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[...] hay que mantener a raya [...] a los escarabajos de caparazén rayado que ponen sus huevos en el
envés de las hojas de las berenjenas y las patatas y pueden comérselas enteras con su mordedura
infima y tenaz. [...] Cuando yo era mas pequefio mi padre [...] me hacia recorrer las hileras de patatas,
de berenjenas y pimientos buscando los escarabajos y echandolos a un cubo mediado de agua que
llevaba conmigo. Cuando habia muchos en el cubo, lo volcaba sobre una zona dura y seca de tierra y
los espachurraba a pisotones, y empezaba de nuevo.

Antonio Mufioz Molina, El viento de la luna, 2006: 181-182.

El que tenga una cancién tendra tormenta,
el que tenga compafiia, soledad.

El que siga un buen camino tendra sillas
peligrosas que lo inviten a parar.

Pero vale la cancion buena tormenta

y la compafiia vale soledad.

Siempre vale la agonia de la prisa,
aungue se llene de sillas la verdad.

Silvio Rodriguez, Historia de las Sllas, 1969.
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| ntroduccion

1- Escarabajo dela patata, Leptinotarsa decemlineata (Say)

Leptinotarsa decemlineata es el insecto defoliador de patata de mayor importancia
econdmica a nivel mundial. Sus principales plantas hospedadoras son Solanum
rostratum, Solanum angustifolium y la patata cultivada (Solanum tuberosum).
También puede atacar plantas de berenjena (Solanum melongena), tomate
(Solanum lycopersicum) y de otras especies de Solanaceas cultivadas y silvestres
(Jacques, 1988).

Los dafios producidos por L. decemlineata en las plantas de patata se deben a la
accion conjunta de adultos y larvas de diferentes estadios que son capaces de
devorar totalmente las hojas de la planta. Durante el estado larvario un Unico
individuo es capaz de consumir cerca de 40 cm? de hojas de patata y en el estado
adulto el consumo puede ser de aproximadamente 10 cm? de hojas al dia (revisado
en Alyokhin, 2009).

Los efectos devastadores de esta plaga no solo se deben a su gran voracidad, sino
también a su elevada fecundidad y a que ha desarrollado resistencia frente a un
gran nimero de los insecticidas quimicos que se han utilizado para combatirla.

1.1- Descripcién taxondémica y morfoldgica

La ubicacion taxondmica de L. decemlineata es la siguiente (Balachowsky, 1963):
Phylum: Arthropoda; Clase: Insecta; Orden: Coleoptera; Suborden: Polyphaga;
Infraorden: Cucujiformia; Superfamilia: Chrysomeloidea; Familia: Chrysomelidae;
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Subfamilia: Chrysomelinae; Género: Leptinotarsa; Especie: L. decemlineata (Say,
1824).

Los huevos de L. decemlineata son de forma ovoide y de color amarillo claro,
coloracidén que se torna anaranjada o rojiza en las etapas previas a la eclosion
(Figura 1A). Las larvas son de color rojizo y adquieren un tono mas claro en los
Gltimos estadios, en los que también se observa el anillo protoracico en la cabeza y
dos filas de manchas negras en los costados del abdomen (Figura 1B). Las pupas
son amarillas, de tipo exarata y miden aproximadamente 8 mm (Figura 1C). Los
adultos son escarabajos pequefios de aproximadamente 1 cm de longitud. Su color
puede variar entre amarillo palido y ocréaceo, con pequefias manchas negras en la
cabeza y el protdrax, entre las que destaca una mancha en forma de H en la parte
media. Los élitros son de color amarillo pajizo, cada uno con cinco lineas negras
longitudinales, a las que alude la denominacion especifica del insecto (Figura 1D).
El nombre genérico Leptinotarsa se refiere a la extremada delgadez de sus tarsos,
que obliga al adulto a apoyarse en toda su longitud durante la locomocion (Jacques,
1988).

1.2- Distribucion geogr afica

El escarabajo de la patata es originario de México (Casagrande, 1987). En la
actualidad se encuentra ampliamente distribuido por gran parte del mundo y se ha
postulado que continuara expandiéndose hacia otras areas (revisado en Alyokhin,
2009). Su distribucion actual cubre un rango de alrededor de 16 millones de km?en
América del Norte, Europa y Asia (revisado en Alyokhin, 2009).

1.3- Ciclodevida

El escarabajo de la patata posee un ciclo de vida complejo, diverso y muy adaptado
a los habitats agricolas. Los adultos pasan el invierno en diapausa enterrados en el
suelo. Emergen en primavera en respuesta al aumento de la temperatura y
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comienzan a alimentarse durante un periodo de entre 5 y 10 dias. Después del
acoplamiento, las hembras inician la puesta de huevos en plastones de 20 a 60
huevos, preferentemente sobre el envés de las hojas (Harcourt, 1971). Tras cuatro u
ocho dias, dependiendo de la temperatura, tiene lugar la eclosion y las larvas
comienzan a alimentarse de las yemas foliares y las hojas mas tiernas. Las larvas
pasan por cuatro estadios y completan su desarrollo en un periodo de 10 a 20 dias,
segun la temperatura (Ferro, 1985). Al final del cuarto estadio las larvas dejan de
alimentarse y se entierran en el suelo para pupar. En el transcurso de 8 a 12 dias
emergen los nuevos adultos (Jacques, 1988).

Figura1.- Ciclo bioldgico y caracteristicas morfol dgicas de L. decemlineata.
A) Huevos, B) Larva de cuarto estadio, C) Pupa, D) Adulto.

1.4- M étodos de control

L. decemlineata fue reconocida como plaga de patata en los Estados Unidos a
mediados del siglo XIX. Desde esa fecha y hasta la actualidad se han puesto en
practica diferentes estrategias para su control, entre las cuales el empleo de
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insecticidas basados en compuestos quimicos ha resultado el método mas eficaz y
en consecuencia el méas utilizado.

El primer compuesto quimico que resulté efectivo para controlar el escarabajo de la
patata fue el insecticida “verde de paris” (acetoarsenito de cobre), descubierto por
Riley (1871), cuyo empleo se generalizé rapidamente entre los agricultores de la
época. Dicho compuesto fue posteriormente sustituido por otros arsenicales. A
mediados de la década de los 40 del pasado siglo el insecticida quimico mas
utilizado era el DDT (Gauthier et al., 1981), al cual le siguieron los
organofosforados, carbamatos, y ciclodienos organoclorados, entre otros
insecticidas quimicos (Casagrande, 1987).

La alta presion selectiva sobre las poblaciones de L. decemlineata ejercida por los
insecticidas quimicos, entre otros factores, ha favorecido la seleccién de
poblaciones resistentes a la gran mayoria de estos compuestos. En 1952 se
registraron los primeros casos de resistencia a DDT, que tuvieron lugar en los
Estados Unidos y en Espafia (Quinton, 1955; Forgash, 1987). Desde entonces y
hasta la actualidad, en diversas partes del mundo, muchas poblaciones de L.
decemlineata han desarrollado resistencia a un amplio rango de insecticidas
guimicos, incluyendo arsenicales, organoclorados, carbamatos, organofosforados y
piretroides (revisado en Alyokhin, 2009).

Si bien la utilizacién de insecticidas sintéticos ha resultado el método mas efectivo
para el control de L. decemlineata, la demostrada capacidad de este insecto para
desarrollar resistencia frente a estos compuestos y el negativo impacto ambiental
derivado de su utilizacion sefialan la necesidad de encontrar nuevas alternativas
para el control de esta plaga.

Entre las diversas alternativas que se ha intentado emplear para el control del
escarabajo de la patata se encuentra el control biol6gico. Existen diversos
artropodos que son depredadores naturales de L. decemlineata, asi como
nematodos y hongos entomopatogénicos, no obstante, ninguno de estos enemigos
naturales ha resultado una opcion valiosa en el control del escarabajo de la patata
(Ferro, 1994).

10
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Los bioinsecticidas basados en la bacteria Bacillus thuringiensis constituyen otra
de las alternativas bioldgicas para el control de esta plaga, ya que son compuestos
altamente especificos para sus dianas e inocuos para los vertebrados, la gran
mayoria de los invertebrados beneficiosos y para el medio ambiente en general. Se
han desarrollado bioinsecticidas basados en las variedades san diego o tenebrionis
de B. thuringiensis tales como Trident®, M-One®, M-Trak® y Novodor®, que
pueden ser utilizados satisfactoriamente en el control de L. decemlineata. De ellos,
el bioinsecticida Novodor® se encuentra registrado en el Registro de Productos
Fitosanitarios del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino (1992-
2014), lo cual permite su comercializacién en Espafia.

Adicionalmente, las toxinas producidas por esta bacteria se han empleado en la
construccion de plantas de patata resistentes al escarabajo de la patata. Entre los
afios 1995 y 2000 se comercializd en los Estados Unidos una variedad de patata
transgénica que expresaba la toxina Cry3Aa de B. thuringiensis (patatas-Bt)
(Feldman y Stone, 1997). Tras dicho periodo dej6 de utilizarse, fundamentalmente
por la preocupacion de los consumidores acerca de los alimentos transgénicos, de
los agricultores por su menor rendimiento agrondmico en comparacion con las
plantas no modificadas, y por la competencia con el insecticida Imidacloprid®
(Grafius y Douches, 2008) frente al cual el escarabajo de la patata también ha
desarrollado resistencia (Tan et al., 2008).

El éxito de la perdurabilidad del escarabajo de la patata como plaga durante mas de
150 afios se debe su alta fecundidad, su diverso y flexible ciclo de vida y a su
extraordinaria adaptabilidad. Es por ello que el manejo de esta plaga no debe
centrarse en una Unica estrategia, sino en la integracion de técnicas de control
diversas que estén basadas en el conocimiento cientifico de su biologia y en el
respeto al medio ambiente. En ese sentido, el empleo de la toxina Cry3Aa de B.
thuringiensis, con un conocimiento adecuado de su mecanismo de accion toxica en
L. decemlineata, constituye una estrategia efectiva para el control de esta plaga sin
provocar efectos perjudiciales sobre el medio ambiente.

11
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2- Bacillusthuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram-positiva, aerobia y esporulante.
Estd estrechamente relacionada con otras especies de bacterias de su mismo
género, como B. cereus, B. antracisy B. mycoides (Priest et al., 2004).

Es una bacteria ubicua que puede encontrarse de manera natural en el suelo y en
otros nichos ecoldgicos como agua, hojas de plantas, granos almacenados o restos
de insectos muertos (Schnepf et al., 1998).

Fue descubierta en 1901 en Japén, por el bacteridlogo S. Ishiwata, quien la aislé de
un gusano de seda enfermo. Una década después, en Turingia (Alemania), Berliner
aislo de una larva enferma de Anagasta kuehniella una bacteria similar a la
descubierta por Ishiwata a la que denomind Bacillus thuringiensis.

Se trata de una bacteria entomopatogénica cuya toxicidad principalmente se
atribuye a la produccion de inclusiones cristalinas paraesporales que pueden
contener una 0 mas proteinas insecticidas, también denominadas 6-endotoxinas, las
cuales pueden clasificarse en dos grandes grupos: Cry (de cristalinas) y Cyt (de
citoliticas).

Las toxinas Cry se definen como proteinas cristalinas paraesporales producidas por
Bt que poseen algin efecto toxico experimentalmente verificable frente a un
organismo diana. En esta definicion igualmente se incluyen otras proteinas con
elevada homologia de secuencia a proteinas Cry conocidas (Crickmore et al.,
1998). Las toxinas Cyt presentan actividad citolitica y hemolitica in vitro e in vivo
y son fundamentalmente téxicas para dipteros (Guerchicoff et al., 1997). Estas
toxinas se definen como proteinas cristalinas paraesporales producidas por Bt que
muestran actividad hemolitica, o0 como cualquier proteina que posea homologia de
secuencia con proteinas Cyt conocidas (Crickmore et al., 1998).

Ademas de las proteinas producidas durante la esporulacién, Bt expresa y secreta al
medio durante el crecimiento vegetativo otra clase de toxinas denominadas Vip que
no forman cristales y poseen actividad insecticida principalmente frente a
lepiddpteros y coledpteros (Estruch et al., 1996, Warren, 1997).

12



Introduccién

Se han identificado un gran numero de cepas diferentes de Bt que producen toxinas
altamente especificas para sus dianas, pero que en conjunto pueden resultar toxicas
para un amplio rango de drdenes de insectos tales como lepiddpteros, coledpteros,
dipteros, himendpteros, homopteros, ortopteros y maldfagos, asi como también
para otros organismos como nematodos, acaros y protozoos (Feitelson et al., 1992).
Debido a la produccién de toxinas con actividad insecticida que son inocuas para
los vertebrados, la gran mayoria de los invertebrados beneficiosos y las plantas, y
por ser completamente biodegradables, se han utilizado numerosas cepas de Bt
para el control biolégico de insectos plaga de la agricultura y de vectores de
enfermedades, en forma de bioinsecticidas y plantas transgénicas (Schnepf et al.,
1998).

3-Toxinas Cry de B. thuringiensis

Las proteinas Cry constituyen el grupo de toxinas producidas por Bt mas numeroso
y también el que mas se ha estudiado. En conjunto, estas proteinas son activas
contra especies pertenecientes a varios Ordenes de insectos entre los que se
encuentran importantes plagas de la agricultura, forestales y vectores de
enfermedades.

3.1- Clasificacion delastoxinas Cry

Las toxinas Cry se han clasificado y nombrado segln la homologia de su estructura
primaria considerando cuatro rangos diferentes basados en el grado de homologia
entre sus secuencias aminoacidicas (Figura 2). El primer rango se designa con un
namero arabigo (Cry3, por ejemplo) y en él se clasifican proteinas con al menos un
45% de identidad. El segundo rango se designa con una letra mayuscula (Cry3A,
por ejemplo) y en €l se agrupan proteinas que como minimo posean una identidad
del 78%. El tercer rango se designa por una letra mindscula y lo integran proteinas
con al menos un 95% de identidad (Cry3Aa, por ejemplo). En el cuarto rango se
agrupan proteinas que posean una identidad de secuencia primaria de mas del 95%,
y se designa con un ndmero arabigo (Cry3Aal, por ejemplo) (Crickmore €t al.,
1998).

13



Introduccién

Actualmente existen 68 grupos de proteinas Cry, segin el primer rango de
clasificacion, compuestos por alrededor de 218 holotipos de toxinas
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil _Crickmore/Bt/; actualizacion noviem-
bre de 2010).
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Figura 2.- Dendograma de las proteinas Cry con estructura detres dominios.
Las lineas verticales indican los limites de identidad que marcan los tres primeros rangos de nomenclatura.
Tomado de http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/. Actualizacion de noviembre de 2010.
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El andlisis filogenético de las estructuras primarias de las proteinas Cry ha
permitido clasificarlas en varios grupos que no estan relacionados entre si (de
Maag et al., 2003). De ellos, el mas numeroso esta formado por la familia de
proteinas Cry que poseen una estructura tridimensional compuesta por tres
dominios globulares de aproximadamente 200 aminoacidos cada uno (proteinas
Cry-3d), con una organizacion modular respecto a la secuencia polipeptidica desde
los extremos N-terminal al C-terminal. Estas toxinas, en conjunto, son activas
contra lepiddpteros, coledpteros, dipteros, himendpteros y nematodos (Figura 3).
Entre ellas, los grupos de toxinas Cry3A, Cry3B y Cry3C codificadas por la clase
de genes cry3, presentes en las subespecies de B. thuringiensis tenebrionis, san
diego, morrisoni, tolworthi y galleriae, muestran actividad especifica contra
coleodpteros (Krieg et al., 1983; Hernstadt et al., 1986; Hernstadt et al., 1987; Sick
et al., 1990). En particular, se ha descrito la susceptibilidad de L. decemlineata a
las toxinas Cry3 de Bt (Donovan et al., 1992; Lambert et al., 1992, Haffani et al.,
1996).
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Figura 3.- Relaciones filogenéticas de las toxinas Cry con estructura de tres dominios. Los colores de las
ramas estan relacionados con la especificidad de orden de insecto de cada toxina. Las ramas rojas representan las
toxinas especificas contra coledpteros, las verdes las especificas para lepidopteros, las azules las especificas para
dipteros, las magenta las especificas para nematodos y las amarillas las especificas hacia himendpteros. Tomado
de de Maag et al., 2003.
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Otro de los grupos de proteinas Cry que no presenta homologia con las
estructuradas en tres dominios globulares estd compuesto por las proteinas de la
toxina binaria de Bacillus sphaericus y las toxinas Cry36 y Cry35 de Bt. De ellas,
la proteina Cry35 forma una toxina binaria junto a la proteina Cry34 de Bt, que no
pertenece a ninguno de estos grupos, dicha toxina binaria es activa contra el
coledptero Diabrotica virgifera virgifera. Un tercer grupo esta compuesto por las
toxinas mosquitocidas de B. sphaericus (Mtx2 y Mtx3), entre otras toxinas
bacterianas y por las toxinas Cryl15A, CryC53, Cry23A y Cry38A de Bt (revisado
en de Maag et al., 2003).

3.2- Estructura delastoxinas Cry

Hasta la fecha se han resuelto las estructuras tridimensionales de varias de las
toxinas Cry con estructura globular compuesta por tres dominios, tales como las
toxinas Cry3Aa (Li et al., 1991) (Figura 4) y Cry3Bb (Galitsky et al., 2001),
especificas para coledpteros, CrylAa (Borisova et al., 1994; Grochulski et al.,
1995), especifica para lepidépteros, Cry4Aa (Boonsern et al., 2006) y Cry4Ba
(Boonsern et al., 2005), toxicas para dipteros, y de la toxina Cry2Aa (Morse et al.,
2001) activa contra lepidopteros y dipteros. La comparacion de dichas estructuras
ha confirmado la marcada similitud en los tres dominios, a pesar de la baja
homologia de secuencia primaria y la diferencia en especificidad. Dicha similitud
de estructura ha permitido proponer que las toxinas Cry comparten un mecanismo
de accion coman.

El dominio | de las toxinas Cry esta constituido por un agrupamiento de siete
hélices a en el que seis hélices anfipaticas rodean a una hélice central que es
hidrofdbica. Este dominio fue inicialmente descrito en la toxina Cry3Aa por Li et
al. (1991) y se ha implicado en la formacion del poro porque posee hélices o con
longitud suficiente como para atravesar la bicapa lipidica y con una superficie
anfipatica en toda su longitud (hélices a-3 y a-7, en el caso de Cry3Aa), como
cabria esperar de una estructura que se inserte en la membrana y forme un poro
hidrofilico (Li et al., 2001). Del mismo modo, el dominio | posee similitud
estructural con las regiones formadoras de poros de otras toxinas bacterianas, como
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la hemolisina E, las colicinas la'y N y el dominio de translocacion en la membrana
de la toxina diftérica (de Maagd et al., 2003). El dominio Il es un prisma (3
constituido por tres hojas B antiparalelas con topologia similar y empaquetadas
alrededor de un nacleo hidrofébico (Li et al., 1991). Este dominio se ha
involucrado en la interaccién con el receptor (Li et al., 1991) y existen estudios de
mutagenesis que sustentan dicha hipétesis (Jenkins y Dean, 2000). Igualmente, el
dominio Il se ha relacionado con la determinacion de la especificidad hacia el
insecto diana, ya que representa la parte mas divergente de la secuencia de la
proteina, en particular en los &pices de los lazos y porque su intercambio entre
toxinas muy relacionadas produce hibridos activos con especificidad alterada
(revisado en Li et al., 2001). EI dominio 1l consiste en dos laminas [ antiparalelas
que forman un sandwich 3 (Li et al., 1991). Los resultados obtenidos en ensayos de
mutagénesis dirigida e intercambio de dominios (de Maag et al., 1996) han
permitido postular que este dominio también puede estar involucrado en la
interaccidn con el receptor. Otras evidencias experimentales apuntan a que también
esté implicado en la formacion del poro (Schnepf et al., 1998). ElI dominio Il
posee una elevada homologia con mddulos de unién a carbohidratos presentes en
otras proteinas bacterianas, lo cual sugiere que algunas toxinas Cry podrian unir
carbohidratos a través de este dominio (de Maag et al., 2003).

Figura 4.- Estructuratridimensional delatoxina Cry3Aa
Los nimeros romanos identifican cada dominio. Tomado de Li et al., 1991.
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3.3- Modo de accion delas proteinas Cry con estructura de tres dominios

La ingestion de las toxinas Cry por una larva susceptible provoca una serie de
procesos en su intestino que conducen a cambios fisiolégicos y a su muerte.
Generalmente el intestino se paraliza, cesa la ingestion de alimentos y la larva
muere en pocos dias (Heimpel y Angus, 1959).

En la actualidad se conocen un elevado ndmero de toxinas Cry especificas para
diferentes insectos. En gran medida, como consecuencia de dicha diversidad, el
mecanismo molecular a traves del cual las proteinas Cry ejercen su accién toxica es
un tema controvertido y objeto de intensa investigacion. En general, se acepta que
€S un proceso que consta de varias etapas que comprenden la solubilizaciéon del
cristal en el intestino del insecto diana con la consecuente liberacion de la
protoxina, la activacion proteolitica y la union de la toxina activa a los receptores
especificos en la membrana del epitelio intestinal (revisado en Soberdn et al.,
2009). Sin embargo, existen discrepancias relacionadas con la manera en que la
unién de la toxina a sus receptores genera toxicidad (revisado en Pigott y Ellar,
2007). Muchos investigadores coinciden en que tiene lugar la oligomerizacion de la
toxina y su insercién en la membrana con la consiguiente formacién de poros, que
permiten la entrada de iones y agua, provocando la hinchazén de las células
columnares, la lisis celular y finalmente la muerte del insecto (Knowles y Ellar,
1987; Bravo et al., 2004) (Modelo de formacion de poro). Recientemente se ha
propuesto un mecanismo alternativo que plantea que la interaccion de la toxina
monomeérica con su receptor activa una cascada de sefializacién celular dependiente
de iones Mg?®* que produce la muerte celular por oncosis (Zhang et al., 2005; Zhang
et al., 2006) (Modelo de transduccion de la sefial).

- Solubilizacion ddl cristal

Los cristales producidos por Bt deben solubilizarse en el intestino de los insectos
antes de producir su efecto. Para las toxinas Cryl la solubilizacion estd mediada
por el pH alcalino y las condiciones reductoras en el intestino de lepidopteros
(Dow, 1986). Por el contrario, el pH del intestino de la mayoria de las especies de
coledpteros es neutro o &cido (Koller et al., 1992; Purcell et al., 1992), condiciones
en las que la solubilidad de Cry3Aa in vitro es limitada (Koller et al., 1992). Se ha
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postulado que la presencia de surfactantes (Martin y Martin, 1984) u otros factores,
como enzimas digestivas, en el intestino de los coledpteros podria contribuir a la
solubilidad de Cry3Aa in vivoy en consecuencia a aumentar su disponibilidad.

- Activacion proteolitica de lastoxinas

Las toxinas Cry son polipéptidos de entre 130 y 140 kDa, como en el caso de las
toxinas Cryl y Cry4, o de aproximadamente 70 kDa, como las toxinas Cry2 y
Cry3. Una vez solubilizadas en el intestino de los insectos deben activarse
proteoliticamente para ser toxicas.

La activacion es un proceso complejo en el cual estan implicadas proteasas
solubles del intestino de los insectos, que en el caso de dipteros y lepidopteros
suelen ser serin proteasas (Terra y Ferreira, 1994). En los coledpteros, las proteasas
digestivas mayoritarias son cistein proteasas (Murdock et al., 1987; Bolter y
Jongstma, 1995) y en el caso de L. decemlineata, las aspartil proteasas también
contribuyen en gran medida a la actividad proteolitica intestinal. Igualmente,
aunque en cantidades minoritarias, se han identificado actividades de serin
proteasas digestivas al menos en insectos pertenecientes a siete familias diferentes
de coledpteros, entre los que se encuentra L. decemlineata (Christeller et al., 1989;
Colepico-Neto et al., 1987; Hernandez et al., 2003; Novillo et al., 1997; Oppert et
al., 2002; Vaje et al., 1984; Zhu y Baker, 2000).

La activacién proteolitica de las toxinas de 130 kDa comprende cortes en los
extremos C- y N-terminal que originan toxinas activas de alrededor de 60 kDa
(Schnepf et al., 1998). Las toxinas de alrededor de 70 kDa, entre las que se
encuentra Cry3Aa, de 73 kDa, se consideran una version naturalmente truncada de
las toxinas de 130 kDa, ya que les falta el dominio C-terminal (Hofte et al., 1987).
Aungue no se haya establecido que para estas toxinas tenga lugar una activacion
proteolitica tan extensa como la que sufren las toxinas de 130 kDa, se ha descrito
que la toxina Cry3Aa de 73 kDa, producida por Bt tenebrionis, se procesa
rapidamente en el extremo N-terminal perdiendo de 49 a 57 residuos, durante o tras
la formacion del cristal, para producir una proteina de 67 kDa (Hofte et al., 1987;
McPherson et al., 1988; Carroll et al., 1989). Dicho procesamiento N-terminal de
Cry3Aa resulta en una estructura mas toxica que la toxina nativa (Carroll et al.,

19



Introduccién

1989). La forma de 73 kDa puede predominar en inclusiones producidas por Bt
tenebrionis crecida en un medio rico en nutrientes, probablemente debido a una
baja produccion de proteasas bacterianas (Carroll et al., 1997).

Ensayos de protedlisis de Cry3Aa in vitro, catalizados por las serin proteasas
digestivas tripsina y quimotripsina mostraron que solo el fragmento de Cry3Aa de
49 kDa generado por el tratamiento con quimotripsina fue capaz de unirse a las
vesiculas de membrana del borde en cepillo (BBMV, por sus siglas en inglés) de L.
decemlineata, en comparacion con la toxina sin procesar o tripsinizada (Martinez-
Ramirez y Real, 1996). En el citado trabajo, igualmente se describié que el
procesado proteolitico de Cry3Aa por el jugo intestinal de L. decemlineata generd
un fragmento de la toxina de 44 kDa, asi como uno de 42 kDa, probablemente
proveniente del de 44 kDa. Martinez-Ramirez y Real (1996) sefialaron que dichos
fragmentos podrian ser generados in vivo por una actividad proteolitica similar a la
guimotripsina, la cual origind in vitro un fragmento de toxina de 49 kDa.

Carroll et al. (1997) igualmente analizaron el procesamiento de Cry3Aa por
guimotripsina y observaron que dicho tratamiento principalmente produjo un
fragmento de toxina de 49 kDa, aunque también se obtuvieron péptidos de
alrededor de 11 a 6 kDa que permanecieron asociados en solucion. Estos autores
sefialaron que dichos fragmentos se originaron como producto de dos cortes
proteoliticos, al inicio de la hélice a-4 del dominio | y al final de la hoja p-19 del
dominio Il de la estructura de Cry3Aa y que la aparicion del fragmento de 49 kDa
tras la digestién por quimotripsina podria ocurrir a través de la formacién de un
fragmento de 55 kDa. Segun Carroll et al. (1997), lo més relevante en relacién al
procesado de Cry3Aa por quimotripsina fue la aparicion de una forma de la toxina
soluble en el rango de pH del intestino de los coledpteros en el cual no son solubles
ni la toxina de 67 kDa, ni la toxina tripsinizada. La toxina quimotripsinizada retuvo
totalmente su toxicidad frente a L. decemlineata y Phaedon cochleariae. De
acuerdo con los resultados descritos por Martinez-Ramirez y Real (1996), la toxina
quimotripsinizada fue capaz de unirse a las BBMV de L. decemlineata, a diferencia
de la toxina sin procesar o la toxina proteolizada con tripsina (Carroll et al., 1997).

En el trabajo de Carroll et al. anteriormente citado también se analizo el
procesamiento in vivo de la toxina Cry3Aa, para lo cual se llevo a cabo un ensayo
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en el que se hizo ingerir a larvas de L. decemlineata toxina sin procesar marcada
con I, encontrandose en el contenido intestinal, no asociados a la membrana,
fragmentos de toxina de 67, 55 y 49 kDa. En contraste, la toxina quimotripsinada
no continud procesandose tras la ingestion (Carroll et al., 1997). Estos resultados
llevaron a los autores a proponer que aunque las proteasas digestivas mayoritarias
de L. decemlineata fuesen cistein y aspartil proteasas, en el intestino de L.
decemlineata debia existir una actividad proteolitica de tipo quimotripsina o similar
gue estuviese implicada en el modo de accidn de Cry3Aa en este insecto.

Recientemente Walters et al. (2008) introdujeron una modificacién en el gen de
Cry3A que dio como resultado la proteina mCry3A con mayor actividad toxica
frente a larvas de primer estadio de D. virgifera virgifera que la toxina silvestre.
Dicha toxina se obtuvo mediante la introduccion de un sitio de corte para
quimotripsina y catepsina G en el lazo que une las hélices a-3 y a-4 del dominio I,
cercano al sitio de corte por quimotripsina descrito por Carroll et al. (1997) en la
toxina silvestre. In vitro, la proteina mCry3A de 67 kDa se procesé totalmente por
quimotripsina a un fragmento de 55 kDa de una manera més rapida de lo que se
proceso la toxina silvestre. El procesamiento in vivo de mCry3A a un fragmento de
55 kDa también fue mas rapido que el de Cry3Aa. Dicho procesado se inhibid en
presencia de quimostatina, que es un inhibidor especifico de quimotripsina, lo cual
sugirié la existencia de actividad quimotripsina/catepsina G en el intestino de las
larvas de Diabrotica. Al igual que habia sido descrito para la toxina silvestre en L.
decemlineata (Martinez-Ramirez y Real, 1996; Carrol et al., 1997), s6lo el
procesado con quimotripsina de la toxina modificada mCry3A permitié su unién
especifica a las BBMV de Diabrotica. Estos autores han sugerido que la adicion de
dicho sitio de reconocimiento por quimotripsina/catepsina G le permitié a la toxina
mCry3A ser procesada al mismo fragmento estable de 55 kDa al que se procesa la
toxina silvestre, pero de una manera mas facil y rapida, probablemente porque el
sitio introducido se encuentra en una regién méas expuesta que facilitaria la
interaccion inicial con la enzima. Estos autores encontraron que la mutacion
presente en mCry3A no alter6 adversamente la toxicidad frente a larvas de L.
decemlineata (Walters et al., 2008).
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Una parte considerable de las investigaciones relacionadas con la activacion
proteolitica de las toxinas Cry se ha centrado en la actividad o composicion de las
proteasas intestinales, puesto que se ha postulado que influyen en la susceptibilidad
de los insectos a estas toxinas y que ademas pueden estar implicadas en la
especificidad de Bt para diferentes especies de insectos y el desarrollo de
resistencia (Oppert, 1999). En ese sentido, Oppert et al. (1997) describieron la
existencia de dos cepas resistentes de Plodia interpunctella a las toxinas Cry de Bt
en las que estaba ausente una proteasa mayoritaria del intestino involucrada en la
activacion de la toxina. Del mismo modo, la degradacion excesiva de toxinas se ha
implicado en la insensibilidad a Bt. Forcada et al. (1996) encontraron en una cepa
de Heliothis virescens resistente a Bt kurstaki HD-73, que las proteasas intestinales
degradaban con mayor rapidez la toxina activa que las proteasas de la cepa
susceptible. lgualmente, la intensa actividad proteolitica del jugo intestinal de
Heliothis armigera (Shao et al., 1998) y Choristoneura fumiferana (Pang et al.,
1999) contribuy6 a la degradacion de las toxinas activadas en ambos insectos,
volviéndolos menos susceptibles a Bt que Bombyx mori, en el que las toxinas
activadas permanecieron sin degradar.

En un trabajo en el que se comparaban poblaciones de L. decemlineata resistentes y
susceptibles a Cry3Aa, Loseva et al. (2002) encontraron que tanto en las BBMV
como en el jugo intestinal provenientes de ambas cepas estaban presentes varias
actividades enzimaticas. El perfil de actividad enzimatica de la cepa resistente
result6 diferente al de la cepa susceptible, puesto que la cepa resistente poseia tipos
de proteasas diferentes con elevada actividad. Estos autores sugirieron que la
aparicion de nuevas proteasas en la cepa resistente de L. decemlineata podria ser el
resultado de una expresion génica especifica en respuesta a la exposicién a la
toxina Cry3Aa, aunque no encontrasen diferencias en el procesado de la toxina por
el jugo de intestinal o las BBMV de las cepas resistente y susceptible (Loseva et
al., 2002).

Si bien el papel de las proteasas digestivas solubles en la activacion o degradacién
de las toxinas Cry ha sido considerablemente estudiado, se conoce poco sobre la
funcién de las proteasas asociadas a la membrana del intestino en el modo de
accion de las toxinas Cry. En el citado trabajo de Loseva et al. (2002) se describe
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que las BBMV de L. decemlineata generaron un fragmento de Cry3Aa de 38 kDa
resistente a la protedlisis. Igualmente, Dai y Gill (1993) describieron que la
incubacion de la toxina CryllAa, activa contra dipteros, con BBMV de Culex
guinquefasciatus origind un patron de proteodlisis especifico. En ninguno de estos
trabajos se profundizé en el significado funcional de dicho proceso proteolitico
asociado a la membrana.

- Unién al receptor

La unidn de las toxinas Cry a sus receptores en las células del epitelio intestinal del
insecto diana es un evento determinante en su especificidad. Para algunas toxinas
Cry se han relacionado alteraciones en los sitios de union a la membrana con la
aparicion de resistencia (Ferré y Van Rie, 2002). Entre las proteinas identificadas
como posibles receptores o como receptores funcionales de las toxinas Cry de Bt se
encuentran la proteina integral de membrana caderina y las proteinas
aminopeptidasa N (APN) y fosfatasa alcalina (ALP), estas dos ultimas ancladas a
la membrana por un residuo de glicosil fosfatidil inositol (GPI) (revisado en Pigott
y Ellar, 2007). En neméatodos se ha descrito que los receptores para la toxina
Cry5Ba son glicolipidos y existen evidencias experimentales que indican que los
glicolipidos también podrian ser receptores para las toxinas Cry en insectos
(Griffits et al., 2005).

Las caderinas constituyen una familia de proteinas muy diversa que estan
implicadas en diferentes funciones tales como la adhesion celular, la organizacion
del citoesqueleto y la morfogénesis (revisado en Pigott y Ellar, 2007). Las
caderinas identificadas en insectos como receptores de las toxinas Cry de Bt son
proteinas de membrana modulares que cuentan en su estructura con 11 ¢ 12
dominios de unioén a calcio, también denominados repeticiones de caderina (CR),
un dominio transmembrana y un dominio intracelular (Vadlamudi et al., 1995). En
las larvas de lepidOpteros se ha observado que estas proteinas se localizan en la
membrana apical de las células columnares del epitelio intestinal, la cual constituye
el sitio diana de las toxinas Cry de Bt (revisado en Pigott y Ellar, 2007).

Se han identificado caderinas como receptores funcionales para varias toxinas Cry
de Bt fundamentalmente en insectos lepidopteros como Manduca sexta
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(Vadlamudi et al., 1993; 1995), Bombyx mori (Nagatsamu et al., 1998a, 1998b),
Heliothis virescens (Gahan et al., 2001) y Ostrinia nubilalis (Flannagan et al.,
2005). Recientemente se ha identificado una caderina como receptor funcional de
la toxina Cry3Aa en el coledptero Tenebrio molitor (Fabrick et al., 2009).
Asimismo se han encontrado caderinas que unen toxinas Cry y que podrian estar
relacionadas con su toxicidad en otros lepidopteros, como Helicoverpa armigera
(Xu et al., 2005) y Pectinophora gossypiella (Morin et al., 2003), en el diptero
Anopheles gambiae (Hua et al., 2008) y en el coléoptero D. virgifera virgifera
(Sayed et al., 2007).

Park et al. (2009) describieron que la mezcla de un péptido que contenia las
repeticiones CR8, CR9 y CR10 de la caderina de D. virgifera virgifera (Sayed et
al., 2007) con las toxinas Cry3Aa y Cry3Bb quimotripsinizadas produjo un
aumento significativo en la toxicidad de cada una de estas proteinas en larvas de
primer estadio de L. decemlineata. Estos autores han sugerido que al igual que en
otros insectos, la caderina podria estar implicada en el modo de accién de las
toxinas Cry3 en L. decemlineata.

Las aminopeptidasas N (APN) son endoproteasas que catalizan la liberacion de
amino&cidos neutros de los extremos N-terminal de polipéptidos. En el intestino de
las larvas de lepidopteros estan implicadas en la digestion de proteinas presentes en
la dieta de los insectos, junto a otras endopeptidasas y carboxipeptidasas (Wang et
al., 2005). Son metaloproteasas dependientes de zinc pertenecientes a la familia
M1 (Rawlings et al., 2010) o a la subfamilia de las gluzincinas (Hooper, 1994). Las
APN poseen la secuencia altamente conservada HEXXH en el sitio activo. A pesar
de interaccionar con toxinas Cry de Bt, no se ha descrito que las proteolicen.

Se han identificado aminopeptidasas como receptores para las toxinas Cry en
varios insectos lepidopteros como M. sexta (Knight et al., 1995), H. virescens (Gill
et al., 1995; Oltean et al., 1999; Luo et al., 1997; Banks et al., 2003), Spodoptera
litura (Agrawal et al., 2002), H. armigera (Rajangopal et al., 2003), B. mori (Yaoi
et al., 1999), Lymantria dispar (Garner et al., 1999), Plutella xylostella (Nakanishi
et al., 2002) y en el diptero Anopheles quadrimaculatus (Abdullah et al., 2006). El
analisis filogenético de las APN de lepiddpteros ha permitido dividirlas en cinco
clases diferentes, de las cuales al menos tres han mostrado unién a las toxinas
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CrylA (Herrero et al., 2005; Pigott y Ellar, 2007). De manera general, las APN de
lepidopteros son proteinas glicosiladas y ancladas a la membrana por un residuo de
glicosil fosfatidil inositol (GPI). En muchos casos la glicosilacion resulta
determinante para la interaccién entre las proteinas Cry y las APN, tal y como
sucede en la interaccion entre la toxina CrylAc y el receptor APN en M. sexta
(Knight et al., 2004).

Las APN son las enzimas mas abundantes en las membranas de las
microvellosidades intestinales en la mayoria de los insectos, llegando a constituir el
55% de las proteinas de la membrana del borde en cepillo del epitelio intestinal en
coleopteros (Cristofoletti y Terra, 2000). No obstante, en este orden de insectos no
se ha descrito APN alguna como receptor de las toxinas Cry de Bt. Resulta
interesante sefialar que Loseva et al. (2002) describieron la presencia de una
elevada actividad aminopeptidasa N en una cepa de L. decemlineata resistente a la
toxina Cry3Aa, en comparacion con la actividad de la cepa susceptible.

Las fosfatasas alcalinas (ALP) también son proteinas ancladas a la membrana por
un residuo de GPI. Han sido descritas como receptores para las toxinas Cry de Bt
en los lepiddpteros M. sexta (McNall y Adang, 2003), H. virescens (Jurat-Fuentes y
Adang, 2004) y en el diptero Aedes aegypti (Fernandez et al., 2006). En el
coledptero Anthonomus grandis se han encontrado dos proteinas de 62 y 65 kDa
con actividad de tipo fosfatasa alcalina a las que se uni6 la toxina CrylBa6
(Martins et al., 2010).

Las proteinas ancladas a la membrana a través de GPI, tales como la APN y la
ALP, se localizan preferentemente en microdominios lipidicos denominados lipid
rafts (Brown y Rose, 1992), que son regiones de la membrana plasmatica
enriquecidas en colesterol y esfingolipidos que segregan y concentran proteinas en
el plano de la bicapa lipidica (Simons e Ikonen, 1997). Desde el punto de vista
biogquimico, estos dominios se caracterizan por su insolubilidad en detergentes no
iGnicos a bajas temperaturas y por su presencia en fracciones de membrana de baja
densidad tras la ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa (Brown, 2006).

Los lipid rafts estan involucrados en procesos celulares de gran relevancia, como la
transduccion de sefiales (Simons y Toomre, 2000), y se ha descrito que constituyen
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el portal de entrada a las células para algunas toxinas bacterianas como la toxina
del céleray la toxina del tétanos (TeNT) (Wolf et al., 1998; Herreros et al., 2001).

En los insectos H. virescens y M. sexta se ha demostrado que la integridad de los
lipid rafts presentes en sus BBMV resultd esencial para la formacion de poro in
vitro de la toxina CrylAb (Zhuang et al., 2002). En dicho trabajo igualmente se
observd que las APN de las larvas de ambos insectos se localizaron
fundamentalmente en los lipid rafts, regiones en las que también se detectd la
asociacion de las toxinas CrylA. Estos autores sugirieron que la interaccion de las
toxinas CrylA con las regiones de la membrana del epitelio intestinal ricas en
colesterol podria ser un evento clave en el mecanismo de accidn de estas proteinas
en H. virescensy M. sexta (Zhuang et al., 2002). Aunque en las microvellosidades
intestinales de los coledpteros el contenido de colesterol es de 5 a 6,5 veces
superior al de los lepiddpteros (Terra et al., 2006), hasta el momento la interaccion
de las toxinas Cry activas contra coledpteros con los lipid rafts de estos insectos no
se ha estudiado.

3.4- Modelos que explican e mecanismo detoxicidad

A continuacion se incluyen los modelos que intentan explicar los mecanismos a
través de los cuales las toxinas Cry, tras su union a receptores de membrana,
desencadenan su accion toxica.

- Modelo deformacion de poro (Modelo de Bravo)

El modelo de formacién de poro formulado por Bravo y colaboradores esta basado
fundamentalmente en estudios realizados con la toxina CrylAb y BBMV de M.
sexta. En este modelo se propone que la toxina CrylAb activada y en estructura
monomeérica se une al receptor primario caderina o Bt-R1, lo cual produce un
cambio conformacional en la toxina que facilita el corte de la hélice a-1 por
proteasas unidas a la membrana (Gémez et al., 2002). Dicho corte proteolitico
facilita la oligomerizacion de la toxina, la cual forma un tetrdmero pre-poro
(Gémez et al., 2002) que se une con mayor afinidad al receptor secundario APN o
ALP, anclados a la membrana a través de GPI y localizados en los lipid rafts
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(Bravo et al., 2004; Gomez et al., 2007). La union al receptor secundario dirige el
oligbmero pre-poro hacia los lipid rafts de la membrana apical de las células
columnares donde se inserta y forma poros liticos (Figura 5A). Se pueden llegar a
formar alrededor de 200 copias de poros liticos con un radio de 0,5 a 1,0 nm, lo
cual genera cambios muy rapidos en el potencial de membrana, produce el
equilibrio de iones a ambos lados de la membrana, la entrada de agua, la hinchazén
de las células y la lisis celular (Knowles y Dow, 1993).

