilla
en una solucion de PMSF 1 mM y Tris 50 mM pH 8.8eyguard6 la muestra de

cristales a 4C para su conservacion.

Los cristales de CytlAa se solubilizaron en buffmbonatos 0.05 M pH 10.5
(stock de NaC0O; 0.5 My NaHCQ 0.5 M) en presencia de 10 mM de DTT aGpor
1 h. El sobrenadante se recuperd centrifugando (®0Ll4pm por 10" (centrifuga
Eppendorf 5415 C) para recuperar a la forma soldgela toxina o protoxina.
Posteriormente se llevd a cabo la activacion gedéoxina con proteinasa K (SIGMA)
en una proporcién enzima/protoxina de 1:30, «C3fbr 1 h.
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Por su parte, los cristales de CryllA se solubilim en una solucién de 100
mM NaOH a 4C por 1 h. Se recupero el sobrenadante centrifugar4000 rpm por
10" (centrifuga Eppendorf 5415 C) y se le ajustopkEl a 10.5 con HCI 5M.
Posteriormente se activaron los cristales con iti@$SIGMA) en una proporcién
enzima/protoxina de 1:50, a®5por 2 h. En el caso de los ensayos de oligonadiza
una vez que la protoxina de Cryl1Aa tuvo el pHlidieal0.5, se dializé contra buffer
carbonatos 0.05 M pH 10.5.

5.4 Purificacion de vesiculas de membrana de micrellosidad apical (VMMA).

Las VMMA provenientes de intestinos disectadosasteals del 4°. estadio de
aegypti fueron preparadas por centrifugacion diferendiieléen-LeRoux y Charles,
1992). Se realiz6 la diseccién de aproximadame@@® larvas por preparacion. Los
intestinos obtenidos se homogenizaron en presateiduffer MET (300 mM de
manitol/ 5 mM de EGTA / 200 mM de Tris-HCI pH 7.4 MgCl, 24 mM. Se agito, se
dej6 en hielo por 20y posteriormente se centrifugd a 3000x g, recupmkrael
sobrenadante. Este proceso se repitid una vezsolésgue una velocidad de 2000x g.
Los sobrenadantes de ambas centrifugaciones, $&guny sometieron a un nuevo
proceso de centrifugacion por’18 100000x g (Ultracentrifuga OptififaBeckman,
rotor MLA 130). Se desecho el sobrenadante y défpebtenido se resuspendié en 100
pl de buffer MET. Las VMMA se guardaron a <@ no sin antes verificar su patrén de
proteinas por medio de un gel de SDS-PAGE al 108tikldt al., 1986).

5.5 Determinacion de concentracion de proteina tota

La determinacion de la concentracion de proteitel tie VMMA y proteinas
varias se realizé por método de Bradford. En urumein de 79Qul de agua, se
agregaron 10yl de la muestra a medir. Se agitdé perfectamenta piduego se
adicionaron 200pl de reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se tomé latlem de
absorbancia a de 595 nm ocupando un espectrofotometro (Pharn#@aUltraspec
II) y los valores se interpolan a una curva estaddaalbimina sérica bovina (BSA) en

un rango de concentraciones de 1 au@@nl.
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5.6 Bioensayos con larvas deée. aegypti

Los bioensayos se realizaron con larvas de 4odiestieAe. aegypti utilizando
esporas/cristales de CryllAa y CytlAa. Los ensdyeson desarrollados en un
volumen de aproximadamente 100 ml de agua deselodathde se colocaron 10 larvas
de Ae. aegypti por dosis. Por método de Bradford se determin@teentracion total de
proteina de las diferentes muestras de esporaalesisy con este dato se calculd la

dosis requerida de la siguiente manera:

Concentracion de esporas cristales de HD916: |dgi#

Dosis a aplicar: 10 ng/ml.

Cantidad de nanogramos que se requieren para obteaelosis de 10 ng/ml en
100 ml de agua desclorada:

X ng --------- 100 ml = 1000 ng Bug.

Cantidad de esporas/cristales a agregar a partindgock de esporas/cristales

HD916 a una concentracion de 1p¢gpl:

lpg - X Ul =0.58/.

Por lo tanto, de un tubo de esporas/cristales dg@lid[@on una concentracion de
1.72 pg/ul, se tomarorD.58 44 o 58 44 de una dilucién 1:100del concentrado (stock
HD916:agua), y se agregaron al volumen final de &00de agua desclorada, que
contenia las diez larvas de mosquitos. La mortdlideesentada en el bioensayo se
analizé después de 24 h de agregar la prot€imano control positivo se utilizé la cepa
de Bti (HD916) en una dosis de 25 ng/ml, mienti@s cpmo control negativo se ocupo6
Unicamente agua desclorada. Los datos de mortdiigadn analizados por la prueba
Probit donde se relaciona el logaritmo de la degikcada contra el porcentaje de

mortalidad (Finney, 1971). Las lk&se obtuvieron utilizando el programa de analisis
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estadistico Polo-PC de LeOra Software, Berkeley B#a mayor informacion acerca

del analisis Probit revisar la seccion de Apéntlid€pagina 159).

5.7 Determinacion del factor de sinergismo.

Los bioensayos para determinar el factor de sigergi de las diferentes
combinaciones de proteinas se realizaron ocupafidar2as del 40. estadio de.
aegypti en 100 ml de agua desclorada. Diferentes propwsiode las proteinas
CytlAa:CryllAa silvestres y mutantes (1:1, 0.5:0.2:1) fueron ensayados. Como
control positivo se ocupd el cristal paraesporahgieto de Bti y como control negativo
agua desclorada. El efecto de mortalidad de lasas»ocupadas en forma individual y
en mezclas se verificd 24 h mas tarde de coloctxiaa. La dosis letal media (6
fue estimada por andlisis PROBIT ocupando los t@do$ obtenidos después de cuatro

ensayos independientes.

Por su parte, la dosis letal tedrica de cada medelatoxinas se obtiene
asumiendo un efecto aditivo entre sus componeisaéhnik, 1992). Por lo tanto, el
valor de la LG tedrica corresponderia a los valores intrinse@d.Cso que cada

componente proporcione individualmente, lo cuablseerva en la siguiente equacion:

LCso teerica(CytlAa+Cry11Ag = _rCytlAa  + rCryllAa | *
LCso (CytlAa)  LGo(Cryl1A9

donderCyt1A yrCryl11A son las proporciones de CytlAa y CryllAadasgpara cada
mezcla y la LGy(CytlAa) y LGo(CryllAa) son las dosis obtenidas, por bioensayos,

para cada toxina de forma individual y mostradaseabla 4.
Por ultimo, el factor de sinergismo (FS) fue cadda dividiendo la toxicidad

tedrica entre la toxicidad observada en el bioemsayalores de FS>1 indican

sinergismo (Tabashnik, 1992).
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5.8 Electroforesis desnaturalizante en geles de pairilamida (SDS-PAGE).

Para analizar el patrén de bandeo de las protsimabilizadas, activadas, en
union con VMMA y en ensayos de oligomerizacibnusaron geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 10, 12 y 15% con un gel stagkal 5% como se describe por
Laemmli et al., 1970. El gel se tifi6 con colorante Coomassie -f@&d). Los

marcadores de peso molecular Bio-Rad fueron utiigza&zomo estandares.

5.9 Biotinilacion de proteinas.

Se empacd una columna con 1 g de sephadex G25 6(®36DJA) y se
resuspendié en 4-6 ml de PBS 1x preparado segUnahtaet al., 1992. Se lavo la
columna con al menos 15 ml de buffer PBS 1x partalibrarla. Posteriormente, se
colocé la columna en un tubo de ensayo de vidéstg dentro de un tubo Falcon de 15

ml. Se centrifugé la columna a 2000x g por 2" fdirainar el excedente de buffer PBS.

Por su parte, la proteina previamente dializadauéfer de boratos (4cido bérico
0.05M; NaOH 0.05M; NaCl 0.15 M pH 8.6 ajustado ¢t@I) se incubd con un éster de
biotina (Amersham) por 45" a TA (por cada 0.6 mgttel proteina a marcar, se
agregaron 2@l de reactivo de biotinilacion). La muestra incudb@on biotina se colocé
en la columna de sephadex y se centrifugé a 2000oqr 2° para recuperar la muestra
biotinilada. La concentracion de proteina total eoida después del marcaje se
determiné por método de Bradford. Se corrié undgeSDS page al 15% coruRde la
muestra marcada, se transfiri6 a una membrana tdecelulosa ECL (Amersham)
utilizando camara humeda por 45" a 350 mA (buffertrdnsferencia: stock sin SDS
10x, metanol al 20%) y se incubd con estreptavidicaplada a peroxidasa (SAPO)
para posteriormente detectar la sefial dada porofna utilizando reactivos

guimioluminiscentes (Pierce).

5.10 Analisis de unién secuencial sobre VMMA dae. aegypti
Este ensayo est4d basado en el de Bosch y colabesad®rimeramente se
descongelaron las VMMA dée. aegypti y se tomaron 1Qug de las mismas para

preincubarlas con 5 nM de CytlAa en un volumen @&l de buffer de uniéon (PBS
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1x, BSA 0.1% y tween 20 0.1%, pH 7.6). Posteriortaese realizaron tres lavados por
centrifugacion (10" a 14,000 x g) y el pellet seuperd para analizar la union 8enM

de Cryl1lAa biotinilada. La toxina Cryl1Aa marcade qo se unio a la membrana fue
removida nuevamente por centrifugacion. El pekesametié a un gel de SDS-PAGE
al 15% vy se transfiri6 a una membrana de nitroosluECL (Amersham) por 45" a 350
mMA en camara humeda. La toxina biotinilada que peeuid unida a las vesiculas se
visualizd por incubacion con estreptavidina acoplad peroxidasa y se reveld con
reactivos quimioluminiscentes (Pierce). Membranastrol (sin la presencia de

CytlAa) fueron ocupadas para realizar el mismo ex@ato y determinar el efecto de
CytlAa sobre la union de la toxina Cryl1Aa marcad&iMA.

5.11 Ensayo de union a ligando (ligand blat)

2 ug de las toxinas Cryl1Aa y CytlAa fueron sometaas gel de SDS-PAGE
al 10% y transferidas a una membrana de PVDF Imowoii (Milipore) por 45°a 350
mMA en cémara huimeda. Se renaturaliz6 la membramalpo en PBS 1x para
posteriormente bloquearse 1 h con BSA 1% en PB8reen 20 0.1%. Se enjuago6 dos
veces con buffer de lavado (PBS 1x, tween 20 0.p%R posteriormente incubarse por
2 h con la toxina en buffer de incubacion (PBS @2% BSA, 0.1% tween 20). Se
enjuagd nuevamente con buffer de lavado y se in@amd SAPO en concentraciéon
1:6000 por 1 h. Se enjuag6 exhaustivamente con @uabuffer de lavado y PBS 1X,

para finalmente revelar la sefal obtenida con ikgectjuimioluminiscentes (Pierce).

5.12Western Blot.

Las muestras de proteinas obtenidas del ensayoliglemerizacion fueron
hervidas por 5 min en presencia de buffer Laemselgaradas por gel SDS-PAGE al
10% vy electrotransferidas a una membrana de PVDkoloiion-P (Milipore) por 2 h a
350 mA en camara humeda. Posteriormente, la membtenbloqueada con leche al
5% en PBS 1x y tween 20 al 0.05%. La presenciasigioteinas Cryl1Aa o CytlAa
fueron detectadas utilizando anticuerpos policlesmanti-Cryl1Aa (1:15000) 6 anti-
CytlAa (1/25000) por 2 h, seguido por una incubaaén el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa (1:10000) por 1 h. Finalmdatsefial obtenida se revel6 con

reactivos quimioluminiscentes (Pierce).
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5.13 ELISA.

Placas de ELISA de 96 pozos fueron incubados pdr 42°C con fug/ml
de CytlAa en buffer de fijacion de proteinas (50 MBHCG; pH 9.6). Posteriormente
se lavo cinco veces con 3i0de buffer de lavado (PBS Tween 20 0.1%) y se uxdq
cada pozo con 30QI de gelatina 0.5% en buffer de lavado por 1 hor&7aC.
Posteriormente se lavé nuevamente y se incubd denetes concentraciones de
Cryl1lAa (0.25-2ug/ml) por 2 h a 37°C. La toxina CryllAa unida a 124 que
permanecié aun después de los lavados, se detectdrc anticuerpo anti-CryllAa
(1:1000) por 2 h a 37°C, seguido de un anticuegmursdario anti-conejo acoplado a
peroxidasa por 1 h a 37°C. La actividad enzimasearevelé con el sustrato-
fenilenediamina en D, y buffer fosfato/citrato pH 5.0. La reaccion séude con 6 N

HCl y se determind la absorbancia a 490 nm.

5.14 Ensayos de inmunoprecipitacion.

El anticuerpo anti-Cryl1Aa fue acoplado a perlaspd#eina A-sefarosa por
medio de una incubacién de 1 h a 25°C. Al mismmpie, 10ug de la toxina Cryl1Aa
fueron incubados por 1 h a 25°C en presencia onaizgsede 10ug CytlAa.
Posteriormente 100l de las perlas suspendidas con el anticuerpo fiuerubados por
12 h a 4°C con la mezcla de proteinas Cyt y CrierAativamente, 5Qg de VMMA
fueron incubados por 1 h con fi§ CytlAa a 25°C. Las membranas se centrifugaron 10
min a 14,000 x g, se lavaron y se resuspendierd®Bsh 1x. 1Qug de toxina CryllAa
fue incubada entonces con las VMMA 1h a 25°C. LMMA fueron lavadas con PBS
1x y los pellets solubilizados por 1 h a 25°C ef fiDde PBS, 1 mM PMSF, 40 mM
CHAPS y 10 mM CaGl Las muestras fueron centrifugadas 10 min a 14000 el
sobrenandante que contenia a las membranas stadhidi fue incubado 12 h a 4°C con
100 ul de perlas previamente inmersas en anticuerpeCagfilAa de la misma forma
en que lo hicieron las proteinas solubles. Ambasstnas fueron sometidas a
centrifugacion (10 min a 14,000 x g), lavadas seises con PBS 1x y posteriormente

hervidas con buffer Laemmli, para posteriormente separadas en un gel de SDS-
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PAGE al 12%. El resultado del ensayo fue visuabzgdr Western blot usando

anticuerpos especificos.

5.15 Construcciones para el sistema de dos hibridos

La secuencia completa de los genesrgg@lAay cytlAa asi como los diferentes
fragmentos de las proteinas fueron obtenidos poR RGando oligonucleétidos
especificos (tablas 2 y 3). Los productos de PQRjelecryl1Aa fueron digeridos con
Sacl y Pstl (Biolabs) y clonados en el plasmido pHybLex/Zdovifrogene). Los
productos de PCR del gerytlAa fueron digeridos corKpnl y Spohl (Biolabs) y

clonados en el plasmido pYESTrp2 (Invitrogene).

