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vV RESUMEN

Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis son empleadas como una alternativa biolégica
al control quimico de insectos plaga en la agricultura y de insectos transmisores de
enfermedades humanas. Estas toxinas interactian con receptores especificos
localizados en la microbellosidad de las células epiteliales del intestino del insecto
blanco. Dicha unién permite la oligomerizacion e insercion de la toxina en la membrana,
donde forma poros i6nicos que provocan un desequilibrio osmaético y causan la lisis

celular y la muerte del insecto.

Actualmente la parte bioquimica del mecanismo de accion de las toxinas Cry esta
ampliamente descrita, pero un analisis del mecanismo de accion de las toxinas a nivel
celular es escaso. Esto se debe principalmente a la falta de un modelo celular
apropiado que permita el empleo de técnicas con resolucion de los eventos celulares
gue ocurren en presencia de las toxinas Cry. Como la identificacion de rutas o
moléculas especificas que pudiesen estar involucradas y que permitiesen a la célula

sobrevivir 6 que le lleven la muerte ante la toxina.

En el presente trabajo analizamos el mecanismo de accion de las toxinas CrylAb y
CrylAc en la linea celular CF-1 de Choristoneura fumiferana. También se analizé la
toxicidad de 3 toxinas Cry afectadas en union al receptor, en oligomerizacion y
formacion de poro. Nuestros datos muestran que todas las toxinas probadas

mantuvieron su comportamiento de toxicidad previamente reportado en bioensayos
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realizados sobre larvas de ler instar del Lepidoptero Manduca sexta. Lo que sugiere
gue en CF-1 pudiese estar operando un mecanismo de accién de la toxina muy

parecido al descrito in vivo en los insectos blanco.

Estos datos proponen que esta linea celular se puede emplear para estudiar los
cambios intracelulares que se presentan cuando la toxina se inserta en la membrana y
afecta la permeabilidad celular. De esta manera se podra conocer y entender las
respuestas celulares que desarrollan las células blanco en los insectos ante la accién

de las toxinas Cry.
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ABSTRACT

The Cry toxins of Bacillus thuringiensis are used as an alternative biological control to
replace the chemical pesticide of insect pest in agriculture as well as disease vectors of
public health importance. The interaction of cry toxins with specific membrane receptors
of insect midgut cell is determinant in toxic activity. These interactions allow the
oligomerization, insertion of toxin on membrane and pore formation that disrupts

osmotic balance and causes cellular lysis and dead of the insect larvae.

Currently, the biochemical mechanism of cry toxin action is extensively described,
nevertheless, the effects at cellular level is poorly known due to the lack of an
appropriated cellular model. This study was focused in the characterization of a cellular
system that allows the use of tools with cellular resolution in order to identify the

intracellular events in response to cry toxin.

We studied the action mechanisms of the toxins Cry1lAb and CrylAc on CF-1 cell line of
the Choristoneura fumiferana. Additionally, we analyzed toxicity of 3 different cry toxins

mutants affected in the binding to the receptor, oligomerization or pore formation.

Our data shows that all the tested toxins maintain their toxicity behavior observed on
bioassays performed previously on larvae first instar of Manduca sexta, which suggest,
that in CF-1 cells a similar mechanism to the one described in vivo could be operating.
Taken together, our data propose that CF-1 can be used to study the intracellular
changes that occur when the toxins are inserted into the membrane and effects in
cellular permeability. With this model we could have a better understanding of the
response that cells develop in the presence of cry toxins like signaling pathways or
specific molecules involved in the dead or survival of the cells in presence of the cry

toxin.
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1. INTRODUCION

1.1 Uso de plaguicidas

El control de plagas de insectos en la agricultura asi como de insectos que son
vectores de enfermedades humanas (como el dengue y malaria) tradicionalmente es
mediante el empleo de insecticidas quimicos. El mercado mundial de insecticidas esta
todavia dominado por compuestos que inhiben irreversiblemente a las
acetilcolinesterasas (AChE). Los inhibidores de la AChE (organofosforados, carbamatos)
y los que actian sobre canales de sodio dependientes de voltaje (en particular,
piretroides) representan aproximadamente el 70 % del mercado mundial. Sin embargo,
debido a las similitudes en el sistema nervioso de los insectos y vertebrados, estos
insecticidas tienen una considerable toxicidad hacia otros organismos no blanco, por lo
tanto su uso puede causar dafios considerables a animales benéficos y al ambiente

(Nauen y Bretschneider 2002).

El amplio uso de estos compuestos ha causado el desarrollo de resistencia en muchos
insectos plagas y ademas la seleccién de poblaciones resistentes conlleva al brote de
plagas secundarias (Devine y Furlong, 2007). También los altos niveles de resistencia
generan que las concentraciones eficaces para el control de los insectos lleguen a
superar las concentraciones legalmente permitidas. Por ello, es necesaria una
busqueda de nuevos insecticidas con mejor eficacia y un modo de accibn mas
especifico hacia los insectos que se pretende combatir (Badii et al.,, 1996). Los
productos de origen biolégico relnen estas caracteristicas y se han propuesto como

una alternativa al control quimico, denominandose bioinsecticidas. Las proteinas que
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produce Bacillus thuringiensis son un ejemplo de bioinsecticidas y representan ~2 %
del mercado total de insecticidas (Bravo et al., 2011). Estas proteinas son activas
contra larvas de varios ordenes de insectos y por su alta especificidad proporcionan
varias ventajas como: seguridad en la salud humana, en el ambiente y en organismos
no blanco, se garantiza la reduccion de residuos de plaguicidas en los alimentos y un
mejor equilibrio entre las poblaciones que interaccionan con las especies plaga

(Shelton et al., 2002).

1.2 Bacillus thuringiensis

B. thuringiensis es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, movil y se encuentra en
varios habitats. Durante su ciclo de vida presenta dos fases diferenciadas, la fase de
crecimiento vegetativo en la cual se duplica mediante biparticion cada 30-90 minutos
dependiendo del medio de cultivo y la fase de esporulacion que se desencadena
cuando la bacteria esta en un medio con limitacion de nutrientes (Betchel y Bulla 1976).
Durante la esporulacion produce proteinas Cry y Cyt (6-endotoxinas) contenidas en
cristales bipiramidales, romboides, cuadrados o amorfos, dependiendo de la proteina
Cry que exprese (Karamanlidou et al., 1991; Kaelin et al., 1994) (Figura 1B). Un gran
numero de d-endotoxinas son activas contra insectos como Lepidopteros (mariposas),
Coleodpteros (escarabajos), Dipteros (mosquitos) y al momento se conoce un menor
namero de toxinas contra Ortépteros (grillos), homoépteros (pulgones), maléfagos
(falsos piojos) o contra otros invertebrados como Nematodos (Aronson et al., 1986;
Schnepf et al., 1998; de Maagd et al., 2003). Especificamente las 6-endotoxinas tienen
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como blanco un gran nimero de insectos plaga agroforestales e insectos vectores de
enfermedades humanas como la malaria y dengue (de Maagd et al., 2001; de Maagd et

al., 2003).

En 1981 se clon6 el primer gen que codificaba para un cristal protéico de B.
thuringiensis (Schnepf y Whiteley, 1981), a partir de entonces la busqueda y
caracterizacion de nuevos genes cry es un proyecto de interés mundial, ya que
caracterizar la gran diversidad de esta familia de proteinas proporciona nuevas
alternativas para la proteccién de cultivos que se ven expuestos a diversos insectos
plaga y un manejo mas adecuado de insectos transmisores de enfermedades

humanas.

~

B/

Figura 1. Micrografia de B. thuringiensis en microscopio de campo claro 1000X equipado con prisma de
Normaski. (A) Células vegetativas de B. thuringiensis. (B) Se observa un cristal ya liberado del

esporangio, forma bipiramidal mas comun de las toxinas Cryl (Meadows et al., 1992).
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1.3 Generacion de resistencia de los insectos a las 8-endotoxinas

Las &-endotoxinas de B. thuringiensis se han utilizado como bioinsecticidas en la
agricultura, principalmente en cultivos de hortalizas y cereales. En el afio de 1930, salié
al mercado el primer formulado comercial de B. thuringiensis. El ingrediente activo de
estos formulados son mezclas de cristales y esporas, las cuales en un principio sélo se
esparcian en los cultivos de interés. Sin embargo, de esta forma la accion de las
toxinas estaba limitada sélo a la superficie de la planta y no al interior de los tejidos,
gue en muchas ocasiones son atacados por endoparasitos. Esto llevo a la creacion de
plantas transgénicas que expresaban una &-endotoxina (plantas Bt) (Barton et al.,
1987; Perlak et al., 1990). Con esta estrategia se han obtenido distintas plantas
resistentes a insectos, entre ellas: maiz, papa, alfalfa, soya, brécoli, col, arroz y cafia de
azucar (Koziel et al., 1993; Perlak et al., 1993; Yamamoto y Powell, 1993; Parrot et al.,
1994; Metz et al., 1995; Vazquez et al., 1995; Vazquez et al., 1996; Winn et al., 1996;

Arencibia et al., 1995).

Los insectos han demostrado un enorme potencial para desarrollar resistencia a todos
los productos que se han empleado para su control. La expresién constitutiva y
generalizada (en todos los tejidos de la planta) de las &-endotoxinas, asi como su
empleo frecuente y extensivo son, sin duda, factores a influir en la aparicion de
mecanismos de proteccion del insecto ante las d-endotoxinas. En la actualidad, el
desarrollo de resistencia es considerada la mayor amenaza para el uso efectivo y
prolongado de las &-endotoxinas de B. thuringiensis. Debido a su especificidad y

tiempos cortos de permanencia en el ambiente las &-endotoxinas disminuyen la
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posibilidad de inducir resistencia en los insectos. No obstante, varios experimentos de
laboratorio muestran un alto potencial de desarrollo de resistencia en poblaciones
expuestas de manera prolongada a estas toxinas (Tabashnik, 1994; Ferré y Van Rie.,
2002; Tabashnik et al., 2005, Xu et al., 2005). El primer caso documentado de
resistencia a formulados de B. thuringiensis es el de las poblaciones de campo de la
polilla de la col Plutella xylostella en Hawai (Tabashnik et al., 1990). En Trichoplusia ni
también se ha observado resistencia a un formulado de B. thuringiensis en cultivos de
invernadero en Canada (Janmaat et al., 2003, 2004; Kain et al., 2004). A la fecha no se
han encontrado poblaciones de insectos en el campo resistentes a las plantas Bt. Sin
embargo, algunas de las poblaciones seleccionadas en laboratorio, como P. xylostella,
Pectinophora gossypiella, Helicoverpa armigera (Tabashnik et al., 2003), T. ni (Kain et
al., 2004), y Chrisomela tremura (Augustin et al., 2004), son capaces de completar su

desarrollo en plantas Bt.

1.3.1 Mecanismos de resistencia de los insectos a las d-endotoxinas

En cuanto a los mecanismos de resistencia se ha mostrado que estan relacionados con
los diferentes pasos implicados en el modo de accion de la toxina (Bravo et al., 2005).
En algunos insectos una alteracién en las condiciones que afectan a la solubilidad de
las proteinas Cry se ha correlacionado con el desarrollo de resistencia (Rajamohan et
al., 1998). Otro posible mecanismo de resistencia consiste en la reparacion del tejido
dafiado del tubo digestivo, como se ha observado en una poblacién resistente a la
toxina CrylAc, de Heliothis virescens (Forcada et al., 1999; Martinez-Ramirez et al.,

1999). Sin embargo, los mecanismos de resistencia que mejor se conocen son los que
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tienen que ver con alteraciones en la unién de la toxina a los receptores y los
relacionados con el proceso proteolitico y activacion de las proteinas Cry (Ferré y Van
Rie, 2002; Griffitts y Aroian, 2005; Bravo et al., 2005). Por otra parte también se ha
mostrado que la resistencia de H. virescens a la toxina CrylAc se debe a una mutacion
del receptor de la toxina (Gahan et al., 2001). También se han encontrado poblaciones
resistentes de P. gossypiella, en las que se han observado eliminacion de secuencias

en genes que codifican para los receptores de la toxina (Morin et al., 2003).