Aunque inicialmente el modelo de Bravo proponia que la interaccion con ambos
tipos de receptores tenia lugar de manera secuencial (Bravo et al., 2004),
recientemente este grupo de investigadores ha postulado que la interaccion con el
receptor caderina y los receptores anclados al GPI tiene lugar a través de un
mecanismo de ping-pong (Pacheco et al., 2009). Ensayos de mutagénesis llevados
a cabo en los lazos 2 y 3 del dominio Il de CrylAb han mostrado que los
receptores APN y ALP anclados a la membrana a través de un residuo GPI
cumplen dos funciones en el modo de accién de la toxina CrylAb en M. sexta.
Inicialmente funcionan como sitios de union altamente abundantes y de baja
afinidad que localizan y concentran el monémero de la toxina en la vecindad de las
microvellosidades, antes de la interaccion con el receptor caderina, y finalmente
como receptores secundarios de elevada afinidad que median la insercion del
oligbmero de Cry1Ab en la membrana (Pacheco et al., 2009; Arenas et al., 2010).

Numerosas evidencias experimentales sustentan el modelo propuesto por Bravo et
al. (2004), entre ellas la mas relevante la constituye la produccion de una toxina
Cry1 modificada (Crylmod) que carecia de la hélice a-1 del dominio I. La proteina
Crylmod resultd téxica para insectos resistentes a las toxinas Cry que poseian una
mutacion en el gen del receptor caderina 0 que eran poco susceptibles a las toxinas
porque se habia silenciado el gen de la caderina con RNA de interferencia
(Soberén et al., 2007).

- Modelo detransduccién dela sefial (M odelo de Zhang)

Este modelo cuestiona que la toxicidad generada por las toxinas Cry se deba
exclusivamente a la lisis osmdtica, asi como que estén implicados la
oligomerizacion de la toxina CrylAb y otros receptores diferentes al receptor
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caderina en el mecanismo de accion toxica. Esta basado en el anélisis de los efectos
producidos por la toxina CrylAb en un cultivo de células de Trichoplusia ni que
expresaban el receptor Bt-R; de M. sexta (Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2006).

Propone que la unién del monémero de la toxina Cry1Ab al receptor caderina o Bt-
R; inicia una ruta de sefializacion dependiente de iones Mg®* que causa la muerte
celular por oncosis. La union al receptor caderina activa una ruta de sefializacion
que involucra la estimulacion de una proteina G y de una proteina adenilato ciclasa,
el aumento de los niveles de AMP ciclico y la activacidn de una proteina quinasa A
(Figura 5B), todo lo cual provoca una serie de cambios en la fisiologia celular que
incluyen la desestabilizacion del citoesqueleto y del flujo de iones que culminan en
la muerte celular por oncosis (Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2006). Este grupo
de autores también ha sugerido que la cascada de sefializacidn que tiene lugar en el
interior celular es responsable de la exocitosis de receptores Bt-R; desde el interior
de la célula hacia la membrana, lo cual produce una amplificacion de la sefial
toxica (Zhang et al., 2008).

-  Mod€elode Jurat-Fuentes

Otros autores han sugerido que la toxicidad de CrylAc en H. virescens podria
deberse a una combinacion de los efectos de la lisis osmotica y la sefializacion
celular (Jurat-Fuentes y Adang, 2006). Segun estos autores, la toxina monomérica
activada se une al receptor tipo caderina HevCaLP y dicha unién produce la
activacién de una ruta de sefializacién intracelular que podria involucrar fosfatasas
(Jurat-Fuentes y Adang, 2006) o podria depender de la interaccién directa entre
CrylAc vy actina (Jurat-Fuentes y Adang, 2006; McNall y Adang, 2003). Tras la
union a HevCaLP, el mondémero de toxina oligomeriza y se une a proteinas
ancladas a GPI y localizadas en los lipid rafts como APN y ALP (HVALP) (Jurat-
Fuentes y Adang, 2004). Cualquiera de estas proteinas podria dirigir el oligbmero
hacia los lipid rafts, donde la formacion de poros conduciria al choque osmético y
a la activacion de cascadas de transduccion de sefiales que producirian la muerte
celular.

Considerando que en otras toxinas bacterianas formadoras de poros, como la o-
toxina de Staphylococcus aureus y la aerolisina de Aeromonas hydrophila, la
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toxicidad generada puede deberse tanto a la formacién de poros como a rutas de
sefializacion celular que producen apoptosis (Menzies y Kourteva, 2000; Nelson et
al., 1999), cabe sugerir que en el modo de accidn de las toxinas Cry de Bt podria
ocurrir algo similar, de manera que la unién de la toxina a la membrana del epitelio
intestinal del insecto diana, ademas de provocar la oligomerizacion de la toxina con
la consiguiente insercion y formacion de poros, también podria desencadenar rutas
de sefializacidn celular que estuviesen implicadas en la toxicidad.

Pore formation model
G

Cadherin
receptor

Pore formation

(uar) 6b
Protein G Activated \ @ .
Protein G

Signal transduction model

PKA
activation

Figura 5.- M ecanismo de accion delastoxinas Cry

A) Modelo de Formacion de Poro (Modelo de Bravo). B) Modelo de Transduccion de la sefial (Modelo de Zhang).
Las etapas de solubilizacion del cristal (1), activacion proteolitica (2) y union al receptor caderina (3) son comunes
para ambos modelos. Seguidamente, en el modelo de formacion de poro tiene lugar el corte de la hélice a-1 (4a), la
oligomerizacion de la toxina, la interaccion del oligémero con los receptores anclados a GP1 (5a) y la formacién de
poros que estan implicados en la muerte celular (6a). En el modelo de transduccién de la sefial la unién al receptor
caderina produce la activacion de una proteina G (4b), que activa una proteina adenilato ciclasa (AC) (5b),
aumentando los niveles de AMP ciclico (AMPc) lo cual activa una proteina quinasa A (PKA) que esta implicada
en la activacion de una ruta intracelular que produce la muerte celular (6b). Tomado de Soberén et al., 2009.
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Objetivos

Leptinotarsa decemlineata es un insecto plaga de gran importancia econémica a
nivel mundial que ha demostrado una elevada capacidad para desarrollar
resistencia a insecticidas. Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis constituyen una
herramienta de gran valor para el control de esta plaga, sin provocar efectos
perjudiciales sobre el medio ambiente. Sin embargo, se requiere un conocimiento
detallado de su mecanismo de accidn y especificidad, para abordar los problemas
potenciales que pueden comprometer su uso y eficacia, como son el espectro
insecticida o la aparicion de resistencia. En el presente trabajo nos proponemos
profundizar en el estudio del modo de accién de la toxina Cry3Aa en L.
decemlineata, centrandonos en los eventos que tienen lugar como consecuencia de
su interaccion con la membrana del epitelio intestinal, en los que puedan estar
implicados mecanismos de reconocimiento, prote6lisis catalizada por proteasas de
membrana, formacion de poros y toxicidad. Para ello, nos planteamos los
siguientes objetivos especificos:

1- Caracterizacion de la proteo6lisis de la toxina Cry3Aa catalizada por proteasas
asociadas a la membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata.

2- Estudio de la interaccién de la toxina Cry3Aa con proteinas de microdominios
de la membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata.

3- Andlisis del significado funcional de la interaccion de la toxina Cry3Aa con la
membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata.
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Material y Méodos

1- Material biolégico utilizado
1.1- Leptinotarsa decemlineata

La colonia de L. decemlineata se establecio en el laboratorio a partir de adultos
directamente recogidos de plantas de patata cultivadas en diversas zonas de la
Comunidad Valenciana, que nunca habian estado en contacto con insecticidas
basados en las toxinas de Bt.

Las larvas y adultos se alimentaron con hojas frescas de patata. Se mantuvieron en
una cdmara termoregulada a una temperatura de 25+1°C, con una humedad relativa
del 60-70% y un fotoperiodo de luz:oscuridad de 16:8 h.

1.2- Cepa de Bacillusthuringiensis

Se utiliz6 la cepa de B. thuringiensis BTS1 (Rausell et al., 2004) para la
produccion de la toxina Cry3Aa. El crecimiento de la cepa BTS1, productora de la
toxina Cry3Aa, se llevd a cabo en una placa Petri con medio de cultivo LB agar, a
30°C, durante un minimo de 12 h, hasta obtener crecimiento confluente. El cultivo
(una cuarta parte de la placa) se inoculé en 200 mL de medio CCY (Stewart et al.,
1981), manteniéndose a 30°C en agitacion a 200 rpm en un agitador orbital (IKA
Labortechnik), hasta su completa esporulacion y produccion de cristales, lo cual se
comprob6 mediante la observacion al microscopio éptico de contraste de fases de
una alicuota del cultivo liquido tomada en condiciones estériles.

37



Material y Métodos

2- Preparaciéon delasBBMV delL. decemlineata

Las vesiculas de membrana del borde en cepillo (BBMV, segin sus siglas en
inglés) del epitelio intestinal de L. decemlineata se prepararon segin el método de
Wolfesberger et al. (1987), modificado por Reuveni y Dunn (1991). Para la
obtencion de los intestinos se diseccionaron larvas de cuarto estadio de desarrollo,
mantenidas en ayuno durante un periodo de 2 h e inmovilizadas en hielo durante 10
min. Una vez extraidos los intestinos se elimind su contenido y la membrana
peritrofica, los epitelios se lavaron en tampon de almacenamiento (manitol 300
mM, 2-mercaptoetanol 20 mM, EGTA 5 mM, EDTA 1 mM, HEPES 10 mM, Tris-
HCI 17 mM, pH 7,5) y se congelaron a -80°C hasta su uso.

Para la preparacién de las BBMV, los intestinos congelados se homogeneizaron
mecéanicamente en 5 volumenes de tampon de homogeneizacion: manitol 200 mM,
acido ascorbico 10 mM, EGTA 5 mM, DTT 2 mM, HEPES 10 mM, MES 10 mM,
pH 7,4 (ajustado con bis-tris propano 0,5 M) en hielo y se afiadié el mismo
volumen de MgCl, 24mM. La mezcla se mantuvo en hielo 10 min y se centrifugd
a 6.000 x g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se volvio a centrifugar
a 30.000 x g durante 30 min a 4°C. El sedimento resultante se resuspendio en
manitol 200 mM, DTT 1 mM, Hepes-Tris 1 mM, pH 7,4 y se repartié en alicuotas
gue fueron guardadas a -80°C hasta su utilizacion. La concentracion de proteinas
de las vesiculas se determiné por el método de Bradford (1976).

Para evaluar la calidad de las BBMV preparadas se ensayé la actividad de la
enzima aminopeptidasa N. Para ello, se mezclaron en una cubeta 50 g de BBMV
con una solucién que contenia Tris-HCI 0,2 M, pH 8,0, NaCl 0,25 M vy el sustrato
leucina-p-nitroanilida (Sigma) 1 mM, en un volumen final de 1 mL completado
con agua. El aumento de la absorbancia a 405 nm se monitorizé cada 15 segundos,
a temperatura ambiente, en un espectrofotometro Spectronic Genesys 5.
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3- Aidamiento de células del epitelio intestinal de L. decemlineata

Se obtuvieron intestinos de larvas de segundo estadio de L. decemlineata, se
abrieron longitudinalmente, se colocaron en una placa Petri que contenia 4 mL de
tampon PBS (Na,HPO, 8 mM, KH,PO, 2 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), y se
agitaron a 200 rpm en un agitador orbital (IKA Labortechnik) durante 1 h a
temperatura ambiente. Tras retirar los fragmentos de tejido intacto, las células
disociadas se recuperaron en el sedimento resultante de la centrifugacion a 470 x g
durante 3 min. Los experimentos se llevaron a cabo empleando intestinos de 20
larvas de segundo estadio que de manera consistente originaron 1,6 (+0,1) x 10°
células disociadas.

4- Separacion de fracciones de membrana de MECs de L. decemlineata

Las células del epitelio intestinal de 20 larvas de L. decemlineata de segundo
estadio se disociaron segin se describe en el apartado anterior. Tras la
centrifugacion, el sedimento se resuspendié en 50 uL de tampon de lisis frio (Tris
100 mM, NaCl 150 mM, EGTA 0,2 mM, PMSF 1 mM, 1 tableta de Complete Mini
(Roche), Triton X-100 1% (v/v), pH 7,5). La mezcla se incub6 durante 30 min en
hielo, se homogeneizé6 mecénicamente y se transfirié a un tubo de centrifuga Ultra-
Clear (Beckman) en el que se mezcl6 con un volumen equivalente de una solucion
de sacarosa 85% (p/v) en tampon TNE (NaCl 150 mM, EGTA 0,2 mM, Tris 100
mM, pH 7,5). La mezcla se cubri6 con 3,5 mL de una solucion de sacarosa 35%
(p/v) y a continuacion 1 mL de sacarosa 5% (p/v), ambas en tampon TNE, pH 7,5.
La muestra se centrifugd a 200.000 x g en una ultracentrifuga Beckman equipada
con un rotor basculante SW55 Ti, durante 18 h a 4°C. Tras la centrifugacion se
recogieron 6 fracciones de 200 uL cada una, comenzando por la parte superior del
gradiente hasta el fondo del tubo de centrifuga.

Las proteinas contenidas en las fracciones recogidas se separaron por SDS-PAGE
(10 %) y se tifieron con azul de Coomassie, segun se describe en el apartado 9 o se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (apartadol12).
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A partir del gel tefiido con azul de Coomassie se seleccionaron y cortaron bandas
de proteinas y se enviaron al Servicio de Proteémica del Centro de Investigacion
Principe Felipe (Valencia) para su andlisis por espectrometria de masas.

5- Obtencién dela proteina Cry3Aa

El cultivo esporulado de la cepa de Bt BTS1 se centrifugd a 15.344 x g a 4°C
durante 10 min. El sedimento resultante se lavd tres veces con 30 mL de tampon
TET (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, Tritén X-100 0,05% (v/v), pH 7,5)
centrifugando en cada ocasion durante 10 min a 15.344 x g a 4°C. El sedimento
final se resuspendio en 5 mL de tampon TTN (Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM,
Tritdon X-100 0,1% (v/v), pH 7,2) y se sonico tres veces con un pulso de 50 s a 20
W, con intervalos de descanso de 1 min en hielo entre cada sonicacion. El volumen
de la muestra se completd hasta 12 mL con TTN.

5.1- Purificacion de cristales

Los cristales de Cry3Aa se purificaron en un gradiente discontinuo de soluciones
de sacarosa de concentraciones de 67, 72, 79 y 84% (p/v) en una solucion de Tris
50 mM pH 8,0, Triton X-100 0,01% (v/v), NaCl 10 mM, segun el procedimiento
descrito por Thomas y Ellar (1983). Para formar el gradiente se depositaron 6 mL
de cada solucion de sacarosa en el tubo de centrifuga, comenzando por la de mayor
concentracion. Sobre la parte superior del gradiente se afiadieron 2 mL de la
muestra, preparada segun se describe en el apartado anterior y se ultracentrifugé a
100.000 x g durante 20 min, a 15°C, en una ultracentrifuga Beckman equipada con
un rotor basculante SW28.

Tras la ultracentrifugacion se recogieron las fracciones del gradiente por aspiracion
con pipeta, comenzando por la parte superior del tubo y se observ6 una alicuota de
cada una de ellas al microscopio 6ptico de contraste de fases. En las dos fracciones
localizadas entre las posiciones del gradiente de 79 y 72% de sacarosa se detecto la
presencia mayoritaria de cristales y la ausencia de esporas o células vegetativas.
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Estas fracciones se lavaron con agua, llenando los tubos de centrifuga hasta su
maxima capacidad y a continuacion se realizaron otros tres lavados con 20 mL de
tampon TET, centrifugando a 15.344 x g, durante 10 min, a 4°C. Los cristales
contenidos en los sedimentos finales se solubilizaron, segin se describe en el
apartado 5.2 0 se resuspendieron en agua y se mantuvieron a -20°C hasta su
utilizacion.

5.2- Solubilizacién decristalesde Cry3Aa

La solubilizacion de la toxina se llevd a cabo incubando los cristales con una
solucion de Na,CO; 50 mM, pH 10,5, durante 12 h a 37°C, en agitacion. Tras la
incubacion la muestra se centrifugd a 4°C a 10.600 x g, durante 10 min. La
proteina contenida en el sobrenadante se cuantific6 por el método de Bradford
(1976) utilizando BSA como estandar. Para comprobar la pureza e integridad de la
toxina, el solubilizado se sometié a andlisis por SDS-PAGE (10%), segun se
describe en el apartado 9.

6- Marcaje delatoxina Cry3Aa con losfluoréforos Cys5y Cy3

Previamente a la reaccion de marcaje, la toxina solubilizada segln se describe en el
epigrafe 5.2 se precipitd utilizando el kit Plus One 2-D Clean-Up (GE Healthcare)
y se resuspendié en tampdn que contenia Tris-HCI 30 mM, pH 8,5, urea 7 M,
tiourea 2 M y CHAPS 4% (p/v). La concentracién de la proteina se determind
utilizando el kit RC-DC Protein Assay (Bio-Rad).

El marcaje minimo de la toxina con los fluoréforos CyDye™ DIGE Cy5 y Cy3
(GE Healthcare) se llevé a cabo siguiendo las instrucciones de GE Healthcare. Se
incubaron 50 pg de toxina con 400 pmol de cada fluoréforo, durante 30 min, en la
oscuridad. Para detener la reaccion se afiadié 1 L de lisina 10 mM vy se incubd la
mezcla durante 10 min en la oscuridad.
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7- Procesado proteolitico delatoxina Cry3Aa
7.1- Procesado proteolitico de Cry3Aa por tripsinay quimotripsina

Previamente a la adicion de las enzimas proteoliticas, el pH de la preparacién de la
toxina Cry3Aa solubilizada como se ha descrito en el apartado 5.2, se ajusté a 8,5
con tampon Tris-HCI 1 M, pH 8,0. La toxina se incub6 con quimotripsina (1:2, p/p
toxina/enzima) o tripsina (5:1, p/p toxina/enzima) durante 12 h a 37°C. Las
reacciones se detuvieron afiadiendo PMSF a una concentracion final de 0,1 mM.

7.2- Procesado proteolitico de Cry3Aa por BBMV de L. decemlineata

El tampon de las BBMV, preparadas segun se describe en el apartado 2, se cambi6
centrifugando 5 min a 20.817 x g a 4°C y resuspendiendo el sedimento resultante
en tampon PBS. La protedlisis de la toxina catalizada por las BBMV se llevé a
cabo mediante la incubacion de Cry3Aa 2 UM con BBMV (20 pg de proteina
total), durante 10 min, a temperatura ambiente, en un volumen total de 30 pL en
PBS, pH 7,4 u 11,0. Transcurrido el periodo de incubacion, la mezcla de reaccion
se centrifugd a 20.800 x g durante 20 min a 20°C, separandose asi los fragmentos
de protedlisis y la fraccion soluble de Cry3Aa contenidos en el sobrenadante, de la
toxina unida a las BBMV.

Para la protedlisis de la toxina Cry3Aa catalizada por las proteasas presentes en el
sobrenadante de las BBMV, las BBMV (20 ug de proteina total) se centrifugaron
durante 15 min a 20.817 x g a 4°C y el sobrenadante obtenido se incub6 durante 10
min a temperatura ambiente con la toxina Cry3Aa 2uM en un volumen final de 30
pL, completado con tampén PBS.

En el caso de la protedlisis de la toxina Cry3Aa catalizada por BBMV en presencia
de inhibidores de proteasas, péptidos, moduladores de la actividad proteolitica de
metaloproteasas ADAM y calmodulina, se procedié de manera similar a coémo se
describe en al parrafo anterior, con la excepcion de que como paso previo a la
adicion de la toxina, las BBMV se incubaron con dichos compuestos en las
condiciones gue se especifican a continuacion.
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- Protedlisisde Cry3Aa en presencia deinhibidores de proteasas

Las BBMV se pusieron en contacto durante 5 min, en hielo, con los inhibidores de
proteasas, en mezclas o por separado, a las concentraciones finales recomendadas
por el fabricante (Sigma) o que se especifican: PMSF 1 mM, E-64 10 pM,
leupeptina 100 puM, amastatina 0,1 mM (Robertson et al., 1992), EDTA 10 mM,
1,10-fenantrolina 3, 10 y 20 mM, TPCK 0,1 mM, pepstatina A 50 uM, Pefabloc 5
mM (Hahm et al., 1995), inhibidor de tripsina de soja 0,1 mg/mL (Birk y
Applebaum, 1960) , &cido acetohidroxamico 100 UM (se probaron concentraciones
de 25, 50 y 100 mM

- Protedlisisde Cry3Aa en presencia del péptido pep-99

El péptido pep-99 (Ac-FTLSLDGAPFNQ-NH,), disuelto en tampon PBS pH 7,4,
se incubd con las vesiculas durante 5 min en hielo a las concentraciones finales de
1,2y 7 mM.

- Protedlisisde Cry3Aa en presencia del péptido pep-rec

Las BBMV se incubaron con el péptido pep-rec (Ac-FHTRFQPGYYGNDSFN-
NH,) disuelto en DMSO o con 1 uL de DMSO, como control, durante 5 min en
hielo. Las concentraciones finales de péptido en el ensayo fueron de 1y 2 mM.

- Protedliss de Cry3Aa en presencia de moduladores de la actividad
proteolitica de metaloproteasas ADAM

Para analizar la influencia en la protedlisis de Cry3Aa catalizada por BBMV de
compuestos descritos como moduladores de la actividad proteolitica de
metaloproteasas ADAM, las BBMV se incubaron con trifluoperazina (TFP), 2-
metil-ciclodextrina (MCD), el éster de forbol 12-miristato-13-acetato forbol
(PMA), 4-amino-metil-mercurico acetato (APMA), A2317 o ionomicina durante
30 min a temperatura ambiente. Las concentraciones finales de cada compuesto
fueron: TFP 100 uM; MCD 2,5, 5y 10 mM; PMA 10 uM; APMA 100 uM, A2317
5 UM e ionomicina 5 uM.
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- Protedlisis en presencia de calmodulina

Se incubaron las BBMV con calmodulina (Calmodulin from Bovine Testes,
Sigma) a temperatura ambiente durante 2 h a una concentracion final de 25 U/uL.

7.3- Ensayos de protedlisis de Cry3Aa catalizada por fracciones de membrana
obtenidas a partir de MECs

Se incubo la toxina a una concentracion final de 2 uM con 25 pL de las fracciones
de MECs recogidas del gradiente de sacarosa (apartado 4), durante 10 min a
temperatura ambiente, en un volumen final de 30 pL completado con tampon TNE,
pH 7.5. Tras las incubaciones, las muestras se centrifugaron a 20.800 x g, durante
20 min, a 20°C y las proteinas de los sobrenadantes se analizaron por SDS-PAGE
(10%). Los fragmentos de protedlisis se inmunodetectaron empleando el anticuerpo
anti-Cry3A, tal y como se describe en el apartado 13.

Los ensayos de proteolisis en presencia de los inhibidores 1,10-fenantrolina y E64
se llevaron a cabo del mismo modo, a las concentraciones finales de 10 mM y 10
MM, respectivamente. Previamente a la incubacion con la toxina, las fracciones de
MECs se pusieron en contacto con los inhibidores durante 5 min, a temperatura
ambiente.

8- Ensayos de protedlisis de sustratos sintéticos de proteasas catalizados por
BBMYV deL. decemlineata

- Protedlisisdel péptido fluor ogénico sustrato de metaloproteasastipo ADAM

Para ensayar la presencia de actividad metaloproteasa tipo ADAM en las BBMV o
en las fracciones eluidas de la matriz con pep-rec inmovilizado (apartado 22), se
empled el péptido sintético fluorescente sustrato de ADAMI0 con la estructura
Mca-PLAQAV-Dpa-RSSSR-NH, (BIOMOL International LP). En dicho péptido la
fluorescencia del grupo Mca ([7-metoxicoumarina-4-yl] acetil) esta internamente
atenuada por la porcion Dpa (3-[2,4-dinitrofenil]-_-2,3-diaminopropionil). EI corte
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proteolitico del péptido produce la separacién de ambos grupos y el aumento de la
fluorescencia.

Los ensayos de corte se llevaron a cabo tanto con el sobrenadante procedente de la
centrifugacion de 400 pL de BBMV (10 pg/ul) a 20.817 x g durante 15 min a 4°C,
como con el eluido procedente de la inmunoprecipitacion con pep-rec
inmovilizado, descrita en el apartado 22. Para la reaccion se mezclaron 20 pL de
sobrenadante de BBMV ¢ 50 pL del eluido de la matriz de pep-rec con 1 mL de
tampdn PBS pH 11,0 y a continuacion se afiadié 1L de la solucion de sustrato (10
mM) (Amour et al, 2000). En los ensayos de corte con BBMV se utiliz6 Cry3Aa
como competidor a una concentracion final de 26,5 pM. El aumento de la
fluorescencia se sigui6 durante 30 min a 25°C en un espectrofotometro de
Fluorescencia VARIAN Cary Eclipse equipado con un soporte de celda controlado
termostaticamente. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron de 328 y
393 nm, respectivamente.

- Protedlisis de péptidos fluor ogénicos sustratos de cistein proteasas

Para analizar la presencia de cistein proteasas en las BBMV de L. decemlineata se
emplearon péptidos sintéticos fluorescentes (Sigma) como sustrato de cistein
proteasas de tipo papaina o catepsina L (Z-Phe-Arg-MCA) o de cistein proteasas de
tipo catepsina B (Z-Arg-Arg-MCA).

En el ensayo de protedlisis del péptido Z-Phe-Arg-MCA en condiciones que
favorecian la actividad de cistein proteasas de tipo papaina se mezcl6 el sustrato a
una concentracién final de 20 uM con 1 mL de tampdn que contenia Tris-HCI 50
mM, pH 7,0 y L-cisteina 10 mM recién preparada (Goulet et al., 2008) y a
continuacion se adicionaron 25 uL de BBMV (75 pg de proteina totales). Para la
protedlisis del péptido Z-Phe-Arg-MCA en condiciones que favorecian la actividad
de cistein proteasas de tipo catepsina L, el sustrato (20 uM, concentracion final) se
mezclé con 1 mL de tamp6n que contenia MES 50 mM, pH 5,5 y L-cisteina 10
mM recién preparada (Goulet et al., 2008), y a continuacion se adicionaron 25 L
de BBMV (75 pg de proteina totales). Los ensayos se llevaron a cabo a una
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temperatura de 25°C. En ambos casos se utilizo la toxina Cry3Aa como competidor
a una concentracion final de 1,4 uM.

Para el ensayo de protedlisis del péptido Z-Arg-Arg-MCA, el sustrato (40 uM,
concentracion final) se mezcl6 con 1 mL de tampon que contenia MES 50 mM, pH
6,0 y L-cisteina 10 mM recién preparada (Goulet et al., 2008), seguidamente se
adicionaron 25 puL de BBMV (75 pg de proteina totales). La toxina Cry3Aa se
utiliz6 como competidor a una concentracion final de 2,2 M.

En todos los ensayos, el aumento de la fluorescencia se visualizd durante 15 min, a
25°C para el sustrato Z-Phe-Arg-MCA y a 37°C para el sustrato Z-Arg-Arg-MCA,
en un espectrofotometro de Fluorescencia VARIAN Cary Eclipse equipado con un
soporte de celda controlado termostaticamente. Las longitudes de onda de
excitacion y emisidn fueron de 360 y 450 nm, respectivamente.

- Protedliss de un péptido sintético sustrato de metaloproteasas de tipo
astacina

El anélisis de la presencia de metaloproteasas de tipo astacina en las BBMV de L.
decemlineata se llevé a cabo mediante el empleo del péptido sintético Suc-Ala-
Ala-Ala-pNA (Bachem). Se mezclaron 150 pL del péptido disuelto en tampon
HEPES-NaOH 50 mM, pH 8,0 (ImM, concentracién final) (Stécker y Zwilling,
1995) con 150 puL de BBMV (450 pg de proteina total) y 2,1 mL de tampodn
HEPES-NaOH 50 mM, pH 8,0. La variacion de la absorbancia se sigui6 a 405 nm
durante 10 min, en un espectrofotometro Agilent 8453E.

9- Separacion por electroforesis en geles de poliacrialmida en condiciones
desnaturalizantes

Las electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) se llevaron a
cabo segln el procedimiento descrito por Laemmli (1970). Las muestras a analizar
se mezclaron con un tampdn compuesto por Tris-HCI 100 mM, pH 6,8, SDS 4%
(p/v), glicerol 20% (v/v), DTT 100 mM, azul de bromofenol 0,01% (p/v) y se
calentaron durante 4 min a 95°C. Tras enfriar en hielo, las muestras se cargaron en
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geles de poliacrilamida 10% (p/v). La electroforesis se llevd a cabo a temperatura
ambiente a intensidad constante de 10 mA por gel. Se utilizaron marcadores de
peso molecular coloreados de 250, 150, 100, 75, 37, 25, 20, 15 y 10 kDa (Presicion
Plus Protein Standards, BIO-RAD). Para visualizar las proteinas, los geles se
tifieron con una solucién compuesta por azul de Coomassie R-250 (Sigma) 0,3%
(p/v), etanol 50% (v/v) y éacido acético 10% (v/v) y se destifieron con una solucién
de etanol 7,5% (v/v) y acido acético 5% (v/v).

10- Separacion por €ectroforesis bidimensional de la fraccion soluble
resultante de laincubacion de Cry3Aa con BBMV

Para conocer las regiones de Cry3Aa por las que tiene lugar la protedlisis, se
incubaron 50 pg de Cry3Aa marcada con Cy5 con 250 pg de BBMV, en las
condiciones descritas en el apartado 7.2. El sobrenadante procedente de la
centrifugacién se mezcl6 con otros 50 pg de toxina marcada con Cy3, sometida a
un tratamiento similar al de la toxina marcada con Cy5, exceptuando la incubacion
con BBMV vy dicha mezcla se analizd por electroforesis bidimensional.
Paralelamente, se incubaron 350 pg de toxina sin marcar con BBMV, se separaron
las proteinas por electroforesis bidimensional y se transfirieron a una membrana de
PVDF para escindir los fragmentos de protedlisis y secuenciar los extremos N-
terminal.

La mezcla de toxinas marcadas, asi como el sobrenadante proveniente de la toxina
sin marcar incubada con vesiculas se precipitaron, por separado, utilizando el kit
Plus One 2-D Clean-Up (GE Healthcare), seguidamente se resuspendieron en
tampon que contenia Tris-HCI 30 mM, pH 8,5, urea 7 M, tiourea 2 M y CHAPS
4% (p/v) y se separaron en dos experiencias independientes, una para separar la
mezcla de toxinas marcadas y la segunda para separar el sobrenadante procedente
de la incubacion de la toxina sin marcar con BBMV.

Para la primera dimensidn, isoelectroenfoque, se utilizaron tiras Immobiline ™ Dry
Strips (GE Healthcare) de 24 cm x 3 mm que contenian un gradiente no lineal de
pH 3-10 inmovilizado. Las tiras se rehidrataron en una solucién que contenia urea
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7 M, tiourea 2 M, CHAPS 2% (p/v), DTT 20 mM, DeStreak (GE Healthcare) 1,2%
(v/v) y Pharmalytes 3-10 NL (GE Healthcare) 0,5% (v/v). Tras la rehidratacion
durante toda la noche, se cargaron la mezcla de Cry3Aa marcada con Cy3 o Cy5 en
una tira y la toxina sin marcar preincubada con BBMV en otra, utilizando el
método de cup loading. El isoelectroenfoque se llevo a cabo en gradiente de voltaje
(300 V, 3 h; 1000 V, 6 h; 8000 V, 7 h; 500 V, 10 h), utilizando el sistema de
isoelectroenfoque Ettan IPGPhor (GE Healthcare). Previamente a la segunda
dimension, las tiras se equilibraron durante 15 min en una solucién que contenia
Tris-HC 150 mM pH 8,6, urea 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2% (p/v), DTT 1%
(p/v), seguida de otra incubacién de 15 min con una solucién similar a la anterior,
que en lugar de DTT contenia iodoacetamida 2,5% (p/v).

Para la segunda dimensién se utilizaron geles de poliacrilamida 10% (p/v) con
SDS, polimerizados usando cristales de baja fluorescencia. La electroforesis se
Ilevé a cabo a una temperatura de 20°C, durante toda la noche, a potencia constante
de 1 W por gel. Tras la separacion, el gel con toxina marcada se escane6 en un
escaner Typhoon 9400TM (GE Healthcare).

El gel con toxina sin marcar se electrotransfirié a una membrana de PVDF, segun
se describe en el apartado 12. La tincion de las proteinas transferidas se llevd a
cabo incubando la membrana durante 2 min con una solucién compuesta por azul
de Coomassie R-250 (Sigma) 0,1% (p/v), metanol 50% (v/v) y acido acético 7 %
(v/v). Seguidamente se incub6 con una solucion de metanol 50% (v/v) y éacido
acéetico 7% (v/v) durante 10 min. Tras la tincion, se escindieron las bandas de
interés y se enviaron al servicio de Quimica de Proteinas del Centro de
Investigaciones Biologicas del CSIC (Madrid) para secuenciar el extremo N-
terminal de los péptidos.

11- Separacién por electroforesis bidimensional de proteinas de BBMV deL.
decemlineata

Las BBMV (1,2 g de proteinas), preparadas segun se describe en el apartado 2, se
descongelaron en hielo y se centrifugaron durante 30 min a 4°C a 20.817 x g. La
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fraccion del sobrenadante correspondiente a 200 pg de proteinas de BBMV se
separ6 por SDS-PAGE (epigrafe 9). El volumen restante (aproximadamente 1 g de
proteinas) se dividid en dos y se analizo por electroforesis bidimensional, mediante
dos experiencias independientes. Para ello, la muestra que contenia las BBMV se
precipitd utilizando el kit Plus One 2-D Clean-Up (GE Healthcare), seguidamente
se resuspendid en tampdn que contenia Tris-HCI 30 mM, pH 8,5, urea7 M, tiourea
2 My CHAPS 4% (p/v) y se determind la concentracion de proteinas utilizando el
kit RC-DC Protein Assay (Bio-Rad). El isoelectroenfoque se realiz en tiras
Immobiline™ Dry Strips (GE Healthcare) de 7 cm x 3 mm con un gradiente no
lineal de pH 3-10 inmovilizado. Tras la rehidratacion durante toda la noche, tal y
como se describe en el apartado 10, se cargaron 450 ug de proteina en cada tira,
siguiendo el método de cup loading. El isoelectroenfoque se llevd a cabo a
intensidad de la corriente de 50 YA por tira, a 20°C en siete etapas (500 V, 0,30 h;
1000 V, 0,30 h; gradiente 3000 V, 1,0 h; gradiente 5000 V, 1,0 h; 5000 V, 1,30 h;
500 V, 1:00 h), utilizando un sistema de isoelectroenfoque Ettan IPGPhor (GE
Healthcare). Antes de la segunda dimension las tiras se equilibraron tal y como se
indica en el apartadol0. La electroforesis se llevd a cabo en geles de poliacrilamida
10% (p/v) con SDS, a intensidad constante de 10 mA por gel.

Seguidamente las proteinas se transfirieron, segun se describe en el apartado 12, a
membranas de PVDF. Una de las membranas que contenia las proteinas separadas
por SDS-PAGE bidimensional y la que contenia las proteinas separadas por SDS-
PAGE monodimensional se tifieron con una solucién de azul de Coomassie, segun
se indica en el apartado 10, de estas membranas se escindieron las bandas de
interés y se enviaron al servicio de Quimica de Proteinas del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del CSIC, para la secuenciacion de sus extremos N-
terminal. La membrana restante, que contenia proteinas separadas por SDS-PAGE
bidimensional, se empled en la inmunodeteccién de la union de Cry3Aa (apartado
13).
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12- Electrotransferencia de proteinas

Para inmunodetectar la toxina Cry3Aa o las proteinas fasciclina y prohibitina, tras
su separacion por electroforesis, las proteinas de interés se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham) o PVDF (Roche) durante 1
h a intensidad constante de 250 mA, en una unidad de transferencia (BIO-RAD) en
sistema liquido, utilizando un tampon compuesto por glicina 39 mM, Tris 48 mM,
SDS 0,037% (p/v) y metanol 20% (v/v). La eficiencia de la transferencia se
determin6 tras la tincion de las proteinas en la membrana con Ponceau S
(Sambrook et al., 1987).

Previamente a la interaccion con los anticuerpos o la toxina, se bloquearon las
uniones inespecificas a las membranas, para lo cual se incubaron durante toda la
noche a 4°C, en agitacion, con una solucion de BSA 3% (p/v) (Sigma) en tampon
PBS, pH 7,4 que contenia Tween 20 al 0,1% (v/v) (tampdn PBST 0,1%).

13- Inmunodeteccion de proteinas
-Inmunodeteccién delatoxina Cry3Aa

La membrana de nitrocelulosa que contenia la toxina Cry3Aa inmovilizada se
incub6 durante 1 h con el anticuerpo policlonal anti-Cry3A generado en conejo
(Polyten) (1:10.000 en PBST 0,1%). Seguidamente se elimind el anticuerpo no
unido mediante tres lavados de la membrana seguidos de un lavado de 5 min en
agitacion, primero con agua destilada y a continuacién con tampoén PBS, pH 7,4
gue contenia Tween 20 2% (v/v) (tampdén PBST 2%). Tras los lavados, la
membrana se incubd durante 1 h con un anticuerpo secundario anti-1gG de conejo,
conjugado a la fosfatasa alcalina (Sigma) (1:30.000 en PBST 0,1%). Se repitieron
los lavados anteriormente indicados, afiadiendo un lavado final de 10 min en
agitacion con tampon PBS, pH 7,4. Seguidamente se afiadié el reactivo
guimioluminiscente de la fosfatasa alcalina (Immobilon, Millipore) y se expuso
una pelicula fotografica Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare) a la
membrana.
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- Inmunodeteccion de la unién de Cry3Aa

La membrana de nitrocelulosa o PVDF que contenia proteinas del epitelio
intestinal de L. decemlineata se incub0 durante una hora con una solucion de la
toxina Cry3Aa de concentracion 75 nM en tampdn PBS, pH 7,4. Seguidamente se
Ilevaron a cabo los lavados de la membrana y la inmunodeteccion de la unién de
Cry3Aa, tal y como se describe en el apartado anterior.

- Inmunodeteccion de las isoformas transmembrana y unida a GPl de
fasciclinall

Las fracciones de membrana de MECs de L. decemlineata separadas en gradiente
de sacarosa (apartado 4) se analizaron por SDS-PAGE, tal y como se describe en el
epigrafe 9, exceptuando que el tampdn de muestra utilizado no contenia DTT. Tras
la electroforesis, las proteinas se transfirieron a dos membranas de nitrocelulosa
(apartado 12) y se bloguearon las uniones inespecificas durante 1 h a temperatura
ambiente, con una solucion de leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en TBS (NaCl
150 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 7,5) que contenia Tween 20 al 0,1% (v/v) (tampon
TBST 0,1%). A continuacion, las membranas se incubaron durante toda la noche a
4°C, de manera independiente, con los anticuerpos generados en cobaya, anti-
fasciclina transmembrana (anti-TM Fas 1) y anti-fasciclina unida a GPI (anti-GPI
Fas 1) (amablemente cedidos por el Dr. Philip Copenhaver, Oregon Health and
Science University) diluidos 1:2.000 y 1:5.000, respectivamente, en TBST 0,1%.
Los anticuerpos no unidos se eliminaron lavando las membranas con agua 'y TBST
2% segun se ha indicado en el parrafo que describe la inmunodeteccion de Cry3Aa.
Tras los lavados cada membrana se incub6 durante una hora a temperatura
ambiente con un anticuerpo secundario anti-lgG de cobaya unido a la peroxidasa
de rébano (Sigma), diluido 1:5.000 en TBST 0,1%. Seguidamente las membranas
se lavaron, se incubaron con el reactivo quimioluminiscente de la peroxidasa de
rébano (Pierce) y se expusieron a peliculas fotograficas Amersham Hyperfilm™
ECL (GE Healthcare).

- Inmunodeteccion de la proteina prohibitina-1

Las fracciones insoluble (rafts) y soluble (non-rafts) en Tritén X-100 de MECs de
L. decemlineata separadas en gradiente de sacarosa (apartado 4) se analizaron por
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SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (apartadol2).
Dicha membrana se incub0 durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
policlonal Prohibitin (H-80) (Santa Cruz) (1:200 en PBST 0,1%), generado contra
el fragmento comprendido entre los aminoacidos 193 y 272 del extremo C-terminal
de la prohibitina-1 humana. A continuacion, el anticuerpo no unido se eliminé
mediante tres lavados de la membrana, seguidos de un lavado de 5 min en
agitacion, primero con agua destilada y después con tampén PBS, pH 7,4, que
contenia Tween 20 2% (v/v) (tampon PBST 2%). Seguidamente la membrana se
incub6 durante 1 h con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (Sigma)
(1:30 000 en PBST 0,1%). Se repitieron los lavados previamente indicados,
afiadiendo un lavado final de 10 min en agitacion con tampén PBS, pH 7,4.
Finalmente se afiadié el reactivo quimioluminiscente de la fosfatasa alcalina
(Immobilon, Millipore) y la membrana se expuso a una pelicula fotogréfica
Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare).

14- Aislamiento del gen de prohibitina-1 de L. decemlineata
14.1-Extraccion de ARN total deintestinos de L. decemlineata

El ARN total se obtuvo a partir de intestinos de 10 larvas de L. decemlineata de
cuarto estadio empleando el reactivo Trizol (Invitrogen) y siguiendo el protocolo
del fabricante. La concentracion de ARN total y la integridad de la muestra
(relacion 28S/18S) se determind utilizando el Bioanalizador Experion (Bio-Rad).

14.2-Sintesisde ADNc

El ADN complementario (ADNCc) se obtuvo mediante la retrotranscripcion de ARN
extraido segin se describe en el aparado 14.1. Para ello, se mezclaron 2 ug de
ARN total con 4 pL de tampdn de incubacion 5X (Roche), 2 uL de una mezcla que
contenia dATP 10 mM, dCTP 10 mM y dGTP 10 mM, 25 unidades de Protector
RNase Inhibitor (Roche), 1 pg de cebador oligo (dT);s (Promega) y 40 unidades de
transcriptasa reversa AMV (Roche), en un volumen final de 20 pL, completado
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con agua. La mezcla de reaccion se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente,
1 horaa 43°C y 5 min a 94°C.

14.3-Amplificacién por PCR del gen de prohibitina-1

Se disefiaron cebadores degenerados segun la secuencia nucleotidica de los genes
gue codifican para las prohibitina-1 de insectos y de péptidos de proteinas del
epitelio intestinal de L. decemlineata. Los oligonucleétidos se sintetizaron en
Integrated DNA Technologies (Bélgica). La secuencia nucleotidica de los
cebadores fue: SKDLQNVdirecto (5 AG(C/T) AA(A/G) GAT TTG CA(G/A)
AAT GT 3"); ITLRILdirecto (5 AAC ATC AC(A/G) CT(G/C) CGT AT(T/C) CT
3"); VELKQVAreverso (5° GCC AC(C/T) TG(C/T) TTC ATT TC(C/G) AC 3");
IEAAEDIreverso (5" AT(A/G) TCC TCG GCG GC(T/C) TC 3).

