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MECANISMO DE ACCION DE LAS 3-ENDOTOXINAS DE
Bacillus thuringiens’s.

RESUMEN

Las §-endotoxinas (o proteinas Cry) son una fomlho de pro’relncs de

importancia . comercial producidas por.- Bacillus fhur/ng/em/s (L.1).que . 'y
presem‘on cchwdod_,fomco espe_cmco contro dlferg-;n‘res orgqmsmps ‘entre.

indican que los‘canales‘idnicos:indlc : >xina: CrylC de Btson
catidnicos. Ld actividad fue’ observodo a concem‘romones de ’roxnno que’“
correlocuonon con’ Ias. dosns letoles determlnodos /n V/VO




MECANISMO DE ACCION DE LAS 5-ENDOTOXINAS DE
Bacillus thuringiensis.

INTRODUCCION

Los bicinsecticidas, es decir, los organismos naturales o modmcodos
genéticamente y/o el(los) producto(s) de sus genes usados para controlar:
a una poblacién plaga son:el ejemplo.mas:importante del: empleo dev;:
sistemas de control blOlOgICO A pesar- ‘de que mas de’
bacterianas hon sido. |denhflcodos .como: potogenos d

Bacillus fhur/ng/em/s
representa del 90-al.95
el producto comercial
inocuidad omble e

de B I‘/‘IUI//?Q/E'/?S/S esbecnflcos virtualmente
euconofes untcel lares hosto el '_ '




figura 1. Microfotografia de Bacillus thuringiensis. En esta figura se
muestra al bacilo en fase de esporulacion fardia y puede apreciarse
tanto a la espora (E) como ai cristal (C), seporodos por. el sepfo de
esporulccnon (Feltelson yco| 1992) s



explicacion a la gran diversidad de cepas de 8. thuringiensis encontradas

en la naturaleza, es fa coevolucion entre la bacteria y su hiesped. Cuando

el insecto. susceptible desarrolla..resistencia: ante “una .cepa. de

B. thuringiensis, se:-creq presidn. selectiva: poro genero una-cepa -

mlcroblcno dlferen‘re Io que puede;_dc:r ongen a.una:nueva:variante:
(Feitels ; .

deleciones de ommoomdos desmsermo del ;‘rronsposon,TnS hon
demos’rrodo que Ic ocﬂwdod Toxnco se encuem‘ro en Io ml'rod amino




terminal (N-terminal) de la protoxing,.y que.la porcidn carboxilo terminal
(C-terminal) no es requerida para la aclividad: téxica (Wabiko y.col., 1985;
Wu y Aronson, 1990). Por esto, una vez que las profoxinas se encuemron en
solucién, son activadas por las proteasas-del insecto, que cortan cerca de
500 aminoGcidos del extremo C-erminal de las protoxinds de 130 KDay 28

aminodcidos del extremo N-terminal’ Jiberando g la’porcion téxica, cuyo: - -

peso molecular varia entre 65.a 55:KDay que es relativamenté resistente a
una degradacion uiterior por proteoso El olnne miento de las secuencias”
aminoacidicas de las proielncs Cryi revelo et gunos de los protelnos‘ :
Cuyo peso moleculcxr s proximo; a:70: Da X :

son los mas estu
la pnmero tien

que se: esfrucfuron ‘en forma de cnsfoles ombo:doles .bldh'oé.o:
blplrom:doles Se hon repor’rodo cnnco subcloses AE); En fre' 'de,eNos (A B
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figura 2. Comparacién. de - secuencuos de ommoomdos de_
8-endotoxinas represen'rohvcls de las dlferente cIoses :Los cinco
regiones representadds por los; recTongulo r
conservadas entre las; diferentes: pro’relnos
estos recfongulos lndICCl '
amtnoocudos (Lereclus y.col; 1989)