El estudio acerca del mecanismo de accion de las 6-endotoxinas de B. thuringiensis
proporciona un mejor conocimiento del mecanismo molecular por el cual tienen su
efecto y ha permitido explicar la causa de la resistencia para la mayoria de los casos.
Toda esta informacién integrada permite plantear estrategias para solucionar la
resistencia en los insectos a estas toxinas, como el caso del disefio de toxinas

modificadas que abaten resistencia (Soberon et al., 2007).

1.4 Toxinas insecticidas de Bacillus thuringiensis

Las 5-endotoxinas de B. thuringiensis se han clasificado con base a su secuencia de

aminoacidos en dos familias, Cyt y Cry.

1.4.1 Proteinas Cyt

Las proteinas Cyt deben su nombre al hecho de poseer una actividad citolitica general
in vitro contra varios tipos de células (Knowles 1994; Thomas y Ellar, 1983). Son
toxicas a Dipteros y los genes de muchas de ellas se han identificado y secuenciado,
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las més estudiadas son CytlAal de B. thuringiensis subsp. Israelensis y Cyt1Aa2 de B.
thuringiensis subsp. morrisoni cepa PG14 (Earp y Ellar, 1987; Waalwijk et al., 1985).
Estas toxinas consisten en un dominio sencillo de 2 horquillas hélices a externas que
envuelven un nudcleo de laminas B (Li et al., 1996). Las toxinas Cyt presentan
sinergismo con algunas toxinas Cry facilitando la unién y quiza la internalizacion de la
toxina Cry, favoreciendo el efecto toxico especifico a Dipteros (Chilcott et al., 1998;

Crickmore et al., 1995 y Pérez et al., 2005).

1.4.2 Proteinas Cry

Este grupo representa la mayor parte de las 5-endotoxinas con una masa molecular de
~70 a 130 kDa (Bravo et al., 1997). Al igual que las toxinas Cyt son sintetizadas como
protoxinas durante la esporulacion y cristalizan formando inclusiones de hasta 1 um de
longitud. Las proteinas Cry representan una familia de proteinas muy diversa, muchos
genes cry son asociados con elementos transponibles que facilitan la movilizaciéon de
los genes (de Maagd et al., 2001). Muchos de estos genes se encuentran en plasmidos
de gran tamafio (Gonzalez et al., 1981) y s6lo en unos pocos casos se han encontrado
en el DNA cromosomico (Carlson y Kolsto, 1993) y una transferencia horizontal por
conjugacion bacteriana también pudo ayudar a aumentar la diversidad de estas toxinas

(Caballero y Ferré, 2001; Thomas et al., 2000 y 2001).

1.4.3 Nomenclatura

Mas de 200 genes cry se han clonado, secuenciado y estudiado de manera extensiva.

Originalmente las toxinas Cry fueron clasificadas de acuerdo a su especificidad
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insecticida (Hofte y Whiteley, 1989). Se formaron cuatro grupos de proteinas Cry: Cry |
(especifica a Lepiddpteros), Cry Il (Lepidopteros-Dipteros), Cry Il (Coledpteros) y CrylV
(Dipteros). Mas adelante, Feitelson y colaboradores agregaron dos grupos mas a la
clasificacion, Cry V y Cry VI, activas contra nematodos (Feitelson et al., 1992). La
caracterizacion de nuevas proteinas Cry mostraron inconsistencias con esta
clasificacion, ya que las proteinas Cry nuevas tenian secuencias de aminoacidos
semejantes pero con actividades diferentes. Por ello, en 1998 Crickmore vy
colaboradores propusieron una nueva clasificacion basada en la identidad de
secuencia de los aminoacidos. Esta nomenclatura define un nombre mnemonico Cry
(del inglés “crystal”) y cuatro rangos jerarquicos. Las proteinas con menos del 45 % de
similitud se consideran de diferente rango primario y se denominan con numeros (Ej.
Cryl, Cry2, Cry3, etc), de menos del 78 y de 95 % de identidad constituyen el rango
secundario y terciario respectivamente, los cuales son denominados con letras
mayusculas (Ej. CrylA, CrylB, Cryl1C, etc.) y minusculas (Ej. CrylAa, CrylAb, CrylAc,
etc.) respectivamente. En la actualidad se ha reportado 67 rangos primarios de
proteinas Cry que se pueden ver en la pagina

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/. La mayoria de estas toxinas

pertenecen al grupo de toxinas Cry de tres dominios (Cry-3D), pero también existen
toxinas Cry semejantes a toxinas Mtx (por sus siglas en ingles “mosquitocidal toxin”) y
toxinas binarias de Bacillus sphaericus, asi como toxinas Cry que no tienen relacion
con ningun otro grupo de toxinas. Ademas, fuera del grupo de toxinas Cry algunas

cepas de B. thuringiensis producen toxinas llamadas VIP (por sus siglas en ingles
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“vegetative insecticidal protein”), las cuales a diferencia de las Cry se producen durante

la fase de crecimiento vegetativo (Crickmore et al., 2011).

1.5 Estructuraterciaria de las toxinas Cry-3D

La estructura tridimensional de siete diferentes toxinas Cry-3D, CrylAa (Grochulski et
al., 1995), Cry3Aa (Li et al., 1991), Cry3Ba (Galitsky et al., 2001), Cry2Aa (Morse et al.,
2001), Cry4Ba (Boonserm et al., 2005), Cry4Aa (Boonserm et al., 2006), Cry8Ea (Guo
et al., 2009) se han resuelto por cristalografia. Del andlisis de estas estructuras se
concluye que son proteinas globulares y aun entre proteinas de rango primario distinto
existe un plegamiento basico general organizado en tres dominios constituidos cada
uno por ~200 aminoacidos. ElI dominio | (DI) inicialmente fue descrito en la toxina
Cry3Aa es de ~220 aminoéacidos y se encuentra en el extremo N-terminal. Esta
constituido por siete hélices o cuya hélice central (a—5) esta rodeada por seis hélices
externas (Figura 2). Este dominio muestra una estructura similar al dominio formador
de poro de otras toxinas bacterianas como la toxina de la difteria y la colicina A (Parker
y Pattus, 1993). También participa en la insercion en la membrana y formacion del poro
(Pigott y Ellar, 2007; Schnepf et al., 1998). El dominio Il (DIl) esta formado por tres
laminas B antiparalelas que terminan en asas en el vértice de la molécula formando un
prisma (Li et al., 1991) y en estas asas es donde se tiene la mayor variabilidad entre las
toxinas Cry (Boonserm et al., 2005). Este dominio tiene un papel importante en la

interaccion con el receptor y por lo tanto tiene una participacion importante en la
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determinacién de especificidad de las toxinas Cry (Li et al., 1991; Rajamohan et al.,
1996).

Finalmente el dominio 1l (DIll) esta constituido por dos laminas [ antiparalelas
arregladas en forma de emparedado, una sobre otra. EI DIl muestra menos
variabilidad estructural que el DIl y las principales diferencias se presentan en la
longitud, la orientacién y la secuencia de las asas. Un claro ejemplo son las toxinas
CrylAa y CrylAc, en donde existen diferencias determinadas por la extension del asa
de CrylAc que crea una cavidad de uniébn a N-acetilgalactosamina, la cual esta
implicada en el reconocimiento de este azlcar presente en el receptor aminopeptidasa

tipo N (APN) ( Burton et al., 1999; Derbyshire et al., 2001)
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Figura 2. Estructura terciaria general de 3—endotoxinas de B. thuringiensis. Los dominios DI, DIl y DIlI
son mostrados en color rojo, verde y azul, respectivamente. El N- terminal del dominio de la protoxina
Cry2Aa se muestra en amarillo. Las imagenes de las estructuras de estas proteinas fueron generadas
usando el progama PyMol (Warren L. DelLano, DelLano Scientific LLC, San Carlos, CA

[http://www.pymol.sourceforge.net]). Imagen tomada de Pigott y Ellar., 2007.

1.6 Modo de accion de las toxinas Cry-3D

La forma monomérica de las diferentes toxinas Cry-3D presenta una estructura
tridimensional muy semejante entre ellas, lo que sugiere un mecanismo de accion

general.

26



Una vez que las protoxinas contenidas en los cristales son ingeridas por el insecto,
éstas se solubilizan y se procesan proteoliticamente a una forma monomérica de ~60
kDa (Chestukhina et al., 1982; Hofte et al., 1986; Choma et al., 1990). Las proteinas
Cry monoméricas se unen a receptores de células epiteliales del intestino, oligomerizan
y se insertan en la membrana formando poros idnicos que finalmente provocan la

muerte del insecto (Gill, 1995; Schnepf et al., 1998, Bravo, 2004) (Figura 3).

1.6.1 Solubilizacién y procesamiento de la protoxina

Las condiciones reductoras y el pH alcalino particular en el intestino de los insectos
lepidoptero y diptero blanco, favorecen el rompimiento de los puentes disulfuro
(abundantes en la mitad del C-terminal) lo cual permite solubilizar los cristales y asi
liberar a la protoxina de ~130 kDa (Gringorten et al., 1992). Una vez que las protoxinas
se encuentran solubles estas deben procesarse proteoliticamente para ser activas
(Hofmann et al., 1988). Puede generalizarse que el procesamiento de las toxinas Cryl
se da por el corte de los primeros 28 aminoacidos del extremo N-terminal (Héfte et al.,
1986, Martens et al., 1995; de Maagd et al., 2001; Bravo et al., 2002) y de los ultimos
500 aminoacidos del extremo C-terminal de la proteina Cry, quedando de esta forma un
fragmento monomerico de ~60 kDa activo y resistente a proteasas (Ho6fte y Whiteley,
1989). Entre las proteasas responsables del procesamiento de las proteinas Cry, en
Lepidopteros se encuentran las del tipo tripsina, quimiotripsina y serina-proteasas
(Martinez-Ramirez y Real, 1996); en colebpteros son cisteina y aspartato proteasas.

También se encuentran termolisinas y catepsinas (Bravo et al., 2004). El empleo de
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estas proteasas ha ayudado a la activacion in vitro, sin embargo, falta mucho por definir
sobre las proteasas especificas que in vivo llevan a la forma activa de cada toxina Cry.
Existen trabajos que proponen la participacion de proteasas propias de B. thuringiensis
y/o de bacterias propias del intestino del insecto que pudieran ser determinantes en el
procesamiento de estas proteinas (Kumar y Venkatewerlu, 1998; Reddy et al., 2000;

Broderick et al., 2006).
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Figura 3. Mecanismo de accion de las toxinas CrylA en Lepiddpteros. El modelo propone la participacion
secuencial de receptores de la microvellosidad del epitelio intestinal del insecto blanco. 1.- Solubilizacion
de los cristales, 2.- Activaciéon de la protoxina por proteasas, 3.- Unién del monémero a APL y APN, 4.-
Union a caderina (BtR1) y procesamiento de la hélice a-1, 5.- Oligomerizacion, 6.- Union del oligdmero a

APN y ALP, 7.- Insercion en la membrana y formacion del poro, 8.- Flujo i6nico. Pacheco et al., 2009.
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1.6.2 Unién al receptor

Las proteinas Cry después de ser activadas se unen a receptores especificos
localizados en las microvellosidades de células columnares del epitelio intestinal de las
larvas de insectos susceptibles (Hofmann et al., 1988; Bravo et al., 1992; Schnepf et
al., 1998; De Maagd et al., 2001, 2003). Esta interaccion es determinante para la
especificidad de la toxina (Van Rie et al.,, 1989; Jenkins y Dean, 2001). A la fecha,
estan reportados tres receptores para las toxinas CrylA activas contra Lepidopteros:
cadherina (Bt-R1) con un peso molecular de ~210 kDa (Nagamatsu et al., 1998;
Nagamatsu et al., 1999; Vadlamudi et al., 1993; Vadlamudi et al., 1995; Gahan et al.,
2001; Gomez et al., 2002), miembros de la familia de las APN con un peso molecular
de ~120 kDa (Gill et al 1995; Rajagopal et al., 2002 y Sangadala et al., 1994), fosfatasa
alcalina (ALP) (Jurat-Fuentes y Adang, 2004, 2006; Fernandez et al., 2006;) y para el
caso de Dipteros adicionalmente se reportd una o-amilasa (Fernandez-Luna et al.,
2010). Con excepcion de Bt-R1 todas estan ancladas a la membrana a través de un
puente de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Para la toxina Cry5B con actividad contra
nematodos se propuso que los glicolipidos participan en la interaccibn con la
membrana (Gahan et al., 2001; Herrero et al., 2005; Griffitts et al., 2005). Asi como la
participacion de un glicoconjugado de ~270 kDa y una proteina de ~250 kDa llamada

P252 (Pigott y Ellar, 2007).