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf), mediante el programa que se describe a continuacién: 1 ciclo (94°C, 2
min); 10 ciclos (94°C, 30 segundos; hibridacién 50°C, 30 segundos; elongacién
72°C, 2 min); 35 ciclos (94°C, 30 segundos; hibridacion 50°C, 30 segundos;
elongacion 72°C, 2 min, afiadiendo 5 segundos por ciclo a la elongacién) y una
elongacion final de 72°C, 10 min. Se utiliz6 1uL de ADNC, sintetizado segun se
describe en el apartado 14.2, 1,25 unidades de ADN polimerasa Pag5000™
(Stratagene), 2,5 UL de tampdn de reaccidén 10X (Stratagene), 1mM de cada dNTP
(Promega) y 2 uM de cebadores, en un volumen final de 25 pL, completado con
agua.

15-Amplificacion por PCR del gen de la metaloproteasa ADAM10 de L.
decemlineata

Se diseflaron cebadores segun la secuencia nucleotidica de regiones altamente
conservadas en genes que codifican para metaloproteasas ADAM10 de Drosophila
melanogaster y Xenopus laevis. Los oligonucleotidos se sintetizaron en Integrated
DNA Technologies (Bélgica). La secuencia nucleotidica de los cebadores fue:
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SPDFKLdirecto (5"GG(A/CIT) CT(A/G) AA(A/G) TTT (A/G)A(A/CIGIT) GT3);
GEEQ/CDCGreverso (5" GG(CI/T) GT(C/T) AG(CIT) GT(A/G) A(G/C)(A/G)
AG(A/CIGIT) GG3 ’); HEIGHdirecto (5 CAC GAA AT(C/T) GGA CA(CIT) 37);
HEIGHreverso (5° (A/G)TG TCC (A/G)AT TTC GTG 37); HELGHdirecto
(5°CAC GA(A/G) TTG GG(A/GIC) CAC 37); HELGHreverso (5° GTG
(G/CIT)CC CAA (CIT)TCGTG 3").

La reaccion de PCR se llevd a cabo de manera similar a la descrita para la
amplificacién del gen de prohibitina-1 (apartado 14.3), con la excepcién de que la
temperatura de hibridacion fue de 56°C.

16- Deteccion de proteinas de BBMV que interactian con Cry3Aa utilizando
el reactivo de entrecruzamiento Sulfo-SBED

Para identificar las proteinas de BBMV que interactdan con Cry3Aa se empled el
reactivo de entrecruzamiento trifuncional Sulfo-SBED que contiene en su
estructura un éster activo de N-hidroxisuccinimida sulfonada (Sulfo-NHS), un
residuo de aril azida fotoactivable y un residuo de biotina (ProFound™Sulfo-SBED
Biotin Label Transfer Kit, Pierce). La biotinilacion de la toxina Cry3Aa asi como
la transferencia por fotoactivacion de la marca de biotina a las proteinas de las
BBMV con las que interactud la toxina, se llevd a cabo en las condiciones
sugeridas por el fabricante (Pierce). Las proteinas de interaccion biotiniladas se
detectaron por Western blot utilizando estreptavidina acoplada a la enzima
peroxidasa de rdbano. Las condiciones de las tres etapas en que se realizd este
ensayo fueron las siguientes:

- Marcaje de Cry3Aa con Sulfo-SBED

El marcaje de la toxina se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante
(Pierce). Se prepar6 una solucion de Cry3Aa de concentracién 0,25 g/L en tampon
PBS, pH 8,0. El reactivo Sulfo-SBED se disolvid a una concentracién de 10 g/L en
dimetil formamida. La reaccion de marcaje se llevo a cabo incubando 50 pg de
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Cry3Aa con 1,8 pg de Sulfo-SBED (relacion molar 1:3), durante 30 min, a
temperatura ambiente, en la oscuridad. La mezcla resultante se dializ6 durante toda
la noche a 4°C empleando las unidades de dialisis y el tampon contenidos en el kit
ProFound™ Sulfo-SBED Biotin Label Transfer (Pierce).

- Interaccion de Cry3Aa-Sulfo-SBED con las proteinas de BBMV y reaccion
de entrecruzamiento

Se incubaron 5 pg de toxina marcada con Sulfo-SBED con 15 6 30 pg de proteinas
de BBMV durante 60 min en la oscuridad, a temperatura ambiente. Transcurrido
este periodo se llevd a cabo la fotoactivacion, para lo cual la muestra se coloco
durante 5 min a una distancia de 5 cm de una lampara ultravioleta de 75 W. Para
ensayar la interaccion de Cry3Aa marcada con Sulfo-SBED con proteinas de
BBMV separadas por electroforesis bidimensional e inmovilizadas en una
membrana de nitrocelulosa se procedio segun se describe en el apartado 11 y tras la
precipitacion de la muestra de partida se recuperaron 1,5 mg de proteinas de
BBMV. El volumen correspondiente a 0,5 mg se separd por electroforesis
bidimensional (epigrafe 11) y a continuacion las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (apartado 12). Las proteinas contenidas en el volumen
restante fueron separadas por una segunda electroforesis bidimensional y el gel
resultante se tifid con una solucién de Coomassie coloidal ((NH,),SO4 8% (p/v),
H3PO, 0,8% (v/v), azul de Coomassie G-2500, 08% (p/v), metanol 20% (v/v)),
segin el procedimiento indicado por GE Healthcare. La membrana con las
proteinas de BBMYV inmovilizadas se incubd con una solucién de Cry3Aa marcada
con Sulfo-SBED de concentracion 75 nM en tampén PBS, pH 7,4, durante 1 h, a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Seguidamente, se elimind la toxina
marcada no unida y se lavd la membrana de manera andloga a como se describe en
el apartado 13. A continuacion se llevé a cabo la reaccion de fotoactivacion para lo
cual la membrana se colocé durante 10 min bajo una lampara ultravioleta de 8 W
con una longitud de onda de emision de 312 nm (BLX-312).

- Electrotransferencia

Tras las reacciones de fotoactivacion se llevo a cabo la deteccion de las proteinas
de BBMV marcadas con biotina. Con este fin, se separaron dos alicuotas de 20 pL
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de la mezcla de Cry3Aa-Sulfo-SBED y las BBMV. A una de las cuales se le afiadio
5 pL de tampon de muestra (Lane Marker Non-reducing Sample Buffer, Pierce)
gue contenia DTT 100 mM y a la segunda alicuota se le adiciond tampdn de
muestra sin DTT. Las muestras se calentaron a 70 °C, durante 5 min y se separaron
por SDS-PAGE (apartado 9). Tras la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (apartado 12). Dicha membrana, asi
como la que contenia las proteinas de BBMV inmovilizadas y que habia estado en
contacto con Cry3Aa marcada con Sulfo-SBED, se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente con una solucién de BSA 3% (p/v) en PBST 0,1%, para
bloquear las uniones inespecificas. Seguidamente, las membranas se incubaron
durante 1 h a temperatura ambiente con una solucion de estreptavidina unida a la
peroxidasa de rabano 20 ng/mL en PBS pH 7,4. A continuacion, se afiadio el
reactivo quimioluminiscente de la peroxidasa de rabano (Pierce) y se expusieron a
peliculas fotograficas Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare).

Las manchas correspondientes a las proteinas de interés se seleccionaron
comparando visualmente el gel tefiido con Coomassie coloidal y la pelicula
fotografica revelada. Las manchas seleccionadas se cortaron del gel y se enviaron
al Servicio de Protedmica del Centro de Investigacion Principe Felipe (Valencia)
para su analisis por espectrometria de masas.

17- Aidamiento de proteinas de BBMV que unen el péptido pep-rec
inmovilizado

El péptido pep-rec, cuya secuencia se indica en el apartado 7.2, se inmovilizd por
su extremo N-terminal en una resina de polietilén glicol en el Laboratorio de
Péptidos y Proteinas del Centro de Investigacion Principe Felipe (Valencia).

La resina con pep-rec inmovilizado (50 mg) se lavé con 500 L de tampon fosfato
(Na,HPO, 8mM, KH,PO,2mM, pH 11,0), centrifugando durante 1 mina 1.700 x g
a temperatura ambiente. El sobrenadante correspondiente a 400 uL de BBMV (2,4
mg de proteina) obtenido tras la centrifugacion a 20.817 x g durante 15 min a 4°C
se dividio en alicuotas de 100 pL que fueron incubadas secuencialmente con la
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resina durante 15 min, a 4°C en agitacion. Tras cada incubacion se eliming el
material no unido, centrifugando la mezcla durante 1 min a 1.700 x g a 4°C. Al
cabo de 60 min, la matriz sélida con el material unido se sometié a 5 lavados con
tampdn fosfato, para eliminar las uniones inespecificas. La elucion se realizo
incubando la matriz con 50 pL de tampon fosfato, pH 11,0 que contenia NaCl 0,25
M durante 5 min a 4°C y centrifugando 1 min a 1.700 x g a 4°C. La elucion se
repitié otras dos veces aumentando la concentracion de NaCl a 0,5 M.

Las proteinas eluidas fueron analizadas por SDS-PAGE (apartado 9). A
continuacion, el gel se tifio con plata utilizando el kit PlusOne™ Silver Staining
(GE Healthcare) y se cortaron las bandas de interés para su analisis por
espectrometria de masas en el Servicio de Proteémica del Centro de Investigacién
Principe Felipe (Valencia). El segundo de los eluidos también fue utilizado en el
ensayo de corte del péptido fluorogénico sustrato de metaloproteasas ADAM
(epigrafe 8).

18- Unién del péptido pep-reca MECsde L. decemlineata

Para visualizar el patron de distribucién del péptido pep-rec en MECs, las células
recién disociadas (aproximadamente 5 x 10° en 10 pL de PBS) se incubaron
durante 15 min con 0,25 pL del péptido pep-rec marcado con fluoresceina (pep-
rec-FITC) 20 pg/uL diluido 1:100 (v:v) en DMSO:PBS. Para el andlisis por
microscopia se afiadieron 12 pL de medio VECTASHIELD Hard Set con DAPI
(Vector Laboratories) a MECs tratadas con pep-rec-FITC (aproximadamente 2,5 x
10° en 5pL), las muestras tefiidas se colocaron en un portaobjetos de cristal y se
observaron al microscopio Leica DM LB2.
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19- Aidamiento de proteinas del intestino de L. decemlineata que unen
calmodulinainmovilizada en una matriz de agar osa

Se partié de intestinos de larvas de cuarto estadio de L. decemlineata, los cuales se
lavaron con 500 pL de tampon PBS pH 7,4 frio, centrifugando a 14.000 x g
durante 5 min a 4°C. El precipitado se resuspendié en 1 mL de tampon de lisis frio,
compuesto por NaCl 50 mM, NP-400, 5% (v/v), DTT 10 mM, &cido
acetohidroxamico 100puM, NaF 10 mM y 1 tableta de inhibidores de proteasas
(Complete, Roche). La mezcla se homogeneizd mecanicamente durante 10
segundos en hielo en un homogeneizador ULTRA-TURRAX (IKA-Labortechnik).
Seguidamente se centrifugd a 14.000 x g durante 15 min a 4°C y el sobrenadante
resultante se mezcld con 20 UL de una solucién salina de calmodulina inmovilizada
en perlas de agarosa (Sigma-Aldrich). La mezcla se incubd durante 2 h a 4°C en
agitacion. A continuacion se separ6 el sobrenadante centrifugando a 14.000 x g
durante 5 min a 4°C. La elucion se llevo a cabo mediante tres incubaciones de 5
min del sedimento con 50 puL de tampdn de lisis que contenia CaCl, 0,2 uM,
seguidas de una centrifugacion de 5 min a 14.000 x g. Las proteinas contenidas en
los eluidos se analizaron por SDS-PAGE (10%) y se tifieron con azul de
Coomassie (apartado 9) o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(epigrafe 12) en la que se inmunodetectd la union de Cry3Aa (apartadol3). Las
bandas de proteinas cortadas del gel tefiido con azul de Coomassie se analizaron
por espectrometria de masas en el Servicio de Protedmica del Centro de
Investigacion Principe Felipe (Valencia).

20- Uniodn de la toxina Cry3Aa a calmodulina inmovilizada en una matriz de
agarosa

Se adicionaron 50 yL de tampo6n PBS, pH 7,4 a 20 pL de perlas de agarosa que
contenian calmodulina o glutatién inmovilizados (Sigma) y seguidamente la
mezcla se centrifugd durante 10 min a 500 x g. Este proceso se realiz0 tres veces
en total, en la etapa final la mezcla no se centrifug6, quedando las perlas de agarosa
suspendidas en tampdn PBS. A continuacion, se incubaron 20 ul de toxina Cry3Aa
0,056 pg/pLl con 20 pL de la solucion de perlas de agarosa con calmodulina o

58



Material y Métodos

glutation (GSH) inmovilizados en un volumen final de 80 pL completado con
tampon B (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, Tritén X-100 1% (v/v)) en
dos condiciones, con CaCl, 0,1 mM 6 EGTA 1 mM, durante 1h a 4°C en agitacion.
Seguidamente se llevaron a cabo tres lavados con 50 pL de tampo6n B que contenia
CaCl, 0,1 mM 6 EGTA 1 mM, en cada caso, centrifugando a 500 x g durante 1
min. Los sedimentos obtenidos se resuspendieron en 20 L de tamp6n PBS pH 7,4,
se les adicion6 tampon de muestra (Tris-HCI 100 mM, pH 6,8, SDS 4% [p/v],
glicerol 20% [v/v], DTT 100 mM, azul de bromofenol 0,01% [p/v]) y se calentaron
durante 10 min a 95°C. A continuacion la muestra se centrifugd a 500 x g durante 1
min y los sobrenadantes se analizaron por SDS-PAGE y Western blot para
determinar la presencia de la toxina Cry3Aa unida (apartados 9, 12 y 13).

21- Ensayos de formacién de poro de Cry3Aa en BBMV con calceina
encapsulada

La encapsulacion de calceina se llevd a cabo sonicando 3 veces durante 30
segundos las BBMV (300 ug de proteina total) en una solucién que contenia
calceina 80 mM (Molecular Probes, Eugene, OR), KCI 150 mM y CHAPS 10 mM,
pH 9,0. La calceina libre se separ6 de las BBMV con el fluor6foro encapsulado por
cromatografia de exclusion molecular, utilizando una columna Sephadex G-50 (1 x
30 cm) equilibrada con tamp6n de elucion (KCI 150 mM, CHES 10 mM, pH 9,0).
La elucion se realizd utilizando una bomba peristaltica a baja velocidad. Se
recogieron fracciones de 1 mL.

Para los ensayos de formacién de poro se mezclaron 75 g de BBMV con calceina
encapsulada con 900 pL de KCI 150 mM, CHAPS 10 mM, pH 9,0 y se afadieron
20 pL de los sobrenadantes obtenidos tras la centrifugacién a 20. 800 x g, durante
20 min, a temperatura ambiente, de Cry3Aa incubada durante 10 min con BBMV,
segun se describe en el apartado 7.2, en ausencia y en presencia del péptido pep-99
150 uM, del péptido pep-rec 2 mM 6 de é&cido acetohidroxdmico 2 pM
(concentraciones finales). Para el analisis de la formacién de poros de la toxina
Cry3Aa quimotripsinizada se procedié de manera analoga a la descrita para la
toxina sin procesar, con la excepcion de que previamente a la incubacién con las

59



Material y Métodos

BBMV, la toxina se proces6 con quimotripsina. Como control se afiadieron la
toxina Cry3Aa, Cry3Aa quimotripsinizada, pep-99, pep-rec y é&cido
acetohidroxamico a las mismas concentraciones que en los ensayos de incubacién
con BBMV.

Al final de cada experimento se ensay0 la liberacién méaxima de calceina, para lo
cual se lisaron las BBMV con Triton X-100 0,1% (v/v). El aumento de la
intensidad de la fluorescencia producido por la liberacion de calceina se sigui6 a
temperatura ambiente, con agitacion constante y utilizando un espectrofotometro
de fluorescencia VARIAN Cary Eclipse equipado con un soporte de celda
controlado termostaticamente. Las longitudes de onda de excitacion y emisién
fueron de 490 y 520 nm, respectivamente.

22- Ensayos de citotoxicidad en MECs de L. decemlineata
- Citotoxicidad de Cry3Aa en presencia de TFP

Las células disociadas del epitelio intestinal (aproximadamente 2,5 x 107en 50 pL
de tampon PBS, pH 7,4) se incubaron durante 30 min con 1,7 uL de una solucion
de TFP 3 mM en DMSO 6 con 1,7 uL de DMSO, como control. A continuacion las
células se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente con 9 uL de Cry3Aa
15,3 uM 6 con 9 pL de Na,COz; 50 mM, pH 10,5, utilizado como control.
Seguidamente, se incubaron 25 pL de cada muestra con 25 uL de azul de tripan
0,4% (p/v) durante 5 min. Para contar las células muertas tefiidas de azul y las
células vivas transparentes, las muestras se observaron al microscopio Leica DM
LB2. La citotoxicidad se estim6 como la razén entre las células muertas y las
células totales. Los ensayos se realizaron por duplicado.

- Citotoxicidad de Cry3Aa en presenciade MCD

Las MEC (aproximadamente 2,5 x 10" en 50 pL) se incubaron durante 30 min con
4,2 uL de una solucién de MCD 30 mM en agua (MCD 2,5 mM concentracién
final). Seguidamente las celulas se incubaron durante 20 min a temperatura
ambiente, con 20 uL de Cry3Aa 14,5 uM en Na,CO3 50 mM, pH 10,5 é de Na,COs
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50 mM, como control. La citotoxicidad se analiz6 por exclusion de azul de tripan,
de manera similar a como se ha descrito en el apartado anterior. Los ensayos se
realizaron por duplicado.

- Citotoxicidad de los péptidos pep-rec, pep-rec barajado y pep-99

Las MECs (aproximadamente 2,5 x 10" en 50 uL) se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente con 4,2 uL de una disolucion del péptido pep-rec 12 mM en
DMSO:PBS 1:10 (v:v), o con 4,2 uL. de DMSO:PBS 1:10 (v:v), como control. Para
ensayar la toxicidad de los péptidos pep-rec barajado  (Ac-
RFNYPFTGYHDQFGNS-NH2) 'y  pep-99, las MECs se incubaron
independientemente con 4,2 uL de una disolucion de cada péptido12 mM en PBS.
En todos los casos el volumen final fue de 30 uL, completado con tampoén PBS pH
7,4. La citotoxicidad se analizé por exclusion de azul de tripan, de manera similar a
como se ha descrito en los apartados anteriores. Los ensayos se realizaron por
duplicado.

23- Ensayos detoxicidad de Cry3Aa en larvas de L. decemlineata

La toxicidad de Cry3Aa se ensayo0 en larvas de L. decemlineata de tercer estadio de
desarrollo. En cada bioensayo se incluyeron 12 larvas que se mantuvieron sin
comer durante 2 h en compartimentos individuales en cajas de 25 pocillos. Pasado
el periodo de ayuno, cada larva se puso en contacto con un disco de hojas de patata
de 0,24 cm?, al que previamente se le habia agregado toxina recién solubilizada,
segun se describe en el apartado 5.2. Tras ingerir el disco, las larvas se trasvasaron
a un recipiente de pléastico, se les afiadio hojas de patata frescas y se mantuvieron
en una cadmara termorreguladora (25+1°C), durante 7 dias. Al cabo de dicho
periodo se contabiliz6 el nimero de larvas muertas. Los bioensayos se realizaron
por triplicado.

En los ensayos de toxicidad de Cry3Aa en larvas en ausencia y en presencia de
MCD se adiciond a los discos de hojas de patata 1 pL de una mezcla compuesta
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por 0,3 uL de Cry3Aa 1 g/L y 0,7 pL de agua o de una solucion de MCD 30 mM
en agua. Como control de los tratamientos anteriormente mencionados las larvas
ingirieron discos de hojas de patata previamente humedecidos con 1 pL de una
mezcla compuesta por 0,3 uL de Na,CO3 50 mM, pH 10,5y 0,7 uL de agua o de
una solucién de MCD 30 mM en agua.

Para ensayar la toxicidad de Cry3Aa en ausencia y en presencia del péptido pep-99,
se agregd a los discos de hojas de patata una mezcla compuesta por 0,4 pL de
Cry3Aa 0,75 ¢g/L y 3 uL de tampon PBS pH 7,4 6 de una solucién del péptido
pep-99 10,68 mM en PBS pH 7,4. Como controles de estos tratamientos se
incluyeron discos humedecidos con 0,4 pL de Na,CO350 mM, pH 10,5y 3 pL de
la solucion del péptido pep-99 6 de PBS pH 7,4.

En los ensayos de toxicidad de Cry3Aa en ausencia y en presencia de acido
acetohidroxamico, los discos de hojas de patata se impregnaron con una mezcla
compuesta por 0,4 puL de Cry3Aa 0,75 ¢g/L y 3 pL de agua 6 de una solucién de
acido acetohidroxamico 13 mM en agua. Como controles de toxicidad, se
adicionaron a los discos 0,4 pL de Na,CO3; 50 mM, pH 10,5y 3 uL de la solucion
de 4cido acetohidroxamico o de agua.
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1- Procesado proteolitico de Cry3Aa por proteasas asociadas al epitelio
intestinal de Leptinotarsa decemlineata

1.1- Protedlisis de Cry3Aa catalizada por BBMV de L. decemlineata

En un trabajo anterior, nuestro grupo de investigacién demostré que la interaccién
de Cry3Aa con vesiculas de membrana del borde en cepillo del epitelio intestinal
(BBMV) de L. decemlineata producia un notable incremento en la capacidad
formadora de poro de la toxina in vitro, en comparacion con la formacion de poro
producida por la toxina nativa o proteolizada con tripsina o quimotripsina (Rausell
et al., 2004). Se observo también que la interaccion de la toxina con las vesiculas
de membrana producia la aparicion de fragmentos de Cry3Aa de bajo peso
molecular, evidencidndose que Cry3Aa es sustrato de una o varias proteasas
asociadas a las BBMV.

Para estudiar el procesado proteolitico de Cry3Aa por las BBMV de L.
decemlineata llevamos a cabo ensayos de incubacién de la toxina con dichas
vesiculas. La proteolisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV generd la aparicion
de fragmentos solubles que pudimos separar de las membranas de las vesiculas por
centrifugacion. El andlisis de los sobrenadantes por SDS-PAGE y Western Blot
muestra que la protedlisis de Cry3Aa fundamentalmente condujo a la aparicién de
cinco fragmentos de toxina de masas moleculares aparentes de 47, 42, 38, 30 y 26
kDa (Figura 1). Dependiendo de la preparacion de BBMYV la intensidad relativa de
un fragmento u otro puede variar y en ocasiones puede obtenerse un fragmento de
24 kDa.
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Cry3Aa
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Figura 1.- Perfil peptidico de Cry3Aa generado por proteasas asociadas a BBMV de L. decemlineata.
Inmunodeteccion de la toxina Cry3Aa en el sobrenadante obtenido tras su incubacién con BBMV. Las flechas
sefialan los fragmentos de Cry3Aa generados y a su lado se indican sus masas moleculares. A la izquierda se
sefialan las masas moleculares de los marcadores utilizados.

Se analiz6 el efecto sobre la protedlisis de Cry3Aa del tiempo de incubacion con
las BBMV de L. decemlineata y del pH de la mezcla de incubacion. Segun se
aprecia en la Figura 2A, a 120 min, en comparacion con la incubacion de 10 min,
se aprecia una disminucién de la intensidad de los fragmentos de protedlisis de
Cry3Aa, probablemente debido a que a medida que aumenta el tiempo de
incubacion dichos fragmentos también son proteolizados por las proteasas
asociadas a las BBMV. En relacién al pH, la protedlisis tuvo lugar tanto a pH 7,4
como a pH 11,0 (Figura 2B). Decidimos realizar las incubaciones durante 10 miny
trabajar a pH bésico para evitar los problemas asociados a la insolubilidad de la
toxina Cry3Aa, ya que se ha descrito que in vitro la toxina solubilizada precipita en
soluciones de pH neutro o ligeramente acido (Koller et al., 1992).

A B
pH 7,4 pH 11,0
Cry3Aa+BBMV Cry3Aa Cry3Aa
KDa CTY3A@ 10min 120 min KDa +BBMV +BBMV
s . . ow e
50 — 50—
37 — - - —
37—
-
25— -_" - - 25—
20 — 50 —

Figura 2.- Efecto del tiempo de incubacion y el pH en la protedlisis de Cry3Aa catalizada por BBMV de
L. decemlineata. Inmunodeteccion de la toxina Cry3Aa en los sobrenadantes obtenidos tras su incubacién con
BBMYV durante 10 y 120 min (A) y a pH 11,0 6 7,4 durante 10 min (B).
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Adicionalmente se analiz6 la actividad proteolitica del sobrenadante obtenido tras
la centrifugacion de las BBMV de L. decemlineata, comprobandose que el perfil
proteico de la toxina Cry3Aa generado por las proteasas separadas en el
sobrenadante es similar al producido por las BBMV integras (Figura 3).

A B
VBBM \% Cry3Aa
/ <+—Cry3Aa KDa Al A2
Centrifugacion 75—
1 Incubacién 50
Sobrenadante 1
Cry3Aa 'l Centrifugacién 37— - -
Incubacién
Sobrenadante —
- -

SDS-PAGE SDS-PAGE
A-1 A-2

Figura 3.- Perfil peptidico de Cry3Aa generado por € sobrenadante de BBMV y por BBMV integras
de L. decemlineata. A) Esquema de variantes de protedlisis de la toxina Cry3Aa catalizada por proteasas de
BBMV. A-1) Incubacién de la toxina Cry3Aa con sobrenadante de BBMV. A-2) Incubacién de la toxina
Cry3Aa con BBMV integras. B) Inmunodeteccion de la toxina Cry3Aa incubada con proteinas de BBMV
en las condiciones representadas en A-1y A-2.

1.2- Regiones de Cry3Aa por las que tiene lugar la protedlisis catalizada por
BBMYV deL. decemlineata

Con el objetivo de conocer las regiones de la toxina por las que tiene lugar la
proteolisis, llevamos a cabo la separacion por electroforesis bidimensional del
sobrenadante obtenido tras la centrifugacion de la mezcla resultante de la
incubacion de Cry3Aa con las BBMV y analizamos la secuencia amino terminal de
los fragmentos producidos por la proteolisis. Para ello, marcamos cantidades
equivalentes de la toxina Cry3Aa con los fluoréforos Cy5 6 Cy3. La toxina
marcada con Cy5 fue incubada con BBMV para ser procesada proteoliticamente,
mientras que la toxina marcada con Cy3 no se sometié a la protedlisis. A
continuacion, el sobrenadante obtenido tras la protedlisis de la toxina marcada con
Cy5 se mezcl6 con la toxina marcada con Cy3 y la muestra resultante se separd por
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electroforesis bidimensional. La imagen obtenida tras el escaneado de la
fluorescencia del gel se muestra en la Figura 4.

Las manchas de bajo peso molecular y con fluorescencia roja corresponden a
fragmentos de Cry3Aa procesada por las BBMV, las manchas verdes proceden de
la toxina control y las amarillas corresponden a los fragmentos presentes tanto en la
toxina control como en la proteolizada. Las proteinas asi separadas fueron
transferidas a una membrana de PVDF.

Figura 4. — Analisis por electroforesis bidimensional del perfil peptidico de la toxina Cry3Aa
generado por BBMV de L. decemlineata. Escaneado fluorescente de los fragmentos separados
por electroforesis bidimensional de una mezcla de 50 pg de toxina Cry3Aa sin procesar marcada
con el fluor6foro Cy3 (manchas verdes) y 50 pg de toxina Cry3Aa proteolizada por BBMV
marcada con Cy5 (manchas rojas). Las manchas amarillas corresponden a la superposicion de
manchas rojas y verdes. El rango de pH del isoelectroenfoque de la primera dimension se indica
en la parte superior de la figura.

Las manchas correspondientes a los fragmentos marcados con Cy5 (rojo) en el gel
se escindieron de una membrana de PVDF y se secuenci6 su extremo N-terminal.
De las manchas escindidas solo obtuvimos dos secuencias, SLDGA y DKV, cuyos
extremos amino terminal corresponden a los residuos de serina 578 y é&cido
aspartico 631 de la secuencia de Cry3Aa, respectivamente. Tal y como se observa
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en la representacion esquematica de la estructura tridimensional de Cry3Aa (Figura
5) ambas secuencias se localizan en el dominio Il de la toxina, en dos lazos
expuestos y situados en el mismo plano.

dominio 11l

Figura 5.- Representacion esquemética de la estructura tridimensional de la toxina Cry3Aa. El modelo
gréfico de la toxina Cry3Aa se produjo con el programa Chimera (Pettersen et al., 2004). Los segmentos
correspondientes a las secuencias N-terminal de dos fragmentos de dominio Il generados por la proteélisis
catalizada por las BBMV se representan en verde.

Para comprobar la especificidad de la protedlisis de Cry3Aa catalizada por
proteasas asociadas a las BBMV por la region representada por la secuencia
SLDGA, se sintetiz6 un péptido de 12 aminoacidos (pep-99) que incluye dicha
secuencia y los aminoécidos que la flanquean en la estructura primaria de Cry3Aa.
El péptido pep-99, cuya secuencia aminoacidica es Ac-FTLSLDGAPFNQ-NH,, se
utiliz6 como competidor en ensayos de proteolisis de Cry3Aa por las BBMV.

Cry3Aa+BBMV
Cry3Aa  —tPEP99
kDa imM  2mM  7mM
75—
- NPT

25— -

Figura 6.- Efecto del péptido pep-99 en la protedliss de Cry3Aa catalizada por BBMV de L.
decemlineata. Inmunodeteccidn de la toxina Cry3Aa en los sobrenadantes obtenidos tras su incubacion con
BBMV en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes del péptido pep-99 (Ac-
FTLSLDGAPFNQ-NH,).
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Segun se observa en la Figura 6, el péptido pep-99 inhibe la aparicion de los
fragmentos de protedlisis de Cry3Aa y esta inhibicion es dependiente de la
concentracién de péptido. Estos resultados indican que Cry3Aa es sustrato de
proteasas asociadas a las BBMV de L. decemlineata y que la protedlisis tiene lugar
de manera especifica por regiones expuestas del dominio Ill. No obstante, no
podemos descartar que la protedlisis también pueda tener lugar por otras regiones
de la toxina, de cuyos péptidos resultantes no hayamos podido determinar la
secuencia N-terminal.

1.3- Ensayos de inhibicién de la protedlisis de Cry3Aa catalizada por BBMV
de L. decemlineata

Como primera aproximacion para la identificacion de las proteasas asociadas a las
BBMV de L. decemlineta implicadas en la protedlisis de Cry3Aa, nos propusimos
conocer a qué clase pertenecen, segin su mecanismo catalitico. Para ello,
ensayamos la proteo6lisis de Cry3Aa en presencia de cocteles de inhibidores de
clases especificas de proteasas. Segun se observa en la Figura 7, la incubacién de
las BBMV en presencia de inhibidores de metaloproteasas (carrera M) produjo la
inhibicidn casi total de la protedlisis de Cry3Aa. Los inhibidores de serin proteasas
(carrera S) y cistein proteasas (carrera C) también inhibieron la protedlisis de la
toxina, apreciandose la desaparicion de los fragmentos de 30 y 26 kDa y la
disminucion de la intensidad de los de 47, 42 y 38 kDa. El inhibidor de aspartil
proteasas no produjo efecto significativo alguno (carrera A).

Para conocer a qué inhibidores especificos, de los contenidos en los cocteles
empleados, resulta sensible la protedlisis de Cry3Aa, se ensayé la protedlisis en
presencia de cada uno de los inhibidores de los tres tipos de proteasas cuya
actividad se vio sensiblemente disminuida al utilizar cocteles de inhibidores de
serin proteasas, cistein proteasas y metaloproteasas. Tal y como se aprecia en la
Figura 8, la leupeptina (L) y el TPCK, que son inhibidores de serin proteasas y de
cistein proteasas, y el inhibidor de cistein proteasas E64 resultaron ser efectivos en
la inhibicion de la protedlisis de Cry3Aa por las BBMV.
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Cry3Aa+ BBMV
KDa Cry3Aa + inhibidor es de proteasas
C S A M

75—
. VPR

37— -; -

25— -

Figura 7.- Efecto de cécteles de inhibidor es de clases especificas de proteasas en la protedliss de Cry3Aa
catalizada por BBMV. Inmunodeteccion de Cry3Aa en sobrenadantes obtenidos tras su incubacion con
BBMV en ausencia y en presencia de cocteles de inhibidores de proteasas: C, inhibidores de cistein proteasas
(PMSF1 mM, E-64 10 puM, leupeptina 100 uM); M, inhibidores de metaloproteasas (amastatina 0,1 mM,
EDTA 10 mM, 1,10-fenantrolina 10 mM); S, inhibidores de serin proteasas (PMSF 1 mM, leupeptina 100 uM,
TPCK 0,1 mM, Pefabloc 5 mM, inhibidor de tripsina de soja 0,1 mg/ml); A, inhibidores de aspartil proteasas
(pepstatina A 50 uM).

Lry3Aa+ BBMV Cry3Aa+BBMV Cry3Aa+ BBMV
kDa +TPCK +E64 kDa +PMSF +L +STB +P kDa +AM +EDTA +1,10-Fen +AHA
T-ww | foses Swsww
50— — 50— 50—
MR = e ;e
g -
25— =, 25 — 25_. —_—

Figura 8.- Efecto de inhibidores especificos de proteasas en la protedlisis de Cry3Aa catalizada por
BBMV. Inmunodeteccion de Cry3Aa en sobrenadantes obtenidos tras su incubacion con BBMV en
ausencia y en presencia de TPCK 0,1 mM; E-64 10 uM; PMSF 1 mM; L, leupeptina 100 uM; STB,
inhibidor de tripsina de soja 0,1 mg/ml; P, Pefabloc 5 mM; Am, amastatina 0,1 mM; EDTA 10 mM; 1,10-
fenantrolina 10 mM, AHA, acido acetohidroxamico 100 mM. La ultima carrera (AHA) esta separada del
resto porque no es adyacente a las otras carreras en el gel.

En el caso de los inhibidores de metaloproteasas, la aparicion de los fragmentos de
protedlisis resulté fuertemente inhibida en presencia de 1,10-fenantrolina y acido
acetohidroxamico, inhibidores de metaloproteasas dependientes de zinc (Figura 8).
Se analizd la inhibicion de la protedlisis en presencia de diferentes concentraciones
de 1,10-fenantrolina, resultando dependiente de la concentracion de inhibidor
(Figura 9).
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Cry3Aa+BBMV
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Figura 9.- Efecto del inhibidor de metaloproteasas 1,10-fenantrolina en la protedlisis de Cry3Aa catalizada
por BBMV de L. decemlineata. Inmunodeteccion de Cry3Aa en sobrenadantes obtenidos tras su incubacién con
BBMV en ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de 1,10-fenantrolina.

Los resultados anteriores indican que Cry3Aa puede ser sustrato de cistein
proteasas y de metaloproteasas dependientes de zinc asociadas a las BBMV de L.
decemlineata.

14- Evidencias a favor de la protedlisis de Cry3Aa por cistein y
metalopr oteasas asociadas alasBBMV de L. decemlineata

1.4.1- Identificacion de proteasas que proteolizan Cry3Aa en BBMV de L.
decemlineata mediante Ligand blot

Con el proposito de identificar las proteasas de las BBMV capaces de proteolizar la
toxina Cry3Aa, analizamos la secuencia N-terminal de proteinas del sobrenadante
obtenido tras la centrifugacion de BBMV inmovilizadas en membranas de PVDF, a
las que se unid la toxina.

Segln se observa en la Figura 10, la inmunodeteccion de la unién de Cry3Aa tanto
a las proteinas de BBMV separadas por SDS-PAGE monodimensional (Figura
10B, carrera 1) como bidimensional (Figura 10D) mostr6é que la toxina reconocié
fundamentalmente proteinas de alrededor de 75, 50 y 30 kDa. Las bandas de
aproximadamente 75 y 50 kDa fueron reconocidas por el anticuerpo anti-Cry3A en
ausencia de toxina (Figura 10B, carrera 2). Por ello, se escindieron una banda de
aproximadamente 30 kDa y otra de entre 37 y 50 kDa de la membrana
bidimensional y se secuenciaron sus extremos N-terminal.
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De las manchas cortadas, sélo obtuvimos secuencia del extremo N-terminal de la
de alrededor de 30 kDa, la cual resultd una sefial compleja compuesta por varias
posibles secuencias de 6 aminoacidos cada una, en las que las posiciones 1,4,5y
6 podian ser ocupadas por 2 aminoacidos cada una. A partir de estas secuencias se
buscaron proteasas con homologia de secuencia aminoacidica en la base de datos
NCBInr (“National Center for Biotechnology Information”, no redundante) (enero
2007), utilizando el programa BLASTp 2.2.23 (Altschul et al., 1997). La secuencia
SPDFKL resultd tener una elevada homologia (6/6 identidades) con el precursor de
la metaloproteasa ADAM10 de Xenopus laevis, alineandose en concreto con el
prodominio del precursor de esta metaloproteasa, en la region extracelular de la
proteina.

A B c D
1 2 pH 3 10 3 10
kDa kDa
75_&;1 “ . o= po.2
50— -
> 50 :
37— a7

Figura 10.-Unioén de la toxina Cry3Aa a proteinas de BBMV de L. decemlineata. Proteinas de BBMV
separadas por electroforesis monodimensional (A) y bidimensional (C), transferidas a membranas de
nitrocelulosa y tefiidas con azul de Coomassie. Inmunodeteccién de la unién de Cry3Aa a proteinas de BBMV
separadas por electroforesis monodimensional (B, carrera 1) y bidimensional (D). Deteccién de la unién a las
proteinas de BBMV separadas por electroforesis monodimensional (B, carrera 2) del anticuerpo anti-Cry3Aa
y del anticuerpo secundario conjugado a la fosfatasa alcalina. Las flechas en (B) y (D) indican la banda y la
mancha de las cuales se obtuvo su secuencia N-terminal.

La busqueda en la base de datos NCBInr se repiti6 en mayo de 2010,
encontrandose homologia de la secuencia SPDFKL, ademas de con el precursor de
la metaloproteasa ADAM10 de X. laevis, con el de Xenopus (Srulana) tropicalis.
Restringiendo la busqueda en la base de datos del NCBInr a insectos (taxid: 6960),
la secuencia VPDSID también presentd homologia con metaloproteasas de la
subfamilia M12A de Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti, similares a la
astacina de Astacus astacus, asi como con varias intestainas, cistein proteasas
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digestivas de L. decemlineata. En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los
extremos N-terminal y la informacidn concerniente a las proteasas con las que se
encontr6 homologia.

Secuencia L . . M(kDa) pl
. Descripcion No. Acceso Especie Identidades
N-terminal
SPDFKL | Precursor NP_001083912 X. laevis 6/6 8394 | 7.3
ADAM10

Metaloproteasa
de la subfamilia

VPDSID o XP_001851187 C. quinquefasciatus 6/6 35,32 9
M12A (similar
a astacina)
Cistein proteasa

VPDSID digestiva ABM55495 L. decemlineata 6/6 36,76 6

intestaina D-5

Tabla 1.- Proteasas con homologia a las secuencias N-terminal obtenidas de proteinas de BBMV
de L. decemlineata reconocidas por la toxina Cry3Aa. Se incluye la descripcion de las proteasas, la
especie a la que pertenecen, los nimeros de acceso en la base de datos NCBInr, las identidades y los
valores de las masas moleculares calculadas y los puntos isoeléctricos (pl).

En el apartado 1.3 habiamos mostrado que el procesado proteolitico de Cry3Aa era
inhibido por los inhibidores de metaloproteasas 1,10-fenantrolina y acido
acetohidroxadmico. Tanto las metaloproteasas ADAM (A Disintegrin  And
Metalloproteinase) como las metaloproteasas de la subfamilia M12A son inhibidas
por los compuestos 1,10-fenantrolina y acido acetohidroxamico (Wagner et al.,
2002; revisado en Seals y Courtneidge, 2003). Igualmente, en el apartado 1.3
hemos mostrado la inhibicion de la protedlisis de Cry3Aa observada en presencia
del inhibidor de cistein proteasas E64, el cual se ha descrito que inhibe las
intestainas de L. decemlineata (Gruden et al., 2003). La masa molecular calculada
de la mayoria de estas proteasas es de aproximadamente 36 kDa y sus puntos
isoeléctricos son acidos, valores que se corresponden con la posicién de la mancha
cortada en la membrana.

Estos resultados sugieren que la protedlisis de la toxina Cry3Aa podria ser
catalizada por metaloproteasas de las subfamilias de las ADAM y/o de las
astacinas, asociadas a las BBMV de L. decemlineata y por cistein proteasas,
posiblemente digestivas, de la familia de las intestainas de L. decemlineata.
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1.4.2- Identificacién de proteasas que proteolizan Cry3Aa en BBMV de L.
decemlineata utilizando un agente de entr ecr uzamiento

Para confirmar la identidad de las proteasas asociadas a las BBMV que proteolizan
Cry3Aa utilizamos una estrategia general que permite analizar las proteinas de las
BBMV con las que interactla la toxina en condiciones nativas, empleando el
agente de entrecruzamiento trifuncional Sulfo-SBED (Pierce) que “transfiere”
biotina a las proteinas de union. La toxina biotinilada se puso en contacto con las
BBMV de L. decemlineata y mediante una reaccion de fotoactivacién y tras la
adicion de un agente reductor, las proteinas de las BBMV que unieron Cry3Aa
guedaron marcadas con biotina y tras separarlas de la toxina, pudieron ser
detectadas por Western blot. Tal y como se muestra en la Figura 11, en las
muestras tratadas con DTT aparecié una banda de masa molecular aparente de 30
kDa que no se observa en las muestras no reducidas, lo cual indica que Cry3Aa
interactlia con una o varias proteinas de esa masa molecular aparente. En la Figura
11 puede apreciarse que la eficiencia en la transferencia de la marca de biotina fue
baja, pues contindian observandose las bandas correspondientes a la toxina entre 75
y 50 kDa, ademas de bandas de bajo peso molecular presentes en las muestras
tratadas con y sin DTT que probablemente correspondan a fragmentos de
protedlisis de Cry3Aa originados por las BBMV.