TIPO DE ESPECTRO PESO

PROTEINA DE ACCION MOLECULARa
CrylALa) - . - Lepidopteros =7 .0 132.9 ..
CriylA(b) . - Lepidopieros’ 1304
‘CrylA(c) .. Lepidopteros-- -t 513307
CiylA(d) ~ i Lepidpteros: e 00 133.2
Cry)B. : . ; Lepiddpteros 27139.4
CwyiC - 7 S Llepidopteros co134,6.
CryID s '_ Lepidépteros 7 i 132,83
Cry(E(o)‘ BT : ‘Lepiddpteros - +:138.00
; CrylE(b) B “Lepidépteros “ o o (133400
7 CeylE; 5 : Lepidopteros” i 01334 ¢
_,CryIG.. Lo Lepidopteros...-- 7 2:129.8, i
T CrylH o Lepldépteros '.: Cnh 129,60

CrleA

Lepidépferp
R e R e Dipteros::
CiyliB : st Zlepidopteros
LCIC s S RE Lepidépteros
CrylllA; . e Coleéptero :
CrylliB = S e “Coledpieros
.—Cryllnga// : - Coledptero
.CryiiC FRE -Coledptero
SCrylID e e Coledptero
S CyllE . : Coleéptero b
CCyIVA T : Dlpferos
CrylvB ! Dipteros”
. CiytvC L Dipteros”
CrylVD - : ) Dipteros:.
CryVA(o) : o Nematodos
CryVA(b) j Nematodos
CryVB . P Cloes T Nematodos
CryVC: "o =+ Nemdtodos
CoyVIA et v oo = U Nemdtodos oo
SCryViIB Nemdatodos o i

a El peso molecular eslé expresado en KDa y se calculé de la secuenma de’ ammoécudos de Ia pnmera
publicacion que descnbe S : : 2 :
el npo de gen :

NOTAS

Existe Una gran vanedad de genes aun no clasmcados que no han 5|do |nCIUIdos enel hstado o
. Dentro de las subclases se han reportados dlsumos npos de variantes para a!gunos de los genes lncluldos
en la hsta : . p : .

1abla 1 Closmcoclon de los 8- endofoxmos Lo Toblc muestro el especTro de .
accién y peso: molecular de diferentes: proteinas. Insecﬂcldos producldos por
Baa//us fhur/ng/ens/s (odoprcdo de van Rie, 1991) :



y D) la protoxina tiene un peso molecular de = 70 kDa, mientras que en el
resto (C vy E) el peso molecular fluctta entre 130 a 140 kDa (Donovan'y col.;
1992; Hofte y col., 1992; Hofle y Whiteley, 1989: Lamberty col,, 1992; Sick v
col., 1990 Foncerrodo y col., Patenie #0 498 537 A2) : NS




Eliar, 1987).

La estructura tridimensional de la. §- endotoxnno CrylllA de B, fhur/ng/enm
subsp. /enebﬂon/shyo sido descrila rementememe (Liy-col; 199N (figura 3)..
Esta constituida’ por tres:dominios -distintos, los:cuales ‘son; ‘a-partir del ‘
N- *(ermlnol ol Cen ,

hiper\'/crio all

secuenctos /1A ()RS A(c) Esfos pro’relnos prese
noacidos supenor a.un: 80%,
ifiere’ (Gelser y-coli; 1986)
en Io especnﬁmdod debld

también se:encuen P P . :
Schnepfy.col., ]%);;y«proboblemenfe pomcupo enla defmlcnon del smo de s
procesomlem‘o de profoxmo a ‘roxmo (chder y EIIor 1989) R

Co



figura 3. Representacion esquemdtica de la estructura tridimensional de la
d-endotoxina CrylllA de B. thuringiensis subsp. fenebrionis, Esta proteina
presenta tres dominios distintos. El dominio | (en la figura en amariilo) se
encuentra compuesto por seis a-hélices anfipdticas que rodean a una

a-hélice central. El dominio 1! (en la figura en purpura) se constituye por tres -
ldminas B- plegodcs enc "yos extremog se; dls’rlnguen loopslocalizadosen el
dpice de’la moleculo nolmem‘e el domlnlo di(en la flgurq en ro;o)

conformado’ por un orreglo [3 sandW/ - que. conﬂene lo reglon C- fermmcﬂ
conservada, en lo mc:yono de los proTennos pen‘enemen’res a esTo meIIIO (L|
ycol, 1991), .. L ]0 g




Las hélices anfipaticas son frecuenlemente encontradas en poros
transmembranales. Esto, aunado a los resuliados anteriormente
mencionados, -conllevan a proponer que el dominio | es el responsable de
la.insercion y formacion del poro. vy que estd en contacto fisico con el
dominio IIl, af que se le ha osngnodo odemos un papel.en Ic conservocnon?

