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Proteina(s) cuticular(es) de adulto.

Zona de ensamblado.
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Seroalbimina bovina.

Coomassie Brillant Blue.
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Glicoproteina(s) cuticular(es) larval(es).
Proteina(s) cuticular(es) larval(es).
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Manosa.

Movilidad relativa.
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ver SDS-PAGE.

Tincién de 4cido pery6dico-reactivo de Schif.
Glicoproteina(s) cuticular(es) pupal(es).
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Fluoruro de fenil-metilsulfonilo.

2,5 difeniloxazol.
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Acido ticloroacético.

Buffer Tris 10 mM pH 8 EDTA 1mM.
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I. Introduccion.

The shock arose not for the creatures abilities

(intelligence, calculation, cunning and aggressiveness)

but from the fact that they possessed internal skeletons,

leathery skins and flexible bodies.

They moved like primitive animals of the jungles but their
intelligence was undeniable.

The discovery had caused consternation in the scientific commumity,
which had postulated that no creature

lacking a protective exoskeleton

would survive long enough to evolve true intelligence.

A. D. Foster. Nor Crystal Tears, 1982.

Duwrante el desarrollo post-embrionario de los insectos el
exoesqueleto cuticular es reemplazado periodicamente por uno
nuevo.

Los genes involucrados en la construccion del exoesqueleto
-entre ellos los que codifican para proteinas cuticulares-
constituyen un excelente modelo experimental para el estudio de
la expresiéon genémica durante el desarrollo. Sin embargo, se
han realizado relativamente pocos trabajos y los estudios en
biologia molecular de proteinas cuticulares estan sélo en sus
inicios (Roberts y Willis, 1980 a, b; Snyder et al., 1981; Silvert,
1985; Fristrom et al., 1986; Rebers y Riddiford, 1988; Skelly y
Howells, 1988; Souliotis y Dimitriadis, 1989).



Introduccién

1. La metamorfosis.

La existencia del exoesqueleto representa para los artr6podos
(insectos, crusticeos y aradcnidos, principalmente) una restriccion en tamaiio
y forma. La cuticula es cambiada varias veces durante el desarrollo del
animal, permitiendo el crecimiento. Es decir, el desarrollo se produce en
forma discontinua, existiendo distintos estadios. El proceso de transicién
entre un estadio y el siguiente es denominado muda.

De acuerdo a los cambios que ocurren durante el desarrollo, los
insectos se dividen en dos grandes grupos: holometibolos y
hemimetibolos. En los holometibolos, o de metamorfosis completa, se
produce un cambio completo en la forma del organismo. Ejemplo de ésto
son las moscas y mosquitos (Dipteros) y las mariposas (Lepid6pteros), en los
que los estadios - larvales son de tipo anelidiano, blandos y marcadamente
diferentes del adulto, hexdpodo, alado y generalmente mucho mais rigido.

En los hemimetibolos o de metamorfosis incompleta, los estadios
larvales, usualmente denominados ninfas, son bastante similares al adulto,
a excepcién de la falta o tamafio menor de las alas y otros apéndices. Las
cucarachas y langostas son ejemplos de insectos hemimetibolos.

El desarrollo de los insectos holometibolos abarca un estadio
embrionario, varios estadios larvales, seguidos por un estadio pupal,
durante el cual se produce una gran reorganizacién tisular y las estructuras
del adulto se generan a partir de grupos de células que han permanecido
sin diferenciarse hasta este momento. Estas son las células de los discos
imaginales y los histoblastos.

Las cuticulas de los distintos estadios son sintetizadas por distintos
linajes celulares. En la sintesis de las cuticulas larvales interviene Ila
epidermis larval unicamente, en tanto que las cuticulas pupal y adulta son
sintetizadas por células de la ex-epidermis larval y células de linaje
imaginal.

Dependiendo de los estadios, la nueva cuticula puede tener
propicdaes fisicas y biol6gicas radicalmente distintas de las de la cuticula
anterior. En insectos holometidbolos, las cuticulas larvales, pupal y adulta
son usualmente muy distintas: la larval es flexible y parcialmente
extensible durante el crecimiento de la larva, la pupal es menos flexible y la
de adulto estd en gran parte esclerotizada.
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Introduccién

2. El tegumento.

La cuticula de los artrépodos estd compuesta fundamentalmente por
quitina y proteinas. Constituye una importante adquisisién evolutiva: sirve
a la vez dec esquelcto externo, ofreciendo una superficie donde anclar los
misculos y de interfase con el medio ambiente.

En los insectos, la cuticula reviste todo el cuerpo y los apéndices, los
tubos traqueales, los ductos de ciertas gldndulas y las regiones anterior y
posterior del tracto digestivo. Puede ser blanda y elastica, o dura y rigida, y
adaptarse a distintas funciones, desde permitir la visién hasta brindar
proteccién fisica mediante estructuras muy duras, como en los colebpteros
(escarabajos). El grosor, flexibilidad, resistencia y permeabilidad de una
cuticula son caracteristicas que dependen de su composicién.

El compartimento cuticular no es una estructura inerte, sino que esti
metabllicamente controlado por la epidermis mediante secrecién,
endocitosis y transporte de iones y moléculas a través de la membrana
plasmética.

2.1 Estructura.

La estructura de la cuticula ha sido descripta en numerosos insectos,
mediante estudios por microscopia Optica y electrénica (Neville, 1975;1984;
Richards, 1978; Andersen 1979; Hepburn 1985).

Todas las cuticulas descriptas son variaciones de un mismo esquema
fundamental (ver figura 1.1). Estdn formadas por capas, siendo las dos
principales la epicuticula, que es la capa méis externa y delgada, y la
procuticula, que constituye la mayor parte de la cuticula, seguida
inmediatamente por la zona de deposicion o zona de autoensamblado.
Esta se halla en contacto directo con la epidermis, constituida por una
monocapa de células que secretan los componentes cuticulares. El conjunto
de cuticula m4is epidermis se denomina tegumento. El tegumento
constituye una unidad anatémica y metabélica bien diferenciada del resto
del animal. '

Cada una de las capas mencionadas estd compuesta por sub-capas, las
cuales corresponden a distintas actividades secretorias de las células
epidérmicas. Estas capas son distinguibles por microscopia. La composicién
de algunas de ellas no se conoce ain definitivamente.

3



Introduccion

La estructura en capas no es continua en toda la superficie del animal,
sino que se ve interrumpida por la presencia de conductos de glandulas

secretorias y sensoriales. poros y canales por los que se transportan ceras y
otros matcriales.

|
sclerite :abdomen
I
i oooooes mome ‘ EPICUTI
oososasaoe 3 CLE
EXOCUTICLE § ZZ2btee———mux
Sssssosts | PROCUTICLE
MC e EwiTEs ';
ENDOCUTICLE t ==

Figura I.1: Esquema general de la

proporciones de las distintas capas no estin en escala. MC,
mesocuticula; BLS, espacio hemolinfatico basal; BM, membrana basal;
LLS, espacio linfitico lateral. Tomado de Quesada-Allué¢ (1987).

cuticula de los insectos. Las

2.1.1 La epicuticula.

La epicuticula, de 0.1-3 um de grosor, no contiene quitina. Compuesta
por lipidos, proteinas y otras sustancias hidrofobicas, su funcion principal es
regular la captaciéon y pérdida de agua. Constituye también una defensa
fisica y contra la injuria quimica. La composicion en lipidos cuticulares varia
a lo largo del desarrollo y también de acuerdo a las condiciones ambientales
y a la alimentacion del insecto (Blomquist et al., 1987).




Introduccién

En la epicuticula se observan varias capas, usualmente cuatro,
distintas en composicién y propiedades. La més externa estd compuesta por
ceras, seguida por una capa de “cemento” y a continuacién por la
cuticulina o epicuticula externa y la epicuticula interna.

Capa de cemento: Poco conocida, se cree que estd formada por
lipidos y proteinas entrecruzados por compuestos polifenélicos. En algunos
casos, la capa de “cemento” estd ausente (Hepburn, 1985).

Capa de cera: Compuesta por hidrocarburos alifdticos (n-alcanos
y n-alquenos, C;2-C31) y ceras (ésteres de alcoholes alifaticos de cadena
larga y A4cidos grasos). Existen también trazas de 4cidos grasos libres,
alcoholes, cetonas, colesterol y otros esteroles. Esta y la capa de cemento son
secretados por células epiteliales especializadas, después de que se
depositaron las capas més internas. En algunos casos (escarabajos) también
hay ceras depositadas por arriba de la capa de cemento (Hepburn, 1985).

Epicuticula externa o cuticulina: (12-18 nm) Neville (1975)
postul6 que la capa de cuticulina seria un poliéster de &cidos grasos
hidroxilados. Dada su resistencia a la degradacién, Locke (1976) propuso
que estaria compuesta por sustancias similares al polietileno, lo cual se
veria confirmado por un reciente trabajo de Hackman (1986), en el cual el
anédlisis por RMN y por espectroscopia infraroja indican la presencia de
grupos’ CHy principal-mente y en menor medida carbonilos y arométicos. Se
conoce también la presencia de proteinas en la capa de cuticulina (Quesada-
Allué, 1987).

Epicuticula interna: De composicién poco conocida, se cree que la
capa méds interna de la epicuticula estd constituida por una red de lipidos
unidos a proteinas.

5



Introduccién

2.1.2 La procuticula.

La procuticula es la capa més gruesa (entre 10 y 400 pm) y de ésta
dependen la mayor parte de las propiedades fisicas y mecénicas de la
cuticula. Estd compuesta esencialmente por quitina y proteinas. Estos dos
componentes llegan a constituir el 90% de la procuticula. Otros componentes
procuticulares minoritarios son pigmentos, polifenoles y compuestos
inorgdnicos. En general, los lipidos cuticulares estin presentes solamente en
la epicuticula. En larvas de ciertos dipteros se encuentran lipidos también
en la procuticula (Hackman, 1984).

La relacién quitina/proteina varia en distintas cuticulas. Las cuticulas
altamente estirables de abdémenes de Rhodnius (insecto) y Boophilus
(aracnido) contienen 11.2 y 3.8% de quitina, respectivamente, siendo los
valores méis bajos descriptos para los artrépodos (Andersen, 1979). En
general, el contenido de quitina varia entre el 20 y el 50% (ver tabla L.1).

La procuticula suele estar esclerotizada en mayor o menor medida.
Cuando la regién mais externa estd muy esclerotizada se denomina
exocuticula. El proceso de esclerotizacién consiste en una serie de
reacciones enzimiticas en las cuales compuestos fenélicos son oxidados a
quinonas y utilizados como agentes de entrecruzamiento entre las
macromoléculas depositadas: proteinas y quitina.

Se acepta la existencia de por lo menos tres tipos de esclerotizacién
mediadas por quinonas: la O-esclerotizacién, la pesclerotizacion
(Andersen, 1985) y la esclerotizacion mediada por metidos de quinonas
(Andersen 1989) (ver figura 1.2). En la O-esclerotizacion interviene
directamente el anillo quin6nico, dando a la cuticula una tipica coloracién
marrén en la mayoria de los insectos. La p-esclerotizacién involucra el
carbono § de las quinonas, dando como producto una cuticula
esclerotizada e incolora.

Las quinonas que participan en el proceso de esclerotizacién son
productos de la oxidacién enzimatica de catecolaminas. Las catecolaminas
involucradas son: N-acetildopamina y las p-alanilcatecolaminas: p-ala-
nildopamina y p-alanilnorepinefrina (Andersen, 1985, Kramer y Hopkins,
1987). La uni6én a protefnas tendria lugar a través de N de anillos de
histidina o €-NH; de lisinas (Schaefer et al, 1987, Kramer y Hopkins, 1987).
La uni6bn a quitina serfa via OH (ver figura 1.3).
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O-esclerotizacion.
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Figura L.2: Mecanismos de esclerotizacion mediados por catecolaminas
(ver texto) (tomados de Andersen, 1985; 1989).
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Figura 1.3: Estructura propuesta para el entrecruzamiento entre
proteinas y quitina mediado por catecolaminas (tomado de Schaefer et
al., 1987).
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Junto con el entrecruzamiento, se produciria en la mayorfa de los
casos una deshidratacién parcial de la cuticula. Las proteinas cuticulares se
tornan insolubles y la cuticula se endurece notablemente. El grado de
esclerotizacién es muy variable de una especic a otra y también en distintas
partes del cuerpo de un animal. Por ejemplo, las piezas bucales de una larva
son mucho méis duras que la cuticula que recubre el cuerpo, blanda y
flexible.

La regién més interna de la procuticula, la endocuticula, no estd o
esti muy poco esclerotizada. Entre ésta y la exocuticula se puede distinguir
frecuentemente una zona de menor espesor, la mesocuticula. Hay casos en
que esta zona intermedia no estd presente y casos en que no se produce
esclerotizacién y toda la procuticula es quimica y fisicamente indistinguible.
Esto hace que ciertas propiedades varien a través de la procuticula (ver
figura 1.4)

endo meso exo

esclerotizacién

entrecruzamiento )
y dureza

< — hidratacién

estructura cristalina ————>

susceptibilidad a
( la degradacién

Figura Ld4: Esquema generalizado de la variacién de propiedades a
través de la procuticula de insectos- (existen numerosas excepciones
-ver texto-). Las flechas indican el sentido en el que se incrementan
las caracteristicas mencionadas.
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2.1.3 La zona de deposicion.

Esta la zona donde se ensambla la cuticula. Pese a que el espacio de
ensamblado es fisica y metabo6licamente importante. no es tenido muy en
cuenta por la mayoria de los autores. y ha sido poco estudiado.

De grosor variable entre 0.5 y | um, se la observa durante la
deposicién de la procuticula, pero no durante la formacién de la epicuticula
(Locke, 1976). Observada al microscopio electrénico, se detecta en esta zona
la presencia de microfibrillas. Segin Zacharuk (1976) en esta regién tendria
lugar la formacién de las uniones covalentes qutina-proteinas. Se desconoce
si existen componentes distintos a los necesarios para la construccién de la
procuticula (quitina y proteinas, fundamentalmente). Neville (1975) y
Zacharuk (1976) sugirieron la presencia de mucopoliosacdridos, los cuales
serian capaces de formar una matriz permeable a macromoléculas.

3. Principales componentes cuticulares.
3.1 Quitina.

La quitina es un polimero lineal de N-acetilglucosamina con
uniones B-(1,4). Estd presente también en algas y hongos, combinada con
otros materiales. Su peso molecular varia segin el origen entre 1-2 x106
(Neville, 1975; Hackman, 1984; Pont Lezica y Quesada-Allué, 1990).
Algunos de los grupos amino estin deacetilados, en grado variable. Esto le
confiere un caracter ligeramente basico y polar, lo cual influencia la
interaccién con otras macromoléculas.

Asi como se conoce bastante acerca de su estructura molecular, se
conoce poco sobre la biosintesis, su regulacién y genética (Neville, 1975;
1984; Kramer et al.,, 1985; Kramer y Koga, 1986; Chen, 1987; Pont Lezica y
Quesada-Allué, 1990).

La quitina se halla en forma de varillas constituidas por 18-25
moléculas que se mantienen unidas por puentes de hidrégeno. Los primeros
estudios de difraccién de rayos X fueron realizados por Rudall (1976). Se
describieron tres patrones de difraccién, correspondientes a distintas
estructuras cristalinas, denominadas o-quitina, f-quitina y y-quitina.
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La diferencia fundamental es la disposicién paralela o antiparalela de las
cadenas de quitina (ver figura 1.5). Los patrones de difraccién de rayos X
estdn bastante conservados en distintas especies. El tipo a-quitina es el mas

abundante, el mas densamente empaquetado y el que permite menor

solvatacién (Hepburn, 1985).

o - quitina B-quitina ¥ - quitina

Figura 1.5: Disposiciébn de las cadenas de quitina sugeridas por
Rudall (1976) para los tres tipos cristalogrificos a-, B~ y y-quitina.

En los insectos (en artrépodos en general) se la encuentra
covalentemente unida a proteinas, por lo tanto puede decirse que en estado
nativo se trata en realidad de una glicoproteina.

Existen numerosos trabajos en donde se describe la presencia de amino-
acidos o residuos proteicos en preparaciones de quitina (Hackman, 1976).

Hackman (1976) y Strout et al (1976) sugirieron uniones covalentes del
tipo N-aspartil o N-histidil glucosamina, asi como la existencia de uniones
mas débiles del tipo de base de Schiff. Posteriormente, Hackman (1984)
propuso -dado que el Gnico amino4cido siempre presente en muestras de
quitina es acido aspartico- que éste seria el que formaria el puente quitina-
proteina, probablermente como N-aspartil glucosamina.

En puparios de Sarcophaga bul//ata , después de exhaustivas
degradaciénes quimicas y enzimaticas, se encontraron péptidos unidos
covalentemente a poli-N-Acetilglucosamina (péptidoquitodextrinas) (Lipke
y Strout, 1972). Estos péptidos estan compuestos fundamentalemente por
acidos aspartico y glutamico, serina, glicina y alanina. La unién es resistente
a la hidrdlisis alcalina, lo cual sugiere que no se trata de azucar-O-Ser/Tre.
Estos autores sugieren que grupos polifendlicos o polind6licos
formarfan un puente entre la quitina y grupos e-amino de lisinas u otros
grupos amino no identificados.

Recientemente, estudios de RMN de estado s6lido de 13C (Schaefer et
al, 1987) revelaron la existencia de uniones quitina-catecolamina-proteina
(ver figura [3), de acuerdo a la idea de Lipke et al. (1972).
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Por otra parte, Mukha et al. (1987) demostraron en discos imaginales de
Drosop/fila  1a sintesis de quitinoproteinas (poli-N-acetilglucosamina-
proteina) con unién probablemente O-glicosidica. Quesada y Fristrom
(datos no publicados) encontraron que estos compuestos no sufrirfan
p-eliminacién, lo cual indicarfa que en la unién no participa Ser ni Tre .
Estas quitinoproteinas se exportarfan, pero no estd claro si estan o no
involucradas en la sintesis de la quitina o si forman parte de la matriz
extracelular o del exoesqueleto (Mukha et al, 1987).

Dados los métodos comunmente empleados para la obtenciéon de
muestras de quitina, no se conoce la relacibn molar quitina/proteina unida
covalentemente. Tampoco queda claro si esta union tiene lugar durante la
sintesis de las macromoléculas o posteriormente, durante el proceso de
ensamblado en la cuticula o durante la esclerotizacién. En este Gltimo caso,
la union mediada por polifenoles, ejemplificada en la figura 13, es la mas
probable. La informacion reunida hasta la fecha no permite descartar que
exista también algan otro tipo de unién.

3.2 Proteinas cuticulares.

No obstante ser las cuticulas de los insectos muy distintas, la quitina
es un componente constante en todas. Son las proteinas existentes en las
distintas cuticulas las que permiten que exista dicha variabilidad. Pese a ser
un componente cualitativa y cuantitativamente importante, se conoce
menos sobre la estructura y variedades de las proteinas que de la quitina.

Las proteinas se hallan unidas a la quitina en forma covalente y no
covalente. Esta dltima seria en parte responsable de la afinidad por quitina
mostrada por proteinas extraidas de cuticula (Hackman, 1976; Fristrom et
al.,1978; Silvert et al.,1984).

Las proteinas pueden ser extraidas de la procuticula no esclerotizada
mediante la accién de distintos solventes, seglin la fuerza de la interaccién
que las mantenga unidas. Estos solventes son: agua, soluciones de sacarosa,
buffers de pH alcalino, acido acético, soluciones de KCl, urea, SDS o cloruro
de guanidina (Fristrom et al., 1978; Roberts y Willis, 1980a; Willis et al.,
1981; Silvert, 1985; Andersen et al., 1986). Hackman (1976) establecié una
seric de solventes, de acuerdo al tipo de enlace que se rompa durante la
extraccion:
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Solvente: Proteinas extraidas:

Agua pH7 48 hs a25°C solubles, no unidas.

NazSO4 0167M pH 7, débilmente unidas

48 hs a 25 °C (fuerzas de Van der Waals).

Urea7M pH 7,48 hs a 25 °C puentes de hidrégeno.

NaOH 001 M,5hs a 25 ¢C fuerte unién ib6nica.

NaOH 1M, 5hs a 50-60 2C uniones covalentes: bases de Schiff
y algunas uniones peptidicas.

Un factor importante es la temperatura a la cual se realiza la
extraccion. Por ejemplo, las proteinas cuticulares de fémur de Locusta
migratoria son mas facilmente extraidas en soluciones acuosas a 4 °C que a
21 2C, lo cual es caracteristico de proteinas estabilizadas por interacciones
hidrofébicas (Andersen et al. 1986).

La presencia de puentes disulfuro parece poco importante, dado que
la cisteina es un aminoicido escaso en las proteinas cuticulares de insectos
(ver mas adelante, Andersen, 1979). En Locusta migratoria, el perfil
electroforético de proteinas cuticulares no se ve afectado al ser tratadas con
el agente reductor 2-SH-etanol (Andersen et al.,1986).

Las proteinas de la epicuticula se hallan unidas covalentemente a
lipidos o entrecruzadas, por lo que no resultan extraibles, asi como las
proteinas esclerotizadas de la exocuticula. Es decir que siempre que se trate
con alguno de los solventes mencionados, las proteinas extraidas
provendrdn mayoritariamente de la endocuticula.

La extraccion secuencial de proteinas es indicativa de la fuerza de la
interaccion existente con otros componentes cuticulares tales como quitina
u otras proteinas, pero no es un criterio absoluto: un mismo tipo de union
puede presentar variaciones en cuanto a la fuerza de la interaccion.
También hay que tener en cuenta que pueden existir enlaces que resulten
inaccesibles al solvente. Finalmente, la facilidad de extraccién depende
también de la solubilidad de las proteinas per se, propiedad que en generai
no es tenida en cuenta en la bibliografia.
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Se ha dedicado poca atencién a la genética molecular y a la regulacién
de la expresién de estas proteinas a lo largo del desarrollo. La mayor parte
de los estudios realizados apuntan a la caracterizacién bioquimica y a la
determinacién de la composicién aminoacidica de proteinas de distintas
cuticulas, con el objeto de establecer una relacién entre el tipo de
proteina(s) y las propiedades de la cuticula. A partir de estos trabajos,
pueden hacerse ciertas generalizaciones:

3.2.1 Heterogeinidad de las protefnas cuticulares.

En los ultimos afios se han descripto las proteinas cuticulares de
distintas especies (ver tabla IIL.5, péaginas 79-82). En todos los casos
descriptos, las cuticulas contienen una mezcla de distintas proteinas, en
distintas proporciones. El nimero de polipéptidos presentes es muy
variable: en cuticulas flexibles larvales existen relativamente pocas
proteinas, por el contrario, la cuticula de adulto de Locusta migratoria
presenta unos 100 polipéptidos distintos (Hojrup et al.,1986a).

Inicialmente, la fraccién de proteinas extraidas de cuticula fue
denominada ‘"artropodina” y la fraccién no extraible, esclerotizada
"esclerotina”. Dada la heterogeneidad de las preparaciones de proteinas
cuticulares, los términos "artropodina” y “esclerotina” fueron cayendo en
desuso.

En ciertas estructuras cuticulares especializadas, como los ligamentos

involucrados en el vuelo o en el salto, se encuentra una proteina.

particularmente “eldstica”: la resilina. Esta proteina esti presente en
numeosos insectos y probablemente también en crusticeos y aricnidos. La
composicién aminoacidica es muy similar en distintas especies: es rica en
glicina, prolina y aminoicidos hidrofilicos. No contiene hidroxiprolina,
triptofano ni aminodcidos con azufre. Estd entrecruzada a intervalos
regulares por dimeros y trimeros de tirosina y no presenta estructura
terciaria definida (Hackman, 1984; Hepburn, 1985).

La resilina seria sintetizada en células epiteliales especializadas, y se
polimerizaria extracelularmente por la accién de una peroxidasa sobre
residuos de tirosina (Hackman, 1984).
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Pueden existir diferencias en la composicién proteica cuticular de
distintas partes del cuerpo de un mismo individuo. En general las mayores
diferencias dentro de un mismo organismo se encuentran cuando se
comparan partes duras con partes blandas. En algunos casos se han
descripto diferencias cuantitativas en la composicién proteica de
abdémenes de adultos de distintos sexos (Andersen y Hgjrup, 1987).

Se encontraron también diferencias en la composicién proteica de las
distintas capas procuticulares. En Drosophila melanogaster, se determiné
por inmunolocalizacién que las capas mas externas de la procuticula pupal
contienen proteinas de bajo peso molecular que no estidn presentes en las
capas més internas. En éstas, se encuentran otras proteinas, de alto peso
molecular, que no estin presentes en la regién distal de la procuticula
(Wolfgang et al.,1986). Esta variacién en la composicién proteica se
correlaciona con una diferencia morfolégica observada al microscopio
electrénico: en la zona externa las lamelas muestran un empaquetamiento
mas denso que en la zona proximal.

Andersen y Hgjrup (1987) encontraron que las proteinas cuticulares
de abdémen de Locusta migratoria son diferentes segin se extraigan antes
o después de la ecdisis. Se asume que las proteinas extraidas antes de que
se produzca la esclerotizacién, es decir antes de la ecdisis, son
exocuticulares, en tanto que las extraidas después de la ecdisis pertenecen a
la endocuticula.

3.2.2 Composicién aminoacidica.

Los datos de composicién o secuencia aminoacidica conocidas para
algunas proteinas cuticulares, permiten hacer ciertas observaciones
generales:

Existen diferencias en la composicién aminoacidica de proteinas de
cuticulas blandas, en comparacién con las de cuticulas endurecidas: Las
cuticulas blandas son ricas en aminoacidos polares, cargados y con
abultadas cadenas laterales, en tanto que en las cuticulas duras predominan
los residuos pequefos, hidrofébicos, no polares (Andersen, 1979; Andersen
et al.,, 1986; Hepburn, 1985).