DTT +DTT
kDa =%

Figura 11.- Proteinas de BBMV de L. decemlineata que interacttian con la toxina Cry3Aa. La
toxina Cry3Aa marcada con el agente de entrecruzamiento trifuncional Sulfo-SBED se incub6 con
BBMV, la mezcla se someti6 a una reaccion de fotoactivacion y se afiadio el agente reductor DTT.
Las proteinas de BBMV que interactuaron con Cry3Aa quedaron marcadas con biotina y fueron
detectadas por Western blot. La flecha indica una banda de 30 kDa que corresponde a proteinas de
BBMV que interactdian con Cry3Aa.
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Con el procedimiento utilizado, en el que llevamos a cabo el entrecruzamiento de
la toxina Cry3Aa con las proteinas de BBMV con las que interactda, en solucién,
como resultado de la interaccion de la toxina con las BBMV también se produjo la
protedlisis de la toxina. Para detectar proteinas de las BBMV capaces de unir
Cry3Aa integra, las proteinas de las vesiculas se separaron por electroforesis
bidimensional y se inmovilizaron en una membrana de PVDF, la cual se incubd
con una solucion de toxina marcada con Sulfo-SBED. A continuacion, se llevo a
cabo la fotoactivacion, quedando asi marcadas con biotina las proteinas que
interactuaron con Cry3Aa, las cuales fueron detectadas con estreptavidina. En la
Figura 12B se aprecia que Cry3Aa interactu6 con proteinas de entre 25y 37 kDa,
tal y como se habia observado en el procedimiento anterior de incubacion de la
toxina con las BBMV en solucién (Figura 11). Igualmente se detectaron proteinas
de las BBMV de entre 75 y 100 kDa. Se recortaron 5 manchas de entre 75y 100
kDa y 8 manchas de entre 25 y 37 kDa de un gel tefiido con azul de Coomassie
(Figural2A), y se analizaron por espectrometria de masas.
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Figura 12.- Andliss por electroforess bidimensional de las proteinas de BBMV que
interactdan con Cry3Aa. A) Tincion con azul de Coomassie de proteinas de BBMV separadas por
electroforesis bidimensional, las flechas indican las manchas cortadas para ser analizadas por
espectrometria de masas y su nimero identificativo. B) Deteccidn con estreptavidina de proteinas de
BBMV que interacttan con Cry3Aa.
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Las manchas escindidas se digirieron con tripsina y los fragmentos peptidicos
resultantes se analizaron en un espectrometro de masas con una fuente de
ionizacién por laser asistida por matriz con analizadores de tiempo de vuelo en
tandem (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight, MALDI
TOF/TOF), obteniéndose asi los espectros de masas (MS) de cada mancha cortada
o0 huella peptidica. Adicionalmente, se adquirieron los espectros de fragmentacién
(MS/MS) de 5 de los péptidos mayoritarios en intensidad de cada huella peptidica.
La identificacion se llevé a cabo a partir de la informacion combinada de los
espectros de MS y MS/MS, la cual se envié de manera automatica a través del
sistema GPS (Global Protein Service, Applied Biosystems) a la base de datos
NCBInr (restriccion taxonémica a insectos) utilizando el algoritmo de busqueda
MASCOT (MatrixScience, UK). La informacion relacionada con las proteinas
identificadas se resume en la Tabla 2.

N . pl M Péptidos
No. No. de acceso Descripcion Especie Score .
(kDa) Identificados
NCBI Mascot
1 XP_974860 Aconitasa T. castaneum 140 8,2 86,23 29
2 XP_001663037 | Aconitasa A. aegypti 154 8,67 86,41 29
mitochondrial
3 XP_974860 Aconitasa T. castaneum 120 8,2 86,23 29
4 XP_317642 Aconitasa A. gambiae 134 8,74 | 85,92 27
5 XP_317642 Aconitasa A. gambiae 162 8,74 | 85,92 26
6 XP_624353 Aldocetoreductasa | A. mellifera 124 6,26 36,46 5
7 XP_974606 Prohibitina-1 T. castaneum 280 6,01 30,32 11
8 ABMb55486 Intestaina D-6 L. decemlineata 86 8 36,75 12
9 AAS20591 Intestaina B-11 L. decemlineata 73 5,73 36,67 6
10 ABMb55486 Intestaina D-6 L. decemlineata 206 8 36,75 20

Tabla 2.- Proteinas de BBMV de L. decemlineata que unen la toxina Cry3Aa. Se incluyen el nimero
identificativo de cada mancha analizada por espectrometria de masas, el nimero de acceso de las proteinas
identificadas en la base de datos NCBInr, su descripcion, la especie a la que pertenecen, el score maximo en
Mascot, sus puntos isoeléctricos, sus masas moleculares calculadas y el nimero de péptidos identificados.

Dado que el genoma de L. decemlineata no ha sido secuenciado y existen muy
pocas secuencias de proteinas de este organismo depositas en las bases de datos, la
identificacion de las proteinas de las BBMV a las que se unié Cry3A se basé
fundamentalmente en la homologia de la secuencia obtenida por espectrometria de
masas con la de proteinas de otros insectos existentes en las bases de datos. En
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todos los casos, el valor limite de score considerado para la asignacion de identidad
u homologia fue de 80, excepto para la banda 6 que fue de 52.

La mejor asignacidon para la informacion de espectrometria de masas de las
manchas numeradas del 1 al 5 corresponde a una proteina similar a aconitasa de los
dipteros A. aegypti y Anopheles gambiae y del coledptero Tribolium castaneum,
para las cuales se obtuvieron score en Mascot de entre 120 y 162 y coberturas de
las secuencias entre el 22 y el 30%. Las masas moleculares calculadas estan en
concordancia con las posiciones en que se sitan en el gel bidimensional, asi como
los puntos isoeléctricos. Entre los resultados de espectrometria de masas para cada
una de estas manchas también hay asignaciones para proteinas similares a
aconitasas de otros insectos.

La identificacién de la mancha 6 por MALDI TOF/TOF resulté negativa, por lo
que se procedid al analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC MS/MS). Para ello, los péptidos resultantes de la digestion con tripsina
fueron separados por cromatografia en fase reversa y posteriormente analizados en
un espectrdmetro de masas con una fuente de ionizacion por electronebulizacion
(nano LC ESI QTOF). De esta manera se obtuvieron los espectros de cada una de
los péptidos detectados por el espectrometro de masas. La identificacion se realizé
enviando la informacion de MS/MS a la base de datos NCBInr (restriccion
taxondmica a insectos) empleando el algoritmo de busqueda MASCOT. En la
mancha 6 se identificaron péptidos con homologia a la proteina aldocetoreductasa
de Apis mellifera, con un score de 124 en Mascot.

En el caso de la mancha 7, la mejor asignacion segun el analisis por MALDI
TOF/TOF corresponde a una proteina con homologia a prohibitina-1 de T.
castaneum, con un elevado score en Mascot de 280 y un 24% de cobertura de la
secuencia. Los valores de su masa molecular y el punto isoeléctrico coinciden con
la posicion de la mancha en el gel. En dicha mancha también se encontrd
homologia con prohibitina-1 de otros insectos con elevados score. La masa
molecular calculada de esta proteina igualmente coincide con la masa molecular
aparente de la banda de proteinas de BBMV en la que se inmunodetectd la union
de Cry3Aa (Figura 11).
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En las manchas numeradas del 8 al 10 se identifico intestainas de L. decemlineata
con valores de score en Mascot de 86 en la mancha 8 para la isoforma intestaina D-
6, de 73 para la isoforma B-11 en la mancha 9 y de 206 en la mancha 10 para la
isoforma D-6. Igualmente se identificaron las intestainas D-4, D-5, D-8, D-11, D-
12, D-15, B-2 y B-12. En la mayoria de los casos las masas moleculares calculadas
se corresponden con la posicion en el gel de donde fueron cortadas. Previamente,
mediante una aproximacion alternativa, también habiamos encontrado homologia
en la secuencia N-terminal de la proteina de BBMV a la que se uni6 Cry3Aa con la
intestaina D-5 (apartado 1.4.1).

La identificacion de las manchas numeradas del 11 al 13 result6 negativa, a pesar
de que para cada una se obtuvieron espectros de buena calidad, lo cual podria
deberse a la casi total ausencia de informacion sobre secuencias de proteinas de L.
decemlineata en las bases de datos.

En la Figura 13 se muestra un alineamiento de las estructuras primarias de las
intestainas D-4, D-5, D-6 y B-11, en la que se aprecia una elevada conservacion de
sus secuencias aminoacidicas. Se sefiala en verde la secuencia N-terminal obtenida
para la intestaina de las BBMV a la que se unio la toxina Cry3Aa (apartado 1.4.1).
El resto de las intestainas identificadas no fueron incluidas en el alineamiento
puesto que en la base de datos NCBI s6lo se dispone de fragmentos de sus
secuencias. La identificacién por espectrometria de masas de cistein proteasas
digestivas de L. decemlineata de la familia de las intestainas, entre las proteinas de
las BBMV que interactuaron con Cry3Aa y la presencia en ellas de la secuencia N-
terminal de una proteina de las BBMV a la que se uni6 la toxina Cry3Aa (apartado
1.4.1) confirma la posible implicacion de estas proteasas en el procesado
proteolitico de Cry3Aa catalizado por las BBMV.
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Intestaina D-4 MKFLAIFATVLIAVTASTNEDQWIAFKQTHGKTYKNLLEEKTRFGIFQRNLIKIKEHNAR 60
Intestaina D-5 MKLLAITFATVLIAVTASTNEDQWIAFKQTHGKTYKNLLEEKTRFGIFQRNLIKIKEHNAR 60
Intestaina D-6 MKFLAITFATVLIAVTASTNEDQWIAFKQTHGKTYKNLLEERTRFGIFQRNLIKIKEHNAR 60
Intestaina B-11 MKLLAVFASVLLAVNALTDKDQWVAFKQTHGKTYKSLLEERTRFGIFQSNLRKIEEHNAK 60
He = e K ek s K Kn k- R Hk e = A

Intestaina D-4 YDKGEETYLLGVTRFADLTHEEFKD ILKGQIKNKPRLNATPTVFPEDLE WTEKG 120
Intestaina D-5 YDKGEETYLLGVTRFADLTHEEFKD ILKGQIKNKPRLNATPTVFPEDLE WTEKG 120
Intestaina D-6 CDKGEETYLLGVTRFADLTHEEFKD ILKGQIKNKPRLNATPTVFPEDLE WTEKG 120
Intestaina B-11 YDKGEESYFLGVTPFADLTHDEFKDELRRQIKTKPNVEATLAVFPEGLE WTQKG 120
Intestaina D-4 AVLEVKDQNPCGSCWAFSATGALKGQNAILNNVKISLSEQQLLDCSAAYGNGNCKEGGDM 180
Intestaina D-5 AVLEVKDQNPCGSCWAFSATGALEGQNAILNNVKISLSEQOLLDCSAAYGNGNCKEGGDM 180
Intestaina D-6 AVLEVKGQNPCGSCWAFSATGALEGQNAILNNAKISLSEQQLLDCSAAYGNGNCKEGGDM 180
Intestaina B-11 AVLDVKYQGGCGSCWAFSATGALEGQNATVNNVKIPLSEQQLLDCSKPYGNDDCEHGGLM 180
Intestaina D-4 SAAFDYVRDYG IQSEKSYPY IRKQTECQYDASKT ILKIKGYKNVTTSEEGLRKAVGTIGP 240
Intestaina D-5 SAAFEYVRDYGIQSEKSYPYIRKQTECQYDASKTILKIKGYKNVTTSEEGLRKAVGAIGP 240
Intestaina D-6 SAAFEYVRDYGIQSEKSYPY IRKQTECQYDASKT ILKIKGYKNVTTSEEGLRKAVGTIGP 240
Intestaina B-11 SFAFDYVLDK TVLKIKGYKNVSNSEEELKKAVGTVGP 240
Intestaina D-4 ISIAMNSDPLQLYYSGT I SGKGCSHDLDHGVLVVGYGKASQWSGETKFWRVKNSWGKIWG 300
Intestaina D-5 ISIAMNSDPLQLYYSG I ISGKGCSHDLDHGVLVVGYGKASQWSGETKFWRVKNSWGK I'WG 300
Intestaina D-6 MSTAMNSGPLQLYYSG I FSGKGCSHDLDHGVLVVGYGKASQWSGETKFWRVKNSWGKIWG 300
Intestaina B-11 VSVAIDADP IQLYFGG I LDGLFCTHNLNHGVLAVGYGEEDHLFGKKKFWKVKNSWGK 300
Intestaina D-4 ENGYFRIKRDANNLCGIADDPTYPVL 326

Intestaina D-5 ENGYFRIKRDANNLCGIADDPTYPVL 326

Intestaina D-6 ENGYFRIKRDANNLCGIADDPTYPVL 326

Intestaina B-11 IKR SYPIL 326

K- Fekkkkh kA kA AAAKE - kok -k

Figura 13.- Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las cistein proteasas digestivas intestainas
D-4, D-5, D-6 y B-11. La secuencia N-terminal determinada en el apartado 1.4.1 se sefiala en verde, el resto
de los colores representan los péptidos identificados por espectrometria de masas para cada proteina en este
apartado. El  alineamiento se llevd a cabo usando el programa CLUSTALW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2).

1.4.3- Andlisis de la protedlisis de sustratos sintéticos de proteasas catalizada
por BBMV de L. decemlineata

1.4.3.1- Protedlisis de sustratos sintéticos de cistein proteasas

Para confirmar la susceptibilidad de la toxina Cry3Aa a cistein proteasas de BBMV
de L. decemlineata se analizd el corte proteolitico de dos sustratos sintéticos de
cistein proteasas (Barrett y Kirshke, 1981) que se ha descrito son proteolizados por
cistein proteasas digestivas aisladas de los intestinos de larvas del escarabajo de la
patata (Gruden et al., 2003; Goulet et al., 2008).
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Figura 14.- Ensayo de corte de sustratos sintéticos fluor ogénicos de cistein proteasas. Se representa
el aumento de la intensidad de la fluorescencia en funcién del tiempo por la protedlisis de los péptidos
catalizada por las BBMV en ausencia y en presencia de Cry3Aa. A) Protedlisis del péptido Z-Arg-Arg-
MCA, sustrato de cistein proteasas similares a catepsina B; B) Protedlisis del péptido Z-Phe-Arg-MCA,
sustrato de cistein proteasas similares a papaina; C) Protedlisis del péptido Z-Phe-Arg-MCA, sustrato de
cistein proteasas similares a catepsina L. Las barras de error (contorno gris) representan el error estandar
de experimentos realizados por duplicado.
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En la Figura 14A se aprecia la capacidad de las BBMV integras para proteolizar el
péptido fluorogénico Z-Arg-Arg-MCA (Sigma), sustrato especifico de cistein
proteasas similares a catepsina B (Barrett y Kirshke, 1981).

Del mismo modo, las BBMV proteolizaron el péptido fluorogénico Z-Phe-Arg-
MCA (Sigma), sustrato de cistein proteasas similares a Papaina o a Catepsina L
(Barrett y Kirshke, 1981), tanto en las condiciones en que se favorecio la actividad
de tipo papaina (Figura 14B), como en las que se favoreci¢ la actividad catepsina L
(Figura 14C).

La toxina Cry3Aa compitié eficientemente la protedlisis de los dos sustratos
anteriores (Figuras 14A, B y C), indicando que la toxina Cry3Aa es sustrato de
cistein proteasas presentes en las BBMV de L. decemlineata que poseen
actividades similares a catepsina B, catepsina L y papaina, tales como las
intestainas, las cuales han sido identificadas como proteinas de las BBMV que
unen la toxina Cry3Aa, en los apartados 1.4.1y 1.4.2.

1.4.3.2- Protedlisis de un sustrato sintético de metaloproteasastipo astacina

De acuerdo con los resultados de los ensayos de protedlisis en presencia de
inhibidores de proteasas (1.3) y la identificacion de proteasas de las BBMV a las
gue se unio la toxina Cry3Aa (apartado 1.4.1), en las BBMV de L. decemlineata
podrian estar presentes metaloproteasas de la subfamilia de las astacinas capaces de
interaccionar con la toxina Cry3Aa. Por ello, se analizo la protedlisis producida por
las BBMV del péptido sintético Suc-Ala-Ala-Ala-pNA (Bachem), descrito como
sustrato de la metaloproteasa astacina (Stocker y Zwilling, 1995).

Tal y como se aprecia en la Figura 15, las BBMV de L. decemlineata, incluso en
una cantidad cinco veces superior a la utilizada en la protedlisis de sustratos
sintéticos de cistein proteasas (Figura 1.4.3.1), no fueron capaces de proteolizar
dicho péptido, indicando la ausencia de actividad metaloproteasa de tipo astacina
en las BBMV.
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Figura 15.- Ensayo de corte de un sustrato sintético de astacina. Variacion de la absorbancia en
funcién del tiempo producida por la protedlisis del péptido Suc-Ala-Ala-Ala-pNA catalizada por
BBMYV de L. decemlineata. Las barras de error representan el error estandar de experimentos realizados
por duplicado.

1.4.3.3- Protedlisis de un sustrato sintético de metaloproteasastipo ADAM

Las metaloproteasas de la familia de las ADAM son el tercer tipo de proteasas para
las que hemos encontrado evidencias que indican que podrian estar presentes en las
BBMV de L. decemlineata y proteolizar la toxina Cry3Aa (apartados 1.3 y 1.4.1).
Para comprobar su presencia llevamos a cabo ensayos de corte proteolitico
incubando el sobrenadante de BBMV, en el que habiamos confirmado la presencia
de las proteasas que proteolizan Cry3Aa (Figura 3), con el sustrato sintético Mca-
PLAQAV-Dpa-RSSSR-NH, (BIOMOL International LP) que se ha descrito es
hidrolizado por ADAM10 (Amour et al., 2000). Dicho sustrato contiene una
estructura cuya fluorescencia se encuentra internamente atenuada por la interaccion
con otra regién del sustrato, de manera que si el sustrato es proteolizado ambas
estructuras se separan y tiene lugar un aumento en la fluorescencia. Segun se
observa en la Figura 16, el aumento en la intensidad de la fluorescencia indica que
el sobrenadante de las BBMV contiene una actividad enzimética capaz de cortar un
sustrato de ADAM10. La adicion de Cry3Aa compiti6 eficientemente dicho corte,
confirmando la implicacion de una metaloproteasa de tipo ADAM en su
protedlisis.
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Figura 16.- Ensayo de corte de un péptido sintético fluorogénico sustrato de metaloproteasas tipo
ADAM. Aumento de la intensidad de la fluorescencia en funcién del tiempo por la protedlisis del péptido
Mca-PLAQAV-Dpa-RSSSR-NH, catalizada por el sobrenadante de BBMV en ausencia y en presencia de
Cry3Aa. Las barras de error representan el error estandar de experimentos realizados por duplicado.

1.4.4- Implicacion de una actividad metaloproteasa de tipo ADAM asociada a
lasBBMV delL. decemlineata en la protedlisisde Cry3Aa

Hemos comprobado que existen cistein proteasas digestivas de tipo intestainas y
metaloproteasas, probablemente de la familia de las ADAM, asociadas a las
BBMV de L. decemlineata que proteolizan la toxina Cry3Aa. Dado que los genes
que codifican para las intestainas han sido previamente aislados en L. decemlineata
(Gruden et al., 2004) y que la interaccidn de las toxinas Cry de Bt con la membrana
del epitelio intestinal del insecto diana es un evento de gran relevancia en su modo
de accion, nos propusimos profundizar en el estudio de la protedlisis de la toxina
catalizada por la metaloproteasa de membrana ADAM.

1.4.4.1- Aidamiento del gen de una metaloproteasa ADAM de L. decemlineata.

Nos planteamos amplificar mediante PCR el gen de la metaloproteasa ADAM de
L. decemlineata como primera aproximacion en el analisis de su implicacion en la
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protedlisis de la toxina Cry3Aa. Para ello, se disefiaron cebadores considerando la
informacion procedente de la estructura primaria de dicha subfamilia de proteinas,
gue presenta una estructura de dominios altamente conservada. Se sintetiz6 un
oligonucledtido degenerado a partir de la secuencia SPDFKL obtenida por
secuenciacion N-terminal de una proteina de las BBMV de L. decemlineata de la
gue habiamos encontrado homologia con el precursor de la metaloproteasa
ADAMI10 de X. laevis (apartado 1.4.1). Igualmente se disefiaron cebadores a partir
de las secuencias de unién a zinc HELGH y HEIGH altamente conservadas en el
dominio metaloproteasa y de la secuencia conservada en el dominio desintegrina
GEE/QCDCG. Los fragmentos de ADN amplificados por PCR se secuenciaron y
se realizaron busquedas de homologia en las bases de datos utilizando el programa
BLASTn 2.2.24 (Altschul et al., 1997). No se encontré6 homologia de secuencia
con metaloproteasa alguna, por lo que seguimos una estrategia alternativa para su
identificacion.

1.4.42- Andliss de la region de reconocimiento de Cry3Aa por la
metal opr oteasa ADAM

Hattori et al. (2000) identificaron con el programa MEME (Grundy et al., 1996) un
motivo conservado fuera del sitio de corte en 11 proteinas que son sustrato de
ADAM10 6 su homologo en Drosophila melanogaster, Kuzbanian. Cuando
aplicamos este programa a la toxina Cry3Aa encontramos que dicha secuencia
consenso esta presente en su estructura primaria, en la region comprendida entre
los aminodcidos 350 y 357 (Figura 17). Parte de esta secuencia se localiza en una
region del lazo 1 del dominio Il, entre los residuos de arginina 345 y acido
aspartico 354, en la que previamente Wu et al. (2000) habian llevado a cabo
sustituciones de aminoacidos que afectaron la afinidad de la unién y la toxicidad de
Cry3Aa en L. decemlineata.
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Protein art uence
mEphrin-A2 122  RPAAPGGPLK FSEKFQLF TPFSLGFEFR
mEphrin-B1 110  TCNKPHQEIR FTIKFQEF SPNYMGLEFK
mDelta 1 25  LLCQUWSSGV FELKLQEF VNKKGLLGNR
mTNF-o 161  YVLLTHTVSR FAISYQEK VNLLSAVKSP
mAPP 681  MDAEFGHDSG FEVR QKL VFFAEDVGSN
Cry3Aal 350  HLFDYLHRIQ F' TRFQ G YYGNDSFNYW

CONsenso FEIKFQEF

R

Figura 17.- Secuencia de reconocimiento conservada en proteinas sustrato de ADAM10. La
secuencia consenso fue identificada en Cry3Aal con el programa MEME (Grundy et al., 1996).

Para estudiar la relevancia de la interaccion de Cry3Aay la metaloproteasa ADAM
de L. decemlineata a través de la secuencia consenso de reconocimiento,
sintetizamos un péptido de 16 aminoacidos (Ac-FHTRFQPGYYGNDSFN-NH,)
denominado pep-rec que incluia dicha secuencia de reconocimiento y la region en
la que se llevaron a cabo las sustituciones de aminoacidos por Wu et al. (2000)
(Figura 18A).

A B
Cry3Aa
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Figura 18.- Presencia de una secuencia de reconocimiento de proteinas sustratos de ADAM10 en la
toxina Cry3Aa. A) Representacion esquematica de la estructura tridimensional de Cry3Aa obtenida con el
programa Chimera (Pettersen et al., 2004), en verde se sefiala un segmento de la region de reconocimiento a
partir de la cual se disefi6 el péptido pep-rec. B) Protedlisis de Cry3Aa catalizada por BBMV en ausencia y
en presencia del péptido pep-rec.
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El péptido pep-rec fue utilizado como competidor en ensayos de protedlisis de
Cry3Aa por las BBMV. Tal y como se observa en la Figura 18B, la presencia del
péptido pep-rec inhibid totalmente la aparicion de los fragmentos de protedlisis de
Cry3Aa, indicando que la region representada por este péptido puede ser relevante
para la interaccion de la toxina con la metaloproteasa ADAM.

Con el objetivo de conocer las regiones del epitelio intestinal a las que se une
Cry3Aa a través de la secuencia representada por el péptido pep-rec, analizamos la
union de dicho péptido en el epitelio intestinal de L. decemlineata (Figura 19).

Figura 19.- Unién del péptido pep-rec al epitelio intestinal de L. decemlineata. Imagen del epitelio
intestinal por transmisién de luz blanca superpuesta con una tincién con DAPI (azul) que representa los
nlcleos de las células (A). Unién del péptido pep-rec marcado con fluoresceina (verde) al epitelio
intestinal (B). Unién del péptido pep-rec marcado con fluoresceina (verde) a células disociadas del
epitelio intestinal (C y D).
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Para ello, el péptido pep-rec se marcé con el fluordforo fluoresceina y se puso en
contacto con una porcién intacta del epitelio intestinal, en la que se observo
fluorescencia en algunas células (Figura 19A y B). Seguidamente se analiz la
unién del péptido fluorescente a células disociadas del epitelio intestinal (MEC), en
las que previamente habiamos comprobado que no existia autofluorescencia. En la
Figura 19C se aprecia que el péptido se localiz6 preferentemente en la superficie
apical de las células columnares. Adicionalmente observamos que en las células
que no se habian disociado completamente, el péptido marcado también se localiz6
en las regiones de contacto basolateral entre las células, en las cuales las uniones de
comunicacion podrian ser sitios potencialmente importantes para la accion de las
toxinas Cry de Bt (Figura 19D).

El péptido pep-rec se empled también en una estrategia de separacion por afinidad
disefiada para aislar proteinas de BBMV que se unen a Cry3Aa a través de la
region representada por dicho péptido. Para ello, el péptido se inmoviliz6 en una
matriz solida que se incubd con proteinas del sobrenadante de BBMV.

Para confirmar la presencia de la metaloproteasa de la familia de las ADAM en la
fraccion eluida, llevamos a cabo ensayos de corte de un sustrato sintético de
ADAM10, previamente utilizado en el apartado 1.4.3.3, empleando el eluido de la
matriz con pep-rec inmovilizado y sobrenadante de BBMV, como control. El
aumento en la intensidad de la fluorescencia del péptido que se observa en la
Figura 20 muestra que tanto las BBMV como las proteinas de las BBMV eluidas
de la matriz con pep-rec inmovilizado cortan el sustrato sintético de ADAM10. En
la Figura 20 también se muestra que la adicién de NaCl, a la misma concentracion
gue la empleada para la elucion de las proteinas retenidas en la matriz con pep-rec
inmovilizado, produjo una drastica disminucién en la intensidad de la fluorescencia
del sustrato, que se corresponde con la obtenida al proteolizar el sustrato con el
eluido de la matriz de pep-rec.

88



Resultados

©
3 120 l
BBMV
g 100
5 _ .
T 80 Eluido matriz pep-rec
&<
© 3 60
©
Ee]
3 401
)
& 20
£
0 . . . .
0 10 20 30 40

Tiempo (min)

Figura 20.- Actividad proteolitica de tipo ADAM en proteinas de BBMV eluidas de una matriz que
contenia e péptido pep-rec. Aumento de la intensidad de la fluorescencia en funcién del tiempo por la
protedlisis de un péptido sustrato de metaloproteasas tipo ADAM catalizada por sobrenadante de BBMV (trazo
azul) y por las proteinas eluidas de la matriz de pep-rec (trazo rojo). La flecha indica la adicién de NaCl a las
BBMYV a la misma concentracion que la utilizada para la elucion de las proteinas unidas a la matriz con pep-
rec inmovilizado. Los experimentos se realizaron al menos por triplicado, las barras de error se omiten para
mayor claridad en la figura, no obstante los errores estandar fueron siempre menores del 13%.

Las proteinas contenidas en la fraccion eluida de la matriz que contenia pep-rec
inmovilizado se separaron por SDS-PAGE (Figura 21) y se analizaron por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS/MS).
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Figura 21.- Proteinas de BBMV e€luidas de una matriz que contenia e péptido pep-rec
inmovilizado. Tincion de plata de las proteinas de BBMV retenidas y eluidas de la matriz de pep-rec,
separadas por SDS-PAGE (10%). Se sefialan las bandas cortadas para su analisis por espectrometria de
masas y su nimero identificativo.
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La identificacion se realiz6 enviando la informacion de MS/MS a las bases de
datos Swiss Prot y NCBInr (restriccion taxonémica a insectos), usando el algoritmo
de busqueda MASCOT (MarixSciencie, UK). En la Tabla 3 se resume la
informacidn relativa a las proteinas identificadas.

No No. acceso Descrincion Especie Mascot M Péptidos
’ NCBI P P Score (kDa) Identificados
1 Q7PT10 Plrotz?ma de choque A. gambiae 38 78,50 1
térmico Hsp83
2 EAL31813 Plrotf?lna de choque D. pseudoobscura 212 72.37 7
térmico Hsp70 pseudoobscura
3 XP_975184 _Protelna disulfuro T. castaneum 292 o1 7
isomerasa
4 XP_001811586 | Similar a proteina de T. castaneum
fusion sensible a N- 318 128,24 3
etilmaleimida
5 XP_001811586 | Similar a proteina de T. castaneum
fusion sensible a N- 163 128,24 4
etilmaleimida
6 CAA66218 H. armigera
Actina A3a g 145 42,15 4
7 AAS20589 Intestaina A-26 L. decemlineata 120 36,72
8 AAS20589 IntestainaA-26 L. decemlineata 190 36,72 5
9 P92177 -3- i .
14 3 3 Proteina D. melanogaster 78 29,95 3
Epsilon
10 P29310 14-3-3 Proteina Zeta D. melanogaster 74 28,32 3
11 P29310 14-3-3 Proteina Zeta D. melanogaster 263 28,32 8

Tabla 3.- Proteinas de BBMV de L. decemlineata eluidas de una matriz que contenia el péptido pep-
rec inmovilizado. Se incluyen los nimeros identificativos de cada banda analizada por espectrometria de
masas, el nimero de acceso de las proteinas en la base de datos NCBI, su descripcion, la especie a la que
pertenecen, el score maximo en Mascot, sus masas moleculares calculadas y el nimero de péptidos
identificados para cada una.

La mejor asignacion para la banda 1 corresponde a una proteina con homologia a la
proteina de choque térmico de 83 kDa (Hsp83) de A. gambiae, con un score en
Mascot de 38, siendo el score a partir del cual se consider6 la homologia
estadisticamente significativa de 36. Se encontré homologia con proteinas de otros
insectos pertenecientes a la misma familia con igual score.

En la banda 2 se identificd una proteina con homologia a la isoforma 3 de la
proteina de choque térmico de 70 kDa de D. melanogaster con un score de 212y a
la proteina Hsp83 de A. gambiae con un score de 119 (valor limite de score 39).
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La banda 3 corresponde a una proteina con homologia a disulfuro isomerasa de T.
castaneum con un score de 222 en Mascot (score minimo de 49).

En las bandas 4 y 5 se identificd una proteina similar a la proteina de fusién
sensible a N-etilmaleimida de T. castaneum con score en Mascot de 318 y 163,
respectivamente (score minimo de 49).

En la banda 6 se identificd una proteina con homologia a actina de Helicoverpa
armigera 'y D. melanogaster con score en Mascot de 145, en esta banda también se
encontrd similitud con actinas de otros organismos con menor score (score minimo
de 49).

Las bandas 7 y 8 corresponden a la cistein proteasa digestiva intestaina A-26 de L.
decemlineta, con score de 120 y 190 en Mascot, respectivamente (score minimo de
38). En los apartados 1.4.1 y 1.4.2 habiamos identificado varias de estas proteasas
entre las proteinas de las BBMV que interacttan con Cry3Aa.

En la banda 9 se identificé una proteina con homologia a 14-3-3 épsilon de D.
melanogaster con un score maximo en Mascot de 78. Igualmente en las bandas 10
y 11 se encontr6 homologia con la proteina 14-3-3 Zeta de D. melanogaster con
score maximos en Mascot de 74 y 263, respectivamente. Los valores limites de
score en cada banda fueron de 36, 35y 38, respectivamente.

En todos los casos las masas moleculares calculadas coinciden con las masas
moleculares aparentes en el gel, excepto en las bandas 3, 4 y 5, cuyas masas
moleculares aparentes son menores que las de las proteinas identificadas.

1.4.4.3- Efecto de moduladores de la actividad de metaloproteasas ADAM en
la protedlisisde Cry3Aa

Dado que con la estrategia del apartado anterior no identificamos la metaloproteasa
ADAM, probablemente debido a que no existen secuencias de metaloproteasas
ADAM de L. decemlineata depositadas en las bases de datos, se analizd la
influencia en el procesado proteolitico de Cry3Aa por las BBMV de L.
decemlineata de compuestos que se ha descrito que aumentan el corte catalizado
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por metaloproteasas de la familia de las ADAM, tales como el éster de forbol PMA
y el compuesto organomerctrico APMA, el compuesto extractor de colesterol
MCD, el inhibidor de calmodulina TFP y los inductores de la entrada de calcio al
interior de la célula ionomicina y A23187.

Con este fin, llevamos a cabo ensayos de incubacion de Cry3Aa con BBMV de L.
decemlineata que habian estado previamente en contacto con cada uno de estos
compuestos. Segin se observa en la Figura 22A, el TFP produjo un notable
incremento en el procesado proteolitico de la toxina. Por el contrario, el MCD
produjo la inhibicién de la protedlisis de Cry3Aa, efecto que resultd dependiente de
su concentracion (Figura 22B). El resto de los compuestos ensayados no
produjeron efecto alguno en la protedlisis de la toxina por las BBMV (Figura 22C).

A B C
Cry3Aa Cry3Aa+ BBMV
+BBMV +MCD Cry3Aa+BBMV
E— Cry3Aa - Cry3Aa +PMA +APMA +A23187 +|
kDa 100um kDa 25mM 5mM 10mM  kDa 10uM 100uM  5uM  5uM

=  Beee- BEesss
50— — —!

50— 50 — e e - o
37— = 37— -— - 37—

-
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25— “ 25— ~- 25— — e — — —

Figura 22.- Efecto de moduladores de la actividad proteolitica de metaloproteasas ADAM en la
protedlisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV. Inmunodeteccion de Cry3Aa en sobrenadantes
obtenidos tras su incubacién con BBMV en ausencia y en presencia de: A) TFP; B) concentraciones
crecientes de MCD; C) PMA, APMA, A23187 e ionomicina.

Considerando el efecto observado con el TFP en la protedlisis de Cry3Aa por las
BBMV y dado que este compuesto es un inhibidor de calmodulina, nos propusimos
profundizar en el analisis de la posible implicacion de esta proteina en el procesado
proteolitico de Cry3Aa por las BBMV. Para ello, ensayamos la protedlisis de la
toxina catalizada por BBMV previamente incubadas con calmodulina. Tal y como
se aprecia en la Figura 23, esta proteina produjo una disminucién en la intensidad
de los fragmentos de protedlisis de Cry3Aa que indica que su presencia inhibio la
protedlisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV.
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Cry3Aa
+BBMV
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Figura 23.- Efecto de calmodulina en la protedliss de Cry3Aa catalizada por las BBMV.
Inmunodeteccién de Cry3Aa en sobrenadantes obtenidos tras su incubacién con BBMV en ausencia y en
presencia de calmodulina (25 U/uL). Se incluye un control de Cry3Aa incubada con calmodulina en
ausencia de BBMV.
La calmodulina regula el corte catalizado por metaloproteasas de la familia de las
ADAM que produce la liberacion de los fragmentos solubles de varias proteinas de
membrana. Se ha descrito que la implicacion de la calmodulina en la regulacién de
dicho proceso puede deberse a su interaccion con la metaloproteasa o a su unién a
las proteinas de membrana sustrato de las ADAM. En todos los casos la presencia
de calmodulina produce la inhibicién del corte proteolitico (Kahn et al., 1998;
Diaz-Rodriguez et al., 2000; Kalus et al., 2003; Nagano et al., 2004; Llovera et al.,
2004; Lambert et al., 2008).

Para conocer si la implicacion de la calmodulina en la regulacion de la protedlisis
de Cry3Aa catalizada por las BBMV de L. decemlineata se debia a su interaccién
directa con la toxina, analizamos la unién in vitro de ambas proteinas. Para ello, se
Ilevo a cabo la incubacion de la toxina Cry3Aa con calmodulina inmovilizada en
perlas de agarosa en presencia de EGTA o de iones Ca* (Figura 24A). Como
control, se realizd la incubacion de la toxina con glutatién (GSH) inmovilizado en
perlas de agarosa (Figura 24A). Las proteinas eluidas de ambas matrices se
separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa en las
que se inmunodetect6 la presencia de Cry3Aa. Tal y como se observa en la Figura
24B, la toxina Cry3Aa fue Unicamente detectada en el material eluido de la matriz
que contenia calmodulina inmovilizada, tanto en ausencia como en presencia de
iones Ca’*. Estos resultados indican que la toxina Cry3Aa interactia de manera
especifica con calmodulina y que dicha interaccion no depende de la presencia de
iones calcio.
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Figura 24.- Union de la toxina Cry3Aa a calmodulina inmovilizada en una matriz.
Inmunodeteccion de la toxina Cry3Aa, sin incubar (primera carrera a la izquierda) y A) incubada con
perlas de agarosa que contenian calmodulina (CaM) o GSH inmovilizadas (GSH), en presencia (+Ca'?)
y en ausencia (+EGTA) de Ca*2. B) Inmunodeteccién de Cry3Aa en los eluidos de las matrices de
calmodulina (CaM) y GSH.

Mediante la aplicacién de un programa accesible en la base de datos de dianas de
calmodulina (Calmodulin Target Database, http://calcium.uhnres.utoronto.ca; Yap
et al., 2000) que predice la existencia de sitios de union a calmodulina en una
secuencia aminoacidica dada, encontramos que Cry3Aa posee un posible sitio de
union a calmodulina en la region comprendida entre los aminoéacidos 253 y 271,
localizados entre el final y el principio de las hélices a-7 y a-8 del dominio I,
respectivamente (Figura 25). A través de esta secuencia podria tener lugar la
interaccién entre la toxina Cry3Aa y calmodulina que impide que sea proteolizada
por la metaloproteasa ADAM asociada a las BBMV.

-.201 FLTTYAQAANTHLFLLKDAQIYGEEWGYEKEDIAEFYKRQLKLTQEYTDH

.-251 CVKWYNVGLDKLRGSSYESWVNFNRYRREMTLTVLDLIALFPLYDVRLYP
..... A77779999999999999974

.-.301 KEVKTELTRDVLTDPIVGVNNLRGYGTTFSNIENY IRKPHLFDYLHRIQF

Figura 25.- Sitio de union a calmodulina presente en el dominio | de la toxina Cry3Aal. El sitio de
union se sefiala en negrita y fue identificado con un programa de andlisis de secuencias accesible en
Calmodulin Target Database, http://calcium.uhnres.utoronto.ca; Yap et al., 2000. Los ndmeros indican la
puntuacién asignada a cada aminodcido por dicho programa, siendo el valor minimo 0 y el maximo 9.
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Adicionalmente, analizamos las proteinas del epitelio intestinal de larvas de L.
decemlineata que quedaron retenidas en una matriz de agarosa con calmodulina
inmovilizada y que ademas unieron Cry3Aa. Para ello, las proteinas eluidas se
separaron por SDS-PAGE v se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en la
gue se inmunodetect6 la union de Cry3Aa. En la Figura 26A se aprecia que la
toxina se uni6 fundamentalmente a bandas de masas moleculares aparentes de 44 y
28 kDa, las cuales se escindieron del gel (Figura 26B) y se analizaron por
espectrometria de masas (LC MS/MS).

A B
kDa kDa
250—
250— 50— oo
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Figura 26.- Proteinas del epitelio intestinal de L. decemlineata eluidas de una matriz con
calmodulina inmovilizada. A) Inmunodeteccién de la unién de la toxina Cry3Aa a las
proteinas eluidas, las flechas indican bandas de 44 y 28 kDa en las cuales se detectd la union de
Cry3Aa con elevada intensidad. B) Tincién con azul de Coomassie de las proteinas eluidas
separadas por SDS-PAGE, las flechas indican las bandas analizadas por espectrometria de
masas y su nimero de identificacion.

La identificacion se realizé enviando la informacion de MS/MS a la base de datos
NCBInr (restriccion taxondmica insectos, taxid: 6960) usando el algoritmo de
busqueda MASCOT (MatrixScience, UK). Para las tres bandas analizadas, el valor
limite de score a partir del cual se consider6 la homologia estadisticamente
significativa fue de 54. En la tabla 4 se muestra la informacion obtenida mediante
el andlisis por espectrometria de masas.
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No. Acceso L . Mascot M Péptidos
No. Descripcion Especie .
NCBI Score (kDa) Identificados
1 NP_511052 Actina 5C, isoforma B D. melanogaster 375 42,19 30
Similar a canal
Xp_op7agy | dependientedevoltaie |1 o nem 127 38 3
selectivo a aniones,
isoforma 1
Similar a canal
Xp 976150 | dependiente devoltaje | o oo 127 30,36 3
selectivo a aniones,
isoforma 2
NP_001165863 | SiMilara proteina T. castaneum 99 26,81 3
ribosomal S3
2 AAvsgols | et C. pipiens 603 42,07 30
pipiens

Similar a isocitrato
XP_623673 deshidrogenasa A. mellifera 169 47,02 8
isoforma C, isoforma 2
Similar a proteina
ribosomal L4e
Similar a canal
dependiente de voltaje
selectivo a aniones,
isoforma 1
Similar a canal
dependiente de voltaje
selectivo a aniones,
isoforma 2
AAF29gsg | Fector-lalfade S minutus 93 34 3
elongacion
Xp_o70124 | Similaracitrato T. castaneum 90 51,76 4
sintasa
CaBP1 (Familia PDla,
subfamilia P5)

3 XP_971634 T. castaneum 171 45,61 9

XP_967480 T. castaneum 119 38 20

XP_976150 T. castaneum 119 30,36 20

NP_609792 D. melanogaster 56 47,18 1

Tabla 4.- Proteinas del epitelio intestinal de L. decemlineata eluidas de una matriz con calmodulina
inmovilizada. Se muestra el nimero identificativo de cada mancha analizada, el nimero de acceso en la
base de datos NCBI de las proteinas identificadas, su descripcion, la especie a la que pertenecen, el score
maximo en Mascot, sus masas moleculares calculadas y el nimero de péptidos identificados para cada una.

Segun los resultados de espectrometria de masas, la mejor asignacion para la banda
1 corresponde a una proteina con homologia a la isoforma B de actina 5C de D.
melanogaster con un valor de score en Mascot de 375. Igualmente, con menores
valores de score, en esta banda se identificaron proteinas similares a las isoformas
1y 2 de un canal dependiente de voltaje selectivo a aniones de T. castaneumy una
proteina similar a la proteina ribosomal S3 de T. castaneum.
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Para la banda 2 la mejor asignacion también corresponde a una proteina con
homologia a actina de Culex pipiens pipiens, con un valor de score en Mascot de
603. En esta banda también se identific6 una proteina similar a la isoforma 2 de
isocitrato deshidrogenasa de A. mellifera con un valor de score en Mascot de 169.

En la banda 3 se identifico una proteina similar a la proteina ribosomal L4e de T.
castaneum con un valor de score en Mascot de 171. En esta banda también se
identificaron proteinas similares a las isoformas 1y 2 de un canal dependiente de
voltaje selectivo a aniones de T. castaneum, a la proteina Factor-1 alfa de
elongacién de Scalmophorus minutus, a citrato sintasa de T. castaneum y a la
proteina CaBP1 de D. melanogaster.

Tal y como se aprecia en la Tabla 4, entre las proteinas del epitelio intestinal de L.
decemlineata eluidas de una matriz con calmodulina inmovilizada y a las que se
unié Cry3Aa, se identifico fundamentalmente actina. En el apartado 1.4.4.2 (Tabla
3) se habia identificado actina entre proteinas de BBMV de L. decemlineata que
guedaron retenidas en una matriz que contenia al péptido pep-rec inmovilizado, lo
cual podria sugerir que la regulacion del procesado proteolitico de Cry3Aa por
calmodulina también podria tener lugar a través de la interaccion indirecta entre
Cry3Aa y actina mediada por calmodulina.