[ H: i

coniia: 1oxm
presemes en

de 5. fhurmgwen.s‘/
1088; -van Rie c’o

419X v que I afinidad de las dlferenfes
toxinas por es’ros moléculas defermlno la especnﬁcndod “de tdlmanera’que
clgunos Toxmos son’ GCTIVOS con‘rro uno o dos grupos de lnsec‘ros pero no

1



contra otros, ya que se ha reporiado que el efecto de lo toxina es
proporcional a la conceniracidn. de recepiores presentes enla
membrana, asi como ala afinidad de la primera por.tos mismos (Hofmann y
col., 1988; van Rie'y col., 1989, Estas observoc;ones permlfen sugenr;que o
unién ol receptor.es el deﬁe ina :
olgunos expenmerﬁos" e’ha observodo que a pesard

nb| | delas celulos mi'e inales del




y la asimilacidon de nutrientes (Knowles y Dow, 1993). Por otro fado, se ha-
demostrado que el Ba++ y el Ca++ funcionan como agentes blogueadores
del canal formado por la'toxina en intestinos obtenidos a partir.de. M. sex/o:
y pueden prevenirla ochvudod toxica de ésta (Crawford.y Harvey:' 1988)..
En estudlo eleciroflsnolo pafch c/am,o Ilevodos a cobo con: uno :




que la toxina por si sola es capaz de aumentar. la:permeabilidad en
liposomas (Haider 'y Ellar, 1989; Yunoviiz y Yawetz; 1988).: Es importante
senalar que en los estudios mencionados;:se Utilizan: dOSlS cerca de tres. .
ordenes de mognltud mayores: que las| necesorlos para: cousc:r ‘el efecfo
citolitico:en expenmenT s
cobo el MIisSMO:Proceso

q D
excluyen'la: pomblhdod;de que'lo tnTerocmon'Toxmo -receptor.active’un’
canal* |on|copreex15‘rem‘e en lo membrcno que ~c|m‘es ‘de c"unlon
permonece cerrodo S : : i




OBJETIVO

A pesar de que generalmente se céepk: que las §-endotoxinas de
B. thuringiensis, ejercen su efecto toxico alterando.ta permeabllldod dela”
membrana: ‘plasmdtica en- Ios celulos del nn‘reshno medio en‘el (nsecfor

ep»’rehclesr_del int
del Gitimo estadi

La evoluocuo d
se llevard a. cob :
S. ffugperda




MATERIALES Y METODOS

1. OBTENCION Y CARACTER!ZACION BlOQUIMICA DE VESICULAS DE LA
MEMBRANA APICAL DE CELULAS EPITELIALES' (VMACE) A PARTIR DEL
INTESTINO MEDIO DE LARVAS DE 3 "frug/pefdo (Smnh) DEL SEXTO ESTADIO

‘ gt
su contenido: c nla; solucuon Al fno (Monnol 0:3:M.EGTAS mM ‘ms HCl 17
mM, DTT 2 mM pH 7 4) a Io que se le od:cxono PMSF O 5 mM

16



6. Una vez limpiocs, se colocaron en la solucidn A, sobre hielo, hasta
terminar con el lole de larvas. .

7.Se lovoron dos veces con lo soluc:on Alria con PMSF O 5 M

consmuye'l reporocuon de: los VMACE ‘el cual se' resuspendé en lo
solucion A frig.diluida1: 1 con cguo MQ en el homogenlzodor dondo 3
go!pes ad OOO rpm rE , AT , L

17



8. Con el fin de eliminar el Mg++ de la preparacion, ésta se dializd una vez
contra 1000 volumenes de lo solucién A con EDTA 5 mM durante 12 h, @
4 oC, : . .