Oligo |Posicién* Secuencia Enzima de

restriccion

Cry11.dir 44 5-AGAGCTCGAAGATAGTTCTTTAGATAC Sacl
Cryllrev 1973 |5-GATCTGCAGCTACTTTAGTAACGGATTAATTTG Pstl
dil-111.dir 671 |5-AGAGCTCTGTAAAGTCAGTCTTAAAGATG Sacl
F1.dir 143  |5-GGGGTACCGAAAATTTAAATCATTGTCCATTAGAAGAT Kpnl
Cyt.rev 887 |5-ACATGCATGCGAGGGTTCCATTAATAGCGCTAT Sphl
Fl.rev 425 [5-ACATGCATGCACCCATCGGTGTAATTGTGTTTGC Sphl
F2.dir 464 |5-GGGGTACCAATAACCAAGTAAGTGTTATGATTAATAAAGTC Kphl
F3.rev 684 |5-ACAAGCATGCCATTTTGGATTGCAAACAGGACATT Sphl
F4.dir 409 |5-GGGGTACCGCAAACACAATTACACCGATG Kpnl
F4.rev 842 |5-ACATGCATGCACTTGAGCTAACTAATGGTTGTGC Sphl
F5.rev 611 5-ACATGCATGCTGCTTCATTTTTTTGAGTATTTAAATT Sphl
F6.dir 577 |5-GGGGTACCACAAATACGTTTACAAATTTAAATACTCAA CPU

*Posicién 5'> 3' para cada oligo.
Tabla 2. Oligonucle6tidos usados para la amplifmagor PCR de los genes de

cryllAa, cytlAay los diferentes fragmentos de ambas proteinas.
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Gen o fragmento de gen Oligonucléotidos Producto de ' Tm °C

amplificado ocupados PCR (pb)

Gen completaryllAa Cryll.dir and Cryll.rev 1929 46
Fragmento con dominios Il'y Il | dlI-lll.dir and ¢t1.rev 1302 49

Gen complet@ytlAa F1 dir and cyt.rev 744 55
Fragmento F1, dB-1 aa-B F1dir and Flrev. 282 55
Fragmento F2, de-C aa-F F2.dir and Cyt.rev 423 55
Fragmento F3, d@-1 af3-5 F1.dir and F3.rev 541 55
Fragmento F4, d@-3 ap-7 F4.dir and F4.rev 433 56
Fragmento F5, de-C aa-D F2.dir and F5.rev 147 52
Fragmento F6, dB-4 af-7 F6.dir and F4.rev 265 54

Tabla 3. Reacciones de PCR desarrolladas parafemapil gen completo deryl1Aa,

cytlAay sus diferentes fragmentos.

5.16 Sistema de dos hibridos en levadura

El sistema de dos hibridos en levadura es unacgtaenolecular ampliamente
utilizada para comprobar la interaccion entre dosgnas (Golemist al., 1996; Gyrus,
et al.,, 1993). En esta metodologia se construyen pratehibridas (quiméricas)
compuestas por un dominio de unién a DNA (DNA BmgdDomain) y el dominio de
activacion (Activation Domain) de un factor de sanpciéon ambos fusionados a una o
dos proteinas que interactian entre si, y que snandinadas como el dominio anzuelo
“bait” y el dominio presa “prey”. Si células de &lura se someten a transfeccién con
genes codificadores de ambos hibridos, las porsicaenada y pez de las proteinas
quiméricas interactian entre si para producir uivador transcripcional funcional
(figura 13B). Un extremo del complejo proteico §a & la secuencia de activacion
corriente arriba (UAS) de un gen de prueba (panple, el gen HIS3); el otro extremo,

compuesto por el dominio de activacion, estimularelamblaje del complejo de inicio
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de transcripcion en el promotor. En el caso de lqse proteinas quiméricas no
interactien entre si, no habra expresion de aatividanscripcional que desencadene

ningun ensamblaje (figura 13A).

A. Si no hay interaccion entre las proteinas, nistexexpresion dp-galactosidasa.

x|

B42 AD Sin expresion

LexA DBD

Gen reportero

LexA UAS

B. Si hay interaccidn entre las proteinas, exispgesion dg3-galactosidasa e inducci¢pn
de la transcripcion.

Activacion de
B42 AD transcripcion
LexA DBD

LexA UAS

Gen reportero

Figura 13. Representacion esquematica del sisterdasihibridos en levadura.

Bésicamente el sistema de dos hibridos que nosotorgamos involucré el
andlisis de la interaccion de los dominios Il ydd Cryl1Aa con diferentes fragmentos
de la toxina CytlAa (Figura 14). Previamente tamby& habiamos demostrado la
interaccion entre las proteinas completas, de ahisg decidiera hacer un andlisis mas

detallado de la posible region de interaccion ndigdindo regiones en ambas toxinas.
Las dos construcciones del plasmido anzuelo caoxiaa Cryl1A completa y
los dominios Il y Il de la misma fueron realizades colaboracion con el Dr. Jiang

Guang Sun, usando el plasmido pHybLex/Zeo (Invéra). Las construcciones que
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involucran el plasmido presa con los diferentegrfrantos de la proteina CytlAa se

desarrollaron ocupando el vector pYESTrp2 (Invignog).

-F1 (31 -aB + loop aB3)
-F2 @C —-B7)

-F5 (aC —aD)

-F6 (loop aD + 34 —(37)

B1-B2-0A-0B-B3-0C-aD-B4-B5-B6-0E-B7
F1 F2

F5

F6

Figura 14. Representacion esquemética de las diEsreonstrucciones de Cyt1Ag.
Imagen de toxina extraida dedtial., 1996.

Una vez con las construcciones realizadas, sensftmrené la cepa de levadura

S cerevisiae L40, que en su forma silvestre, requiere de lognaacidos histidina,
leucina, triptofano y de la base nitrogenada aderpara poder crecer. Por ello es que
las transformantes positivas se seleccionaron atapinediante uso de zeocina (300
pg/ml), His y Trp. El antibi6tico zeocina es el marcador de restéedel plasmido
anzuelo, la histidina es el marcador de auxotadigrminado para la levadura L40 y el
triptofano es el marcador de resistencia del pldsnpresa. Solo si las colonias son
capaces de crecer en ausencia de triptofano yesenia de zeocina, se puede asegurar
que se logro la incorporacion de los dos plasméoka levadura. Sin embargo, esto no
basta para que las colonias sean consideradasaamaatas positivas de interaccion.
Solo si las transformantes son capaces de creaursemcia del marcador de auxotrofia

Histidina y por ensayo d&galactosidasa generan coloracién azul (por acgtwvede la
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transcripcion), se podra considerar a las transiotes como candidatas positivas de

interaccion.

Las soluciones de aminoacidos utilizadas fueroariigadas ocupando filtros
milipore de 0.2um desechables; triptéfano, leucina y adenina fuecupados en una
concentracion de 100g/ml, mientras que la histidina se ocup6 a una eatnacion de

50 pg/ml.

5.17 Transformacién de levadura por método de acetade litio.

Un cultivo de doce horas dg& cerevisiae L40 fue subcultivado a (D&y=0.07)
en medio YDPA y crecido a 30 hasta conseguir una gfpde 0.5. Posteriormente se
recupero el cultivo centrifugando a 3000x g porSé.agrego al pellet de células los
siguientes reactivos: 244 de PEG-3350 al 50%, 3@ de LiAc 1.0 M, 50l de ss-
DNA (2 mg/ml), 10ul del DNA deseado (0.1-5/q9) y 24 ul de agua MQ estéril. Se
agité vigorosamente para resuspender. Se incubé 3& y posteriormente se dio un
choque térmico a las células en un bafio de ag@dG pgor 30°. Se centrifugaron las
células a 14000 x g por 1" y se removio la mezel&ransformacion. Se agregaron 500
ul de medio YPDA vy resuspendieron suavemente coropijgeta. Se paso esta mezcla
a un tubo de vidrio, al cual se le agregaron 1.5éd de YPDA. Se dejo incubar 3 h a
30°C. Se centrifugé en microcentrifuga a maxima vditipor 1° y se descart6 el
sobrenadante. El pellet se resuspendié suavementencropipeta en 500 de agua
estéril, para posteriormente colocarse en cincasgagtri con el medio de seleccion SC
y los aminoacidos y antibiético correspondientas.ld&primera caja se colocaron 200
ul de cultivo, en las dos siguiente 100y en las dos restantes R esto con el fin de
elegir aquella en donde se observaran coloniaasdais! Se incubd a 30 durante 4 a 6
dias. (Agatept al., 1998).

5.18 Extraccion de DNA plasmidico a partir de levadra.

Se crecio la levadur@ cerevisiae L40 en 1.5 ml de medio YPDA por 12 horas.
Se recuperaron las células por centrifugacion, 5@)@or 5°. Después se resuspendio
en 100ul de buffer STET (8% de sacarosa, 50 mM de Tris8pH 50 mM de EDTA,
5% de triton X-100) y se agregaron 0.2 g de pedlaidrio de 0.45 mm. Se agitod

vigorosamente por 5°. Después se adicionaronul@@as de STET, volviendo a agitar
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brevemente con vortex y se colocé en un bafio da hguiendo por 3°. Se enfrié en
hielo por unos segundos y se centrifugd 10" °&.4Se transfirieron 10l del
sobrenadante a un tubo que contenigl%® 7.5 M de acetato de amonio, precongelado
a -20C por 1 h y se centrifug6 por 10° &34 Se agregaron 1040 del sobrenadante a
200 pl de etanol precongelado y se recuperd el DNA potrfugacion. Se lavo con
70% de etanol y se recuperd el DNA por centrifugiacBe seca el pellet obtenido y se
resuspende en 2Q0 de buffer TE. De dicho DNA, se usaron fi0para transformar

células competentes &ecoli.

5.19 Prueba cualitativa de expresion d@-galactosidasa en levadura (ensayo de
filtro).

Se agrego6 nitrégeno liquido a un contenedor. Secéaln trozo de membrana
de nitrocelulosa Hybond-C (Amersham) sobre las riak de levaduras a probar. Se
prepar6 una caja petri con 3.5 ml de buffer Z 8@ NaHPQ,, 40 mM NaHPQO,, 10
mM KCI, 1 mM MgSQ, pH 7.0) y 35Qul de X-gal 20 mg/ml. Se mezclé bien y luego
se colocé cuidadosamente papel filtro Whatman #teska solucién de buffer Z y X-
gal tratando de evitar la formacion de burbujas. r&movié cuidadosamente la
nitrocelulosa que estd sobre las colonias y secéoltentro del contenedor con
nitrégeno liquido. Se dejoé flotar sobre papel ahimpor 30" y posteriormente se hunde
por 5°. Se retir6 la nitrocelulosa y se esper6 & @l filtro se descongelara.
Posteriormente se colocé cuidadosamente la memblamnérocelulosa sobre el papel
filtro (siempre con las colonias viendo hacia ayibvitando hacer burbujas. Se cubrié
la caja petri con aluminio y luego se incubé 8B se esperé a que se muestre la
coloracion azul caracteristica de la prueba, ld puade darse en los primeros 30" 6

hasta 12 horas después, dependiendo la intenssdadrtteraccion.

5.20 Unién de Cry11A a péptidos inmovilizados en mebrana de nitrocelulosa por
sintesis SPOT.

Péptidos lineales de CytlAa fueron inmovilizados @m membrana de
nitrocelulosa por Jerini AG (Peptide Technolog&stlin, Germany) a través de sintesis
SPOT automatizada (Kramer y Schneider-Mergener, 8)L19%osteriormente la
membrana fue lavada con etanol y buffer TBS (50 d&MTris, 137 mM de NaCl, 2.7
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mM de KCI, pH 8) para posteriormente bloquear c&85,70.1% Tween 20 y 5% de
leche por 16 h a 4°C . La membrana fue lavada moente con TBS, Tween 20 0.1%
para retirar los restos de bloqueo, para despwgdan con 20ug/ml de CryllAa

biotinilada a 4°C por 4 h. Posteriormente se inculibcon SAPO (1:6000) y se revel6

la sefial obtenida con reactivos quimioluminiscentes

5.21 Mutagénesis sitio-dirigida

La mutagenesis del plasmido pWF45 que codifica femproteina CytlAa se
realiz6 ocupando el kit QuickChange XL de Stratagdrodos los cambios fueron por
el aminoacido alanina. Para cada mutante se d@mebéigonucledtidos especificos para
obtener por PCR el DNA mutado (tabla 4). El produd# PCR se transformo Encoli
XL1-Blue, para después, extraer DNA de las colonistgnidas y secuenciarlo con el
fin de verificar el cambio esperado. Posteriormeetéransformo el DNA mutado en la
cepa de Bt acristalifera 40fara la expresion y purificacién de las proteifs. su
parte, las mutantes en Cryl1Aa fueron amablemaogogrionadas por la Dra. Luisa
Elena Ferndndez (Fernandstal., 2005).

Oligo Secuencia Tm
°C
E196A |5-ATTGTGTACCAGTTGGTTTIGCAATTAAAGTATCAGCAGTAAAGG 78.9
E196Ar |5-CCTTTACTGCTGATACTTTAATTGCAAAACCAACTGGTACACAAT 78.9
K198A |5-GTGTACCAGTTGGTTTTGAAATTGCAGTATCAGCAGTAAAGGAACAA 78.6
K198Ar 5-TTGTTCCTTTACTGCTGATACTGCAATTTCAAAACCAACTGGTACAC 78.6
K203A 5-GGTTTTGAAATTAAAGTATCAGCAGTAGCGGAACAAGTTTTATTTTTCACAATTCAA 78.4
K203Ar |5-TTGAATTGTGAAAAATAAAACTTGTTC CGCTACTGCTGATACTTTAATTTCAAAACC 78.4

E204A |5-TGAAATTAAAGTATCAGCAGTAAAG GCACAAGTTTTATTTTTCACAATTCAAG 78.5
E204Ar |5-CTTGAATTGTGAAAAATAAAACTTC TGCCTTTACTGCTGATACTTTAATTTCA 78.5
K225A |5-CTACAATGTTAACATCCAATCTTTGGCATTTGCACAACCATTAGTTAGCTC 79.6

K225Ar |5-GAGCTAACTAATGGTTGTGCAAATGCCAAAGATTGGATGTTAACATTGTAG 79.6

*Posicion 5> 3' para cada oligo. r = oligonucléotido antisemiidreverso.

Tabla 4. Secuencia de oligonucle6tidos usados @& Para la obtencion de proteinas

mutantes de CytlAa.
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5.22 Determinacion de las constantes de afinidadtea las proteinas Cry y Cyt por
ensayo de ELISA competitiva.

Para determinar la constante de disociacion apar@q) observada en la
interaccién de las diferentes proteinas, 10 nM g&lA&a silvestre y sus mutantes
(K118, E204A y K225A) fueron incubadas individualme con concentraciones
crecientes de CryllAa silvestre y sus mutantes S39266A (de 0.1 nM a IM) en
un volumen de 10@l por 1 h a temperatura ambiente. Las mezclas ada® fueron
transferidas a una placa de ELISA previamente iadabcon 2.5ug de la toxina
CytlAa silvestre. La concentracion de CryllAa silke (0 de sus mutantes) a la cual

se observe la sefial media correspondekg &parente (Dongt al., 2003).

5.23 Preparacion de vesiculas unilamelares pequef&UJV).

Se realiza una mezcla de fosfatidilcolina (PC)gstdrol (Ch) y estearilamina
(S) en un matraz de vidrio de 5 ml en una proporcié 10:3:1 respectivamente, para
llevarlos a una concentracion final de 1.9:0.5j0\2 respectivamente (concentracion
final de la mezcla 2.6M). Posteriormente son secados con argén y colecad@cio
durante 12 horas para remover los restos de clonofdel almacenamiento inicial. Una
vez secos, los lipidos son hidratados en 2.6 MiodexM HEPES 150 mM KCI pH 7 6
10 mM CHES, 150 mM KCI pH 9 e incubados por 30 ©on vortexeo ocasional. Por
altimo, se somete a la muestra a un proceso deamdn durante 5 minutos en un
equipo Branson-1200 durante 5 veces con intervdsl minuto en hielo entre
sonicacion y sonicacion. Los SUV pueden ocuparsg#ah8 dias después de su

preparacion.