Las proteinas CrylA unen a Bt-R1 de al menos seis especies de Lepiddpteros,
Manduca sexta, Bombyx mori, H. virescens, H. armigera, P. gossypiella y Ostrinia

nubilalis. La proteina Bt-R1 de insectos que une a las toxinas Cry estd compuesta por
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un ectodominio formado por 11 o 12 repetidos (RC), un dominio transmembranal y un
dominio intracelular (Bel y Escriche, 2006). La union de toxinas Cryl a la proteina APN
se ha descrito en Lepidopteros como B. mori, H. armigera, H. virescens, Lymantria
dispar, M. sexta y P. xylostella (Bravo et al., 2011). ALP se ha reportado como proteina
de unién de CrylA en H. virescens y M. sexta. El glicoconjugado une a CrylAc en L.
dispar. Adicionalmente la toxina CrylAc une a proteinas como la subunidad A de V-
ATPasa y la actina en M. sexta y H. virescens, lo cual sugiere que el mecanismo de
accion de la toxina puede involucrar otros componentes de las células del intestino del
insecto, pero la funcion de éstos aun no estd analizado (McNall y Adang, 2003;

Krishnamoorthy et al., 2007).

1.6.3 Oligomerizaciéon

La interaccibn de la toxina Cry monomerica con sus receptores es de manera
secuencial (Bravo 2004). Recientemente se ha propuesto que en un inicio la toxina
interactda tanto con el receptor APN y ALP (Pacheco et al., 2009). Esta primera
interaccion es de baja afinidad (100 nM) pero sirve para incrementar la cantidad de
toxina sobre la membrana. Enseguida la toxina interactia con Bt-R1 y esta interaccion
tiene dos efectos sobre la toxina, a) promover un Ultimo procesamiento proteolitico que
remueve la hélice a—1 del dominio | exponiendo regiones hidrofébicas, lo que a su vez
induce, b) la formacion de un oligbmero de ~250 kDa el cual incrementa 200 veces su
afinidad a APN quien dirige la insercion de la toxina a microdominios de membrana
(Miranda et al., 2001; Gomez et al., 2002; Gomez et al., 2003; Bravo et al., 2004;

Gomez et al., 2006).
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1.6.4 Muerte celular

1.6.4.1 Formacion de poro vy lisis celular

Una vez que el oligdmero esta unido a la APN, parte del dominio | de la toxina se
inserta de forma irreversible en la membrana formando un poro el cual tiene una
permeabilidad a iones K*, Na*, CI'y Ca*?, al agua y moléculas de mayor tamafio; lo que
trae como consecuencia la lisis celular, disrupcion de la integridad del intestino y la
muerte del insecto (Zhuang et al., 2002; Bravo et al., 2005). El tamafio del poro de las
toxinas Cryl se ha estimado de diferentes tamafnos, que van de poros pequefios de
~0.6 nm y en otros casos de 1 a 2.5 nandmetros de didmetro, esta discrepancia
probablemente se debe a que los estudios fueron realizados con sistemas y
condiciones diferentes (Carroll et al., 1997; Villalon et al., 1998; Schwartz et al., 1997).
Por otra parte, una vez que las esporas bacterianas tienen acceso a la hemolinfa estas
se multiplican en ella y provocan una septicemia que incrementa el efecto de las

toxinas insecticidas (Schnepf et al., 1998; de Maagd et al., 2001; Bravo et al., 2004).
1.6.4.2 Modelo de sefializacién celular

Por otro lado, son varios los trabajos reportados en los que se muestra la importancia
de Bt-R1 como receptor para las toxinas Cry. En dichos trabajos expresan
heterdlogamente Bt-R1 en una linea celular de insecto no sensible y como resultado
encuentran que ésta se vuelve sensible (Hua et al.,, 2004; Aimanova et al., 2006).
Zhang y colaboradores reportaron que la linea celular de T. ni (H5) se vuelve sensible a
la toxina CrylAb al expresar Bt-R1 de M. sexta y propusieron que la unién de la toxina

monomerica a Bt-R1 desencadena la activacion de una via intracelular dependiente de
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Mg?* asociada a muerte celular por incrementos de adenilato ciclasa y AMPc (Zhang et
al., 2006). En dicho trabajo proponen que tanto la formacion del oligbmero y la
insercion en membrana de la CrylAb se da por una interaccion lipido-proteina no
especifica y descartan la formacién de un poro i6nico que pudiese provocar la muerte
de la célula en su modelo empleado, la toxicidad la atribuyen solo a una interaccion
especifica del monémero con Bt-R1. Cabe aclarar que en ese trabajo no explican el
aumento del oligdbmero en presencia del receptor y no demuestran si el oligdmero
presente solo esta unido o insertado en la membrana, lo cual era necesario para llegar
a la conclusion de que el oligdbmero insertado no es responsable de la toxicidad, a su
vez no explican como una proteina expresada heter6logamente puede incorporarse a

un sistema de sefalizacién complejo como el de muerte celular.

Tanto la propuesta de formacion de poro y la de sefializacion celular (Bravo, et al.,
2004; Zhang, et al., 2006) consideran la participacion fundamental de Bt-R1. Esta
observacion coincide con reportes en los que la alteracidon de la interaccién de la toxina
con Bt-R1 correlaciona con resistencia del insecto a la toxina (Ferré et al., 2002; Pigott

et al., 2007).

Actualmente se cuenta con grandes avances en la caracterizacion bioquimica,
molecular y electrofisioldgica del mecanismo de accién de las toxinas Cry (GOmez et
al., 2007; Jiménez-Juarez., 2008) lo cual ha permitido el disefio de nuevas toxinas Cry
mutantes que in vivo permiten demostrar que la formacion del poro es el responsable
de la toxicidad. Por ejemplo se tienen mutantes de CrylAb en el dominio | que solo

estan afectadas en oligomerizacion o en formacion de poro y que conservan sus
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caracteristicas de union a los diferentes receptores, pero en bioensayos estas mutantes
pierden por completo la toxicidad, lo que indica que in vivo se requiere la formacion del
poro para matar al insecto (Jiménez-Juarez., 2008; Rodriguez-Almazéan et al., 2009).
También se han disefiado las toxinas Cry Modificadas (CryMod) a las cuales por
ingenieria genética se les elimind la secuencia nucleotidica correspondiente a la hélice
o-1 del dominio |, estas toxinas oligomerizan en ausencia de Bt-R1 y son toxicas en
insectos resistentes que presentan mutaciones en el gen de Bt-R1 o baja expresion del
receptor por silenciamiento de Bt-R1 (Soberdn et al., 2007). Este disefio de toxinas
respalda sin duda alguna al mecanismo de formacion de poro como responsable de la

toxicidad de las toxinas Cry.

Por otro lado cabe destacar que hasta el momento se ha dado una atencién limitada al
analisis del mecanismo de accién de las toxinas de Cry a nivel celular (Schwartz et al.,
1991; Hu et al., 1994; Monette et al. 1997; Knowles y Farndale, 1988; Knowles y Dow
1993; Loeb et al., 2001), esto se debe principalmente a la falta de un modelo celular
apropiado que permita hacer un andlisis intracelular durante la intoxicacién con la
toxina Cry. Contar con un modelo celular permitird entre varias cosas dilucidar los
mecanismos intracelulares que pudiesen inducirse por la toxina en la célula blanco y de
tal manera identificar rutas o moléculas especificas que pudiesen estar involucradas en
la defensa ante el ataque de la toxina y que permitan a la célula sobrevivir o bien le

lleven la muerte.
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1.7. Lineas celulares como modelos de estudio

Las lineas celulares de invertebrados se han cultivado exitosamente durante los ultimos
35 afios. Entre los usos que se les ha dado esta la expresion de proteinas
recombinantes para investigacion basica o para aplicaciones comerciales a larga
escala (Hink et al., 1991). Su utilidad se ha extendido a diferentes campos de la
biologia entre las cuales se destacan las areas de genética, bioquimica, biologia

molecular y parasitologia entre otras (Morales et al., 1997).

1.7.1 Biologia de la célula en cultivo

Los cultivos de células animales se han clasificado de acuerdo a su capacidad de
adherencia o0 no a una superficie determinada. De acuerdo con esa capacidad, las
células pueden crecer formando una monocapa 0 en suspension, lo que esta muy
asociado con el tipo de célula de la cual derivan: por lo general las células provenientes
de d6rganos, crecen en monocapa. Igualmente existen células que pueden crecer
indistintamente tanto en monocapa 0 en suspension, como por ejemplo las células

Hela, derivadas de células cervicales cancerigenas (Davis, 1996).

Cuando se mantiene un cultivo se establece una nueva seleccion de células ya que
aumentan en numero aquellas células que tienen una mayor tasa de crecimiento y a
pesar de que en el momento en que se alcanza la confluencia las células en general
detienen su crecimiento, pueden existir tipos celulares, neoplasicos, que sigan

duplicAndose y que desplacen a las otras células del cultivo (Reina, 2003).
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Por otro lado, el epitelio del intestino medio de insectos consta de varios tipos de
células con el siguiente orden de abundancia; columnares, caliciformes, regenerativas y
células endocrinas. Estas células epiteliales recién disociadas en cultivos primarios son
una mezcla de células columnares y caliciformes en una proporcion de 4. 1 en
comparacion con 1: 1 para el epitelio intacto. Esto sugiere que la disociacion del epitelio
y la adaptacion al medio de cultivo es mas dificil para células caliciformes que para las
células columnares (Chapman, 1985). Asi pues se debe de entender el cultivo como un
sistema dinamico en el que las proporciones relativas de los diferentes elementos que
lo forman varian en el tiempo en funciébn de la presion selectiva a la que estén

sometidos o de las condiciones de cultivo (Reina, 2003).

1.7.2 Lineas celulares de insectos

El cultivo in vitro de las mas de 500 lineas celulares continuas de insectos que existen
actualmente, se logro gracias al desarrollo de los medios de cultivo (Lynn, 2001; Lynn,
2002) (Figura 4), los cuales empezaron siendo medios muy simples hasta los medios
de cultivo complejos con los requerimientos nutricionales necesarios y particulares para

el mantenimiento de las células en cultivo (Eagle, 1955).
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Figura 4. Lineas celulares de invertebrados establecidas a lo largo del tiempo. Cada barra representa el
total de lineas celulares que se han reportado en un afio especifico. Principalmente se han desarrollado

lineas celulares de Dipteros y Lepidopteros. Imagen modificada de Lynn, 1999.