1.3.2 DETERMINACION D LA‘ ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAA ENZIMA
FOSFATASA ALCALINAT : . ‘

La defermlnocxon deila ochvxdod especnflco de lo enzima fosfofoso 2

alcalina, Un marcador enzimatico ‘de la membrana plasmatica; se llevoa
cabo de ocuerdo ol protocolo cnodo por Harlow y Lane (1988) con

8



modificaciones, de la siguiente manera:

1. Se disolvid .1 mg/ml de po-nitrofenil fosfato-en la solumon de sustrofo
compuesta, por tris:-HCI O, 1 ‘MgCly 0.5 mM; pH 9 5; corﬂenlendo el 0 02%
de mfon X= _]OO B AR

ui 0-540
espectrofofometro de (onglfud de ondc dual: (S(M AMINCO DW 2000)
uhhzondo celdos de poheshreno de 1 cm : . : ,

19



5. Se calculd la aclividad enzimdatica especifica.a partir de la gréfica de la
cinetica obtenida, considerando que una unidad- se define ' como la
cantidad de mg de protelno necesonos poro oxudor 1 nmol de cnocromo
creduodo en_l-min: : . : :

2. Se diluyd'
1h OAQO “

3. Se 'descorro
VMACE unldos

con la ‘solucion
bovinc alil%

ocoplodo c peroxi
en relcc

Q. Los complejos recepfor~foxxno om‘lcuerpo s reveloron con uno solucnon
compuesta por. dlommobenmd;no (1 mg/mL) y H202 ol 0. 03% dlsueh‘os en
la solucuon onfenor i , :

20



2. TOXINA DE 8. thuringiensis

2.1 TOX!NA SELECCIONADA

La foxnno selecc;onodo para el desarrolio de este trabajo fue la toxnno
CrylC.:quees allamenie téxica a larvas de lepiddpteros, particularmente
para 8. frugiperda. Esta es producida por & /hunng/enS/s subsp
en/omoao’usy ha sido clonada y expresada en £scherichio coli;.: ~+

2.1, 1 PURIF!CACION DE LA TOXINA CryIC de A l‘hur/ng/ensxs

1. Se sembro uno ‘asada de la cepa selecc:onodo 200mtd med(o LB ;
{(peptona de caseina 10 g/L NaCt 10 g/L extrocto dele Jdura 5o/ con::
ampicitina (300'mg/L) gue se incubd por
motrcz Erdenmeyerde 250 mL.

2. El cu!‘r
senolcdo;

10. El precapn‘odo se resuspend»o én 10 mL de TN (tris- HCI 20 mM, ‘pH 7 2
NaCl 1 M, triton X100 o( % v/v) y se. lncubo por 15 mln ‘a 25 OC con’;
agitacion suove ey : ¢ ST :

21



11. La suspension se centrifugd a 12 800 rpm por 40 min.
12. Se repitieron los pasos 10-11, cuairo veces.

13. Et precipitado.fue, Iovodo dos veces
cen1nfugo @12 500 rpm:

on PBS 'dic"c,—:fighq _(5:‘] V/V) Y se

durante 5§ha’
a una conce

! cromatogra
L mpocodo con DEAE
(Phormocno);qu :
cn’renor S l[evoro

23. Las froccnones obtenidas!fueron onohzodos por. electroforesis; bajo. los
condiciones anteriores:’ Aquellos que’ comuvueron;; o to a: CryIC se
onohzoron me ,_ome ensoyos ﬂpo Wesfem-b/of S o

' '?”'2'2 it



2.1.2 ENSAYOS TIPO WESTERN-BLOT

Con el fin de.corroborar la identidad de la protelno purificada, losv,k, ‘
fracciones obten:dosjpor el meiodo‘ descrito: en.elinciso- 1.1 f fueron :

dicho esfuduo

23



El bioensayo se reohzo dela sngurenie manera:

1. En-cada’ uno de Ios 24 pozos de uno ploco de poheshreno se
oducnonoron 2 mLi de? Io~d|e10 mend|cc| descnio por Slngh (1977) v

se agrego el volumen odecuodo de lo solucton‘}
' ormdod deseodo de protemo por,unldod def-.

como a-un’ cnoI|5|s problt con el ob)ehvo de determmor Io DLDO

24



3. BICAPAS PLANAS

3.1 CONSIDE ﬂACIONES EN LA PREPARACION DC SOLUCIONES

Todcs Ic:s solucuones Utilizadas se prepororon con reochvos de calidad-
analitica; en‘agua Ma bldeshlodo La ciislaleria:empleada,tanto parael
almacenamiento’ del: agud.como, para 1gs soluciones hechas con ella; se
en)uogo de’r ; véxhousﬂvo con oguo bldest a y. se horned durante
de’gas; con'el fin de
ue estuviese pegado a
stcs fueron esterilizadas

yaip pcrodos se en;uogoron profusomente y se:x
secaron con popelobsorbenie Ci L . o

25



3.3 CAMARAS PARA LA FORMACION DE BICAPAS F’LANAS

Para la formacion de las.PLBs;. se ulilizaron comoros de 1eﬂon descmos
en - Liévano, (1989) Esto 1|ene dos. comporhmemos de 500 uly

uno de ellos d'oproxmodomente lcmde dlsfon' i
Uno de Ios elecfrodos se conectd auna bOban

3. Poro generor una chlspo a froves de Io o)
c:rcur’ro em‘re lo boblno y una boteno de 12 Ve

5. La comoro seklov de.manera-exhaustiva:.con los ‘siguientes: soIvenTes
en forma secuencial agua; etonol mefonol cloroformo me‘ronol (2 l)
cloroformo; y fmolmenfe hexono : ; : '

7‘26"



3.5 FORMACION DE BICAPAS PLANAS

Se utilizaron PLBs formadas de acuerdo: a la 1écnica de Multery Rudin
(1963). la cual consistid:-basicamente en depositar uria peqguena cantidad
de fosfohpndo d|sperso en un: solveme alifélico no. vo!om “tal como e

compornmen’ro ‘al generodor de voHoje (Iodo /rons) yal 1ronsductor de.
voltaje "(lado cis). que ‘es el lado de: la bicapaigue se ‘enclientra:
virtualmente o ierra, de tat manera’ que se iuvo o lo blcopo en. o
cond’aones de fuocnon de vol1o;e : g

27



b. Formacion de bicapas planas:

Para “pintar” I blcopo en el ormcno dol sepio hldfOfOblCO e uﬂhzo la
&gwenfefecruco o ) . o

sugu:eron los mgutenfes posos"

Temendo formodq Io b|copo se de}obo 10 min sin perfurbor posodos
los cuales: se opllcobon un por de pulsos el pnmero de +100: mV y elf

2



segundo, de -100 mV durante el mismo lapso.de- hempo con Ta mtenc;on
de verificar que la bicapa era estable y que no. presemobo arfefccfos de
ningunaindole. ' :

lnstrumems, CA) Y: Axum .02; (Tnmemx lnc CA) El dlcgromc del sistemo‘ .
empleado se llustro en lca flguro 4 : : S R :

-



OSCILOSCOPIO

COMPUTADORA

T

figura 4. Dlogromo del s(stemo de’! blcopos plonos uﬂlizodo. Esie snstemo
consiste de.dos compommentos QCcuosos: llomodos ‘Cisy' trans. El lodo de'la
membrana: al cual’se agregan las: vesiculc define. como. el lado “cis,
mientras 'que - el lado: opuesto; ifrans.se conec;’ro ‘al' convertidor
corriente- voltoje y:por: ello “fu AQ .de la*coriente
procesada; mediante el noléglco digital, -fue-
olmocenodo poro su onohs:s pos’fenor, en Io computodora de&gnodo.;