5.24 Ensayo de oligomerizacion de CryllAa.
El oligobmero de Cryl1Aa fue producido en presedeid/MMA de Ae. aegypti

y SUV. En el primer caso, 1@y de CryllAa en su forma de protoxina soluble,dner
incubados 1 h a 3T con tripsina en una proporcion 1:50 (proteaséépra) y 10ug de
VMMA de Ae. aegypti en un volumen final de 1@ de 50 mM NaCQO; pH 10.5. En

algunos casos, la activacién se hizo también esepea de fug CytlAa en su forma
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de toxina. La reaccion de activacion fue detenisndo PMSF 1 mM y se separoé la
fraccion soluble de la insoluble por centrifugacibrh a 50000 x g, para después
someter al sobrenadante a un ensayo de Western uBl@ando un anticupero
policlonal anti-Cry11A. Por su parte, la activaciboupando SUV se realizé de la
siguiente manera: 2439 de protoxina soluble de Cryl1lAa se incubaronmar2 h a
37 °C con 20QuM SUV, tripsina 1:50 (peso/peso), en presenciasencia de 0.pig
CytlAa activada, en un volumen final de 1A0de 50 mM NaCO; pH 10.5. La
reaccion de activacion fue detenida usando PMSFM ynel pellet se obtuvo
centrifugando 1 h a 100000 x g, para después resdsfdo en PBS 1x si la muestra se
ocupa para detectar el oligobmero por western blet duffer 150 mM KCI, CHES 10
mM, pH 9, si la muestra sera utilizada para ensdgopermeabilidad a membrana. En
ambos casos, el pellet resuspendido fue sometish@ aemperatura de 1@ durante 4
min con el fin de desnaturalizar las proteinas stad® monomérico que aun

permanecieran en la muestra.

5.25 Ensayos de permeabilizacién a membrana (medilde fluorescencia)

El potencial de membrana en SUV cargados con 10d@MEPES y 150 mM
de KCI pH 7.0, se obtuvo monitoreando la partiaiéh colorante fluorescente cargado
positivamente  3-3’-dipropil-tiodicarbocianina  [@i8-(5)] (SIGMA) a una
concentracion final de 1.21M. La fluorescencia fue medida & 620/670 nm
excitacion/emision. Los ensayos se realizaron evolumen de 90@u de buffer de 150
mM de cloruro deN-metil-D-glucamina, 10 mM de HEPES y 2 mM de Cagi 7 en
una cubeta de vidrio de 1 cm de longitud &28on agitacion constante. Se adiciono
cianina (1.2uM), después 1M de SUV, esperando a que el colorante alcance el
equilibrio (1 min). Posteriormente, se agrego lbneanicina o toxina, que produjo una
hiperpolarizacién de la membrana debido a la salieldones K del interior de las
vesiculas. Esto provoco la entrada del coloramte tianina en SUV generando un
decremento en el indice de fluorescencia. La depatadn produjo el efecto contrario.
La calibracién del colorante y la determinacién plefencial de membrana restante se
desarrollaron en presencia de valinomicina (M) por adiciones sucesivas de KCI
(Fni=1, R2=2.5, k=6, R=12.5, Rs=26, =52, MM concentracion final) en SUV.
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Figura 15. Esquema de los ensayos de fluorescpacéadeterminar el potencigd
de membrana al ion*en SUV.

Los cambios en sefal fueron normalizados como eleptaje de cambios en
unidades arbitrarias de fluorescencia determinpda! fluorimetro. Al graficar dicho
porcentaje de cambios (% FAU) vs. la concentracion de'Kuera de las vesiculas, se
genera una curva cuya pendienta) (es directamente proporcional al grado de
permeabilidad que el ionéforo produce sobre la mrama (Figura 15). Estos ensayos

fueron realizados al menos cuatro veces para validaignificado estadistico.
Para analizar los datos proporcionados por eldlmetro y obtener la pendiente

de la recta obtenida de graficar potencial decéhtra incremento en fluorescencia por

accién de valinomicina se realizé lo siguiente:
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Volumen de buffer de cloruro démetil-D-glucamina = 90Ql

Volumen de VMMASs correspondientes add (stock 1.56ug/ul) = 6.4pl

Volumen de cianina = (il

Volumen final de reaccion = 907.4ul

A partir del volumen final de 907.4l, se determiné como se incremento el
volumen de reaccion conforme se agregd KCl 3 M.misimo, se determiné el cambio
en concentracion de’kexterno inducido por valinomicina tomando en coesicion la
formula GV1=C,V,. Con esos datos se determiné gl(E<=25.69" In [K']J[K']) v el

porcentaje de incremento en fluorescenciARe(Fn — Fo) 100). La tabla 5 resume los

datos obtenidos.

Volumen enpl de | Volumen final de | [K™]e Ex Fn |%AF

KCI 3 M agregado| reaccion enpl mM
0 907.4 -128.721.78 10
1 908.4 4 -93.10 1.90 22
2 910.4 10 -69.56 2.0D 32
4 914.4 23 -48.17 2.14 46
8 922.4 49 -28.74 231 63
16 938.4 100 -10.41 2.52 84
32 970.4 198 713 2.71 103
64 1034.4 383 24.08 292 124

Tabla 5. Andlisis de datos de permeabilidad “aplr accion de valinomicina en
SUV. El valor de [K]; es siempre 150 mM, pues se cargaron las VMMA#.de
aegypti con dicha concentracién de KCI. Los valores dg Fo son proporcionados
por el fluorometro. Fo es la fluorescencia inidah la que se comenzé el ensayo y

se mantiene constante. En este caso Fo tuvo undatb 68
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La grafica obtenida para valinomicina (control p@e) se muestra a
continuacion:

y=0.765x + 93.231 r=0.9710O Valinomicina
150
100 -
%AF
50 -
0 I I I
B 8 3 ° 3
Ek

Figura 16. Grafica de potencial de* kcontra %AF
(unidades arbitrarias de fluorescencia) para valinma.

Los experimentos de liberacion de calceina fueesadollados segun Rausell y
colaboradores. SUV cargadas con 80 mM de calcearari preparadas por sonicacion
durante 3" por 30" de descanso en presencia éer 150 mM KCI, 10 mM CHES, pH
9. La calceina que no fue atrapada dentro de Eiswlas se removié de la muestra por
filtracion en gel haciendo uso de una columna e@anqecon sephadex G-50 (1 cm x 30
cm) y eluida en el mismo buffer. El ensayo de &b&m de calceina se llevo a cabo de
la siguiente manera: 190 de SUV cargadas con calceina fueron adicionad@0al
de buffer 150 mM KCI, CHES 10 mM, pH 9. La muesteaoligémero de Cryl1lAa en
presencia de CytlAa y de las proteinas ocupadagdodimente se agregaron para

determinar su capacidad de liberar el colorante.liberacion de calceina genera
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incrementos en fluorescencia debido a la formad@rporos que permiten su salida
hacia el solvente. Las longitudes de onda ocupgdes la determinacion de la
fluorescencia fueron de 490/520 nm (excitacion/em)socupando un fluorimetro
Aminco Bowman. La méxima liberacion de fluorescanse verifica al final de cada
experimento agregando 0.1% Triton-X-100 (concerdracfinal). Todos los

experimentos fueron realizados por cuadriplicatengeratura ambiente.
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6. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente trabaijovestigacion involucran

siete apartados principales:

1) Bioensayos y pruebas de sinergismo entre Cryl1@8gtyAa.

2) Ensayos para determinar la posible interacciérepmatproteina entre CryllAa
y CytlAa partir de experimentos de unién secueridd MMA de Ae. aegypti,
ligand blot, ELISA y coinmunoprecipitacion.

3) ldentificacién de los sitios de interaccion entnebas proteinas por medio de la
técnica de sistema de dos hibridos en levadura yegéptidos inmovilizados
en membrana de nitrocelulosa por sintesis SPOT &eg).

4) Mutagénesis sitio-dirigida en los sitios de interdn entre CryllAa y CytlAa
para evaluar por bioensayos el efecto que dichodics generen en el proceso
de sinergismo.

5) Andlisis de la participacion de CytlAa en el pracele oligomerizacion de
CryllAa en solucion y en presencia de membranasMXMle Ae. aeypti y
SUV).

6) Evaluacion de la actividad formadora de poro dejéohero de CryllAa por
ensayos de permeabilizacion a membrana del fop liberacion de calceina en
SUV.

7) Establecimiento de wuna posible correlacion entre fehémeno de
oligomerizacion de CryllAa y su habilidad para gimar con CytlAa

ocupando para ello a las proteinas mutantes atectadinteraccion.

El primer apartado involucra el analisis del siisr® existente entre las
toxinas CryllAa y CytlAa producidas por Bti, lasales se eligieron como
modelo para la realizacion de este trabajo debidoeason tdxicas contra larvas
del mosquitoAe. aegypti y presentan un alto nivel de sinergismo en conaidma
a nivel bioensayo (Wet al., 1994). El resto de los apartados estan enfocados
demostrar y soportar la hipétesis presentada dmakhjo sobre la interaccion

proteina-proteina que puede llevarse a cabo esias dod-endotoxinas de Bti,
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con el fin de sustentar experimentalmente la hgstede que CytlAa puede
funcionar como un receptor de CryllAa, y que irelpgede favorecer eventos
de vital importancia en el mecanismo de accion gére las toxinas Cry como

seria la formacion de una estructura de pre-poro.

6.1 Bioensayos y pruebas de sinergismo entre CryldA CytlAa.

Trabajos previos demostraron que la proteina CytdiAargiza la actividad de
las toxinas Cry de Bti (Crickmom al., 1995; Wuet al., 1994; Changt al., 1993; Wu
y Chang, 1985). No obstante, para el desarrolleste trabajo era necesario que bajo
las condiciones propias de nuestro laboratoricassulara el grado de actividad de las

toxinas elegidas y su habilidad para sinergizatradarvas dé\e. aegypti.

Por lo anterior, los bioensayos para determinactvidad toxica de CryllAay
CytlAa se realizaron en 100 ml de agua, con ladead® estadio dée. aegypti y
utilizando esporas/cristales de cada una de laeipes en diez diferentes dosis con 4
repeticiones cada una. El control positivo fue @tD916) y el negativo buffer de
almacenamiento de las proteinas (agua destilada cov de PMSF). Para cada toxina
de manera individual, se determin6 su dosis letdian (LGg) que se define como la
dosis a la cual se produce la muerte del 50% denttigiduos de la poblacién total
tratada. A continuacidén se muestran los datos deafitad de larvas dée. aegypti

obtenidos en los diferentes bioensayos para CytlAa.

Bioensayo 1Bioensayo2Bioensayo Bioensayo 4 %

Dosis No. de No. de No. de No. de | Total de |mortalidad

(ng/ml) muertos muertos | muertos | muertos | muertos| Promedio
300( 10/10 10/10 10/10 10/10 40/40 100.0
250(¢ 7/10 6/10 4/10 6/10 23/40 53]50
2000 6/10 5/10 5/10 5/10 21/40 52|50
150( 4/10 5/10 5/10 6/10 20/40 50/00
1000 3/10 2/10 1/10 4/10 10/40 25/00
500 2/10 2/10 2/10 2/10 8/40 20/00
100 2/10 1/10 2/10 2/10 7140 17/50
5Q 1/10 1/10 0/10 2/10 4/40 10/00
10 0/10 1/10 0/10 0/10 1/40 2,50
5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/40Q 0,00

Tabla 6. Toxicidad de CytlAa contra larvasfdeaegypti
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A partir del andlisis estadistico de los datosad@bla 6 por el programa POLO
de LeOra Software, se determind que lasd-Bara la toxina CytlAa fue de 1244.6
ng/ml (limites de confianza: 909.9-1423.1), cantidae comparada con las dosis letal
de otras toxinas Cry activas contra mosquitoss§l@y4Ba=467 ng/ml, Crickmoret
al., 1995) es considerablemente mayor, por lo quausdgyconcluir que esta toxina es

poco téxica contra larvas del 4° estadid\deaegypti.

La LCso para CryllAa tomando en consideracion los datok dabla 7 y el
resultado arrojado por el programa POLO seria @&928g/ml (limites: 102.4-499.6).
Este valor es menor que la §de CytlAa, por lo que se sustenta que la toxina

Cryl1lAa es al menos 5 veces mas toxica que CytbAteaclarvas dée. aegypti.

Bioensayo 1| Bioensayo 2Bioensayo 3Bioensayo 4 %

Dosis No. de No. de No. de No. de | Total de |mortalidad

(ng/ml)| muertos muertos muertos | muertos | muertos| promedio
1200 10/10 10/10 10/10 10/10 40/4( 100.00
1000 9/10 10/10 10/10 10/10 39/4( 97.50
800 7/10 9/10 10/10 9/10 35/40 87/50
600 6/10 7/10 8/10 6/10 27/40 67,50
400 5/10 5/10 4/10 5/10 23/40 57,50
200 4/10 4/10 3/10 4/10 18/40 45,00
100 4/10 2/10 5/10 2/10 10/40 25,00
80 2/10 3/10 3/10 2/10 8/40 20/00
60 1/10 2/10 1/10 1/10 2/40 5,00
40 1/10 0/10 0/10 1/10 0/40 0,00

Tabla 7. Toxicidad de Cryl1Aa contra larvasfdeaegypti

En el caso de Bti, que es la cepa silvestre qoduge las toxinas Cry4Aa,
Cry4Ba, Cryl1Aa, Cryl0Aa, CytlAa y Cyt2Ba, el etetdxico fue considerablemente
mas elevado, lo cual se debe a la presencia dg¢hlcparaesporal completo, de ahi que
se use como control positivo en este tipo de bmws Los altos porcentajes de
mortalidad obtenidos a dosis bajas (25 ng/ml), seestman en la tabla 8. La kL
determinada por el programa POLO para Bti contreakadeAe. aegypti fue de 7.0
ng/ml (limites: 4.9 a 8.9), aproximadamente 180egemas toxica que la proteina

CytlAay 34 veces mas toxica que CryllAa.
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Bioensayo 1| Bioensayo 2Bioensayo3Bioensayo4
Dosis No. de No. de No. de No. de |Total de %mortalidad
(ng/ml) | muertos muertos muertos | muertos | muertos| promedio
25.0 10/10 10/10 10/10 10/10 40/40 100.00
22.5 10/10 10/10 10/10 9/10 39/4( 97.50
20.0 9/10 9/10 9/10 9/10 36/40 90,00
17.5 9/10 9/10 8/10 9/10 35/40 87,50
15.G 8/10 8/10 9/10 7/10 32/40 80,00
12.5 7/10 7/10 6/10 5/10 25/40 62,50
10.0 5/10 510 5/10 5/10 20/40 50,00
7.5 4/10 5/10 4/10 4/10 17/40 42|50
5.0 3/10 4/10 4/10 3/10 14/40 35,00
2.5 2/10 4/10 2/10 2/10 10/40 25/00

Tabla 8.Toxicidad de Bti contra larvas Ae aegypti

Con el fin de investigar el posible efecto sinéogimtre CytlAa y CryllAa, se

realizaron bioensayos con mezclas de ambas toXdagpando larvas del 4° estadio de

Ae. aegypti y tomando en cuenta los porcentajes de mortali@adhencionados, se

sometid a las larvas a una dosis inicial de 50 hgdnCry11Aa, que individualmente

genera un porcentaje de mortalidad aproximado @&, 30a partir de dicho punto, se

agregaron dosis crecientes de la toxina CytlAa, deemanera individual son

completamente inocuas. Los resultados obtenidosisestran en la tabla 9 y en la

figura 17:

Dosis Ensayol | Ensayo2 | Ensayo 3| Ensayo4 %
(ng/ml) No. de No. de No. de No. de | Total de |mortalidad
Cry:Cyt muertos | muertos | muertos | muertos | muertos | promedio

50: 00 2/10 1/10 1/10 1/10 5/40 12
50: 50 4/10 5/10 5/10 3/10 17/40 42
50:100 5/10 6/10 5/10 5/10 21/40 52
50:150 5/10 7/10 7/10 7/10 26/40 X
50:200 9/10 8/10 10/10 10/10 37/40 92,
50:250 10/10 10/10 10/10 10/10 40/40 100

50
50
50

50

Tabla 9. Toxicidad de la combinacién de dosis emteis de CytlAa con CryllAa

contra larvas dée. aegypti.
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Figura 17. Curva de dosis respuesta de la comidinade CryllAa y
CytlAa contra larvas dae. aegypti. En presencia de la toxina tipo CytlAa,
se observa un incremento en la mortalidad de taadadeAe. aegypti, pese

a que la toxicidad de Cryl1lAa se mantiene constpntdp que se confirma
el evento de sinergismo.