2- Interaccion de Cry3Aa con proteinas de microdominios de la membrana del
epitelio intestinal de L. decemlineata

2.1- Aisamiento de microdominios de membrana de céulas disociadas del
epiteliointestinal de L. decemlineata

Los lipid rafts constituyen la puerta de entrada a células de mamiferos para algunas
toxinas bacterianas (Wolf et al., 1998; Herreros et al., 2001) y se ha sugerido que
la integridad de dichos microdominios es esencial para la toxicidad generada por
las toxinas CrylA en determinados lepidopteros (Zhuang et al., 2002). La
localizacion de los receptores de las toxinas Cry de Bt tanto en los lipid rafts, como
en las regiones non-rafts de la membrana plasmatica (revisado en Sobero6n et al.,
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2009) sugiere que la interaccion de estas toxinas con ambas regiones de la
membrana podria ser clave para su modo de accion.

Con el objetivo de analizar la interaccion de Cry3Aa con las regiones rafts y non-
rafts de la membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata, llevamos a cabo su
separacion en células disociadas del epitelio intestinal (MEC). Para ello, las MECs
se incubaron con el detergente Triton X-100 a 4°C y las regiones insolubles en
detergente, que contenian los lipid rafts, se separaron de las fracciones solubles
(non-rafts) utilizando un gradiente de densidad de sacarosa. Tras la
ultracentrifugacion, las proteinas contenidas en cada una las fracciones del
gradiente fueron separadas por SDS-PAGE e inmovilizadas en una membrana. La
proteina fasciclina anclada a GPI, que es un marcador de lipid rafts, se detectd
fundamentalmente en la fraccién 2 del gradiente, recogida justo en la interfase
entre las soluciones de 35 y 5% de sacarosa, indicando la presencia de los lipid
rafts en dicha fraccion (Figura 27A y B). Las regiones solubles se localizaron en
las fracciones 5 y 6, recogidas en la interfase entre las soluciones de 35y 42,5% de
sacarosa y del fondo del tubo, respectivamente, y en ellas se detect6 la isoforma
transmembrana de fasciclina, marcador de regiones de membrana non-raft (Figura
27Ay C).

A B C
I S
kDa kDa IS
170— 10— |
5% 130— 130— | e
. 95— 95—
<— | (lipid rafts)
72— -— 72—
55— 55—
35% 43— 43—
<«— S (non-rafts) 34— 3=
42,5% 26— 26—

Figura 27.- Aidamiento de fracciones de MECs de L. decemlineata insolubles (1) y solubles (S) en Tritén
X-100 en un gradiente de densidad de sacarosa. A) Esquema de la separacion en gradiente de sacarosa, se
indican los porcentajes de sacarosa utilizados y se sefialan con flechas la localizacion en el gradiente de las
fracciones insoluble (gris claro) y soluble (gris oscuro) de las MECs. Inmunodeteccién de las proteinas
fasciclina anclada a GPI1 (B) y transmembrana (C) en fracciones idénticas aisladas del gradiente. Las flechas
indican las proteinas fasciclina-GPl1 de 70 kDa (B) y fasciclina transmembrana de 123 kDa (C),
respectivamente.
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2.2- Union de Cry3Aa a microdominios de membrana de células disociadas del
epiteliointestinal de L. decemlineata

Se analizé la unién de la toxina Cry3Aa a las proteinas inmovilizadas en una
membrana de nitrocelulosa correspondientes a la fraccion insoluble (lipid rafts) y a
una de las fracciones solubles de membrana (fraccién 5). La inmunodeteccion de la
union de Cry3Aa mostrd que la toxina se unié fundamentalmente a la fraccion
soluble, en particular a una banda de 36 kDa y a proteinas de alrededor de 200 kDa
(Figura 28A, carrera S). En la fraccion insoluble se inmunodetect6 la union de
Cry3Aa a una banda de 36 kDa con elevada intensidad (Figura 28A, carrera I).
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Figura 28.- Proteinas de las fraccionesinsoluble y soluble delas MECs a las que se unié la toxina
Cry3Aa. Inmunodeteccion de la unién de la toxina Cry3Aa a las proteinas de las fracciones insoluble
y soluble inmovilizadas en una membrana de PVDF (A). Tincién con azul de Coomassie de las
proteinas de las fracciones insoluble y soluble separadas por SDS-PAGE (B). Se sefialan las bandas
cortadas para ser analizadas por espectrometria de masas. En el panel B las carreras | y S se muestran
separadas porque no eran carreras contiguas en el gel.

Con el objetivo de identificar las proteinas a las que se unio la toxina, tanto en la
fraccion que contenia los lipid rafts como en la fraccion soluble, se analizaron 12
bandas por espectrometria de masas, en los rangos de masas moleculares de entre
25y 37 kDa y de alrededor de 250 kDa, que corresponden a las masas moleculares
aparentes de las bandas de las fracciones insoluble y soluble de las MECs en las
gue se inmunodetectd la unién de Cry3Aa con mayor intensidad. Ademas se
analizaron 3 bandas de aproximadamente 40 kDa de la fraccion soluble, puesto que
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tanto en dicha fraccion como en el apartado 1.4.4.3 (Figura 26A) habiamos
detectado la union de Cry3Aa a bandas de masa molecular aproximada a dicho
valor.

De manera analoga a como se procedi6 anteriormente, las manchas escindidas del
gel monodimensional (Figura 28B) se digirieron con tripsina y se analizaron por
espectrometria de masas. Las bandas 40.1, 40.2, S-30.1 y S-30.2 se analizaron por
huella peptidica MS-MS/MS (MALDI TOF/TOF) y el resto por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS/MS). Para la identificacion se
utiliz6 la base de datos NCBInr (restriccion taxondmica a insectos) usando el
algoritmo de busqueda MASCOT (MatrixSciencie, UK). En la Tabla 5 se indica la
informacidn referente a las proteinas identificadas, en la primera parte se muestra
la informacidn correspondiente a las proteinas de la fraccion que contenia los lipid
rafts o fraccion insoluble, seguida por la informacién obtenida para las proteinas de
la fraccién soluble (non-rafts).

No. No. Acceso Mascot L, M Péptidos .
Definicién . Especie
NCBI Score (kDa) Identificados
Fraccion I nsoluble (Rafts)
1-37.1 XP_397306 247 Similar a 36,24 6 A. mellifera

Transaldolasa 1

XP_966771 142 Similar a receptor 34,49 3 T. castaneum
mitocondrial Tom40

ABMb55485 134 Cisteina proteasa 36,76 3 L. decemlineata
digestiva intestaina
D-5

EEB12070 127 Malato 37,50 2 P. humanus corporis
deshidrogenasa

XP_976064 88 Similar a 38,12 3 T. castaneum

ribosa-fosfato
pirofosfoquinasa
1-37.2 XP_975007 415 Similar a 39,46 9 T. castaneum
glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa
XP_974101 311 Prohibitina-2 36,04 7 T. castaneum
XP_970675 303 Similar a la 22,72 6 T. castaneum
subunidad alfa del
complejo asociado al
polipéptido naciente
XP_970131 240 Similar a la 37,95 5 T. castaneum
subunidad beta de la
proteina de union de
nucledtidos de
guanina
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XP_397306 191 Similar a 36,24 4 A mellifera
transaldolasa 1
CAD58931 184 Similar a proteina 34,09 4 T. balearica
ribosomal acidica
PO
XP_001659012 167 Malato 45,04 3 A. aegypti
deshidrogenasa
161 Cisteina proteasa 36,67 5 L. decemlineta
AAS20591 digestiva intestaina
B-11
XP_001844836 130 Aldehido reductasa 1 35,68 3 C. quinquefasciatus
124 Similar a proteina 28,9 3 T. castaneum
XP_966482 hipotética
conservada
XP_973445 114 Similar a lectina 37,28 2 T. castaneum
vesicular de unién a
manosa
AAK51552 86 Receptor para la 36,48 2 H. virescens
proteina quinasa C
activada (RACK1)
1-37.3 BAD52259 516 Homologo de 36,37 13 P. xylostella
RACK1
ABC61672 152 Flavoproteina de 35,26 4 P. americana
transferencia de
electrones subunidad
alfa
XP_967051 131 Pirofosfatasa 32,74 T. castaneum
XP_968656 113 Similar a homélogo 50,02 T. castaneum
de CAAX prenil
proteasa 1
XP_967931 99 Similar a anexina IX 36,03 3 T. castaneum
1-30 XP_967480 185 Similar a canal 38 5 T. castaneum
dependiente de
voltaje selectivo a
aniones isoforma 1
Fraccién Soluble (non-Rafts)
250.1 XP_973750 2272 Similar a espectrina 282,64 52 T. castaneum
250.2 XP_001813466 3251 Similar a miosina 224,57 67 T. castaneum
(cadena pesada)
40.1 XP_393368 219 Similar a actina-5C 42,12 24 A. mellifera
isoforma 1
40.2 ABZ10961 102 Arginina quinasa 40,28 16 P. striolata
40.3 ABZ10961 686 Arginina quinasa 40,28 14 P. striolata
XP_974905 308 Similar a subunidad 40,25 6 T. castaneum
de 40 KDa de V-
ATPasa
XP_970150 262 Similar a la 52,58 6 T. castaneum
subunidad alfa 2 de
la proteina de
transporte Sec61
XP_001352282 212 ATP sintasa 54,32 4 D. pseudoobscura
subunidad p pseudoobscura
XP_623502 145 Letal, isoforma 1 45 6 A. mellifera
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XP_001949530 118 Similar a piruvato 36,7 4 A. pisum
deshidrogenasa
EFA04932 113 Fructosa 1,6- 40,12 2 T. castaneum
bifosfato aldolasa
S-37.1 XP_974101 131 Prohibitina-2 36,04 19 T. castaneum
S-37.2 XP_970163 252 Similar a piruvato 39,41 7 T. castaneum
deshidrogenasa
EEZ97412 232 Proteina hipotética 34,32 6 T. castaneum
XP_311527 152 Piruvato 38,65 4 A. gambiae
deshidrogenasa (E1-
PDHc)
AAK51552 106 RACK1 36,48 3 H. virescens
XP_974101 100 Prohibitina-2 36,04 2 T. castaneum
XP_968561 88 Similar a translocasa 32,28 2 T. castaneum
de nucledtidos de
adenina
$-37.3 XP_968064 423 Similar a la proteina 30 10 T. castaneum
ribosomal S3Ae
XP_001959032 309 Proteina 40,79 11 D. ananassae
transportadora
mitocondrial
ABU68467 259 Translocasa de 33,35 6 M. alternatus
nucledtidos de
adenina
XP_966490 114 Succinil-CoA 35,05 3 T. castaneum
sintetasa
CAA28192 99 Actina A3 1 B. mori
XP_001601256 63 Similar a Anexina 36,14 1 N. vitripennis
IX-A
XP_623470 62 Similar a 39,79 2 A. mellifera
tropomiosina
S-30.1 XP_001848603 85 Prohibitina-1 30 10 C. quinquefasciatus
S-30.2 XP_968561 158 Similar a translocasa 33,28 20 T. castaneum
de nucledtidos de
adenina
S-30.3 ABU68467 381 Similar a translocasa 33,35 9 M. alternatus
de nucledtidos de
adenina
XP_972721 337 Similar a cadena 32,28 9 T. castaneum
gamma de ATP
sintasa mitocondrial
ACY71283 289 Proteina ribosomal 29,58 6 C. tremulae
sS4
XP_001864030 268 Proteina 35,15 10 C. quinquefasciatus
transportadora de
tricarboxilatos
mitocondrial
P31402 223 V-ATPasa 26,13 6 M. sexta
subunidad E

Tabla 5.- Proteinas de las fracciones insoluble y soluble de las MECs de L. decemlineata a las que se
uni6 Cry3Aa. Se muestra el nimero identificativo de cada banda analizada, la fraccion en la que fueron
aisladas, el nimero de acceso de las proteinas identificadas en la base de datos NCBInr, su descripcion, la
especie a la que pertenecen, el score maximo en Mascot, sus masas moleculares calculadas y el nimero de
péptidos identificados.
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Fraccion Insoluble (lipid rafts)

En los péptidos de la banda 1-37.1 se encontr6 homologia con varias proteinas,
siendo el valor limite de score a partir del cual se consider6 la homologia
estadisticamente significativa de 56. La asignacion de mayor score en Mascot
(247) corresponde a una proteina de A. mellifera similar a transaldolasa 1 de la cual
se identificaron 6 péptidos. Igualmente se encontr6 homologia con el receptor
mitocondrial Tom 40 de T. castaneum con score en Mascot de 142, se identifico la
cistein proteasa digestiva intestaina D-5 de L. decemlineata con score en Mascot de
134, la cual ya habia sido identificada en el apartado 1.4.1 como proteina capaz de
unir la toxina Cry3Aa, se encontrd similitud con malato deshidrogenasa de
Pediculus humanus corporis con score en Mascot de 127 y con ribosa-fosfato
pirofosfoquinasa de T. castaneum con score en Mascot de 88.

En la banda 1-37.2 también se encontr6 homologia con varias proteinas (valor
limite de score 56). La asignacién con mayor valor de score en Mascot (415)
corresponde a una proteina de T. castaneum similar a glicerol-3-fosfato-
deshidrogenasa de la que se identificaron 9 péptidos. En dicha banda también se
identificd una proteina homdloga a prohibitina-2 de T. castaneum con score en
Mascot de 311, una proteina similar a la subunidad alfa de la proteina asociada al
polipéptido naciente de T. castaneum con score en Mascot de 303, una proteina
similar a la subunidad beta de una proteina que une nucleétidos de guanina de T.
castaneum, con score en Mascot de 240, una proteina similar a transaldolasa 1 de
A. mellifera con score en Mascot de 191, una proteina similar a una proteina
ribosomal acidica del coledptero Timarcha baledrica con score en Mascot de 184 y
una proteina homéloga a malato deshidrogenasa de A. aegypti con score en Mascot
de 167, se identifico la cistein proteasa digestiva intestaina B-11 de L.
decemlineata con score en Mascot de 161, se encontrd6 homologia con aldehido
reductasa 1 de C. quinquefasciatus con score en Mascot de 130, con una proteina
hipotética conservada de T. castaneum con score en Mascot de 124, una proteina
de T. castaneum similar a lectina vesicular de unién a manosa con score en Mascot
de 114 y con el receptor de la proteina quinasa C activada (RACK1) de Heliothis
virescens con score en Mascot de 86.
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En la banda 1-37.3 se encontr6 homologia (limite de score 55) con las proteinas
receptor de la proteina quinasa C activada de Plutella xylostella, con un elevado
score en Mascot de 516, con la subunidad alfa de la flavoproteina de transferencia
de electrones de Periplaneta americana con score en Mascot de 152, con
pirofosfatasa de T. castaneun con score en Mascot de 131, con prenil proteasa 1
CAAX de T. castaneun con score en Mascot de 113 y con anexina IX de T.
castaneum con score en Mascot de 99.

La mejor asignacion para la banda 1-30 corresponde a una proteina con homologia
a la isoforma 1 de un canal dependiente de voltaje selectivo a aniones de T.
castaneum, con un score en Mascot de 185, siendo el valor limite de score de 55.

Fraccion Soluble (non-rafts)

En las bandas 250.1, 250.2, 40.1, 40.2, S-37.1, S-30.1 y S-30.2 de la fraccion
soluble se encontré homologia s6lo con una proteina por cada banda analizada.

En la banda 250.1 se identificaron 52 péptidos con homologia a espectrina de T.
castaneun, con un score maximo en Mascot de 2272 (score limite de 55) y en la
banda 250.2 se identifican 67 péptidos con un score en Mascot de 3251 con
homologia a una proteina de T. castaneum similar a la cadena pesada de miosina,
en ambos casos el valor limite de score fue de 56.

La banda 40.1 corresponde a una proteina similar a la isoforma 1 de actina 5C de
A. mellifera con un score en Mascot de 219 y la Banda 40.2 a una proteina similar
a arginina quinasa del coledptero Phyllotreta striolata con score en Mascot de 102
(score limite de 82 para ambas).

En la banda S-37.1 se identificaron 19 péptidos con homologia a la proteina
prohibitina-2 de T. castaneum con score en Mascot de 131, con dicha proteina
también habiamos encontrado homologia en la banda 1-37.2 de la fraccion
insoluble. En la banda S-30.1 se identificaron 10 péptidos con homologia a
prohibitina-1 de T. castaneum, la cual pertenece a la misma familia de proteinas
gue prohibitina-2. El valor de score maximo en Mascot fue de 85 y en esta banda
también se encontré homologia con prohibitina-1 de los insectos A. gambiae, N.
vitripennis, Acyrthosiphon pisumy Bombyx mori. Tanto en la banda S-37.1 como
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en la S.30.2 el valor de score a partir del cual se consider6 la homologia
estadisticamente significativa fue 82.

En la banda S-30.2 (score minimo de 82) se identificd una proteina similar a
translocasa de nucleétidos de adenina de T. castaneum con score en Mascot de
158.

En la banda 40.3 encontramos una mezcla de proteinas y el valor limite de score
fue de 56. La asignacion de mayor score (686) corresponde a una proteina con
homologia a arginina quinasa de P. striolata, igualmente se encontré homologia
con la subunidad de 40 kDa de VV-ATPasa de T. castaneum con score en Mascot de
308, con la subunidad alfa 2 de la proteina de transporte Sec61 de T. castaneun con
score de 262, con la subunidad beta de ATP sintasa de Drosophila pseudoobscura
pseudoobscura con score en Mascot de 212, con la proteina letal 1 de A. mellifera
con score en Mascot de 145, con una proteina de A. pisum similar a piruvato
deshidrogenasa con score de 118 y con la proteina fructosa 1,6-bifosfato aldolasa
de T. castaneum con score en Mascot de 113.

En la banda S-37.2 (score minimo de 56) la asignacion de mayor score (252)
corresponde a una proteina similar a piruvato deshidrogenasa de T. castaneum,
igualmente se encontré homologia con una proteina hipotética de T. castaneum con
score en Mascot de 232, con la proteina piruvato deshidrogenasa de A. gambiae
con score en Mascot de 152, con el receptor para la proteina quinasa C activada
RACK1 de H. virescens con score en Mascot de 106, con prohibitina-2 de T.
castaneum con score en Mascot de 100 y con una proteina de T. castaneum similar
a translocasa de nucledtidos de adenina con score en Mascot de 88.

Para la mezcla de proteinas de la banda S-37.3 (score minimo de 56) la asignacion
de mayor score (423) corresponde a una proteina similar a la proteina ribosomal
S3Ae de T. castaneum, ademas se encontr6 homologia con una proteina
transportadora mitocondrial de Drosophila ananassae con score en Mascot de 309,
con la proteina translocasa de nucleétidos de adenina de Monochamus alternatus
con score en Mascot de 259, con la proteina succinil CoA sintetasa de T.
castaneum con score en Mascot de 114, con actina A3 de B. mori con score en
Mascot de 99, con una proteina de N. vitripennis similar a anexina 1X-A con score
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en Mascot de 63 y con una proteina de A. mellifera similar a tropomiosina con
score en Mascot de 62.

La banda S-30.3 (score minimo de 56) es una mezcla de proteinas en la que la
asignacion de mayor score en Mascot (381) corresponde a una proteina similar a
translocasa de nucleétidos de adenina de M. alternatus, igualmente se identificaron
proteinas con similitud a la cadena gamma de ATP sintasa mitocondrial de T.
castaneum con score en Mascot de 337, a la proteina ribosomal S4 de Chrysomela
tremulae con score en Mascot de 289, a una proteina mitocondrial transportadora
de tricarboxilatos de C. quinquefasciatus con score en Mascot de 268 y a la
subunidad E de V-ATP sintasa de Manduca sexta con score en Mascot de 223.

El andlisis de las proteinas identificadas en las fracciones soluble e insoluble de las
MECs (Tabla 5), evidencia que en ambas fracciones se localizan proteinas que
habian sido previamente identificadas por espectrometria de masas como proteinas
del epitelio intestinal de L. decemlineata a las que se uni6 la toxina Cry3Aa. Entre
ellas se encuentran las cistein proteasas digestivas intestainas D-5 (apartado 1.4.1y
1.4.2) y B-11 (apartado 1.4.2) y una proteina similar a la isoforma 1 de un canal
dependiente de voltaje selectivo a aniones de T. castaneum (apartado 1.4.4.3)
ambas localizadas en la fraccion que contenia los lipid rafts. En la fraccién soluble
se encontro actina, previamente identificada en los apartados 1.4.4.2y 1.4.43y la
proteina prohibitina-1 que ya habia sido identificada en el apartado 1.4.2, en la
mancha correspondiente a una proteina de las BBMV de L. decemlineata que
interactud con Cry3Aa.

En relacion a la proteina prohibitina-1, tanto en la mancha 7 del apartado 1.4.2
como en la banda S-30.1 localizada en la fraccion soluble de membrana se
identificaron un gran nimero de péptidos con homologia a proteinas ortélogas de
prohibitina-1 presentes en los insectos T. castaneum, A. gambiae, C.
quinquefasciatus, en varias especies del género Drosophila, en B. mori, A. aegypti,
N. vitripennis y A. pisum, asi como de la proteina letal 2 de D. melanogaster y A.
mellifera, todas pertenecientes a la misma familia de proteinas. Segun se aprecia en
la Figura 29, existe una elevada conservacion de la estructura primaria de dichas
proteinas, lo cual sugiere que en L. decemlineata también podria existir una
proteina con estructura similar.
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Tca
Bmo
Nvi
Dme
Dgr
Dvi
Dps
Dmo
Dwi
Dan
Cqul
Cqu2
Aae
Aga
Ame2
Api

Tca
Bmo
Nvi
Dme
Dgr
Dvi
Dps
Dmo
Dwi
Dan
Cqul
Cqu2
Aae
Aga
Ame2
Api

Tca
Bmo
Nvi
Dme
Dgr
Dvi
Dps
Dmo
Dwi
Dan
Cqul
Cqu2
Aae
Aga
Ame2
Api

Tca
Bmo
Nvi
Dme
Dgr
Dvi
Dps
Dmo
Dwi
Dan
Cqul
Cqu2
Aae
Aga
Ame2
Api

MSAAQLFNR I GQFGLGVALVGGVVNSALYNVDGGHRAV I FDRFSG IKKQVIGEGTHFFIP
-MAAQLFNRIGQVGLGVALVGGVVNSALYNVDGGHRAV I FDRFAGVKQLVVGEGTHFFIP
~MAAHFLNR 1GQFGLGVALVGGVVNSALYNVDGGHRAV I FDRFVGVKNNVTGEGTHFF IP
-MAAQFFNR IGQMGLGVAVLGGVVNSALYNVEGGHRAV I FDRFTG IKENVVGEGTHFFIP
-MAAQFFNR IGQMGLGVALLGGVVNSALYNVEGGHRAV I FDRFTG IKENVVGEGTHFFIP
-MAAQFFNR IGQMGLGVALLGGVVNSALYNVEGGHRAV I FDRFTG IKEHVVGEGTHFFIP
-MAAQFFNR IGQMGLGVAVLGGVVNSALYNVEGGHRAV I FDRFTG IKEHVVGEGTHFF IP
-MAAQFFNR IGQMGLGVALLGGVVNSALYNVDGGHRAV I FDRFTG IKEHVVGEGTHFFIP
-MAAQFFNR IGQMGLGVAVLGGV INSALYNVEGGHRAV I FDRFTG IKQSVVGEGTHFF IP
-MAAQFFNR IGQLGLGVAVLGGVVNSALYNVEGGHRAV IFDRFTG IKEHVVGEGTHFFIP
-MATQFLNRIGQLGLGVAIVGGVVNSALYNVDGGHRAV IFDRFTGVKQTVSGEGTHFFVP
~MATQFVNR IGQLGLGVAIVGGVVNSALYNVDGGHRAV I FDRFTGVKQTVSGEGTHFFVP
-MATQFLNRIGQLGLGVAIVGGVVNSALYNVDGGHRAV I FDRFTGVKQQVSGEGTHFFVP
-MATQFLNRIGQLGLGVAVIGGVVNSALYNVDGGHRAV I FDRFSGVKQQVTGEGTHFFVP
—--MAMFWNRLGQLGLGLTLTG I'VANNALYNVDGGHRAV I FDRFTG IKNQVVGEGTHF I 1P
-MAAQLFNRIGQLGLGLAVAGSVANTALYNVDGGHRAV IFDRFTGIKNTVVGEGTHFLIP

S Ak kk kkk s m s ok ok k ARk - kARARKAKAKK Kok Kk AkAAK - =Kk

WVQRP I IFDVRSRPRNVPV ITGSKDLONVNITLRILFRPVPDQLPRIYTVLGQDYEERVL
WVQRPIIFDIRSRPR ILFRPVPDQLPRIYTILGIDYDERVL
WIQKPIIFDIRSRPR ILFRPVPESLPKIYTILGVDYDER

WVQRP I IFDIRSQPRNVPVITGSKDLONVNITLRILYRPIPDQLPKIYTILGQDYDERVL
WVQRP 1 IFDIRAQPRNVPVITGSKDLQNVNITLRILYRPIPDQLPKIYTILGQDYDERVL
WVQRPIIFDIRSQPRNVPVITGSKDLQNVNITLRILYRPIPDELPKIYTILGQDYDERVL
WVQRP I IFDIRSQPRNVPVITGSKDLONVNITLRILYRPIPDQLPKIYTILGQDYDERVL
WVQRP I IFDIRSQPRNVPVITGSKDLQNVNITLRILYRPIPDELPKIYTILGQDYDERVL
WVQRP I IFDIRSQPRNVPVITGSKDLQNVNITLRILYRPIPDELPKIYTILGQDYDERVL
WVQRP I IFDIRSQPRNVPVITGSKDLONVNITLRILYRPIPDQLPKIYTILGQDYDERVL
WVQRPV IFD IRSQPRNVPVVTGSK IYTILGQDYDER
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60
59
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59
59
59
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59
59
59
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58
59

120
119
119
119
119
119
119
119
119
119
119

WVQRPV IFD IRSQPRNVPVVTGSK IYTILGQDYDER /' 119

WVQRP 1 IFDIRSQPRNVPVVTGSKDLQNVNITLRILFRPIPDQLPKIYTILGQDYDERVL
WVQRPIIFDIRSQPRNVPVITGSK IYTILGQDYDER
WVQRP I IFDVRSRPRNIPVITGSKDLQNVNITLRILFRPIPDSLPKIYTVLGIDYAERVL
WVQKP I IFDVRSRPR ILFRPLPEQLPKIYTILGVDYDER

omdom ke n kK m Kk m m kKK m Kk m AR AR KRR KA AAKAKAK = hk =k n hokomkhk - kk kk Rkkk

PSITTEVLKAVVAQFDAGEL I TQRDLVSQKVSEDLTERASQFGVILDDISITHLTFGREF
PSITSEVLK AAQFGLILDDISITHLTFGK
ELVSQKVSEDLTERASQFGVILDDISITHLTFGK
PSIAPEVLKAVVAQFDAGEL I TQREMVSQRVSQELTVRAKQFGFILDD ISLTHLTFGREF
PSIAPEVLKAVVAQFDAGEL I TQREMVSQRVSQELTVRAKQFGFILDD ISLTHLTFGREF
PSIAPEVLKAVVAQFDAGEL ITQREMVSQRVSQELTVRAKQFGF ILDDISLTHLTFGREF
PSIAPEVLKAVVAQFDAGEL I TQREMVSQRVSQELTLRANQFGFILDDISLTHLTFGREF
PSIAPEVLKAVVAQFDAGEL I TQREMVSQRVSQELTVRAKQFGFILDD ISLTHLTFGREF
PSIAPEVLKAVVAQFDAGEL I TQREMVSQRVSQELTVRAKQFGF ILDDISLTHLTFGREF
PSIAPEVLKAVVAQFDAGEL I TQREMVSQRVSQELTVRAKQFGFILDD ISLTHLTFGREF
EMVSQKVSDDLTERAAQFGVILDDISITHLTFGKEF
EMVSQK AAQFGVILDDISITHLTFGKEF
PSITTEVLKAVVAQFDAGEL I TQREMVSQKVSDDLTERAAQFGV ILDDISITHLTFGKEF
SQK AAQFGVILDDISITHLTFGKEF
PSITNEVLKAVVAQFDAGEL ITQREIVSQKVREDLTERATQFGLILDDISITHLTFGKEF
ENVSRKVSETL I1ERAGQFGVVLDDISITHLTFGK
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TLAVELKQVAQQEAEKARFLVEKAEQNKKAAV I SAEGDAQAATLLAKAFGDAGEGLVELR
ARFLVEKAEQQKKAAV I AAEGDAQAAVLLAKSFGSAGEGLVELR
ARFLVEKAEQQKKAAT I TAEGDAQAASMLAKSL.GEAGDGLVELR

TLAVEMKQVAQQEAEKARFVVEKAEQQKLASI I SAEGDAEAAGLLAKSFGEAGDGLVELR

TLAVEMKQVAQQEAEKARFVVEKAEQQKLAS I | SAEGDAEAAGLLAKSFGEAGDGLVELR

TLAVEMKQVAQQEAEKARFVVEKAEQQKLASI I SAEGDAEAAGLLAKSFGEAGDGLVELR

TLAVEMKQVAQQEAEKARFVVEKAEQQKLAS I I SAEGDAAAAGLLAKSFGEAGDGLVELR

TQAVEMKQVAQQEAEKARFVVEKAEQQKLAS I ISAEGDAAAADLLARSFGEAGDGLVELR

TQAVEMKQVAQQEAEKARFVVEKAEQQKLAS I ISAEGDAAAADLLAKSFGEAGDGLVELR

TQAVEMKQVAQQEAEKARFVVEKAEQQKLAS I I SAEGDAAAADLLAKSFGEAGDGLVELR

TQAVEMK AR QAAIVSAEGDAEAAALLAKSFGDSGDGLVELR

TQAVEMK AR QAAIVSAEGDAEAAALLAKSFGDSGDGLVELR

TQAVEMKQVAQQEAEKARFMVEKAEQMKKAA I I SAEGDAEAAALLAKSFADSGDGLVELR

TQAVEMK QAAI I TAEGDAQAAQMLARSLKESGDGLIELR

TQAVEMKQVAQQEAEKARFLVEKAEQHKKAA I ISAEGDAQAASL IAKSLGEAGDGLVELR
ARFLVEKAEQQKQAS I I SAQGDSEAASMLAKSFGDAGEGLVELR
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Tca RIEAAEDIAYQLSRSRQVSYLPGGQNLLLNVPTPSN- 276
Bmo RIEAAED IAYQLAKSRNVTYLPHGQNVLLNLPTQN-~- 274
NVi RIEAAEDIAYQLGRSRQVIYLPPGQGTLLSLPQ---- 272
Dme RIEAAEDIAYQLSRSRGVAYLPSGQSTLLNLPSTIAQ 276
Dgr RIEAAEDIAYQLSRSRGVAYLPSGQSTLLNLPSTLAQ 276
DVi RIEAAEDIAYQLSRSRGVAYLPSGQSTLLSLPSNMGQ 276
Dps RIEAAEDIAYQLSRSRGVAYLPSGQNTLLNLPSTIAQ 276
Dmo RIEAAEDIAYQLSRSRGVAYLPSGQSTLLNLPSTLAQ 276
Dwi RIEAAEDIAYQLSRSRGVAYLPSGQSTLLNLPSTLAQ 276
Dan RIEAAEDIAYQLSRSRGVAYLPSGQSTLLNLPSTIAQ 276
cquil RIEAAEDIAYQMSRSR ———- 272
cqu2 RIEAAEDIAYQMSRSR ———- 272
Aae RIEAAED I AYQMSRSRGVAYLPAGQTTLLQLPQ---— 272
Aga R GVNYLPAGQQTLLSLPQ---- 272
Ame2 RIEAAED I AHNLSRSRQVAYLPPGQNVLLNLPQ---- 271
Api RIEAAEDIAYQLSRSRQVSYFPPGQNILLNLPAQ--- 273

Fokkkkkkdkk === mkk Kk kek Kk kK -k

Figura 29.- Alineamiento de las estructuras primarias de prohibitina-1 de varios insectos y letal-2
de A. mdlifera (Ame2) y D. melanogaster (Dme). Los péptidos representados en rojo corresponden a los
identificados por espectrometria de masas en la banda 7 del apartado 1.4.2, en azul los identificados en la
banda S-30.1 del presente apartado y en verde los identificados en ambos ensayos. El alineamiento se
llevé a cabo usando el programa CLUSTALW?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2). Las secuencias
de prohibitina-1 mostradas corresponden a los insectos T. castaneum (Tca), B. mori (Bmo), N. vitripennis
(Nvi), C. quinquefasciatus (Cqul y Cqu2), A. aegypti (Aae), A. gambiae (Aga), A. pisum (Api) y a
insectos de las especies de Drosophila grimshawi (Dgr), virilis (Dvi), pseudoobscura (Dps), mojavensis
(Dmo), willistoni (Dwi) y ananassae (Dan).

En las bandas 1-37.2 y S-37.1 de las fracciones insoluble y soluble,
respectivamente, se identificaron un gran nimero de péptidos similares a la
proteina prohibitina-2 de T. castaneum (Figura 30). En la banda 40.3 de la fraccién
soluble se identificaron dos péptidos con homologia a la proteina letal 1 de A.
mellifera, perteneciente a la misma familia que prohibitina-2, aunque la
conservacion de sus secuencias aminoacidicas es baja.

1 MAQSKLNDLAGKFGKGGPPGLGLGLKLLAVGGAAAYG ISQAMYTVEGGHR
51 AIMENRIGGVQKDIYTEGLHFRVPWEQYP I 1YDIRSRPRK I SSPTGSKDL
101 QMVNISLRVLSRPNASQLP IVYRQLGLDYDEKVLPS ICNEVLKSVVAKFN
151 AAQLITQRQQVSLLVRRELTERARDFNI ILDDVSITELSFGKEYTAAVEA
201 KQVAQQEAQRAAF I VEKAKQERQQK I VQAEGEAEAAKMLGEA I SKNPGYL
251 KLRKIRAAQNISRT IANSQNKVYLSGNSLMLN I SDKEFDDQSDKLKRNEY
301 DDTTRSADKNVLRTARKMATRIAG

Figura 30.- Secuencia aminoacidica de la proteina prohibitina-2 de T. castaneum. Los péptidos
identificados por espectrometria de masas se sefialan en color rojo

Dado que las prohibitinas estan implicadas en numerosas rutas de sefializacion
celular y en la interaccion con componentes estructurales de patdgenos relacionada
con la generacidn de virulencia en la célula huésped y no han sido descritas en L.
decemlineata, nos planteamos profundizar en el estudio de la unién de la toxina
Cry3Aa a prohibitinas localizadas en el epitelio intestinal de L. decemlineata.
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2.2.1- Inmunodeteccion de las proteinas prohibitina-1y -2 de L. decemlineata

Para confirmar la presencia de las proteinas prohibitina-1 y -2 en la membrana del
epitelio intestinal de L. decemlineata nos propusimos inmunodetectarlas en las
proteinas de las fracciones de membrana insoluble y soluble de las MECs,
inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa. Para ello, empleamos el
anticuerpo Prohibitin (H-80) (Santa Cruz) generado contra la region comprendida
entre los aminoécidos 193 y 272 del extremo C-terminal de la prohibitina-1
humana. Dicha region se encuentra altamente conservada en las prohibitina-1 de T.
castaneumy C. quinquefasciatus, identificadas en la mancha 7 del apartado 1.4.2 y
en la banda S-30.1 de la fraccién soluble de las MECs. Aunque en la proteina
prohibitina-2 de T. castaneum el grado de conservacion en esta region es menor,
igualmente existen un gran nimero de amino&cidos conservados (Figura 31).

PhblTc DDISITHLTFGREFTLAVELKQVAQQEAEKARFLVEKAEQNKKAAV ISAEGDAQAATLLA 226
Phbi1Cq DDISITHLTFGKEFTQAVEMKQVAQQEAEKARFMVEKAEQMKQAATVSAEGDAEAAALLA 225
PhblHs DDVSLTHLTFGKEFTEAVEAKQVAQQEAERARFVVEKAEQQKKAAT ISAEGDSKAAELIA 225
Phb2Tc DDVSITELSFGKEYTAAVEAKQVAQQEAQRAAF I VEKAKQERQQK I VQAEGEAEAAKMLG 240
Kk ek Kmkknkd kK KAAKKAAK T sk Kokkkkik ts ns Kkkesokk s
PhblTc KAFGDAGEGLVELRRIEAAEDIAYQLSRSRQVSYLPGGQNLLLNVPTPSN-=-==—————- 276
Phbi1Cq KSFGDSGDGLVELRRIEAAED IAYQMSRSRGVAYLPAGQTTLLNLPQ=-==========—— 272
Phbi1Hs NSLATAGDGL IELRKLEAAED IAYQLSRSRNITYLPAGQSVLLQLPQ--——————————- 272
Phb2Tc EAISK-NPGYLKLRKIRAAQNISRT TANSQNKVYLSGNSLMLN I SDKEFDDQSDKLKRNE 299
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Figura 31.- Alineamiento de las secuencias C-terminal de las proteinas prohibitina-1 de H. sapiens,
T. castaneum, C. quinquefasciatus y prohibitina-2 de T. castaneum. En color rojo se sefialan los
aminoacidos que estan totalmente conservados en relacion a la secuencia de la proteina de humanos. El
alineamiento se llevo a cabo utilizando el programa CLUSTALW?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2)

Tal y como se observa en la Figura 32, en la fraccion soluble de las MECs se
inmunodetect6 una banda con una masa molecular aparente de 29 kDa, valor que
se aproxima a la masa molecular calculada de las proteinas prohibitina-1 de T.
castaneum y C. quinquefasciatus (30 kDa) y a la masa molecular aparente de la
banda 1-30.1 de la fraccién soluble de la membrana de las MECs, en la que se
identificaron un gran niamero de péptidos con homologia a proteinas prohibitina-1
de varios insectos. Dicha banda también se detect6 en la fraccién insoluble, aunque
con menor intensidad. La sefial de baja intensidad obtenida en ambas fracciones,
aproximadamente a 34 kDa podria corresponder a la prohibitina-2, identificada en
las bandas 1-37.2 y S-37.1 de las fracciones insoluble y soluble, respectivamente.
Es necesario sefialar que ademéas de las bandas mencionadas, en la Figura 32 se
observan otras bandas de proteinas que podrian corresponder a agregados formados
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por las prohibitinas-1 y -2, o0 a interacciones inespecificas de los anticuerpos con
otras proteinas de las MECs. Dado que en ausencia del anticuerpo anti-prohibitina-
1, con el anticuerpo secundario no se detectd banda alguna, la aparicion de dichas
bandas podria deberse al reconocimiento inespecifico de proteinas de BBMV por el
anticuerpo anti-prohibitina-1.
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Figura 32.- Presencia de la proteina prohibitina-1 en las fracciones de membrana de las MECs
de L. decemlineata. Inmunodeteccion de prohibitina-1 en las fracciones insoluble (1) y soluble (S) de
las MECs con un anticuerpo generado contra la prohibitina-1 humana. Las flechas sefialan bandas de
29y 34 kDa que podrian corresponder a las prohibitina-1 y -2 de L. decemlineata, respectivamente.

Estos resultados corroboran la presencia de una proteina homologa a prohibitina-1
en L. decemlineata a la que se une la toxina Cry3Aa, cuya secuencia nucleotidica
nos propusimos identificar en este insecto.

2.2.2- Aislamiento del gen dela proteina prohibitina-1 de L. decemlineata

Para la amplificacion del gen de prohibitina-1 de L. decemlineata se disefiaron
cebadores degenerados partiendo de la informacion procedente de la secuencia
nucleotidica de los genes que codifican para las prohibitina-1 de insectos de las que
se habian identificado un elevado nimero de péptidos en proteinas del epitelio
intestinal de L. decemlineata (Figura 29). Se sintetizaron 4 oligonucle6tidos a partir
de las secuencias SgsKDLQNVgg, lg1TLRILgs, VigsdELKQVAg € 11EAAEDI g
(posiciones en prohibitina-1 de T. castaneum), identificadas por espectrometria de
masas y altamente conservadas en las estructuras primarias de las prohibitina-1 en

110



Resultados

dichos insectos. Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR, empleando los
oligonucledtidos disefiados y ADNc de L. decemlineata.

Con la pareja de oligonucledtidos SgsKDLQNVgy € lEAAEDIg y el par
lg; TLRILgs € 1,,,EAAEDI 4, se amplificaron dos fragmentos de ADN con tamafios
similares a los esperados segun las posiciones correspondientes de los
oligonucledtidos en los genes de prohibitina-1 de insectos, a partir de los cuales
fueron disefiados. Con las secuencias de los fragmentos amplificados se llevaron a
cabo busquedas de homologia con otras secuencias nucleotidicas de insectos en la
base de datos no redundante “Coleccion de Nucleodtidos (nt/nr)” del NCBI,
utilizando el programa BLASTn 2.2.24 (Altschul et al., 1997). Con ambos
fragmentos se encontré homologia con un gran nimero de genes de prohibitina-1
de insectos.

El anélisis minucioso de las secuencias amplificadas evidencid6 que ambas
pertenecian a una Unica secuencia, la cual corresponderia a un fragmento del gen
de prohibitina-1 de L. decemlineata. La secuencia nucleotidica de dicho fragmento
consta de 397 pb (Figura 33).

CCAGACGAGCTTCCGAATATACACTATCCTAGGTCAGGACTACGAAGAAAGAGTACTAC
CATCGATCCCACTGAAGTTCTCAAAGCCGTAGTAGCTCAGTTTGACGCAGGAGAACTGA
TCACCCAGCGTGACTTGGTATCACAAAAAGTCAGTGATGATCTGACAGAAAGAGCGGGA
CAATTTGGTGTGATCCTAGACGACATTTCTTTAACACATTTAACATTCGGTAGAGAGTT
TACACAGGCTGTTGAACTGAAACAAGTTGCACAACAGGAAGCAGAAAAAGCTAGATTCT
TGGTAGAGAAGGCAGAACAGACCAAAAAAGCAACAATTCTCTCAGCTGAAGGTGATGCC
CAAGCTGCTATTCTGTTGGCCAAAGCTTTTGGTGATGCTGAGA

Figura 33.- Secuencia nucleotidica del fragmento del gen de prohibitina-1 de L. decemlineata
amplificado por PCR.

Mediante el empleo del programa BLASTn 2.2.24 (Altschul et al., 1997) se
encontro que la secuencia de dicho fragmento se encuentra altamente conservada
en los genes de prohibitina-1 de varios insectos, obteniéndose el menor valor
esperado para el gen de P. humanus corporis, con cuya secuencia se obtuvo un
80% de identidad. Igualmente, se observd que la secuencia amplificada de L.
decemlineata posee un 73% de identidad con su ortdlogo en el coledptero T.
castaneum.
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La traduccion in silico de la secuencia del fragmento del gen de prohibitina-1 de L.
decemlineata produjo un péptido de 118 aminoécidos cuya estructura primaria se
muestra en la Figura 34. Utilizando el programa BLASTp 2.2.24 (Altschul et al.,
1997) comprobamos que dicha secuencia posee homologia con prohibitina-1 de T.
castaneum (92 % de identidad), asi como con prohibitina-1 de otros insectos. En la
secuencia traducida se encontraron varios de los péptidos que habian sido
identificados por espectrometria de masas en proteinas del epitelio intestinal de L.
decemlineata a las que se unid la toxina Cry3Aa (Figura 29).