14



Introduccién

Las proteinas de cuticulas flexibles de larvas de cole6pteros, dipteros
y lepid6pteros tienen alto contenido en aminoécidos con abultadas cadenas
laterales, como prolina, tirosina y &4cidos dicarboxilicos (Hackman, 1976;
Hackman y Goldberg, 1976). En Sarcophaga bullata (diptcro) las protcinas
larvales son abundantes en &cidos aspértico y glutdmico, glicina, serina,
valina y lisina (Lipke et al.,, 1981). En Locusta migratoria (ortéptero), las
proteinas de abdémen de adulto también son ricas en aminoécidos
dcidos (4cidos aspartico y glutdmico: 20-30%), prolina (6-18%), glicina y
alanina (20%) (Andersen y Hegjrup, 1987).

Por supuesto, existen excepciones, como es el caso de ciertos
escarabajos (Andersen et al.,1986). Andersen et al. (1986) encuentran que
la mayor diferencia entre proteinas cuticulares de partes duras y blandas
de Schistocerca gregaria es la relacibn de los contenidos en glicina y
alanina. Las cuticula duras tienen alto contenido en alanina y las flexibles
son ricas en glicina.

En general, los aminodcidos mais abundantes en cuticulas blandas
estdn presentes en empaquetamientos poco densos, lo cual estaria
relacionado con la flexibilidad de estas cuticulas (Hepburn, 1985). Esto
concuerda con los datos de difracciébn de rayos X segin los cuales estas
proteinas serfan globulares, con muy poca estructura helicoidal (Hackman,
1984). Por el contrario, la secuencia aminoacidica de proteinas de cuticulas
duras, ricas en residuos pequeiios, predice la presencia de “f-turns” y
tramos cortos de a-hélice (Hegjrup et al., 1986a).

Las proteinas de cuticulas blandas de ciertas larvas son de
relativamente bajo peso molecular y de punto isoeléctrico més bien 4cido
(3.3-5.7) (Hackman, 1976; Hackman y Goldberg, 1976; Fristrom et al., 1978;
Lipke et al, 1981; Skelly y Howells, 1987). Las 21 proteinas del ultimo
estadio larval de Sarcophaga bullata muestran puntos isoeléctricos entre 4.5
y 6. Sus pesos moleculares varian entre 16 y 24 kD. Por el contrario las
proteinas extraidas de adulto de Locusta migratoria  presentan puntos
isoeléctricos entre 6.4 y 11 y un peso molecular entre 15 y 37 kD (Lipke et
al.,1981).
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3.2.3 Proteinas cuticulares durante el desarrollo.

La composicién en proteinas cuticulares suele ser diferente en
distintos estadios del desarrollo de un insecto. En los dipteros Drosophila
melanogaster , Lucilia cuprina 'y Dacus oleae , las proteinas del tercer
estadio larval son distintas de las pupales y éstas dc las de adulto (Chihara
et al.,1982; Skelly y Howells, 1988; Souliotis et al., 1988a). En Tenebrio
molitor 'y Anthonomus grandis (coledpteros) las proteinas abdominales son
distintas en los estadios larval, pupal y adulto (Lemoine y Delachambre,
1986; Stiles y Leopold, 1990). En Galleria mellonella (lepidéptero) también
se observaron diferencias entre las proteinas cuticulares de los mismos
estadios (Srivastava, 1970; 1971, citado en Skelly y Howells, 1988).

Existen casos en que estadios distintos comparten ciertas proteinas. En
Hyalophora cecropia (lepid6ptero) existen por lo menos cuatro proteinas
presentes en cuticulas flexibles de larva y adulto, y tres en estructuras
rigidas de pupa y larva (Willis, 1989).

3.2.4 Homologia entre proteinas cuticulares de distintas especies.

De los pocos casos en que se aislaron genes o se conocen las secuencias
aminoacidicas de proteinas cuticulares, se concluye que éstas estarian
relativamente conservadas a lo largo de la evolucidn.

La proteina larval SC1 de Sarcophaga bullata (diptero) muestra un
65% de homologia con la proteina cuticular larval LCPl1 de Drosophila
melanogaster. Otras proteinas larvales de Sarcophaga presentan menor
grado de homologia (Henzel et al., 1985).

Durante el desarrollo de esta tesis, Souliotis et al. (1988b; 1989)
identificaron en Dacus oleae , mosca muy emparentada evolutivamenete
con Ceratitis capitata , genes que codifican para proteinas cuticulares
larvales haciendo uso de su homologia con los genes de Drosophila
melanogaster.

Inclusive en especies evolutivamente distantes se han encontrado
secuencias aminoacidicas conservadas entre las distintas proteinas
cuticulares. En Manduca sexta (mariposa del tabaco) la proteina larval
LCP-14 presenta dos regiones idénticas en un 70% a LCPl de Drosophila.
Otra proteina de Manduca sexta, LCP16/17 tiene el extremo carboxi-
terminal muy similar a las proteinas LCPl, LCP3 y CP-GART de Drosophila
melanogaster, esta ultima de estadio pupal (Rebers y Riddiford, 1988).
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En Hyalophora cecropia (lepidéptero) la secuencia N-terminal de
cuatro proteinas presentes en cuticulas flexibles de larva y adulto, muestran
homologia con las protcinas larvales de Drosophila (Willis, 1987; 1989).

3.2.5 Familias de proteinas cuticulares.

Las proteinas cuticulares pueden agruparse en familias, de acuerdo a
su similitud en secuencia o relacién inmunolégica. Estas familias serian:

I. Las resilinas, proteinas de las cuticulas eldsticas mencionadas
anteriormente.

II. Las de cuticulas flexibles. Pertenecerian a esta familia las proteinas
cuticulares larvales de Drosophila melanogaster , Lucilia cuprina , Dacus
oleae, Sarcophaga bullata , Manduca sexta y Hyalophora cecropia y las
proteinas cuticulares pupales de bajo peso molecular de Drosophila (Willis,
1989; Silvert, 1985). a

III. Las proteinas cuticulares pupales de alto peso molecular de
Drosophila melanogaster (Silvert et al.,1984).

IV. Las de cuticulas rigidas ricas en alanina (25-42%), de estructura
similar a proteinas de corion, descriptas en Locusta migratoria por Hegjrup
et al. (1986 a, b).

V. Las de cuticulas rigidas de H. cecropia, ricas en serina (10%), cuyos
28 aminoidcidos N-terminales presentan un 43% de homologia con las
queratinas de vertebrados (Willis, 1989).

3.2.6 Lugar de sintesis de las proteinas cuticulares.

La cuticula es depositada por la epidermis. Por lo tanto, el sitio mas
probable de sintesis de las proteinas cuticulares es la célula epitelial. Sin
embargo, hay trabajos que indican en algunos casos la presencia de
proteinas de hemolinfa en la cuticula. En Manduca sexta 'y en Locusta
migratoria, algunas proteinas cuticulares presentan la misma movilidad
electroforética que ciertas proteinas de hemolinfa (Hepburn, 1985). En
Periplaneta americana (cucaracha americana) y Manduca sexta, ciertas
proteinas cuticulares muestran reaccién inmunoldgica cruzada con proteinas
de hemolinfa (Hackman, 1984). En Calliphora , Koénig et al. (1986)
demostraron la incorporacién a la cuticula de la proteina mayoritaria de
hemolinfa.
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Mediante radiomarcacién in vitro de tegumento de larva de
Hyalophora cecopia se demostré6 que la sintesis de la mayoria de las
proteinas cuticulares ocurre en la epidermis (Willis et al., 1981). Se ha
comprobado la sintesis de todas las proteinas cuticulares pupales
mayoritarias en discos imaginales de Drosophila melanogaster incubados in
vitro  (Fristrom et al., 1982; Doctor et al.,1985). En Manduca sexta. se
detect6é en epidermis el mRNA codificante para una proteina cuticular larval
(Rebers y Riddiford, 1988).

Los datos acumulados parecen indicar que la sintesis de las proteinas
cuticulares mayoritarias ocurre en la célula epitelial y que en algunos casos
se incorporan a la cuticula proteinas que son sintetizadas en el cuerpo graso
y transportadas via hemolinfa. Estas udltimas estarian eventualmente
involucradas en procesos de esclerotizacién (Schenkel y Scheller, 1986;
Konig et al.,1986).

3.3 Estructura supramolecular.

Las microfibrillas de quitina se hallan rodeadas por moléculas de
proteinas unidas covalente y no covalentemente. Este complejo estd
inmerso en una matriz de proteinas mas debilmente unidas (Hackman,
1976). La estructura resultante es muy resistente a la tensiébn, comparable
en resistencia al acero. En algunos casos (crusticeos) se adiciona a esta
matriz de proteinas calcio mineral, lo cual incrementa la dureza de la
cuticula.

Las microfibrillas pueden estar organizadas de acuerdo a diferentes
patrones. De esta organizacion dependen en gran medida las propiedades
mecénicas de la cuticula. Las microfibrillas se disponen mas o menos
paralelamente a la superficie de la cuticula, formando laminas. En el
patrén mas coman, el eje de cada lamina se encuentra formando un
angulo con el eje de la ldmina inmediata anterior. Este angulo, pequefio y
constante, es contrario a las agujas del reloj. La disposicién helicoidal da
lugar a la formacién de lamelas (una lamela = una vuelta de 180%), las
cuales presentan distinto grosor en la endocuticula y exocuticula,
dependiendo del angulo de giro entre las laminas de microfibrillas
(Neville, 1975, Hepburn, 1985).

18



Introducciéon

Si las proteinas son removidas desaparecen ciertas bandas en el
patron de difracciéon de rayos X. indicando que éstas se hallan dispuestas
con regularidad. La extraccién dc protcinas con agua o soluciones salinas no
producc cambios notablcs en ¢l patr6n de difraccién. Por el contrario, la
remocién de proteinas con soluciones de urea 7M provoca grandes
altcraciones en el patréon (Hackman, 1976). Las bandas de difraccién
afectadas corresponden a 31 A y 41 A, lo cual indica que las unidades
repetitivas se encuentran, en ese caso, cada 3 6 4 residuos de quitobiosa
(Rudall, 1976; Hackman, 1976). Por otra parte, se sabe que en muchas
cuticulas, cada siete residuos existe uno deacetilado.

4. Otras estructuras extracelulares.

Existen en la naturaleza numerosas estructuras extracelulares,
construidas en base a distintos polimeros. Los principales polimeros
estructurales con funciones de soporte son la quitina, la celulosa y el
colageno. Este Gltimo es una glicoproteina, componente fundamental del
tejido conectivo de vertebrados.

Entre los invertebrados, las cuticulas de los artr6podos, moluscos, y
ciertas estructuras cuticulares de los anélidos y celenterados estan
compuestas en mayor o menor grado por quitina y proteinas. En los
anélidos y ciertos nematodos la cuticula esta formada fundamentalmente
por proteinas similares al colageno con uniones disulfuro vy
mucopolisacaridos (Bird, 1984).

Las plantas y hongos también presentan estructuras extracelulares, con la
diferencia de que éstas recubren sélo una célula y no todo el organismo. En
las plantas, esta pared celular estd compuesta fundamentalmente por
celulosa y otros polisacaridos (ver tabla 1.1). En ciertos hongos, el
polisacarido mas abundante es la quitina, a la cual suelen unirse
covalentemente p-glucanos (Pont Lezica y Quesada, 1990). En Mucor rowar
y otros hongos, el principal componente de la pared celular es quitosano,
polimero similar a la quitina formado por glucosamina con uniones #-(1,4)
(Muzarelli, 1976).
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Estructura:

Excesqueleto de
los artr6podos

Pared celular de las plantas

Polisacarido mayoritaric
Abundancia:

Quitina: p-(1,4)-NAcGlc
20-50 %

Celulosa: B-(1,4)-Glc
10-70%

Proteinas:
Caracteristicas:

50-80%
Muy variables (ver texto).

En gral, de bajo contenidqg

en aminoacidos con S.

Glicoprotefnas ricas en

hidroxiprolina (extensina)
y proteoglicanos.
Enzimas.

Otros componentes
Lipidos:

Hidrocarburos alifaticos

Ceras, terpenos, etc.

principalmente.

Polisacéridos: Quitina. Celulosa y también:
pectina (metilgalactouronato)
hemicelulosa (polimeros
ramificados de pentosas
[p(1,4)-xilanos])

Agua: 15-55 % 25-60 %

Minerales: Carbonato y fosfato de Potasio, calcio, magnesio,

calcio en los crustaceos. siliconas.

Polifenoles: Polifenoles involucrados |Lignina: polimero de

en la esclerotizacion. polifenoles.
Estructura Microfibrillas de quitina | Microfibrillas de celulosa

supramolecular:

embebidas en una
matriz proteica.
Disposicion en lamelas.

rodeadas de una capa de
hemicelulosa rigida, pectinas
y otros polimeros hidratados.
Disposicién en lamelas.

Uniones covalentes
entre macromoléculas:

Esclerotizacion:
entrecruzamiento
proteina proteina y
proteina-quitina.

Lignificacion:
entrecruzamiento entre
proteoglicanos y xiloglucanos.
(hemicelulosas).

Tabla 1.1:

Principales caracteristicas de

dos de

las

estructuras extracelulares mas

frecuentes en la naturaleza: la cuticula artropodiana y la pared extracelular de las
plantas. Los datos con los que se contecciond esta tabla fueron tomados de Neville
(1975); Andersen (1979); Rudall (1976); Richards (1978); Hepburn (1985); Seveldran
y Ryden (1990); Franz y Blaschek (1990).
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5. El proceso de muda.
5.1 Cambios en el tegumento durante el proceso de muda.

El proceso de muda ha sido estudiado detalladamente mediante
microscopia electrénica en distintas especies (Locke, 1976; 1984; Gnatzy y
Romer, 1984; Hepburn, 1985).

Lo primero que se observa en el proceso de muda es un aumento en
el tamano de las células epiteliales, scguido de una activa mitosis. Luego se
produce la separacién de la membrana plasmética apical de las células
epidérmicas de las capas méas internas de la cuticula, creando el espacio
ecdisial o exuvial. Este proceso es denominado apélisis.
Simultaneamente se observa la secrecién del fluido ecdisial o de la muda.
Este contiene pro-enzimas que se encargardn de digerir parcialmente la
vieja cuticula. Antes de que se inicie la degradacién, la epidermis secreta la
capa de cuticulina de la nueva epicuticula. Esta cubre la superficie de la
epidermis aislandola de la accién digestiva de las enzimas ecdisiales. La
cuticulina es secretada por las placas de la membrana plasmaitica.
Estas son regiones muy especializadas de la membrana plasmatica
localizadas en los extremos de las microvellosidades apicales. La cuticulina
se secreta en forma de parches que crecen horizontalmente y luego se
fusionan formando una capa continua.

La digestiéon es presumiblemente disparada por cambios en el medio,
provocados por las células epiteliales (Locke, 1984). En Manduca sexta vy
Hyalophora cecropia, la activaciéon del fluido ecdisial parece coincidir con un
transporte activo de iones K* a través del nuevo exoesqueleto en formacidn
(Gnatzy y Romer, 1984).

Recientemente se han caracterizado algunas de estas enzimas en
Antheraea polyphernus , Manduca sexta y LDrosophila melanogaster
(Brookhart y Kramer, 1990 y referencias citadas en Brookhart y Kramer,
1990). Se han descripto actividades de endoquitinasas, exo-p-N-
acetilglucosaminidasa, endoproteasas y aminopeptidasas. El mecanismo de
activacion de estas enzimas no ha sido aun determinado (Brookhart y
Kramer, 1990). La degradacion parece ser un proceso secuencial: primero,
las proteasas atacarian la matriz proteica, permitiendo el acceso de las
quitinasas a las microfibrillas de quitina (Fukamizo y Kramer, 1985).

S6lo se degradaria la parte no esclerotizada de la procuticula,
quedando la exuvia constituida por la epicuticula y la exocuticula
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(Zacharuk 1976; Richards, 1978). Los productos de degradacién de la vieja
cuticula se cree que difunden y son capturados por pinocitosis antes de que
se complete la nueva epicuticula. Se forman cuerpos multivesiculares, a los
cualcs se fusionan lisosomas y la digestion se completa.

Luego las vesiculas secretorias provenientes del aparato de Golgi
secretan las capas internas de la epicuticula. Posteriormentc sc¢ depositan la
quitina y proteinas procuticulares y en general, se produce la ecdisis,
proceso por el cual el insecto emerge de la exuvia o vieja cuticula. En
algunos casos, la nueva cuticula se estabiliza por esclerotizacién, la cual, en
general, ocurre después de la ecdisis. La deposicién de la endocuticula tiene
lugar después de esclerotizada la exocuticula. En Locusta migratoria , ésto
ha sido correlacionado con un cambio en el perfil electroforético de
proteinas cuticulares (Andersen y Hegjrup, 1987).

Se acepta en general que la deposicién de la nueva cuticula tiene
lugar después de que se produjeron los reordenamientos celulares
asociados a la morfogénesis de nuevas estructuras. En Ceratitis capitata,
se observé la formacién de la primer cuticula larval en embriones de 38-40
horas, tiempo en que los movimientos morfogenéticos han terminado
(Callaini y Dallai, 1987). En discos imaginales de Drosophila melanogaster
incubados in vitro en presencia de P-ecdisona, se observé que los discos
primero desarrollan completamente la forma de los apéndices adultos y
luego se deposita la cuticula pupal (Fristrom et al., 1982). De otra manera, el
contacto de las capas mds internas de la cuticula en formacién con las
células epidérmicas podria impedir los reordenaminetos celulares o la
evaginacién de los apéndices.

5.2 Secrecion de proteinas cuticulares y proceso de ensamblado.

Este es un aspecto de la construccién del exoesqueleto poco estudiado.
Se acepta que los componentes cuticulares son secretados por la cara apical
de la epidermis mediante las vesiculas secretorias que provienen del Golgi
y las placas de la membrana plasméatica. Estas ultimas se hallan
involucradas en la deposiciéon de cuticulina y de la quitina de la procuticula.
Las vesiculas secretorias se encargarian de la secrecién de las proteinas de
las capas internas de la epicuticula y de la procuticula (Locke, 1976).

22



Introduccién

Aunque no ha sido demostrado que se sinteticen en polirribosomas
unidos a membrana, fas LCPl, LCP2, LCP3 y LCP4 de Drosophila presentan
un péptido hidrofébico de 15-16 aminoé4cidos, similar al péptido sedal de
proteinas dc secrecién (Silvert et al.,1984; Snydcr et al., 1982). La
traduccién in vitro dc estas proteinas cuticulares larvales da polipéptidos
dc peso molecular un poco mayor del que prcsentan in vivo (Snyder et al,
1981) por lo que se deduce que éste es clivado en algiin momento durante
la sintesis. En la secuencia aminoacidica de dos proteinas cuticulares
larvales de Manduca sexta también se encuentra la secuencia consenso de
clivaje VXA/N, lo cual indicaria que los 16 amino4cidos iniciales son
clivados durante el transito intracelular (Rebers y Riddiford, 1988).

Cuando el gen que codifica para la proteina larval LCPf2 de Drosophila
melanogaster  es expresado en células de .glindulas salivares, éstas son
capaces de procesar y secretar correctamente la proteina exégena. El
polipéptido es clivado en el mismo sitio y secretado apicalmente, tal como
ocurriria en la célula epitelial. Esto sugiere que la maquinaria involucrada
en el transito de proteinas cuticulares no seria especifica de células
epiteliales y que toda la informacién requerida se halla en la secuencia
aminoacidica de la proteina cuticular (Tojo et al., 1987) y confirmaria que la
secrecién es producida por vacuolas provenientes del aparato de Golgi.

El ensamblado con la quitina (secretada por las placas de la
membrana plasméitica) y la orientacién en microfibrillas y lamellas son un
proceso extracelular, y no estd claro si ocurre espontineamente o
favorecido de alguna manera por las células epiteliales. Esto podria ser
regulado a través del control del medio externo (Neville, 1975). Dado que la
quitina es un homopolimero insoluble que adquiere facilmente estructura
cristalina, Hackman (1976) propone que probablemente sea ésta la que
primero se deposita y orienta espontineamente e¢n microfibrillas. Las
proteinas, por el contrario, son heterogéneas y por si mismas no tienen una
estructura altamente ordenada. Estas se¢ orientarian respecto de las
microfibrillas de quitina.
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Por otra parte. en el momento en que se sintetizan y depositan en
cuticula las proteinas cuticulares pupales de Drosophila , éstas son
detectadas en vacuolas secretorias y en la cuticula, pecro no en la zona de
ensamblado (Wolfgang et al.,1986).

La idea de Hackman concuerda con la existencia de microfibrillas,
(observadas por microscopia electrOnica) asociadas a las placas de la
membrana plasmética, y la no decteccién de proteinas cuticulares en la zona
de autoensamblado. Todo sugiere que el trdnsito de las proteinas por esta
zona ocurriria rapidamente, asocidndose con las microfibrillas de quitina
tan pronto como se exportan al compartimento extracelular.

6. La metamorfosis en dipteros ciclorrafos. _

En dipteros ciclorrafos, la metamorfosis tiene lugar dentro de una
cdpsula formada por la cuticula del dltimo estadio larval, que se modifica y
esclerotiza durante la pupariaciéon (formacién del pupario). En la muda
de larva a pupa no se produce ecdisis. La ex-cuticula larval convertida en
pupario es abandonada junto con la pupal, cuando la metamorfosis se ha
completado.

La cuticula larval sufre dos procesos de esclerotizacién: el primero
tiene lugar inmediatamente después de su sintesis y deposicién. El segundo
ocurre en forma retardada, durante la pupariacién, lo cual lo diferencia de
la mayoria de los procesos de esclerotizacién. El proceso de pupariacion ha
sido estudiado en Ceratitis capitata  por otros miembros de nuestro
laboratorio (Wappner, 1989; Wappner et al., 1991).

7. Regulacién del proceso de muda.

Tanto los procesos de degradacion de la vieja cuticula como la sintesis,
deposicién y esclerotizacién de la nueva estidn precisamente controlados por
la accién de hormonas. Las dos mdis importantes son la hormona de la
muda, generalmente 20-OH-ecdisona o fp-ecdisona (hormona esteroide)
y la hormona juvenil (JH) (sesquiterpenoide) (ver figura 1.6). La accién
combinada de la hormona juvenil y la f-ecdisona desencadena en las células
epiteliales la expresion de programas genomicos alternativos y secuenciales.
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Ry Ry R3
COOCH,
’6 N\ N\

ecdisona R=H JHII Ry =CoHs Ry=R3=CH;
‘ JHO Ry =Ry = R3= CyH;

Figura I.6: Estructura de las hormonas de la muda (A) y juveniles (B).

Poco antes de cada muda ocurren dos incrementos en los niveles de
ecdisona. El primero, relativamente bajo, es la sefial que indica un nuevo
proceso de muda. Si durante este pulso de ecdisona esta presente también la
hormona juvenil, no habra reprogramacion y el nuevo estadio sera igual al
anterior. (Es el caso de las mudas entre los distintos estadios larvales). El
segundo incremento en ecdisona es mayor y es el que inicia los eventos
asociados a la muda: crecimiento y divisibn de las células epiteliales,
‘secreciébn de enzimas degradativas, deposicién de una nueva cuticula
(Coudron et al, 1981).

En los udltimos anos se han caracterizado algunos genes implicados en
la construcciéon del exoesqueleto regulados directa o indirectamente por la
accion de la p-ecdisona. Estos codifican algunas de las enzimas degradativas:
la aminopeptidasa de tegumento de Drosophila melanogaster es inducible
por f-ecdisona (Hall, 1988). La sintesis de quinonas implicadas en la
esclerotizacion es dependiente de actividades enzimdticas reguladas
por la f-ecdisona (Coudron et al., 1981).
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La sintesis y degradacion de la quitina también depende de las
fluctuaciones en los niveles de f-ecdisona presentes en la hemolinfa,
aparentemente mediante la regulacién de la expresion de los genes que
codifican las enzimas correspondientes (Kramer y Koga, 1986).

En algunos casos, se demostr6 la influencia de la hormona de la muda
en la sintesis de lipidos cuticulares (Blomquist et al., 1987).

Se han realizado pocos estudios sobre la regulacion enddcrina de la
sintesis de proteinas cuticulares. En algunos casos, se demostré la influencia
de la p-ecdisona en la expresién de los correspondientes genes (Roberts y
Willis, 1980b; Doctor et al, 1985; Horodyski y Riddiford, 1989).

8. Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae).

La mosca mediterrdnea de la fruta, Ceratitis capitata (Wiedemann)
pertenece a la familia de Tephritidae, cuyos miembros son conocidos como
“moscas de la fruta”. Estos se diferencian de las especies de Drosophila por
ser los adultos de mayor tamaifio (ver figura 1.7).

Figura 1.7: Hembra adulta y pupario de la cepa salvaje
“INTA ARG-17" de Ceratitis capitata .

Ceratitis es una plaga de cultivos de frutas y hortalizas que provoca
graves pérdidas. La zona de su influencia abarca las regiones de clima
templado y subtropical de todo el mundo. En nuestro pais afecta
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fundamentalmente la regiéon Mesopotamica, la provincia de Buenos Aires, el
Noroeste y Cuyo. Dcbido a ésto se han realizado estudios tcndientes a
desarrollar técnicas que permitan el control quimico o biolégico de esta
plaga. En nuestro pais, Ceratitis capitata cs objcto de estudios genéticos cn
el Instituto de Genética Inta, Castclar y desde hace varios afios se cuenta
con diversas lineas de mutantes.

Sin embargo, se conoce poco sobre la bioquimica y biologia de esta
mosca (Greene, 1929; Christenson y Foote, 1960). Los estudios bioquimicos
realizados hasta el inicio de esta tesis consisten en andlisis de
intermediarios de la glicosilacién de proteinas (Quesada et al. 1976; Quesada
y Belocopitow, 1978; Quesada, 1980), algunos estudios sobre enzimas
(Psarianos et al., 1987). Uno de los aspectos bioquimicos méis estudiados en
Ceratitis capitata es la composiciéon de proteinas de hemolinfa y su sintesis
durante el desarrollo (Chrysanthis et al., 1981; Mintzas y Reboutsicas, 1984;
Mintzas y Rina, 1986). Hasta donde sabemos, no han sido reportado ningun
avance en genética molecular de Ceratitis capitata.