Como se puede observar en la figura 17, manteniendodosis constante de
CryllAa de 50 ng/ml, que causé el 12.5% de mosddlidy adicionando dosis
crecientes de CytlAa que tedricamente no rebasaf%lde mortalidad a la maxima
concentracién, la actividad toxica hacia larvas4®edstadio dée. aegypti incrementoé
notablemente. Por ejemplo, en el caso de la comidimede 50 ng/ml de CryllAa
(12.5% mortalidad) y 100 ng/ml de CytlA (4% modali), teGricamente tendriamos
un valor de 16.5% de mortalidad final. No obstaeteel bioensayo se obtuvo un 52.5%
de mortalidad (tabla 9). El efecto anterior no j@der de ningiin modo aditivo, pues la
mortalidad que se obtiene para ambas toxinas (9X6fera en mucho la suma teédrica
de 16.5%, lo cual demuestra el sinergismo existentee las toxinas CryllAa y

CytlAa a partir de bioensayos, incluso a dosissqueinocuas de manera individual.

Las curvas de mortalidad normalizadas por PROBIT alecto téxico de
CryllAa, CytlAa, Bti y la combinacién de ambas masi se muestran en la figura 18.
Como podemos observar, la curva que representaribinacion de CryllAay CytlAa
se encuentra desplazada a la izquierda llegando salor de 1.8 (log dosis), en
comparacion con las curvas que representan a t#eipas individuales (2.6 para
CryllAa y 3.3 para CytlAa). No obstante, su degpiento no es tan pronunciado

como el que mostré Bti (0.8 log dosis), por conggte se confirma el hecho de que las
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toxinas CryllAa y CytlAa de Bti actlan sinérgicateecuando se encuentran en
combinacion, pero no presentan un efecto superimservado usando el cristal nativo

completo, que ademas contiene las toxinas Cry4AgEa, Cryl0Aa y Cyt2Ba.

& CytlAa
|_
foe) E CryllAa
2 -
o A Bt
X Cryl1Aa+CytlAa
4 .

log dosis (ng/ml)

Figura 18. Analisis comparativo de las curvas decidad de CryllAa,
CytlAa, Bti y la combinacion de Cryl1Aa+CytlAa corlaevas del 4°. estadio
de Ae. aegypti. A partir de los datos de las tablas 6, 7, 8 ¢ 98lstiene la curva
dosis-respuesta, donde la unidad Probit 5 corregpahf0% de mortalidad. El
desplazamiento de la curva hacia la derecha reffejacremento en toxicidad.

Para dar un valor definido al incremento en toxdidle la combinacion de
CryllAa y CytlAa se requiere calcular el factorsdergismo a partir de la ecuacién
de Tabashnik (a) (Tabashnik, 1992). Dicha ecuaditermina tedricamente la dosis
letal media de una mezcla de dos o mas toxinagjiasdo un efecto aditivo entre sus
componentes de acuerdo a proporciones previamstablecidas y al valor de k&

obtenida de forma individual a través de bioensgyasalisis estadistico PROBIT.

a: Toxina 1

I—CSO tec’)rica(a"'b) = [ ra +_r1b * .
b: Toxina 2 (a)
lie(@)  LGolb)

r: proporcion

LC..: dosis letal med
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Si se relaciona el valor obtenido en (a) con lascLractica obtenida por
bioensayosin vivo a través de un andlisis tipo PROBIT, se obtienefagtor de
actividad (FS) que indica, directamente, si la reede toxinas sinergizan (b). En caso
de que el valor de FS obtenido sea mayor a 1, senab sinergismo; si es igual a 1, se

tiene un efecto aditivo, y si el valor es menor aldservamos un efecto antagénico.

LCg, tedrica
FS = b) (

LC;, practica

Tomando en consideracion lo anterior, se desaroollioensayos para calcular
el factor de sinergismo entre las proteinas CytyA@ryl1Aa sobre larvas del 4°.

estadio dé\e. aegypti de acuerdo al siguiente ejemplo:

Si sabemos que la kg practica de CytlAa es de 1244.6 ng/ml y lasd-C
practica de Cryl1lAa es de 235.9 ng/ml (ambos datlesilados por el programa POLO
de andlisis PROBIT), podemos decir que CryllAamexamadamente 5 veces mas
toxica que CytlAa. Por ello, conservando dichaprmiones, al despejar la ecuacion

(a) tendriamos que el valor de 4g@edrico para la combinacion seria de 121.12 ng/ml.

-1
1 5
LC 5, (Cry11A+Cyt1A ) = -+ = 121.12 ng/ml
235.9 129466 LC ., tedrica

Si por analisis PROBIT de los datos obtenidos dniagnsayo, obtenemos que
la LCs préactica de la mezcla entre CryllAa y CytlAa eS480 ng/ml, entonces,

despejando en la formula (b), tendriamos que elgffa igual a 2.21.
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121.12
FS = =2.21
54.80

Dado que el valor obtenido es mayor a 1, podemos dae la mezcla de las
toxinas CryllAa y CytlAa, a una relacion de 1:®spnta un efecto sinérgico contra
larvas del cuarto estadio de. aegypti de aproximadamente 2 veces mas del valor
tedrico esperado. No obstante, segun consideracaeianismo Tabashnik, el factor de
sinergismo puede apreciarse en un rango mas ardpliactividad, si se ocupan
concentraciones subletales del componente men® ald la combinacién a probar,
gue en nuestro caso seria CytlAa. De esta formapservarse un efecto sinérgico
considerable entre CryllAa y CytlAa, este se amiecimas disminuyendo la

proporcién del componente menos toxico.

Para demostrar lo anterior se ocuparon diferemgsopciones de CytlAa (1.0,
0.5 y 0.2) manteniendo constante en la mezcladpgocion de 1.0 de CryllAa. Los
resultados obtenidos se enlistan en la tabla 1ugstran que el efecto de sinergismo
entre las proteinas es mas apreciable conformandigela proporcién de CytlAa, lo
gue podria indicarnos que vivo, no se necesita de una concentracion alta de esta

proteina para observar su efecto sinérgico conX2wg1

Combinacién Proporcion Lggtedrica LCso practica FS
(ng/ml) (ng/ml)
CytlAawt: Cryl1Awt 5.0:1.d 121.12| 54.80 (22.1-89.9) 2.2
CytlAawt: Cryl1Awt 1.0:1.G 198.30| 57.40 (31.7-90.4) 3.5
CytlAawt: Cryl1Awt 0.5:1.d 215.50, 26.06 ( 6.1-51.0) 8.3
CytlAawt: Cryl1Awt 0.2:1.d 227.30, 12.13 (0.45-30.8) 18.7

Tabla 10. Factores de sinergismo obtenidos parartéinacion de CryllAa y CytlAa
a tres diferentes radios de proporcién 5.0:1.011000.5:1.0 y 0.2:1.0.

wt, proteina silvestré Limites de confianza.
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Gracias a los resultados mostrados anteriormeiderpos establecer que la
actividad individual de CryllAa y CytlAa contravas del 4°. estadio de. aegypti
en comparacion a lo que se observa con el cristedegporal completo de Bti, es
significativamente menor. No obstante, usadas erbsw@cion, estas proteinas generan
un efecto sinérgico apreciable, que a proporciomag bajas de CytlAa, puede llegar a
ser 18 veces superior al efecto tedrico esperareldadsuma de sus actividades
individuales (tabla 10).

6.2Unidn secuencial de Cryl1lAay CytlAa en VMMA dé\e aegypti.
Una vez analizado el efecto sinérgico entre Cryl§A2yt1Aa contra larvas del
4°, estadio dée. aegypti, se procedio a realizar los ensayos para sustentppsible

mecanismo molecular de sinergismo entre dichagasxi

Reportes previos demostraron que CytlAa y Crylldairsen a la membrana
apical del intestino del mosquitAnopheles gambiae a través de la misma region
(Ravoanhangimalalet al., 1995). También se demostré que la toxina Cryldédane
especificamente a su receptor en VMMAAge aegypti (Buzdinet al., 2002; Kriegeet
al., 1999) a través de una proteina tipo ALP anckdaembrana por un grupo GPI
(Fernandezt al., 2006). En contraste, CytlAa no se une a recgpimroteinicos, sino
gue interactia directamente con fosfolipidos insakps de membrana tipo
estearilamina, abundantes en células intestinal@Spleros (Drobniewski y Ellar 1988;
Promdonkoyet al., 2000). Pero ¢ qué pasa con el patron de uni@ndelAa y CytlAa
en el intestino dé\e. aegypti cuando ambas proteinas estan presentes en elb@nsay
¢,CytlAa, al tener un patrén de union tan inesmegifiodria inhibir o por el contrario,
favorecer la unién de la toxina Cryl1Aa? Para nedpoesta pregunta se decidié hacer
un ensayo de union secuencial con la finalidad lmkewar si el pegado de la toxina

CytlAa en la membrana afecta la union de CryllAa.

Para la realizacion de dicho ensayo se procedidgificar las proteinas de interés
haciendo uso de las cepas de Bt que produced-démslotoxinas CryllAa (Bt CG6
pWF26) y CytlAa (Bt 4Q7 pWF45). Se favorecio suaesfacion y la produccion de
cristales inoculando las cepas en medio minimog8@ contiene sales minerales como
MgSO,, MnCl,, KCI, FeSQ y CaCh. Posteriormente los cristales se purificaron por
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gradiente de sacarosa (Thomas y Ellar, 1983b), okgbikzaron y finalmente se
activaron proteoliticamente para obtener el fragmébxico o toxina. Las condiciones

de solubilizacion y activacion de Cryl1Aa y Cytl#aresumen en las tablas 11y 12.

TOXINA BUFFER TEMPERATURA | TIEMPO
CryllAa NaOH 100 mM 4°C 1h
CytlAa Carbonatos 50 mM + 10 mM DT|T 37°C 1h

Tabla 11. Condiciones de solubilizacion para list@les de Cryl1Aa y CytlAa

En el caso de la proteina Cryl1Aa, el procesamient tripsina genera un corte
intramolecular en la arginina 326 lo que genenaréaluccién de dos polipéptidos de 36
y 32 kDa (figura 19), que se mantienen asociadasimeracciones hidrofébicas y
puentes salinos. Ambos fragmentos son necesanadgactividad toxica de CryllAa
(Daiy Gill, 1993; Yamagiwat al., 2002; Yamagiwat al., 2004).

TOXINA PROPORCION | TEMPERATURA | TIEMPO ENZIMA
(enzima:proteina)

CryllAa 1:50 25°C 2h Tripsina

CytlAa 1:30 30°C 1h Proteinasa K

Tabla 12. Condiciones de procesamiento proteolftgma Cry11A y CytlA.

Por su parte, la toxina CytlAa puede activarsetdpsina en una relacion de
1:50, enzima:proteina, a 37°C durante 30", sin egobaicho procesamiento es parcial,
pues solo se obtiene un corte en la regién N-teximlio cual, no basta para su completa
activacion. Por ello, es recomendable trabajar pareinasa K, que corta tanto el
extremo amino como el carboxilo (Saé al., 1995) y genera la formacion del

fragmento activo de 23 kDa (Figura 19).

CryllAa CytlAa

75| - l« Protoxina Ne
50| e 50

Toxina = Activacion tripsina )
32v 36 kDa <+Protoxina =~ ]
25 : y 25 -. <«Toxina = Activacion Proteinasa K

“ W 23kDa

Figura 19. Patrones de solubilizacién y activadénas proteinas CryllAay CytlAa en SDS-PAGE al 5%
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Una vez con las toxinas activadas, se procedidabzae el ensayo de unién
secuencial. El propésito de este ensayo, como seiam® anteriormente, fue evaluar el
posible efecto que la toxina CytlAa tiene sobren@n de Cryl1Aa en VMMA dée.
aegypti. El experimento consistio en preincubantode VMMA deAe. aegypti s con 5
nM de toxina CytlAa por 1 h. La toxina no unida sacei6 con 3 lavados con PBS 1X
y centrifugacion, para posteriormente evaluar &dpade union de 5 nM de CryllAa
biotinilada sobre dichas membranas. En el casoadeVIMMA preincubadas con
CytlAa sin marca, se observd que la union de Crglblotinilada incremento
notablemente en comparacion con las VMMA sin prddac (Figura 20A). Este efecto
fue mas apreciable al realizar ensayos de compaghomoélogas en los cuales se
evalu6 la habilidad de CryllAa no marcada para ldesp la sefial de CryllAa
biotininada en VMMA (Figura 20B). Este experimenmtmestra que es mas dificil
desplazar la sefal de Cryl1lAa biotinilada en VMMAipcubadas con CytlAa, que en
las no preincubadas, aun y cuando se ocupan 100000 excesos nM de Cryl1Aa no
marcada. Ademas, este ensayo también muestra quedia de CryllAa a VMMA,
aun en presencia de CytlAa, es saturable como guandxina no esta presente, lo que
sustenta un alto grado de especificidad en la ulérhecho, pareciera que la presencia
de CytlAa proporciona mas sitios de union para Thglde los que naturalmente tiene
en las VMMA deAe aegypti, lo cual, fue el primer indicio para apoyar ladigsis de

que CytlAa puede funcionar como un receptor payalza.

A VMMA B vMmA+CytiAa VMMA
Ae. aegypti )
Competidor Cryl1Aa  Competidor Cryl1Aa
CytlAa no marcada - + 0 100 1,000 10,000 O 100 1,000000
kDa kDa

36~ | — o
32> 1% W

Figura 20. Analisis de unién secuencial de CytlAaylCAa a VMMA deAe. aeypti.
(A) 5 ug de VMMA fueron preincubadas con 5 nM de CytlAa siren, lavadas por
centrifugacién y usadas para evaluar la unién dislsle Cryl1Aa biotinilada. Cyt1Aa
incrementa la unién de CryllAa biotinilada a VMMA d&. aegypti. (B)
Competencias homologas de uniéon de CryllA biotiniladMMA de Ae. aegypti
preincubadas y no preincubadas con 5 nM de CytlA B necesitan de altas
concentraciones de toxina CryllAa sin marca parplaes la sefial de CryllAa
biotinilada, por lo que se sugiere que las VMMAipcabadas con CytlAa tienen mas
sitios de union disponibles para Cryl11A que las VMMATtratar.
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Para sustentar aun mas el hecho de que CytlAapaz de favorecer la union
de CryllAa en el intestino d&e. aegypti, se desarroll6 un ensayo de interacgion
vivo. En dicho experimento, se evalué por microscopifiubrescencia la localizacion
de la toxina Cryl1Aa marcada con fluoresceina (fFiiCel intestino dée. aegypti. El
experimento consistié en alimentar a larvas dekdtadio dé\e. aegypti con una dosis
de 400 ng/ml de la toxina marcada por un lapso agoma 2 h. Posteriormente se
extrajo el intestino y se visualiz6 el patrén deofescencia que mostré. El intestino
disectado que estuvo en contacto con CryITAamostré sefial de fluorescencia en la
zona anterior (ceaeca) y posterior del intestino UFig21B), en comparacion con el
intestino control en ausencia de toxina que no mastfial de fluorescencia (Figura
21A).

Figura 21. Deteccion de toxina Cryl1Aa marcada twordsceina (FITC) en el
intestino de larvas del 4°. estadioAke aegypti. A. Intestino control sin toxina.
B. Intestino expuesto a CrylTAC. C. Intestino expuesto a Cryl1A& +
CytlAa sin marca. La presencia de CytlAa incrementasiderablemente la
union de la toxina Cryl1Aa marcada.

Para observar el efecto de la presencia de CyebAa unién de Cry11A5€,
nuevamente se alimentaron larvas con ambas tof@rg$1Aa marcada y CytlAa fria)
en dosis equimoleculares (400 ng/ml). Se observ® lgusefial de fluorescencia
incrementd notablemente en presencia de CytlAaliténdose a todo lo largo del
intestino (Figura 21C), por lo que podemos conduie la toxina CytlAa si favorece la
union de Cryl1Aa al intestino dee. aegypti, lo cual no sélo correlaciona con el ensayo
de union secuenciah vitro (Figura 20), sino que refuerza la idea de que Cygt:a
capaz de brindarle sitios extras de union a Crylldduso, favoreciendo la union de

dicha toxina en regiones donde naturalmente, hacsdiza.
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6.3 Interaccién de las proteinas CryllAa y CytlAa en $acién y en presencia de
VMMA de Ae aegypti.