Grace estableci6 la primera linea celular de un insecto utilizando los ovarios de la polilla
emperador australiana (Vago, 1972; Lynn, 1999), desde entonces se han establecido
lineas celulares de diferentes invertebrados, a partir de tejido embrionario, de
hemocitos, larvas de neonatos y de diferentes tejidos de insectos adultos (Figura 5)
(Lynn 2001). Estas lineas en su mayoria se han empleado en el aislamiento e
identificacion de virus, produccion de antigenos, interaccion con parasitos, bioquimica y

biologia molecular (Oelofsen et al., 1990; Lynn 1999).
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Figura 5. Representacion esquematica de los tejidos de una larva adulta de Lepidéptero a partir de los

cuales se han establecido las lineas celulares de insecto. Imagen tomada y modificada de Lynn, 1999.

Il ANTECEDENTES

2.1 Lineas celulares de insecto como blanco de las toxinas Cry

Los avances en la preparacion de cultivos primarios de Lepidépteros y coledpteros han
permitido establecerlos y mantenerlos in vitro por periodos de hasta seis meses
preservando las caracteristicas diferenciadas de las células, sin embargo estos cultivos
son extremadamente laboriosos y requieren incluso de la purificacion de hormonas del
insecto para suministrar al cultivo (Hakim, et al.,, 2009; Sadrud-Din et al., 2006;
Smagghe et al., 2005). Por otro lado, varias lineas celulares de insecto han sido una

herrmamienta para la caracterizacion del espectro de accion de las toxinas Cry
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(Gringorten et al., 1999; Gringorten 2001), asi como andlisis de unidn (Johnson, 1994;
Haider y Ellar 1987) y formacion de poro (Schwartz et al., 1993; Monette et al., 1994;
Vachon et al., 1995). En estos trabajos se describen algunas lineas celulares que son

sensibles a las toxinas Cry pero los datos de toxicidad reportados son solo cualitativos.

Entre los primeros trabajos en lineas celulares de insectos, se reporté que al igual que
las células columnares in vivo, las lineas celulares de insecto responden a la toxina Cry
por hinchamiento vy lisis celular, en donde se propuso que el poro formado tiene un
papel importante en la respuesta citotoxica y contribuye al hinchamiento y lisis celular
(Murphy et al., 1976; Nishiitsutsuji-Uwo et al., 1979, Himeno 1987). Por otro lado,
Knowles y Ellar (1987) emplearon la linea celular CF-1 que proviene de un macerado
de larvas neonatas de Choristoneura fumiferana y analizaron el efecto citolitico de las
toxinas Cry en presencia de solutos neutros con diferentes radios hidrodindmicos y
propusieron un modelo de formacién de poro y lisis osmética como mecanismo de

accion.

Otros estudios con células de insecto involucran eventos moleculares intracelulares
gue podrian tener alguna relevancia in vivo a concentraciones subletales de toxinas de
B. thuringiensis. Se encontré que la toxina desacopla la fosforilacion oxidativa en
intestinos aislados (Travers et al., 1976) y Potvin et al (1998) nota aumentos de Ca?*
intracelular en células CF-1 tratadas con toxina y propone que es resultado de un influjo
de Ca?' extracelular y del Ca?' liberado de fuentes intracelulares. Posteriormente
Monette y colaboradores (1997) observaron un efecto dosis dependiente del Ca?*

extracelular en la toxicidad de las toxinas de B. thuringiensis hacia una linea celular de
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Spodoptera frugiperda (Sf9) que fue suprimida por bloqueadores de canales de Ca?*
(Co** y La®") pero fue potenciado por inhibir el almacenamiento de Ca®". Actualmente
el mecanismo que media la liberacién de Ca?* intracelular atn es desconocido y la

relevancia toxicolégica aun no es clara.

En otros trabajos, en varias lineas celulares de insecto sin sensibilidad a las toxinas
Cry se han expresado las proteinas receptoras propuestas para estas toxinas (Banks et
al., 2003; Hua et al., 2004; Keeton y Bulla., 1997; Zhang et al., 2006; Karlygash et al.,
2006). De todos los trabajos reportados en pocos se ha logrado que la expresion del
receptor confiera sensibilidad a la linea celular en el rango de concentracion que ocurre
in vivo (Gill y Ellar., 2002). En tales trabajos la expresion del receptor fue uno a la vez,
ya sea APN, Bt-R1 o APL. El no lograr reproducir la alta sensibilidad a la toxina en las
células, como ocurren in vivo en las larvas del insecto, puede ser entre otras razones
porque el receptor no esta expresandose de manera correcta. Otra posibilidad es que
dado que en el insecto se requiere de la unidn secuencial a varios receptores, es
posible que sea indispensable la expresion heter6loga simultdnea de dos o mas
receptores en la misma célula para lograr efectos de la toxina mas cercanos a los que
ocurren en la larva. En este contexto, el estudio de la toxicidad de las proteinas Cry en
una linea celular sensible de manera natural es de gran utilidad ya que puede
proporcionar informacion sobre como las células responden a nivel celular ante la
toxina. En particular mediante técnicas de biologia celular es posible dilucidar las vias
de sefalizacion y las proteinas que participan durante el proceso de intoxicacion. El
analisis de este tipo proporcionara nuevos blancos moleculares que pueden ser claves

en respuestas de resistencia al bioinsecticida.
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2.2 Efectos intracelulares inducidos por toxinas bacterianas formadoras de

poro (TFP)

Altas concentraciones de TFP son eficientes para una rapida lisis de la célula blanco.
Sin embargo, a concentraciones subletales de TFP la célula puede activar mecanismos
de defensa. En células de mamifero se ha reportado que cambios moderados en la
permeabilidad iénica inducida a dosis subletales de TFP activan algun tipo de
respuesta celular, la cual puede variar por ejemplo entre una lisis osmética, una muerte
programada, o la sobrevivencia celular (Gonzalez et al., 2008; 2011). Las distintas
respuestas celulares observadas ante las TFP dependen del tipo de célula, la
concentracion de la toxina y el tiempo de exposicion. Por ejemplo, en células epiteliales
de higado de hamster juvenil y en células hepaticas de embrién humano dosis bajas de
TFP como la aerolisina, pneumolisina, estreptolisina, a-hemolisina de S. aureus y
antrolisina O de B. anthacis inducen una respuesta celular que involucra MAPK/p38
(del inglés “Mitogen activated protein kinase”) (Huffman et al., 2004; Ratner et al.,
2006). En estos reportes se demostr6 que concentraciones del orden nM de estas
toxinas no causan citélisis, pero si inducen una respuesta pro-inflamatoria al inicio, lo
gue promueve la sobrevivencia celular. Los estudios sobre este tipo de respuestas en
lineas celulares de mamifero son amplios. Sin embargo; a pesar de que la clonacion
del primer gen de una toxina Cry fue en el afio 1981 se sabe relativamente poco de la
citotoxicidad en células sensibles a las toxinas Cry. Sobre el tema se sabe que la toxina
Cry5Ba es toxica para Caenorhabditis elegans y actia como inductor de la via de
MAPK/p38 en células epiteliales. En estos nematodos se silenciaron los 3 elementos
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de la cascada modular de p38: pmk, sek y nsy. Los resultados demostraron que esta
via es indispensable para la respuesta de resistencia hacia la toxina Cry5B, ya que
todos los organismos silenciados resultaron hipersensibles hacia la toxina (Huffman et

al., 2004).

Por otro lado, también se analizé la participacion de la via de las MAPK/p38 en la
respuesta a la intoxicacion con toxinas Cry especificas en larvas de M. sexta y A.
aegypti. En los dos insectos se encontrd6 que la expresion del mensajero y de la
proteina de p38 asi como la activacion por fosforilacion de p38 responde a la
intoxicacion con la toxina Cry especifica. Asi mismo las mutantes Cry afectadas en

oligomerizaciéon no indujeron la fosforilaciéon de p38 (Cancino-Rodezno et al., 2010).

Otro trabajo reporta que en larvas de Ephestia kuehniella hay una tolerancia a la toxina
CrylAc a concentraciones subletales de la toxina, lo cual correlacion6 con una elevada
respuesta inmune asociada con la produccion de pro-coagulantes que reconocen o
forman agregados especificos alrededor de la toxina (Rahman et al., 2004; Rahman et

al., 2007).

Finalmente esta el trabajo citado anteriormente, en el cual se empled la linea H5 de T.
ni para expresar el receptor Bt-R1, en el cual proponen que la toxicidad de CrylAb esta
dada por un proceso de sefializacion intracelular dependiente de Mg?* (independiente a
la formacion de poro), en el cual una proteina G se activa en respuesta a la unién del
monomero con el receptor Bt-R1. En esta propuesta sugieren que la proteina G activa
a la adenilato ciclasa quien promueve la producciéon de AMPc intracelular. Los niveles

elevados de AMPc disparan la ruta de la proteina cinasa A (PKA), lo que conlleva
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finalmente a la muerte producida por una ruptura de la membrana plasmatica y de los
organelos debido al incremento de la permeabilidad celular (Zhang et al., 2006). Sin
embargo, no hay otro reporte en la literatura que respalde este modelo. Ademas, es
importante sefalar que este modelo se basa en el efecto de la toxina CrylAb en una
linea celular que expresan heter6logamente a Bt-R1 de M. sexta y que por la
metodologia empleada falto un andlisis mas cuidadoso para tener bases y poder

descartar al modelo de formacién del poro.

1] JUSTIFICACION

Hasta el momento el laboratorio se ha encargado de la caracterizacion detallada a nivel
molecular del mecanismo de accién de las toxinas Cry mucho de lo cual se ha resuelto
por medio del disefio de toxinas Cry mutantes especificas, las cuales se evallan
ampliamente desde su capacidad de formar los cristales, su capacidad de ser solubles,
procesamiento correcto, capacidad de oligomerizar, formar el poro en membranas
modelo y, principalmente, su capacidad de seguir siendo toxicas a las larvas de los

insectos blanco.

Para el estudio del efecto de la toxina Cry a nivel celular es indispensable contar con
una linea celular sensible de manera natural. Esto permitira analizar las posibles
respuestas intracelulares incluso en una sola célula con resolucion espacio temporal,
pudiendo definir los mecanismos que se activan para contender con la toxicidad o que

se suman al efecto toxico de las proteinas Cry. Obtener informacion de este tipo no es
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posible al momento por la dificultad de realizar este analisis en células blanco dentro

del organismo.

IV HIPOTESIS
El mecanismo de accion de las toxinas Cry propuesto in vivo en Lepidopteros

opera de forma conservada en la linea celular CF-1 del insecto Choristoneura

fumiferana

Vv OBJETIVO GENERAL

Estudio del modo de accién de la toxina CrylAb y sus mutantes en la linea celular CF-1

del lepidoptero Choristoneura fumiferana

5.1 Objetivos particulares

- Analizar la toxicidad de CrylAb en la linea celular CF-1, asi como la de las
mutantes que no matan en bioensayos: CrylAb-G439D que no une a Bt-R1,
CrylAb R99E que no oligomeriza, CrylAb E129K que su oligdmero no se inserta
en membrana y no forma poro, CrylAb F371A que como oligbmero esta
afectado en unién a ALP y APN.

- Analizar la toxicidad de CrylAc, CrylAbMod y CrylAcMod. Las toxinas CryMod

en bioensayos matan a insectos resistentes.

- Explorar el efecto del catién divalente extracelular en la actividad de las toxinas
CrylAby CrylAc
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- Identificar las proteinas que unen a las toxinas Cry en la linea celular CF-1

- Andlisis de la oligomerizacién de la toxina Cry en las células CF-1.

VI MATERIALES Y METODOS
6.1 Mantenimiento de la linea celular CF-1 de Choristoneura fumiferana

La linea celular se obtuvo del laboratorio del Dr. Guido F. Caputo del “Canadian Forest

Service, Natural Resources Canada, Sault Ste. Marie, Ontario” de Canada.

El cultivo se mantuvo en frascos de 25 cm? con medio Grace's (Grace 1962), que
contiene suero fetal bovino (SFB) al 10 % y Triptosa al 0.25 % (v/v) (Grace's

suplementado) en un pH de 6.8 y una temperatura de 27 °C.