Al contrario de lo que ocurre con Drosophila , sobre la cual existen
detallados estudios acerca de la metamorfosis, los cambios bioquimicos y
morfolégicos que se producen durante el desarrollo de Ceratitis han sido
poco estudiados. Los cambios en el color de ojos a lo largo del ciclo de vida
fueron propuestos por Rhum y Calkins (1981) como criterio para
determinar la edad en cultivos realizados en masa. Estos estudios se han
ampliado recientemente con el andlisis de los pigmentos oculares
(pteridinas) durante el desarrollo realizados por Rabossi (1991). También
en nuestro laboratorio (Rabossi et al., 1991; Rabossi et al., manuscrito en
prep.) han sido estudiados en detalle los cambios morfolégicos que se
producen durante la metamorfosis.

Dado que el exoesqueleto es la interfase entre el insecto y el medio
ambiente, el conocimiento de su estructura y formaci6n resulta muy util
para el desarrollo de estrategias de lucha, ya sea por agentes quimicos
(insecticidas) o biolégicos (péarasitos).

En esta tesis tomamos a Ceratitis capitata como modelo experimental
para el estudio de la sintesis de componentes cuticulares y su regulacién
durante el desarrollo.
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1. Insectos.

El principal animal experimental fue Ceratitis capitata, mosca
mcditerrdnca dc la fruta. Para estudios comparativos se utilizé6 Drosophila
melanogaster (mosca del vinagre). Como modelo de insecto hemimetabolo
se utilizé Triatoma infestans (vinchuca). También se emplearon distintas
especies de Trichogramma (avispas parédsitas) como ejemplo de
himené6ptero.

1.1 Ceratitis capitata.

Se utilizaron la cepa salvaje INTA ARG-17 y tres lineas mutantes,
White pupae, Black pupa 'y niger, generosamente provistas el Dpto. de
Genética, INTA, Castelar. En algunos casos se utilizd la cepa salvaje provista
por D. Stilinovik, del Dpto. de Fitopatologia INTA, Castelar. A menos que se
indique lo contrario, la cepa salvaje utilizada fue INTA ARG-17. Para
algunos experimentos, como los realizados in vivo , los insectos se criaron
en pequeiia escala en nuestro laboratorio. Los cultivos fueron mantenidos a
23 °C, 55-80% de humedad relativa con un regimen de 16 hs luz- 8 hs
oscuridad. En estas condiciones, el ciclo de vida present6 una duracién de
600 hs: embrioén, 54 hs; estadios larvales, 11 dias; pupa y adulto farado, 12
dias (ver capitulo III, 1).

Embriones: Para permitir la oviposicion, se colocaron esferas de plastico
huecas, con pequefias perforaciones, simulando frutos, en frascos que
contenian adultos sexualmente maduros. Los huevos fueron recogidos en el
interior de las esferas. Se lavaron con abundante agua y se congelaron a -702C
o fueron decorionados por tratamiento con hipoclorito de sodio 5% durante
10 minutos y luego congelados.

Larvas: Entre 150 y 200 huevos fueron recogidos en pequefios trozos de
papel de filtro y colocados en la superficie de un medio nutriente basado en
zanahoria (Teran, 1977).

Las larvas fueron separadas del medio de cultivo por flotacion en
NaCl 8%. Se lavaron con abundante agua, se desinfectaron con hipoclorito
de sodio 4% y se guardaron a -70 2C o se usaron en el momento.
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Pupas: a) en masa: Al final del tercer estadio larval, las larvas fueron
recogidas sobre arena para permitir la pupariacion. A distintos tiempos, los
insectos fueron separados de la arena por tamizaje. Los individuos muertos
o daftados (menos del 1%o0) fueron separados por flotacion en agua. Los
insectos fueron usados en el momento o congeladas a -70 °C, previa
desinfeccién con hipoclorito de sodio 4%.

b) en pequefios cultivos: Se sincronizaron los insectos en el
momento de la inmovilizacion con un rango de 30 min-2 hs, segQn el caso.
Se mantuvieron en cajas de Petri a 23 9C hasta el momento en que se
utilizaron.

Adultos: Se colocaron cincuenta o sesenta adultos no emergidos
en frascos de 600 ml. Un dia antes de la emergencia se suministré agua y
alimento en pequefios recipientes conteniendo agar 1% y una mezcla seca de
levadura y sacarosa (1:3). El manipuleo de los ejemplares adultos se realiz6
previa anestesia por enfriamiento a 4 2C durante 15 minutos o colocando un
algodén humedecido en éter sulfarico dentro del frasco.

1.2 Drosophila melanogaster.

Las larvas de tercer estadio y pupas utilizadas fueron de la cepa
Oregon R-Berkeley. Los puparios fueron de la cepa Samarkand, gentilmente
cedida por el Dr. J. Muiioz, de la CONEA.

1.3 Triatoma infestans.

Las ninfas de V estadio y ejemplares adultos fueron provistas
generosamente por el Dr. Josué Nuiiez, del Dpto. de Ciencias Bioldgicas
FCEyN, UBA y por el Dr. Eduardo Zerba, del CIPEIN-CITEFA.

1.4 Trichogramma sp.

Los ejemplares adultos de distintas especies de estas avispas fueron
provistas por D. Stilinovik del Dpto. de Fitopatologia, INTA Castelar. Las
especies utilizadas -identificadas por el Dr. Luis de Santis, a quien
agradecemos- fueron T. pintoi, T. fuentessi y T. sp.
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2. Preparacion de proteinas cuticulares de distintos estadios de
Ceratitis capitata.

2.1 Preparacion masiva.

Basiandose en el método descripto para Drosophila melanogaster
(Chihara et al., 1982), se puso a punto un método para la preparacion
masiva de cuticulas de Ceratitis capitata.

2.1.1 Larvas.

Todos los pasos fueron realizados a 4 °C y todos las soluciones
empleadas contuvieron BHT 2 mM, PTU 5 mM y PMSF 1 mM.

Se homogeneizaron las larvas en solucién de Ringer (Chen, 1968) en
una microlicuadora Omnimixer. El material particulado se recogi6 en
filtro de seda (400 um), se lav6 con abundante agua deionizada y se volvid
a homogeneizar en Omnimixer en buffer Tris-maleato 5 mM pH 7.0 NaCl
0.5M. Se lavaron las cuticulas en agua y se extrajeron en SDS 1%.

2.1.2 Pupas y adultos farados.

El método se discute en detalle en Resultados. Se licuaron los insectos
tal como en el caso de las larvas, una vez en solucién de Ringer y una vez en
Tris-maleato 5 mM pH 7.0 NaCl 0.5M. Los puparios se separaron de las
cuticulas pupales por diferencia de flotacién en NaCl 9.5-10%. (Las cuticulas
pupales flotan y los puparios no.) Las cuticulas se extrajeron en SDS 1% a
42C, previo lavado con abundante agua bidestilada. Se eliminaron los restos
de cuticulas de los extractos por filtracion a través de lana de vidrio o
centrifugaciéon a 10000 x g. Los extractos proteicos obtenidos fueron
guardados en alicuotas a -20 °C, o se precipitaron las proteinas en
acetona. Para ésto, se agregaron 4 volimenes de acetona fria conteniendo
BHT y PTU y se mantuvo a 4 °C entre 30 min y 16 hs. Se centrifugdé a
8000xg, se lav6é el precipitado 4 veces con acetona, se dejé secar a
temperatura ambiente durante 30' y se trat6 el precipitado con SDS 1%.
Estos extractos se guardaron en alicuotas a -20 *C.
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2.2 Preparacion de cuticulas individuales.

Larvas: Se aislaron in vivo cuticulas de larvas de primer, segundo y
tercer estadio. Las larvas fueron enfriadas ecn solucién dc Ringer, se
colocaron entre dos papcles Whatman 3 y sc pas6 un rodillo aplastando las
larvas en el sentido posterior-antcrior. Esta operaciéon elimina la mayor
parte de los tejidos internos. Se recuperaron las cuticulas y sc¢ limpiaron
cuidadosamente bajo lupa binocular en solucién de Ringer conteniendo
PMSF 1 mM y antioxidantes: BHT, PTU. Finaimente se enjuagaron en
solucién de Ringer y se secaron sobre papel Whatman 1.

Pupas y adultos farados: Los puparios fueron abiertos
cuidadosamente, bajo una lupa binocular. Las cuticulas fueron disecadas en
solucién de Rin_ger conteniendo PMSF y antioxidantes (BHT, PTU), se
enjuagaron y se secaron sobre papel como se indicé para el caso de las
larvas.

En algunos casos, se utiliz6 el procedimento de aplastado entre
papeles descripto mas arriba. Este no fue aplicable a pupas de menos de 48
horas de edad, dada la fragilidad de la cuticula pupal a edades tempranas.

3. Obtencién de extractos proteicos no cuticulares.
3.1 Proteinas totales.

Método I: Los insectos fueron homogeneizados y extraidos
individualmente en el “cracking buffer” de Laemmli (1970). Después de una
breve centrifugacién a 10000 x g, las muestras fueron sometidas
directamente a electroforesis.

Método II: Se obtuvieron extractos proteicos de animales individuales,
libres de lipidos, mediante la puesta a punto del siguiente micrométodo
(Boccaccio y Quesada, 1991):

i) se homogeneizaron en 0.4 ml de metanol conteniendo BHT y PTU.

ii) se agregaron 0.6 ml de cloroformo.

iii) se centrifugé S min a 10000 rpm en microcentrifuga Eppendorf.

iv) se lav6 el precipitado con 0.2 ml de metanol.

v) se secOd ligeramente a temperatura ambiente.

vi) se extrajo el precipitado con SDS 1% o con “cracking buffer”,
disgregdndolo por sonicacidn.



Materiales v Métodos 33

3.2 Proteinas de hemolinfa.

La hcmolinfa fue recogida mediante dos métodos alternativos:

Método I (larvas): Sc pincharon las larvas con un alfiler entomolégico
fino en la zona posterior de la cabeza y se recogié la gota de hemolinfa en
Parafilm®. Sc enjuagd el Parafilm® con 10 pl de solucién de Ringer
contenicndo BHT y PTU.

Método II (Larvas, pupas, adultos): Se emple6 la técnica descripta
para Drosophila (Kambysellis, 1984). Se pincharon los insectos en el térax y
se colocaron sobre un colch6n de lana de vidrio. Se centrifugé a baja
velocidad recogiendo la hemolinfa sobre 10ul de solucién de Ringer
conteniendo BHT, PTU y PMSF.

El método 1 proporcion6 muestras méas limpidas que el método II. La
hemolinfa fue empleada directamente o prévia separacion de los hemocitos
por centrifugacién a 200 x g (Marmaras y Tsakas, 1988).

4. Determinacién de proteinas.
4.1 Meétodos empleados.

El contenido en proteinas fue determinado mediante los siguientes
métodos:

i) Medicién de la absorbancia a 280 nm, tomando como coeficiente de
absorcién 1DO=1 mg/ml.

ii) Método de Lowry et al. (1951). En algunos casos se precipitaron las
proteinas previamente con TCA 10% y se redisolvieron en NaOH 1M antes
del ensayo.

iii) Método de Bradford (1976) y método de Bradford modificado
(Boccaccio y Quesada, 1989b) en extractos que contenian SDS (ver 4.2). Se
precipité el detergente presente en los extractos mediante el siguiente
tratamiento: a) se agregaron 450 pl de KCl1 100 mM a 50 pl de la muestra a
determinar.

b) después de 10’ a temperatura ambiente, se centrifugéd
durante 5’ en una microcentrifuga Eppendorf.

¢) se agregaron 100 ul de sobrenadante a 1 ml de reactivo de
Bradford y sc¢ leyé absorbancia a 595 nm, contra blanco de Iml reactivo de
Bradford + 100 pl de KCl 100mM. Se utilizaron BSA y ovoalbimina como
estdndares.
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iv) Las bandas de proteinas separadas por electroforesis en geles de
pliacrilamida (ver 6.1) fueron cuantificadas mediante elucién del colorante
unido y lectura de Aseo nm (Ball, 1986).

En todos los casos las mecdidas de absorbancia sc realizaron en un
espectrofotometro Beckman.

4.2 Interferencia del SDS en el ensayo de Bradford para la
cuantificacion de proteinas.

Ha sido descripto por otros autores (Kapp y Vinogradov, 1978) que el SDS
y otros detergentes interfieren en la medicion de proteinas por el método de
Bradford. En la tabla II. 1 se observa que la interferencia no se corrige por
simple sustraccién de la absorbancia de los blancos correspondientes, tal
como fue indicado inicialmente por Spector (1978). Esto sugiere una
interaccién del detergente con el colorante CBB. Este presenta en solucion
tres especies protonadas diferentemente: aniGnica, neutra y catibnica
(Compton y Jones, 1985). La abundancia relativa de estas especies es
dependiente del pH (figura I1.1). La longitud de onda de los maximos de
absorcion de estas especies son 3max = 595 nm, 650 nm y 480 nm,
respectivamente.

SDS (ug/ml)| BSA (0 pg) BSA (40 ug) | BSA (80 pg)

0 0 0.7 13
10 014 0.55 11
30 057 047 0.68
50 0.70 071 0.53

100 075 082 082
200 0.60 060 0.69

Tabla 11. 1 : Interferencia del SDS en el ensayo de Bradford. Se
midio la absorbancia a 595 nm contra blanco de reactivos.
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Se observa en la figura 112 que en presencia de SDS, el maximo de
absorcion a 650 nm, correspondiente a la forma neutra, aumento, en tanto
que la concentracion de las especies catiOnica y anidnica disminuyd. Esto
sugiere que el SDS desplazd el equilibrio entre las distintas especies al
estabilizar preferencialmente a la forma neutra, posiblemente por incluirla
en el entorno hidrofébico de la micela. En la figura I1.3 se cuantifica la
concentracion de las distintas especies en funcibn de la cantidad de
detergente. Es de hacer notar que incluso a bajas concentraciones de SDS
(0.001%) se obtienen valores de absorbancia a 595 nm (longitud de onda
empleada para determinar proteinas por el método de Bradford)
superiores a 0.1
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Figura 11.3: Interaccion del SDS con el reactivo de Bradlord. Absorbancia
contra blanco de reactivo a lres longitudes de onda: 480 nm (*®); 5395 nm (Q) y
720 nm (A); especies cationica, anionica y neulra, respectivamente.
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Estos resultados indican que la interferencia del SDS no se deberia sOlo a
la capacidad de formar micelas que ocultan las moléculas de proteina, sino
que también interaccionarfa con el colorante, desplazando el equilibrio a la
especie neutra. Un efecto similar ha sido descripto para detergentes no
inicos (Rosenthal y Koussale, 1983). La interaccion SDS-CBB, discutida en
detaile en Boccaccio y Quesada (1989b), permitié cuantificar el SDS con el
reactivo de Bradford por medicion de la absorbancia a 720 nm. Isto fue muy
atil para el estudio del comportamiento del SDS en columnas de afinidad
por quitina.

El ensayo de Bradford resulté aplicable en nuestros extractos previa
eliminacion del SDS con KCl 100 mM, tal como se detall6 anteriormente.

Otros métodos descriptos por otros autores (Kapp y Vinogradov, 1978)
para eliminar el SDS consisten en a) dialisis o electrodialisis; b) intercambio
ibnico. Los métodos basados en dialisis consumen mucho tiempo y dada la
relativamente alta concentracion micelar critica del SDS, no se logra
eliminar totalmente el detergente (Kapp y Vinogradov, 1978). La
eliminacién - del SDS en columnas de intercambio ibnico se realizan en
general en soluciones conteniendo alta concentracion de urea, lo cual trae
aparejado el inconveniente de la posterior eliminacion de la misma.

El método de eliminacion por precipitacion con KCl propuesto presenta
varias ventajas: i) es rdpido (menos de 15'); ii) no se producen pérdidas de
proteinas; iii) es aplicable a muestras pequefias, lo cual lo hace muy til para
la determinacién de proteinas por el ensayo de Bradford.

5. Anilisis de afinidad por quitina.
5.1 Columnas de afinidad de quitina.

Se utilizaron microcolumnas de 0.5 cm de didmetro en las cuales se
empaquetd quitina comercial previamente lavada con NaOH 1IN,
neutralizada con HCl 0.1 N y equilibrada en buffer Tris 5 mM pH 7.5. El
volimen ocupado por la quitina fue de aproximadamente 1-1.5 ml. Se
sembraron las muestras de proteinas (0.1-0.5 mg en 0.1 ml) en presencia o
ausencia de SDS y se mantuvo la columna cerrada a temperatura ambiente
durante 4 horas. Se lavéo con dos volumenes de columna de buffer Tris 5 mM
pH 7.5, y se eluyé con Tris 0.5 M pH 9. Como se indica en Resultados, se
incluyé o no SDS 0.1% en las soluciones de lavado y elucion. Luego se eluyd
con Tris 0.5 M pH 8.5 ureca 7M. Se recogicron fracciones de 0.2 ml en las
que se determind la concentracion de proteinas por el método de Bradford o
el método de Bradford modificado (ver 4.1) en los casos en que la
cromatogratia se dcesarrolld en presencia de SDS.
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5.2 Digestion de cuticulas con quitinasa.

Las cuticulas fueron extraidas exhaustivamente con SDS 1%, como sc
describi6 mas arriba. Luego se lavaron con abundante agua y se trataron
durante 16 hs a 25°C con | mg de quitinasa en 1 ml dc buffer (CaQ; 20 mM;
MgCla 1 mM; Na(CH3CO2) 100 mM., pH: 5). Después de la digestion se agregéd
SDS hasta 1% final y se extrajo durante 2 hs. Se separaron las cuticulas por
centrifugacién, las proteinas fueron precipitadas en TCA 10% y analizadas
en SDS-PAGE. Los sobrenadantes fueron neutralizados con NaOH, desalados
por pasaje a través de MB-3, liofilizados y analizados por cromatografia
ascendente en papel, usando Butanol-piridina-agua (4:3:4) como solvente
de desarrollo. Se detectaron compuestos que migraron como (NAcGlc).4.

6. Técnicas electroforéticas.
6.1 Electroforesis desnaturalizante.

Se realiz6 electroforesis en geles de poliacrilamida con el sistema
desnaturalizante de Laemmli (1970). Se utilizaron geles y mini-geles
verticales de 15cm x 13cm x 0.15¢cm y 50mm x 50mm x 0.5mm
respectivamente. En los primeros, el amperaje fue 20 mA para el gel
concentrador y 40 mA para el separador o 6 vatios (aproximadamente
10 mA) durante toda la noche. Los minigeles fueron desarrollados a
intensidad constante (10-25 mA) durante 0.5-2 hs.

Se utilizaron marcadores de peso molecular de Sigma o Pharmacia,
tratados con “craking buffer”. Los geles fueron tefiidos con Coomassie
Brillant Blue G o R y fotoduplicados utilizando papel Kodak positivo.

Para la deteccién de bandas radioactivas, se realizd autorradiografia o
fluorografia utilizando salicilato o PPO como fluorégrafos (Bonner y Laskey,
1974; Chamberlain, 1979).

6.2 Electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa.

Dado que se trabajaba con proteinas poco solubles, se ensayaron
distintas condiciones de transferencia para asegurar una total clucién de las
proteinas del gel. Esto se verificé por tincién del gel con CBB después de la
transferencia. Se  transfiricron las proteinas a hojas de nitrocelulosa
(Schleicher & Schiill, BA 85) en buffer 20 mM Tris, 150 mM glicina, 20%
(v/v) metanol en un aparato BioRad a 80 voltios durante 16 horas a 4 °C.
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En todos los casos se colocaron simultdneamente dos hojas de nitrocelulosa.
La mas préxima al gel fuc emplcada en la deteccién con sueros
("inmunoblotting”) o lectinas (“affinoblotting™) (ver 8.2.1 y 9.2) y Ila
siguiente fue tediida con tinta china (Hancock, 1983) y utilizada como
referencia para localizar proteinas y marcadores de peso molecular.

7. Radiomarcacién in vivo.
7.1 Microinyeccién.

Se microinyectaron pre-pupas y pupas de Ceratitis capitata siguiendo
la técnica de microinyeccién descripta por Wappner (1989) para el caso de
pre-pupas de Ceratitis . Se introdujo la aguja perforando el pupario y la
cuticula pupal hasta la parte anterior del insecto en el caso de las pre-pupas
(ver figura VI.1 en el capitulo VI) y sé6lo hasta la zona abdominal en el caso
de las pupas, para evitar danar las estructuras tordcicas en formacién. Se
utilizaron agujas de acero de 90 um de didmetro interno, adosadas a una
cinula de plastico la que a su vez va adosada a una jeringa tipo Hamilton de
0,5 ul. El dispositivo de inyeccién fue cedido generosamente por el Dr.
J.Nuiiez.

Se inyectaron entre 0.5-0.7 pl de solucién conteniendo el compuesto
radioactivo requerido. Se dejaron los insectos a 23 °C durante el tiempo
necesario y se procesaron inmediatamente o se congelaron a -20 °C.

7.2 Radiomarcacién in vivo seguida de “chase" in vitro .

Se radiomarcaron insectos por microinyeccién con [35S]-metionina
como se detalla mas arriba. Después del pulso se lavaron extensivamente,
se cortaron longitudinalmente y se sumergieron en medio de Grace (1962)
(0,2-0,5 ml) conteniendo L-metionina (10-25 mg/ml). Esto equivale a una
relacion molar metionina/[35S]-metionina entrel05 y 5x106. Se mantuvieron
los insectos a 23 ?C y a distintos tiempos de "chase” se congelaron a -20 °C.

Los insectos radiomarcados por pulso y "chase” fueron utilizados para
distintos andlisis. En todos los casos se midié la radioactividad inyectada e
incorporada a material prccipitablé' en TCA 10%. En los casos en que se
practicé inmunoprecipitaciéon, los animales fueron homogencizados previa
adicion de SDS, Nonidet P-40 y Tris pH 8.0 en cantidades suficientes para
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obtener las concentraciones requeridas en el buffer de lisis (ver 83.1).No se
agregd NaCl, dada la alta concentracién de sales en el medio de cultivo
(Grace, 1962).

8. Técnicas inmunoldgicas.
8.1 Preparaci()n de antisueros en conejos.

En todos los casos las proteinas fueron aisladas mediante
electroforesis preparativas en geles desnaturalizantes. Los porcentajes
de poliacrilamida se escogieron de acuerdo al peso molecular de las
proteinas a separar: 10% para PCG-100; 15% para LCPs y PS-44; 17.5% para
PMP.

Después de la electroforesis se cortaron tiras del gel, se tifieron con
CBB y se usaron como guias para cortar las bandas correspondiente a la
proteina requerida. En algunos casos, se tiii6 totalmente el gel con CBBR 250
0.3% en agua. El fragmento de gel conteniendo la proteina se molié
finamente en un mortero enfriado con nitrégeno liquido, se emulsioné con
Iml de coadyuvante completo de Freund y se inyecté subcutaneamente en
el dorso del animal. A los 15 dias se inyect6 un refuerzo de proteina y
coadyuvante incompleto. Se utilizaron aproximadamente 400 ug de
proteina en cada inyeccién. La respuesta inmune fue seguida tomando
periédicamente muestras de suero y ensayidndolo por la técnica de "dot
blot". Cuando el titulo resulté bajo, se aplicaron nuevos refuerzos. Dos
semanas después de la ultima inyecciébn se sangraron los conejos por
puncion cardiaca. Después de la coagulacién, el suero se separé por
centrifugaciéon a 1000 x g y se guardé en alicuotas a -70 °C.

8.2 Revelado de membranas de nitrocelulosa con antisueros.
8.2.1 "Inmunoblotting".

Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente con agitacion
constante. Después de la electrotransferencia o siembra en un aparato
comercial (técnica de “dot-blot™), los filtros de nitrocelulosa fueron secados
‘a temperatura ambiente y bloqueados con seroalbimina bovina (BSA) 3%
en buffer Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM (TBS-BSA) durante 30 minutos.
Las membranas fueron incubadas durante 2 horas con el antisuero diluido
convenientemente en TBS-BSA. Después de la incubacion, los filtros fueron
enjuagados dos veces con TBS y luego lavados durante 15 minutos con TBS.
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Se trataron con ['251]-proteina A (0.5-2 105 cpm/ml) durante una hora. Se
lavaron con TBS como antes y se rcaliz6 un lavado adicional con 0.1%
Nonidet P-40 en TBS durante cxactamente 10 minutos. Se enjuagaron los
filtros en TBS y se dcjaron secar ligeramente sobre papel de filtro. Se
rcaliz6 autorradiografia con placas Kodak X-OMAT K.

8.2.2 Cuantificacion de PCG-100 por “inmunoblotting”.

Después de la autorradiografia se corté la nitrocelulosa y se midié la
radioactividad de 1251 en los fragmentos (0.5 x I c¢m) en un contador
Beckman y-4000. La linealidad se mantuvo hasta por lo menos 20 pg de
PCG-100 por carril. Los experimentos mostrados aqui resultaron por debajo
de este valor, es decir que las cpm medidas fueron linealmente
proporcionales a la cantidad de PCG-100 presente en las muestras.

8.3 Inmunoprecipitacién.
8.3.1 A partir de extractos proteicos totales.

Las caracteristicas de solubilidad y la capacidad de extracién de las
proteinas cuticulares fueron tenidas en cuenta en la eleccién del buffer y
condiciones empleadas (ver capitulo VI, 41). Los insectos fueron homo-
geneizados individualmente en 0.5 ml de buffer de lisis (Tris 50 mM pH 8;
NaCl 150 mM; Nonidet P-40 0.5 %; SDS 1%). Como se detalla mas adelante,
este buffer resultd eficaz para extraer cuantitativamente PCG-100 después
de 2 hs a 4 °C. Los homogenatos se centrifugaron durante 10 minutos a
10000 rpm. Se clarificaron los extractos obtenidos mediante el agregado de
50 ul de proteina A-Sefarosa, agitacién durante -30' y centrifugacién a
10000 rpm. Luego se incubé con 40 pl de suero/ 400 pl extracto durante
una hora a O °C. Los inmunocomplejos se precipitaron con proteina A-
Sefarosa (30-40 min a 0 °C, con agitacién).