30



RESULTADOS

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE VESlCULAS DE LA MEMBRANA‘
APICAL DE CELULAS EPITELIALES :

El fendlml :rﬁ, d

final de recuperacic
3% (n=5) (tabla2

preparaci
correcfom

segundo on’ncuerpoon//-ng deratén ocoplodo ala’ énzlmo peroxndosc
Los resulfodos de estos esfudlos se mues1ron en lo fnguro 5 : ;

31



Rendimiento flnol de VMACEs en bose
a fa concentracion’ de. proie a 10101 26%

114.8
13.6
Factor de enriguecimi
enzima fosfatas Icaling? ‘con: respecfo a la

actividad de la-enzma: cnocromo c" oxidasa 9.8

tabla 2. Promedlo de Ios resulfodos obtenidos en las Glfimas tres preparaciones de

VMACE obtenldos a porhr del TeJIdO intestinal medio de S. fugjperda enel ulhmo
instar,

* La actividad especifica esta expresada como nmol/min/mg de proteina.

32



figura 5. Unién de la. foxrno Crle a; VMACEs (obfenldos a porhr de:

S f/ug/pefda en el Utimo:instan! andlizada’ por expenmen’tos hpo dor-blot., - . -

cubodos conilonM dela

Al. 20 ug de VMACE: A2.:20 ug de VMACE |
toxina, B1:.20 ug del; homogenodo' ial;’
incubados: con:10. nM' della toxina: La:pi

20-pg del- homogenodof"f’
ncia del receptor enestado:.

funcional, para’la toxin Cr\/lC en'lo ‘preparacionde VMACE; se demosfrof;'» S

por la ccpocudod de estos,poro unira g’ 1oxi .
sefal obfenidaiseirevel edton‘re el Uso de un 'rmcuerpo monoclonal;.:
especifico para; la toxina CryIC y-un segundo on’rlcuerpo on/fng de ro'ron ;
ocoplodo a Io enzmo perox:doso : : : S

33
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Los datos anteriores senalan que en las preparaciones de VMACE
obtenidas, la membrana de la microvellosidad apical se encuentra
enriquecida vy presenta al recep?or de lo 1oxuno Crle funcnonol Y
onemodo correctomeme. : : . : :

homogeneidod de ocuerdo ol :

noilfosfatidiicolina, fueron’ estqbles por mOS' ’
pleodc (KCE150.mM ris-HCl 50 mM EDTA'

>n presencm de un grodlem‘e de =
nto’c/s A partir de una‘relacion
y'lo ‘Corriente obtenida: (Curvas:i:
el de cono| unitario de 315 47::80y

g ncluso en el ‘rongo de nS (mserfo enel panel D).
Las curvas I/ V:obténidas en’ presenc«o de'un grcdlem‘e de KCI3:7:1en s
con respecto o /rans Tmenen se presen’ron en esfo fnguro (ponel D)



figura 6 Anolms por eIecTroforesns de las punﬁcoc;ones uhhzodos en el ‘
desarrolio de este ’rrobo;o Electroforesis en gelde poliacrilamida al 10%; _en =5
condiciones. deshaturalizantes: Carrilil- Marcadores de peso molecular:*
Carril 2.y-3.; Diferentes:preparaciones obtenidas; de lo ’roxmo Crle de
8 fhur/ng/ens/s Se ufilizd: en ombos cososf is-HCI'601
como buffer de elucnon . S

.