Para la realizacion de la resiembra (pase de cultivo) se tuvo en cuenta que el cultivo
tuviese un 80 % de confluencia, lo cual fue cada 3 dias. El procedimiento que se siguid
fue el siguiente: las células se resuspendieron por agitacion manual. Se tomo una
alicuota de volumen conocido de la suspension celular y se cuantific6 la densidad
celular por conteo directo en una camara Neubauer (Improved Neubauer, Hausser
Scientific) colocada en un microscopio invertido empleando un objetivo de 20X. En una
nueva caja se adicioné el volumen de la suspensién celular equivalente 10° células y se
aforé a un volumen de 6 ml con medio Grace’s suplementado. EI cambio de medio

Grace’s se realiz6 cada 3 dias.
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6.2 Criopreservaciéon de lalinea celular CF-1

La criopreservacion de las células de CF-1 se hizo de la siguiente manera: por
agitacion manual se resuspendio el cultivo celular y se centrifugé 5 min a 1000 rpm
(PowerSpin, MX Centrifuga, UNICO). La pastilla celular fue resuspendida en medio
Grace’s no suplementado y se cuantifico la densidad celular. Una vez cuantificadas las
células se almacenan en crioviales (Corning) en volimenes de 1.6 ml a una densidad
celular de 1.5X10° células por ml en medio Grace’s suplementado y 10 % de dimetil

sulfoxido (DMSO).

Los crioviales fueron sometidos a un proceso de enfriamiento y congelamiento gradual
gue empezdé con 20 minutos (min) a 20 °C y luego a -70 °C para luego llevarlas a -196
°C bajo nitrogeno liquido. Dos semanas después del congelamiento de las células CF-1

se descongel6 un criovial para determinar la viabilidad celular.

6.3 Purificacion de las toxinas

Los cristales de toxinas silvestre CrylAb y CrylAc asi como las mutantes de CrylAb
G439D, R99E, E129K, F371A y de toxinas modificadas CrylAbMod y CrylAcMod se
producen en una cepa acristalifera cry” transformada con el plasmido que contiene el
respectivo gen cryl. Las cepas se cultivaron por 3 dias a 30 °C en medio de
esporulacion HCT con eritromicina (10 mg/ml). Luego de la esporulacién los cultivos

fueron recuperados para lavarse enseguida con 300 mM NaCl y 10 mM de &acido
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tetraacético etildiamina (EDTA) a 10,000 rpm 4 °C por 10 min (Eppendorf, Centrifuga
5804R, rotor f-34-6-38). La pastilla se lavd 4 veces por centrifugaciéon con la misma
solucion y enseguida fue resuspendida en 5 ml de solucion TTN: (20 mM Tris- HCI, 300
mM NacCl, Triton X-100 0.1 % (TX-100)) a pH 7.2. La muestra se sonico en tres pulsos
de 50 segundos (s) a 20 watts con 1 min de descanso a 4 °C entre cada pulso (la
aplicacién de ultrasonido permite la ruptura de las bacterias que aun no han liberado el
cristal y la eliminacion de agregados de cristales). La muestra sonicada se paso por un
gradiente discontinuo de sacarosa que se describe a continuacion: se prepararon
soluciones al 67, 72, 79 y 84 % de sacarosa adicionadas con: 50 mM Tris-HCI, 10 mM
NaCl, TX-100 0.1 % a pH 8. En tubos “Ultra-Clear” para ultracentifuga (Beckman) se
colocé cuidadosamente 6 ml de cada solucién en orden de mayor a menor porciento de
sacarosa. Una vez listo el gradiente la muestra se cargé en los tubos y se centrifugé a
23,000 rpm a 15 °C por 20 min (Beckman, Ultracentrifuga L-80, rotor SW28). Después
se recuperaron los cristales de las primeras 2 fracciones y se diluyeron las muestras
con TX-100 al 0.01 % y se centrifugd 5 veces como al principio. La pastilla obtenida se
resuspendié en solucion Tris HCI 50 mM con fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF) a
una concentracion final de 1 mM y pH 8. Finalmente se hicieron alicuotas de 100 ul de

las fracciones y se almacenaron a 4 °C para su uso posterior.

6.4  Activacion de la protoxina

Los cristales purificados se solubilizaron en 100 mM Na,COs;, pH 10.5 con 0.2 % j-
mercaptoetanol a 37 °C por 2 horas (h). La muestra se centrifug6 a 90,000 rpm, 15 min
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(Beckman Coulter Optima™ Ultracentrifuga, Rotor TLA 100) a 4 °C y se recuperd el
sobrenadante que contiene la protoxina soluble. ElI pH fue reducido adicionando un
Tris-HCI 1M a pH 8.5 (relacion 1:7). La activacion de la protoxina se hizo con tripsina
(SIGMA) en relacion 1:50 ug (tripsina: proteina) durante 2 h, pH 8.5, 37 °C, 500 rpm
(Eppendorf, Termoximer comfort). Finalmente la reaccion se detuvo con PMSF a una

concentracion final de 1 mM.

6.5 Determinacion de la concentracién de proteina

6.5.1 Método Bradford

Para cuantificar las toxinas empleadas se utiliz6 el método de Bradford (Bradford,
1976). Este método utiliza un reactivo llamado reactivo de Bradford, que al entrar en

contacto con proteinas se reduce, cambiando su color amarillento al azul intenso.

En un volumen de 790 pul de agua estéril se agregaron 10 pul de la muestra a medir. Se
mezcld y se adicion6 200 ul del reactivo de Bradford (Bio-Rad), se dej6é reaccionar 4
min y se ley6 la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrémetro
(Beckman, DU 650). Los valores se interpolaron a una curva estandar hecha con

albumina sérica bovina (BSA) en un rango de concentraciones definidas de 1 a 20

ug/ml.
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6.5.2 Método Lowry

La cuantificacion de la proteina de membrana de las células CF-1se realizd por el
método Lowry. Este método se basa en la reaccion de las proteinas (grupos R de
aminoacidos aromaticos) con el reactivo de Folin dando un complejo con color (Lowry
O, 1951). Primero se hizo la mezcla 1 ml del reactivo A (2 % Na,CO; disuelto en 0.1
mol L™ NaOH) con 20 pl del reactivo S, de esta mezcla se tomé 125 pl, se agreg6 5 pl
de la muestra problema y se dejé reaccionar 15 min. Después se agregé 1 ml del
reactivo B (1 % CuS0O4.5H,0) y se dejo reaccionar 15 min. Finalmente se leyo la
absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro (Beckman, DU 650). De igual manera
los valores se interpolaron a una curva estandar hecha con albimina sérica bovina

(BSA) (los reactivos A, S 'y B son proveidos por el fabricante, Bio Rad)

6.6 Marcaje de proteinas Cry

La biotinilacion de las toxinas activadas se hizo siguiendo las condiciones de Denolf y
cols (1993) con una ligera modificacion. En breve, se utiliz6 Biotinil N-
hidroxisuccinimida ester (Amershan, GE, México, Cat 1061918) para marcar con biotina
en los residuos de lisinas de la toxina. Inicialmente la toxina fue filtrada a solucion de
Boratos (50 mM Acido Bérico, 50 mM NaOH, 150 mM NacCl, pH 8.6) por medio de filtros
AmiconUltra-Y50 (Millipore). Luego de la filtracion se adicion6 40 ul del stock de
biotinilacion por cada 1 mg de proteina y se incubd 1 h a temperatura ambiente. Luego

la proteina fue cargada en una mini columna de Sephadex G-25 (previamente calibrada

48



con PBS) y se centrifugd a 2,000 rpm (Eppendorf, Centrifuga 5804R, rotor A-4-44 ) por
2 min para separar la toxina de la biotina libre. De las muestras colectadas se hizo
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10 %. Este
gel se electrotransfiri6 a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore)
a 350 mA durante 1 h. La membrana se bloque6 1 h con BSA al 1 %, se lavo con PBS-
Tween 0.1 %, se incub6é con un conjugado estreptavidina/peroxidasa de rabano
(Streptavidin/HRP, Millipore, relacion 1/150,000) y el marcaje de la proteina se reveld

con reactivos quimioluminiscentes (Thermo Scientific).

6.7 Obtencion de membranas de células CF-1

Un cultivo de CF-1 al 80 % de confluencia se recuperé de la caja y luego las células se
centrifugaron 5 min a 13,000 rpm (Eppendorf, Centrifuga 5415R). La pastilla celular se
resuspendié en medio Grace’s suplementado con 10 uM de Leupeptina y 1 mM de
PMSF en hielo. Posteriormente se sonicd 3 veces en pulsos de 30 s con intervalos
entre pulsos de 1 min en hielo. Finalmente se centrifugé a 90,000 rpm (Beckman,
Optima Max Ultracentrifuga, rotor TLA 100), 1 a 4 °C. La pastilla obtenida se

resuspendi6 en la misma solucion y se cuantificé la proteina con el método de Lowry.
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6.8 Ensayos de union de las toxinas Cry en membranas de CF-1 (“Ligand

blot”)

Para la deteccidn de las proteinas de CF-1 a las que une la toxina, 10 ug de proteina
de membrana fueron hervidos 5 min con mezcla litica (Laemmli et al., 1970). Esta
muestra se analizé por electroforesis en un gel SDS-PAGE al 10 % y se
electrotransfiri6 a una membrana de PVDF. La membrana fue bloqueada 30 min con
PBS-Tween al 2 % en agitacion constante. Se hicieron 3 lavados de 15 min con PBS-
Tween 0.1 % y se incubd con 1 nM de toxina biotinilada. Posteriormente se lavo de
igual manera y se incubd 1 h con estreptavidina (relacion 1/150,000) en agitacion
constante. Se hicieron los Gltimos 3 lavados de manera similar y un dltimo lavado con
PBS. Finalmente la unién de la toxina a las membranas se revelo por

guimioluminiscencia (Thermo Scientific).

6.9 BUsqueda de receptores para las toxinas Cry en membranas

de células CF-1

En el laboratorio se cuenta con anticuerpos policlonales contra algunos receptores de
toxinas CrylA presentes en diferentes Lepidopteros. Entre ellos contamos con
anticuerpos para Bt-R1, APN de M. sexta y H. virescens, también contamos con
anticuerpo para ALP de M. sexta. Se emplearon estos anticuerpos para explorar si
algunos de los receptores previamente descritos en otros insectos Lepidépteros

pudiesen estar presentes en las membranas de las células de CF-1. Proteina de
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membrana de estas células en cantidad de 10 ug se corrieron en un gel SDS-PAGE al
10 %. La muestra se electrotransfirio a una membrana de PVDF la cual posteriormente
fue blogueada 1 h con leche al 5 % en agitacion constante. Se lavé 3 veces con PBS-
Tween 0.1 % y se incub6 1 h con el primer anticuerpo de conejo, ya sea anti Bt-R1,
APN o ALP (relacion 1/10,000). Nuevamente la membrana se lavé 3 veces y se incubd
1 h con el segundo anticuerpo de ratén anti conejo acoplado a peroxidasa de rdbano
(HRP, del inglés “horseradish peroxidase”, Santa Cruz Biotechnology, EUA) a una
relacion 1/30,000. Finalmente se hicieron 3 lavados y un ultimo lavado con PBS para

luego revelar por quimioluminiscencia (Thermo Scientific).

7.0 Oligomerizacion de las toxinas CrylAb y CrylAc

Luego de 1 h de incubar las células CF-1 con la toxina, la muestra se recuperé y se
centrifugé 30 min a 90 000 rpm. 5 mg de la pastilla obtenida se hirvieron con mezcla
litica y se corrieron en un gel SDS-PAGE al 8 %. El gel se electrotransfiri6 a una
membrana de PVDF (Millipore, Bedford, MA). La membrana se bloque6 1 h con PBS-
Tween 0.2 % y leche descremada al 5 %. Enseguida se incubé 1 h con un primer
anticuerpo anti-crylAb o anti-CrylAc (1:30 000). Este es un anticuerpo policlonal que
reconoce tanto al monémero y oligdbmero de la toxina (Gomez et al., 2006). Después,
la membrana se lavo 3 veces cada 5 min con PBS-Tween 0.2 % y se incubo6 1 h con un
segundo anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa en una dilucion 1:30000 (Sigma,
St Louis, MO, EUA). Finalmente la membrana se lavé de igual manera y se detecto la

toxina con un sistema de luminiscencia (ECL; Amersham Pharmacia Biotech) como lo
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describe el proveedor. Como marcador de peso molecular en los geles SDS-PAGE se

usaron proteinas estandar (BioRad, Hércules CA).