Los lavados y la elucién fueron realizados segun el tipo de anélisis a
realizar posteriormente:

a) se lavaron los precipitados tres veces con 1 ml de buffer de lisis
conteniendo Img/ml de seroalbamina bovina y dos veces con lml de buffer
de lisis. Se extrajo dos veces con SO pl de “cracking buffer” (Laemli, 1970) a
100 °C y se sometié a electroforesis.
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b) para la purificacion de PCG-100 seguida de analisis de
monosacéridos, la proteina A-Sefarosa fue colocada en una microcolumna y
se procedié al lavado con buffer de lisis conteniendo BSA Img/ml; y luego
buffer de lisis hasta que la radioactividad eluida alcanzdé valores constantes

(ver figura 11.4). Luego se lavd con agua y se procedié a la elucion con 7M
urca 0.01 M HCL

400 '

Figura II.4: Se cargé
una microcolumna con
Proteina A-Sefarosa en
la cual previamente se
inmunoadsorbié PCG-
100 radiomarcada
con 2[3H]-manosa. Se
realizaron los lavados y
la elucibn como se
indica en el texto y se
0 midié6 la radioactividad
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8.3.2 A partir de extractos de proteinas cuticulares.

Después de la radiomarcacién, se disecaron las cuticulas y se
extrajeron las proteinas en SDS1% como se indic6 mas arriba. Se agregé BSA
(0.5 mg) y se precipitaron las proteinas mediante el 'agfcgado de
cloroformo/metanol (1:2). El precipitado se disolvié en 0.5 ml de buffer de
lisis y se procedié a la incubacién con antisuero como se detalla en 8.3.1.

9. Andlisis de glicoproteinas.
9.1 Tincién de acido peryédico-reactivo de Schiff (PAS).

Se empled la técnica descripta por Fairbanks et al. (1971) con algunas
modificaciones. Después de la electroforesis, se fijaron las proteinas en
metanol-acido acético-agua (40:7:53) durante 4-16 hs. Se mantuvo el gel
durante 2 6 3 hs en acido peryddico 0.7%, acido acético 5%. Se incubdl hora
con arsenito de sodio 0.5% en acido acético 5% y luego dos veces durante 20
min con arsenito de sodio 0.1% acido acético 5%. Se lavé con éacido acético 5%
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(10-20 min). Se incubd durante 2-16 hs con el reactivo de Schiff preparado
como se¢ indica a continuacién y se lavé con Na2S20s5 0.5% en HCI 10 mM.

Preparacién del reactivo de Schiff: Se disolvieron S5g de fucsina basica
en | litro de agua. Se agregaron 100 ml de HCI IN y 8.5g de Na3S205 y se
trat6 con carbon activado durantc una hora. Se guardé a 4 °C en botclla
oscura.

9.2 Union de concanavalina A en membranas de nitrocelulosa.

Se utiliz6 el método descripto por Faye y Chrispeels (1985). Se
electrotransfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (ver
6.2) y se fijaron en 4cido acético-isopropanol-agua (10:25:65). Las
nitrocelulosas fueron usadas inmediatamente, o se guardaron en la solucién
de fijacién o secas. Se bloque6 durante una hora con BSA 3%en NaCl 05 M,
Tris 20 mM pH 7.4. Faye y Chrispeels (1985) indican gelatina como agente
bloqueante. En nuestro caso, ésta di6 mucho mas seiial de fondo que la BSA.
Se incubé durante una hora con Concanavalina A (25 mg/ml) en NaCl
0.5M, Tris 20 mM pH 74, BSA 1%, CaCl2 1 mM, MnCl; ImM. Se lav6 cuatro
veces durante 15 min en NaCl 0.5M, Tris 20 mM pH 7.4, Tween-20 0.1%,
CaCl 1 mM, MnCl; ImM. Se incub6 durante una hora con 50 pg/ml de
peroxidasa Sigma tipo V disuelta en NaCl 0.5 M, Tris 20 mM pH 7.4, BSA 1%,
CaClp | mM, MnCl; ImM y se repitieron los lavados. Se revelé la
peroxidasa unida con 60 mg de 4Cl-1-naftol, previamente disueltos en
2 ml de metanol, y 100 ul de H202 en 100 ml de NaCl 0.5M, Tris 20 mM pH 74.
Las bandas se hicieron visibles en 5 min. La reaccién se detuvo lavando
con abundante agua. Se fotografi6 inmediatamente y se guardé en la
oscuridad.

Para evaluar la unién inespecifica se realiz6 la incubacién con Con A y
los lavados siguientes en presencia de metil-a-D-manésido 200 mM y luego
se procedié como se indicé.

9.3 Determinaciéon de azicares en proteinas.

Se realiz6 por el método del fenol-dcido sulfirico (Dubois et al., 1956).
Se determind el contenido de azacares en la ovolabimina, utilizando
manosa como estiandar (ver figura 11.5). Se calculd un promedio de 7
residuos de¢e manosa por molécula de ovoalbumina. Esto concuerda muy bien
con el valor esperado para 2 oligosacaridos de alta manosa. Se comprobd
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también que la presencia de 400 pg de BSA (proteina no glicosilada)
produjo una absorbancia menor de 0,05. Es decir, las cadenas polipeptidicas
no interfirieron en la determinacion de azicares por este método.

1.0 v Y e Figura 11.5: Deter-

s minacién del contenido de

£ B aziicares en ovoalbimina
= 5 4" por el método del fenol-4cido
& o5}t 27 . sulfarico. Los volimenes de
i //’ los reactivos indicados
<< - (Dubois et al.,, 1956) fueron
/9’ reducidos a la mitad. Se

002 i . midié A490nm en un”

0.0 0.05 0.10 espectrofotometro Beckman.
(--0--) manosa; (--°*--)
p.moles ovoalbimina.

9.4 Obtencién de monosaciaridos de PCG-100.

Se purific6 PCG-100 radiomarcada in vivo por inmunoprecipitacién
(ver 8.3). Se digiri6 la muestra proteica con proteasa Sigma tipo XIV,
previamente tratada durante una hora a 55 °C, en buffer Tris 100 mM, pH 8.
La digestion se realiz6 durante 16-24 hs, con una concentracién de proteasa
aproximada de 4 mg/ml. Después de la incubacién se mantuvo a 100 °C
durante 10 minutos y se centrifugé a 10000 x g. El sobrenadante se liofiliz
y redisolvié en 100 pl de agua. Se pasé por una columna de Biogel P2 para
desalar. La fraccién conteniendo radioactividad (ver figura II.6) se liofiliz6
y redisolvié en 200 ul de HCl IN. La hidrélisis fue llevada a cabo durante 4
hs a 100 °C. Después de evaporar con corriente de nitrégeno a temperatura
ambiente, se disolvieron los azicares en agua y se someti6 a anélisis
cromatografico.
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Figura [I1.6: Columna
de Biogel P2. Después
de 1la hidrdlisis 4cida

)

+ 100

~ (ver texto) se pasOé por

& Biogel P2. Se midi6 la

& absorbancia a 280 nm y
0 la radioactividad por
0 10 20 centelleo liquido.

n2 de fraccidén

9.5 Cromatografia en papel.

Los hidratos de carbono fueron analizados por cromatografia
descendente en papel Whatman 1, con los siguientes solventes de
desarrollo:

BUPI 1033: butanol/piridina/agua (10:3:3).

BUPI 434: butanol/piridina/agua (4:3:4).

ISACH: isopropanol/acido acético/agua (27:4:9).

Ol 38: etanol/acido acético/IM acetato de amonio (75:26:4).

La radioactividad fue detectada en un “scanner” o cortando el papel
en fragmentos de 0.5-1 cm y contando en un centelleador, utilizando el
liquido de Bray como centelleador.

Los estiandares, no radioactivos, fueron revelados por reduccién de
AgNO3; en medio alcalino.

10. Otros.
10.1 Preparacion de Aacidos nucleicos.
10.1.1 RNA.

Se trabajé con material de vidrio tratado con dietilpirocarbonato
(DEPC) como se describe en Maniatis et al. (1982). Todas las soluciones que
no contienen aminas primarias fueron también tratadas con DEPC 0.1% vy
luego autoclavadas. =

Se molieron los insectos finamente en un mortero enfriando con
nitrégeno liquido. Se homogeneizé en buffer Tris 50 mM pH 7.6, Nad 100 mM,
EDTA 10 mM, SDS 0.5%, 2-mercaptoetanol 15 mM. Se utilizaron
aproximadamente 6 ml de buffer por cada gramo de insectos. Se procedidé a
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la extraccién con fenol-cloroformo y luego se precipit6 en acetato de
sodio 150 mM mecdiante el agregado de 2.5 volimencs de ctanol. Después
de redisolver el precipitado en agua, se agregd igual volimen de una
solucién conteniendo LiCl 4M y EDTA 10 mM. Sc dejé en hielo durante dos
horas y se centrifug6 a 8000 rpm. De este modo sc elimina gran parte del
tRNA, DNA y polisacéridos presentes.

10.1.2 RNA poliA*.

Se desnaturaliz6 el RNA (Smg) por calentamiento a 65 °C durante 5
min y enfriamiento ripido en buffer Hepes /NaOH 10 mM pH 7.6, EDTA 1
mM, SDS 0.1%, LiCl 4 M y se pas6 por una columna conteniendo 300 mg
(apréximadamente | ml) de oligo dT-celulosa. Se recogié el eluido, se
mantuvo a 65 °C.durante 5 min y se volvié a pasar por la columna. Esto se
repitioé dos veces méas. Luego se lavé la columna con cinco volimenes del
mismo buffer, verificindose que la A260 nm fue cercana a cero. Se pasaron 4
volimenes de buffer Hepes/NaOH 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM, SDS 0.1%,
LiCl 0.1 M y se eluy6 con el mismo buffer sin LiCl, calentado a 45-50
¢C. Se juntaron las fracciones correspondientes al RNA poliA+ detectado por
mediciéon de la A260nm-

10.1.3 DNA.

Se molieron los insectos (1 gramo) finamente en un mortero enfriando
con nitrégeno liquido y luego se homogeneizaron en 30 ml de buffer
Tris 100 mM pH 7.6, sacarosa 0.32 M, CaCl; 5 mM, KCI 50 mM, Tritén X-100
1%. Se filtr6 a través de cuatro capas de tela de quesero y luego a través de
una malla de nylon (0.2 mm). Se centrifugé a 2000 x g durante 5 min. El
precipitado nuclear fue resuspendido en 5 ml del mismo buffer utilizado en
la homogeneizacién y centrifugado nuevamente. Para el caso de Ceratitis
capitata, fue necesario lavar bien el precipitado de nicleos antes de
proceder a la digestiébn con proteinasa. Esto disminuy6 la cantidad de lipidos
que, de otro modo, hubicran dificultado la disgregacion del- precipitado. Se
tesuspendi6 en 5 ml de NaCl 75 mM, EDTA 25 mM, se agregdé SDS
lentamente, hasta 1% final y se digiri6 durante 1-2 horas a 37 °C con 50
ug/inl de proteinasa K previamente incubada a 37 °C durante 15 min.
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Luego se cxtrajo con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se precipité
mcdiante el agregado de 2 volimcnes de ctanol. Sc¢ resuspendié en TE (Tris
10 mM pH 8, EDTA ImM) y sc¢ incubé6 durantc una hora con RNAsa
pancrcéitica. Se extrajo nuevamente con fenol-cloroformo y se precipité en
etanol.

10.2 Anilisis con sondas de DNA.

Los 4cidos nucleicos fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa BA 85 Schleicher & Schiill por las técnicas de "Northen" y
"Southern” descriptas por Maniatis et al. (1982). Las sondas fueron
radiomarcadas con [a-32P]JdCTP por "nick traslation” utilizando el Nick
Translation Kit de BRL, gentilmente cedido por el Dr. C. A. Frash. Se
purificaron por centrifugacién suave a través de Sephadex G-50, como se
describe (Maniatis et al., 1982).

Las incubaciones con las sondas radiomarcadas fueron realizadas en
SSC 5x; formamida 50%; Tris pH 7.5 50 mM; Denhardt 10x; EDTA 1 mM; DNA
de esperma de salmén 50-100 pg/ml, durante 16 hs a 37 °C. Los lavados
fueron realizados en SDS 0.1%, SSC 0.5-2x, segin se indique, a 45-48 °C.
Se secaron ligeramente las membranas de nitrocelulosa y se realizé
autorradiografia a -70 2C con pantallas intensificadoras.



III. Proteinas cuticulares durante el
desarrollo de Ceratitis capitata.

Situado en alguna nebulosa lejana

hago lo que hago
para que el universal equilibrio del que soy parte
no pierda el equilibrio.

Antonio Porchia. Foces, 1943.

En este capitulo se describe el sistema experimental, se
estudian las proteinas cuticulares de los distintos estadios de
Ceratitls caprtata y se presentan las proteinas adoptadas
como modelo de estudio: PCG-100, PS-44.

Se analizan en detalle las propiedades de solubilidad y
afinidad por quitina de estas proteinas.
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Resultados.
1. El ciclo de vida de Ceratitis capitata.

Como en otros diptcros ciclorrafos, en Ceratitis capitata existen tres
estadios larvales. scguidos dc dos cstadios que se desarrollan dentro del
pupario: pupa y adulto farado. La figura lll.1 esquematiza el ciclo dc vida
de esta mosca a 23 °C. Este no ha sido descripto en detalle con antecrioridad

a nuestros estudios (Rabossi et al., manuscripto en prep.; Rabossi et al.,
1991).

pupariacion
0 40h 6d 12d
B PRE:(::hvrbial i f DADULTY:
EMBRION| L1 | L1l | LARVAIN |yl PUPA::  RRRADG: 1| ADULTO
0 54h 4d 7d 13d 25d

Figura IIL.1: Ciclo de vida de Ceratitis capitata. La duracién de cada
estadio en horas es vilida en las condiciones de cultivo indicadas en
Materiales y Métodos.

El ciclo de vida descripto corresponde a las condiciones de cultivo
indicadas (23 °C, 55-80% humedad relativa, ciclo luz/oscuridad 16h/8hs).
En otras condiciones, los estadios tienen distinta duracién.

Estadios larvales: En el laboratorio, al finalizar el estadio
embrionario, la larva de primer estadio eclosiona y se sumerge en el medio
alimenticio dentro del cual se desarrollan todos los estadios larvales. La
primer muda se produce aproximadamente dos dias después de la eclosion
y la transicion entre el segundo y tercer estadio larval, alrededor del
quinto dia. Al final del tercer estadio larval, la larva deja de alimentarse;
finalmente, el undécimo dia emerge y se aleja del alimento mediante saltos
hasta alcanzar un sustrato seco en donde permanecerd hasta la eclosién del
adulto. Como se indic6 en Materiales y Métodos, en los cultivos mantenidos
en el laboratorio, ¢l sustrato seco es arena.
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Pupariacion: Unas ocho horas después de haber abandonado el
medio himedo decl alimento, la larva se inmoviliza definitivamente y
adopta una forma ovoidc, marcando el inicio de la pupariacion. Durante
estc proceso la cuticula larval, transparente y flexible, se tanifica (colorca)
y esclcrotiza convirtiéndose en una cépsula oscura y rigida: el pupario. En
¢l momento de la inmovilizacién la cuticula es todavia incolora (Pupario
Blanco) y poco después inicia su coloracién hasta alcanzar, a las 16 hs, su
color marrén rojizo definitivo (Rabossi et al. 1991). La ex-cuticula larval asi
transformada tiene ahora una nueva funcidn: la de proteger y aislar del
medio ambiente al insecto durante el periodo de metamorfosis.

A lo largo de los estudios realizados, hemos observado que el
momento de la inmovilizacién definitiva, es decir, cuando no se produce
respuesta frente a estimulos- mecdnicos, es un excelente criterio para la
sincronizacion de cultivos y -por tanto- del ciclo de vida. Se verd mais
adelante que en individuos sincronizados de esta manera, los cambios
morfolégicos y bioquimicos que tienen lugar durante las etapas siguientes
del desarrollo resultan perfectamente sincrénicos. Arbitrariamente
definimos como "tiempo cero” de la metamorfosis el inicio de la pupariacién
(pupario blanco o larva inmévil) (Rabossi et al., 1991).

Pupaciéon: Una vez inmovilizada definitivamente la larva, comienza
la etapa pre-pupal. Durante este periodo se produce una serie de eventos
que culminard con una reorganizacion tisular que conduce a la aparicién de
los esbozos estructurales del adulto. Las nuevas estructuras son producto
de la diferenciacién de las células de discos imaginales (ver Introduccién).
A las 20.5 hs se observé la formacién de una burbuja abdominal, lo cual
indicaria que la apdélisis tiene lugar en ese momento (Ashburner, 1989). De
acuerdo a muchos autores, la apoélisis marcaria el inicio de la pupacién. A
las 40 hs se observa la morfologia correspondiente a la pupa temprana: la
cabeza y los apéndices no estdn evertidos aun y sélo la parte posterior del
térax es visible. Entre las 46-48 hs se produce la eversion de la cabeza y
miembros tordcicos y a las 72 hs se alcanzan las proporciones definitivas
de la cabeza, térax y abdomen (Rabossi et al.,, 1991).
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Adulto farado e imago: Al sexto dia desde la iniciacién de la
pupariacién se¢ produce la transicién pupa-adulto farado (no emcrgido). Las
cstructuras propias del adulto sc completan en los dias siguicntes y al final
del ecstadio el adulto no cmergido sc ecncuentra rodeado por las cuticulas
pupal y larval, esta dltima convertida en pupario. Hacia el dia 12 se
produce la emergencia y cuatro o cinco dias después sc alcanza la madurcz
sexual.

A temperaturas menores, el ciclo de vida se alargé y el adulto alcanzé
la madurez sexual mas tarde. La humedad relativa tuvo influencia en la
duracién del periodo transcurrido entre el primer salto de la larva III y la
inmovilizacién: la pupariacién se vié retardada cuando las larvas fueron
mantenidas en atmésferas mas humedas. En todos los experimentos
mostrados en esta tesis, las edades se refieren al ciclo de vida estindar a
23 °C indicado en la figura III.1.

Para los estadios que se desarrollan dentro del pupario (pre-pupa,
pupa y adulto farado), fué posible determinar la edad con precisién por
observacién de la morfologia (Rabossi et al., manuscripto en prep.). A lo
largo de los estudios realizados, se hizo evidente que ciertos eventos
bioquimicos, los cuales se describen mas adelante, tienen lugar en
determinados momentos y ésto ocurre con gran precisién, de modo que
resultan buenos marcadores de la edad fisiolégica. Se estableci6 la
correlaciéon (por los criterios morfolégicos y bioquimicos mencionados)
entre las edades de cultivos mantenidos a distintas temperaturas. La figura
I11.2 muestra la correlacion de los tiempos de eventos fisioldgicos a 21 °C y
a 23 °C.

A 21 °C, transcurren 17 dias desde la pupariacién hasta la
emergencia. Se¢ observa en la figura II1.2 que el estadio pupal resulté mas
sensible a los cambios en la temperatura, alargdndose notablemente entre
el tercer y quinto dia, en tanto que el adulto no emergido parecid
desarrollarse a la misma velocidad que a 23 °C.
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Adulto farado

Tiempo de desarrollo
°®C (d

Tiempo de desarrollo a 21 °C (dias)

Figura IIl.2: Se correlacionaron los tiempos
transcurridos desde el inicio de la pupariaciéon a 23 2C con
los tiempos transcurridos a 21 °C para la ocurrencia de los
eventos morfolégicos (apariciéon y/o pigmentacién de
estructuras) y bioquimicos mencionados en el texto.

2. Preparacion masiva de proteinas cuticulares de Ceratitis
capitata.
2.1 Obtencién en masa de cuticulas de distintos estadios.

Larvales: Las cuticulas larvales fueron aisladas como se describe en
Materiales y Métodos (ver 2.1.1, pégina 31).

Pupales y de adultos farados: En la figura III.3 se esquematiza el
procedimiento descripto en Materiales y Métodos para la obtencién en
masa de cuticulas de los estadios que se desarrollan dentro del pupario
(pupa y adulto farado).




Protefnas cuticulares

durante el desarrollo 53

Pupas o adultos farados
de Ceratits capitata

- homogeinizacidn en solucién de Ringer
(PMSF, BHT, PTU)*

- filtracidn (400 p.m)

- lavados en agua deionizada

cuticulas: preparacion cruda

- homogeinizacién en buffer Tris 5 mM pH 7
NaCl 0.5M (PMSF, BHT, PTU)*

- filtracidén (400 p.m)

- lavados en agua deionizada

cuticulas pupales + puparios

..........

flotacién en NaC1 9.5 % * *

v

v

Superficie: Fondo:
cuticulas puparios
pupales

flotacién en NaCl 9.5-10 @ * *|

v

Superficie:

v

Fondo:

puparios

Figura II1.3: Esquema de¢ obtencidn de cuticulas de pupas o adultos farados

de Cerutitis capitata

(ver texto).
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La presencia del antioxidante (BHT) butil-hidroxi-tolueno 1-2 mM y
del inhibidor de tirosinasas feniltiourea (PTU) 5 mM constituyé un
requerimiento absoluto durante todos los pasos de la preparacion (ver
figura II1.3, *).

La concentraciéon de NaCl necesaria para la flotacion de las cuticulas
no tanificadas resulté distinta para el caso de las cuticulas pupales y de
adulto farado de Ceratitis (ver figura III.3, *#), no resultando suficiente
NaCl 85% como en el caso de Drosophila. Esto indicaria que las
cuticulas tienen distintas densidades, lo cual puede deberse a una
distinta relacién [lipido]/ [proteina]/ [quitina].

Las cuticulas obtenidas resultaron libres de material celular
contaminante al ser observadas al microscopio Optico. Se observé la
presencia de cerdas, pelos de revestimiento y ojos pigmentados en las
preparaciones de adulto farado. Las cuticulas pupales, por el contrario,
resultaron incoloras y transparentes.

2.2 Extracciéon de proteinas cuticulares.

\9

Figura 111.4: Se
extrajeron cuticulas de
1 adulto farado aisladas en
masa en SDS 1% a 4 ¢C. A
los tiempos indicados, se
. determind la concen-
tracién de proteina en los
extractos por el método de
Bradford modificado des-
cripto  en Materiales y
Métodos, usando BSA
L L L 7 — L como estidndar.

0' 30' 60 48 hs

tiempo de extraccion

Proteina (mg/ml)
—

o)
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Las cuticulas fueron extraidas en SDS 1% a 4 °C. Como se observa en
la figura II1.4, la cantidad dc proteina liberada después dc 1.25 hs dec
extraccion rcsult6 comparable a la cantidad extraida a las 48 horas. Los
extractos analizados en SDS-PAGE presentaron el mismo patron dc
protcinas para todos los tiecmpos dc extraccidn (no mostrado). Tampoco sc
observaron diferencias en el tipo o cantidad de protcina extraida a
distintas temperaturas. En los cxperimentos que se¢ muestran aqui. la
extraccion se realiz6 a 4 ?C durante 2 horas o toda la noche.

Después de separar las cuticulas por centrifugacién a 10000 x g, se
observé la presencia de material menos denso en la superficie. La
abundancia de este material, aparentemente lipidico, parecié6 depender de
las condiciones en las que se realiz6 la extracci6én; siendo mis abundante en
extracciones prolongadas o realizadas a temperatura ambiente. Como se
describe en Materiales y Métodos, después de la extraccion en SDS 1%, se
precipitaron las proteinas mediante el agregado de acetona. La presencia
de lipidos en los extractos dificulté la redisolucién del precipitado en SDS
1%. Se vera mas adelante que las proteinas cuticulares pupales de Ceratitis
capitata presentan distintas propiedades de solubilidad, siendo maés
insolubles las de mayor peso molecular. Por lo tanto, es posible que la
composicién proteica de los extractos se viera alterada después de la
precipitaciéon con acetona y re-extraccion del precipitado con SDS 1%. En
algunos casos se omitié la precipitacién con acetona, y cuando fué

necesario, las proteinas fueron deslipidificadas por precipitacion en CI3CH-
MeOH (1:2).

3.Perfil electroforético de proteinas cuticulares duranteel desarrolla
3.1 Andlisis de los distintos estadios.

Se obtuvieron en forma masiva proteinas cuticulares de larvas de
tercer estadio, de pupas y de adultos farados de distintas edades.
Claramente, el perfil electroforético (ver figura 111.5) de las proteinas
larvales (L) resulté distinto al de proteinas correspondientes a los estadios
que se desarrollan dentro del pupario (P2-Pjpg).
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Dada la insolubilidad de las proteinas cuticulares (ver 5.4) éstas no
presentan buena resolucion en geles nativos (ver Discusién); por lo
que en la mayoria de los estudios se utilizaron geles
monodimensionales desnaturalizantes en SDS. En algunos casos se
emplearon geles bidimensionales utilizando el sistema descripto por
Macfarlane (1989), en BAC-16 (detergente catioénico)/SDS (detergente
aniénico) (no mostrado) .

Figura IILS: Proteinas cuticulares en Ceratitis capitata. Se
prepararon masivamente proteinas cuticulares de un cultivo de
larvas de tercer estadio (L). Otro cultivo fue sincronizado en el
momeénto del salto y se prepararon masivamente proteinas
cuticulares a los 2, 4, 6, 8 y 10 dias (P2-Pyp).