En orden decrecxeme Fosronlcso B 974 K :
OvoalbUminag 45-KDa Anhldroso corbonlco SIKDO lnhlbldor de fnpsmo 21 5 KDCI
Lisozima 14 4 KDo : . : o
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figura 7. Ensoyo hpo wesfem-b/ofde las diferentes purificaciones uhhzodos

en el desarrollo de, este! Trobcuo Electroforesis en gel de pollocnlcmldo al-
10%., en condncnones,

molecular.?.. C ‘

-3 leerenfgsi' eporocuones de:la:toxir

En orden ecreciente forliasa B '97.4 KDa: Albumlno saric 662 kDo.
OvoalbUmina’ 45: KDo Anhldroso ccrbomco 31KDO lnhlbldor de mpsmc 21 5 KDa;
Lisozmc 14 4 KDO ) . . b .
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E, |
-~ 1.5
Do, 0 = 7 /
uwbm +20 e 31 - 5t » L

PA

<t 1 sec

figura 8. Regls'rros de ccno nn’r_ano represenfo‘nvos (A) y curvos l/V de I ,ltronsncno es mcs comunes Byde -
VMACEs de”S. ﬂug/pe/d fusionadas a:BLPs: formadas con DPPC! Los registros se obtuvieron en presencia

‘ TA ) 'yIKCHSO M, EDTA05mM pH9.0
ir dican’ a'la derecha de
das; Se dlshnguen dos ER




A B e

10 pA

’17.5 min *
2s
—~ 360 pS
< g p
S ‘ﬁ' 4 | ' S
e 50ps
A T AT 5‘?'4 T
€ M . -_16 ‘«t E.(mV)
800 ms . “-io jf‘ﬁ .‘u

:;_flguru 9. Conoles co’nomcos formados por la Toxnno Crle en blcopos con _VMAC;E prefusmnodos Los
reglsfros se ob’ruweron en presencuo de KCI 550: mM ’ms HCI 5 mM EDTA 0. 5mM, pH9.0.en cisy KCI 150
JEDT M. | 9.0'en:, ' '

S fuec cercono a 0 ‘mV‘ (D) Curvos I/V.delas. ’rronsnc;ones de conoles unitarios presenfodos enlafi fguro C.H
lnserTo co co o ! el exfremo Jlzquierdo supenor de la. mlsmo muesfro lc ‘curva“l/V de la'respuesta
) mocroscoplco @=19ns)."




senNalando- un potencial de inversion, para ambos tipos de respuesta,
proximo a -20 mV. El andlisis def registro de los canales unitarios mdlccl
conduc?oncxos esnmod s de 50, 106 y 360 pS (n=5) (ponerC_y ).
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figura 10. Registro de canales unitarios represen’to‘nvos observodos Trcss Ia
adicién de la toxina CrylC al lado’ css. de 1a'BLP: El registro se obtuvo en
presencia de KCI'550- mM. tris:HCI 5'mM; EDTA 0.5 mM, pHO0.encisy KCH -
150 mM, tris-HCI'5 mM, EDTA. 0.5 mM; pH: 90 en frans. El’ pofencncl de:
mantenimiento para:esta seccior Hle ,,60 mV Lo hneaf
punteada mdtco el,n el cero, de {e) ST o
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DISCUSION

OBTENCION Y. CARACTERIZACION‘DE VESICULAS DE LA MEMBRANA B
APICAL DE- CELULAS EPITELIALES : :

Este. sxsfem
en proces
fosfatasa

algln: ospecfo de su funcién en presencno
solubilizante! (Jones y-col., 1990). Nuestros.r
prepcrocnon oprox;modcmen‘re un,.Q0%:«
orlentodo correcfomen’re porlo. que

Se ho descnfo que tras lo unlon
la microvellosidad ‘de;las: célula:
susceptible; la toxina:se inserta de 3
celular (Knowles y Dow;:1993); Los resultados de los ensoyosmmunologlcos s
Hevodos a cobo durcn‘re el desorrollo del presen’re ’rrobcuo dlsenodos en

a



base a esta caracteristica, muestran que ta senal es evidente en la

preparacion de VMACE incubada con-la toxina (figura 5, seccidn A2), lo

qQue no sucede con. el homogenodo inicial-(figura 5, seccion B2). Lo

onterlor mdlco que en lo preporocnon obTenldo elfrecepior que reconoce‘ .
: ir a .

dela: membrc

sido . sobre: el estudio de” funciones:de: membrc ' so'cuodos conla
VE sto es, en conoles_ :

el precargado.de:la
Racker;: 1976 en:Lie
esencial par

a través de;