7.1 Ensayos de toxicidad

Diferentes procedimientos y ensayos se han utilizado para cuantificar y comparar la
toxicidad de las proteinas Cry en varias lineas celulares de insectos, los cuales
incluyen la medicion de los cambios del contenido de ATP (Johnson, 1981), exclusion
de colorante como el azul de tripano (Thomas y Ellar, 1983; Gringorten et al., 1999) y
medidas en los cambios de volumen por medio de la técnica de “light scattering” como
medida de la lisis celular. En este trabajo los ensayos de toxicidad de las proteinas Cry
se hicieron con el paquete CytoTox96 “Non-Radiactive Citotoxicity Assay” (Promega,
Madison, WI, EUA). El ensayo mide -cuantitativamente la cantidad de lactato
deshidrogenasa (LDH) libre en el sobrenadante, la cual es una enzima citosoélica
estable que es liberada luego de que las células han muerto (Decker y Lohmann-
Matthes, 1988). La LDH en el sobrenadante del cultivo es medido por una reaccion
enzimatica que resulta en la conversioén de una sal tetrazolium hacia un producto rojo
formazan. La intensidad del color obtenido es proporcional al nimero de células
muertas que liberaron LDH. El paquete contiene: solucion de lisis (Tritdbn X-100 9 %
v/v), sustrato, solucion del sustrato y solucién de paro (1 M Acido acético). El sustrato y
la solucién del sustrato se mantienen a -20 °C y antes de su uso se dejaron a

temperatura ambiente para que se descongelaran. Luego se solubilizé el sustrato con
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12 ml de solucion del sustrato, a esta mezcla se le llamo solucién E, la cual se protegio

de la luz y su uso fue inmediato a su preparacion.

El ensayo se realizé de la siguiente manera: las células se sembraron en placas de 96
pozos (Costar 3596, Corning, Corning, NY, EUA) y para que las células se adhirieran a
la base de la placa se incub6 por 3 h a 27 °C. Luego las células fueron tratadas con 3,
10, 31, 100, 315, 3150 y 8350 nM de cada toxina Cry, el control negativo de los
ensayos de toxicidad son las células tratadas con PBS (390 mOsm, pH 8.5) aforando
con este al volumen final de las células tratadas con toxina. El control positivo que da la
maxima sefial de liberacion de LDH son las células tratadas con 10ul de TX-100, la
placa se incubd 4 h a 27 °C (Thermomixer confort, Eppendor). Después la placa se
centrifugé a 1300 rpm (Eppendorf, Centrifuga 5804R, rotor A-2 MTP) durante 4 min,
recuperamos 50 pl del sobrenadante de cada pozo y lo transferimos a una nueva placa.
Se agreg6 50 pul de solucion E y se dejo reaccionar por 30 min. Finalmente adicionamos
50 pul de la solucién de paro. Dejamos incubar 1 h y posteriormente se hizo la lectura de
la absorbancia a 490 nm en un lector de caja multi pozos. El blanco empleado para la
lectura de la placa es la mezcla del medio Grace’s suplementado y un volumen de PBS
igual al empleado para la adicion de la toxina. Cabe recordar que el método de
medicién de LDH es colorimétrico y sensible a la luz, por ello una vez agregados los
reactivos la placa se mantuvo en obscuridad durante el experimento (Figura 6). Los
datos obtenidos se procesaron de la siguiente manera: a los valores del control positivo
y la condicion con toxina se le restd el valor del control negativo y se calcul6 el

porcentaje de liberacién de LDH inducido por la toxina a cada concentracién respecto al
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100 % de liberacion de LDH inducido por TX-100, lo que refleja directamente el
porcentaje de células muertas. Finalmente para obtener las curvas dosis respuesta los
valores obtenidos se ajustaron a una curva de Hill de tres parametros (mediante la
opcién ajuste del programa Sigma Plot versién 8.0) cuya r* fue >0.9. Cada punto de la
curva representa 3 experimentos independientes con su respectivo cuadruplicado

siendo n=12.

Figura 6. Seccion de una placa de 96 pozos donde se realiza el ensayo de medicion de LDH de células
CF-1tratadas con diferentes concentraciones de toxina. El volumen final contenido en cada pozo es de
150 pl, que corresponden a la mezcla de 50 pl del sobrenadante de células tratadas con toxina o0 no
tratadas (PBS), 50 ul de solucién E y 50 ul de solucién de paro. La intensidad del color es proporcional a
la cantidad de LDH liberada. En los experimentos las concentraciones probadas se realizaron por

cuadruplicados.

VIl RESULTADOS

7.1.- Purificacion, solubilizacién y activacion de las toxinas Cry

Los cristales de CrylAb y sus mutantes R99E, E129K, G439D y F371A; asi como los

cristales de CrylAbMod, CrylAc y CrylAcMod fueron purificados por gradientes de
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sacarosa tal como se describe en materiales y métodos. Los cristales se solubilizaron y

activaron con tripsina en amortiguador Na,COg3, pH 8.5. De las toxinas tratadas con

tripsina se cargaron 5 pug en un gel SDS-PAGE al 10 % y se verifico su patron de

procesamiento (Figura 7). Como se puede observar, a excepcion de las CryMod las

proteinas se procesan a una toxina de ~60 kDa. Cabe recordar que las toxinas CryMod

no poseen la hélice a-1 del dominio | y son toxicas a insectos resistentes (Soberon et

al., 2007; Tabashnik et al., 2011), El procesamiento de CrylAbMod resulta en una

proteina adicional de ~50 KDa. A pesar de la diferencia en el perfil de procesamiento

de las toxinas CryMod, estas siguen siendo toxicas en bioensayos con larvas de

insectos blanco y como se mostrard mas adelante también para la linea celular.
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Figura 7. Gel SDS-PAG
E al10 % de las toxinas
CrylA vy de las toxinas
mutantes. Las toxinas
fueron activadas por
digestion con tripsina
(1:50, pH 8.5). El gel fue
tenido con azul de
Coomasie. Cada carril
corresponde a 5 ug de

toxina.
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7.2 - Analisis de la toxicidad de las toxinas CrylA en la linea celular CF-1 de

Choristoneura fumiferana

9.2.1 Estandarizacién de la medicion de LDH

La estandarizacion del método de medicion de LDH incluyé determinar la densidad
celular 6ptima para el ensayo, la cual es aquella con que se tiene como minimo una
diferencia de 2 a 3 veces entre los valores promedio de la absorbancia de las células
tratadas y no tratadas con TX-100. La diferencia permitiria tener un amplio rango para
gue en los experimentos de toxicidad se pudiese observar un efecto claro de cada

concentracion de las toxinas.

La determinacion de la densidad 6ptima se hizo de manera similar a los ensayos de
toxicidad, en donde una caja con células CF-1 al 80 % de confluencia celular fue
resuspendida y el conteo de las células se hizo directamente al microscopio en una
camara de Neubauer, (con azul de tripano al 0.004 %, para evidenciar vivas de
muertas). En una placa de 96 pozos se sembraron 10, 20, 40, 60, 80 mil células por
pozo. Cada densidad se sembré en 6 pozos de los cuales a 3 pozos de cada densidad
celular se le agrego6 10 ul de TX-100 y se incubo 45 min. La placa se centrifug6 a 1300
rpm durante 4 min y a 50 ul del sobrenadante se le adicionaron 50 ul de solucién E y se
dej6 reaccionar por 30 min. Finalmente adicionamos 50 pl de la solucién de paro, se
incub6é a temperatura ambiente por 1 h y posteriormente se hizo la lectura de la
absorbancia a 490 nm en un lector de caja multi pozos. La densidad celular 6ptima fue

de 6X10* células/0.1 ml.
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La linea celular CF-1 se mantuvo en medio suplementado con SFB al 10 % y el SFB
contiene trazas de LDH, lo cual da una sefal de fondo considerable para el
experimento; encontramos que el 2.5 % de SFB es suficiente para mantener viables a
las células CF-1 durante el tiempo que dura el experimento y reducir sustancialmente el
ruido de fondo. Como se ve en la figura 8 a tiempos cortos en ausencia de SFB
observamos una liberacion de LDH y conforme avanza el tiempo hay mas muerte
celular por falta del SFB. Por el contrario, en las células con SFB al 2.5 % se observo
gue hasta las 2 h hay liberacion de LDH indicando que las células son mas resistentes
en SFB 2.5 %. Normalizando los valores de absorbancia con el obtenido con la
solucion de lisis, a las 4 h sin SFB hay una muerte celular de ~8 % comparado a ~3 %
en presencia de SFB 2.5 %. Era importante optimizar la cantidad minima de SFB para
disminuir la sefal de fondo de LDH presente en el suero, pero también que esta
cantidad fuese suficiente para no estresar e inducir muerte en las células CF-1.

Finalmente los experimentos de toxicidad se realizaron a 4 h con SFB al 2.5 %.
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Figura 8. Efecto del SFB
en las estimaciones de
LDH. La grafica muestra
los porcientos de LDH
liberada respecto al
tiempo. Encontramos
que 25 % de SFB
permite que las células
se mantengan viables y
ademas con una
reducida sefial de fondo
de la lectura de LDH en
el medio. Nétese que la

escala llega solo al 10 %

La solucién de activaciéon de las proteinas Cry (carbonatos pH 10.5) es toxico para las

celulas CF-1 (Figura 9) por ello, antes de hacer los ensayos de toxicidad, se hizo el

recambio a una solucién no dafina la cual fue PBS con osmolaridad de 390

correspondiente al medio Grace’s y pH 8.5. El recambio se hizo mediante filtros

AmiconUltra-Y50 (Millipore). Durante el recambio de solucién las toxinas tienden a

precipitarse. Para retirar la toxina precipitada se centrifugd a 90 000 rpm, 20 min a 4 °C,

se recuperd el sobrenadante y se cuantificé la proteina nuevamente por el método de

Bradford.
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Efectode la solucion de activacion en la
lineacelular Cf-1
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Figura 9. Efecto de la solucion de activacion de las toxinas en la viabilidad celular. La activacion de las
toxinas es con 100 mM Na,CO; y tripsina, pH 8.5; esta mezcla es toxica para las células CF-1 por ello se

hizo el recambio de la solucién mediante la filtracion de las muestras a PBS 390 mOsm, pH 8.5.

Los ensayos de toxicidad se hicieron con 6X10* células/100 ul en placas de 96 pozos,
de cada toxina se hicieron las respectivas diluciones para tener las concentraciones
finales de 3, 10, 31, 100, 315, 1000, 3150, 8350 nM. Cada concentracién de toxina se

probd por triplicado. Independientemente de la concentracion de las toxinas todas

fueron adicionadas en volumenes idénticos (20-30 pl).
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7.3 Efecto de las toxinas CrylA y de las mutantes sobre las

células CF-1

En el laboratorio contamos con un grupo de toxinas mutantes de CrylAb las cuales
han ayudado a dilucidar el mecanismo de accion de las toxinas Cryl propuesto por
nuestro grupo, en tal mecanismo la toxicidad se atribuye a la formacién de un poro en
la membrana. Dos de estas mutantes estan en el dominio |, la primera tiene una
mutacion en la Arginina 99 localizada en la hélice a3, (CrylAb R99E). La mutante
sigue manteniendo la afinidad a Bt-R1 pero no es toxica in vivo ya que a esta afectada
en la oligomerizacion y por ende en la formacién de poro (Jiménez-Juarez et al., 2007).
Otra mutante es CrylAb E129K localizada en la hélice a—4, la cual oligomeriza pero no
se inserta a la membrana. A pesar de que esta toxina también es capaz de unir a los
receptores, en los bioensayos con larvas de M. sexta no es toxica. A su vez CrylAb
F371A y CrylAb G439D son mutantes del asa 2 y 3 del dominio Il respectivamente.
Previamente se demostré que el oligobmero de CrylAb F371A estd afectado en la
uniéon a APN y ALP, por lo tanto no se inserta y no es toxica en bioensayos (Arenas et
al., 2010). Por otro lado la CrylAb-G439D se describié que no une Bt-R1 y no mata en
bioensayos (Rodriguez-Almazan et al., 2009). En la figura 10 se enlista las toxinas
empleadas en este trabajo y se muestra la regiones en donde se encuentra cada

mutacion.