Las proteinas larvales resultaron de menor peso molecular y fue
menor el nimero de bandas en este estadio en comparacién con los
estadios siguientes. Al comienzo del estadio pupal (P2) aparecié un nuevo
patron de proteinas, permaneciendo hasta el sexto dia, momento en el cual
fue remplazado por un nuevo perfil electroforético (Pg en la figura IILS).
Estos dos ultimos patrones son de mayor complejidad en cuanto al ndmero

de bandas que el estadio L III, y presentan proteinas de mayor peso
molecular.
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Como se verd mais adelante. existe una estricta correlacion entre los
cambios en el perfil clectroforético y los cambios morfoldgicos que se
producen durantc la mctamorfosis. El cambio de composicion proteica
entre ¢l sexto y el octavo dia corresponde a la transicibn pupa-aduito
farado. El patrén dc protcinas Pg y Pro en la figura II1.5 sc compara muy
bicn con el patrén de protcinas dc adultos emecrgidos (no mostrado)

Los estadios larvales I y II presentaron un perfil dc proteinas
cuticulares iguales entrec si y distinto del correspondiente al tercer estadio
larval (ver figura II1.6).

LI LIT LTI

Figura 111.6: Se
disecaron individualmente R
(ver Materiales y Métodos) R " —29kD

cuticulas de 40 larvas de

primer estadio, 10 larvas de _* w.a —20kD
segundo estadio y una - )

larva de tercer estadio. Se :

extrajeron las proteinas en — 14 kD

SDS 1% y se analizaron en
mini-PAGE-SDS 15 %.

3.2 Perfil de proteinas larvales (LCP), pupales (PCP) y de adulto

(ACP)- de Ceratitis capitata.

De acuerdo a la nomenclatura utilizada en la bibliografia (Chihara et
al.,1982; Skelly y Howells, 1988), las proteinas cuticulares larvales de
tercer estadio se denominaron LCP; las pupales, PCP y las de adulto, ACP.
En la figura II.7 s¢ muestran los perfiles electroforéticos en condiciones
desnaturalizantes de LCP, PCP y ACP de Ceratitis capitata. Los numeros
indican los pesos moleculares aparentes en SDS-PAGE. También sc indica si
se trata o no de glicoproteinas, segin fue establecido por distintos métodos.
(Los estudios realizados respecto al grado y tipo de glicosilacion se detallan
en ¢l capitulo VII). De este modo, por ejemplo, LCP-28 indica Proteina
Cuticular Larval de peso molecular aparente 28 kD; PCG-100 significa
Glicoproteina Cuticular Pupal de peso molecular aparente 100 kD, etc.
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LCP PCP. ACP
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PCG-100 —_ :
PCG-94 —._ e
pco_87 L o /— Acp'73
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Figura IIL.7: Perfiles electroforéticos en SDS-PAGE
125% de LCP, PCP y ACP de Ceratitis capitata. La
nomenclatura se explica en el texto.

3.3 Proteinas cuticulares de larvas de tercer estadio tardio.

Se analizaron las LCP durante los iltimos momentos del estadio
larval. No se detectaron cambios en el perfil electroforético durante los tres
dias previos a la inmovilizacion (no mostrado). En la figura III.8 se observa
que al final del estadio, en el momento del salto, aparecié una nueva
proteina en el perfil electroforético: PS-44 (Proteina de larva de Salto de
44 kD). Esta estd presente también en el “pupario blanco” (ver figura
II1.8). Sin embargo, como se verd mdas adelante, criterios inmunoldgicos
y otros parecen indicar que PS-44 no seria de origen cuticular.

Figura 111.8: Se ana-

lizaron en SDS-PAGE 15% LLS PO
preparaciones masivas 94 KD e

de proteinas de cuticula de

Larva III (L), Larva de 67 kD

saltc (Ls) Pupari
;Tan:t) (l';). ! i 45 kD —— = -— - PS-44

30kD— = @

&
20 kD — -! _
4D — =%

A
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3.4 Proteinas cuticulares durante la metamorfosis.

4.1 Perfil electroforético y cambios morfolégicos.

Se analizaron las proteinas cuticulares durantc la mctamorfosis
mcdiante discccion de pupas y adultos farados de distintas edades,
cxtraccion dc las proteinas dc las cuticulas individualcs y separacion cn
geles de poliacrilamida. Los cambios en el perfil clectroforético fucron
corrclacionados con los cambios morfolégicos observados durante la
pupacién y metamorfosis de Ceratitis capitata , los cuales fueron
simultaneamente estudiados en nuestro laboratorio (Rabossi et al.l991;
Rabossi et al, manuscripto en prep.). La figura III.9 muestra claramente que
el patréon de PCP no permaneci6é constante durante el estadio pupal (40 hs-
7 dias). Al comienzo del estadio se detectaron algunas proteinas
minoritarias que desaparecieron del perfil electroforético pocas horas
después (48 hs) y que no estin presentes en las preparaciones masivas. A
40 hs la cuticula es muy fragil y delgada y resulta dificil limpiarla
completamente de los tejidos internos. Es probable que proteinas
observadas a las 40 hs provengan de este material. Por otra parte, estas
proteinas no parecen ser sintetizadas en ese momento, a juzgar por la falta
de incorporacién de [35S]-metionina (ver péaginas 124 -126).

La “aparicién” de PCG-100 en el perfil electroforético se produjo
siempre en el momento en que se observé la eversibn de la cabeza (48 hs
en la figura 1I1.9). En las horas siguientes (3 y 4 dias), la cantidad de PCG-
100 extraida aument6 y se detectaron algunas de las proteinas de menor
peso molecular (PCP-34, PCP-29).

Hacia el fin del estadio pupal (6to y 7mo dias), las PCP
“desaparecieron” gradualmente del perfil electroforético y fueron luego
reemplazadas por las ACP (9-12 dias). En ese momento, hacia el 6to dia, los
ojos adquirieron un color anaranjado ("buff”) y fue posible distinguir los
ocelos (7mo dia en la figura I11.9). Hacia el noveno dia se distinguen un par
de manchas toracicas y las vibrisas orales. En los dias siguientes, el
patrén de ACP se completd (11 y 12 dias) y se alcanzé la morfologia
del adulto farado, es decir el imago antes de la emergencia (Rabossi, 1991).

Se comprobd siempre la correlacién indicada en la figura 1119 a lo
largo de los estudios realizados (se hicieron numerosas observaciones). Esto
también fue valido en cultivos mantenidos a distintas temperaturas, los
cuales presentaron estadios de distinta duraciéon (ver 1, pagina 51).
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Figura I11.9: Se analizaron ¢n SDS-PAGE las proteinas extraidas de
cuticulas individuales a distintos tiempos después de la pupariacién., Las
observaciones mortoldgicas ftueron realizadas por Alejandro  Rabossi,
como se¢ describe (Rabossi et al,, 1991).
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3.4.2 Acumulacion de PCP en la cuticula durante la metamorfosis.

Como se vi6 mas arriba, las PCP aparecen en la cuticula pupal en
formaciéon al comienzo del estadio, aumentan en cantidad en los dias
siguientes y desaparecen hacia el séptimo dia. La figura III.10 muestra la
acumulacion de PCG-100 medida por cuantificacion en SDS-PAGE (ver
Materiales y M¢é€todos). Se observa que la cantidad de proteina en la
cuticula aumentdé desde las 40 hs, hasta alcanzar el valor maximo a las 72
hs y luego permaneci6 constante durante varios dias. Hacia el séptimo dia,
la cantidad de PCG-100 extraida disminuyé notablemente. En este
momento se produjo la muda; el adulto farado se encuentra recubierto por
una nueva cuticula y la cuticula pupal, ya desprendida, present6 el aspecto
de una pelicula delgada y transparente. Cuando 10 de estas cuticulas
pupales fueron extraidas exhaustivamente en SDS 2% a 65 °C, no se obtuvo
proteina en los extractos.

g 031 .
A
<
s 0.27 g
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! ;
o
2
< 0.0 - ! -

0 2 4 6 8 10 12
dias desde la pupariacion

Figura 111.10: Se extrajeron en SDS 1% cuticulas
pupales individuales obtenidas por diseccion. Se
separaron las proteinas en SDS-PAGE 10%, se tiid con
CBBR y el colorante en la banda de PCG-100 fué eluido
como se describe en Materiales y Métodos. Se midio la
absorbancia a 595 nm.
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4. Composicionproteicade las distintaspartesdel cuerpode la pupa.

La cuticula pupal de la cabeza y torax es producto de las células
epiteliales provenientes de la proliferacion y diferenciacion de los discos
imaginales. En cambio, la cuticula abdominal es de origen mixto, siendo
producida por células descendientes de conglomerados de células
imaginales (histoblastos) conjuntamente con células epiteliales remanentes
del estadio larval.

La figura III.11 muestra que parecen existir diferencias en el perfil
de proteinas presentes en las cuticulas secretadas por células imaginales
unicamente (cabeza y térax) y por células imaginales y células de origen
larval (abdomen). PCG-100 estd presente en todos los casos. En cambio,
ciertas proteinas de bajo peso molecular aparente (PCP-22,P0G-17,PGG16 y
P(P-15) parecen .ser exclusivamente abdominales.

A B
SM HT AW

7 ? TR T 200k Figura IIL.11: Se analizaron
= . : - 116 KD en SDS-PAGE 12.5% proteinas
”«pcs e 3-“—?’_!?_“"“ cuti-culares de pupas de 4 dias.
: ==166 KD A: S: proteinas extraidas de
:’*’95‘59 una cuticula pupal obtenida
= — 45 KD por diseccién. M: preparacion
masiva de PCP. B: Se disecaron
2 ::g:-g; - 2 las cuticulas de 2 cabezas
2 & o e —20'KD (H), wun térax (T), un
"""‘25 i, = abdémen (A) o un animal
— fiie completo (W) y se
‘@ < PC6-17 extrajeron con “craking
*'9 <Ppc6-16 - buffer” (ver Materiales y

o L5 Métodos).

Al analizar las PCP extraidas de cuticulas individuales obtenidas por
diseccion se observé que PCG-100 resulté la proteina mayoritaria,
constituyendo aproximadamente el 80% de las PCP. (ver figuras IIL11 vy
I11.21). .En las preparaciones masivas descriptas anteriormente (ver figura
111.7), PCG-100 apareci6 como una de las proteinas mas abundantes pero
no la mayoritraria absoluta.



Proteinas cuticulares durante el desarrollo 63

Esta diferencia entre preparaciones individuales y masivas pucde
dcberse a varios factores: a) es probable que ¢l método mediante el cual se
aislan las cuticulas pupales, basado cn homogcncizaciones y flotaciones,
gencre una preparacion cnriquecida cn  cuticulas abdominales. Esto cs
posible ya que las cuticulas de térax y cabcza son mas frigiles y la cuticula
dc los apéndices (alas y patas) son fragmentos pcqueiios que pueden
perderse facilmente en las filtraciones y flotaciones. Teniendo en cuenta
que la distribucién de proteinas en las distintas partes dcl cucrpo no es
uniforme (ver figura III.1l1) ésto podria ocasionar una composicién
proteica diferente de la que existe en la cuticula completa, apareciendo
enriquecida en proteinas abdominales, de bajo peso molecular.

b) Dado que las PCP de mayor peso molecular son menos solubles que
las de menor peso molecular (ver 5.4), es posible que se favorezca la
presencia de éstas en los extractos después de la precipitacién con acetona
y re-extraccion del precipitado con SDS 1% (ver Materiales y Métodos). Por
lo tanto, es posible que en las preparaciones masivas ocurran artificios que
alteren la abundancia relativa de las distintas proteinas.

5.Solubilizaciény solubilidadde proteinascuticularesen C capitata.
5.1 Solubilizacién de proteinas cuticulares pupales.

Las proteinas cuticulares pupales de Ceratitis capitata no resultaron
extraibles en agua ni en soluciones de moderada o alta fuerza iénica,
requiriéndose la accién de agentes desnaturalizantes.

La figura III.12 muestra las proteinas extraidas de cuticulas pupales
individuales en distintos medios. En Ringer (1) o NaCl 0.5SM (2) pocas
proteinas fueron liberadas a la solucion. Estas fueron de bajo peso
molecular y estdn presentes en forma minoritaria entre las proteinas
extraidas con “buffer muestra” a 100 2C (6). Claramente, las proteinas
cuticulares mayoritarias que no fueron extraidas en soluciones salinas,
resultaron extraidas en SDS 1% (3), urea 7M (4) o SDS 1% mas urea 7M (5).
Las mismas cuticulas fueron extraidas posteriormente en “buffer muestra”
a 100 °C, no detectdandose proteina por tincién con plata del SDS-PAGE
correspondiente  (no mostrado). ElI' SDS 1% resulté un agente
desnaturalizante eficaz para la extraccion cuantitativa de todas las
proteinas cuticulares pupales, y es el que se usé en todos los casos, a menos
que se indique lo contrario.
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Figura I11.12: Se
extrajeron cuticulas
individuales de pupas de
cinco dias con solucién de
Ringer (1), NaCl 0.5M (2),
SDS 1% (3), urea 7M (4) o SDS
1% mis urea TM (5), a 25 °C
durante 16 horas, o a 100 °C
durante 10' con buffer
muestra (6).

5.2 Solubilizacién de proteinas cuticulares larvales.

Al contrario de las PCP, las LCP resultaron extraibles en ausencia de
agentes'desnaturalizantes. La figura III.13 muestra las proteinas liberadas
de cuticulas de larva III por extraccién sucesiva en soluciéon de
Ringer, NaCl 0.5M y finalmente SDS 1%. Las LCP mayoritarias (LCP-25,
LCP-23, LCP-17 y LCP-15) fueron solubilizadas en ausencia (carriles 1 vy
2) o presencia de detergente (3). También en los dos primeros estadios
larvales las proteinas cuticulares resultaron solubilizadas en solucion de
Ringer (datos no mostrados). Es de hacer notar que la composicién proteica
de los extractos depende del solvente utilizado: la PS-44 se libera en NaCl
0.5M, pero no en la solucién de menor fuerza iénica (1). En presencia de
SDS, la abundancia relativa de LCP-23 fue mayor que en los extractos
anteriores. Los perfiles electroforéticos de preparaciones masivas o
individuales de LCP resultaron indistinguibles (ver figura II1.14).
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Figura II1.13: Se aislaron
cuticulas de larvas en el
momento del salto. Se
homogeneizaron sucesiva-
mente en solucién de 942D —
Ringer (1) y NaCl 0.5M (2). ©66kD—
Luego fueron extraidas en
SDS 1% (3). Las proteinas 44 kD—
fueron analizadas en SDS-

PAGE 12.5%.
30 kD —
20 xD— |
14 XD —
M S

Figura III.14: Se analizaron en SDS-PAGE
15 % las proteinas extraidas de cuticulas de
larvas de tercer estadio aisladas
masivamente (M) o por disecciéon (S), como
se describe en Materiales y Métodos.

5.3 Eliminacion del SDS de los extractos proteicos.

Con frecuencia se requirié, durante el desarrollo de esta tesis, la
necesidad de eliminar o disminuir la concentraciéon de detergente presente
en los extractos proteicos. Especialmente en casos de digestiones
enzimaticas, columnas de afinidad por lectinas o quitina, medicién de
proteinas, etc.

Teniendo en cuenta la naturaleza i6nica del SDS, se traté de
eliminarlo por precipitacién elevando la concentracién salina del medio.
Siendo que la solubilidad relativa de los dodecilsulfatos alcalinos
disminuye en el o6rden Li*>Na*>K*, se decidi6 emplear potasio como
cation. Se eligio cloruro como contraion por ser una de las especies mas
frecuentes en las soluciones y buffers usados. Se obtuvieron resultados
similares con fosfato de potasio.
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Encontramos que KCI 100 mM result6 suficiente para precipitar, en
10 min a temperatura ambiente, el SDS presente en las concentraciones
comunmente usadas (0.1-2%) (ver Materiales y Métodos). A
concentraciones de KCI mayores de 250 mM comenzé a observarse pérdida
de proteinas, probablemente por efecto "salting out". En las condiciones
mencionadas (10 min a temperatura ambiente, KCI 100 mM) no se
produjeron pérdidas significativas de proteinas cuticulares, a juzgar por los
valores de absorbancia a 280 nm y por la determinacién de proteinas por
el método de Lowry (ver tabla III.1). El andlisis en SDS-PAGE no revel6
diferencias en la composicién proteica de los extractos antes y después de
la eliminaciéon del SDS (ver figura III.15).

ug  (A280 nm) pg (Lowry)
- + . +
5 4.5 5 4.3

15 13.9 1.5 13.8

Tabla III.1 : Se elimind el SDS de un extracto de
proteinas cuticulares pupales. Se determiné la cantidad de
proteina por absorbancia a 280 nm o por el método de

Lowry antes (-) o después (+) de la precipitacién con KCI
100 mM.

=3

U

-

a Figura I11.15: mini-PAGE-SDS 10% de¢

extractos de PCP antes (+) o después (-)
de eliminar el SDS.
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5.4 Solubilidad.

Como se indicé anteriormente, en algunos casos se hizo necesaria la
eliminacién del exceso de SDS presente por precipitacion con KCI (ver 5.3).
Con el tiempo o la mayor temperatura, en ausencia de detergente las
proteinas cuticulares pupales tendicron a precipitar.

Figura III.16: Se elimind el

. A SDS de una solucién que

P EQ‘ g: contenia PCP (4 mg/ml) vy

Bt S BSA (2 mg/ml) y se mantuvo

200 kD — a 21 °C. A distintos tiempos,

94 kD — «PCG-100 s centrifugé a 10000 rpm y

se analizaron los

66 kD — : < BSA sobrenadantes en  mini-
43 kD ; PAGE-SDS 12.5 %.

g

!
¥

e
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La figura III.16 muestra las proteinas cuticulares pupales
remanentes en solucién después de mantener a 25 °C durante distintos
tiempos los extractos libres de SDS. Se observa que las proteinas de mayor
peso molecular (PCG-100 y otras) permanecieron en solucién durante las
dos primeras horas, pero desaparecieron de la fraccién soluble después de
16 horas a 21 °C

En cambio, la solubilidad de las proteinas de menor peso molecular
no parecié afectarse considerablemente durante la incubacién. En las
mismas condiciones, la BSA agregada como referencia interna permanecid
soluble durante todo el lapso de tiempo analizado (ver figura 111.16).

En la figura IlI.17 se observa que, a medida que se¢ aumentd la
temperatura, las proteinas tendieron a desaparecer de la fracciéon soluble
(S) y a aparecer en la fraccién insoluble (P).
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116 KD

94 KD Figura II1.17: Se elimindé el
SDS de un extracto de PCP vy

66 KD éste se mantuvo a -20 °C, 0 °C 6
25 °C durante 16 hs o 10" 4 100
2C. Se centrifugé a 10000 x g.

43KD Las proteinas en solucion (8)

‘ y las precipitadas (P) fueron

*2 R analizadas en mini-PAGE-SDS
. . 12.5 %. Control: extracto de PCP
29KD libre de SDS sin tratamiento

alguno.

También en este caso las proteinas de mayor peso molecular se
tornaron insolubles en condiciones en que las de menor peso molecular
permanecieron en solucién (comparar carriles S de 0 °C y 25 °C). Se
descartd que esta insolubilizacién sea debido a algin posible efecto salino
pues lo mismo se observd después de eliminar el KCl por diélisis.

Por lo tanto, la presencia de SDS parece ser un requerimiento no sdlo
para extraer proteinas de la cuticula (lo cual implica la disociacion de
uniones no covalentes quitina-proteina y proteina-proteina), sino también
para mantener las de mayor peso molecular en solucién. Sin embargo, se
pueden mantener los extractos libres de SDS sin que se produzcan pérdidas
de proteina por precipitacion durante por lo menos 2 horas a temperatura
ambiente (ver figura III.16) o a 16 horas a baja temperatura (carriles S y
P a 0 °C en la figura 111.17).

6. Unioén a quitina.

Se acepta (ver Introduccion) que las proteinas cuticulares estarian
fuertemente asociadas a la quitina, formando wuna estructura cuasi-
cristalina y que esta fuerte interaccion seria en gran parte responsable de
las dificultades en la extraccion de las proteinas cuticulares. Durante el
proceso de esclerotizacion se forman, ademdés, enlaces covalentes mediados
por quinonas (ver Introduccion).




Proteinas cuticulares durante el desarrollo 69

6.1 Digestion de cuticulas con quitinasa. ,

Se investigé si la digestion de las cuticulas con quitinasa cra capaz de
libcrar protcinas de cuticulas pupales.

Sc extrajeron cuticulas dc pupas de cuatro dias con SDS 1%, sc
recuperaron las cuticulas y se¢ las digiri6 con quitinasa como sc¢ describe en
Materiales y Métodos. Sc agregd detergente y los extractos fueron
analizados en SDS-PAGE. No se detectaron proteinas liberadas segin este
método. Aparentemente, ésto no se debié a la presencia de protcasas, pues
en un experimento similar en que se agregd BSA antes de la digestién, ésta
fue recuperada al final del ensayo. Se comprobd la accién de la enzima
sobre la quitina por anilisis cromatografico de los productos obtenidos (ver
Materiales y Métodos, pagina 38).

No disponemos -hasta la fecha- de datos sobre la eventual liberaciéon
de proteinas cuticulares por un tratamiento con quitinasa en una secuencia:
extracciéon con SDS-lavado-quitinasa-extraccién con SDS.

6.2 Afinidad por quitina.
6.2.1 Proteinas cuticulares pupales.

Se ensay6 la unién de PCP a quitina en columnas de afinidad como se
describe en Materiales y Métodos. Estos analisis se realizaron en distintas
condiciones, en presencia o ausencia de SDS (ver tabla II1.2).

SDS en el | SDS en los % de proteinat:
extracto* buffers# | no unida| unida
+ + 100 0
+ - 90 10
- - 70 30

Tabla II1.2: Unién de PCP a quitina .

* El extracto de PCP en SDS 1% fue pasado directamente (+) o
previa ¢liminacién del detergente por precipitaciéon con KCl (-).

# Se incluyé (+) o no (<) SDS 0.1% en las soluciones de lavado y
¢lucion.

t La cantidad de proteina en las fracciones unida y no unida fue
determinada por ¢l método de Bradford modificado como  se
describe en Materiales 'y Métodos.
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Cuando el ensayo se hizo en presencia de SDS 0.1%., no se observd
uniéon. Cuando no se incluyé SDS en las soluciones empleadas y no se

elimind el detergente presente en los extractos,

diferencias en la composicion proteica (no mostrado).

En otros casos, se pasé un extracto de PCP librc de SDS. El 30% de la
proteina se unid a la columna (ver tabla IIL.2) y se eluyd con el buffer
de pH 9 (ver figura IIL.1I8 A). No se detectd proteina en eluidos con urea
7M (ver Materiales y Métodos, pagina 37).

>
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Figura IIL.18: Se elimind el SDS presente en los extractos de

precipitacion con KCl 100 mM (ver 5.3).

s6lo el 10% quedod retenido.
El andlisis en SDS-PAGE de las fracciones unida y no unida no reveld

—94 Kd

~ —66 Kd
‘'« —44 Kd

- —30 Kd

—20 Kd
— —14 Kd

PCP por
Se pasaron las proteinas por una

columna de quitina y se dejé equilibrar como se describe en Materiales y
Métodos. Se eluyé con buffer Tris pH 7.5 (fracciones 0-10) y luego (flecha)

con buffer Tris pH 9. A: La cantidad de proteina fue determinada

por el

método de Bradford modificado como se describe en Materiales y Métodos.
B: se analizaron en SDS-PAGE 125 % alicuotas de las fracciones unida (+) y

no unida (-).
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Se observa en la figura [II.18 B que algunas proteinas parccicron
mostrar mayor afinidad por quitina que otras. Tratindosc dc protcinas de
bajo peso molccular que, como sc vid sc manticnen solubles cn auscncia de
SDS. no pucde atribuirse el rctardo observado a fendmcenos dc
insolubilizacién o precipitacion dentro dc la columna. La fraccién protecica
no unida volvi6 a cromatografiarsc en las mismas condiciones y no sc
observé unién a quitina. Esto descarta que los sitios activos de la columna
se encontraran saturados con las proteinas sembradas y sugicre, en
cambio, que esta fraccién proteica es realmente incapaz de¢ unirse a quitina.

6.2.2 Proteinas cuticulares larvales.

Se ensay6 también la afinidad por quitina de las LCP. En este caso, se
las extrajo en condiciones no desnaturalizantes. Como sc vié anteriormente,
las LCP son parcialmente liberadas de la cuticula por tratamiento con
soluciones salinas y la composicién proteica de los extractos obtenidos de
esta manera no difiere de los obtenidos en presencia de SDS.

Se observa en la figura III.19 A que, a diferencia de lo que ocurre en
los extractos de PCP, toda la proteina fue retenida en la columna de
afinidad y fue eluida con el buffer alcalino. A excepcidon de PS-44, todas las
proteinas presentes en el extracto sembrado (ver figura III.19 B, carril 1)
aparecieron en la fraccién eluida (ver figura III.19 B, carril 2). A juzgar por
la tincion de CBBG, la abundancia relativa de las distintas proteinas fue
muy similar en los dos carriles, lo cual indicaria que todas mostraron
similar afinidad por quitina.
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Figura IIL.19: Se aislaron en forma masiva cuticulas de larvas inméviles.
Se extrajeron en NaCl 0.5M como se describe anteriormente. Se dializ6
contra Tris SmM pH 7.5 y se pas6 por una columna de quitina, como se
describe en Materiales y Métodos. Se eluyé primero con buffer Tris pH 7.5,
luego (flecha) con buffer Tris pH 9 y luego con TRIS pH 8.5, urea 7M. A: Se
determiné la concentracién de proteina por el método de Bradford, usando
como blanco los buffers correspondientes. B: SDS-PAGE 12.5 %: 1: extracto

de LsCP; 2: se precipitaron con TCA 10% las fracciones 7 y 8 eluidas de la
columna

7. Constancia del perfil electroforético en moscas de distinto origen.
7.1 PCP y ACP en Cepas salvajes.

Se analizaron preparaciones masivas de proteinas cuticulares de
cepas salvajes distintas de Ceratitis capitata (ver tabla 111.3) para detectar
posibles diferencias en la composicién proteica entre poblaciones.
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CULTIVO LINEA o CEPA PROCEDENCIA CONDICIONES
DE CULTIVO
I Cepa salvaje ° Fitopatologia INTA A
11 Cepa salvaje Fitopatologia INTA A
11 INTA ARG-17  Genética INTA B
v INTA ARG-17  Genética INTA B
\Y% niger - Genética INTA B
VI Black pupa Genética INTA B

Tabla 1I1.3: La cepa INTA ARG-17 es cepa salvaje, las cepas niger
y Black pupa son mutantes de coloracion de pupario (ver
Materiales y Métodos). A y B se refieren a distintas condiciones de
cultivo: humedad y composicion del medio.