Para determinar si el incremento de union de CraléA VMMA deAe. aegypti
preincubadas con CytlAa involucra la interaccigicéi entre ambas proteinas, se
emplearon tres diferentes técnicas: 1) ELISA 2agogle union a ligado 6 ligand blot y
3) coinmunoprecipitacion. Los dos primeros ensayeslucran la evaluacion de la
interaccion entre las proteinas en solucion, masngue el tercero comprende un

analisis del mismo efecto tanto en solucion comopmsencia de VMMA déde.

aegypti.

En el caso del ensayo tipo ELISA, se evalud lalitni que tienen las proteinas
CryllAay CytlAa de interactuar cuando ambas seesian en solucion. Para esto se
fijaron en placa 5.9/ml de toxina CytlAa y posteriormente se evaluduédn de
concentraciones crecientes de CryllAa (0.25 u@/l). La sefal se reveld mediante
la adicién de ortofenildiamina (OPDade 490 nm. En la figura 22A, se observa que a
medida que se iba incrementando la concentracio@rg&lAa en el ensayo, la sefial
obtenida también aumenta hasta llegar a un punimméde saturacion, en contraste
con CrylAb (toxina especifica para insectos lepiei@s), la cual no mostré union con
CytlAa a esas mismas concentraciones. Lo antegimudstra que ambas toxinas son

capaces de interactuar entre si de forma espeeffisalucion.

Por su parte, el ensayo tipo ligand blot demoswé tp toxina CryllAa
biotinilada es capaz de unirse a la proteina CyffljAeen membrana y viceversa (Fig.
22B). El experimento consistié en colocgu@de las toxinas CryllAay CytlAa en un
gel de SDS-PAGE al 12%. Posteriormente se traesfini las proteinas a una
membrana de PDVF y se evalud la habilidad de lamdas CytlAa y CryllAa
biotiniladas (5 nM) para interaccionar con las @ieas inmovilizadas. La toxina que no
se unio se lavd y la unida se detect6 con estrgirtavacoplada a peroxidasa (SAPO)
haciendo uso de reactivos de quimioluminiscenagaol$servo que la toxina CryllAa
biotinilada es capaz de unirse a la toxina CytlAaciplmente desnaturalizada y
viceversa. Esto podria implicar que el sitio deonecimiento entre Cryl1Aa y CytlAa

es un epitope pequefio y expuesto a solvente.
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A ELISA B Ligand blot
CytlAa*  CryllAa*
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Figura 22. Interaccién de CryllAa y CytlAa por ELIAigand blot. (A)
Las placas de ELISA fueron saturadas con CytlAa gtepormente
incubadas con diferentes concentraciones de CryldAzrylAb (0.25-2
pg/ml. La proteina CryllAa 6 CrylAb unida fue detectada anticuerpo
anti-Cryll1Aa (m) 6 anti-CrylAb @) seguido de una incubacién con ¢
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a péasa. (B) Ensayos deg
ligand blot de proteinas Cryll1Aa y CytlAa biotidda (5 nM) hacia CytlAa
o CryllAa (2ug) inmovilizadas en membrana. Ambas proteinas apages
de reconocerse entre si cuando una esta parcialohesnaturalizada.

Finalmente, por ensayos de co-immunoprecipitac®ndemostré que la toxina
CytlAa puede interactuar con CryllAa en soluciétambién cuando ya ha sido
previamente incubada con VMMA d&e. aegypti. Este experimento mostré que la
toxina CryllAa es capaz de inmunoprecipitar graehsanticuerpo anti-CryllAa
asociado a perlas de proteina A-sefarosa y lleveossigo a la proteina CytlAa. Lo
anterior se evalué sometiendo a la muestra pradpit un gel SDS-PAGE al 12% y

analizando la presencia de las proteinas Cryl1&yt§Aa por Western blot usando
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anticuerpos especificos para cada una de las todiagrigura 23 muestra que Cryl1Aa
y CytlAa estdn presentes el inmunoprecipitado cmaestas dos toxinas fueron
incubadas tanto en solucion (linea 2) como cuandbAa fue previamente incorporada
a VMMA (linea 7). El control negativo muestra qugtTAa sélo coprecipita con las
perlas en presencia de CryllAa (lineas 4 y 6). Ademealizando el mismo ensayo
pero con otras toxinas Cry especificas hacia ctéedp y lepiddpteros, y usando
anticuerpos especificos para dichas proteinas adopla perlas de proteina A-sefarosa,
se confirmé que CytlAa no interacciona con Cry3dAe@ 11) ni con CrylAb (linea 15)
por lo tanto, existe una especificidad en la irtei@n entre CryllAa y CytlAa, ya que
Cyt no fue capaz de coprecipitar con otras tox®gs

A Solucién VMMA
5+ + - + - + crllAa st - +Cn3a st -+ CrylAb
£ g _ E_
§+ -+ -+ + cyra §-* toma §-+ + cnira
Kam 2 3 2 = &8 - kDaiga 9 10 1 kDg12a 13 14 1
70 Cry3A CrylAb
196+]  mw o oo m wse a 55 .. lG)é 0 OB ew e
CyllAp = - 23 anti-Cry3A 234 anti-CrylAb
anticuerpo anti-Cryl1Aa
P T 88 9 10 1 12813 14 h5
55 1Gg 55 e D == |Gy
Cry11A
Cyt1A|
> 23% o 23» 7
anticuerpo anti-CytlAa‘ antt Cytlaa anynd

Figura 23. Inmunoprecipitacién de Cryl1Aa usando niicaerpo anti-Cryl1Aa acoplado a perlas de protéiszfarosa.
(A) Las proteinas asociadas fueron reveladas ctinuerpos especificos contra CryllAa (arriba) o Sgtlabajo) por
ensayos de Western blot. Lineas 1A, 8A y 12A comteola toxina CytlAa directamente colocada en giled 1B, control
de CryllAa directamente colocada en gel. Linea 8Btral de Cry3A directamente colocada en gel. Lih2®, control de
Cryl1Ab directamente colocada en gel. El resto déif@ss fueron inmunoprecipitadas con anticuerpp@mtl1Aa. Lineas:
2, Cryll1Aa méas CytlAa en solucién: 3, CryllAa en d6hic4, 10 y 14 CytlAa en solucién; 5, CryllAa asdaia
VMMA,; 6, CytlAa asociada a VMMA; 7, CryllAa unida awW({A pretratadas con CytlAa; 9, Cry3A en solucién; 1]
Cry3A més CytlAa en soluciéi3, CrylAb en solucién; 15, CrylAb més CytlAa en sidluc

No hubo interaccién de CrylAa otras toxinas Cry atigontra cole6pteros (Cry3A) o lepidépteros (CiyllA
El anticuerpo anti-Cryl1Aa s6lo reacciona con ladaatie 32 kDa de la toxina Cryl1Aa.

6.4 Identificacion de epitopes de union entre Cry¥a y CytlAa.

A partir de los resultados anteriores, nosotro®teiiramos que CytlAa y
CryllAa interactian a través de epitopes espesificaque dicha interaccién es
importante para el efecto de sinergismo entre edtsstoxinas. Como un primer
acercamiento para identificar las regiones invaldas en la interaccion, se realizo la
técnica de sistema de dos hibridos en levaduraKaset al., 1997). La secuencia
completa del gen deyllAa y los dominios de unién Il y Ill fueron fusionadosn el

dominio de unién a DNA LexA y clonados en el pladmianzuelo pHybLex/Zeo,
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mientras que la secuencia completa del geroytEAa y diferentes fragmentos de la
misma proteina fueron fusionados al dominio devacidn B42 y clonados en el
plasmido presa pYESTrp2.

La construccion de CryllAa al ser cotransformad#ojaon la construccién de
CytlAa en la levadura L40 mostré interaccion peait{Figura 24B), lo cual se
comprobé con el crecimiento de la cepa en mediosi®Cel marcador autotréfico
histidina (complementacion de auxotrofia) y la espin de activida@-galactosidasa.
Para delimitar la regién de interaccion de Cytl#alucrada en la unién con Cryl1Aa,
seis fragmentos sobrelapantes de CytlAa (Figurg f4%on fusionados al dominio de
activacion B42 y probados en su interaccion codoetinio 1l y Il de Cryl1Aa. Una
vez hecho lo anterior, se observé que sélo losrfeados F2 y F6 interactuaron con los
dominios Il y Ill de Cryl1Aa (Fig. 24B). Estos divagmentos involucran 105 residuos
en el extremo C-terminal que comprenden de la nggdiéa37 de la toxina CytlAa. No
obstante, resulta interesante ver que la constmcé&4 de CytlAa no muestra
interaccién positiva con los dominios Il y Il dey@1Aa, pese a contener la reg[éha
7 de la toxina CytlAa. Esto podria deberse a qudi@rm construccion la proteina
CytlAa presentd problemas de plegamiento que brquesu sitio de interaccion con
CryllAa. Por lo tanto, se puede concluir que pérservarse interaccion entre estas
proteinas se requiere que los sitios de unidn esxfmiestos a solvente y con su

estructura secundaria lo mas conservada posible.

B1B2-aA-aB-B3-aC-aD-B4-B5-36-0E-B7
-F1 @1 - uB) —

-F2 @C -B7)
-F3 (B1-B5)
-F4 B3 -B7)
-F5 @C -aD) —

-F6 B4 —B7) —

Complementacioén de HIS  Actividad dep-galactosidasa

2]

Figura 24. Interacciéon de CryllAa y CytlAa por sistetie dos hibridos eB cerevisiae L40. (A) Descripcion de las diferente
construcciones de CytlAa clonadas en pYESTrp2. (@Iuacion de la interaccién de los dominios Il ¥ de CryllAa con
diferentes fragmentos de la toxina CytlAa. Las asopositivas mostraron complemetacion de auxotrofiistadina y actividad de
B-galactosidasaC+, control positivo de la interaccion entre Cryl1A&yt1Aa completas. C-, control negativo de la levadiA0
transformada con los plasmidos pYESTrp2 y pHybLea/Ze
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Debido a que la region de interaccion identificadaCyt1Aa gracias al sistema
de dos hibridos es aun grande, se decidié delimitads haciendo uso de una libreria
de péptidos sobrelapantes inmovilizados en membdenaitrocelulosa por sintesis
SPOT. Estos péptidos involucran de la hélic@ hasta la laming37 de CytlAa,
resultando en 31 péptidos de 15 aminoacidos cada(por lo que 12 aminoacidos
siempre sobrelapan con el péptido anterior) losesUaeron evaluados en su capacidad
para interaccionar con CryllAa biotinilada. La Feg@5 (panel A y B) muestra que la
interaccion involucra las secuencias®EIKVSAVKE?* (spots 16-20) vy
22NIQSLKFAQ?®® (spots 23-26). Estas dos regiones fueron localizah un modelo
gue simula la estructura tridimensional de la prateCyt1Aa (Figura 25C), el cual fue
obtenido por comparacion con la estructura dexXm#oCyt2Aal (Liet al., 1996). La
secuencia'EIKVSAVKE *** esta localizada en una regién altamente expuasta q
conecta a la lamin@6 con la hélicenE, mientras que la secuenéf@NIQSLKFAQ?*®
esta localizada en una region expuesta de la Ia@inAmbas regiones se encuentran

cercanas una de la otra en la estructura tridimeabk{Figura 25C).

A 1 2 3 45 6 7 8 9 1112131415 16 17 18 19 2 Vista
aihd - ‘ <o i
e
e S : . 8 frontal (%
- N N
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
B aC-aD-P4-B5-B6-GE-B7 ’ &
1 NTFTNLNTQKNEAW = ¢ £ % B
2 TNLNTQKNEAW FWG %‘“%‘LL“' 3
3 NTQKNEAW FWGKET
4 KNEAW FWGKETANQ
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6 FWEKETANQTNYTYN
7 KETANQTNYTYNVLF
8 ANQTNYTYNVLFAI Q
9 TNYTYNVLFAI QNAQ
10 TYNVLFAI QNAQTGG
1 VLFAI QNAQTGGVMY
12 Al QNAQTGBVMYCVP

NAQTGGVMYCVPVGF
TGGVMYCVPVGFEI K
VMYCVPVGFEI KVSA
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16 CVPVGFEI KVSAVKE
17 VGFE!I KVSAVKE

18 El KVSAVKE

19 VSAVKE 1D .,

20 VKE | QUSAS P2 = region expuesf/
21 QULFFTI QDSASYNV —A——

22 FFTI QDSASYNVNI Q

23 | QDSASYNVNI ¢

24 SASYNVNI QSLKFAQ

25 YNVN QSLKFACPLV
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27 SLKFAQPLVSSSQYP
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Figura 25. Identificacién de la regién minima deeiaccion de CytlAa involucrada en la interaccion GwyllAa. (A) Péptidos
sobrelapantes inmovilizados en membrana por sinB3BT que abarcan de la regid@ a7 de CytlAa fueron analizados en su
interaccién con Cryl1Aa biotinilada. (B) Descripcita los péptidos sobrelapantes de CytlAa que unegld &a. (C) Localizacion
de las dos regiones de interaccién (EIKVSAVKE y BIKFAQ) identificadas en la estructura de la tox@w2Aal Los residuos
NIQ estan dibujados en negro para efectos de chtidda imagen.
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Para determinar la importancia de los residuostiiilsados anteriormente en
CytlAa en la interaccion con CryllAa, se realizazosayos de competencia usando
péptidos sintéticos que corresponden al asa qufeHad y la region expuesta sobre
7 (Tabla 13), los cuales se ocuparon en experiraetg@ompetencias heterdlogas por
ELISA (Figura 26A) y ligand blot (Figura 26B).

Nombre Secuencia Descripcion
Asap6-aE EIKVSAVKE Secuencia de los aminoacidos 196—-204 gii&a
B7 NIQSLKFAQ Secuencia de los aminoacidos 220-228dhAz

Tabla 13. Secuencias de péptidos sintéticos enAaytl

Ambos péptidos compiten la interaccion de CytlAa €oyllAa. Un péptido
que presenta la misma composicion de aminoécidasgrden distinto (scramble), fue
usado a una alta concentracion (100 mM) a maneraod&ol para demostrar la

especificidad del ensayo.

(]
A Péptido competidor de CytlAa g
[} I
e Rl
-g NIQSLKKAQ EIKVSAVKE g
SEIKVSAVKE +NIQSLKKAQY o
160 9 10 100 10 100 10 1005 ©
E1'4
C1.2
S1
=
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80.6
0.4 }
0.2
0
B Péptido competidor de CytlAa
EIKVSAVKE
EIKVSAVKE _NIQSLKFAQ + NIQSLKFAQ
kDa O 50 0 50 0 50 100
36+ . & "
32° - » * W

Figura 26. Ensayos de competencias en la intemaad# Cryl1lAa y CytlAa usando péptidos de las
regiones6-0E y 37 de CytlAa. (A) Analisis de la inhibicién de lgdraccion entre CryllAa y CytlAa
por ELISA en presencia o ausencia de 10-100 exceddsde los péptidos sintéticos EIKVSAVKE y
NIQSLKKAQ. Como control negativo se ocupd un péptiseramble” a un exceso de 100 mM. Las placas
de ELISA fueron saturadas conug/ml de CytlAa, blogueadas con leche al 5% en PBSween 20
0.1% e incubadas con Qu@/ml de CryllAa. (B) Ensayo de ligand blot paral@sala unién de 5 nM de
la toxina CytlAa biotinilada a @g de la proteina Cryl1Aa inmovilizadas en membdmaitrocelulosa.
Los péptidos sintéticos fueron ocupados en exas&d y 100 mM.
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Las regiones expuestas del dominio Il en las tex{Dey son importantes para la
union con el receptor (Lest al., 1996). Concretamente, en la toxina Cryl1lAa be sa
gue el asai8 es fundamental para su interaccién con el recéitB (Fernandeet al.,
2005). Por ello, para identificar los epitopesrderaccion de CryllAa involucrados en
su interaccion con CytlAa, se desarrollaron ensaj@scompetencias heterdlogas
ocupando péptidos sintéticos que corresponden asks mas expuestas del dominio Il
de CryllAa (Tabla 14).