A pesar de que el patron de procesamiento de las mutantes de CrylAb es similar a la
forma silvestre (Figura 6) el efecto sobre las células CF-1 difiere de su forma silvestre y

CrylAbMod.

60



d-endotoxina ClLsong/ cm?® Localizacién del residuo mutado
CrylAb 1.3(0.9-1.7)

R99E > 2000 Hélice a-3 del dominio |

E129K > 2000 Hélice a-4 del dominio |

F371A > 1000 Asa 2 del dominio Il

G439D > 2000 Asa 3 del dominio Il

Figura 10. Mutantes de la toxina CrylAb empleadas en los experimentos de toxicidad en la linea celular
CF-1. La tabla muestra la ubicacion de cada mutacién y la concentracién letal (CLsy) de cada toxina en

los bioensayos en M. sexta. Modificado de Rodriguez-Almazan et al., 2009 y Arenas et al., 2010.

En la figura 11 se pueden observar los cambios morfolégicos de las células CF1
tratadas con las toxinas. Las células incubadas con 315 nM y 3.15 uM de CrylAb
muestran cambios citolégicos. A bajas concentraciones las células pierden su forma,
hay deformacion de la membrana y a altas concentraciones se hinchan y lisan, un
efecto similar al observado con el control positivo (TX-100). Efectos similares fueron
observados con la CrylAc (Figura 12). Las células tratadas con ionomicina, un ionoforo
especifico para Ca** provoca que las células pierdan su forma tipica, se ponen
redondas y se hinchan sin aparente dafo de la membrana. La respuesta de la CrylAb
Mod a bajas concentraciones fue similar al efecto de la CrylAb a altas
concentraciones, mientras que la CrylAb R99E, una toxina que no oligomeriza no tiene
efecto en la morfologia de las células (Figura 11). La CrylAcMod tuvo un efecto similar
a la CrylAbMod, mientras que las mutantes CrylAb E129K, F371A y G439D no
tuvieron efecto en la morfologia de las células ni provocaron la liberacion de LDH de las

células.
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Cry1AbR99E

CrylAbMod

Figura 11. Cambio citoldgicos en células CF-1 inducidos por CrylAb y sus mutantes. Las células CF-1
fueron incubadas con diferentes concentraciones de las toxinas. En la imagen se muestra el efecto de
315 y 3.15 uM de CrylAb, CrylAb R99E y CrylAbMod. Obsérvese que a ambas concentraciones de
CrylAb R99E no hay cambios morfolégicos en las células, efecto similar al control negativo (PBS). A
diferencia las toxinas CrylAb y CrylAbMod provocaron el hinchamiento de las células y la ruptura de la

membrana. Fotomicrografia mediante iluminacion de contraste de fases.
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lonomicina Tritdn X100

Figura 12. Efecto de la toxina CrylAc a diferentes concentraciones sobre la linea celular CF-1. Control
negativo (PBS), 10 nM, 315 nM y 3.15 uM de CrylAc, 2 uM lonomicina y control positivo (Tritdn X100 0.8
%). Obsérvese que el dafio de las células es dosis dependiente, las células pierden su forma tipica, se
vuelven esféricas, aumentan su tamafio y hay ruptura de la membrana (flecha). La ionomicina es un
ionéforo para Cca” como se puede observar provoca que las células se tornen esféricas pero no

emulsiona los lipidos como ocurre con TX-100 que disrumpe por completo la membrana celular.

7.4 Curvadosis respuesta de las toxinas CrylA sobre las células CF-1

Las curvas dosis respuesta de las diferentes toxinas Cry se obtuvieron con el ensayo
de LDH. Los valores obtenidos de los ensayos con las toxinas CrylAb, CrylAc y
ambas CryMod se ajustaron con la ecuacion Hill de tres parametros (programa
SigmaPlot 8.0) (Figura 13) con la cual se estimé las dosis efectivas medias para cada
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toxina (DEsp). Los valores se muestran con su error estandar (ES) en la tabla 1. Ambas

proteinas CryMod son toxicas para las células CF-1 en una manera dosis dependiente.

Como se esperaba, la CrylAc es 7 veces mas toxica que la CrylAb (Tabla 1). Por otro

lado puede observarse que ambas toxinas CryMod son igualmente téxicas para las

células CF-1. Las toxinas mutantes CrylAb E129K, F371A y G439D inducen ~10 % de

mortalidad solo a muy altas concentraciones (10 uM), mientras que la CrylAb R99E no

tuvo efecto alguno (Figura 13).

100
® 1Ab
O 1AbMod
1l v 1Ac
8071 A 1AcMod
B RI99E
@) O E129K
< 60| ® F371A
= O G439D
<
nO:
40 -
=
ES
20 - g
0.4
T T T 1]
10° 10' 10? 10° 10°

[Toxina] nM

Figura 13. Efecto de la toxina CrylAb y sus
mutantes R99E, E129K, F371A, G439D,
CrylAbMod y CrylAc hacia la linea celular
CF-1. Obsérvese que las toxinas mutantes
no son toxicas en el rango de concentracion
en que la CrylAb y CrylAbMod si tuvieron
efecto. A la méxima concentracion (8.3 uM)
inducen ~10 % de mortalidad a excepcion
de la R99E que no oligomeriza no tuvo
ningun efecto. Cada punto representa el
promedio de tres experimentos en donde
cada concentracion se aplic6 por
cuadruplicado. Los puntos se ajustaron a
una curva de Hill de tres parametros donde

en todos los casos r* >0.98.
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Toxina DE., nM

Valor + ES

Cry1Ab 2,2450 +35

Cry1Ac 3174 +3.6

Cry1AbMod 138.7 +2.8

Cry1AcMod 1769 +5.0

Cry1Ab R99E > 10 000

Cry1Ab E129K > 10 000

Cry1Ab F371A > 10 000

Cry1Ab G439D > 10 000

Tabla 1. Dosis efectiva media (DEsy) de las toxinas empleadas. La toxina CrylAc es ~7 veces mas
téxica que CrylAb. La CrylAbMod es ~16 veces mas toxica que su silvestre CrylAb. La CrylAcMod es
~2 veces mas toxica que la silvestre. Las toxinas mutantes de CrylAb tanto del dominio | y Il no tuvieron
efecto toxico sobre la linea celular CF-1. Las DEg, se estimaron con la ecuacién de Hill de tres

parametros (SigmaPlot 8.0). ES= error estandar

7.5 Efecto del cation divalente sobre la actividad de las toxinas

CrylAb, CrylAc y las CryMod

Como se menciond, anteriormente, Zhang y colaboradores observaron que la toxicidad
de CrylAb en la linea celular H5 es prevenida en presencia de EDTA, el cual quela
tanto Mg®* y Ca®* pero no EGTA que preferencialmente atrapa Ca®" (Patton et al.,
2004) por lo tanto sugirieron que la toxicidad de CrylAb contra las células H5 es
dependiente de Mg?*. Para determinar el efecto del catién divalente en la toxicidad de

CrylAb y CrylAc en las células CF-1 a los ensayos de LDH se les incluyéo 5 mM de
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EDTA o EGTA con los respectivos controles. Se empleé la DEsy de cada toxina que
induce el 50 % de respuesta en las células CF-1. Los datos fueron analizados por el
método ANOVA. En la figura 14 se observa que tanto la toxicidad de CrylAb, CrylAcy
las CryMod se ve atenuada por la presencia de ambos quelantes, lo cual sugiere que

ambos cationes divalentes son requeridos para la toxicidad contra las células CF-1.
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Figura 14. Participacion del cation divalente (Ca** y Mg®") en la respuesta de las células CF-1 hacia
CrylAb, CrylAbMod, CrylAc y CrylAcMod. Se emple6 5 mM de EGTA (barra blanca) y EDTA (barra
gris). Las células fueron tratadas con la DEs, de cada toxina y la mortalidad de las células fue analizada
por la liberacién de LDH. La mortalidad de las células tratadas con toxina en presencia del quelante fue
normalizada con el control que son las células tratadas con toxina en ausencia del quelante. Cada valor
representa el promedio de 4 experimentos independientes. Las diferencias de los quelantes respecto al
control fueron estadisticamente significativas (P< 0.001). La presencia de ambos quelantes disminuye la
actividad de las toxinas lo cual sugiere que el cation divalente es importante para el efecto de la toxina.
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7.6 Unidn de toxina Cry1lAb y CrylAc en células CF-1 (“Ligand blot”)

Una vez que se determind que la linea celular CF-1 es sensible a Cryl1Ab, CryMod y no
a las mutantes CrylAb R99E, E129K, F371A y G439D procedimos a la identificacion de
proteinas a las cuales unia la toxina. Para ello la toxina se marc6 con biotina tal como
se describe en Materiales y Métodos. Dicha marca no interfiere con la migracion de la
proteina en el gel SDS-PAGE y permite detectar cantidades minimas de toxina (0.1 ng)
(Figura 15). Después de verificar la marca de la toxina se realizaron los experimentos
de “ligand blot”. Tanto CrylAb, CrylAc unen a proteinas de membrana de ~230, 130 y
80 kDa (Figura 16A (carril 1, 5)) al igual que las CryMod (datos no mostrados). Ensayos
de competencia homdloga utilizando un exceso de 1000 veces de toxina no marcada
bloguean a la CrylAb marcada en su unién a las proteinas de ~230 y 130 kDa,
demostrando que la uniéon de la toxina a estas proteinas es especifica. Por el contrario,
la interaccién con la proteina de ~80 kDa no se afectd, sugiriendo que la union de esta
proteina es inespecifica (Figura 16A, carril 2). En ausencia de toxina marcada, la
estreptavidina reacciona con la proteina de ~80 kDa (Figura 16A, carril 3). La mutante

CrylAb G439D esta afectada en la unién a estas proteinas (Figura 16A, carril 4).
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9.7

Busqueda de receptores para las toxinas Cry en las células CF-1

Los ensayos de unién mostraron que la toxina estaba uniendo a proteinas de talla

distinta, en caso de que estas correspondieran a receptores previamente identificados

para las toxinas Cry decidimos utilizar anticuerpos policlonales especificos para Bt-R1,

ALP y APN de dos Lepidopteros, M. sexta y H. virescens. Cabe aclarar que estos

experimentos no mostrarian la identidad de las proteinas detectadas por “ligand blot”

pero en caso de ser positivos para la talla correspondiente de cada receptor nos daria

mas elementos para suponer que los receptores se encuentran conservados en la linea

celular. Los anticuerpos especificos para Bt-R1 de M. sexta y H. virescens revelan dos

bandas de ~130 y 230 kDa (Figura 16, carril 6-7). Con los anticuerpos para APN solo

el de M. sexta detect6 una banda de ~230 kDa (Figura 16, carril 8).
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Figura 15. Marcaje de la toxina CrylAb con biotina.