Como se ve en la figura II1.20, los patrones electroforéticos de
proteinas pupales y de adulto farado resultaron los mismos para los
distintos cultivos analizados.

s l
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P Af P Af P Af

el 43 R A
‘ S8 T -94kD._ -
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o200 kD~

e ——
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Figura 111.20: Se prepararon masivamente
proteinas cuticulares de pupas (P) y adultos farados (Af) de
los cultivos indicados en la Tabla 111.3.
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7.2 Anilisis de PCP en mutantes de color de cuticula.

La figura II1.21 muestra las PCP de cuticulas individuales de 24
individuos de dos cepas salvajes distintas, 12 individuos Black pupa y 12
individuos niger (ver tabla II1.3). En todos los casos los insectos fueron
escogidos al azar en poblaciones de 200-500 individuos.

Wild type

niger _ Black pupa

3312233218 17 88 13141921 23568 167372 10
~=FEY

-

&a
e
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.
: =
= e
a'nQ
s & re

Figura IIL.21: Cuticulas individuales de pupas cepa salvaje (wt),
Black pupa (B) y niger (m) de 3 6 4 dias de edad fueron extraidas y
las proteinas analizadas en SDS-PAGE 12.5 %.

Se observa en la figura II1.21 que PCG-100 fue el principal
polipéptido en todos los individuos analizados y que s6lo se detectaron
ligeras diferencias en la movilidad de algunas bandas minoritarias.
Tampoco se encontraron diferencias significativas en los perfiles
electroforéticos de LCP (ver capitulo VIII) de las distintas cepas salvajes y
mutantes analizadas.
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8. Anilisis de proteinas cuticulares en otros insectos.

A los efectos de extender y comprobar nuestra metodologia en otras
especies, se recalizaron ocasionalmente andlisis de sus cuticulas. En
la figura 1I1.23 (pagina 83) se muestra el perfil electroforético de PCP y
LCP de Drosophila melanogaster . También se analizaron las proteinas
cuticularcs de adultos dec distintas especies de Trichogramma . No se
detectaron diferencias en el perfil electroforético de las distintas especies
estudiadas (no mostrado).

La familia 7rmchogrammatidae incluye especies de gran importancia
econdmica en programas de control biolégico. Esta familia presenta
caracteres morfolégicos muy homogéneos, por lo que la identificacion de
las especies por métodos convencionales resulta complicada y no siempre
exacta cuando no es realizada por especialistas.

Como se menciond arriba, los perfiles electroforéticos de proteinas
cuticulares de adulto no permitieron distinguir entre distintas especies. Se
logré establecer un criterio de identificaciébn analizando la fraccion de
proteinas totales solubles en soluciones salinas (ver figura 11122 y tabla
I11.4). Las especies utilizadas fueron identificadas mediante taxonomia
clasica por el Dr. de Santis, a quien se agradece, como 7 fwentesi (1; 2), 7.
pintor 3,4y 7" sp (5 6).

Para asegurar la validez de estos resultados, seria necesario analizar
cepas de distintos origenes y también ampliar el estudio a otras especies de
Trichogrammatidae.

56 Figura 111.22 Se analizaron los
el el extractos de proteinas solubles en

NaCl 0.5 M de distintas especies de
. —94kp Zrichogramma. (ver texto).
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Proteina: PS-140 PS-45 PS-37 PS-35 PS-34
I’ fuentesr (1; 2) + + + + +
T pintor (3; 4) + + + + -
7" sp (5 6) - - - - +

Tabla 111.4: Proteinas marcadoras en distintas especies de
Trichogrammatidae. Se indica la presencia (+) o ausencia (-) de las
proteinas marcadoras en los perfiles electroforéticos de proteinas
solubles (ver figura 111.22).
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Discusidon.
1. El ciclo de vida de Ceratitis capitata

Durantc cl desarrollo dc esta tesis sc¢ rcalizd, conjuntamentc con otros
micmbros dcl laboratorio. un estudio dctallado de los cambios morfologicos
y bioquimicos que ocurren durantc cl ciclo dec vida de Ceratitis capitata
(Rabossi ct al., 1991). Sc establccio, ademés, la corrclacion temporal entre
estos eventos.

Dc estc modo. sc hizo posible detcrminar con precisiéon la edad
fisiolégica a partir de obscrvaciones morfolégicas y mediciones
bioquimicas, lo cual se requiere no s6lo en el trabajo experimental del
laboratorio, sino que también es de gran utilidad en programas de control
bioldgico en los que se utilizan cultivos de Ceratitis en gran escala.

Al analizar la dependencia del ciclo de vida de la temperatura hemos
encontrado que la duracién del estadio pre-pupal resulté poco sensible:
este periodo dura aproximadamente 40 horas a 23 °C y 48 horas a 21 °C
(ver figura IIL.2). El estadio pupal fue aparentemente el mas afectado por
los cambios de temperatura. Este se extiende hasta el quinto dia a 23 °C,
pero a 21 °C durd hasta el décimo dia. La velocidad de desarrollo del adulto
farado no parecié muy afectada al descender la temperatura de 23
°C a 21 °C (ver figura IIL.2). Como se menciond, la etapa pupal tardia
comprendida entre el tercer y quinto dia se alargd notablemente. En este
periodo no se produjeron importantes cambios morfolégicos (ver figura
II1.9; Rabossi et al., manuscripto en prep.). Tampoco existieron cambios
notables en la actividad bioquimica relacionada con componentes
cuticulares. Hacia el tercer dia, se han depositado casi totalmente las
proteinas cuticulares pupales (ver figura IIL.5) y el pupario estd ya
completamente esclerotizado y tanificado. Es decir que el descenso en la
temperatura parece provocar un arresto en un estado metabdlico de
escasa actividad morfogenética y bioquimica (ver "mescta” 3-10 dias
en la figura 111.2).
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Una vez iniciada la cascada dc¢ cambios morfolégicos (10 dias a 21 °C,
ver figura 111.2) que culminan en la emcrgencia decl imago (17 dias a 21°C,
ver figura I11.2), los eventos quec la componen parecen ocurrir en forma
mas o mcnos independicnte dc la temperatura (10-17 dias en la figura
I11.2). Podria decirsc quc el periodo pupal actuaria como rcgulador dec la
duracién dc la metamorfosis, retrasando la emergencia del adulto cuando la
temperatura ambiente es baja, lo cual seria, sin duda, una adaptacién
ecolégica importante.

2. Proteinas cuticulares durante el desarrollo.

Al inicio de los estudios aqui presentados, eran relativamente pocos
los trabajos referentes a sintesis y deposiciéon de proteinas cuticulares
durante el desarrollo. Durante el transcurso de los dltimos anos éstos han
ido incrementando en ndimero de modo tal que se tiene actualmente un
panorama mdis amplio En la tabla III.5 se comparan los resultados
encontrados por nosotros en Ceratitis capitata y los datos de bibliografia
referentes a otras especies. Nuestros resultados, conjuntamente con lo
descripto en Drosophila melanogaster (Fristrom et al., 1978; Chihara et al,,
1982) y recientemente en Dacus oleae (Souliotis et al., 1988a) y Lucilia
cuprina  (Skelly y Howells, 1987; 1988) apoyan fuertemente la idea de que
el programa que controla la construccién del exoesqueleto en las distintas
mudas, seria similar en distintos dipteros, existiendo grupos de proteinas
especificos de cada estadio (LCP, PCP y ACP para los estadios larva III,
pupa y adulto, respectivamente).

El tercer estadio larval de Ceratitis mostré cinco proteinas
mayoritarias. A semejanza de Drosophila melanogaster (Chihara et al.,
1982; Silvert et al., 1984 y figura 111.23), Lucilia cuprina (Skelly y Howells,
1987) y Dacus oleae (Souliotis et al., 1988) estas LCP son de bajo peso
molecular (entre 15 y 28 kD) y aparentemente no estdn glicosiladas.

En Ceratitis capirata (esta tesis), Drosophila melanogaster (Silvert et
al., 1984) y Lucilia cuprina (Skelly y Howells, 1987, 1988) las PCP
resultaron de mayor peso molecular aparente que las de los estadios
larvales. Al igual que en Drosophila , varias de las PCP de Ceratitis estan
glicosiladas, a juzgar por diferentes criterios (ver capitulo VII).
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Las cuticulas de los estadios pupal y adulto farado presentaron
mayor complejidad en cuanto al nimero de bandas presentes en geles
desnaturalizantes (ver figura IIL.7). Como se discute méas adelante, el
mayor numero de proteinas reflejaria la mayor especializacion de estas
cuticulas, en cuanto a que es mayor el nimero de estructuras presentes en
estos estadios en comparacién con los estadios larvales. Esto concuerda con
el hecho de que en las cuticulas pupal y adulta parecen existir proteinas
especificas de estructura (alas, patas, etc.).

LCP

Dm Cr

Rt Dhaes
e By

LOP-S).

Figura II1.23: Comparacion de LCP y PCP de Drosophila
melanogaster 'y Ceratitis capitata. Cuticulas larvales y pupales
fueron obtenidas en masa y extraidas en SDS 1%. Las proteinas se
separaron en SDS-PAGE 15 %. La identidad de las proteinas de
Drosophila fue asignada en base a la movilidad relativa,
adoptando la nomenclatura de Fristrom et al. (1978) y Silvert et al.
(1984).
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Como ya se menciond, estos estudios y los realizados por otros
autorcs cn otros inscctos (ver tabla III.5) indican quc cstadios distintos
presentan proteinas cuticulares distintas. Esto quiere decir que los genes
que codifican para cstas protcinas sc cxpresan cspecificamente cn  los
cstadios correspondicntes. Este principio parcce cumplirse sicmprc cn
inscctos holometdbolos (de¢ mectamorfosis complcta), pero no es valido cn
insectos hemimetidbolos (dc mctamorfosis incompleta). En este dltimo caso,
estadios distintos presentan a mcnudo protcinas en comin (ver tabla
II1.5). En estos casos los mismos genes serian activados varias veces, en
distintos momentos de la vida del animal. Los distintos estadios de muchos
insectos hemimetdbolos son fisiolégicamente similares y en general se
desarrollan en el mismo medio ambiente. Siendo el exoesqueleto la
estructura que aisla y comunica al animal con el medio externo, parece
l6gico que las cuticulas de estadios que ocupan nichos ecolégicoé similares
presenten una composicion proteica similar. Por el contrario, para estadios
funcionalmente diferentes, que eventualmente se desarrollan en
condiciones ambientales distintas, podria esperarse la existencia de
proteinas cuticulares distintas.

Hemos encontrado que el patréon de proteinas de exoesqueleto de la
larva III de Ceratitis es distinto al de los estadios larvales 1 y II (ver
figura II1.6). El mismo fen6émeno ha sido descripto en Drosophila
melanogaster (Chihara et al., 1982) y recientemente en Lucilia cuprina
(Skelly y Howells, 1987). En general, en dipteros ciclorrafos, las larvas de
los dos primeros estadios crecen y mudan dentro del medio alimenticio. El
tercer estadio larval se desarrolla también en el mismo medio. La cuticula
de este estadio se convertird luego en pupario. Durante el proceso de
pupariacion, las proteinas cuticulares de larva IIl sufren fenémenos de
esclerotizacién (ver Introduccién y capitulo VIII).

3. Proteinas cuticulares pupales durante la muda a adulto farado.

Hemos observado en Ceratitis capitata  un cambio en la composicién
proteica de las cuticulas correspondiente a la muda pupa-adulto farado. A
la vez que “aparecen” las proteinas de adulto, “desaparecen™ las proteinas
pupales (ver figura IILS). Como se vi6o en la figura II1.10, la cantidad de
proteina cuticular pupal mayoritaria, PCG-100, disminuye entre el séptimo
y el octavo dia, y finalmente ésta “desaparece™. Esta “desaparicién” de las
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PCP puede explicarse por degradacién o a quc tiencn lugar fendmenos de
csclerotizacién quc convicrten a cstas protcinas en polimeros dc alto pcso
molccular, no-cxtraiblcs.

La idca gcneralmente aceptada (ver Introduccién) es que durante la
apOlisis cl fluido ccdisial, sccretado por las células cpitclialcs, conticnc
enzimas cncargadas dc digerir los componentecs de las capas mas intcrnas
de la vicja cuticula. Los productos dc la digestiéon son lucgo rcabsorbidos
por la epidermis y rcutilizados. No estd claro si esto ocurre en todas las
mudas, en todos los insectos.

La ecsclerotizacion se produce en general en cuticulas todavia en
proceso de deposicion (aunque en dipteros ciclorrafos la formacién del
pupario es producto de la esclerotizacién y tanificacién de la ex-cuticula
larval, la cual fue depositada anteriormente). En Ceratitis capitata , hemos
observado que después de la muda a adulto y hasta la emergencia, la
cuticula pupal, desprendida, es una pelicula delgada, transparente y
flexible, lo cual podria ser indicativo de que no se han producido
fenémenos de entrecruzamiento del tipo O-esclerotizacién (ver
Introduccién).

Al contrario de lo observado en Ceratitis , en Drosophila las PCP son
extraibles hasta la emergencia del adulto (Chihara et al.,, 1982). Tampoco en
Lucilia se produce un cambio neto en el perfil electroforético al producirse
la muda (Skelly y Howells, 1988). Estas observaciones sugieren que el
proceso que sufre la cuticula pupal durante la muda a adulto puede
presentar variaciones de un diptero a otro.

4. Distribucién de proteinas cuticulares en distintas partes del
cuerpo.

Asi como existen diferencias en la composiciéon proteica de cuticulas
que pertenecen a estadios funcionalmente distintos, puede esperarse que
existan diferencias de composicién proteica en el exoesqueleto de distintas
partes del cuerpo, sobre todo si se trata de estructuras especializadas. La
forma adulta presenta gran cantidad de estructuras especializadas,
existiendo regiones de la cuticula con diferentes grados de esclerotizacion.
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El patron dc ACP es relativamcntc mas complcjo en cuanto al ntmcro dc
bandas presentes y, cuando sc analizaron las protecinas cuticularcs dc
distintas rcgiones, sc encontrd quc cxisten cicrtas protcinas especificas de
ala, otras especificas dc cabeza (no mostrado). Esto significaria quc
existirian genes que sc expresan diferecncialmente en los linajes celulares
descendientes de los distintos discos imaginales.

Sc observaron difercncias en la composiciéon protcica de las distintas
partes del cuerpo de la pupa (ver figura III.11). Parecen cxistir protcinas
especificas de abdémen. Estas son de bajo peso molecular y aparentemente
no estdn glicosiladas, similarmente a lo que ocurre en las LCP. En Lucilia
(Skelly y Howells, 1988) y en Drosophila (Chihara et al.,, 1982) existen
polipéptidos especificos de cabeza, térax y abdémen. La cuticula abdominal
pupal es secretada por dos tipos de células: las células descendientes de la
ex-epidermis larval y los histoblastos. No sabemos si la sintesis de las
proteinas abdominales "tipo larva" estd limitada al linaje larval o si
también se expresan en las células descendientes de los histoblastos. La
presencia de PCG-100 en la cuticula abdominal puede deberse a la
actividad secretoria de todo el epitelio o, por el contrario, solamente a la
expresion especifica en la descendencia de los histoblastos. Dado que esta
proteina se expresa también en la epidermis del térax y cabeza de la pupa,
ambas constituidas unicamente por células de discos imaginales, la
expresién especifica de PCG-100 en el linaje histoblastico parece probable.

Aunque no ha sido estudiado exhaustivamente en dipteros, no puede
descartarse que en los estadios larvales las proteinas cuticulares tengan
una distribucién espacial no uniforme, siendo -por ejemplo- distinta la
composicién en la zona ventral y dorsal o en la parte anterior y posterior
de cada segmento. Recientemente se encontr6 que en Lucilia  existen
ciertas proteinas minoritarias especificas de estructuras ventrales
(Skelly y Howells, 1987).

5. Extraccién y solubilidad de proteinas  cuticulares de C
capitata.

Dos son los factores que condicionan la liberacién de proteinas de la
cuticula: 1) la unién covalente y no covalente con otros componentes
cuticulares. ii) la solubilidad intrinseca de las proteinas cuticulares, es decir
su comportamiento en solucién una vez extraidas de la cuticula.
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Varios autores han rcalizado cstudios acerca dc la solubilizacion dec
protcinas cuticulares. Hackman proponc wuna correclacion entrc la
concentracion salina ncccsaria para extracr protcinas y la fucrza dec la
uniéon de¢ éstas a otros componcntcs cuticulares (ver Introduccion). En
cambio, las propicdadcs dec solubilidad per se no han sido cstudiadas
anteriormente.

5.1 Interacci6én con otros componentes cuticulares.

Las LCP de Ceratitis capitata resultaron extraidas con soluciones de
moderada fuerza ifnica, en ausencia de agentes desnaturalizantes (péagina
64). Esto seria indicativo de que existe una débil unién con otros
componentes cuticulares. Las PCP mayoritarias, en cambio, requirieron la
acccion de agentes desnaturalizantes para ser liberadas de la cuticula
(pdgina 63), lo cual sugiere la existencia de algin tipo de wunién
medianamente fuerte, no covalente, de estas proteinas a la cuticula.

Como se sefnalé en la Introduccién, se acepta que existen proteinas
unidas covalentemente a la quitina. Al digerir la cuticula pupal con
quitinasa no hemos observado la liberacién de nuevas proteinas (ver 6.1).
Esto no descarta totalmente la existencia de proteinas unidas
covalentemente a quitina en la cuticula pupal de Ceratitis.

Algunas PCP parecieron presentar afinidad por quitina cuando se
eliminé el SDS del medio. Se observé la existencia de una fraccién proteica
que no mostré afinidad por quitina (ver 6.2.1). La composicién de esta
fraccién “refractaria” a la unién resulté muy similar a la de la fraccién
unida. La mayoria de las bandas aparecieron en ambos perfiles
electroforéticos. Esto sugiere que se trataria de las mismas especies
proteicas y que algunas moléculas habrian perdido su capacidad de unirse
a quitina. Es importante recordar que se trabaja con proteinas que fueron
desnaturalizadas y que, sin duda, la conformacién de estas moléculas es un
factor importante en la formacién de estructuras supramoleculares. Debe
recordarse que la procuticula es una estructura cuasi cristalina, en donde
proteinas y quitina ticnen una distribuciéon espacial altamente ordenada
(ver Introduccion). Es posible que después de la eliminacion del detergente
y durante la incubaci6én a temperatura ambiente, una poblacién de
moléculas se renaturalizen o adopten una conformacién que les permita
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unirsc a quitina, en tanto quec otras moléculas pcrmanecen
desnaturalizadas o con una conformacién tal quc no pucden asociarsc a
quitina.

Cuando sc rcalizé ¢l mismo ensayo con LCP solubilizadas cn
condiciones no desnaturalizantes, toda la proteina mostr6 afinidad por
quitina (ver 6.2.2).

Todo ésto sugicre que la conformacién nativa de las protcinas
cuticulares jugaria un papcl importantc en la interacciéon con la quitina y
probablemente con otros componentes cuticulares. No puede descartarse
que las proteinas que no muestran afinidad por quitina in vitro , estén
fuertemente asociadas en la matriz de la cuticula in vivo .

El ensayo de unién a quitina en columnas, en ausencia de agentes
desnaturalizantes,. ha sido utilizado como criterio de afinidad por otros
autores (Hackman, 1976; Fristrom et al.,1978; Silvert et al.,1984). En el caso
de Drosophila melanogaster, se han encontrado resultados similares a los
aqui descriptos. Silvert et al. encuentran que las LCP y PCP de bajo peso
molecular presentan fuerte afinidad por quitina in vitro . En cambio las PCP
de alto peso molecular (PCP-82, PCP-56) estin presentes tanto en la
fracci6bn unida como no unida. En esos estudios estos autores
"renaturalizan” las proteinas cuticulares solubilizadas en 7M urea
eliminando ésta por didlisis antes de someterlas al ensayo de unién a
quitina. Sin embargo, como se discutié anteriormente, no puede asegurarse
que la conformaciéon alcanzada después del tratamicnto sea la nativa.
Tampoco puede descartarse que ocurran fenémenos de insolubilizacion
durante el desarrollo de la cromatografia. En este sentido, es de destacar
que en los estudios de Silvert et al. , no toda la proteina es eluida con
buffer alcalino, sino que es necesario ¢l agregado de urea en el buffer de
elucién para recuperar el total de la proteina sembrada.

Sin duda, los resultados obtenidos por cromatografia en columnas de¢
quitina son indicativos de la afinidad que las proteinas cuticulares
muestran in vivo , pero deben interpretarse cuidadosamente.
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5.2 Propiedades de solubilidad.

En lo quc respecta a la solubilidad intrinscca dc las protcinas
cuticularcs, hasta dondc sabecmos no han sido realizados muchos cstudios.
En cambio, sc¢ han rcalizado numecrosos trabajos cn donde c¢l agcentc
desnaturalizante cs diluido o climinado del medio durantc cl dcsarrollo dc
cicrtos ensayos, sin quc s¢ haya comprobado la solubilidad dc las protcinas
cuticularcs en esas condiciones. Ejecmplo dec ésto son la clectroforesis en
geles no desnaturalizantcs de protcinas previamente extraidas en 7M urca.
Se analizaron de éste modo las proteinas de pupa y adulto de Lucilia
cuprina (Skelly y Howells, 1988), las proteinas larvales, pupales y de
adulto de Dacus oleae (Souliotis et al., 1988a). En estos casos se observé
siempre la presencia de material que no penetra en el gel compactador. Lo
mismo ocurre con' las PCP y ACP de Drosophila melanogaster (Chihara et al.,
1982). También se ha ensayado la afinidad por quitina de LCP y PCP
"renaturalizadas”, es decir después de haber eliminado el agente
desnaturalizante (Fristrom et al., 1978; Silvert et al.,, 1984). Ninguno de
estos autores confirmé que las proteinas sigan siendo solubles en ausencia
de urea y asumen que ésta s6lo es necesaria para extraerlas de la cuticula.

En Ceratitis capitata, a lo largo de los estudios realizados, se hizo
obvio que el SDS puede ser eliminado del medio, sin que se produzcan
pérdidas de proteina por insolubilizacién. Después de un tiempo, a
temperaturas mayores de 0 °C, algunas proteinas tienden a ser insolubles.
La PCG-100, que es la proteina cuticular pupal mayoritaria, es la que
mostr6 mayor insolubilidad en ausencia de agentes desnaturalizantes.
Aparentemente, PCG-100 precipita en agregados homomoleculares (ver
figura 111.17, 25 °C). Como ya se indic6d, se trabaja con proteinas
desnaturalizadas, por lo tanto no puede descartarse que existan en la
cuticula in vivo interacciones con otras proteinas u otros componentes
cuticulares.
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6. Variabilidad en las proteinas cuticulares.

No hcemos observado difercncias en las PCP o ACP dc distintas lincas
salvajes y mutantes dc Ceratitis capitata (ver 7). Tampoco hcmos
dctectado diferencias cntre las LCP dc larvas ccpa salvaje, white pupa
Black pupa y niger (ver capitulo VIHI). Un ecstudio méis exhaustivo
requcriria analizar mayor nimecro dc cepas salvajes. En Lucilia cuprina , cl
andlisis por SDS-PAGE no revel6 difercncias entre las LCP de¢ cinco lineas
distintas (Skelly y Howeclls, 1987).

Se ha propuesto anteriormente (Hackman, 1976) que el numero de
bandas observados en los perfiles electroforéticos de preparaciones
masivas de proteinas cuticulares en distintas especies se debe a la
existencia de multiples alelos. Al analizar cuticulas individuales, no hemos
detectado diferencias entre las PCP de distintas cepas salvajes y de dos
lineas mutantes, Black pupa 'y niger , de Ceratitis capitata . .En todos los
casos PCG-100 fue 1Ila banda mayoritaria (ver figura II1.21).
Aparentemente, la fraccién proteica de la cuticula estaria compuesta por
un conjunto heterogéneo de polipéptidos, los cuales se hallan en distintas
cantidades. Como se discutié6 anteriormente, existiria una distribucién no
uniforme de las distintas proteinas en el cuerpo del animal.

También ha sido comprobada la constancia de los perfiles
electroforéticos de proteinas extraidas de cuticulas individuales en
Tenebrio (Roberts y Willis,1980a) y Drosophila (Fristrom et al., 1978).
Esto indicaria que existen escasas variantes genéticas de proteinas
cuticulares dentro de una determinada poblacién.

En Trichogramma, no hemos observado diferencias entre las
proteinas cuticulares de adultos de diferentes especies (ver 8). Tampoco se
detectaron diferencias entre las LCP de dos especies muy cercanas de
Drosophila (D. melanogaster 'y D virilis ) (Fristrom et al., 1978).

Todo ésto indicaria que las proteinas cuticulares se hallan bastante
conservadas entre individuos de una misma poblacién y también entre
distintas poblaciones.