Nombre Secuencia Descripcion
Asaa8 | GVSIPVNYNEWG Secuencia de los aminoécidos 257-268ry11Aa
Asal DIPARENIRGVH Secuencia de los aminoacidos-399 en Cryl1Acl
B4 | GNGRTNNFNFADNN Secuencia de los aminoacidos 323-336 en Cryl1Aa
B5 | TFYQNPNNEPIAPR | Secuencia de los aminoacidos 347€860ryl11Aa
B6 | APAPADLFFKNADI  Secuencia de los aminoacidos 369-882Zryl1Aa
Asa 2 | FTQWFQSTLYG Secuencia de los aminoacidos 386-en CryllAe
Asa 3 | LTYNRIEYDSPTTEN Secuencia de los aminoacdés-461 en CryllAa

Tabla 14. Secuencias de péptidos sintéticos dedgenes mas expuestas del dominio
Il de CryllAa.

Se observé que los péptidos sintéticos que comespoal asai8, el asa 2 y la
region 4 compiten la interaccion entre CryllAa y CytlAa pasayos tipo ELISA
(Figura 27A) y ligand blot (Figura 27B), en conteason el asa 1, el asa 3 y la region
enf36 que no inhiben la interaccién por ninguna deallms ensayos, sugiriendo que en el
dominio Il de CryllAa las regiones importantesainteraccién con CytlAa serian el
asaa8, el asa 2 y I4. Este dato es muy importante, porque al menosdenastas
regiones (asa8) esta involucrada también en la unién a ALP, payde la idea de que

Cyt pueda funcionar como un posible receptor catagor importancia.
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Péptido competidor de CytlAa
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Figura 27. Ensayos de competencias en la interaa@#oCytl1Aa y CryllAa usando péptidos de las
regiones mas expuestas en el dominio Il de la toxinyl1Aa. (A) Analisis de la inhibicién de la
interaccion entre Cryl1lAa y CytlAa por ELISA en presa o ausencia de 10-100 excesos mM de los
péptidos sintéticos. (B) Ensayo de ligand blot paralwar la uniéon de 5 nM de la toxina CryllAa
biotinilada a 2ug de la proteina CytlAa inmovilizadas en membrananittecelulosa. Los péptidos
sintéticos fueron ocupados en excesos de 25 y 50 mM

6.5 Andlisis de la importancia en la interaccion deCryl1Aa y CytlAa sobre el
proceso de sinergisman Vivo.

Para validar que las regiones de interaccion efirgllAa y CytlAa
identificadas en el apartado anterior tienen urf@oitancia en el sinergisnio vivo, se
desarroll6 mutagénesis sitio-dirigida en los emgoge interaccion entre CryllAa y en
CytlAa, para posteriormente analizar el sinergisynta interaccion entre dichas
mutantes.

En el caso de CryllAa se decidi6 comenzar la moesie en el asa8 del
dominio Il ®*'GVIPVNYNEWG?®), esto debido a que esta regién esta involucrada e
la unién de la toxina con ALP (Fernandeizal., 2005). Las mutantes obtenidas en
dicha asa (Figura 28) fueron amablemente propcad@as por la Dra. Luisa Elena

Fernandez y todas mostraron un patron de solubifimay activacion similar al de la
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cepa silvestre, a excepcion de la mutante V262Emueudo ser procesada (Figura
28A). En cuanto a su capacidad de union a VMMAAdeaegypti y toxicidad contra
estas mismas larvas de mosquitos, tres mutanted asac8 de CryllAa (P261A,

V262A y E266A) mostraron estar afectadas en sunuaiYMMA (Figura 28B) y ser 3,

5y 20 veces menos toxicas que la cepa silvestim harvas defe. aegypti (Figura
28C), mientras que otras dos mutantes en Cry112a9/45y N263A, mostraron una
unién a VMMA vy toxicidad similar al de la cepa sktre (Figura 28B y C) (Fernandez

etal., 2005).
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Figura 28. Mutantes en el asé del dominio Il de CryllAa. (A) Patron electroficé de las
protoxinas y toxinas mutantes en el afaal ser sometidas a un gel desnaturalizante al 15%6.
mutante V262E no se procesa con tripsina como déejpra silvestre. (B) Unién de las mutantes
biotiniladas a VMMA deAe. aegypti. La mutante E266A est4d completamente afectada en| su
capacidad de unién. (C) Calculo de lagl@ara las diferentes mutantes en el a8ade CryllAa
contra larvas del 4°. estadio de. aegypti. Las mutantes V262E y E266A estan afectadas en su
toxicidad. Imagen extraida de Fernandeal., 2005.

Por otro lado, se obtuvieron mutantes en elfiseE y 37 de CytlAa, de las
cuales, ninguna mostré efectos adversos en cuantoxigidad, solubilizacion,

activacion proteolitica o union a VMMA de larvas/A¥e aegypti (Figura 29).
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CytlAwt K198A E204A K225A
A MPM  PT T PT T PT T PT T

75 kDa

50 kDa g

25 kD
a—*-. @ -
- -

B C
Toxina LC g, ng/ml
CytlAwt K198A E204A K225A CytlAa wt 1244.6 (909.9-1423.1)
23 kDa—> g . . & CytlAa K198A 1325.8 (1089.0-1627.3)
CytlAa E204A 287.6 (182.4-406.2
CytlAa K225A 784.3 (556.0-1073.1]

Figura 29. Mutantes en el aB&-0E y 7 de CytlAa. (A) Patrén electroforético de las protas y toxinas
mutantes de Cyt1Aa al ser sometidas a un gel destiaante al 15%. (B) Unién de las mutantes biotidksa
a VMMA de Ae. aegypti. (C) Calculo de la Lg, para las diferentes mutantes @raE y 7 de CytlAa
contra larvas del 4°. estadio Mle aegypti. Todas las mutantes en CytlAa son toxicas al iguella proteina
silvestre, incluso, la mutante E204A mostré un imeato en toxicidad de aproximadamente 4 veces.
PT, Proteina solubilizada con buffer carbonatos 580phl 10.5, 3PC, 1 h en presencia de 10 mM DTT.
T, Proteina activada con Proteinasa K, 1:30, 16f@.3

Una vez con las proteinas mutantes tanto en Cryldagkao en CytlAa se
procedié a evaluar el sinergisnmovivo de las diferentes combinaciones de proteinas.
Bioensayos preliminares en presencia de una daobietal de CytlAa silvestre que
mata el 10% de la poblacion, demostraron que sdariutantes E266A y S259A en
CryllAa tienen un efecto negativo sobre el fen6m#mainergismo (Figura 30). Por
ello, se decidio realizar el calculo del FS y lespectivos bioensayos en combinacion
con las mutantes de CytlAa, solo con las éstasmastale Cryl1Aa, pues son las que

muestran un efecto apreciable en disminucion deidatl toxica en combinacion con

CytlAa silvestre.
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Figura 30. Analisis del sinergismin vivo entre las diferentes mutantes de Cryl1Aa en comidimaon CytlAa
silvestre. Ocupando larvas del 4°. estadicAdeaegypti, se aplicd una dosis de CytlAa que proporciona umfa
mortalidad aproximada del 10% para posteriormegtegar una nueva dosis de CryllAa silvestre 6 mgagte
individualmente producen aproximadamente el 20%ndealidad. S6lo las mutantes en Cryl1A, S259A §a22
parecen estar afectadas en sinergismo cuando $enzonton CytlAa silvestre.

Como se mencion6 el apartado 6.1, el factor dergismao (FS) de la
combinacion de las proteinas silvestres vario grendencia de la proporcién usada
para cada combinacion. EI maximo valor de SF emadatpara Cryl1Aa y CytlAa fue
de 18 a una relacién de 0.2:1 Cyt:Cry (Tabla 1B)centraste con valores de 8.3 para
una relacion 0.5:1 6 3.5 para una relacion de Tablg 10). Por ello se decidié que la
proporcion ideal para llevar a cabo el andlisislate diferentes combinaciones de

proteinas mutantes y silvestres se realizaria a pnogorciéon de 0.2:1 Cyt:Cry
respectivamente.

Mezclando a las mutantes de Cryl1lA S259A y E266/ aadio de 0.2:1 con
CytlA silvestre se obtuvieron factores de sinergisnenores que los encontrados con
Cryl1A silvestre (2.5 y 2.3, respectivamente). Lismo se observo con la mezcla de
las mutantes de CytlA E204A 6 K226A cuando se zaan en combinacion con
Cryl1Awt, indicando que estas mutaciones afectdoactividad sinérgica de dichas

proteinas. Ademas, la mezcla de dos proteinas testacomo CytlA-K225A y
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Cry11A-S259A resulté en una toxicidad muy baja yneto sinergismo (Tabla 15 y
Figura 31). No obstante, de forma interesante l&nia K198A en el ag36-0E mostro

un incrementd en sinergismo dos veces mayor dauéosg observd con la proteina
CytlA silvestre (Tabla 15 y Figura 31), por lo quaalemos concluir que esas regiones

de interaccibn son importantes y pueden involuctanto disminucion como

mejoramiento del efecto sinérgico.

Combinacion de toxinas LGo (ng/ml LC 50 (ng/ml) S K
Teorica experimental
Cryl1Aawt :Cyt1Aawt 227.3 12.1 (0.4-30°8) 185 0.4
CryllAawt:Cyt-K198A 227.8 5.7 (0.3-14.2) 40.0 0.3
CryllAawt:Cyt-E204A 202.6 25.8 (11.4- 42.0) 7.9 15
CryllAawt:Cyt-K225A 222.5 66.4 (42.3-111.4) 3.4 4.0
Cry11-E266A :CytlAawt 650.3 286.0 (164.9-521.72.3 1.2
Cry11-S259A :CytlAawt 179.0 70.9 (35.6-119.4) 25 .04
Cry11-S259A :Cyt1-K225A 176.5 445.9 (375.9-515.99.4  30.0

Tabla 15.Factor de sinergismo y constante de disociaciomeapa para las diferentes
mezclas de las proteinas Cryl1Aay CytlAa a urorddil:0.2.

®Factor de sinergismo (Lsgtedrica/LGo experimental)

PConstante de disociacion aparente obtenida poyessie ELISA competitiva.

¢ limites de confianza.

Para poder determinar si el incremento o decrememtosinergismo que
mostraron las diferentes mezclas de proteinas nestansilvestres estaba directamente
relacionado con el aumento o disminucion en suaidpd de interaccion, se realizaron
ensayos de ELISA. La Figura 31 muestra que la aotedn entre las proteinas
correlaciona con el valor del FS de las diferectmsbinaciones de CytlAa-CryllAa.
Concretamente, en el caso de la mutante en Cytll88K que mostro alto sinergismo
por bioensayo, también se observé una elevada idajlade interaccionar con CryllAa
silvestre. Por su parte, las otra dos mutantes \anECO4A y K225A, mostraron el

efecto contrario: reducida capacidad de unién alThkg, junto a un reducido
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sinergismo. En cuanto a las mutantes en CryllAwg t8259A como E266A se unen
menos a CytlAa en comparacion a como lo hace CgdiAnientras que la unién de
dos mutantes afectadas en FS (CytlA-K225A y Cry8PA9A) genero la respuesta

mas severamente afectada en cuanto a interaccion.
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CryllAawt: E266A: S259A: CryllAawt: CryllAawt: CryllAawt: S259A:
CytlAawt CytlAawt CytlAawt K198A E204A K225A K225A

Figura 31. Andlisis de la correlacion entre el daale sinergismo (FS) y la interaccién de las difees combinaciones de
proteinas CytlAa y CryllAa silvestres y mutantes.ubh@n de 0.4ug/ml de CryllAa a Hug/ml de proteina CytlAa fue
analizada por ensayos tipo ELISA. La maxima absmibzobtenida 490 nm en cada caso esta representada por las baloas
azul. Los FS de las diferentes combinaciones dieipas fueron determinados calculando Ia \t€6rica a partir de la ecuacion
de Tabashnik y la L§ experimental obtenida por el andlisis estadistpmPROBIT de la mortalidad de larvas del 4°. dstdéd
Ae. aegypti a través del programa POLO de LeOra Software.

Con el fin de establecer un resultado cuantitatwo cuanto a la afinidad
existente entre las diferentes proteinas, se egalizensayos de ELISA competitiva.
Dichos ensayos consistieron en incubar 10 nM deaoytlAawt 6 mutantes con
concentraciones crecientes de Cryl1Aawt 6 mutg@tésnM a 1uM). Posteriormente
las mezclas de toxinas se transfieren a una pladaléSA previamente saturada con
2.5pug de CytlAawt y la toxina Cryl1Aawt 0 mutantes goenteracciono en solucion,
se unira a la placa para posteriormente ser rewadad anticuerpo anti-CryllAa. La
diferencia de absorbancia obtenida a las diferectexentraciones de CryllAa en
dependencia de CytlAa genera una curva cuyo puathoncorresponde a la constante
de afinidad aparented.

La tabla 15 mostr6 que la mutante en Cryl1Aa S2&9Ane a CytlAa silvestre
con unakd mayor, lo que significa que la afinidad entregesteinas es 10 veces menor

gue con CryllAa silvestre, mientras que la mut&2@6A mostré una reduccién en la
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afinidad de 3 veces. Ademas, las mutantes en CyH2@4A y K225A también
mostraron unad 3 y 10 veces mayor que la obtenida con CytlA&ntel caso de la
mutante en CytlAa K198A, se observo un ligero deerdgo en el valor de IKd, lo
qgue también involucraria mayor afinidad. La interdc de la mutante K225A en
CytlAa con la mutante S259A en Cryl1Aa mostré uondeKd 75 veces mayor que
el obtenido con las dos proteinas silvestres (Tdblalo que significa que son la
combinacion de proteinas mas afectada en afinidagubrylo tanto, la de menor
sinergismo. Estos datos muestran que el decrereentoafinidad entre las mutantes de
CryllAa 6 CytlAa correlaciona con la pérdida deemjismo observada a nivel

bioensayos.

Los resultados mostrados hasta este punto se absenvel Apéndice | (pagina
116) y estan publicados bajo la siguiente ¢¥érez, C, Fernandez, LE., Sun J., Folch,
JL., Gill SS., Soberdn, M. y Bravo, Bacillus thuringiensis subspisraelensis CytlAa
synergizes CryllAa toxin by functioning as a membarbhound receptor. 2005. PNAS
102(51):18303-18308.

6.6 Analisis de la participacion de CytlAa en el mceso de oligomerizacion de
Cryl1Aa en solucion y en presencia de membranas (WA de Ae. aegypti y SUV).
Una vez fundamentada la importancia de la inteéactisica entre CryllAa y
CytlAa para la generaciéon de sinergismaivo, se procedid a identificar si CytlAa
podria ser capaz de influir en uno de los pasosdatesminantes en el mecanismo de

accién general de las toxinas Cry: la formaciotedestructura de pre-poro.

Las toxinas tipo CrylA y Cry3A son capaces de farolegomeros de 250 kDa
cuando son activados en presencia de sus receptoadizados en las células de la
microvellosidad apical del intestino medio (Goneeal., 2002b; Rausebt al., 2004a;
Mufoz-Garayet al., 2006). Para determinar si Cryl1Aa es capaz dediooligbmero
como esas proteinas, se incubd a la protoxina esepcia de VMMA dede. aeypti
colectadas sin utilizar inhibidores de proteasas, el fin de que la proteina se active de
forma natural y pueda interactuar con los receptoi@ivos que presenta la larva de
mosquito (Fernande& al., 2006). En la figura 32A, se muestra que Cryl&Aaapaz

de formar una estructura de tipo oligomérico dexiptadamente 250 kDa cuando es
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activada en presencia de VMMA dée. aegypti, y dicha estructura, es similar a la que

se ha observado con otras toxinas Cry.