QTSFRIYTILGQDYEERVLPSITTEVLKAVVAQFDAGEL ITQRDLVSQKVSDDLTERAGQFGVILDDISLTHLTFG
REFTQAVELKQVAQQEAEKARFLVEKAEQTKKANSLS

Figura 34.- Secuencia aminoacidica de un fragmento de prohibitina-1 de L. decemlineata. En rojo
se representan péptidos que habian sido identificados por espectrometria de masas

Estos resultados confirman la presencia de un gen, identificado en L. decemlineata
en este trabajo por primera vez, que codifica para la proteina prohibitina-1 que
interacta con la toxina Cry3Aa de B. thuringiensis.

2.3- Localizacion de las actividades cistein y metaloproteasa que procesan
Cry3Aa en los microdominios de membrana de células disociadas del epitelio
intestinal

Con el proposito de localizar en los microdominios de la membrana del epitelio
intestinal de L. decemlineata las actividades cistein y metaloproteasa para las que
la toxina Cry3Aa es sustrato, ensayamos el procesado proteolitico de Cry3Aa
catalizado por las fracciones soluble e insoluble de las MECs. Para ello, incubamos
la toxina con dichas fracciones y analizamos el perfil peptidico generado. Segun se
observa en la Figura 35, ambas fracciones proteolizaron Cry3Aa. La fraccion
insoluble principalmente produjo la aparicion de una banda de 46 kDa, aunque
también se generaron fragmentos de 57, 52 y 42 kDa. La fraccién soluble produjo
un fragmento de 30 kDa, ademas de los originados por la fraccién insoluble. Los
perfiles peptidicos generados por ambas fracciones se compararon con el producido
por las BBMV integras.
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Figura 35- Perfil peptidico dela toxina Cry3Aa generado por lasfraccionesinsolubley soluble de
las MECs. Inmunodeteccion de la toxina Cry3Aa en los sobrenadantes obtenidos tras su incubacién
con las fracciones insoluble (1) y soluble (S) de las MECs o BBMV. Las flechas sefialan fragmentos de
toxina de 26 y 30 kDa generados diferencialmente por las BBMV y por la fraccion soluble,
respectivamente.

Previamente (apartado 1.3) habiamos descrito que la protedlisis de Cry3Aa
catalizada por las BBMV resultaba inhibida por el inhibidor de metaloproteasas
1,10-fenantrolina. Para localizar la metaloproteasa que proteoliza Cry3Aa en los
microdominios de membrana de las MECs, ensayamos la prote6lisis de la toxina
catalizada por las fracciones insoluble y soluble en presencia de dicho inhibidor.
En la Figura 36 se observa que el compuesto 1,10-fenantrolina inhibi¢ la formacion
del fragmento de 30 kDa que produce la fraccion soluble, indicando que la
metaloproteasa, posiblemente de la familia de las ADAM, que proteoliza Cry3Aa
se localiza en la fraccion soluble de las MECs (non-rafts).

Cry3Aa+1 Cry3Aa+S
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Figura 36.- Efecto de inhibidores de proteasas en la protedlisis de Cry3Aa catalizada por las
fracciones insoluble y soluble de las MECs. Inmunodeteccién de la toxina Cry3Aa en los
sobrenadantes obtenidos tras la incubacion de la toxina con las fracciones insoluble (1) y soluble (S)
de las MECs en ausencia y en presencia del inhibidor de cistein proteasas E64 (10 pM, concentracién
final) y el inhibidor de metaloproteasas 1,10-fenantrolina (10 mM, concentracion final). La flecha
sefiala el fragmento de 30 kDa generado por la fraccién soluble.
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Igualmente se ensayO la proteolisis de la toxina catalizada por las fracciones
soluble e insoluble de las MECs en presencia del inhibidor de cistein proteasas
E64. En el apartado 1.3 se describe que dicho compuesto inhibe la protedlisis de
Cry3Aa catalizada por las BBMV. Segln se observa en la Figura 36, en presencia
de E64 no se produjo una variacion apreciable en la intensidad de los fragmentos
de protedlisis de Cry3Aa generados por las fracciones soluble e insoluble de las
MECs, lo cual indica que en estas condiciones no se inhibi6 la actividad de las
cistein proteasas que proteolizan Cry3Aa.

Segln se aprecia en la Figura 35, existen diferencias entre el perfil peptidico de
Cry3Aa generado por las BBMV integras y el perfil generado por la fraccion
soluble. De manera reproducible, la principal diferencia entre ambos perfiles radica
en las masas moleculares aparentes de los péptidos de bajo peso molecular. Las
BBMV producen un fragmento de Cry3Aa de 26 kDa y el producido por la
metaloproteasa de la fraccion soluble es de 30 kDa. La diferencia en las masas
moleculares de ambos péptidos podria indicar que aunque la metaloproteasa que
origina el fragmento de Cry3Aa de 30 kDa se localiza en la fraccion soluble, la
interaccién de la toxina con algin componente de la fraccion insoluble (rafts) seria
determinante en el resultado final de la proteolisis.

Estos resultados, junto a los obtenidos en el apartado 1.4.4.3 (Figura 22B) que
describen la disminucién de la proteolisis de la toxina Cry3Aa catalizada por las
BBMV en presencia del compuesto extractor de colesterol MCD, indican que la
interaccién de la toxina Cry3Aa con las regiones de la membrana ricas en
colesterol (lipid rafts) es necesaria para la prote6lisis de la toxina.

3- Significado funcional de la interaccién de Cry3Aa con la membrana del
epiteliointestinal de L. decemlineata

En los dos apartados anteriores (1 y 2) nos hemos centrado en el estudio de la
interaccién de la toxina Cry3Aa con la membrana del epitelio intestinal de L.
decemlineata, identificando y caracterizando proteinas no descritas con
anterioridad capaces de interaccionar con Cry3Aa, entre las que se encuentran las
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prohibitinas, calmodulina, actina y demostrando que esta toxina puede ser sustrato
de una metaloproteasa de membrana de la familia de las ADAM o de cistein
proteasas, principalmente digestivas, como las intestainas.

El modo de accidn de las toxinas Cry de Bt es complejo y comprende una serie de
eventos que pueden estar condicionados por el resultado de etapas previas, por lo
que para tener un panorama mas completo de la interaccion de la toxina Cry3Aa
con la membrana del epitelio intestinal del escarabajo de la patata decidimos
abordar el estudio de etapas que tienen lugar antes y después de la interaccion con
la membrana, en relacion con el resultado final de dicha interaccion, la toxicidad en
L. decemlineata.

3.1- Interaccion de la toxina Cry3Aa quimotripsinizada con las BBMV de L.
decemlineata

En relacién a los eventos que tienen lugar previamente a la interaccion con la
membrana del epitelio intestinal, se ha sugerido que en el intestino de L.
decemlineata podria existir una proteasa soluble con actividad proteolitica de tipo
quimotripsina o similar que procesase la toxina Cry3Aa, facilitando su
solubilizacion en el lumen del intestino y su unién a la membrana del epitelio
intestinal (Martinez-Ramirez y Real, 1996; Carroll et al., 1997).

Para estudiar la influencia del procesado proteolitico previo de la toxina Cry3Aa
por la proteasa digestiva soluble quimotripsina, en la protedlisis de la toxina
catalizada por la metaloproteasa ADAM, analizamos el perfil peptidico generado
por las BBMV de la toxina Cry3Aa quimotripsinizada. Adicionalmente,
comparamos dicho perfil peptidido con el producido por las BBMV en la toxina
tripsinizada, puesto que se ha descrito, que al contrario de la quimotripsinizacion,
la tripsinizacion de la toxina Cry3Aa no favorece su solubilizacién ni su unién a la
membrana (Martinez-Ramirez y Real, 1996; Carroll et al., 1997).

La quimotripsinizacion de Cry3Aa produjo la aparicién de un fragmento de 49
kDa, ademas de un segundo fragmento de 44 kDa, mientras que el tratamiento con
tripsina produjo tres fragmentos de 44, 33 y 25 kDa (Figura 37). La mezcla
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resultante del procesado proteolitico de la toxina con cada serin proteasa se incubd,
de manera independiente, con BBMV. En el caso de la toxina previamente
guimotripsinizada, la incubacion con las BBMV produjo la aparicion de nuevos
fragmentos de protedlisis, principalmente de 33 y 25 kDa, y también de 37, 22 y 20
kDa (Figura 37). La incubacién con BBMV de la toxina previamente tratada con
tripsina no produjo cambio alguno en el perfil peptidico (Figura 37).
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Figura 37.- Perfil peptidico de la toxina Cry3Aa quimotripsinizada o tripsinizada gener ado por las BBMV
de L. decemlineata. Inmunodeteccion de la toxina Cry3Aa nativa, quimotripsinizada (Cry3AaQ) o tripsinizada
(Cry3AaT) en los sobrenadantes obtenidos tras la incubacién con BBMV.

Se ensayad la protedlisis de Cry3Aa quimotripsinizada por BBMV en presencia del
inhibidor de metaloproteasas 1,10-fenantrolina. Segun se observa en la Figura 38,
el tratamiento con 1,10-fenantrolina produjo la inhibicién del procesado
proteolitico catalizado por las BBMV, indicando que al igual que la toxina sin
procesar, la toxina quimotripsinizada puede ser sustrato de la metaloproteasa
ADAM asociada a las BBMV.

Cry3AaQ
+BBMV
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Figura 38.- Efecto del inhibidor de metaloproteasas 1,10-fenantrolina en la protedlisis de la toxina
Cry3Aa quimotripsinizada por las BBMV. Inmunodeteccion de la toxina Cry3Aa quimotripsinizada en
el sobrenadante obtenido tras su incubacion con las BBMV en ausencia y en presencia de 1,10-fenantrolina
(10 mM, concentracion final).
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En conjunto, estos resultados indican que el procesado proteolitico de la toxina
Cry3Aa por una proteasa soluble de tipo quimotripsina es compatible con la
protedlisis posterior de la toxina catalizada por una o varias metaloproteasas,
probablemente de la familia de las ADAM, como resultado de su interaccién con la
membrana del epitelio intestinal.

3.2- Formacion de poro de Cry3Aaen BBMYV de L. decemlineata

La formacion de poros es uno de los eventos que se ha propuesto que tienen lugar
tras la interaccion de las toxinas Cry de Bt con la membrana del epitelio intestinal
del insecto diana. Con anterioridad a este trabajo, nuestro grupo habia descrito que
la interaccion de la toxina Cry3Aa con las BBMV de L. decemlineata aumenta la
formacion de poro in vitro de la toxina, en comparacion con aquella que no habia
estado en contacto con las vesiculas (Rausell et al., 2004). En este trabajo hemos
comprobado que Cry3Aa es sustrato de cistein y metaloproteasas asociadas a las
BBMV y que como resultado de la interaccion con éstas se produce la aparicion de
fragmentos de toxina de bajo peso molecular.

Para estudiar la influencia del procesado proteolitico de Cry3Aa catalizado por las
BBMV en la actividad formadora de poro de la toxina in vitro, analizamos la
formacion de poro de toxina que habia sido previamente incubada con BBMV en
ausencia y presencia del péptido pep-99 (competidor por los sitios de corte de las
proteasas capaces de proteolizar Cry3Aa), asi como también de los inhibidores de
metaloproteasas 1,10-fenantrolina y acido acetohidroxamico y del péptido pep-rec
(competidor por el sitio de reconocimiento de la toxina Cry3Aa por la
metaloproteasa ADAM). Para ello, los sobrenadantes correspondientes a dichas
incubaciones se afiadieron a BBMV que contenian calceina encapsulada y se
monitorizd el aumento en la intensidad de la fluorescencia producido por la
liberacion del fluoréforo.

Segin se observa en la Figura 39, los sobrenadantes procedentes de las
incubaciones que contenian el péptido pep-99 o el inhibidor de metaloproteasas
acido acetohidroxamico produjeron un marcado aumento en la actividad formadora
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de poros de Cry3Aa. El sobrenadante proveniente de la incubacion en presencia de
1,10-fenantrolina no pudo ser analizado porque interferia en la emision de la
fluorescencia de la calceina.

Previamente habiamos descrito que el procesado proteolitico de Cry3Aa catalizado
por las BBMV resulta inhibido en presencia del péptido pep-99 (apartado 1.2) y del
inhibidor de metaloproteasas acido acetohidroxamico (apartado 1.3). Los
resultados de inhibicion de la protedlisis de Cry3Aa y los de formacion de poro de
la toxina in vitro en presencia de dichos compuestos indican que la inhibicion de la
protedlisis de la toxina Cry3Aa catalizada por las proteasas asociadas a la
membrana del epitelio intestinal produce un aumento en la capacidad formadora de
poros de la toxina in vitro, probablemente porque se evita la degradacion de toxina.
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Figura 39.-Liberacién de calceina encapsulada en BBMV por la toxina Cry3Aa en presencia de
inhibidores de la protedlisis. Liberacion de calceina en funcion del tiempo por accion la toxina Cry3Aa (44
nM) en ausencia y en presencia del péptido competidor por el sitio de corte pep-99 (150 uM) y el inhibidor
de metaloproteasas &cido acetohidroxamico (AHA) (2 uM). Los experimentos se realizaron como minimo
por triplicado, se muestran trazos representativos de una réplica de cada uno. El péptido pep-99, el acido
acetohidroxamico y la toxina Cry3Aa se afiadieron independientemente a BBMV que contenian calceina
encapsulada, como control. Las longitudes de onda de excitacién y emisién fueron de 490 y 520 nm,
respectivamente. La maxima intensidad de la fluorescencia corresponde al 100% de liberacién de calceina
obtenida tras la adicién de Triton X-100.
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La presencia del péptido pep-rec, competidor por el sitio de reconocimiento en la
toxina Cry3Aa por la metaloproteasa ADAM, produjo una dréstica disminucion en
la formacion de poro de la toxina in vitro (Figura 40), indicando que la interaccion
de Cry3Aa con la metaloproteasa ADAM asociada a la membrana del epitelio
intestinal es un evento clave para la formacion de poro in vitro.

Previamente habiamos comprobado que en presencia del péptido pep-rec se inhibe
la protedlisis de la toxina Cry3Aa catalizada por las BBMV (apartado 1.4.4.2). Este
resultado, junto a la disminucién de la actividad formadora de poro de Cry3Aa in
vitro en presencia del péptido pep-rec evidencia que la interaccion de Cry3Aa con
la metaloproteasa ADAM es clave para la formacion de poro, aunque producto de
dicha interaccidn tenga lugar la protedlisis de la toxina. Si la protedlisis de Cry3Aa
por la metaloproteasa ADAM se evita, la formacién de poros es mayor, tal y como
hemos comprobado que sucede en presencia del péptido pep-99 6 del inhibidor de
metaloproteasas &cido acetohidroxamico (Figura 39), pero es necesario que la
toxina Cry3Aa interactle con la metaloproteasa ADAM para formar poros.

Estos resultados sugieren que la interaccion de la toxina Cry3Aa con la
metaloproteasa ADAM podria producir un cambio en la conformacion de la toxina
Cry3Aa que aumente su capacidad para formar poros in vitro. Pero, dado que la
toxina puede ser sustrato de la metaloproteasa, como resultado de esta interaccion
la toxina también se proteoliza, lo cual produce una disminucién en su capacidad
para formar poros. El resultado final de la actividad formadora de poros de Cry3Aa
in vitro estaria determinado por la competencia entre ambos eventos.
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Figura 40.- Liberacion de calceina encapsulada en BBMV por la toxina Cry3Aa. Liberacién de
calceina en funcién del tiempo por accion de la toxina Cry3Aa (44 nM) en ausencia y en presencia del
péptido competidor por el sitio de reconocmiento pep-rec (2 nM). Los experimentos se realizaron como
minimo por triplicado, se muestran trazos representativos de una réplica de cada uno. Las longitudes de
onda de excitacion y emision fueron de 490 y 520 nm, respectivamente. La méaxima intensidad de la
fluorescencia corresponde al 100% de liberacion de calceina obtenida tras la adicion de Tritén X-100.

Paralelamente analizamos el efecto de la interaccion de la toxina Cry3Aa
procesada con quimotripsina con las BBMV en su capacidad formadora de poro in
vitro, en comparacion con la formacion de poros de la toxina quimotripsinizada
gue no habia estado en contacto con las vesiculas, 0 de la toxina sin procesar
incubada y sin incubar con BBMV. Para ello, la toxina quimotripsinizada se incubd
con las BBMV, el sobrenadante correspondiente se afiadio a BBMV que contenian
calceina encapsulada y se monitorizd el aumento en la intensidad de la
fluorescencia producido por la liberacion del fluoroforo. La figura 41 muestra que,
de manera analoga a lo descrito para la toxina sin procesar (Rausell et al., 2004), la
interaccién de Cry3Aa quimotripsinizada con las BBMV produjo un aumento en su
actividad formadora de poros in vitro, en comparacion con la toxina
guimotripsinizada que no habia estado en contacto con las vesiculas. Ademas, se
aprecia gue la liberacion de calceina producida por la toxina quimotripsinizada e
incubada con BBMV fue mayor que la de la toxina sin procesar también incubada
con BBMV. Estos resultados evidencian que el procesado quimotriptico de Cry3Aa
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favorece el efecto provocado por la interaccion con las BBMV que produce el
aumento en la capacidad formadora de poros de la toxina in vitro.
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Figura 41.- Liberacion de calceina encapsulada en BBMV por la toxina Cry3Aa
quimotripsinizada. Liberacion de calceina en funcién del tiempo por accién de Cry3Aa intacta y
quimotripsinizada incubadas y sin incubar con BBMV. Los experimentos se realizaron como minimo
por triplicado, se muestran trazos representativos de una réplica de cada uno. Las longitudes de onda de
excitacion y emision fueron de 490 y 520 nm, respectivamente. La méaxima intensidad de la
fluorescencia corresponde al 100% de liberacion de calceina obtenida tras la adicion de Tritén X-100.

3.3- Toxicidad de Cry3Aaen L. decemlineata

El resultado final de la interaccion de las toxinas Cry de Bt con la membrana del
epitelio intestinal es la generacion de toxicidad en el insecto diana. Dado que en el
presente trabajo hemos comprobado que la interaccion de Cry3Aa con la
membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata origina la protedlisis de la
toxina, nos propusimos estudiar la influencia de dicho procesado proteolitico en la
toxicidad generada por Cry3Aa en células disociadas del epitelio intestinal y en
larvas del escarabajo de la patata.
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3.3.1- Toxicidad de Cry3Aa en células disociadas del epitelio intestinal de L.
decemlineata

Se examino la toxicidad de Cry3Aa en células disociadas del epitelio intestinal
(MECs) de L. decemlineata en presencia de compuestos cuyo efecto en la
protedlisis de Cry3Aa por las BBMV habiamos ensayado previamente. La
viabilidad de las células se estim6 por exclusion de azul de tripan. En todas las
ocasiones trabajamos con preparaciones que contenian entre un 75y un 90% de
células viables.

Para analizar el efecto del aumento de la protedlisis de Cry3Aa en su citotoxicidad
se empled el compuesto TFP, inhibidor de calmodulina y estimulador de la
actividad proteolitica de metaloproteasas ADAM. En el apartado 1.4.4.2 habiamos
comprobado que dicho compuesto aumenta la protedlisis de Cry3Aa catalizada por
las BBMV (Figura 21A). Con este fin, las MECs fueron incubadas con TFP y
seguidamente tratadas con una dosis subletal de toxina. En la Tabla 6 se muestra
que el tratamiento con TFP provocd un gran aumento en la toxicidad producida por
Cry3Aa, alcanzandose un 35,2% de mortalidad, lo cual indica que el procesado
proteolitico de la toxina Cry3Aa por la metaloproteasa ADAM asociada a la
membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata aumenta la toxicidad de
Cry3Aa en el insecto.

Tratamiento Muerte Celular (%) | Mortaidad
neta (%)
Cry3Aa (2,3 pM) 70506 .
NazCOs3 (50 mM) 78%04
TFP (100 uM) + Cry3Aa (2,3 uM 441 +6,9
(100 uM) + Cry3Aa (2,3 uM) 32473
TFP + Na,CO3 89+04

Tabla 6.- Mortalidad de latoxina Cry3Aa en MECs de L. decemlineata. Se indican los porcentajes de

mortalidad de Cry3Aa en ausencia y en presencia de TFP, del compuesto TFP y del tamp6n empleado.

Los ensayos se realizaron por duplicado.
Asimismo, se ensay6 la citotoxicidad de Cry3Aa en presencia del compuesto
extractor de colesterol MCD, el cual habiamos comprobado que disminuye el
procesado proteolitico de Cry3Aa catalizado por las BBMV (Figura 21B). Para
ello, las MECs se incubaron con MCD y a continuacion se expusieron a una dosis
de toxina que produce alrededor de un 20% de mortalidad. Tal y como se aprecia
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en la Tabla 7, el tratamiento con MCD provoc6 una disminucion en la mortalidad
de las MECs del 1,9%. Este resultado, unido a la disminucion originada por este
compuesto en la protedlisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV (Figura 22B),
evidencia la necesidad de la interaccion de Cry3Aa con las regiones de la
membrana del epitelio intestinal enriquecidas en colesterol, asi como del procesado
proteolitico de la toxina por las proteasas asociadas a dicho epitelio para la
toxicidad frente a L. decemlineata.

Tratamiento Muerte Celular (%) | Mortalidad
neta(%)
Cry3Aa (5,9 iM) 22.8%0,6
82+09
Na;COs3 (50 mM) 146203
MCD (2,5 mM) + Cry3Aa (5.9 iM) 191204
4,3+0,6
MCD + Na,CO3 148+0,2

Tabla 7.- Mortalidad de la toxina Cry3Aa en MECs de L. decemlineata. Se muestran los porcentajes de
mortalidad de Cry3Aa en ausencia y en presencia de MCD, asi como del compuesto MCD y del tampon
utilizado. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Dado que en este trabajo hemos comprobado que la interaccion de la toxina
Cry3Aa con la metaloproteasa ADAM asociada al epitelio intestinal de L.
decemlineata es clave para la formacion de poro de la toxina (Figura 40), evento
que ha sido implicado en el modo de accion de las toxinas Cry de Bt, y que el
aumento de la proteolisis de Cry3Aa en presencia de un compuesto estimulador de
la actividad proteolitica de metaloproteasas ADAM se traduce en un aumento de la
toxicidad de Cry3Aa en MECs (Tabla 6), nos propusimos estudiar la relevancia de
la interaccion de la toxina Cry3Aa con la metaloproteasa ADAM en la toxicidad
generada en L. decemlineata.

Para ello, analizamos la toxicidad en MECs de L. decemlineata producida por el
péptido pep-rec, que representa la secuencia a través de la cual la toxina Cry3Aa es
reconocida por la metaloproteasa ADAM. Como control, analizamos la toxicidad
originada por el péptido pep-rec barajado (Ac-RFNYPFTGYHDQFGNS-NH2),
cuya estructura contiene los mismos aminoacidos que posee el péptido pep-rec
dispuestos al azar, y por el péptido pep-99, que representa una de las regiones del
dominio Il de Cry3Aa por la que la toxina es proteolizada por las proteasas
asociadas al epitelio intestinal de L. decemlineata.
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Al igual que en los ensayos de citotoxicidad de Cry3Aa en MECs, la viabilidad de
las células se estimé por exclusion de azul de tripdn y trabajamos con
preparaciones que contenian entre un 75y 90% de células viables.

Segun se aprecia en la Tabla 8, el péptido pep-rec produjo un 8,5% de mortalidad
en las MECs, indicando que la interaccion de la toxina Cry3Aa a traves de la
region representada por este péptido, con la metaloproteasa ADAM asociada al
epitelio intestinal de L. decemlineata es capaz de generar citotoxicidad. La
incubacion de las MECs con los péptidos pep-rec barajado y pep-99, a la misma
concentracién a la que se empled el péptido pep-rec, no produjo efecto citotdxico
alguno (Tabla 8), evidenciando que la citotoxicidad generada por el péptido pep-
rec en las MECs de L. decemlineata es especifica a la secuencia de la toxina
Cry3Aa que representa dicho péptido.

Tratamiento Muerte Celular (%) | Mortaidad

neta(%)
Péptido pep-rec (1,6 mM 34,7+0.2

P pep ( ) 85+14
DMSO: PBS(1:10, v/v) 26,2+1.2
Péptido pep-rec barajado (1,6 mM 22,6+0.5

P pep ¥ ( ) 0,007
PBS 22,6+0,2
Péptid -99 (1,6 MM 22,0+0,3

éptido pep-99 (1,6 mM) 02404
PBS 21,8+0,1

Tabla 8.- Mortalidad de los péptidos pep-r ec, pep-rec barajado y pep-99 en MECsde L. decemlineata.
Se muestran los porcentajes de mortalidad de cada péptido, asi como los de las soluciones o el tampén
empleados para disolverlos. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Los resultados presentados en el presente apartado se obtuvieron en colaboracion
con el Lic. Jorge Sanchez (IBT-UNAM).

3.3.2- Toxicidad en larvasde L. decemlineata

Se analiz6 la toxicidad de Cry3Aa en larvas de L. decemlineata en presencia del
péptido pep-99, competidor por los sitios de corte de las proteasas que proteolizan
Cry3Aa, del inhibidor de metaloproteasas &cido acetohidroxamico, y del
compuesto extractor de colesterol MCD. La toxicidad producida por cada una de
estas mezclas fue comparada con la generada por Cry3Aa. No fue posible ensayar
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la toxicidad de Cry3Aa en presencia de TFP o el péptido pep-rec, porque dichos
compuestos deben disolverse en DMSO y comprobamos que el DMSO disminuye
la toxicidad de Cry3Aa.

En la Tabla 9 se indican los valores de mortalidad de las larvas para cada
tratamiento. Segln se observa en dicha tabla, la presencia de todos los compuestos
ensayados provoco la disminucion en la toxicidad de Cry3Aa, indicando que tanto
el procesado proteolitico de Cry3Aa por las proteasas asociadas a la membrana del
epitelio intestinal como la interaccién de la toxina con las regiones de la membrana
ricas en colesterol son eventos claves para la toxicidad en L. decemlineata.

Tratamiento Mortalidad de larvas (%)

Cry3Aa (1,2 pM) (Na,CO3) 652+1,.2
Na,CO; (50 mM) 0

Cry3Aa + Pep-99 (9,4 mM) (PBS) 129+39
Pep-99 + Na,CO; 0

Cry3Aa+ AHA (11,5 mM) (H:0) 41,7£3.2
AHA + Na,CO3 0

Cry3Aa+ MCD (20 mM) (H.0) 26,1+4,0
MCD + Na,CO; 0

Tabla 9.- Mortalidad de la toxina Cry3Aa en larvas de cuarto estadio de L. decemlineata. Se
incluyen los porcentajes de mortalidad de los tratamientos con Cry3Aa en ausencia y en presencia de
los compuestos AHA, MCD y el péptido pep-99, asi como los controles de toxicidad de cada
compuesto o péptido y los tampones utilizados. Los ensayos se realizaron por triplicado.

En conjunto, los resultados obtenidos en los ensayos de toxicidad de Cry3Aa en
larvas y en MECs de L. decemlineata indican que la protedlisis de la toxina
Cry3Aa, al menos por la metaloproteasa ADAM asociada al epitelio intestinal de L.
decemlineata, asi como la interaccion con regiones de la membrana enriquecidas
en colesterol son eventos necesarios en la toxicidad de Cry3Aa contra el escarabajo
de la patata.
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Discusion

Ladiana principal de lastoxinas Cry de Bt son las células del epitelio intestinal, en
las cuales las interacciones con proteinas que puedan estar implicadas en
mecanismos de reconocimiento, activacion, degradacion o sefidlizacion, son
eventos clave en latoxicidad generada en los insectos. Por €lo, laidentificacion de
las proteinas de L. decemlineata involucradas en estos procesos y el andlisis de su
participacion en el modo de accion de la toxina Cry3Aa resulta de gran relevancia
para € control del escarabajo de la patata, plaga devastadora que ha demostrado
una elevada capacidad para desarrollar resistencia frente a un gran nimero de
insecticidas, y pueden contribuir a lograr una mejor comprension del modo de
accion general de las toxinas Cry de Bt.

1-Protedlissde latoxina Cry3Aa catalizada por lasBBMV de L. decemlineata

Previamente, Rausell et al. (2004) describieron que la interaccion de la toxina
Cry3Aa con BBMV de L. decemlineata produce un marcado aumento en la
capacidad formadora de poros de latoxinain vitro, en relacion con latoxina que no
habia estado en contacto con las vesiculas, sugiriendo que la interaccion con la
membrana produce una estructura de la toxina con mayor capacidad para insertarse
en la membrana y formar poros. Dicho incremento en la formacion de poros se
correlaciond con la aparicion de un oligémero de Cry3Aa (Rausell et al., 2004). En
el presente trabajo hemos comprobado ademas que la interaccion de la toxina
Cry3Aa con las vesiculas de membrana produce la aparicion de fragmentos de
toxina de bagjo peso molecular, que evidencian que Cry3Aa es sustrato de proteasas
asociadasaBBMV.

129



Discusion

De manera similar, Dai y Gill, (1993) describieron que la incubacién de la toxina
Cry11Aa con BBMV de Culex quinquefasciatus originaba un patron de protedlisis
especifico, sugiriendo que € procesado de las toxinas Cry de Bt por proteasas
asociadas a la membrana del epitelio intestinal del insecto diana podria tener
alguna relevancia en e mecanismo de accion téxica, tad y como sucede con la
protedlisis catalizada por proteasas digestivas solubles. En el presente trabajo
hemos observado que laincubacion de latoxina con las BBMV de L. decemlineata
produce la aparicion de varios fragmentos de Cry3Aa con masas moleculares
aparentes de alrededor de 47, 42, 38, 30, 26 y en ocasiones de 24 kDa (Figura 1).
Previamente, Loseva et al. (2002) habian descrito que las BBMV de L.
decemlineata Unicamente generan un fragmento de Cry3Aa de 38 kDa resistente a
laprotedlisis. Ladiferencia entre el perfil proteolitico de Cry3Aa producido por las
BBMYV, obtenido por Loseva et al. (2002) y el observado por nosotros podria
deberse alas diferencias que existen entre los protocol os de protedlisis utilizados,
fundamentalmente en el tiempo de incubacion. Hemos comprobado que el aumento
del periodo de incubacién de latoxina con las BBMV, de 10 min a2 h produce una
disminucion en la intensidad de los fragmentos de protedlisis (Figura 2A) que
indica que con & aumento del tiempo de incubacion los propios fragmentos de
protedlisis contintian siendo procesados. Dado que en €l citado trabajo de Loseva et
al. (2002) laincubacién de la toxina con las BBMV se llevé a cabo durante 4, 6, 8
y 24 h, es probable que la deteccidn de un nico fragmento de protedlisis se deba
gue € resto de los fragmentos originados en las primeras etapas de la incubacion se
continllan proteolizando hasta obtenerse un Unico fragmento resistente a la
protedlisis.

La separacion por electroforesis bidimensional de los fragmentos de protedlisis de
Cry3Aa (Figura 4) y la secuenciacion de sus extremos N-terminal nos permitio
establecer que & procesado catalizado por las proteasas asociadas a las BBMV
tiene lugar al menos por € dominio Il de la toxina, aunque no podemos descartar
gue la toxina también pueda proteolizarse por otras regiones. Las secuencias N-
terminal SLDGA y DKV obtenidas para dos de los péptidos originados por la
protedlisis se localizan en regiones expuestas del dominio |11 de Cry3Aa (Li et al.,
1991), que podrian ser accesibles a la interaccion con proteasas asociadas a la
membrana (Figura5).
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El péptido con secuencia N-terminal DKV contiene un blogue de 10 aminoacidos
(DKVYIDKYEFIPVN) que se localizan en el extremo C-terminal de Cry3Aa, €
cua se encuentra altamente conservado en otras toxinas Cry, incluyendo tres
toxinas especificas para lepidopteros y dos activas contra dipteros (Carroll et al.,
1989; Chungjatupornchai et al., 1988). Dicha regidn es esencia para la toxicidad
en Manduca sexta (Schnepf y Whiteley, 1985) e igualmente podria serlo en la
toxicidad generada por Cry3Aaen L. decemlineata.

El fragmento que contiene la secuencia N-terminal SLDGA se localiza en un
segmento adyacente a la lamina p-18 de la region externa del dominio Ill. La
especificidad del corte en dicha region la hemos comprobado mediante e péptido
pep-99, que contiene en su estructura la secuencia SLDGA, € cua compitié la
protedliss de Cry3Aa catalizada por las BBMV (Figura 6). En esta region, la
toxina CrylAc posee una insercion de 6 residuos gque es Unica para esta proteina
(Li et al., 2001) y que resulta importante para la interaccion con el receptor APN
mediada por N-acetil galactosamina (Burton et al., 1999).

Los resultados de la inhibicién de la protedlisis de Cry3Aa en presencia de
inhibidores de serin, cistein y metaloproteasas (Figura 7), sugieren que €
procesado proteolitico catalizado por las BBMV es un evento complejo en € que
podrian estar implicadas varias clases de proteasas. Aunque en L. decemlineata las
aspartil proteasas constituyen una de | as proteasas mayoritarias en € intestino, cuya
actividad es inhibida por e compuesto pepstatina A (Bolter y Jongsma, 1995,
Michaud et al., 1996, Novillo et al., 1997), en nuestro trabajo la presencia de dicho
compuesto no produjo una inhibicion apreciable en e procesado proteolitico de
Cry3Aa por las BBMV (Figura 8, carrera +P), lo cual indica que esta clase de
proteasas no contribuyen significativamente en la protedlisis de latoxina.

El andlisis del perfil peptidico de Cry3Aa generado por las proteasas de las BBMV
de L. decemlineata en presencia de inhibidores de proteasas especificos mostré que
la protedlisis de la toxina se inhibe por los inhibidores de cistein y serin proteasas
leupeptinay TPCK, por € inhibidor de cistein proteasas E64 y por los inhibidores
de metaloproteasas 1,10-fenantrolina y &cido acetohidroxdmico (Figura 8). Estos
resultados evidencian que Cry3Aa es sudrato de cistein proteasas vy
metal oproteasas asociadas alas BBMV de L. decemlineata.
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Las cistein proteasas congtituyen otra de las clases de proteasas digestivas
mayoritarias en € intestino del escarabgo de la patata (Murdock et al., 1987,
Bolter y Jongsma, 1995). Varios grupos de investigadores han descrito en este
insecto la inhibicion de dichas proteasas por los inhibidores E64 y leupeptina
(Michaud et al., 1993; Bolter y Jongsma, 1995; Novillo et al., 1997; Loseva et al.,
2002). Por €lo, la inhibicién de la protedlisis de Cry3Aa en presencia de estos
compuestos (Figura 8) indica que las BBMV de L. decemlineata contienen cistein
proteasas que podrian estar implicadas en el procesado proteolitico de la toxina
Cry3Aa.

El compuesto TPCK es un inhibidor especifico de quimotripsina (Hahm et al.,
1995), aunque también puede inhibir otras serin proteasas y cistein proteasas como
papaina. Previamente, Martinez-Ramirez y Real (1996) y Carroll et al. (1997)
propusieron que en el jugo intestinal de L. decemlineata podria existir una
actividad de tipo quimotripsina, o similar, que procesase la toxina Cry3Aa. La
inhibicién de la protedlisis de Cry3Aa por las BBMV de L. decemlineata en
presencia de TPCK (Figura 8) abre la posibilidad de que una actividad de tipo
guimotripsing, que también podria localizarse en las BBMV de L. decemlineata,
estuviera implicada en la protedlisis de la toxina Cry3Aa en € propio epitelio
intestinal. Novillo et al. (1997) también describieron la presencia de una actividad
de tipo quimotripsina en el intestino de L. decemlineata, no obstante, estos
investigadores encontraron que dicha actividad result6 eficientemente inhibida por
el inhibidor de serin proteasas PMSF, & cua no inhibe significativamente la
protedlisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV (Figura 8). Es necesario sefidar
gue estos resultados no nos permiten descartar que la inhibicién del procesado
protealitico de Cry3Aa en presencia de TPCK también pueda deberse a que se
inhiban cistein proteasas asociadas a las BBMV. En ese sentido, en € citado
trabajo de Novillo et al. (1997) se describe la inhibicion del corte protealitico de
sustratos especificos de cistein proteasas catalizado por homogeneizados del
intestino de larvas de L. decemlineata en presenciade TPCK.

Respecto a las metaloproteasas presentes en las BBMV de L. decemlineata,
capaces de proteolizar Cry3Aa, no se ha estudiado previamente la protedlisis de
esta toxina por ninguna metaloproteasa de L. decemlineata. Novillo et al. (1997)
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describieron que homogeneizados del intestino de larvas de L. decemlineata
proteolizaron sustratos especificos para las metal oproteasas dependientes de zinc
carboxipeptidasa A (M14) y leucina-aminopeptidasa A (M17), y que la protedlisis
de ambos sustratos se inhibi6 en presencia de 1,10-fenantrolina. La actividad
leucina-aminopeptidasa A fundamentalmente se localizé en los tejidos de las
paredes del intestino. Aungue estas metal oproteasas podrian proteolizar Cry3Aa, a
lo largo de nuestro trabajo no hemos encontrado evidencias que apoyen esta
posibilidad.

Las metaloproteasas presentan una gran variedad de estructuras. Atendiendo a la
homol ogia de secuencia se clasifican en diferentes familias, las cuales se designan
con unaletraM mayuUsculay un nimero ardbigo (Rawlingsy Barrett, 1993). En la
actualidad existen aproximadamente 80 familias diferentes de metaloproteasas
(Rawlings et al., 2010; base de datos MEROPS http://merops.sanger.ac.uk). La
gran mayoria de estas proteasas dependen del zinc para su actividad, constituyendo
la superfamilia de las zincinas, que seglin las estructuras de sus sitios cataliticos se
subdividen en gluzincinas, aspzincinas y metzincinas (Hooper, 1994; Gomis-Riith,
2003). El compuesto 1,10-fenantrolina es un inhibidor altamente selectivo paralas
metal oproteasas dependientes de Zn** (Salvesen y Nagase, 2001). En cambio, €
acido acetohidroxamico asi como otros compuestos peptidicos basados en
hidroxamatos son inhibidores especificos para metaloproteasas pertenecientes al
clan delas metzincinas, como las MMPs (M10), las ADAM (M12B) o |as astacinas
(M12A) (Wagner et al., 2002; revisado en Seals y Courtneidge, 2003). En este
trabgjo, lainhibicién de la protedlisis de Cry3Aa en presencia de 1,10-fenantrolina
y de &cido acetohidroxémico (Figura 8) evidencia que la toxina puede ser sustrato
de metaloproteasas que dependen del zinc para su actividad catditica, las cuales
podrian pertenecer a clan de las metzincinas.

El procesado proteolitico de la toxina Cry3Aa por metaloproteasas asociadas a la
membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata es un evento novedoso en €
mecanismo de accién general de las toxinas Cry de Bt y dada la importancia
biol6gica de muchas de las funciones de estas metal oproteasas, |a protedlisis de la
toxina Cry3Aa por esta clase de proteasas podria ser relevante en su modo de
accion en el escarabgjo de la patata.
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Para la identificacion de los posibles receptores de las toxinas Cry de Bt se ha
utilizado ampliamente la técnica bioquimica de Ligand blot (revisado en Pigott y
Ellar, 2007). En € presente trabajo, como aproximacion inicial paraidentificar las
proteasas asociadas a las BBMV que proteolizan Cry3Aa, llevamos a cabo un
Ligand blot bidimensional (Figura 10D) que nos permitié detectar proteinas de
BBMYV alas que se unié latoxina. Los extremos N-terminal de dichas proteinas de
unién se secuenciaron, obteniéndose Unicamente la secuencia de una proteina de
masa molecular aparente de 30 kDa, la cua resulté una sefial compleja compuesta
por varias posibles secuencias. Con las secuencias generadas y en el marco de la
principal limitacion con la que hemos contado durante la realizacion del presente
trabgjo, la casi total ausencia de secuencias gendmicas de L. decemlineata en las
bases de datos, |levamos a cabo busquedas de proteasas con estructuras primarias
homélogas en |a base de datos NCBInr.

Dado que como resultado del avance de las técnicas de secuenciacion de genomas
continuamente se estdn depositando en las bases de datos nuevas secuencias de
proteinas, las busquedas de proteasas con homologia a las posibles secuencias N-
terminal obtenidas se llevaron a cabo en repetidas ocasiones durante la realizacion
de este trabgjo. En € inicio del trabgjo (enero de 2007), la secuencia N-terminal
SPDFKL mostré homol ogia (6/6 identidades) con € precursor de la metal oproteasa
ADAM10 de Xenopus laevis (Tabla 1) y recientemente (mayo de 2010) con dicha
secuencia ademas encontramos homologia con el precursor de la metaloproteasa
ADAM10 de Xenopus (Srulana) tropicalis. La secuencia VPDSID resulto tener
homologia con metaloproteasas de la subfamilia M12A de C. quinquefasciatus y
Aedes aegypti (6/6 identidades), similares a la astacina de Astacus astacus, asi
como con varias intestainas (6/6 identidades), cistein proteasas digestivas de L.
decemlineata (Tabla 1).

Las cistein proteasas de L. decemlineata con las que presentd homologia la
secuencia N-terminal VPDSID de la proteina de las BBMV ala que se une Cry3Aa
fueron las intestainas D-15, D-5, D-13, D-4, D-6, D-14, B-12, B-11 y B-4.
Igualmente, con estas secuencias se encontré homologia con proteinas del
himendptero Camponatus floridanus y de los coledpteros Sphenophorus levis y
Diabrotica virgifera virgifera similares a la cistein proteasa digestiva catepsina L.
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Tanto las intestainas como las catepsinas L pertenecen a la superfamilia de
peptidasas C1 y a la familia C1A, a la cua también pertenecen otras cistein
proteasas digestivas como papainay catepsinas B, L y H.

Las intestainas son cistein proteasas digestivas identificadas en L. decemlineata
que acttian en e espacio extracelular, a diferencia de otras proteasas de la misma
familia que son intracelulares. Se les denomind intestainas por su similitud a la
papainay su localizacion en € intestino (Gruden et al., 2003).

Estas proteinas se identificaron en los intestinos de larvas de L. decemlineata
alimentadas con plantas de patata que contenian elevados niveles de inhibidores de
cistein proteasas (insectos adaptados). Inicialmente se aisaron tres miembros de
estafamiliaalos que se denoming intestainas 1, 2 y 3 (Gruden et al., 2003). Dichas
proteasas mostraron diferente especificidad de sustrato y perfiles de inhibicion
especificos, a partir de los cuales se sugirié que las intestainas 1 y 2 podrian estar
implicadas en la digestion de las proteinas ingeridas en la dieta, mientras que la
intestaina 3 podria estar implicada en mecanismos de protedlisis méas especificos.
Las tres cistein proteasas resultaron inhibidas por el compuesto E64, €l cual hemos
demostrado también inhibe la protedlisis de la toxina Cry3Aa catalizada por las
BBMV de L. decemlineata.