IV. Estudios inmunologicos de proteinas
cuticulares de Ceratitis capitata.

En esta secciéon se describen los estudios realizados

mediante el uso de anticuerpos policlonales obtenidos en conejos
contra ciertas proteinas cuticulares de Cerzafitis caprtata

El empleo de anticuerpos constituyé uma poderosa
herramienta en el estudio de la biosintesis de proteinas de
exoesqueleto y permitié confirmar el origen integumental de
estas proteinas, conocer su expresion durante el desarrollo y
determinar la existencia de relaciones inmunolégicas intra- e
inter-especie.
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Resultados.
1. Preparaciéon de antisueros contra proteinas cuticulares.

Se decidi6 la preparacién de antisueros policlonales para el estudio de
protefnas cuticulares durante la metamorfosis. Se inmunizaron conejos con
proteinas representativas de distintos estadios o que presentaron alguna
propiedad que las hacia de interés particular (ver tabla IV.l).

Las proteinas fueron purificadas por SDS-PAGE preparativas y
aplicadas a los conejos en varias dosis (ver Materiales y Métodos). El titulo y
especificidad de los sueros fueron estudiados por "dot blot" y “Western

blot”, revelando con proteina A-[!25[] como se indica en Materiales y
Métodos.

Proteina Caracteristicas

LCPs Proteinas cuticulares de Larva III

PS-44 Aparece en la cuticula larval poco antes de la pupariacién.*
PCG-100 Es la proteina cuticular pupal mayoritaria. Estid glicosilada.
PCP-298% Es una de las PCP m4s abundantes de bajo peso molecular.

PCG-16% Es glicoproteina cuticular pupal especifica de abdémen
(ver péagina.62)

PMP-26t1 Proteina Mayoritaria de Pupario. Aparece en el pupario
hacia las 46 hs.

Tabla IV.l: Proteinas seleccionadas para la preparacion de anticuerpos.

* Se verd en esta seccibn que PS-44 no seria de origen cuticular.

§ En colaboracién con G. di Paola.

t PMP-26 y otras proteinas de pupario se estudian mds adelante (ver VIII).
En colaboracién con P. Wappner.
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Figura IV.1: "Dot blot" de sueros contra proteinas cuticulares de
Ceratitis capitata. A, C y E, sueros preinmunes. B y D, dos sueros
anti-PCG-100; F, suero anti-LCP. Cada columna contiene (a) 2 y (b)

10 pg de proteina, excepto para la ovoalbimina (Ovo), que
contiene 4 y 40 pg. Todos los sueros fueron diluidos 1/200.

Los sueros de los conejos inyectados con la proteina cuticular pupal
mayoritaria PCG-100 dieron reaccién positiva con PCP, pero no con LCP y
ovoalbimina (ver figura IV.1). La débil seiial detectada con ACP pudo
deberse a la existencia de antigenos comunes entre las proteinas de adulto o
la eventual presencia de pupas entre los adultos farados utilizados para la
preparaciéon de ACP. Se verd mas adelante que no existe reaccién cruzada
entre la PCG-100 y las ACP, de modo que la contaminacién con animales de
otro estadio parece ser la causa de la senal detectada.

Como se observa en la figura IV.l, la respuesta inmunolégica
producida por las LCP fue muy baja. Inclusive después de cuatro
aplicaciones de antigeno, la senal obtenida fue practicamente indistinguible
de la del suero pre-inmune del mismo conejo.
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Los sueros preparados contra la proteina cuticular pupal de bajo peso
molecular, PCP-29, fueron de titulo relativamente bajo y dieron reaccion
cruzada con otras PCP de alto y bajo peso molecular. También reconocieron
proteinas de abdémen de adulto (no mostrado). Los animales inyectados con
la glicoproteina especifica de abdémen PCG-16 o con la PMP-26 no dieron
sueros de titulo adecuado.

El suero preparado contra PS-44 fue confrontado a preparaciones
masivas de proteinas cuticulares de larva III y de larva en el momento del
salto. Se observa en la figura IV.2 que este suero reconocié algin antigeno
entre las LsCP pero no entre las LCP.

A B Figura IV.2: "Dot blot"
- de Co;oalbﬁn:na, LCP y

ks e ) LsCP. s suero

p o Ovo preinmune; B: suero
%‘ ’ ¢ ¢ @ LCP  anti-PS-44. Cada fila
R e contiene 2, 10 y 100 pg de
L [ o .. Lscp proteina. La dilucién de

los sueros fue 1/100.

2. Anilisis inmunolégico de PS-44.

La PS-44 resulté una proteina de interés particular dada su presunta
aparicion en la cuticula al finalizar el tercer estadio larval. Como se discute
més adelante, el agregado de esta proteina a la cuticula larval podria estar
relacionado con los cambios que ocurren en la misma justo antes de
iniciarse la pupariacién.

Como se ve a continuacién, los estudios inmunolégicos realizados,
tendientes a aclarar la naturaleza de esta proteina, mostraron que se
trataria de una proteina de origen no-cuticular.

2.1 Presencia de PS-44 en distintos estadios.

' Se estudi6 la presencia de esta proteina entre las proteinas cuticulares
de los distintos estadios de Ceratitis capitata por anélisis de “Western blot”.
De acuerdo a lo observado anteriormente (ver pagina 58) PS-44 fue
detectada en las preparaciones masivas de proteinas cuticulares de “larva
de salto” y “pupario blanco”, pero no en PCP o ACP (ver figura 1V.3).
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Figura 1V.3: "Western
blot" de proteinas
cuticulares de larva de salto
(LsCP), pupario blanco
(Po), pupa (PCP) y adulto
farado (ACP).

95

También se analizé la presencia de PS-44 en los estadios larvales I y
II. Para ésto, se realiz6 el mismo tipo de andlisis con proteinas totales de
dichos estadios. Se observa en la figura IV.4 que se detect6 PS-44 en larva I
y II y también entre las proteinas totales de pupas y adultos farados de

distintas edades.

o

‘ Q
LITLIITLs PIP4P6 P8 P9 Ab Al C AM

oy

LsCP

Figura 1IV.4: "Western blot" de
proteinas totales de larvas de
segundo y tercer estadio (LII y
LIII); larva de salto (Ls); pupas y
adulto farados de 1, 4, 6, 8 y 9 dias
desde la pupariacién (P1-9);
abdémen (Ab), alas (Al y
cabeza (C) de adulto emergido.
LsCP: proteinas cuticulares de
larva "saltarina"; M: marcadores

de peso molecular.
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2.2 Localizacién tisular de PS-44.

Dado que no se detect6 PS-44 en las preparaciones de proteinas
cuticulares de pupas o adultos, la respuesta positiva obtenida en el
“Western blot™ de proteinas totales podria deberse a la presencia de PS-44
en algin tejido distinto al tegumental. Por lo tanto, se analizaron las
proteinas totales de distintos Organos, obtenidos por diseccién de larvas de
tercer estadio (ver figura IV.5 A). También se analizaron muestras de
hemolinfa y hemocitos (ver figura IV.5 B). Se obtuvo respuesta en todos los
6rganos analizados: cuerpo graso, glandulas salivales, discos imaginales y
cardia (ver figura IV.5 A). No se detect6 PS-44 entre las proteinas de
hemolinfa o hemocitos (ver figura IV.5 B).

A B

CG DI GS C gl 11 g
SpPSpPSpPSpP h ¢ h ¢

og=-- @

Figura IV.5: "Western blot" de distintos Organos y tejidos de
Ceratitis capirata. A: cuerpo graso (CG), discos imaginales (DI),
gléndulas salivales (GS) y cardia (C) fueron disecados como se
describe en Materiales y Meétodos y homogeneizados en
solucién de Ringer. Después de centrifugar §' a 15000 rpm se
separ6 el sobrenadante (s). Los precipitados (p) fueron
solubilizados en buffer muestra. Las proteinas fueron separadas
en mini-PAGE-SDS 12.5%. B: se obtuvo hemolinfa de larvas de
salto de acuerdo a los métodos descriptos en Materiales y Métodos:
por centrifugacOn a través de lana de vidrio (I) o recogiendo la
hemolinfa en Parafilm™ (1I). Se centrifugaron las muestras §' a
200 x g y se separ6 la hemolinfa sobrenadante (h ) de las células
(c). Las proteinas fueron separadas en mini-PAGE-SDS 15 %.
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De estos experimentos se deduce que PS-44 no seria cuticular, pese a
que se la detect6 siempre en las preparaciones masivas de LsCP y PoCP (ver
figuras II1.8, pagina 58, y IV.3). Su presencia en las preparaciones de
proteinas cuticulares podria deberse a contaminacién con material
no-cuticular proveniente o bien de restos de células epiteliales, las cuales
se hallan en contacto directo con el exoesqueleto, o bien de otros tejidos
(apodemas musculares, cuerpo graso, etc.).

2.3 Relacién inmunolégica con otras especies.

Se analiz6 la existencia de polipéptidos inmunolégicamente
relacionados con la PS-44 en otras especies. La figura IV.6 muestra un
"Western blot" de proteinas totales de distintos Organos de distintas
especies: E. coli ; Acanthamoeba castellanii ; Trypanosoma cruzi ; cerebro e
tegumento de Bombyx mori (gusano de seda); cerebro y hepatopancreas de
Chasmagnatus granulata (cangrejo de estuario); tercer estadio larval de
Drosophila melanogaster ; adultos de Trichogramma pintoi 'y T. fuentesi
(avispas parasitas); cerebro e higado de rata y tercer estadio larval de
Ceratitis capitata. Se vé claramente que el suero anti-PS-44 de Ceratitis
reconocié proteinas de movilidad similar a PS-44 en todos los insectos
ensayados y también en cangrejo. No se detectd respuesta en ameba, rata o
E. coli.

Figura [IV.6: "Western blot" de

i R = proteinas totales de E. coli (E.c);
. : Sy By . Acanthamoeba castellanii (A.c);
(.E!)L: :ﬁ ;l‘ "E‘E E3 ‘3 QE !E"* t g g (3 3 Trypanosoma cruzi (T.c); cerebro

y tegumento de Bombyx mori
(B.m (¢) y B.m (i)); cerebro vy
hepatopadncreas de Chasmagnatus
granulata  (Ch.g (¢) y Ch.g (h));

2 |
. tercer estadip larval de D.
melanogaster (D.m); T. pintoi
Q e (I'p) y T fuentesi (T.f ); cerebro
(c) e higado (h) de rata y tercer
estadio larval de Ceraritis capitara

(C.c). LsCP: proteinas cuticulares
de larva de salto.
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Todo ésto indica claramente que se trataria de una protefna bastante
conservada en distintas especies de artrépodos, que parece expresarse
constitutivamente en distintos 6rganos. Ciertas propiedades de la proteina
cclular actina son similares a las de PS-44. Primero, su peso molecular es de
aproximadamente 42-45 kD (Lazarides y Weber, 1974; Garrels y Gibson,
1976; Storti et al., 1976) Segundo, se halla muy conservada desde hongos y
protozoos hasta mamiferos (Firtel, 1981; Pollard y Cooper, 1986). Tercero,
se expresa en todo tipo celular, en forma abundante. En algunas células
puede llegar a ser 15-20% de las proteinas totales (Korn, 1982). Cuarto, su
localizacién subcelular -formando parte del citoesqueleto- le confiere
propiedades de solubilidad similares a las de PS-44. En algunos casos es
parcialmente solubilizada en 0.6 M NaCl (Lazarides y Weber, 1974).
Frecuentemente se encuentran filamentos de actina en preparaciones de
membrana plasmética, asociados a la cara citosélica (Pollar y Cooper, 1986).

Por lo tanto, parecia posible que la PS-44 fuera actina. Aunque no se
la detect6 entre las proteinas de cerebro o higado de rata, podria ser que la
cantidad presente en estos extractos no fuera suficiente para dar una
respuesta detectable, por lo que se estudié la reaccién del suero anti-PS-44
con actina bovina comercial, la cual present6 en geles desnaturalizantes un
peso molecular aparente mayor que el de PS-44 (ver figura IV.6 A). Se ve
claramente en la figura IV.6 B que no se obtuvo respuesta positiva, de lo
cual se concluye que PS-44 no es ni estaria relacionada con la actina de
mamifero y -por lo tanto- probablemete tampoco con la de Ceratitis capitata
. Dado que no se trataria de una proteina cuticular y a que su expresién
parece constitutiva, no se avanz6 mas en el estudio de esta proteina. Se hace
una discusién mas extensa al final de esta seccién (péaginas 105-107).
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Figura 1IV.6: Se separaron
B en SDS-PAGE 10% proteinas
LeCP Ac cuticulares de larva de salto

(LsCP) y actina bovina (5 ug)
(Ac), y se transfirieron a
nitrocelulosa. A: tincién con
— 66 KD tinta china. B: "Western

blot" con suero anti-PS-44,

3. Estudios inmunolégicos de la PCP mayoritaria.

Se obtuvieron dos sueros policlonales de buen titulo contra la proteina
cuticular mayoritaria PCG-100, purificada por electroforesis en geles
preparativos. Ambos mostraron el mismo patrén de bandas cuando fueron
utilizados en el revelado de "Western blot" de proteinas cuticulares pupales
de Ceratitis . Uno de estos sueros fue utilizado en la mayoria de los
experimentos descriptos a lo largo de esta tesis.

3.1 Proteinas reconocidas con antisueros anti-PCG-100.

Se analizaron por "Western blot" seguido de inmunodeteccién (ver
Materiales y Métodos) preparaciones masivas de PCP de Ceratitis capitata.
Se observé que los sueros anti-PCG-100 reconocieron una banda
mayoritaria, que coincidié en movilidad con la PCG-100, y otras de menor
peso molecular aparente. La ‘intensidad relativa de estas bandas
minoritarias resultd variable en las distintas preparaciones de PCP
analizadas. Para determinar si se trataba de productos de degradacién o de
proteinas cuticulares inmunolégicamente relacionadas con PCG-100, se
trataron pupas de la siguiente manera:
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1. diseccién de la cuticula in vivo en solucién de Ringer conteniendo
PMSF, BHT y PTU y extraccion inmediata de PCP.

2. incubacién a 37 °C durante 16 horas y posterior diseccién.

3. incubacién a 37 °C durante 16 horas de la pupa sin el pupario,
sumergida en Ringer conteniendo BHT y PTU, pero no inhibidor de
proteasas, seguida de diseccién.

Se observa en la figura IV.7 que después de la incubacién a 37 2C, la

intensidad de la banda correspondiente a PCG-100 disminuy6, en tanto que
aumentaron en ndmero e intensidad las bandas de menor peso molecular.

Ind 2.33

Figura IV.7: "Western blot"
de proteinas cuticulares de
pupas de 5 dias que fueron
sometidas a los tratamientos 1,
2 y 3 indicados en el texto. Los
dos altimos fueron realizados
en duplicado.

Esto significa que el suero anti-PCG-100 reconocié especificamente a
esta proteina entre todas las PCP y que las bandas minoritarias detectadas
en algunos casos serian productos de degradacion, la cual aparentemente
logré evitarse en presencia del inhibidor de proteasas PMSF. El carril 1 de
figura IV.7 muestran que en estas condiciones, s6lo la PCG-100 es
reconocida por el antisuero (ver también figura IV.11).
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3.2 Especificidad de estadio y tejido de la PCG-100.

Se estudi6 la presencia de PCG-100 en distintos estadios de Ceratitis
capitata: embrién, larva III, pupa y adulto farado. Se prepararon extractos
de proteinas totales como se indica en Materiales y Métodos y se analizaron
por "Western blot" revelado con el antisuero. Como se ve en la figura IV.8,
sélo en el carril de pupa se observé la banda correspondiente a PCG-100.

Figura 1IV.8: Especificidad de
estadio de PCG-100. Cantidades
equivalentes de proteinas totales
de diferentes estadios fueron
separadas en SDS-PAGE 12.5%,
transferidas a nitrocelulosa
y reveladas con suero anti-
PCG-100, como se describe en
Materiales y Métodos.

Con el mismo tipo de anilisis se estudié la presencia de PCG-100 en
distintos tejidos: tegumento, hemolinfa y Organos internos. La hist6lisis que
se produce al iniciarse la metamorfosis hace dificil la diseccién de 6rganos
intactos, por lo que se analizaron juntos todos los tejidos remanentes
después de separar la cuticula. Este andlisis fue realizado entre las 40 y 72
horas de edad, periodo en el que la PCG-100 se acumula en la cuticula pupal
en formacién (ver III, pagina y figura IV.9).
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Se observa en la figura IV.9 que PCG-100 fue detectada en la cuticula
pupal a las 48 horas, pero no en hemolinfa ni en 6rganos internos en el
periodo comprendido entre las 40 y 72 horas. Es importante destacar que la
cantidad de proteina sembrada en estos carriles fue mayor (ver figura
IV9 B) y que el tiempo de .exposicién fue més largo. Estos resultados
indican que PCG-100 parece encontrarse sélo en el tegumento (cuticula més
epidermis) y s6lo durante el estadio pupal.

A Non-epidermal Non-epidermal
Haemolymph tissue Haemolymph tissue
[} [
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Figura IV.9: Especificidad de tejido de PCG-100. Se
separaron en SDS-PAGE 12.5% proteinas de diferentes tejidos
y se realiz6 "Western blot" revelando con suero anti-PCG-100
como se describe en Materiales y Métodos. La cuticula fue
obtenida de una pupa de 48 horas, la hemolinfa y 6rganos
internos de animales de 40, 48 y 72 hs. A: autorradiografia.
El tiempo de exposicion fue de 8 horas para el _carril de
cuticula y 4 dias para los restantes. B: tincién de tinta china
de la misma nitrocelulosa que en A.

3.3 Acumulacion de PCG-100 durante la metamorfosis.

Se estudi6 la presencia de PCG-100 durante los estadios que se
desarrollan dentro del pupario: pre-pupa, pupa y adulto farado. Para ésto,
se obtuvieron extractos de proteinas totales libres de lipidos por el método
de homogeneizaciéon en solventes organicos descripto en Materiales vy
Métodos y se analizaron por “Western blot" (ver figura IV.10 A).
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Se cuantific6 en el “Western blot” la cantidad de PCG-100, tal como se
indica en Materiales y Métodos. Se observa en la figura IV.10 B que la
cantidad de PCG-100 acumulada aumenté abruptamente entre las 48 y 76
horas, se mantuvo en sus méximos valores entre el tercer y cuarto dia y
luego parecié disminuir lentamente. Después del octavo dia, cuando ya se
produjo la muda a adulto, fue practicamente indetectable.

A

Ohs 20hs 28hs 34hs 44hs 50hs 56hs 68hs

76hs 4d 5d 6d 8d 10d 1d
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Figura IV.10: Acumulacion de PCG-100 durante la metamorfosis.
Se obtuvieron extractos proteicos libres de lipidos (ver Materiales y
Métodos) de insectos tomados de un cultivo sincrénico. Cantidades
equivalentes de los extractos fueron separadas en SDS-PAGE 12.5%,
electrotransferidos a nitrocelulosa y revelados con suero
anti-PCG-100 seguido de proteina A-[125I]. A: autorradiografia. B: la
radioactividad unida a la nitrocelulosa fue cuantificada como se
indica en Materiales y Métodos.
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3.4 Relacion inmunol6gica con otras especies.

Se estudi6 la existencia de polipéptidos inmunolégicamente
relacionados con PCG-100 en preparaciones masivas de PCP de Drosophila
melanogaster. Se observa en la figura IV.I1 que la PCP-82 de Drosophila
mostré reaccién positiva con ‘el suero anti-PCG-100 de Ceratitis capitata.
Aparentemente, varias PCP de Drosophila melanogaster de alto peso
molecular fueron reconocidas, aunque teniendo en cuenta el anéilisis
realizado en 3.1 (pidgina 99), no puede descartarse que sean productos de
degradaciéon de PCP-82, que es la banda de mayor peso molecular entre las
que dieron sefal positiva. La afinidad del antisuero por la PCP-82 resulté
bastante menor que para el caso de PCG-100, como se aprecia por los
tiempos de exposiciéon requeridos (ver figura IV.11).

Figura IV.11: Se separaron en
SDS-PAGE 12.5% repa-
raciones masivas de PgP pde Dm Cec Dm Cc
Drosophila melanogaster

(Dm) y Ceratitis capitata (Cc) y

se sometieron a "Western blot",

revelado con suero anti-PCG-100

seguido de proteina A-[1251]. A: -
autorradiografia, B: tinci6én con

tinta china. Las flechas indican E
las posiciones correspondientes |
a la PCP-82 de Drosophila y a la

PCG-100 de Ceratitis. Los tiempos

de exposicién fueron de 48 y 8

horas, respectivamente.
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Discusién.

Se prepararon sueros policlonales en conejos contra proteinas
cuticulares larvales y proteinas cuticulares pupales que presentaban un
interés particular: PCG-100, PCP29 y PCG-16. Al igual que en otros
dipteros, en Ceratitis capitata, las protefnas cuticulares larvales y las PCP de
bajo peso molecular resultaron poco antigénicas. Han sido descriptas como
poco antigénicas las LCP de Drosophila melanogaster 'y Dacus oleae
(Fristrom et al., 1978; Silvert et al., 1984; Souliotis et al., 1988a). En estos
casos sdlo se consigui6 respuesta inmune entrecruzdndo las proteinas con
glutaraldehido. Por el contrario, la PCG-100 proporciond sueros de titulo
adecuado con los cuales se determiné la especificidad de tejido y de estadio
de esta proteina; asi como se facilit6 el estudio de su biosintesis (ver
capitulo VI). ’

También se obtuvo un suero contra la presunta proteina cuticular
PS-44. Como se discute inmediatamente, con éste se demostr6 que esta
proteina no seria de origen cuticular, ni especifica de epidermis.

1. PS-44 es no-cuticular.

Es importante destacar que PS-44 presenté caracteristicas que la
diferenciaban de las otras proteinas extraibles de la cuticula larval en el
mismo momento del ciclo de vida. Estas caracteristicas son:

i) Extractabilidad: en el capitulo III (piginas 64-65) se mostr6 que la
PS-44 no se solubiliza en solucién de Ringer, al contrario de lo que
ocurre con las LCP. Se requiere NaCl 0.5 M o la presencia de
detergentes para extraerla.

ii) Afinidad por quitina: se vi6 que en columnas de afinidad PS-44 no
eluye en la misma fraccién que las LCP.

La aparicién en la cuticula larval de esta proteina, de propiedades
distintas a las LCP ya depositadas durante el estadio larval, sugeria
fuertemente que podria estar relacionada con los cambios que ocurren en la
cuticula cuando se prepara para convertirse en pupario. En Drosophila
melanogaster 'y en Manduca sexta han sido descriptas modificaciones en la
composicién proteica y en la morfologia de la cuticula al final del ultimo
estadio larval (Kimbrell et al.,, 1988; Horodyski y Riddiford, 1989).
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Sin embargo, los estudios inmunolégicos realizados, tendientes a
aclarar la naturaleza de esta proteina (ver IV.2), mostraron que se tratarfa
de una proteina celular, no cuticular, altamente conservada en artrépodos y
que su expresion serfa constitutiva a lo largo de todo el ciclo de vida y en
todos los tejidos analizados. De estos resultados se deduce que la presencia
de PS-44 en las preparaciones de protefnas cuticulares de larva de salto y
pupario blanco se deberia a contaminacién con material celular,
probablemente de origen epidérmico. Esto es probable dadas las
dificultades técnicas que existen en la preparacién en masa a partir de
muestras pequeias, como fue siempre el caso de estos estadios. La ausencia
de PS-44 en las preparaciones de proteinas cuticulares seria indicativa del
grado de pureza de las cuticulas obtenidas. Este es el caso de LCP, PCP o
ACP, como lo confirmé el andlisis microscpico (pdgina 54). Dado que los
restos de membranas de epidermis adherida a la cuticula es la
contaminacion més comin en preparaciones cuticulares impuras, podria ser
que PS-44 sea de membrana o que esté asociada a la membrana plasmaética
o a membranas internas, lo cual concuerda con las condiciones requeridas
para su solubilizacién (alta sal o detergente).

Como se seial6d, PS-44 comparte con la actina ciertas propiedades.
Para confirmar o descartar la identidad de estas dos proteinas, se probé si
existia relacién inmunol6gica entre las mismas. El andlisis por "Western
blot" indic6 que el suero anti-PS-44 no parece reconocer la actina bovina.
Dado que se trata de una proteina muy conservada, inclusive en especies
tan distantes como hongos, protozoos y mamiferos (Firtel, 1981; Pollard y
Cooper, 1986), ésto descartaria la similitud entre la PS-44 y la actina.

La hemolinfa también podria ser un contaminante eventual en las
preparaciones de cuticula. Sin embargo, las proteinas mayoritarias de
hemolinfa presentan en Ceratitis capitata pesos moleculares de 87; 85; 82 y
81 kD (ver capitulo VIII; Mintzas y Reboutsicas, 1984). Las proteinas
mayoritarias de hemocitos, en cambio, son de peso molecular méis cercano a
44 kD. La banda principal tiene un peso molecular relativo de 36 kD y es
seguida en abundancia por bandas de 47 y 54 kD (Marmaras y Tsakas,
1988). Como se ve en la figura IV.5 tal, ninguna banda de este peso
molecular fue reconocido por el anticuerpo anti-PS-44.
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La identidad de PS-44 queda por ser determinada, para lo cual es de
tener en cuenta, ademis de todas las caracterfsticas mencionadas, que se
detecté una proteina de peso molecular aparente similar en otras especies
de insectos y artr6podos (avispas, gusano de seda, Drosophila melanogaster |,
cangrejo de rfo) pero no se hizo evidente su presencia en especies distantes
como rata, ameba, T. cruzi o E. coli. No caben dudas de que se trata de una
proteina muy interesante, cuyo estudio queda fuera del marco de esta tesis,
pero que deberia ser estudiada especialmente.

2. Antigenicidad y epitopes de la PCG-100.

La proteina cuticular pupal mayoritaria, PCG-100, generé sueros de
buen titulo, que reconocen especificamente a esta proteina. Las otras
bandas que fueron reconocidas con menor intensidad en andlisis de
"Western blot", no parecen corresponder a proteinas inmunolégicamente
relacionadas con PCG-100, sino méas bien a productos de degradaciéon de ésta
(ver 3.1).