Por otro lado, dado que nosotros sabemos que Ceylé# capaz de
interaccionar con la toxina CytlAa, se analizéfet® que esta segunda proteina puede
tener sobre la formacion de oligomero en CryllAmaRRsto se llevd a cabo un ensayo
en el cual la protoxina soluble de CryllAa fuevaaxta con tripsina en presencia de
VMMA de Ae. aeypti y proteina CytlAa en su forma de protoxina o taxima figura
32A muestra que ambas formas de CytlAa incremesigaificativamente el porcentaje
de formacién de oligdbmero de CryllAa, por lo quessstenta la importancia de la

participacion de CytlAa en esta etapa del mecandsraccion molecular.

A B c
VMMA et B, B
CytlAaprotoxina S + _ SUV + o+ o+
ﬁcytlAamxir:La = " + CytlAamxma - 01 05 CytlAatoxina 0.1 05
kDa kDa ' kDa
250p - q. 250 . ' 250 m Ld
o 65 M -

65m -qu' 65m-

Figura 32. Andlisis de la formacién de oligbmero dgil@Aa. (A) Activacion de protoxina de CryllAa con
tripsina en presencia de VMMA dk. aegypti. La incubacion fue hecha a°&por 1 h. La fraccién membranal
se separé por centrifugacion y el sobrenadante goiece la estructura oligomérica fue sometido a einde
SDS-PAGE al 10% vy visualizado por Western blot usaamtécuerpo policlonal anti-Cryl1Aa. (B) Activacide
protoxina de CryllAa en presencia de tripsina, SUC:(:S) y en ausencia y presencia de diferentes
concentraciones de CytlAa toxina. La fraccion memddréue separada por centrifugacion donde el paliet| f
resuspendido en 20 de 10 mM CHES, 150 mM KCI, pH 9 y sometido a un gel312S-PAGE al 10%. (C
Activacion de protoxina de CryllA con tripsina enusidn por 1 h a L en presencia de diferentes
concentraciones de toxina CylAa. En todos los ¢dasgroteinas CryllAa y CytlAa fueron visualizagdas
Western blot usando anticuerpos especificos antidZrydanti-Cytl1A.

Para determinar si CytlAa es capaz de inducir foibmade oligomero de
Cryl1Aa en ausencia de proteinas adicionales preves de las VMMA, la protoxina
soluble de CryllAa fue incubada con liposomas saue (SUV) compuestos por una
mezcla de fosfadilcolina (PC), cholesterol (Ch)syearilamina (S) en una proporcion

10:3:1 respectivamente, en ausencia o presencidifdeentes concentraciones de
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CytlAa activada. La figura 32B, muestra que CytlAa capaz de inducir
oligomerizacion de Cryl1Aa cuando se usa en ungopc@n de 1:5 (CytlAa:CryllAa
w:w), lo que demostraria que el uso de CytlAa @&sisuate para facilitar la formacion
del oligémero de CryllAa. Es importante recalcar dicha estructura oligomérica de
250 kDa no es capaz de detectarse ocupando umenmtic policlonal anti-CytlAa, lo

que sugiere que el oligobmero de 250 kDa esta costpsélo de CryllAa.

Finalmente se analiz6 si la toxina CytlAa era cambz inducir la
oligomerizacién de Cryl1Aa en ausencia de membrdrmafgura 32C muestra que en
efecto, CytlAa es capaz de inducir la formaciémua oligémero de Cryl1Aa cuando

la mezcla es tratada con tripsina. No obstantesnelimiento parece ser menor.

6.7 Evaluacion de la actividad formadora de poro deoligobmero de CryllAa.

Para determinar si la estructura de 250 kDa de Xgltiene actividad
formadora de poro, se realizaron activaciones delXZya en presencia de tripsina,
SUV y CytlAa toxina como se describid en la fig82B. Como proteinas control se
ocuparon activaciones de CryllAa en ausencia déA@ytoxina 6 toxina CytlAa en
ausencia de protoxina de CryllAa. Una vez conigbwolero formado se realizaron
experimentos que permiten analizar permeabilidateenbrana por medio de cambios
en fluorescencia. El primero de ellos es el ensiypermeabilidad a ion'Ken donde
se miden los cambios en fluorescencia que sufceletante diS-g(5), el cual, es una
cianina sensible a potencial de membrana. Aungigeessayo es una medida indirecta
del proceso de formacion de poro, su estudio haifido analizar la actividad de las

toxinas CrylA activas contra insectos lepidéptétasenceet al., 1995).

El experimento se llevo a cabo en 9@0de buffer 150 mM MeGIuCl, 2 mM
CaCh, 10 mM HEPES pH 7.0, a 26 con agitacion constante. Posteriormente se
adicioné el colorante (1.aM), 10 ug de SUV (cargados previamente con 150 mM
KCI) y se esperé a que la sefial del fluorimetrarsara el equilibrio (25"). Enseguida
se agregaron %ig del oligdbmero de CryllAa, lo que generd una Ipiplarizacion
desencadenada por la salida de iones d¢l interior de los liposomas. Esta
hiperpolarizacion induce la entrada del coloranta @esicula y la disminucién en la

fluorescencia. Posteriormente se realizaron adésiaecrecientes de KCIl (1 mM a 52
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mM), que provocan depolarizaciones por la entrada kd a los liposomas vy
movilizacion del colorante al exterior de la vefi¢culo que implica aumento en
fluorescencia. Todo lo anterior fue detectado a longitud de onda de 620/670 nm
(excitacion/emision). La figura 33B muestra quel@omero de CryllAa formado en
presencia de CytlAa presenta una alto indice dmeahilizacion a membrana, en
contraste con las proteinas CryllAa y CytlAa mommag que mostraron actividad
formadora de poro marginal. Los controles ocupaaosl ensayo fueron valinomicina
(ionoforo especifico para’ como control positivo y el buffer de trabajo coountrol
negativo (Figura 33A).
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Figura 33. Andlisis de la actividad de formaciénpdeo del oligoméro de CryllAa usando el ensayo denpal de
membrana. La estructura oligomérica de CryllAa siembten presencia de protoxina de CryllAa, tripstidy y
toxina CytlAa en una proporcioén 1:5 (CytlAa:Cryl1ABas SUV se centrifugan 1 h a 1000000 x g y elepaie

ocupados fueron protoxina Cryl1Aa o toxina CytlAavacta en condiciones idénticas. (A) La respuestaalerante
fluorescente diS-C3-(5) a cambios en el potenatakubperficie de las SUV, fue determinada a trawttos cambiog
experimentados por adiciones crecientes de KCI eneelio externo (marcados como 1 a 6) y que cornelpoa ung
concentracion final de 1, 2.5, 6, 12.5, 26, 52 mdspectivamente. Los trazos de la respuesta aefloencia inducida
por el control positivo (valinomicina), el contneégativo (buffer de trabajo) y las muestras qudienen el oligdmerd
de CryllAa y los monémero de CryllAa y CytlAa se maeseén la figura 7Am, corresponde a la pendiente dque
relaciona los cambios en unidades arbitrariasutedbcencia (FAU) vs. concentracion externa de K+.

Para comprobar la capacidad para formar poros mune tel oligomero de
Cryl1Aa, se realiz6 el segundo ensayo de permeatidin de membrana. En este caso
se analizo el efecto de dicha estructura sobreitégiidad de SUV cargados con el
fluoroforo calceina, que es un colorante que tiengarticularidad de apagarse o

“quenchearse” por efectos de concentracion. Larditién del colorante, implicaria,
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aumento en fluorescencia y actividad formadora de.pPara ello, la cantidad de
calceina liberada de los SUV fue monitoreada caoatimrente con el fin de detectar
cualquier incremento en la intensidad de fluoresieenLos datos se expresan en
porcentaje de liberacion de fluorescencia maxintaroda cuando se adiciona tritobn X-
100 (control positivo). La figura 34A muestra gaeektructura oligomérica de Cryll1Aa
induce una rapida liberacion de la calceina atragadlios SUV. En contraste, el efecto
de las muestras monoméricas de CryllAa y CytlAgrov un efecto minimo en la

liberacion del fluor6foro atrapado. En la figuraB34e muestra una curva dosis-
respuesta donde se observa que existe una codreldaiecta entre la cantidad de
fluoréforo liberado de los SUV y la concentracidn aligomero de CryllAa ocupada

para ello.
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Figura 34. Andlisis de la actividad de formacionpdeo del oligdmero de CryllAa a través del ensayo|de
liberacién de calceina. El oligbmero se obtuvo madisactivacion de CryllAa protoxina con tripsina ¢n
presencia de SUV y CytlA toxina. Los SUV se resudgean en buffer 150 mM KCI, 10 mM CHES, pH 9.
La maxima liberacion de calceina se verifica allfitel experimento agregando 0.1% Tritén X-100. &)
efecto del oligdmero de Cryl1Aa y las muestras momaasede Cry y Cyt en vesiculas atrapadas con lipidos
sintéticos muestran que sélo el oligbmero es capagetherar un efecto de liberacion de calceina. Cdmo
control negativo se ocupé el buffer de trabajo: &80 KCI, 10 mM CHES, pH 9. (B) Curva dosis-respuesta
del oligdmero de CryllAa usando el ensayo de libénadée calceina.

6.8. Las mutantes afectadas en sinergismo estan @Bgas en su proceso de
formacion de oligémera

En los puntos anteriores demostramos que las nestaencillas en el as@ de
CryllAay en el asB6-0E y 7 de CytlAa, no sélo estaban afectadas en la otiém
entre dichas proteinas, sino también en su actvelaérgica sobre larvas dke.

aegypti. En concreto, las mutantes S259A (Cryl1lAa) y K225A(CytlAa) mostraron
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una disminucion en su actividad sinérgica cuandevsdu6 su toxicidad conjunta con
sus contrapartes silvestres. Adicionalmente, untamt@ en el as@6-0E de CytlAa
(K198A) mostré incremento en su actividad sinérgiceando se le combinaba con

CryllAa silvestre.

Basandonos en lo anterior, se decidio usar estasntes para demostrar si la
interaccion entre CryllAa y CytlAa es un paso ra@epara inducir la formacion de
una estructura oligomérica por parte de CryllAa.fipara 35A muestra que la
activacion de S259A (Cryl1Aa) con tripsina en pnegede SUV y CytlAawt resulta
en una severa reduccion en la formaciéon del oligérde Cryl1Aa. De forma similar,
la activacion de esta mutante en presencia de KJZ3A&1Aa) resultd en la pérdida
total en la capacidad para formar oligémero. Ertreste, la activacion de Cryl1Aawt
en presencia de la mutante K198A (CytlAa) fue efacen su capacidad para

oligomerizar, semejante a lo observado en la coadidm de proteinas silvestres.
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Figura 35. Analisis de la formacion de oligobmero yadetividad de formacién de pord
inducida por proteinas mutantes afectadas en &airtion de CryllAa y CytlAa. (A)
Analisis de la formacién de oligdmero de diferenteszclas de proteinas mutantes a paiti
de una activacion con tripsina y SUV. (B) Andlidisla liberacién de calceina de SUV cdn
las mezclas de proteinas presentadas en el pankbsA.controles corresponden a lds
diferentes proteinas activadas individualmentduirendo SUV en ausencia de proteina.
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Finalmente, la actividad formadora de poro de estagclas de proteinas fue
evaluada utilizando el ensayo de liberacion deetascatrapada en SUV. La figura 34B
muestra que las mezclas de proteinas afectadas eapacidad para formar oligomero
tienen un porcentaje menor de liberacion de cadceim SUV que la mezcla de las
proteinas silvestres. Los controles de todas latejras de forma individual fueron
también analizados mostrando nula liberacion deed@h (Figura 35B). En contraste, la
activacion de CryllAa en presencia de la mutant@8K1(CytlAa) (que mostré una
eficiente formacion de oligdmero) mostr6 una alpacidad de liberacién de calceina
(similar a la de las proteinas silvestres), pogue se concluye que existe una estricta
correlacion entre la interaccion fisica de CryljA@ytlAa y su capacidad de formar
una estructura oligomeérica funcional que se insertemembrana y forme el poro
i6nico, ademas de que dicho proceso también est&tainente relacionado con el
sinergismo entre Cryl1Aa y CytlAa.

Los resultados sobre la oligomerizacion de Cryllska encuentran en el
Apéndice Il (pagina 129) y estan publicados bajsitmiente citaPérez, C, Mufoz-
Garay, C., Portugal, LC, Sanchez, J., Gill, SS,esatm, M. y Bravo, A.Bacillus
thuringiensis ssp.israelensis Cyt1Aa enhances activity of Cryl1Aa toxin by féating

the formation of a pre-pore oligomeric structur@02. Cell. Microbiol En prensa.
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7. DISCUSION

El cristal paraesporal producido por Bti es altat@eziectivo para el control de
diferentes mosquitos vectores de enfermedadesciofets, por lo cual, ha sido usado
extensivamente durante mas de 20 afios sin genesactds resistentes en campo
(Guillet et al., 1990; Regi®t al., 2000). La alta eficacia de Bti se debe a queristal
estd compuesto por mdltiples toxinas con diferemeslos de accién. Ademas, las
toxinas tipo Cyt sinergizan el efecto toxico de taginas Cry, abatiendo incluso la
resistencia a dichas proteinas (Wethal., 1997; Wirthet al., 2005).

Los primeros en demostrar que no bastaba la presdecuna sola de |a%
endotoxinas de Bti para tener una alta actividagdquibocida fueron Wu y Chang en
1985. Afios mas tarde, en 1994, Wu y colaboradatesaron y expresaron los genes
gue codificaban para CryllAa y CytlAa en cepastdifieras de Bt. De esta manera,
lograron determinar las lsg para cada toxina de forma individual, y luego en
combinaciones en las cuales se usaban proporaiistegas, que iban desde cantidades
equimoleculares hasta excesos 10 veces mayoresad®xina con respecto a la otra.
En todos los casos, observaron que existia unocef@ntrgico marcado cuando se
utilizaban a las dos toxinas en conjunto. Un afis maéde, Crickmoret al., 1995 y
Poncetet al., 1995, también realizaron experimentos de este, tgero ademas
incluyeron combinaciones de las otras demndotoxinas de amplia proporcién en Bti:
Cry4Aa y Cry4Ba. Con esto fueron capaces de estabbiosis letales medias para las
diversas toxinas de Bti en combinacion, y demosfua una de las mezclas mas toxicas
siempre resultaba la de CryllAa+CytlAa, sobre foai@ larvas dée. aegypti. No
obstante lo anterior, hasta antes del 2005 no labggin estudio a nivel molecular que
explicara o hipotetizara sobre el posible mecanidmsinergismo que se daba entre las
toxinas de Bti, de ahi que el propdsito principalmlestro estudio fuera comenzar a
entender las bases moleculares que rigen el ssmeogy establecer un modelo general

de accion para el mismo.

En este trabajo demostramos que la proteina CytlAexrgiza la toxicidad de

CryllAa funcionando como un receptor de la mismacoBtramos que la toxina
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Cryl1Aa se une con gran afinidad a la toxina Cytl#@ato en soluciéon como en su
forma insertada en membrana. De hecho, a partindmsayo de ELISA competitiva se
pudo establecer que K aparante para la combinacion de Cryl1lAa y Cytlf\de=0.4
nM. Ademas, demostramos que la union de CryllAa MMX de A. aegypti
incrementa considerablemente cuando las vesicslas @reviamente incubadas con
CytlAa (Figuras 20 y 21), lo que sugiere que Ctd astuando como un receptor extra
para CryllAa.