En un segundo trabagjo, Gruden et al. (2004), partiendo de las secuencias N-
termina de las enzimas purificadas (Gruden et al., 2003), aidaron y clonaron los
genes de varias cistein proteasas digestivas de intestinos adaptados de larvas de L.
decemlineata. Los clones obtenidos se clasificaron segln la homologia de sus
secuencias en tres grupos denominados intestainas A, B y C. La homologia de las
secuencias aminoacidicas traducidas dentro de cada grupo resultd ser mayor del
90% y entre miembros de diferentes grupos de entre 35 y 62%. Estas proteasas
comparten entre un 35 y un 40% de homologia con catepsinas S, L, K, Hy J de
mamiferos y con otras cistein proteasas de artropodos. Resultados preliminares
basados en ensayos de Southern blot obtenidos por Gruden et al. (2004) muestran
gue las intestainas constituyen una familia multigénica en € genoma de L.
decemlineata.

135



Discusion

Estos investigadores no lograron relacionar las intestainas 1, 2 y 3 purificadas de
los intestinos adaptados de L. decemlineata (Gruden et al., 2003) con las
secuencias codificadas por los genes aislados de los grupos A, B y C (Gruden et
al., 2004). No obstante, basdndose en el andlisis de las estructuras aminoacidicas
deducidas de las intestainas A, B y C, asi como en las propiedades enziméticas de
las intestainas purificadas 1, 2 y 3, Gruden et al. (2004) sugirieron que laintestaina
A podria corresponder a la intestaina 3 y que las intestainas B y C podrian
corresponder alaintestaina 2. Gruden et al. (2004) proponen que las intestainas del
grupo A podrian estar implicadas en mecanismos de protedlisis més especificos
gue los relacionados con la digestidn de las proteinas ingeridas en la dieta, funcion
gue ha sido propuesta paralas intestainas de los grupos B y C.

Ademés de los grupos de intestainas A, B y C establecidos en el trabajo de Gruden
et al. (2004), se ha descrito un cuarto grupo formado por las intestainas D, cuyas
secuencias han sido depositadas en la base de datos NCBI por el mismo equipo de
investigadores.

La proteina de las BBMV de L. decemlineata con la secuencia N-terminal
VPDSID, alacud se une latoxina Cry3Aa, presenta homologia con intestainas de
los grupos B y D. La posible correspondencia entre las intestainas del grupo B con
la intestaina 2, la cua posee una amplia especificidad de sustrato, acorde con la
funcion digestiva de las mismas, podria tener un efecto meramente degradativo en
el caso de que pudiesen proteolizar Cry3Aa. No obstante, ho podemos descartar
gue la protedlisis de Cry3Aa sea catalizada por otros miembros de la familia de las
intestainas, ya que mediante el analisis por espectrometria de masas de proteinas de
BBMYV queinteractuaron con Cry3Aaatravés de unaregion del lazo 1 del dominio
Il representada por € péptido pep-rec, identificamos la proteina intestaina A-26
(Tabla3).

La interaccion de la toxina Cry3Aa con cistein proteasas digestivas de L.
decemlineata de la familia de las intestainas la hemos confirmado mediante la
utilizacion del agente de entrecruzamiento Sulfo-SBED (Pierce) e cual nos
permitié estudiar las proteinas de las BBMV con las que interactla la toxina
Cry3Aaen condiciones nativas (Figura 11). El analisis por espectrometria de masas
de dichas proteinas mostr6 nuevamente que Cry3Aa podria interaccionar con
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intestainas de los grupos D y B (Figura 12, Tabla 2) en las que estén presentes los
aminoécidos VPDSID (Figura 13), que corresponden a la secuencia N-terminal
determinada para la proteina de las BBMV ala que se unié Cry3Aa. Asimismo, en
un andlisis por espectrometria de masas de proteinas de los lipid rafts de células
disociadas del epitelio intestinal de L. decemlineata, se identificaron las intestainas
D-5 y B-11, en las bandas 1-37.1 e 1-37.2, respectivamente (Tabla 5),
corroboréndose de esta manera que la toxina Cry3Aa interactla con cistein
proteasas digestivas asociadas a la membrana del epitelio intestinal de L.
decemlineata.

Resulta interesante destacar que aungue las intestainas de L. decemlineta son
cistein proteasas digestivas solubles, en este trabgjo hemos encontrado en las
BBMV proteinas pertenecientes a dicha familia que interactian con Cry3Aa,
(apartados 1.4.1, 1.4.2 y 1.4.4.2). Se ha descrito que las enzimas proteoliticas de los
insectos son sintetizadas y liberadas por las células posteriores del epitelio
intestina a partir de formas asociadas a la membrana secuestradas en vesiculas,
gue a su vez se asocian con € citoesgueleto. De esta manera las peptidasas se
secretan como un complejo de particulas a espacio ectoperitréfico, a partir del cual
se mueven transversalmente hacia el lumen del intestino donde son degradadas las
proteinas de la dieta (Birk y Applebaum, 1960; Eguchi e Iwamoto, 1982
Brovosky, 1986). En ese sentido, la presencia de cistein proteasas digestivas
solubles en las BBMV de L. decemlineata podria deberse a su asociacion con
membranas del epitelio intestina previamente a la digestion, 0 a que durante la
preparacion de las BBMV permaneciesen retenidas en el espacio ectoperitrofico,
como consecuencia de que quedasen restos de la membrana peritréfica.

Junto alaidentificacién de la interaccion de latoxina Cry3Aa con cistein proteasas
digestivas de la familia de las intestainas (Tablas 1, 2, 3y 5) y a la observada
inhibicion de la protedlisis de Cry3Aa en presencia de inhibidores de cistein
proteasas (Figuras 7 y 8), comprobamos que las BBMV de L. decemlineata
cataizan € corte de dos péptidos fluorescentes sustratos sintéticos de cistein
proteasas, que se ha descrito son proteolizados por las cistein proteasas digestivas
de L. decemlineata (Figura 14A, By C) (Loseva et al., 2002; Gruden et al., 2003;
Goulet et al., 2008). La adicion de la toxina Cry3Aa compitié la protedlisis de
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ambos péptidos (Figura 14A, B y C), confirméndose que Cy3Aa es sustrato de
cistein proteasas digestivas asociadas alas BBMV de L. decemliineata.

Si bien laimplicacion de las intestainas en la adaptacion de L. decemlineata a los
mecanismos de defensa de las plantas de patata ha sido considerablemente
estudiada (Gruden et al., 2003; Gruden et al., 2004), su interaccién con la toxina
Cry3Aa de Bt no habia sido descrita hasta la fecha. En € presente trabgjo se
aportan evidencias, por primera vez, que indican que latoxina Cry3Aase uney es
proteolizada por cistein proteasas digestivas de la familia de las intestainas.
Aungue se requiere continuar investigando para conocer la relevancia de la
protedlisis de Cry3Aa por estas cistein proteasas en la toxicidad generada en €
escarabgjo de |la patata, los diferentes niveles de especificidad de sustrato y perfiles
de inhibicién que poseen los miembros de esta familia, asi como la posible
diversidad de sus funciones y la capacidad para inducir su expresion frente a
determinados estimulos (Gruden et al., 2003; Gruden et al., 2004) sugieren que
dicho estudio podria ser complejo de abordar.

Tal y como se ha sefidlado anteriormente, las posibles secuencias N-terminal
SPDFKL y VPDSID de la proteina de las BBMV ala que se une Cry3Aa, también
poseen homologia con la metaloproteasa ADAM10 de X. laevis y con
metaloproteasas de C. quinquefasciatus y A. aegypti smilares a las astacinas,
respectivamente. Tanto las ADAM como las astacinas pertenecen a la familia de
metaloproteasas M12, las ADAM a la subfamilia M12B y las astacinas a la
subfamilia M12A. Desde el punto de vista de la estructura de sus sitios activos,
ambas metal oproteasas pertenecen a clan de las metzincinas, el cual se subdivide
en familias de proteinas como las astacinas, ADAMs/adamalisinas/reprolisinas,
serralisinas 0 metaloproteasas de la matriz extracelular (Gomis-RUth, 2009). Las
metzincinas poseen en su domino metaloproteasa la secuencia altamente
conservada de union a zinc HEXXHXXGXX(H/D) (Stécker y Bode, 1995). En €
presente trabajo hemos comprobado que la protedlisis de la toxina Cry3Aa
catalizada por las BBMV de L. decemlineata se inhibe en presencia de los
compuestos 1,10-fenantroling, inhibidor de metal oproteasas dependientes de zinc y
acido acetohidroxamico, inhibidor especifico de metaloproteasas del clan de las
metzincinas. De acuerdo con estos resultados, cualquier miembro de la familia de
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las ADAM, de las astacinas, 0 de ambas, podria ser la metaloproteasa implicada en
el protedlisis de Cry3Aa. No obstante, mediante ensayos de protedlisis de péptidos
sintéticos descritos como sustratos de las metaloproteasas astacina (Stocker y
Zwilling, 1995) (Figura 15) 6 ADAM10 (Amour et al., 2000) comprobamos gue
las BBMV solo fueron capaces de catalizar la protedlisis del sustrato de la
metaloproteasa ADAM10 (Figura 16), y que ademés, la toxina Cry3Aa compitio la
protedlisis de dicho sustrato (Figura 16), evidenciandose que la metaloproteasa
asociada a epitelio intestinal de L. decemlineata que proteoliza Cry3Aa pertenece
alafamiliadelas ADAM.

Las metaloproteasas ADAM son proteinas integrales de membrana de tipo | que
poseen una estructura modular compuesta por un prodominio, un dominio
metaloproteasa, un dominio de tipo desintegrina, un dominio rico en cisteinas, un
dominio similar a factor de crecimiento epidérmico (EGF), un dominio
transmembrana y una cola citoplasmética que en muchos miembros de la familia
posee sitios de union especificos para varias proteinas implicadas en la
sefializacion celular (revisado en Seals y Courtneidge, 2003). Junto a las
metaloproteasas ddl veneno de serpiente y las ADAMTS (metal oproteasas ADAM
con un dominio trombospondina) forman la familia de las adamalisinas (revisado
en Gomis-Ruith, 2009). Las ADAM se encuentran ampliamente distribuidas en todo
el reino animal, y también se han encontrado en protozoos, en hongos filamentosos
y en levaduras (revisado en Reissy Saftig, 2009).

Desde € punto de vista funcional, las ADAM congtituyen la principal familia de
proteasas implicadas en la liberacion proteolitica de los dominios extracelulares
(shedding de ectodominios) de diversas proteinas unidas a la membrana, tales
como factores de crecimiento, citoquinas, moléculas de adhesion, receptores y
otros sustratos entre l1os que se encuentran la proteina del prién (PrP), la proteina
precursora amiloide y componentes de la matriz extracelular (revisado en Seals 'y
Courtneidge, 2003 y en Reiss y Saftig, 2009). Las metaloproteasas ADAM han
sido implicadas en procesos de migracion celular, morfogénesis, reparacion de
tgjidos y determinacion del destino celular, asi como en diversos eventos del
desarrollo tales como la fertilizacion, el remodelado de la matriz extracelular y la
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neurogénesis. Igualmente, estan implicadas en patologias como cancer, Alzheimer
o artritis (revisado en Reiss y Saftig, 2009).

La metaloproteasa ADAM 10 es una de las proteasas de la subfamilia de las ADAM
para la que se han encontrado sustratos endégenos en diferentes organismos, entre
los que se encuentran las caderinas-E y -N (Maretzky et al., 2005; Reiss et al.,
2005), moléculas que pertenecen a la misma familia que las proteinas de tipo
caderina que han sido identificadas como receptores de algunas toxinas Cry de Bt
en insectos lepiddpteros (revisado en Soberdn et al., 2009) y en € coledptero T.
molitor (Fabrick et al., 2009). Se ha sugerido que en € mecanismo de accion toxica
de Cry3Aa en L. decemlineata también podria estar implicado un receptor tipo
caderina (Park et al., 2009), lo cual permite postular que la protedlisis de Cry3Aa
por la metaloproteasa ADAM10 podria estar mediada por la interaccion de la
toxina con e receptor tipo caderina que podria ser un sustrato endogeno de la
metaloproteasa ADAM10 asociada a epitelio intestinal de L. decemlineata. En
relacion a la implicacién de un receptor tipo caderina en el mecanismo de accion
toxica de Cry3Aa en € escarabgjo de la patata, es necesario sefidar que durante la
reaizacién del presente trabajo hemos llevado a cabo diferentes estrategias para
aidar e identificar proteinas del epitdio intestinal de este insecto con las que
interactla la toxina Cry3Aa (apartados 1.4.2, 1.4.4.2, 1.4.4.3, 2.2) y en ninguna de
estas aproximaciones experimentales hemos encontrado proteina alguna con
homologia con los receptores tipo caderina identificados en lepidopteros y en €
coledptero T. molitor (revisado en Soberdn et al., 2009; Fabrick et al., 2009). La
razon de ello podria radicar en la ausencia de secuencias proteicas de caderinas de
L. decemlineata en las bases de datos, de manera que si en este insecto la secuencia
del receptor para la toxina Cry3Aa tipo caderina estuviese poco conservada en
relacion a las secuencias de otras caderinas su identificacion por homologia seria
dificultosa. Por tanto, no podemos descartar que en L. decemlineata este tipo de
proteinas con homologia a caderina esté implicado en el modo de accién de la
toxina Cry3Aa.

ADAM10 posee homologia con otros miembros de la familia, como ADAM17 o
TACE, y sobre todo con Kuzbanian, su homélogo en Drosophila melanogaster. En

Drosophila, Kuzbanian estd implicada en el desarrollo neuronal temprano a través
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de su participacion en la ruta de sefidizacion mediada por las proteinas Notch y
Delta (Pan y Rubin, 1997). Igualmente, se ha sugerido que en X. laevis la
metaloproteasa ADAM10 también podria estar implicada en la neurogénesis
temprana (Pany Rubin, 1997).

La similitud en lafuncién de Kuzbanian en D. melanogaster con la metaloproteasa
ADAM10 de X. laevis, con la que presenta homologia la secuencia SPDFKL de
una proteina de las BBMV de L. decemlineata a la que se unié Cry3Aa, nos
permite proponer que en L. decemlineata podria existir un homdlogo de ADAM10
con una funcién similar, que también podria localizarse en el epitelio intestinal y
proteolizar la toxina Cry3Aa de Bt. Recientemente se han depositado en la base de
datos NCBI las secuencias de un gran nimero de metaloproteasas homologas a
Kuzbanian de mosquitos, de varias especies dd género Drosophila 'y del coledptero
T. castaneun, evidenciandose una amplia distribucion de estas proteasas en insectos
y reforzéndose la posibilidad de su presenciaen L. decemlineata.

La existencia de especificidad para la actividad proteolitica de las ADAM es un
tema controvertido. Se ha comprobado que un Unico miembro de esta familia
puede procesar varios sustratos y que un Unico sustrato puede ser proteolizado por
varias de estas metaloproteasas (revisado en Seals y Courtneidge, 2003). Existen
evidencias experimentales que sefidan la presencia de determinados residuos
especificos flanqueando d sitio de corte en algunos sustratos, 1o cual sugiere la
existencia de cierta selectividad intrinseca. Por € contrario, la variabilidad de las
secuencias de los sitios de corte en otros sustratos y su tolerancia a mutaciones
indican que también puede existir alguna flexibilidad de reconocimiento en los
sitios activos (revisado en Huovila et al., 2005). Se ha sugerido que la estructura
secundaria de la regién yuxtamembrana de los sustratos es un elemento de
reconocimiento importante para estas metaloproteasas (revisado en Seals y
Courtneidge, 2003).

Mediante la aplicacion del programa MEME (Grundy et al., 1996), Hattori et al.
(2000) encontraron un motivo conservado fuera del sitio de corte en 11 proteinas
sustrato de ADAM 10 entre las que se encontraba la proteina efrina-A2, que se ha
demostrado forma un complego estable con la metaloproteasa ADAM10 en € que
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estén involucradas interacciones entre regiones que se encuentran fuera del
dominio metaloproteasa y del sitio de corte del sustrato. La presencia de dicho
motivo de reconocimiento sugirié la existencia de cierta especificidad de sustrato
en ADAM10. La aplicacién del programa MEME a Cry3Aa evidencié que la
toxina contiene la secuencia consenso de reconocimiento en la region comprendida
entre los aminoécidos 350 y 357 de su estructura primaria (Figuras 17 y 18A). A
partir de dicha secuencia se sintetiz6 el péptido pep-rec, el cua compitio la
protedlisis de la toxina catalizada por las BBMV (Figura 18B). Este resultado
apoya la existencia de una metal oproteasa homologa a ADAM10 asociada a las
BBMV de L. decemlineata, capaz de reconocer la toxina Cry3Aa por la regién
representada por dicho péptido, por la que también son reconocidos otros sustratos
de esta metal oproteasa.

Mediante la inmovilizacion del péptido pep-rec en una matriz sdlida y su
incubacion con sobrenadante de BBMV comprobamos que la fraccién eluida de
dicha mezcla proteoliza un péptido fluorescente sustrato de ADAM10 (Figura 20),
evidenciando la presencia de la metaloproteasa ADAM asociada a las BBMV que
proteoliza Cry3Aa en esta fraccién y confirmando la especificidad de su
interaccion con latoxinaatravés de laregion representada por e péptido pep-rec.

Es importante destacar que parte de la secuencia consenso de reconocimiento se
localiza en unaregion del lazo 1 del dominio Il de Cry3Aa (RzsFQPGY Y GNDgs,)
en laque previamente Wu y Dean, (1996) y Wu et al. (2000) habian llevado a cabo
sustituciones de los aminoacidos Rsss, Yaso, Yasi, Nasz ¥ Dass que afectaron la
afinidad de la union y la toxicidad de Cry3Aa en L. decemlineata. Las evidencias
experimentales aportadas por estos investigadores apoyan, que ta y como
proponemos, lainteraccién de la toxina Cry3Aa con la metal oproteasa ADAM10, a
través de la regidn representada por € péptido pep-rec, es relevante en la unién de
latoxinaa epitelio intestinal de L. decemlineata y en la toxicidad generada en este
insecto. En ese sentido, en el presente trabgo hemos comprobado que la
incubacion del péptido pep-rec con células disociadas del epitelio intestinal
(MECs) de L. decemlineata produce un efecto toxico especifico en dichas células
(Tabla 8), que evidencia que la interaccién de la toxina Cry3Aa con la
metaloproteasa ADAM per se produce citotoxicidad. Adicionalmente,
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comprobamos que el péptido pep-rec marcado con el fluoroéforo fluoresceina se une
ala superficie apical de células columnares que habian sido disociadas del epitelio
intestinal de L. decemlineata (Figura 19). Dado que se ha propuesto que la
membrana apica de las células columnares constituye la diana principal de las
toxinas Cry de Bt y que en larvas de |epiddpteros en ella se localiza el receptor tipo
caderina (revisado en Pigott y Ellar, 2007), la unién del péptido pep-rec a esta
region de las células columnares de L. decemlineata evidencia laimplicacion de la
interaccion de la toxina Cry3Aa con la metaloproteasa ADAM en la toxicidad
generada en el escarabgjo de la patata.

Un aspecto de interés en relacion a las metaloproteasas ADAM es que e corte
catalizado por proteasas de esta familia que produce laliberacién de los fragmentos
solubles de varias proteinas de membrana (shedding) puede tener lugar de manera
constitutiva y también de forma inducible, en respuesta a diversos estimulos
naturales o experimentales (revisado en Reiss y Saftig, 2009). Se ha descrito que la
calmodulina puede estar implicada en la regulacion de dicho proceso (shedding)
mediante su interaccién con la propia metaloproteasa, tal y como sucede en €l caso
del corte de la proteina CD44 por ADAM10 (Nagano et al., 2004) o bien por su
unién a las proteinas de membrana sustrato, como TrkA (Diaz-Rodriguez et al.,
2000; Llovera et al., 2004), L-selectina (Kahn et al., 1998; Diaz-Rodriguez et al.,
2000), la proteina precursora -amiloide (Diaz-Rodriguez et al., 2000), L1 (Kalus
et al., 2003), NCAM (Kalus et al. 2006) y ACE2 (Lambert et al., 2008). En todos
los casos la union de calmodulina a la metaloproteasa 0 a la proteina sustrato
produce lainhibicion del corte proteolitico.

No se ha descrito la presencia de camodulina en BBMV de L. decemlineata,
aungue si en otros insectos, como en A. aegypti, (Popova-Butler y Dean, 2009). En
L. decemlineata, la inhibicion de la protedlisis de Cry3Aa observada en presencia
de calmodulina (Figura 23), junto con € aumento de la protedlisis de la toxina
producida por el inhibidor de camodulina TFP (Figura 22A), indican que la
calmodulina esta implicada en la regulacién de la protedlisis de Cry3Aa por la
metaloproteasa ADAM asociada alas BBMV de L. decemlineata.
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El andlisis por SDS-PAGE de la mezcla resultante de la incubacion de Cry3Aa con
camodulina inmovilizada en una matriz evidencié que la toxina se une a esta
proteina de manera especifica (Figura 24), y que la participacion de la camodulina
en la regulacion del procesado proteolitico de Cry3Aa catdizado por la
metaloproteasa ADAM podria estar relacionada con su interaccion directa con la
toxina, de manera independiente a la presencia de iones Ca?. Mediante el andlisis
de la estructura primaria de Cry3Aa utilizando un programa que predice la
existencia de stios de union a camodulina (Camodulin Target Database,
http://calcium.uhnres.utoronto.ca [Yap et al., 2000]) comprobamos que la toxina
Cry3Aa contiene un posible sitio de union a calmodulina en la secuencia
comprendida entre los aminoacidos 253 y 271 localizados entre el fina y €
principio de las hédlices a-7 y a-8 del dominio | (Figura 25). Resulta interesante
destacar que parte de la secuencia de unién a cadmodulina se localiza en lahdlice a-
7, que ha sido descrita como una de las hélices a del dominio | que posee una
longitud suficiente para atravesar la bicapa lipidica (Li et al., 2001), lo cua podria
sugerir que la interaccion de Cry3Aa con calmodulina se produce como
consecuencia de la insercién de la toxina en la membrana en e proceso de
formaci6n de poro.

En otras proteinas de membrana sustrato de metaloproteasas ADAM, como la
enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE2), también se ha descrito la presencia
de un motivo de union a camoduling, en este caso en el dominio intracelular de la
proteina, através del cual interacttia con calmodulinaimpidiendo su protedlisis por
ADAM17 (Lambert et al., 2008).

El éster de forbol PMA es uno de los compuestos que estimula la liberacion
protealitica de los fragmentos solubles de proteinas de membrana catalizado por las
ADAMSs. En numerosos estudios se ha descrito que la metal oproteasa ADAM17 es
la responsable de la protedlisis inducida por dicho compuesto que implica la
activacion de la proteina quinasa C (revisado en Edwards et al., 2008). El
tratamiento de las BBMV de L. decemlineata con PMA no produjo efecto alguno
sobre la protedlisis de la toxina Cry3Aa (Figura 22C), lo cua sugiere que la
metaloproteasa ADAM asociada a las BBMV de L. decemlineata no es un
homaologo de ADAM17, o que en nuestras condiciones no tiene lugar dicho efecto
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de induccion de la protedliss. De manera similar, tanto e compuesto
organomercurico APMA, que activa metal oproteasas latentes induciendo la pérdida
de la regién inhibidora pro-péptido de la enzima (Merlos-Suarez et al., 2001;
Allinson et al., 2004; Sanderson et al., 2005) como los inductores de la entrada de
calcio a interior delacéulaionomicinay A23187 (Sanderson et al., 2005; Nagano
et al., 2004) tampoco produjeron efecto alguno en la protedlisis de la toxina
Cry3Aacataizadapor lasBBMYV de L. decemlineata (Figura 22C).

2- Compartimentalizacion de la interaccion de la toxina Cry3Aa con proteinas
de microdominios dela membrana del epiteliointestinal de L. decemlineata

Otro de los factores que puede regular la liberacion proteolitica de los dominios
extracelulares de proteinas transmembrana catalizado por metal oproteasas ADAM
es la localizacion de la metaloproteasa asi como de sus sustratos en determinadas
regiones de la membrana plasmatica. Se ha descrito que la disminucién del
colesterol celular, con la consiguiente alteracion de la estructuray lafuncion de los
lipid rafts provoca un aumento en laliberacion de la fraccién soluble de la proteina
precursora del péptido B-amiloide no amilodogénica (SAPPa) catalizada por
ADAM10 (Kqjro et al., 2001) asi como de la proteina CD30 catalizada por
ADAM17 (von Tresckow et al., 2004). Ambos grupos de autores propusieron que
la desestabilizacion de los lipid rafts permite la interaccion de la metal oproteasa
CON Sus sustratos en una misma region de la membrana plasmatica. Igualmente, la
extraccion de colesterol celular utilizando MCD aumenta significativamente la
liberacién proteolitica del fragmento soluble del receptor de interleuquina-6 (IL-
6R) catalizada por ADAM17 y ADAM10 (Matthews et al., 2003) y de la proteina
colageno XVII catalizada por ADAM17 (Zimina et al., 2005). Por e contrario, se
ha descrito que laintegridad de los rafts es necesaria para € procesado proteolitico
de la proteina neuroregulina por la metaloproteasa ADAM19 o meltrina 3, ya que
tanto la proteasa como el sustrato se localizan en los lipid rafts de la membrana
(Wakatsuki et al., 2004). En ese sentido, Tellier et al. (2006) mostraron que la
metal oproteasa ADAM 17 maduray sus sustratos TNF, TNFR1 y TNFR2 también
se locdlizan en los lipid rafts. No obstante, estos autores describieron que la
eliminacion de colesterol en presencia de MCD aumenta la liberacion proteolitica
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de los fragmentos solubles de dichos sustratos (Tellier et al., 2006, 2008). Otros
autores han demostrado que la metaloproteasa ADAM17 se localiza fuera de los
lipid rafts y que la liberacién del fragmento soluble de la proteina p75"™", que se
locdliza en los rafts, se incrementa en presencia del compuesto extractor de
colesterol MCD (Gil et al., 2007). Recientemente Parr-Sturgess et al. (2010) han
sefidlado que la liberacion proteolitica del fragmento extracdlular de la proteina
jaggedl es catalizada por ADAM17 y que dicho evento no estd asociado alos lipid
rafts, puesto que ni la metaloproteasa ni €l sustrato se localizan en dicha regién de
la membrana. Aungue la localizacion de agunos miembros de la familia de las
ADAM en una regién de la membrana u otra es un tema controvertido, en la
mayoria de los casos se ha observado que la presencia de la metaloproteasa y sus
sustratos en una misma region de lamembranafacilitala protedlisis.

El tratamiento de las BBMV de L. decemlineata con € compuesto que extrae
colesterol MCD produjo una drastica disminucion en el procesado proteolitico de
Cry3Aa (Figura22B) que indica que laintegridad de los lipid rafts de la membrana
del epitelio intestina es clave para que la toxina sea procesada por las proteasas
para las que es sustrato. Para otras toxinas bacterianas, como latoxina del coleray
la toxina ddl tétanos, los lipid rafts constituyen el portal de entrada a las células
diana (Wolf et al., 1998; Herreros et al., 2001), y en € caso de latoxina CrylAc de
Bt, se ha descrito que la toxina se asocia con lipid rafts aidados de BBMV de
Heliothis virescens (Zhuang et al., 2002).

Con € objetivo de localizar la actividad metaloproteasa, probablemente de tipo
ADAM, gue proteoliza la toxina Cry3Aa en la membrana del epitelio intestinal, se
Ilevé a cabo la incubacién de Cry3Aa con las fracciones insoluble (rafts) y soluble
(non-rafts) en Tritén X-100 de cdlulas disociadas del epitelio intestinal (MECs) de
L. decemlineata. Aunque ambas fracciones produjeron la protedlisis de Cry3Aa
(Figura 35), solo la fraccion soluble de las MECs origind un fragmento de toxina
de 30 kDa cuya formacién se inhibié especificamente en presencia del inhibidor de
metaloproteasas 1,10-fenantrolina (Figura 36, carrera +S), indicando que la
actividad metal oproteasa que proteoliza Cry3Aa se localiza en la fraccion soluble
delas MECs (non-rafts) y no en loslipid rafts.
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En cuanto a las cistein proteasas que proteolizan Cry3Aa, la incubacion de la
toxina con las fracciones insoluble y soluble de las MECs en presencia de E64 no
produjo inhibicién alguna en e procesado proteolitico de Cry3Aa (Figura 36), lo
cual podria deberse a que las elevadas concentraciones de sacarosa presentes en
dichas fraccionesinterfieren en e efecto inhibitorio del compuesto.

Resulta interesante destacar que las masas molecul ares aparentes de |os fragmentos
de Cry3Aa de bajo peso molecular generados por las BBMV integras (Figura 35,
carrera +BBMV) y por lafraccion soluble de las MECs (Figura 35, carrera +S) son
diferentes. Las BBMV procesan la toxina hasta un fragmento de tamafio de 26
kDa, en tanto que € fragmento mas pequefio producido por la actividad
metal oproteasa en la fraccion soluble es de 30 kDa, sugiriendo que sdlo se obtiene
el fragmento de 26 kDa cuando tanto las proteinas de la fraccién soluble como de
lainsoluble interacttian con Cry3Aa. La inhibicién del procesado proteolitico de la
toxina catalizado por las BBMV observada en presencia del compuesto extractor
de colesterol MCD (Figura 22B), apoya que la interaccion de la toxina Cry3Aa con
algin componente localizado en los lipid rafts de la membrana del epitelio
intestina de L. decemlineata podria ser un evento necesario como paso previo ala
protedlisis de la toxina catalizada por |a actividad metaloproteasa de tipo ADAM
que selocaliza en laregién de la membrana non-rafts.

Por ello, cabe sugerir que la diferencia de la masa molecular del fragmento de
Cry3Aa producido por las BBMV (26 kDa) y la del originado por la fraccion
soluble de las MECs (30 kDa) podria deberse a que tiene lugar un cambio en la
conformaciéon de la toxina producto de la interaccion entre Cry3Aa y agun
componente de los lipid rafts, antes de que tenga lugar la protedlisis de la toxina
catalizada por la actividad metal oproteasa localizada en la region de la membrana
non-rafts. Este cambio conformacional podria exponer una region de la toxina por
la que se proteoliza por la metaloproteasa, originando un fragmento de 30 kDa, en
lugar del fragmento de 26 kDa que se genera cuando no tiene lugar dicho cambio
conformacional.

Para confirmar la interaccion de Cry3Aa con proteinas localizadas tanto en las
fracciones insoluble (lipid rafts) como soluble (non-rafts) de MECs de L.
decemlineata, analizamos mediante Ligand blot la union de la toxina Cry3Aa a

147



Discusion

proteinas localizadas en ambas regiones de |la membrana. En la fraccion soluble,
principalmente detectamos la union de la toxina a una banda de 36 kDa y a
proteinas de arededor de 200 kDa (Figura 28 A, carrera S). En la fraccion que
contenia los lipid rafts también se inmunodetectd la union de Cry3Aa a una banda
de masa molecular aparente de 36 kDa (Figura 28 A, carrera |). El andlisis por
SDS-PAGE y espectrometria de masas de algunas de las proteinas alas que se une
la toxina Cry3Aa (Figura 28B) mostré la presencia de mezclas complegjas en las
bandas analizadas (Tabla 5), sugiriendo la conveniencia de su separacion mediante
una técnica de mayor resolucion. El elevado y variado nimero de proteinas
identificadas podria deberse a la ausencia de secuencias de proteinas de L.
decemlineata en las bases de datos, 10 cua origina que se identifiquen sobre todo
proteinas atamente distribuidas y muy abundantes, aunque la similitud con la
informacion de espectrometria de masas no sea tan elevada

Es necesario sefidar que aunque la separacion de las fracciones insoluble (rafts) y
soluble (non-rafts) de las MECs se bast en la identificacion de laisoforma anclada
a GPI de fasciclina, que es un marcador de lipid rafts, en la fraccion insoluble de
las MECs y de la isoforma transmembrana de fasciclina en la fraccion soluble,
algunas de las proteinas analizadas se encontraron en ambas fracciones, indicando
gue pueda tratarse de proteinas que se localizan en ambas regiones de la membrana
0 gque no haya sido posible separarlas mediante & procedimiento utilizado.

En el andlisis de las proteinas de las fracciones insoluble y soluble de las MECs a
las que se une Cry3Aa, resultd particularmente interesante la identificacion de
proteinas de union del epitelio intestinal cuya interaccion con Cry3Aa habiamos
detectado en otras experiencias. La aparicion de dichas interacciones mediante
aproximaciones experimentales diferentes confirma la identificacion de edtas
proteinas de |las bandas en las que se detect6 la unién de Cry3Aa.

En la fraccion insoluble (rafts) de las MECs se inmunodetect6 la union de Cry3Aa
en la banda [-37.2 de masa molecular aparente de 36 kDa (Tabla 5), en la que
encontramos homologia con las proteinas adehido reductasa de C.
guinquefasciatus y prohibitina-2 de Tribolium castaneum. La proteina aldehido
reductasa la hemos identificado como posible proteina de unién a Cry3Aa,
mediante la utilizacion de un agente de entrecruzamiento, en una proteina de
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BBMV a la que se une la toxina Cry3Aa (Tabla 2). La proteina prohibitina-2
también las identificamos en las bandas S-37.1 y S-37.2 de la fraccidn soluble de
las MECs.

En la fraccion soluble (non-rafts) de las MECs se detect6 por Ligand blot 1a union
de latoxina Cry3Aa a una banda de aproximadamente 30 kDa (Fig 28B, carrera ),
en lacua se encontré homologia con las proteinas prohibitina-1 de varios insectos
(banda S-30.1, Tabla 5) que pertenecen ala mismafamilia que prohibitina-2, y con
las que también hemos encontrado similitud de secuencia en una mancha de
aproximadamente 30 kDa que corresponde a una proteina de las BBMV que
interactUa con latoxina Cry3Aaen condiciones nativas (Figuras 11y 12, Tabla 2).

En estafraccion, en labanda 40.1 se identifico una proteina con homologia a actina
5C de Apis mellifera, proteina similar a su ortéloga en D. melanogaster que
también se ha identificado entre las proteinas del epitelio intestina de L.
decemlineata que guedaron retenidas en una matriz con calmodulina inmovilizada
(Tabla 4). Igualmente, en la banda S-37.2 de la fraccion soluble de las MECs se
identificd una proteina similar a actina A3 de Bombyx mori, cuya ortéloga en
Helicoverpa armigera se ha identificado entre las proteinas de BBMV que
quedaron retenidas en una matriz que contenia el péptido pep-rec inmovilizado
(Tabla 3).

De manera general, € andlisis de la unién de la toxina Cry3Aa a proteinas de los
microdominios de la membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata evidencia
gue de modo similar a como ocurre con otras toxinas Cry de Bt, como la toxina
Cry1ADb, la cual es reconocida por los receptores APN y ALP presentes en lipid
rafts y por el receptor tipo caderina localizado fuera de estos microdominios
(revisado en Soberdn et al., 2009), la toxina Cry3Aa se une tanto a proteinas de
lipid rafts como a proteinas de la region non-rafts. Para la toxina CrylAb, su
interaccion con ambos tipos de receptores, y en consecuencia con ambas regiones
de la membrana, es necesaria para la toxicidad (revisado en Soberdn et al., 2009).
En e caso de la toxina Cry3Aa, probablemente también su interaccién con
proteinas localizadas en ambas regiones de la membrana del epitelio intestina
pueda ser necesaria en su modo de accion en L. decemlineata.
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Una o varias de las proteinas identificadas en la banda de 36 kDa de la fraccion
insoluble de las MECs, en la que se detect6 la union de la toxina Cry3Aa, podria
ser el 0 los componentes de los rafts de la membrana del epitelio intestina de L.
decemlineata con los que interactla la toxina Cry3Aa previamente a ser
proteolizada por la actividad metaloproteasa, probablemente de la familia de las
ADAM, localizada fuera de estos microdominios.

En la region non-rafts, la toxina Cry3Aa se une sobre todo a proteinas del
citoesqueleto, como actina, espectrina (banda 250.1) y miosina (banda 250.2)
(Tabla 5) y en ela se localizan la o las metaloproteasas, probablemente de la
familiadelas ADAM, paralaque Cry3Aa es sustrato.

3- Proteinas de la membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata que
interaccionan con latoxina Cry3Aa

La interaccion de las toxinas Cry con sus receptores en las células del epitelio
intestina del insecto diana es un evento determinante en su especificidad y puede
estar directamente implicada en latoxicidad. En el mecanismo de accién genera de
las toxinas Cry de Bt fundamentaimente se han identificado dos clases de
receptores, la proteinade integral de membranatipo cadering, y los receptores APN
y ALP, anclados a la membrana de los lipid rafts a través de un residuo GPI
(Soberodn et al., 2009)

Recientemente se ha propuesto que los receptores APN y ALP estédn implicados en
dos etapas diferentes en € modo de accion de la toxina CrylAb en M. sexta
(Pacheco et al., 2009; Arenas et al., 2010). En una primera etapa, actlan como
sitios de union muy abundantes y de baja afinidad que localizan y concentran €
monémero de la toxina en la vecindad de las microvellosidades, antes de su
interaccion con € receptor tipo caderina, localizado en la region non-rafts, y
posteriormente como receptores secundarios de elevada afinidad que median la
insercion del oligbmero en los lipid rafts de la membrana del epitelio intestinal
(Pacheco et al., 2009; Arenas et al., 2010).
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En el presente trabgjo no hemos encontrado proteina alguna con homologia a los
receptores APN y ALP. No obstante, la identificacion mediante diferentes
estrategias experimentales de proteinas de BBMV y de células disociadas del
epitelio intestinal con homologia a prohibitinas -1 y -2 de otros insectos, proteinas
cuya localizacion en los lipid rafts ha sido descrita por varios grupos de
investigadores, permite postular que en € modo de accién de la toxina Cry3Aa en
L. decemlineata las prohibitinas podrian tener una funcién analoga a la que poseen
las proteinas APN y ALP en el mecanismo de accién de las toxinas CrylA en
lepidopteros. De acuerdo con este postulado, Bayyareddy et al. (2009) también han
sugerido que la prohibitina-1 de BBMV de A. aegypti, a la que se une la toxina
Cry4Ba, podria colocalizar con las proteinas APN y ALP, ancladas ala membrana
a través de un residuo GPI, en los lipid rafts. del borde en cepillo del epitelio
intestinal, evidenciandose gque la implicacién de proteinas de tipo prohibitina en el
modo de accién de algunas toxinas Cry de Bt podria ser un paso cuya relevancia
esta todavia por ducidar.

Las prohibitinas pertenecen ala superfamilia de la denominada Banda-7, integrada
por las familias de proteinas estomatina, prohibitina, flotilina y HfIK/C que
comparten € dominio altamente conservado SPFH (Stomatin/Prohibitin/Flotillin/
HfIK/C). La familia de las prohibitinas comprende las proteinas evolutivamente
conservadas prohibitina-l (PHB1) y prohibitina-2 (PHB2), también denominadas
BAP32 y BAP37, respectivamente, las cuales comparten mas de un 50% de
identidad en sus estructuras aminoacidicas (revisado en Osman et al., 2009). Estas
proteinas poseen una topologia similar compuesta por un dominio N-terminal
transmembrana, un dominio prohibitina (PHB), € cual facilita su localizacion en
los lipid rafts (Morrow y Parton, 2005) y un dominio coil-coiled en € extremo C-
termina (Winter et al., 2007).

La localizacion de las prohibitinas en los lipid rafts ha sido referida por varios
grupos de investigadores, ya que se han aidado de lipid rafts derivados de
preparaciones de membranas fagosomales (Garin et al., 2001), de membranas
celulares y particulas lipidicas de adipocitos (Brasaemle et al., 2004) y se han
identificado en un andlisis protedbmico a gran escala de proteinas de lipid rafts
(Foster et al., 2003). Para el caso de la prohibitina-1 humana, se ha descrito que su
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translocacion ala membrana plasmaticay su interaccion con proteinas presentes en
los lipid rafts estd mediada por su palmitoilacion (Ande y Mishra, 2010), mientras
gue para la prohibitina-1 del parésito Leishmania donovani, se ha encontrado que
la proteina esta anclada a la membrana a través de un residuo GPI (Jain et al.,
2010), modificacion postraduccional que probablemente facilita su presencia en
estos microdominios de la membrana (Brown et al., 2006). Dada la localizacién
preferencial de las prohibitinas en los lipid rafts, es posible postular que las
proteinas de L. decemlineata, 0 a menos agunas de las proteinas, a las que se une
la toxina Cry3Aa en la fraccion insoluble de las MECs (Figura 28A, carrera |)
podrian ser las prohibitinas-1y -2.

Las prohibitinas son proteinas de membrana altamente conservadas desde € punto
de vista evolutivo, ampliamente distribuidas y presentes en diferentes
compartimentos celulares. Aunque fundamentalmente se han identificado en las
mitocondrias, también se localizan en e nacleo y en la membrana plasmatica
(revisado en Mishra et al., 2010). Estas proteinas estan implicadas en numerosas
funciones tales como la regulacién de la transcripcion, la senescencia y la
sefidizacion celular, la apoptosis, y la biogénesis y regulacion de la funcion de las
mitocondrias (revisado en Osman et al., 2009 y Mishra et al., 2010). La ausencia
de prohibitinas provoca fenctipos severos y deficiencias en eucariotas superiores,
indicando que dichas proteinas desempefian funciones de gran relevancia (revisado
en Osman et al., 2009).

Las funciones de las prohibitinas derivadas de su localizacién en la membrana
plasmética, que podrian ser las de mayor interés en e andlisis de su interaccion con
la toxina Cry3Aa, estan fundamentalmente relacionadas con la transduccién de
sefides. En un inicio, su participacion en esta clase de eventos fue propuesta a raiz
de la asociacion observada de PHB1 y PHB2 con € receptor de IgM en células B
(Terashimaet al., 1994).

Recientemente se ha descrito que las prohibitinas interactlian directamente con
receptores presentes en la membrana plasmética como la proteina Raf o €l receptor
delainsulina, asi como que estan implicadas en varias rutas de sefializacion celular
gue regulan procesos biol6gicos esenciales como e metabolismo, 1a proliferacién
celular y el desarrallo, y que son proteinas importantes en la interconexion entre
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dichas rutas de sefidizacion (revisado en Mishra et al., 2010). Considerando lo
anteriormente sefialado, asi como que algunos investigadores han propuesto que la
toxina CrylAb gjerce su accion téxica en lepiddpteros a través de una cascada de
sefidizacion ceular desencadenada por su interaccion con el receptor tipo cadering,
gue produce la muerte celular por oncosis (Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2006),
cabe sugerir que en e modo de accién de la toxina Cry3Aaen L. decemlineata, la
interaccion de Cry3Aa con prohibitinas podria desencadenar rutas de sefializacion
celular que estén implicadas en la toxicidad generada en este insecto.