VMACE), hi

respecto.a frons); incrementaron notoblemen’re lo frecuenénd de' fusnon
entre las VMACEy as: BLPs preformodos O T e R

o

creacion del gradiente salind'tra smembranal (3. 7. veces may en’ C‘/SCOﬂ‘ o



Bajo las condiciones experimenioles usadas en esle estudio, el andlisis
de la actividad idnica propia de'las VMACE fusionadas a las BLPs, arrojo
valores estimados en conductancia de 31,:47, 80y 91 pS (figura:8; ponel ‘

calcular. Io sel '
solino,:en es’r

inversion: f, [He:
mlenfras [

Hille, "199'1
lovodo

S decnr de la- -
|no punﬁccdo .
lo nc’ruroleza

S o] S
dlrecfomem‘e con _, I'numero de recepfores dlsponlbles poro lo ’roxuno
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CryIC durante el ensayo.

El tiempo de respuesfo dependlo de: lo concen‘rrocnon de la Toxmo Al
adicionar bajas. concentraciones de ésta (0.6:3 M) se requirié'mas de 45
min de espero (n—13) on‘res de observor cuolquxer hpo‘de efecto mientras’

proponen qui
conducnones

presum:blem i )
discuten’que’ sTodos de conduc’roncno obTemdos on' el resultados de»,
la agregacionty/o:del: disparo” cooperativo. de pequenas:unidades
formadoras:de poro.: ‘Porlo.antferior, y en‘base g nuestros.resuliados; s -
plausible pensar que las diférencias en los valores de' conducfcncno se
debena dls‘un‘ros es’rodos de ogregocnon enla ’roxnno que culmlnon con la :

44



formacién de un poro esiable.

Las curvas I/V obtenidas a partirtanto de los eventos unitarios como de
la respuesfo macroscopicas .medidos en: presencia.del gradiente ‘salino;
lndlccn ‘que’los-canales;activados: por laitoxing son:catidnicos (flgurc 9 ,

Slatin y'col.; von Térschycol 11994; Woltersycol 1993): El esfodb de'b k
conduchoc‘li prmcnpol asi como -los’ es’rodos de’ subconducfoncio .
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evaluados, rinden valores proximos a los reporfados anteriormente para
esta toxina (/=3) (Schwarlz y col., 1993). El complejo patrdn de actividad,
juzgado por el ruido.en los esiodos abiertos del canal.formddo, pudiera
deberse a ,Io lnes*rabmdod de’la toxinaien la membrand sintética’ (Von

poresi
observodos en
dlshnfcs Posnble

46



analizar la actividad idnica producida Unicamente por la toxina CrylC. La
selectividad a cationes es mayor en los.canales formados por: fa foxinaen
ausencia del receptor. El: compoﬁomnemo cznehco que exhlben Ios e

Se. hc,dls utid
coTohzor laf or qcCi

propuesfq,ique
generad6 po

con la toxina'de B, /hur/ng/ensxs (|ncrementon la’concentracion local de -
la mtsmc) smo también, co’rohzo Io formomon del conol estobshzondolo

47



Probablemente el receptor participe de manera dlrecto en la formacion
del poro, y. debido aesto, las: caracteristicas de los'canales formados en
presencia y-qusencia de: VMACE presen1en _d|ferencnc|s entre si. Si bien es
ciertorque’ dwersd -endotoxinas:son ‘capaces de exhibir actividad -
formadora de ¢ sudeyrorfque la ‘dosis requendo poro -
observar dict

probable que, in:
componentes de'm v
efectivade Io Toxmo en esto

48



CONCLUSION

En este ‘rrobo;o se presen’ro evndencno odtcnonol que susfem‘o la:
propuesta segln la’cualilas. membrands ouslodosy dela macrovellomdod
oplcol a partir del 1eJ|do lnfeshnol (VMACE) en,el lnsecfo susceptible,:’

1A g

Los resul’rodos
susceptible; es’la: € cia:
medlodo por el recepfo e ind icid p

lo ’roxmc o
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