Previamente se sugiri6 que las toxinas CytlAa y2Bgtse insertan en la
membrana a través de las lamifaslejando expuesta el asa que ufié-aE (Li et al.,
1996). El rol del as$6-0E y de parte de la lamind7 de CytlAa en la unién con
CryllAa, fue confirmada por ensayos de competerfuédsrélogas usando péptidos
sintéticos correspondientes a dichas regiones @&ig6) y mutagénesis sitio-dirigida
(Figura 29), demostrandose que dichas regionesrsalmente importantes en la
interaccion de Cryl1Aa con CytlAa.

De manera similar, se demostré que hay epitopesciigms en CryllAa que
estan involucrados en la union con CytlAa. Se hédaostrado que la toxina Cryl1Aa
interactia con su receptor a través del a$alocalizada en el dominio IlI, y
probablemente a través de la lamiBd y el asa 3 (Fernandeet al., 2005).
Sorpresivamente, en los ensayos de competenciedlogi@ la unién de CryllAa es
desplazada por los péptidos sinténticos que miareias regiones que corresponden al
asaa8, la laminaf34 y también el asa 2 de CryllAa (Figura 27). Esésslltados
mostraron que la interaccion entre Cryl1Aa y Cytiialucraba epitopes que estaban
también involucrados en la interaccion natural dglCAa con su receptor en el
intestino del mosquito. Esto también sugiere quani@n de CryllAa hacia CytlAa
insertada en membrana, se asemeja a la interadeid@ryllAa a las membranas de

mosquito como si CytlAa fuera su receptor natural.
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Por todo lo anterior, podriamos establecer quenlanude la toxina CryllAa
hacia CytlAa a través de aminoéacidos especificodri@ constituir las bases del
sinergismo. Para identificar si estos residuos gealmente importantes, se
caracterizaron mutantes tanto en Cryl1Aa (Figunacd®o en CytlAa (Figura 29).
Trabajo previo demostré que la mutante E266A easati8 del dominio Il de CryllAa
estaba afectada en su union natural al receptalizado enAe. aegypti lo que conlleva
a un decremento directo en la toxicidad hacia tealamientras que por su parte, la
mutante S259A, localizada en la misma asa y el midaminio Il, no presentd efectos
ni sobre toxicidad, ni sobre su union a recepterr{Bndezt al., 2005). El andlisis de
estas mutantes reveldé que ambas estan afectad@iseegismo con CytlAa (Tabla 15,
Figura 30). El decremento en sinergismo en las mesade Cryl1Aa correlaciona con
su reduccion en afinidad hacia CytlAa (Tabla 15)eEcaso de la toxina Cry1C, activa
contra insectos lepidopteros y dipteros, una marmael asa 3 del dominio Il (S438Y)
abolié completamente la toxicidad y la union a VMMI& S littolaris pero tuvo un
efecto menor en toxicidad y unién sobre VMMA Aeaegypti (Abdul-Rauf y Ellar,
1999). Este es otro ejemplo de que ciertos residnosl dominio Il pueden ejercer un
rol diferencial hacia diferentes receptores. Nwsstesultados muestran que el residuo
S259 en el asa8 pueden tener un rol diferencial en la union ratarsu receptor en
membrana o hacia CytlAa. Aunque los cambios enctexstantes de afinidad(
aparente) de las mutantes no fueron grandes, hobobuena correlacion entre la
reduccion de la unién y la reduccion en el sinengi®bservado. La combinacion de las
mutantes CytlAa-K225A y Cryl1Aa-S259A mostré Wth 75 veces mayor que la de

las proteinas silvestres, ademas de que no sevolsrergismo (FS=0.4, Tabla 15).

Nuestros resultados sugieren que la interacciéanteas toxinas involucra mas
de un sitio de contacto y que la mutagénesis deealbs dos residuos es necesaria para

observar un decremento significativo en la uni@mysinergismo.

Por otro lado, ninguna de las mutantes en estajtorami Cyt1A-K225A 6
Cry11A-S259 que resultaron ser las mas afectadadimdad y sinergismo, estuvieron
afectada en su activacién proteolitica, unién a VMIMe Ae. aegypti o toxicidad
(Figura 28 y 29), lo que indica que ambas mutacone tuvieron efecto en las

estructuras de las proteinas.
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Aunado a lo anterior, también fuimos capaces datifitzar una mutante en
CytlAa localizada en el ag®-aE (K198A) que mostro una ligera (pero reproducible)
mayor afinidad en su union contra Cryl1A (Tablayl=igura 31), lo cual correlaciona
con un factor de sinergismo dos veces mas altoel Easo de la toxina CrylAa activa
contra insectos lepidopteros, una mutacion enagl By N372A, incremento la afinidad
hacia el receptor y también la toxicidad haciaepidopteroLimantria dispar (Jenkins
et al., 2000). Por ello, se considera que la mutantd &Y198A podria ser util en la

produccion de formulaciones de Bti méas efectivagreolarvas de mosquito.

Los datos anteriores indican que la insercion dl&y en membrana provee
epitopes de union que son reconocidos por asdsdemaio Il de Cryl1Aa, los cuales,
al mismo tiempo, estan involucrados con la unidreeéptor natural en el intestino del
mosquito. Los mecanismos mas comunes de resisteacia toxinas tipo CrylA en
insectos lepiddpteros son mutaciones que afectarotiuccion de receptor (Ferré y van
Rie 2002). Este es también el caso de la larvanuedquito C. quinquefasciatus
resistente a toxina Bin d& sphaericus que tiene mutaciones que afectan el ensamblaje
del receptor en la membrana (Wiehal., 2000a y 2000b). Por lo tanto, la interaccion
con CytlAa podria faciliar la insercion de CryllAacia la membrana lo que
incrementaria a su vez su toxicidad o suprimiri@$astencia debido a mutaciones en el
receptor de Cry. La interaccion entre estos epst@seecificos también fundamenta las
bases de la accion sinérgica entre CytlAa y Cryl1Bste es, por lo tanto, un ejemplo
de una bacteria patogénica que lleva consigo a€nat y al receptor funcional para
esta, promoviendo, al mismo tiempo, la union a éaarana blanco y el incremento en

toxicidad.

Por otro lado, ya habiamos mencionado qu&.amoli enterohemorragica, se ha
descrito que la bacteria es capaz de inyectar aapter TIR dentro de las células
hospederas para asi poder llevar a cabo su mecanéectivo (Kennyet al., 1997).
Dado lo anterior, decidimos evaluar si la toxind1@ya, en su faceta de receptor, podria
ser capaz de favorecer la formacion de una estaudligomérica de CryllAa, que
fuera lo suficientemente eficiente como para forp@os, explicando asi el incremento

en toxicidad que presenta CryllAa en presenciaytieA@.
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Esta perfectamente documentado que las proteinasddrtoxinas formadoras
de poro que se secretan como proteinas solubleagea y desarrollan cambios
conformacionales con el fin de insertarse en la brama de sus células blanco
(Schnepfet al., 1998; de Maaget al., 2003). Ademas, se sabe que en dichas bacterias,
el estado de canal insertado en membrana fue dbteleispués de la formacién de una
estructura oligomérica 0 pre-poro que es perfeatéenecapaz de insertarse en
membrana. Esta estructura oligomérica se produspuds de la unién a receptor
(Parker y Fiel, 2005). Diferentes toxinas Cry aasicontra lepidépteros, colebpteros y
dipteros forman estructuras de pre-poro despuéka deteraccion con su receptor,
localizado en las células intestinales: CrylAb (iEigt al., 2001; Gomeet al., 2002b),
CrylAc (Pardo-Lope=t al., 2006), CrylCa (Mufioz-Garay al., 2006; Herrercet al.,
2004), CrylDa, CrylEa, CrylFa (Mufoz-Gaehyl., 2006), Cry3Aa, Cry3Ba, Cry3Ca
(Rausellet al., 2004b) y Cry4Ba (Likitvivatanavorg al., 2006).

En este trabajo, nosotros analizamos la oligomenrade CryllAa inducida
por sus receptores nativos localizados en VMMA Adleaegypti y en presencia y
ausencia de la proteina CytlAa. Se estableci6 qu&A@ en su forma de toxina
activada incrementa la oligomerizacion de CryllAa \&MMA y en liposomas
sintéticos (Figura 32), indicando que la interacncite CryllAa con esta proteina es

suficiente para inducir un evento de oligomerizaci6

Con el fin de determinar que esa estructura oligammaés funcional, se analizé
su actividad para formar poros por medio de dosreliftes métodos fluorimétricos.
Previamente se habia reportado que el oligbmerotides toxinas Cry es altamente
estable a temperaturas de %0y a la desnaturalizacion con urea (Rausell.,
2004a). En el caso del oligobmero de CryllAa sergbsgue es igualmente estable a
altas temperaturas, ya que es posible observasiouds de hervir la muestra en un gel

desnaturalizante a través de Western Blot (FigBja 3

Como dultimo paso a evaluar, decidimos demostrafasinteraccion entre
CryllAa y CytlAa es un paso necesario para indacformacion de oligobmero de
Cryl1Aa, lo cual correlaciona con su capacidadodmér poros. Para esto, ocupamos a
la mutante en CryllAa (S259A) que esta afectadaueanion con CytlAaKd 10

veces mas alta) para realizar la activaérovitro, observandose que dicha mutante esta
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severamente afectada en su capacidad para forngomelro y en su actividad
formadora de poro (Figura 35), lo cual, nos sugigre la interaccion de Cryl1Aa con

CytlAa es un paso importante para desencadenamtacion del oligomero.

De manera adicional, se mostré que las mutant&ytia (K225A y K198A)
al usarse en la activacion de Cryl1lAa silvestresgmtaron fenotipos diferentes en su
habilidad para formar poros. Por ejemplo, la m@&af225A de CytlAa esta afectada
en su unién con CryllAawt (KLO veces mayor), a diferencia de la mutante K168A
CytlAa que mostré unidd menor que la combinacion con Cryl1Aa silvestrd (V).
Si existiera una relacion directa entre interacgidiormacién de pre-poro, cuando se
ocuparan estas proteinas mutantes en los procesastigacion y formacion de poro,
observariamos problemas en la actividad de la nautd@25A en combinacién con
Cryl1Aa, mientras que con K198A el patron serianahos similar al obtenido con
CytlAa silvestre. Lo anterior fue comprobado expentalmente (Figura 35). De
hecho, la interaccion de la mutante S259A (Crylidem) la mutante K225A (CytlAa),
también resultd en un decremento en los niveledigemerizacion de Cry11A y no fue
posible detectar actividad de formacién de poro. ilBportante recalcar que la
interaccion de estas dos mutantes mostro un valédd75 veces mayor que el de la
combinacion de las proteinas silvestres. En cdetrdes activacion de CryllAa con la
mutante K198A (CytlAa) resultd en una produccidoiefte de oligobmero de Cry y
una alta capacidad de formacion de poro (Figura B5Que indica que existe una
correlacion entre la union de CryllAa y CytlAa,féemacion del oligdbmero de
Cryl1A que desencadena el proceso de formaciénode yp el sinergismo existente

entre ambas proteinas.
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8. CONCLUSION

La ingestién de CytlAa por parte de larvas susolgstideAe. aegypti genera la
unién de dicha toxina al intestino medio, evente godria proveer de multiples sitios

de unién para la toxina Cryl1Aa.

Los datos mostrados en este trabajo muestran dogiftea CytlAa interacciona
especificamente con CryllAa favoreciendo la fororadie una estructura oligomérica
de 250 kDa, lo que le daria el rango de receptorgsio de Cryl1Aa, pues funciona de
manera similar a como lo hace la caderina con nao CrylAb en insectos
lepidopteros comd. sexta (Gomezet al., 2002b). Lo anterior explicaria el alto grado
de actividad que presentan estas toxinas cuanagma@eentran en combinacién, y al
mismo tiempo, responderia a la interrogante dejymmel uso de Bti no ha generado

resistencia en campo pese a tener mas de 20 aBesudado exhaustivamente.

Por lo tanto, el rol de las toxinas Cyt y Cry eririoxicacion de las larvas de

insectos dipteros involucraria los siguientes #géBigura 35):

1. Las toxinas Cry y Cyt son solubilizadas y adas por proteasas propias del
intestino del insecto bajo un ambiente alcalineductor.

2. La toxina tipo Cyt, al ser la mas afin a meméarae inserta en ella mientras la toxina
Cry se une a su receptor disponible (ALP, toxinauCgtro).

3. La toxina Cry oligomeriza. Se propone que laraxipo Cyt estaria involucrado en

la eficacia de este proceso, aunque no se dedearti®a de que otro receptor tipo

caderina también favorezca dicho proceso de oligaamon.

4. El oligbmero de Cry se inserta en membranas t#fts, lo que desencadena la
formacién de poros ionicos que conduciran a lal@éuun desbalance osmético que

desencadenara en un proceso de lisis celular.
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Figura 36. Mecanismo de accién general de las &sx@ry y Cyt de Bti.

Por todo lo anterior, podemos concluir que la taxi@ytlAa es capaz de
sinergizar y suprimir la resistencia de Cryl1Adamas de mosquitos, funciona como
un receptor que provee de sitios de unidén extra QayllAa que pueden resultar en
una eficiente formacion de un estado de pre-poeoigguce la lisis celular y hace mas

eficiente el proceso de muerte de la larva.



9. PERSPECTIVAS

El efecto sinérgico observado entre @endotoxinas producidas por Bti es
sumamente importante. El hecho de que estas togurdan cooperar entre ellas para
aumentar la eficacia en la mortalidad contra ireedipteros es por demas interesante,
y mas cuando se ha visto que dicha cooperatividadenda con otras toxinas Cry
activas contra lepidopteros 6 coledpteros. Deahmhportancia de comenzar a entender

el proceso molecular por medio del cual se llegal® dicho fendbmeno.

Nuestro trabajo representa el primer estudio fordwlla relacion que existe
entre CryllAa y CytlAa, tanto en presencia com@@sencia de membranas de su
insecto blanco, y con ello intentar proponer un ehogreliminar que sustente las bases
gue soportan el sinergismo entre dichas toxinashdgeho de identificar que estas
proteinas interactlan a través de epitopes esmecifi que una de ellas (CytlAa) es
capaz de favorecer la oligomerizacién de la otreyXCAa), no s6lo nos acerca a
entender un poco la relacion de estas proteinksgatogénesis de Bt, si no a sugerir el
uso de ingenieria genética para desarrollar prage@ry (dirigidas hacia otro tipo de
insectos) que puedan interaccionar con Cyt, sipargiincrementar su toxicidad y
erradicar problemas de resistencia en campo, ld dada a los bioinsecticidas

elaborados a través de Bt una ventaja evolutivaiderable.

Por ello es que las perspectivas de este trabajogua ambiciosas, estan
directamente dirigidas a la generacién de toxingsc@paces de interaccionar con Cyt
en cualquier tipo de insecto. Para esto, en efdatio se pretende evaluar la forma en
gue CytlAa se inserta en membrana, pues a la fedha,se cuentan con estudios
preliminares acerca de este rubro. También sedeesante evaluar si existe un tipo de
lipido que es capaz de funcionar como receptor lpat@ina CytlAa. Para las toxinas
tipo Cry5 se ha podido identificar que esto esligetGriffitts et al., 2005), por lo que
trabajos centrados especificamente en la activitladCytlAa responderan a esta

interrogante.
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Por otro lado, también se planean hacer estudidscapas lipidicas planas del
oligbmero de CryllAa, esto con el fin de determitadas las caracteristicas

electrofisiolégicas de esta estructura.

Por ultimo, se planea hacer nuevos estudios palizanlas posibles regiones
de interaccion que CytlAa pueda tener con las pnateinas Cry de Bti como Cry4Aa
y Cry4Ba, e incluso con otras toxinas como las@oducidas poBacillus sphaericus,
ya que, como se ha mencionado antes, CytlA es aipamergizar con todas ellas,
abatir su resistencia e incluso conferirles toxdichacia larvas de mosquitos a las
cuales no son naturalmente téxicas. Dichos trabsjesentarian la hipétesis de que
CytlAa funciona como receptor para todas las texiG@ay de Bti y validando la

importancia de su presencia en el cristal paraakgderBti.
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