“Western blot”: marcador de peso molecular (carril

1), 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.75 ng de CrylAb biotinilada
(carril 2-5 respectivamente). La biotinilacion no
interfiere con el tamafio ni la toxicidad de las

proteinas Cry (Denolf et al.,1993)

68



T SR |
ompetidor S 2 g a-Caderina a-Caderina  a-APN
£ < [l Vi )
kDa 0 1000 & R 5 kDa M. sexta H.virensens M. sexta
250
150
150 =
100 = - 100
75 =
- - s
»
50
50 = =
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 16. Unién de las toxinas CrylA e identificacion de los receptores de las toxinas CrylA en
membranas de células CF-1. Panel A. El “ligand blot” muestra a la toxina biotinilada unida a la membrana
de las células CF-1. La unién de Cry1Ab biotinilada fue analizada en ausencia (carril 1) y presencia de un
exceso Molar de 1000 veces de toxina no biotinilada (carril 2). El carril 4 y 5 muestra la unién de la
CrylAb G439D vy la CrylAc, respectivamente. El control negativo consiste en las membranas sin toxina
(carril 3). Las unioén de las toxinas biotiniladas fue visualizado con estreptavidina acoplada a HRP y
sustrato quimioluminiscente (Thermo Scientific). Panel B. “Western blot” de caderina y APN detectado
con anticuerpo policlonal anti-caderina de M. sexta (carril 6) y de H. virescens (carril 7) y anticuerpo

policlonal anti-APN de M. sexta (carril 8). El segundo anticuerpo fue anti-conejo acoplado a HRP.

7.8 Oligomerizacion de CrylAb y CrylAc

La oligomerizacion de las toxinas Cry es un paso importante en el mecanismo de
accion. Nosotros analizamos la capacidad de CrylAb y CrylAc de formar oligdmeros
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cuando interactian con las membranas de CF-1. Después de 1 h de incubacién con las
células CF-1, ambas toxinas se integran a la membrana y forman estructuras

oligomericas (Figura 17)
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Figura 17. Oligomerizacion de CrylAb y CrylAc. La presencia
del oligbmero fue analizado por medio de “western blot” con
anticuerpos policlonales especificos para CrylAb y CrylAc. 5
ug de las células tratadas con la toxina se cargaron en un gel

, SDS-PAGE. Nétese que el anticuerpo reconoce tanto a la
Monoémero

forma monomérica y oligomérica de la toxina.

VIIl. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue determinar si la linea celular CF-1 del Lepidoptero
Choristoneura fumiferana sensible a toxinas Cry comparte en lo general el mecanismo
de accién descrito hasta el momento en células del intestino de larvas del insecto

blanco.

Con el antecedente de que la linea celular CF-1 es sensible a las toxinas CrylAc y

CrylAb (Johnson, 1994; Gringorten et al., 1999) se decidi6 emplear estas células. El
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presente trabajo confirma que la toxina CrylAb y CrylAc son toxicas para las células
CF-1y que la CrylAc es mas activa, tal como lo reportdé Gringorten y colaboradores. En
funcibn de la metodologia empleada, a diferencia de lo reportado, nosotros
establecimos diferencias cuantitativas entre diferentes toxinas, determinando asi que la
CrylAc es 7 veces mas toxica con una DEsp de 317.4 nM respecto a la CrylAb con una
DEsp de 2.2 uM (Tabla 1). En las larvas de C. fumiferana se observa esta misma
correlacién de toxicidad entre estas dos toxinas. Esta consistencia sugiere que las
células CF-1 mantienen los determinantes especificos que definen la diferencia de
toxicidad entre estas toxinas, por lo cual, estas células podrian ser un sistema in vitro

para una exhaustiva investigacion del modo de accién de las toxinas Cry a nivel celular.

Las toxinas CrylAb y CrylAc tienen una alta homologia (98 %) en el domino | y II, pero
tienen importantes diferencias en el dominio Ill (44 % de identidad). El dominio Il de
CrylAc contiene un sitio de unién para el azucar N-acetilgalactosamina que esta
ausente en el dominio Il de CrylAb (Burton et al., 1999). Lo anterior sugiere que uno
de los factores que determina la diferencia de toxicidad entre las dos toxinas se
encuentra en el dominio Il de la CrylAc. Previamente se mostro que la CrylAa no
tiene toxicidad contra células CF-1 (Gringorten et al., 1999). Los dominios | y Il de
CrylAa son 99 % idénticos a los de CrylAb y a su vez el dominio Il de CrylAa muestra
mucho menos homologia (71 %) con el dominio Il de CrylAb y CrylAc. Es evidente
gue las regiones importantes localizadas en el dominio Il de CrylAb y CrylAc también
estan involucradas en su toxicidad hacia las células CF-1. Por otro lado, Masson y
colaboradores (1994) analizaron la toxicidad de proteinas hibridas de CrylAa-CrylAc

hacia CF-1 y determinaron que la regién que esta entre los residuos 258-510 de
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CrylAc corresponden al dominio Il y un fragmento del dominio Ill (hojas B, p12-$16),
siendo esta region determinante en la toxicidad de CrylAc contra esta linea celular.
Estos resultados son consistentes con el presente trabajo en donde las mutantes del
dominio Il afectadas en la union al receptor, CrylAb F371A (asa 2) y CrylAb G439D
(asa 3) no fueron toxicas a la linea celular CF-1, lo cual reafirma que la interaccion de
la toxina (oligbmero u mondmero ) con el receptor es importante también para su
accion en las células CF-1, sin embargo aun es necesario establecer si los receptores
presentes en estas células son los mismos o de naturaleza similar a los caracterizados
en M. sexta. Finalmente, lo anterior apoya la conclusion de que el dominio Il es una
regién importante que esté involucrada en la toxicidad contra la linea celular CF-1 de

insecto.

También se emplearon dos mutantes del dominio I, la CrylAb R99E que es una
mutante en la hélice a-3 que estéd afectada en la oligomerizacion (Jiménez-Juarez et
al., 2007) y la CrylAb E129K una mutante en la hélice a-4 que oligomeriza pero no se
inserta en la membrana (Rodriguez-Almazan et al., 2009). Estas toxinas no fueron
toxicas para la linea celular CF-1. De acuerdo a los analisis de “ligand blot” donde
identificamos que la CrylAb y CrylAc unen de manera especifica a proteinas de ~ 230
y 130 kDa y los experimentos de “western blot” con anticuerpos especificos para BtR1
y APN en donde identificamos proteinas de la misma talla, consideramos a éstas como
determinantes de la toxicidad. Sin embargo, el hecho de que las mutantes del dominio |
de CrylAb (que se ha reportado no estan afectadas en union a sus receptores) no

hayan tenido efecto de muerte en las células CF-1, sugiere que la unidon no
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desencadena una respuesta intracelular suficiente para inducir una muerte celular, dato
contrario a lo que reporté el grupo de Zhang y colaboradores, que proponen una
muerte celular por interaccion con BtR1. Nuestros datos demuestran la necesidad de la
formacion de un poro por las toxinas Cry para poder lograr el efecto litico en la célula.
Estos resultados sugieren que los pasos de unién y de cambio conformacional de la
toxina que se ha propuesto durante la intoxicacion en larvas, también son eventos que

pueden estar ocurriendo durante la toxicidad de la linea celular CF-1.

Por otro lado, las toxinas CrylAbMod y CrylAcMod (no poseen la hélice a—1) son mas
toxicas para la linea celular CF-1 que las formas silvestres y entre ellas su toxicidad es
similar (Tabla 1). También se ha reportado que las toxinas CryMod restablecen la
sensibilidad de insectos que son resistentes a algunas toxinas Cry (Soberén et al.,
2007; Tabashnik et al., 2011). Estas CryMod no necesitan la presencia de BtR1 para
oligomerizar por lo tanto forman estructuras oligoméricas en ausencia de este receptor
(Soberdn et al., 2007; Muioz-Garay et al., 2009). El hecho de que las CryMod sean
mas toxicas para la linea celular CF-1 que sus respectivas silvestres sugiere que los
pasos iniciales de unién involucrados en la oligomerizacion pueden limitar la actividad
de las Cry silvestres contra la linea celular CF-1 y asi marcar la diferencia entre
CrylAb y CrylAc. A su vez determinamos que la CrylAbMod es 16 veces mas toxica
gue la CrylAb, mientras la CrylAcMod es solo dos veces mas téxica que su forma

silvestre.

Previamente se reportd que la toxicidad de CrylAb en células de T. ni que expresan

heter6logamente BtR1 se ve inhibida por la presencia de EDTA y no EGTA (Zhang et
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al., 2006). Ambos quelantes unen Ca?* pero EDTA también une a Mg®*, el EGTA tiene

baja afinidad por Mg?* (Patton et al., 2004). En el trabajo de Zhang y colaboradores

ellos concluyen que la citotoxicidad de CrylAb es dependiente de Mg?* pero no de la

presencia de Ca?*. Nuestros experimentos realizados de manera similar con las células

CF-1 mostraron resultados diferentes. Observamos que la toxicidad de las CrylA y

CrylAMod es inhibida tanto por la presencia de EDTA como de EGTA, lo cual sugiere

gue ambos cationes divalentes influyen en la accion de la toxina.

CONCLUSION

La linea celular CF-1 es sensible a las toxinas CrylA y CrylAMod y no a las
mutantes de CrylAb, las cuales estan afectadas en su toxicidad en larvas de M.
sexta. Esto sugiere que el mecanismo de accion de las Cry, el cual involucra la
formacion de un poro en el intestino del insecto in vivo, esta conservado en la

linea celular CF-1.

La toxicidad de las proteinas CrylA y CrylAMod contra células CF-1 es
dependiente de la oligomerizacion y formacion de poro. La interaccion con
receptores en membrana por si misma no es suficiente para un efecto toxico, ya
gue las mutantes CrylAb R99E y CrylAb E129K las cuales unen a receptores
en M. sexta, pero no pueden oligomerizar o insertarse en membrana,

respectivamente, no son téxicas para las células CF-1.

La DEsp de la CrylAc confirma que es 7 veces mas toxica que la CrylAb, ambas
CryMod son mas toxicas que las silvestres. En el caso de CrylAbMod, ésta es
16 veces méas toxica que CrylAb.
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+ La influencia del cation divalente en el mecanismo de accién es determinante
tanto para las toxinas CrylA como para las CryMod en la toxicidad contra las

células CF-1.

* La CrylAb biotinilada une de manera especifica a dos proteinas una de ~230 y
130 kDa en las células CF-1 y dicha unién es determinante en la toxicidad, dado
que la CrylAb G439D que no es toxica para las células CF-1 no une a estas

proteinas.

*+ Los ensayos de “western blot” muestran que la toxicidad de las proteinas
CrylAb y CrylAc contra las células CF-1 correlaciona con su capacidad de

formacion de una estructura oligomérica .

X PERSPECTIVAS

Por el hecho de que las toxinas silvestres y mutantes utilizadas reiteraron el fenotipo
descrito en bioensayos con M. sexta proponemos a la linea celular como un modelo
para el estudio del mecanismo de accion de las toxinas Cry a nivel celular. Este modelo
biologico especificamente permitira analizar los cambios celulares a nivel de segundos
mensajeros durante la toxicidad, tanto con las toxinas silvestres como con las mutantes
gue no forman un poro. Estas ultimas resultan claves para definir si la unién a los
receptores puede activar alguna cascada de sefializacion intracelular, y que de acuerdo
a nuestros resultados si existiera una cascada de sefalizacion pudiera ser para la
sobrevivencia celular ya que las mutantes no tuvieron efecto litico. Otra forma de
explorar la posible participacion de una via de sefalizacién activada en presencia de la
toxina, es el empleo de inhibidores especificos de sefiales para apoptosis, autofagia y
p38 y de tal manera determinar si existe un incremento o decremento en la sensibilidad
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a la toxina CrylAb. Esta estrategia permitira identificar si la célula emplea estas rutas
de sefalizacion como se ha descrito para otras TPF en células de mamifero como

parte de una respuesta que potencia o aminora el efecto de las TFP.
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