Ademés de su participacién en los procesos antes mencionados, las prohibitinas
pueden estar implicadas en la interaccion de componentes estructurales de
patégenos con las cdlulas hospedadoras, influyendo en su virulencia. En ese
sentido, se ha descrito que e polisacarido capsular Vi de Salmonella typhi
interacttia con un complejo formado por las proteinas prohibitina-1 y -2 asociado a
la superficie celular de un modelo humano de células epiteliales del intestino,
suprimiendo la respuesta inflamatoria temprana. Tanto el complejo compuesto por
PHB1 y PHB2, como €l factor de virulencia Vi, se localizan en los lipid rafts
(Sharmay Qadri, 2004). De manera similar, Emerson et al. (2010) identificaron la
interaccion de un heterodimero formado por las prohibitinas-1y -2 con € dominio
C-terminal citoplasmatico de la glicoproteina del virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1). Estos autores demostraron que dicha interaccion es
especifica y resulta importante para la expansion replicativa del virus en algunos
tiposdecélulasT.

Por otra parte, en e parésito L. donovani se ha descrito que la presencia de la
proteina prohibitina-1 en la superficie del polo aflagelado, regién através dela cual
tiene lugar la interaccion huésped-parasito, esta directamente relacionada con la
infectividad. Como un caso particular en la familia de las prohibitinas, la
prohibitina-1 de L. donovani estd anclada a la membrana a través de un residuo
GPI y dicha modificacién postraduccional es clave para la interaccion con las
células del huésped (Jain et al., 2010). De modo semejante a lo que ocurre con los
patdgenos mencionados, la unién de la toxina Cry3Aa a las prohibitinas presentes
en e epitelio intestinal de L. decemlineata podria estar implicada en el mecanismo
de accion toxica de Cry3Aaen dicho insecto.
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La presencia de |la proteina prohibitina-1 en el epitelio intestinal de L. decemlineata
no solo la determinamos mediante el andlisis por espectrometria de masas, sino que
ademas la confirmamos con la utilizacion de un anticuerpo generado contra un
fragmento del extremo C-terminal de la prohibitina-1 humana. Inmunodetectamos
una banda de masa molecular aparente de 29 kDa, valor que se aproxima ala masa
molecular calculada de la prohibitina-1, confirmando asi la presencia de esta
proteina en las fracciones solubles e insolubles de las MECs de L. decemlineata
(Figura 32).

Adicionalmente, demostramos la expresion del gen de prohibitina-1 en €l epitelio
intestinal de L. decemlineata mediante la amplificacion por RT-PCR de un
fragmento de ADN (Figura 33) que presentaba homologia con genes que codifican
para la proteina prohibitina-1 en varios insectos, |o cual corrobora la presencia de
esta proteina en L. decemlineata, descrita por primeravez en el presente trabagjo. La
traduccién in silico de dicho fragmento de ADN origind un segmento proteico cuya
secuencia contiene un gran nimero de los péptidos (Figura 34) que habiamos
identificado previamente en proteinas de BBMV y MECs a las que se unié la
toxina Cry3Aa.

Se ha descrito que las prohibitinas pueden interactuar con otras proteinas, también
presentes en los lipid rafts, tales como la anexina, la cual también la hemos
identificado por homologia de secuencia en proteinas inmunodetectadas con
Cry3Aa de las fracciones insoluble y soluble de las MECs (Tabla 5). Se ha
propuesto que las anexinas desempefian un papel clave en la organizacion de los
lipid rafts en la membrana plasmética (Babiychuk y Draeger, 2000; Foster et al.,
2003). En rdacién a la interaccion entre estas proteinas, Bacher et al. (2002)
describieron que en una linea de células B murinas, las prohibitinas-1 y -2
formaron homo y heteroligbmeros de ato peso molecular en los que ambas
proteinas interactuaron con a-actinina y anexina A2. Dado que en las fracciones
insoluble y soluble de las MECs, en bandas correspondientes a proteinas a las que
se unio latoxina Cry3Aa encontramos homol ogia con | as proteinas prohibitinas-1 y
-2 y también con anexina | X de T. castaneum (banda 1-37.3, fraccion insoluble) y
de Nasonia vitripennis (banda S-37.3, fraccién soluble) (Tabla 5), y que tanto la
prohibitina2 como la anexina IX poseen masas moleculares calculadas de
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aproximadamente 36 kDa, valor que coincide con la masa molecular aparente de la
banda de la fraccion insoluble de las MECs (Figura 28 A, carrera l) en la que se
inmunodetectd la union de Cry3Aa, podemos sugerir que en los lipid rafts de la
membrana del epitelio intestina de L. decemlineata ambas proteinas también
podrian formar parte de un complejo, a cua se unalatoxina Cry3Aa.

Dado que la anexina es una proteina organizadora de lainterfaz entre los lipid rafts
y € citoesqueleto de actina, a través de su unidn directa a actina y espectrina
(Gerke y Moss, 2002), la unién de la toxina Cry3Aa a complgjo formado por
prohibitinas y anexina también podria facilitar la interaccion de Cry3Aa con
proteinas del citoesqueleto de actina localizadas en las proximidades de la regién
intracelular de los lipid rafts de la membrana plasmética de las células del epitelio
intestinal.

Se ha descrito que la anexina también puede interactuar con proteinas de la familia
RACK1 (Corsini et al., 2005), ambas proteinas, junto a la prohibitina-2, que
también interactla con anexina (Bacher et al., 2002), las hemos identificado en
bandas de la fraccién insoluble de las MECs (bandas 1-37.2 e -37.3, Tabla 5) que
podria corresponder ala banda en que detectamos la unién de Cry3Aa (Figura 28A,
carreral). Lareferidainteraccion entre estas proteinas, nos permite proponer que la
toxina Cry3Aa se une a un complejo formado por miembros de al menos estas tres
familias de proteinas en los lipid rafts del epitelio intestinal de L. decemlineata.
Esta interaccion podria contribuir a aumentar la concentracion de Cry3Aa en las
microvellosidades intestinales, posibilitando su interaccion en la region
extracelular de la membrana con otras proteinas localizadas en la vecindad de los
dominios ricos en colesterol, como la metaloproteasa ADAM.

Inmunodetectamos con Cry3Aa proteinas con homologia a RACK1 tanto en la
fraccién insoluble como en la soluble de MECs de L. decemlineata. En las bandas
[-37.2 e 1-37.3 de la fraccion insoluble identificamos proteinas con homologia a
RACK1 de H. virescens y Plutella xylostella, respectivamente. En la banda S-37.2
de la fraccion soluble encontramos homologia con la proteina RACK1 de H.
virescens.
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La proteina RACK1 fue originalmente descrita como el receptor intracelular para
la proteina quinasa C activada (Ron et al., 1994). Es una proteina scaffold o de
andamigie gque coordina la interaccion entre proteinas clave en procesos de
sefidizacion en la membrana celular y en otros organulos intracelulares. Posee en
su estructura primaria repeticiones WD (Trp-Asp) através de las cuaes interactta
con otras proteinas. Desde el punto de vista evolutivo es una proteina muy
conservada que esté presente en levaduras, plantas, insectos y mamiferos (revisado
en McCahill et al., 2002).

La activacion de la proteina quinasa C (PKC) por compuestos como €l éster de
forbol PMA es uno de los estimulos que induce la liberacion de los fragmentos
solubles de proteinas de membrana, catalizado por metal oproteasas de la familia de
las ADAM (revisado en Reiss y Saftig, 2009). En la induccion de dicho proceso
catalitico estdn implicadas varias rutas de sefializaciéon y proteinas, entre las que
puede encontrarse la proteina RACK 1.

Bourd-Boittin et al. (2008) describieron que la interaccién entre la proteina
RACK1 y la metaloproteasa ADAM12 media la transocacion de ADAM12
dependiente de la proteina quinasa C (PKC) ala membrana plasmética, donde tiene
lugar su actividad proteolitica. Tanto ADAM12 como RACK1 se localizan en
estructuras intracelulares de tipo vesicular y parcidmente distribuidas en la
membrana plasmatica. El tratamiento con ésteres de forbol aumenta lalocalizacion
de ADAM12 en las fracciones de membrana y produjo la coinmunoprecipitacion
de complgos ternarios compuestos por ADAM12, RACK1 y PKC (Bourd-Baittin
et al., 2008). Dichos resultados llevaron a los autores a sugerir que RACK 1 actlia
como una proteina adaptadora que media la interaccion entre PKC y la
metaloproteasa ADAM 12 (Bourd-Boittin et al., 2008).

La presencia de un elevado nimero de péptidos con homologia a ortélogas de
RACK1 en H. virescens y P. xylostella, en proteinas de los lipid rafts del epitelio
intestina de L. decemlineata, indica que en este insecto podria existir una proteina
similar, también con funcion adaptadora, que mediase en la interaccion entre la
toxina Cry3Aay la metaloproteasa ADAM.
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En cuanto a la unidn de la toxina Cry3Aa a la metaloproteasa ADAM para la que
es sustrato, es necesario sefidar que en e presente trabgjo no ha sido posble
identificar miembro alguno de dicha familia de metaloproteasas entre las proteinas
del epitelio intestina a las que se une Cry3Aa, posiblemente debido a que no
existen secuencias de metal oproteasas ADAM de L. decemlineta depositadas en las
bases de datos y a que la homol ogia en la estructura primaria entre 1os miembros de
esta familia de proteinas es bgja. La identificacion de la unidn de latoxina Cry3Aa
a proteinas cuya interaccion con metal oproteasas ADAM se ha descrito, tales como
RACK1 y también proteinas 14-3-3, sugiere que la interaccion de Cry3Aa con la
metaloproteasa ADAM podria estar mediada por la union previa de la toxina a
otras proteinas.

Hemos identificado, por homologia de secuencia, proteinas 14-3-3 en un andlisis
por SDS-PAGE y espectrometria de masas de proteinas del sobrenadante de
BBMV euidas de una matriz que contenia el péptido pep-rec inmovilizado (Figura
21), péptido que representa la region a través de la cua la toxina Cry3Aa es
reconocida por la metaloproteasa ADAM. La masa molecular aparente de la
proteina fue de arededor de 30 kDa y presentaba homologia a las isoformas
Epsilony Zeta de la proteina 14-3-3 de D. melanogaster (Tabla 3).

Se ha descrito que varios miembros de la familia de proteinas 14-3-3 interacttan
con la metaloproteasa ADAM22 a través de su union a los motivos consenso
RSNSWQ (aa831-836) y RSNSTE (aa854-859), presentes en e dominio
citoplasmético de esta metal oproteasa (Zhu et al., 2003; 2005 y Godde et al., 2006)
y que dichainteraccién regula el transporte de ADAM22 ala membrana plasmatica
(Godde et al., 2006).

Las proteinas 14-3-3 constituyen una familia altamente conservada y ampliamente
distribuida en todas las células eucariotas, que son particularmente abundantes en
el cerebro. Estas proteinas se unen y regulan moléculas clave involucradas en
varios procesos tales como la sefializacion intracelular, el control del ciclo celular,
la apoptosis, la regulacion de la transcripcion, € desarrollo del cerebro, asi como
procesos de adhesion y proliferacion (Zhu et al., 2003 y Godde et al., 2006).
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Resulta interesante destacar que en un andlisis protedbmico de proteinas de las
BBMV de A. aegypti también se identificaron isoformas de la proteina 14-3-3
(Popova-Butler y Dean, 2009). Aungue en este trabajo no se detectd proteina
alguna de la familia de las ADAM, ni se andiz6 la union de toxinas Cry, la
presencia de proteinas pertenecientes a esta familia, en la membrana del epitelio
intestinal de otros insectos susceptibles a toxinas Cry de Bt, es coherente con la
identificacidn de esta proteina en € epitelio intestinal de L. decemlineta.

En ede trabagjo, a través de diversas aproximaciones experimentales hemos
comprobado que la toxina Cry3Aa interactlia con la proteina actina (Tablas 3, 4 y
5). La interaccién de la toxina Cry3Aa con actina, localizada en las proximidades
de la regién citoplasmética de la membrana celular, podria favorecerse por la
insercion y formacion de poro de la toxina en la membrana y por la unién de
Cry3Aa a complejos en los que se encuentra anexina, proteina que interactda con
actina (Gerke y Moss, 2002).

La union de toxinas Cry de Bt a actina del epitelio intestinal de insectos fue
inicidlmente sefidlada por McNall y Adang, (2003) quienes mediante la
combinacion de andlisis protedmico y Ligand blot describieron la union de la
toxina CrylAc a actina de las BBMV de M. sexta. Siguiendo estrategias similares,
también se ha comprobado la union de la toxina CrylAc a actina presente en las
BBMV de H. virescens (Krishnamoorthy et al., 2007) y Helicoverpa armigera
(Chen et al., 2009), y de la toxina Cry4Ba a actina de las BBMV de A. aegypti
(Bayyareddy et al., 2009). La reiterada identificacién de la union de toxinas Cry a
actina de diferentes insectos y los resultados obtenidos por Candas et al. (2003),
guiénes describieron la alteracion de los niveles de actina en una poblacion de
Plodia interpunctella resistente a la toxina CrylAc, en comparacion con los de la
poblacidn sensible, han hecho que en la actualidad |a actina se considere como una
de las proteinas implicadas en el mecanismo de accion toxica de las toxinas Cry de
Bt (revisado en Pigott y Ellar, 2007).

En e presente trabajo se refiere por primeravez lainteraccion de latoxina Cry3Aa
con actina asociada en lamembrana del epitelio intestinal de L. decemlineata.
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La actina es una proteina del citoesqueleto que posee una asociacion dinamica con
la membrana plasmatica (Schlichting et al., 2006). Generalmente forma arreglos
ordenados con otras proteinas y sirve de soporte a la superficie apical del borde en
cepillo en d intestino (Mooseker, 1985).

Lalocalizacion intracelular de la actina hizo que en un principio su interaccién con
toxinas Cry resultara sorprendente (McNall y Adang, 2003), Ilegdndose incluso a
sugerir (Bayyareddy et al., 2009) que esta interaccion tendria lugar si se produjese
lainsercidn total de las toxinas a través de la membrana plasmética, tal y como ha
sido propuesto por Nair y Dean, (2008) para las toxinas CrylA, lo cual expondria
regiones de la toxina en € citoplasma que permitirian la interaccion con actina.
También se ha sefialado que la interaccién entre las toxinas Cry y la actina podria
estar relacionada con la unidn a receptor tipo caderina (McNall y Adang, 2003;
Bayyareddy et al., 2009). En D. melanogaster la caderina se encuentra
indirectamente unida a citoesqueleto de actina (Pacquelet et al., 2003) y en otros
eucariotas se ha descrito la formacién de un complgo caderina-catenina
dindmicamente unido a actina e involucrado en el mantenimiento de la arquitectura
del citoesqueleto. Se ha propuesto que € contacto de las toxinas Cry con actina
podria provocar ateraciones en las uniones del citoesquel eto que causen la pérdida
de la forma y la integridad de las células (Shimada et al., 2001; Woods et al.,
1997).

En nuestro caso, launion de latoxina Cry3Aaaactinaen el epitelio intestinal de L.
decemlineata podria estar favorecida por la interaccion de Cry3Aa con otras
proteinas también asociadas a epitelio intestinal, para las que se ha descrito que
interactan con actina. Tal es € caso de la proteina anexina, cuya interaccion con
Cry3Aay actina hemos sefidlado en este apartado, de la proteina calmodulinay de
la metal oproteasa ADAM.

Se ha descrito que la cadmodulina esta presente en las membranas del borde en
cepillo aidadas de células epiteliales dd intestino, donde constituye uno de los
componentes mayoritarios del haz de fibras de las microvellosidades, junto con
otras proteinas del citoesquel eto como actina, fimbrina, vilina, miosinay espectrina
(Brown y McKnight, 2010). En este trabgjo hemos comprobado que la toxina
Cry3Aa se une especificamente a camodulina (Figura 24), y que a su vez, la
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calmodulina interacta con actina del epitelio intestina de L. decemlineata (Figura
26, Tabla 4). Por tanto, es posible postular que la unién de Cry3Aa a calmodulina
podria posibilitar la interaccion de Cry3Aa con actina y potencialmente
desegtahilizar € citoesqueleto. En ese sentido, también hemos identificado la unién
de latoxina Cry3Aa a otras proteinas del citoesqueleto localizadas en la regién de
la membrana non-rafts. En las bandas 250.1 y 250.2 de la fraccién soluble de las
MECs identificamos un elevadismo nimero de péptidos con homologia a la
proteina espectrina y a la cadena pesada de miosina de T. castaneum,
respectivamente (Tabla 5). La unién de Cry3Aa avarias proteinas del citoesqueleto
del epitelio intestinal de L. decemlineata revela que dichas interacciones podrian
estar implicadas en el modo de accién de la toxina Cry3Aa en el escarabgjo de la
patata, tal y como ha sido propuesto tenga lugar para otras toxinas Cry en sus
insectos diana (Jurat-Fuentes y Adang, 2006).

Por otra parte, se ha propuesto que la metaloproteasa ADAM10 podria ser un
receptor de elevada afinidad para la toxina a-hemolisina (Hla) de Staplylococcus
aureus y se ha demostrado que e complgo formado por la toxina y la
metaloproteasa (Hlae<ADAM10) causa alteraciones en cascadas de sefializacién
celular que desestabilizan las adhesiones focales y € citoesqueleto de acting,
provocando perturbaciones en las barreras celulares que contribuyen a aumentar la
patogenicidad (Wilke y Bubeck Wardenburg, 2010). De manera andloga, la unién
de la toxina Cry3Aa a la metaloproteasa ADAM también podria producir
alteraciones en las adhesiones focales y €l citoesqueleto de actina en las células del
epitelio intestinal, lo cual podria favorecer la interaccion de agunas regiones de la
toxina con actina, localizada en las proximidades de la region interna de la
membrana, desencadenando eventos implicados en la citotoxicidad, probablemente
relacionados con la alteracion de la dindmica del citoesquel eto.

La interaccién de la toxina Cry3Aa con proteinas del citoesqueleto también podria
favorecer su unién a otras proteinas localizadas en la cara citoplasmética de la
region non-raft de la membrana, como la proteina V-ATPasa, que se ha descrito
gue actlia como proteina de anclagje del citoesqueleto de actina en la membrana de
células globulares dd epitelio intestinal de M. sexta (Vitavskaet al., 2005).
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En el presente trabajo se describe por primera vez la interaccion de la toxina
Cry3Aa con proteinas con homologia a V-ATPasa en € epitelio intestina de L.
decemlineata. En las bandas 40.3 y S-30.3 de la fraccién soluble de las MECs
(Tabla 5) identificamos proteinas con homologia ala subunidad C de laV-ATPasa
deT. castaneumy alasubunidad E de dicha proteinaen M. sexta, respectivamente.

Varios investigadores han referido la union de toxinas Cry ala proteina V-ATPasa
en diferentes insectos. Se ha descrito que latoxina CrylAc se une ala subunidad A
de la V-ATPasa de BBMV de H. virescens (Krishnamoorthy et al., 2007) y a la
subunidad B de la V-ATPasa de BBMV de H. armigera (Chen et al., 2009). Asi
como también se ha sefid ado la unién de latoxina Cry4Ba a las subunidades B y E
delaV-ATPasade BBMV de A. aegypti (Bayyareddy et al., 2009).

La proteina V-ATPasa es una enzima compuesta por varias subunidades que
desempefian diversas funciones relacionadas con su ensamblaje, regulacion y
actividad catalitica. Se localiza en la membrana apical de las células del epitelio
intestina de los insectos, en la que funciona como un transportador electrogénico
de H'/K* en la membrana plasmética, representando la fuente de energia primaria
para la secrecion y la absorcion intestinales (Wieczorek et al., 1999). Segun los
model os hipotéticos de V-ATPasas, todas |as subunidades, desde la A hastalaH se
localizan en e lado citoplasmético de la membrana (Beyenbach y Wieczorek,
2006).

Se ha sugerido que la union de las toxinas Cry de Bt ala V-ATPasa podria estar
relacionada con la ateracion en e transporte de iones H" y K a través de la
membrana que produce la desestabilizacion de los balances idnicos y de pH
(Krishnamoorthy et al., 2007), que se ha observado tiene lugar producto de la
accion de las toxinas Cry de Bt (Knowles, 1994). En relacion al planteamiento
anterior, Candas et al. (2003) describieron un aumento en los niveles de la proteina
V-ATPasa en una poblacion de P. interpunctella resistente a la toxina CrylAc, en
comparacion con la poblacién sensible, y sefialaron que dicho aumento podia
deberse a un efecto que compensase la toxicidad producida como consecuencia de
lainterferenciaen lafuncion de laV-ATPasa originada por launion de CrylAc.
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Para el caso de latoxina Cry3Aa, su union aaguna o varias de las subunidades de
una V-ATPasa presente en el epitelio intestinal de L. decemlineata también podria
contribuir alaaccion toxicade Cry3Aaen € escarabgo de la patata.

En general, la identificacion de la union de la toxina Cry3Aa a las proteinas
analizadas en este apartado, localizadas en diferentes dominios de la membrana,
tanto en la region extracelular, como en la citoplasmética, corrobora la
compartimentalizacion en la interaccion de la toxina Cry3Aa con la membrana del
epitelio intestinal de L. decemlineata y pone de manifiesto la complejidad del
modo de accién de Cry3Aa en este insecto.

4- Significado funcional de la interaccion de la toxina Cry3Aa con la
membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata

Las diferentes etapas que comprenden el modo de accién de las toxinas Cry de Bt
estan relacionadas entre si y €l resultado de cada una de ellas puede condicionar la
siguiente. En el presente trabgjo hemos comprobado que como resultado de la
interaccion de la toxina Cry3Aa con la membrana del epitelio intestinal de L.
decemlineata tiene lugar la protedlisis de latoxina por una o varias metal oproteasas
probablemente pertenecientes a la familia de las ADAM y que dicho evento
proteolitico es compatible con etapas del modo de accion de Cry3Aa en L.
decemlineata que tienen lugar previamente a la interaccion de la toxina con la
membrana.

Se ha sugerido que en € intestino de L. decemlineata podria existir una proteasa
con actividad proteolitica de tipo quimotripsina o similar, que procese la toxina
Cry3Aa facilitando su solubilizacién en € lumen del intestino y su union a la
membrana del epitelio intestinal (Martinez-Ramirez y Real, 1996; Carroll et al.,
1997).

En e presente trabajo hemos comprobado que el procesamiento in vitro de la
toxina Cry3Aa con quimotripsina, a diferencia de la tripsinizacion, es compatible
con la protedlisis posterior de la toxina por la metaloproteasa ADAM asociada alas
BBMV de L. decemlineata (Figuras 37 y 38), lo cud indica que la
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quimotripsinizacion no parece aterar las regiones de la toxina implicadas en la
interaccion con esta metaloproteasay sugiere que en e modo de accion de latoxina
Cry3Aaen L. decemlineata puede tener lugar € procesado proteolitico de latoxina
tanto por proteasas digestivas de tipo quimotripsing, como por una o0 varias
metaloproteasas de membrana probablemente pertenecientes a la familia de las
ADAM.

Hemos observado que la protedlisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV se inhibe
en presencia del compuesto TPCK (Figura 8), el cual es un inhibidor especifico de
guimotripsing, aunque también de otras serin y cistein proteasas. S bien la
guimotripsina es una proteasa digestiva soluble, 1a inhibicion de la protedlisis de
Cry3Aa en presencia de este compuesto podria deberse a que en las BBMV
podrian quedar retenidas moléculas de esta proteasa que procesasen la toxina
Cry3Aay facilitasen su union ala membrana dd epitelio intestinal.

La interaccion de latoxina Cry3Aa con las BBMV de L. decemlineata produce un
aumento en la capacidad formadora de poros de la toxinain vitro, en comparacién
con la formacién de poros de la toxina que no ha estado en contacto con las
vesiculas (Rausdll et al., 2004).

El andlisis de la formacion de poro in vitro de la toxina Cry3Aa quimotripsinizada
(Figura 41) evidencia que e procesado quimotriptico, ademés de no alterar las
regiones de la toxina por las que es reconocida por la metaloproteasa ADAM
asociada a las BBMV, no afecta las regiones implicadas en la interaccién con la
membrana del epitelio intestinal que produce e aumento en la capacidad
formadora de poros de latoxinain vitro descrito previamente. De manera andloga a
como sucede con la toxina nativa, la formacién de poro de la toxina Cry3Aa
quimotripsinizada, previamente incubada con BBMV, resulta mayor que la de la
toxina procesada con quimotripsina que no habia estado en contacto con las
vesiculas, eincluso que la de la toxina sin procesar e incubada con BBMV (Figura
41). Estos resultados son compatibles con |a participacion de una proteasa de tipo
guimotripsing, o similar, en el procesado proteolitico de la toxina Cry3Aa, en una
etapa previa a su interaccion con la membrana del epitelio intestinal de L.
decemlineata, que probablemente podria facilitar 1a unién de la toxina a dicha
membrana.
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En el presente trabajo hemos comprobado que la interaccion de la toxina Cry3Aa
con la metaloproteasa ADAM asociada a las BBMV de L. decemlineata es clave
para la formacion de poro in vitro de la toxina. La incubacién de Cry3Aa con
BBMYV en presenciadel péptido pep-rec, competidor por € sitio de reconoci miento
en Cry3Aa de la metal oproteasa ADAM, produce una marcada disminucién en la
formacion de poros in vitro de la toxina (Figura 40), y también la inhibicién de la
protedlisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV (Figura 18B), evidenciando que la
interaccion de la toxina con la metaloproteasa ADAM es necesaria para la
formacién de poro in vitro, y como resultado de dicha interaccion también tiene
lugar la protedlisis de latoxina.

Mediante e andlisis de la formacién de poros in vitro de la toxina Cry3Aa
incubada con BBMV en presencia del inhibidor de metaloproteasas é&cido
acetohidroxdmico o del péptido pep-99, competidor por los sitios de corte de las
proteasas para las que Cry3Aa es sustrato, comprobamos que la inhibicion de la
protedlisis de la toxina catalizada por las BBMV en presencia de estos compuestos
se traduce en un aumento en la capacidad formadora de poros de Cry3Aa, en
comparacion con la toxina que habia sido incubada solo con las BBMV (Figura
39). Estos resultados indican que la protedlisis catdizada por las proteasas
asociadas alas BBMV de L. decemlineata tiene un efecto negativo en laformacion
de porosin vitro de latoxina Cry3Aa, probablemente porque afecta laintegridad de
la toxina y disminuye su capacidad para insertarse en la membrana o porque la
protedlisis de la toxinainsertada desestabiliza la estructura de | os poros.

Se ha propuesto gque latoxina Cry1Ab en estructura oligomérica se une al receptor
aminopepetidasa N, que también es una metal oproteasa, aungue no se ha descrito
gue proteolice las toxinas Cry, y que esta unién facilitalainsercion e oligdbmero en
la membranay la formacion de poros (Bravo et al., 2004). De manera andloga, en
L. decemlineata la interaccion de la toxina Cry3Aa con la metaloproteasa ADAM,
a través de la region representada por e péptido pep-rec, podria facilitar la
insercion de la toxina en la membrana del epitelio intestinal y la formacion de
poros. No obstante, dicha interaccién también produciria la protedlisis de la toxina
Cry3Aa, por lo que € resultado final de latoxicidad de Cry3Aaen L. decemlineata
podria estar condicionado por |a competencia entre estos dos procesos.
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Frente al papel meramente degradador de la protedlisis que podria deducirse de los
ensayos de formacién de poro in vitro, otras evidencias demuestran que la
protedlisis de la toxina Cry3Aa por una actividad metal oproteasa de tipo ADAM
asociada al epitelio intestinal de L. decemlineata es clave paralatoxicidad contra el
insecto, sugiriendo que junto con la formacion de poro, hay otros mecanismos
implicados en latoxicidad.

La importancia del procesado proteolitico de la toxina Cry3Aa por la
metaloproteasa ADAM en la toxicidad producida en L. decemlineata la
comprobamos in vivo, utilizando larvas del insecto. La disminucién de la toxicidad
de Cry3Aa en larvas tratadas con la toxina en presencia de compuestos que
previamente habiamos comprobado que inhiben su protedlisis, corrobora que €
procesado proteolitico de la toxina Cry3Aa es clave en su toxicidad contra €
escarabgjo de la patata. Asi, ladisminucion en latoxicidad de Cry3Aaen larvas en
presencia del péptido pep-99 (Tabla 8), competidor por los sitios por los que es
proteolizada la toxina, confirma la relevancia de la protedlisis de Cry3Aa por la
metaloproteasa ADAM, en la toxicidad contra L. decemlineata. No obstante, es
necesario resaltar que pep-99 compite por |os sitios por 10s que se procesa latoxina
por las proteasas asociadas a las BBMV para las que es sustrato, entre las que se
encuentran la metaloproteasa ADAM, gue es una proteina integral de membranay
cistein proteasas de la familia de las intestainas. Estas Ultimas, aunque son
proteinas solubles con funcién principalmente digestiva, las hemos encontrado
asociadas a la membrana del epitelio intestinal, por 1o que no podemos descartar
que la protedlisis por cistein proteasas también pueda ser importante para la
toxicidad.

El tratamiento con la toxina Cry3Aa de MECs de L. decemlineata, previamente
incubadas con el compuesto TFP, estimulador de la actividad protedlitica de
metal oproteasas ADAM, produce un aumento en la toxicidad generada por Cry3Aa
en las células, en comparacion con la toxicidad producida por Cry3Aa en MECs
gue no habian sido tratadas con dicho compuesto (Tabla 6). EIl aumento de la
toxicidad de Cry3Aa en presencia de TFP se correlaciona con €l aumento de la
protedlisis de la toxina catalizada por las BBMV también en su presencia (Figura
22A\). Considerando que € compuesto TFP es un inhibidor de camodulinay que
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hemos comprobado que la toxina Cry3Aa se une a esta proteina (Figura 24), es
posible postular que la estimulacion de la protedlisis de Cry3Aa en presencia de
TFP se debe a que dicho compuesto interfiere en la interaccion entre Cry3Aay
calmodulina, lo cual aumenta la disponibilidad de la toxina para que pueda ser
proteolizada por |a metal oproteasa ADAM.

En 1997 Monette et al. describieron un aumento en la toxicidad provocada por la
toxina Cry1C en células Sf9 de Spodoptera frugiperda en presenciade TFP, € cual
se relaciond con e aumento de la concentracion intracelular de calcio. Estos
autores concluyen que Cry1C influye profundamente en los procesos intracel ulares
implicados en la homeostasis de calcio de las células Sf9, pero reconocen que
gueda por esclarecer si esos procesos celulares son dianas directas de latoxinao s
se ven afectados por mensgeros intracdulares como resultado de la
permeabilizacion de la membrana mediada por latoxina (Monette et al., 1997). Los
resultados obtenidos en & presente trabajo muestran que Cry3Aa interacciona con
calmodulina y que el aumento en la toxicidad de Cry3Aa en MECs de L.
decemlineata en presencia de TFP esta asociado a la estimulacion producida por
dicho compuesto en la protedlisis de la toxina Cry3Aa catalizada por una
metaloproteasa ADAM.

La interaccion de Cry3Aa con camodulina podria afectar a varios mecanismos
dependientes de calcio-calmoduling, incluyendo actividades calcio-ATPasa y
quinasa y fosforilacion y desfosforilacion de proteinas, todas ellas criticas en €
mantenimiento de lafuncién celular.

Por otra parte, la influencia del procesado proteolitico de Cry3Aa por la
metaloproteasa ADAM en la toxicidad podria estar relacionada con la generacion
de un fragmento de toxina con mayor capacidad citotoxica, o bien con que la
estimulacion de la actividad proteolitica de la metaloproteasa ADAM sobre un
sustrato exdgeno, como la toxina Cry3Aa, interfiriese en aguna funcion especifica
de la metaloproteasa en las cdlulas del epitelio intestinal. La toxicidad producida
por e péptido pep-rec en MECs de L. decemlineata apoya la existencia de
mecanismos de toxicidad alternativos a la formacion de poro mediados por
metal oproteasas ADAM.
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De acuerdo con los resultados anteriormente discutidos, la citotoxicidad de Cry3Aa
en MECs previamente tratadas con € compuesto extractor de colesterol MCD, €
cua inhibe la protedlisis de Cry3Aa catalizada por las BBMV (Figura 22B), es
menor que la toxicidad generada por Cry3Aa en células que no habian recibido
dicho tratamiento (Tabla 7). La correspondencia entre la inhibicién de la protedlisis
de Cry3Aay ladisminucién de la citotoxicidad generada en las MECs en presencia
de MCD, nuevamente evidencia que €l procesado proteolitico de latoxina Cry3Aa
es importante para su toxicidad.

La disminucion de la toxicidad de Cry3Aa en células tratadas con un extractor de
colesterol confirma laimportancia de la integridad de las regiones de la membrana
plasmética enriquecidas en colesterol, como los lipid rafts, y evidencia la
relevancia para la toxicidad de la interaccion de Cry3Aa con dichas regiones. La
alteracion de la integridad de los lipid rafts podria impedir la union de Cry3Aa a
proteinas como las prohibitinas, que podrian estar directamente implicadas en la
toxicidad, asi como también a RACK1 y anexina, con cuya interaccion se podria
favorecer la posterior unidn a otras proteinas, como la metaloproteasa ADAM en la
region de la membrana non-rafts.

Algunos estudios han mostrado que determinados factores de virulencia de
patdgenos bacterianos activan la protedlisis catalizada por metaloproteasas de la
familia de las ADAM de fragmentos extracelulares de proteinas de membrana en
las células hospedadoras, y han sugerido que dicha activacién puede estar
implicada en la patogenicidad. Td es el caso del &cido lipoteitoico, que es un factor
de virulencia liberado de la pared celular de S aureus, €l cua activa la protedlisis
mediada por ADAM10 del dominio extracelular de la proteina HB-EGF en células
epiteliales, contribuyendo a promover la patogénesis de la bacteria (Lemjabbar y
Basbaum, 2002). Asmismo, Park et al. (2001) han descrito que e factor de
virulencia LasA de Pseudomonas aeruginosa activa la protedlisis del dominio
extracelular de Sindecan-1 de la membrana de células epiteliales, el fragmento de
Sindecan-1 liberado se une a varios factores de defensa del huésped, inhibiéndolos
y contribuyendo a aumentar la patogenicidad de la bacteria. Otros factores de
virulencia, como las toxinas-a y -p de S. aureus, también activan la protedlisis del
fragmento extracelular de Sindecan-1 mediante un mecanismo en €l que estan
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implicadas metal oproteasas de la familia de las ADAM de la célula hospedadora
(Park et al., 2004). De manera similar, en el modo de accién de latoxina Cry3Aa
en L. decemlineata, la protedlisis de la toxina Cry3Aa, insertada o unida a la
membrana, por una metaloproteasa de la familia de las ADAM presente en €
epitelio intestinal podria originar fragmentos de Cry3Aa que interactuasen con
moléculas involucradas en mecanismos de defensa del insecto, inhibiéndolos y
contribuyendo a su toxicidad en el escarabgjo de la patata.

5- M odelo de mecanismo de toxicidad

Durante la realizacion de este trabagjo hemos comprobado que la interaccion de la
toxina Cry3Aa con la membrana del epitelio intestinal de L. decemlineata es un
proceso complejo que implicala unién de latoxina Cry3Aa a varias proteinas y su
interaccion con cistein proteasas y metaloproteasas, probablemente de lafamiliade
las ADAM, asociadas a dicha membrana. La protedlisis de la toxina catalizada por
estas proteasas disminuye la capacidad de la toxina para formar porosin vitro, ala
vez que aumenta la toxicidad de Cry3Aa en células disociadas del epitelio
intestina y en larvas de L. decemlineata, sugiriendo que la formacién de poros no
es e Unico mecanismo a través del cual Cry3Aa gerce su accién toxica en L.
decemlineata. Hemos obtenido numerosas evidencias experimentales que indican
que podrian existir mecanismos adicionales en e modo de accion de la toxina
Cry3Aa en € escarabgjo de la patata, en los que esté implicada la interaccion de
Cry3Aa con una metaloproteasa de la familia de las ADAM y también con
proteinas localizadas en regiones de la membrana enriquecidas en colesterol como
los lipid rafts. Esta propuesta podria encuadrarse dentro de un mecanismo de
accién general de toxinas bacterianas, ya que recientemente se ha descrito que la
toxina Hla producida por la bacteria S. aureus interactlla con la metal oproteasa
ADAM10 y que tanto la unién de la toxina a células eucariotas como la
citotoxicidad generada, requieren la presencia de la metaloproteasa, |legandose a
proponer que la metaloproteasa ADAM10 podria ser un receptor de elevada
afinidad paralatoxinaHlade S. aureus (Wilke y Bubeck Wardenburg, 2010).
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Los resultados obtenidos en este trabgo nos permiten proponer un modelo que
podria explicar agunas de las etapas del mecanismo a través del cua la toxina
Cry3Aa gjerce su accion toxica en L. decemlineata. Segiin este modelo (Figura 1),
en una primera etapa la toxina Cry3Aa (A) podria interactuar con agun
componente de los lipid rafts de la membrana del epitelio intestina. Este
componente, tal y como lo sugiere la identificacion de varias proteinas de la
fraccion insoluble de las MECs en la que se inmunodetect6 la union de Cry3Aa
(Figura 28, carrera |; Tabla 5), podria ser un complejo formado por las proteinas
prohibitina-1 y -2, anexina 'y RACK1 (B), que funcionase como plataforma de
concentracion de la toxina en la membrana (1). La interaccién de Cry3Aa con las
prohibitinas, ademas, podria desencadenar alguna ruta de sefializacion celular o
interferir en alguna ruta existente, generando toxicidad (1.1). La unién de latoxina
a RACK1 podria mediar |a posterior interaccion con la metal oproteasa ADAM (C),
localizada en la vecindad de los lipid rafts, interaccién que también podria
favorecerse por la desestabilizacion del citoesgueleto de actina, mediada por la
unién de Cry3Aaaanexina (1.2).

La interaccion de la toxina Cry3Aa con la metaloproteasa ADAM (2) podria
desencadenar alguna ruta de sefializacion celular que estuviese implicada en la
toxicidad (2.1) y también facilitaria la insercién en la membrana de la toxina (3),
con la consiguiente formacion de poros (4). Una vez insertada, la toxina podria
interactuar con proteinas localizadas en la regién citoplasmética de la membrana:
con V-ATPasa (D), produciendo la desestabilizacion de balances iénicos y de pH
(3.1), lo cua podria contribuir a la toxicidad; y también con un complejo formado
por actina (E) y calmodulina (F), locaizado en las proximidades de la regién
intracelular de la membrana. La interaccién con actina y calmodulina podria
provocar dteraciones en el citoesqueleto de actina (3.2) y en cascadas de
sefidizacion celular dependientes de calcio-calmodulina (3.3), que podrian estar
implicadas en latoxicidad.

La protedlisis catalizada por la metaloproteasa ADAM de la toxina insertada,
regulada por la proteina camodulina, a la vez que produciria la desestabilizacion
de la estructura de los poros, provocaria que se liberasen fragmentos solubles de
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toxina que podrian ser toxicos per se 0 que podrian bloguear componentes de los
sistemas de defensa del insecto aumentando la virulencia de latoxina Cry3Aa (5).

Lipid rafts

11

\
¢Sefializacion 32
Intracelular? For macion
1.2 de Poro y

21

5 ¢Desestabilizacion de

ol 7aci G balancesionicosy de pH?
PR ; Sefalizacion
;Desestabilizacion | ¢
¢ Intracelular?

del citoesqueleto?

Muerte Celular

Figura 1.- Modelo hipotético que muestra algunas de las etapas del modo de accion de la toxina
Cry3Aaen L. decemlineata. La interaccién de la toxina Cry3Aa (A) con un compleio localizado en los
lipid rafts, formado por las proteinas prohibitinas-1 y -2, anexinay RACK 1 (B) aumentalalocalizacion y
concentracion de la toxina en la vecindad de las microvellosidades intestinales (1), desencadena rutas de
sefalizacion celular (1.1) y provoca alteraciones en € citoesqueleto de actina (1.2), todo lo cua influye
en la toxicidad. La union de Cry3Aa a RACKL1 facilita la interaccion de Cry3Aa con la metaloproteasa
ADAM (C) en la proximidad de los lipid rafts (2), desencadenando rutas de sefidizacion celular
implicadas en la toxicidad (2.1) y posibilitando la insercion de la toxina en la membrana (3) y la
formacion de poros (4). Una vez insertada, la toxina interactia con la proteina V-ATPasa (D),
provocando la desestabilizacion de balances idnicos y de pH (3.1), y con un complejo formado por actina
(E) y camodulina (F), contribuyendo a la desestabilizacion del citoesqueleto (3.2) e interfiriendo en
cascadas de sefializacion celular dependientes de calcio-camodulina (3.3). La protedlisis de Cry3Aa
catdlizada por la metaloproteasa ADAM genera fragmentos solubles de toxina que bloquean
componentes de |os sistemas de defensa del insecto que contribuyen a aumentar la patogenicidad (5).

170



Conclusiones

171



172



Conclusiones

Conclusiones

A continuacion se incluyen las conclusiones principales que pueden extraerse del
presente trabajo, acompafadas de un breve resumen de las evidencias que las
sustentan.

1- La toxina Cry3Aa se proteoliza por proteasas asociadas a BBMV de L.
decemlineata. La protedlisis tiene lugar por regiones expuestas del dominio Il de
Cry3Aa y es catalizada por metaloproteasas, probablemente de la familia de las
ADAM, y cistein proteasas de la familia de las intestainas. El reconocimiento de la
toxina Cry3Aa por la metaloproteasa ADAM debe producirse a través de una
secuencia localizada en el lazo 1 del dominio Il que contiene una secuencia
consenso de sustratos de ADAM10. El anélisis de la influencia de moduladores de
la actividad proteolitica de metaloproteasas ADAM en la protedlisis de la toxina
Cry3Aa catalizada por las BBMV pone de manifiesto que el compuesto extractor
de colesterol MCD disminuye la prote6lisis de la toxina y el inhibidor de
calmodulina TFP produce su incremento. La unién de la proteina calmodulina a
Cry3Aa impide la proteolisis de la toxina catalizada por la metaloproteasa ADAM.

2- La toxina Cry3Aa interactia en la membrana del epitelio intestinal de L.
decemlineata con proteinas localizadas tanto en los lipid rafts como fuera de
estos microdominios. La actividad metaloproteasa que proteoliza Cry3Aa se
localiza en la fraccion soluble o region non-rafts de la membrana de células
disociadas del epitelio intestinal de L. decemlineata. Entre las proteinas que
interactian con Cry3Aa hemos identificado, por homologia de secuencia, las
proteinas prohibitina-1 y -2, RACK1, anexina, actina, 14-3-3 y V-ATPasa,
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proteinas cuya interaccion con Cry3Aa no habia sido descrita, ni se habian
previamente identificado en L. decemlineata.

3- Lainteraccion de la toxina Cry3Aa con la metaloproteasa ADAM asociada
al epitdio intestinal es un evento clave en su modo de accion y en la toxicidad
generada en L. decemlineata. El péptido pep-rec, cuya estructura representa la
secuencia de reconocimiento de la toxina Cry3Aa por la metaloproteasa ADAM,
produce un efecto toxico especifico en células disociadas del epitelio intestinal de
L. decemlineata. El procesado proteolitico de la toxina Cry3Aa catalizado por la
metaloproteasa ADAM es necesario para su toxicidad en células disociadas del
epitelio intestinal y en larvas de L. decemlineata.
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