En otras especies es comin encontrar que ciertas proteinas especificas
de un determinado estadio presentan reaccién cruzada con otras proteinas
del mismo o de otros estadios. En Anthonomus grandis (gorgojo del
algodén), anticuerpos dirigidos contra ciertas proteinas larvales reconocen
proteinas de pupa y adulto. No estd claro si se debe a secuencias
aminoacidicas similares o la existencia de cadenas de carbohidratos en
comun (Stiles y Leopold, 1990). También en Antheraea polyphemus las PCP
estdn inmunoldgicamente relacionadas con las ACP (Sridhara, 1983, 1985).
En Lucilia cuprina existe reaccién cruzada entre ciertas LCP y proteinas de
bajo peso molecular de pupa y adulto farado (Skelly y Howells, 1988). En
Drosophila existen familias de proteinas cuticulares inmunolégicamente
relacionadas entre si e inmunolégicamente distintas de las proteinas de
otras familias (ver Introduccién). Estos grupos o familias son las LCP, las
PCP de bajo peso molecular (algunas de ellas relacionadas
inmunolégicamente con las LCP) y las PCP de alto peso molecular (Silvert et
al., 1984).
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Entre las proteinas de Ceratitis capitata , la PCG-100 parece tener
determinantes antigénicos que le son propios, ya que hasta ahora no hemos
encontrado relacién inmunolégica con otras proteinas cuticulares o no
cuticulares. Teniendo en cuenta que se trata de una glicoproteina, podria
esperarse que algunos epitopes oligosacaridicos fueran compartidos con
alguna otra glicoproteina. En otros insectos, las mitades oligosacaridicas
juegan un papel importante en el reconocimiento de las proteinas
cuticulares por sueros policlonales (Cox, 1987). Este no parece ser el caso de
PCG-100. Otras proteinas de Ceratitis , en su mayoria glicoproteinas de bajo
peso molecular, mostraron reaccién cruzada con otras proteinas y también
con ovoalbimina (di Paola y Quesada, com. per.). En cambio los sueros anti-
PCG-100 no dieron reaccién positiva con ovoalbimina (que contiene
oligosacdridos de alta manosa) ni, como ya se sefiald, con ninguna otra
glicoproteina de insecto.

Concluimos, entonces, que los principales epitopes inmunogénicos de
PCG-100 no parecen abundantes, lo que haria que pensar que esta
glicoproteina no formaria parte de una familia multigénica, a diferencia de
lo que ocurre en Drosophila 'y otras especies anteriormente mencionadas.
Sin embargo, como se discute méas abajo, la PCG-100 pareceria relacionada
con proteinas de Drosophila melanogaster .

3. PCG-100: especificidad de estadio y tejido.

Se estableci6 claramente que PCG-100 es especifica de estadio pupal,
no detectdndosela en embrién, larva III o adulto farado. Es decir que la
expresiéon del gen correspondiente estaria restringida a este estadio.

Anilisis de "Western blot" determinaron que no existen polipéptidos
inmunolégicamente relacionados con PCG-100 en hemolinfa ni en 6érganos
internos. Este anéalisis fue realizado en pupas de 40, 48 y 72 horas,
periodo en el cual la PCG-100 es sintetizada y depositada en la cuticula
(ver mas adelante). La ausencia de esta proteina o de precursores de la
misma en tejidos no-tegumentales sugiere fuertemente que la sintesis de
PCG-100 ocurre s6lo en la epidermis. Es decir, la expresiéon de PCG-100 es
especifica de células epiteliales de estadio pupal. Existen varios casos en que
se detectan en la cuticula proteinas de origen no epidérmico.
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En Callpphora vicina (Konig et al, 1986) se ha detectado, en las cuticulas
larval y pupal y en el pupario, l1a presencia de la principal proteina de
hemolinfa, sintetizada en el cuerpo graso. También se detectan proteinas
de hemolinfa en cuticulas de Manduca sextay de cucaracha americana; y
vitelogenina en la cuticula de langostas hembras (ver Introducci6n).

Tal como se discuti6 anteriormente (ver III), la presencia de PCG-100
en la cuticula de todo ¢l cuerpo de la pupa plantea la pregunta de si ésta es
expresada s6lo en células imaginales (de discos imaginales e histoblastos) o
si se expresa también en las células abdominales remanentes de origen
larval. Esto podria aclararse indirectamente mediante estudios
inmunohistolégicos con antisueros dirigidos contra PCG-100, los cuales
-como se vié- son altamente especificos.

4. Deposicion de PCG-100 durante la metamorfosis.

Utilizando antisueros especificos se estudié cuantitativamente el perfil
de PCG-100 durante la metamorfosis. En "Western blot" de proteinas totales
se vio que PCG-100 se hace detectable poco después del inicio del
estadio pupal (44 horas en la figura IV.10), siendo méixima la sefal al
tercer-cuarto dia y decayendo luego hacia el fin del estadio (séptimo dia).
La curva trazada en la figura IV.10 es muy similar a la de la figura III.10
(pagina 61), en donde se grafica la cantidad de PCG-100 acumulada en
cuticula. El hecho de que la aparicion de PCG-100 en extractos de proteinas
totales coincida con la aparicién de PCG-100 en la cuticula sugiere que esta
proteina no se halla almacenada o circulante antes de su secrecién y
que la sintesis y deposicién en cuticula ocurre con un defasaje no mayor de
8 horas.

Como se ve en ambas figuras (IV.10 y III.10) la cantidad de PCG-100
detectada disminuye al finalizar el estadio pupal. Hasta donde sabemos, el
que una proteina cuticular deje de ser “detectable” puede deberse a dos
razones:

i) se ha degradado por la accién de las enzimas protedsicas secretadas
en el fluido ecdisial. Como se indic6 en la Introduccién, se cree que este
proceso de degradacion y reuso de materiales existe en toda muda.
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ii) se ha esclerotizado, es decir se ha unido covalentemente a otros
componentes cuticulares (quitina, proteinas), formando polimeros de alto
peso molecular (ver Introduccién) de modo tal que ya no es extraible, aiin
en presencia de agentes desnaturalizantes. Se acepta en general que este
proceso ocurre en las capas més externas de las cuticulas en formaci6n, pero
no han sido descriptos casos en que esto ocurra en cutfculas que estin
sufriendo un proceso de muda, a excepcién de la cuticula larval cuando se
transforma en pupario.

Por lo tanto, la “desaparicién” de PCG-100 coincidente con la muda a
adulto probablemente se deba a su degradacién por las enzimas secretadas
en el fluido ecdisial. En algunos casos se observd, en andlisis de "Western
blot" de proteinas totales, que simultdneamente con la desaparicién de
PCG-100 aparecian algunas bandas de menor peso molecular. Sin embargo,
teniendo en cuenta los resultados de las digestiones in vitro (ver 3.1), no
puede asegurarse que éstos sean los productos de la degradacién que
PCG-100 sufre in vivo por la acci6én de enzimas ecdisiales.

De todas las proteinas consideradas inicialmente, teniendo en cuenta
sus propiedades y los estudios inmunolégicos realizados, resulta que
PCG-100 es un buen modelo de estudio, dada su abundancia y su
especificidad de estadio y tejido. Puede decirse que PCG-100 es un
excelente marcador del nuevo programa expresado por las células
epiteliales al iniciarse el estadio pupal. El estudio de la sintesis y deposicién
de esta proteina puede ser tomado como representativo de la actividad
biosintética y secretoria de la epidermis en este momento del desarrollo del
insecto (ver capitulo VI).

5. Relacién inmunol6gica entre proteinas cuticulares de distintas
especies.

El hecho de que antisueros dirigidos contra la PCG-100 de Ceratitis
capitata reconozcan a la PCP-82 de Drosophila melanogaster es indicativo
de que estas moléculas presentan cierta similitud. Como se discutié
anteriormente, los principales determinantes antigénicos de PCG-100 no
parecerian residir en su oligosacérido, lo cual sugiere que los epitopes que
son reconocidos en la PCP-82 corresponden a secuencias aminoacidicas
presentes en las dos proteinas. Es de hacer notar que, ademis de la PCP-82,
son reconocidos en Drosophila melanogaster otras PCP de alto peso
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molecular, las cuales, como ya se indic6, pertenecen a una misma familia
inmunolégica (Silvert et al., 1984).

Estudios inmunolégicos realizados por otros autores revelaron que las
LCP de Drosophila melanogaster presentan reacciéon cruzada con las LCP de
Lucilia cuprina y de Dacus oleae (Skelly y Howells, 1988; Souliotis et al.
1988a). Esta dltima es una mosca evolutivamente muy cercana a Ceratitis
capitata. Las LCP de estas especies presentan perfiles electroforéticos muy
similares y fuerte relacién inmunolégica (Souliotis et al., 1988a). En cuanto a
las PCP, no han sido realizados muchos estudios sobre sus relaciones
inmunolégicas. Sin duda la especie méas estudiada es Drosophila (Fristrom et
al., 1978; Silvert et al. 1984; Doctor et al.,1985), en la cual encontramos que
la PCP-82 es homéloga a la PCG-100 de Ceratitis.

A excepcién de Dacus y Ceratitis, todos los otros dipteros
mencionados se hallan bastante alejados evolutivamente. La reacci6n
inmunolégica cruzada entre proteinas cuticulares de especies relativamente
alejadas evolutivamente y las homologias de secuencia sefialadas en la
Introduccién, sugieren que estos genes se hallan bastante conservados a lo
largo de la evolucién de los dipteros.



V. Estudios a nivel de acidos nucleicos.

The contents of an article shall be new, &we,
important and comprehensible.

L. DeBakey. 7Ae scientific journal, 1976.

Se emplearon sondas de DNA de ZDrosophila
melanogaster codificantes para proteinas cuticulares larvales
con la intencién de detectar secuencias homélogas en Ceralitis
caprtata. Se prepararon acidos nucleicos, DNA y RNA de este
insecto para éste y otros propésitos experimentales.
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Resultados.
1. Preparacién de &acidos nucleicos.
1.1 Preparacién de DNA.

Hasta la fecha, los métodos descriptos en la literatura para la
obtenciéon de DNA de insectos son relativamente escasos (Henry et al.,
1990). Hemos preparado DNA de Ceratitis capitata de acuerdo al
procedimiento de J. Natzle (com. pers.) modificado por nosotros y descripto
en Materiales y Métodos (ver pédgina 46). Las preparaciones de DNA fueron
analizadas cualitativa y cuantitativamente por medicién de las
absorbancias a 260, 280 y 320 nm, y por electroforesis en geles de agarosa.
Las mejores preparaciones se obtuvieron a partir de pupas. En el caso de
adultos de Ceratitis capitata -y también en el caso de ninfas de quinto
estadio o adultos de Triatoma infestans- se obtuvieron preparaciones de
DNA coloreadas. Estas muestras fueron parcialmente purificadas por
cromatografia en Sephadex G-50. La coloracién se evit6 totalmente en el
caso de Triatoma infestans mediante la presencia de antioxidantes (BHT,
PTU) en el buffer de homogeneizacion (Wappner, com. pers.). E1 DNA
obtenido por el método descripto fue de alto peso molecular y resulté un
buen sustrato para enzimas de restriccion (no mostrado). Estas
preparaciones de DNA fueron destinadas a ensayos de “Southern blot”™ (ver
2) y también a la confeccién de un banco gen6mico de expresién (tarea que
queda fuera del marco de esta Tesis y que serd completada por otro(s)
miembro(s) del laboratorio).

1.2 RNA y RNA poliA* de distintos estadios.

Se aisl6 RNA de distintos estadios de Drosophila melanogaster 'y
Ceratitis capitata , de acuerdo a los procedimientos descriptos en Materiales
y Métodos. El RNA fue sometido a electroforesis en geles de agarosa como
muestra la figura V.2 A. Tanto en Drosophila melanogaster como en
Ceratitis capitata se observaron dos bandas que corren con una movilidad .
ligeramente menor al marcador de 1.9 kb. Dada la intensidad de estas
bandas, asumimos que se trata de RNA ribosomal. En otros insectos
también ocurre que los dos RNA ribosomales presentan una movilidad muy
similar, cercana a la posicién en la que suele encontrarse el rRNA de 18S de
mamiferos (Souliotis et al.,1989).



Estudios con sondas de DNA 114

A partir de RNA totales se obtuvieron muestras enriquecidas en
mRNA por pasaje a través de oligo dT-sefarosa, como se describe en
Materiales y Métodos. La proporcion de RNA poliA* respecto del RNA total
resultd distinta en los distintos estadios (ver tabla V.1).

Estadio: Larva III  Pre-pupa Pupa

RNA poliA*/RNA total: 1.5% 0.86% 1.6%

Tabla V.1: Se aisl6 RNA de distintos estadios deCeratitis capirata
como se describe en Materiales y Métodos. Entre 0.5 y 0.75 mg de
RNA de cada estadio fueron pasados por la misma columna de
oligodT-sefarosa. Se eluy6 como se describe en Materiales y
Métodos y se determiné la cantidad de RNA unido y no unido por
absorbancia a 260 nm.

Aln teniendo en cuenta los posibles errores en la determinacién de las
cantidades de RNA total y poliA*, creemos que las diferencias en los
valores obtenidos en los distintos estadios son significativas. La proporcion
de RNA poliA* parecié disminuir durante el periodo pre-pupal. Estos
resultados concuerdan con los descriptos anteriormente en Cerafits por
Fominaya et al. (1984) e indican que el nimero de moléculas de RNA
mensajero es menor durante este periodo. Esto sugiere que los genes que
estaban siendo transcriptos durante el estadio larval se habrian vuelto
inactivos y que no se: habrian “encendido” aGn los genes pupales, lo cual
seria coherente con el hecho de que en este momento se produce la
histdlisis de la mayor parte de los tejidos larvales y no ha comenzado atin
la organizacion de los pupales.

2. Estudios con sondas de DNA de Drosophila melanogaster.
Como se vié en la Introducci6n, existe cierta homologia entre genes
que codifican para proteinas cuticulares larvales de distintas especies. Por
lo tanto se decidi6 emplear sondas de DNA codificantes para proteinas
cuticulares de Drosophila melanogaster , con el fin de detectar mRNA o DNA
homoélogos en Ceratitis capitata. La hip6tesis de trabajo consistia en la
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posibilidad de reconocer secuencias homdlogas que correspondieran a
proteinas larvales y -eventualmente- de pupa y/o adulto abdominales. En
los estudios mostrados aqui, se utiliz6 una sonda de DNA conteniendo el
fragmento gendmico que codifica para las LCP mayoritarias de Drosophila.
Estos genes se encuentran formando un ctmulo o “cluster” en el tercer
cromosoma, como lo ilustra la figura IV.l (Snyder et al., 1981; 1982).

LCP 1 LCP 2 LCP 3 LCP 4
g g Pt e a's o Pata a¥s
B e=én
D 1ntr01.1 1 kb
3'poli A

Figura IV.1: Organizacién genémica de los genes que codifican
para las LCP de Drosophila melanogaster, basado en Snyder et al.
(1981; 1982). Las flechas indican la direccion de la transcripcidn.
Las distancias entre los genes no estin en escala. Un pldsmido
conteniendo este fragmento genémico (pDO-7) fue utilizado en los
. experimentos mostrados aqui.

Se ensayé con la sonda de Drosophila descripta méis arriba RNA de
distintos estadios de Drosophila 'y Ceratitis . Para ésto el plasmido pDO-7
fue amplificado en E. coli , purificado en gradiente de CsCl y marcado con
32P por “nick translation” como se indica en Materiales y Métodos. La figura
V.2 B muestra un “Northern blot” de RNA de larva III y pupa de
Drosophila, y larva IIl, pre-pupa, pupa y adulto farado de Ceratitis .
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Al B

Drosophila tibrazia‘s Ceralilis Drosophiia
M L P L PP P AF AF P PP L P L

Figura V.2: “Northern blot” de distintos estadios de Drosophila vy
Ceratitis: L: larva, PP: pre-pupa, P: pupa, AF: adulto farado. M:
marcadores de peso molecular. El RNA fue separado por electroforesis en
gel de agarosa 1.2%. A: tinci6én por bromuro de etidio, 10 pg por carril. B:

Un gel similar (20 pg por carril) fue transferido a nitrocelulosa e
hibridizado. Los lavados fueron realizados en SSC 0.5X a 45 °C.

Se observa en la figura V.2 B que en el estadio larval de Drosophila
melanogaster  se detect6 una banda ancha de aproximadamente 600 pb.
Esta corresponde a los mensajeros de los genes indicados en la figura V.1,
los cuales migran juntos con un tamafio aparente de 500-600 pb (Snyder et
al.,, 1981). De acuerdo a lo descripto anteriormente (Snyder et al., 1981;
Fristrom et al., 1986), estos .mensajeros fueron detectados en el tercer
estadio larval pero no en el estadio pupal (ver figura V.2). En estas
condiciones, no se observé sefal positiva en ninguno de los estadios de
Ceratitis capitata analizados.
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Se hibridiz6 RNA obtenido de los mismos estadios en condiciones
menos estrictas. En el “dot blot” mostrado en la figura V.3, se observa que
no se obtuvo seiial en los estadios larval y pre-pupal de Ceratitis.
Aparentemente, la sonda hibridiz6 con RNA de estadio pupal. Se conoce en
Drosophila melanogaster la existencia de un gen homélogo a los de LCP que
se expresa en muy bajos niveles en el estadio pupal (Henikoff et al., 1986).

En las condiciones ensayadas, se obtuvo respuesta en el estadio larval pero
no en el pupal de Drosophila.

Figura V.3: “Dot blot” de RNA de

Do Ce distintos estadios de Drosophila y
Ceratitis (1, 4 y 20 pg). Se hibridiz6
L PLPPP con la sonda de Drosophila
g ; radiomarcada con 32p por “nick

. Lo g translation” se realizaron los
' ‘ . e . .. lavados en SSCy2X a 42°C.

Levadura

@ o '

v L0

Para confirmar la posible existencia de mensajeros de estadio pupal
deCeratitis homdlogos a los de Drosophila, se realiz6 un “Northen blot” de
RNA poliA*. La hibridizacién fue llevada a cabo en las mismas condiciones
salinas y a la misma temperatura que el experimento de “dot blot” (figura
V.3). A excepcién de los controles positivos correspondientes, no se detectd
senal alguna (datos no mostrados).

La misma sonda de Drosophila melanogaster fue utilizada para
determinar la presencia de secuencias de DNA homélogas en Ceratitis. Se
digiri6 DNA de Ceratitis capitata con Hind III o EcoRI, y se realiz6 un
andlisis por “Southern blot” como se describe en Materiales y Métodos. No
se detect6 senal positiva, a excepcion de -los controles de Drosophila , pese a

que se ensayaron distintas condiciones de temperatura y concentracion
salina (no mostrado).
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Discusién.
Homologia con genes de Drosophila.

En las condiciones ensayadas, no hemos detectado mensajeros o DNA
de Ceratitis capaz de hibridizar con la sonda que codifica para las LCP de
Drosophila melanogaster. '

Como se indic6 en la Introducién, durante el desarrollo de esta tesis
otros autores identificaron en Dacus oleae, mosca muy emparentada
evolutivamente con Ceratitis capitata, genes que codifican para LCP.
Aparentemente, éstos serian homologos a los genes de Drosophila
melanogaster (Souliotis et al., 1988b; 1989).

Dado que estos presuntos resultados hicieron que empleardmos
mucho tiempo en comprobaciones y controles y que existe la sospecha
(Quesada-Allué, comunicacién personal) de una probable confusién o
inclusive fraude, se discuten a continuacién los resultados de estos autores.

Es llamativa la similitud de los resultados encontrados por Souliotis et
al. con el clon de Drosgp/ia, \DmLCP1, aislado por Snyder et al. (1981) y el
de Dacus, \DOCP13, aislado por Souliotis et al. (1989). En el trabajo de 1988,
Souliotis et al. utilizan el clon ADmLCP1 de Drasop/hila melanogaster para
seleccionar los mRNA homélogos de Dacus y luego traducirlos /7 vitro
Los polipéptidos obtenidos son analizados en geles bidimensionales. En
trabajos posteriores, se realiza el mismo ensayo utilizando el clon de Dacus
ADOCP13 para seleccionar los mensajeros (Souliotis et al,1989).

La figura V4 muestra los geles bidimensionales correspondientes al
ensayo de seleccién con ADmLCP1 (A) (Souliotis et al,1988b) y ADOCP13 (B)
(Souliotis et al, 1989). Claramente, estos autores obtuvieron /z misma
Infensidad de las distintas manchas seleccionando los mRNA con dfistrnfas
sondas. A menos que A\DmLCP1 sea /déntico a \DOCP13, es muy poco
probable que la abundancia relativa de los distintos mensajeros
seleccionados por uno y otro clon sea la misma. Los polipéptidos obtenidos
por traduccion /7 vitro de los mensajeros seleccionados también deberian
diferir en abundancia relativa. Aunque ésto no fuera asf es obvio que la

figura mostrada en ambos articulos es la misma (comparar A y B en la
figura V.4).
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Figura V.4: Seleccion de mRNA de Dacus oleae y traduccién in vitro
(tomado de Souliotis et., 1988b; 1989). a: tincién para proteinas del gel
bidimensional en donde se analizan los productos de la traduccién in
vitro. b: autorradiografia correspondiente. En A se utiliz6 el clon
ADmLCP1 de Drosophila (Souliotis et al., 1988b) y en B, el ADOCPI13 de
Dacus (Souliotis et al., -1989).

También son aparentemente los mismos los resultados obtenidos en
ensayos HART (“hibrid arrested translation analysis”). Esto consiste en la
traduccion /7 vifro de RNA que ha sido previamente hibridizado con un
exceso de DNA que codifica para cierta(s) proteina(s). La formacion de
hibridos RNA-DNA impide su traduccion.

La figura V5 A muestra los resultados obtenidos por estos autores
haciendo la hibridizacién con cDNA de, proteinas cuticulares (para
sintetizar el cual no se aclara qué “primer” se utilizo) (Souliotis et al,
1988b) y en la figura V.5 B se muestra el mismo experimento utilizando
DNA de ADOCP13 (Souliotis et al, 1989). Es asombrosa la reproducibilidad
de las manchas espureas en las dos fluorografias y el hecho de que
comparando estos dos experimentos se concluye que el marcador de 45 kD
no presenta siempre la misma movilidad.
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Es probable que los genes de LCP de Dacus sean homodlogos a los de
Drosophila melanogaster, pero a partir de los datos mostrados por Souliotis
et al. (1988b; 1989) es imposible concluir el grado de homologia entre las
dos especies. Dado que Dacus es muy cercana evolutivamente a Ceratitis,
deberiamos sospechar que los genes de esta mosca son similares a los de
Dacus y -por extensién- a los- de Drosophila. Sin embargo, en las
condiciones experimentales utilizadas por nosotros no hemos podido
detectar hibridizacién de ningin tipo.



VI. Sintesis in vivo de proteinas
" cuticulares pupales.

The day came and he hadn't slept for four days before it.

His body felt nervous and ready to burst. Incomprehensible feelings
possessed him. Around it all, encapsulating all the

mystery and terror and wonder and hope, was a single word.
Metamorphosis.

The process was something you could not avoid,

like death. The genes insisted and the body obeyed.

The larva could not delayed it.

A dim, fading part of him knew he would sleep

for three whole seasons...

A.D. Foster. Nor Cystal Tears, 1982

Se estudi6 la biosintesis de proteinas cuticulares pupales
por radiomarcacién zz vzve con [39S]-metionina.

La mayor parte de los trabajos realizados anteriormente
por diferentes autores en otros insectos fueron hechos 2 vziro,
tanto en cultivo de tejidos como en sistemas libres de células.
Nosotros, mediante la técnica de microinyeccion, estudiamos
la biosintesis de proteinas cuticulares de Ceratitis capitataen
condiciones estrictamente fisiologicas.
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Resultados.
1. Radiomarcaciéon in vivo.

Se realizaron radiomarcaciones con [35S]-metionina in vivo
(microinyeccion) e in vitro (cultivo de tejidos). En este Gltimo caso se
aislaron tegumentos (cuticulas + epidermis) por diseccién y se incubaron
en medio de Grace (Grace, 1962). Debido a que en los cultivos in vitro la
reproducibilidad . experimental result6 menor, en la mayoria de los
experimentos mostrados aqui, se prefiri6 la marcacién in vivo por
microinyeccién (figura VI.1)

Figura VI.1: Microinyecciéon de una pre-pupa de
0 hs. Fotografia tomada por Pablo Wappner.

La figura VI.2 muestra el porcentaje de incorporacién de
[35S]-metionina en funcién del tiempo de incubacién. Se observa que se
mantuvo la linealidad hasta aproximadamente siete horas después de la
microinyeccion. Es de destacar que para cada tiempo de incubacién los
valores de incorporacién obtenidos en distintos individuos -con excepcion
de unos pocos puntos- presentd muy poca dispersion.
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1] 1 L I T D Figura VL.2: Se microin-
L yectaron pre-pupas de

| . 24hs con 0.5 ul conteniendo
) 0.1 ,«Ci de [35S]-metionina.
A distintos tiempos, grupos
de cuatro animales fueron
homogeneizados indivi-
- dualmente, previo lavado
| con abundante agua. Se
determiné en los
homogenatos la radioac-
1 tividad total y la radio-
| ] - P S actividad en  material
0 10 20 30 insoluble en TCA 10% y
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Se investigé el dafio fisico provocado por la inyeccién. Este parecid
depender de la edad de los insectos. Cuando se la aplicé entre las 0 y 24 hs,
los animales continuaron su desarrollo normalmente, llegando hasta
adultos aproximadamentre el 50% de los especimenes. Cuando se
microinyectaron pre-pupas entre las 24 y 30 horas, el desarrollo continué
hasta justo antes de la eversiébn de la cabeza (40 hs), (estadio "pupa
temprana" (Rabossi et al, 1991)). Esto probablemente se debe a la
disrupcién de tejido provocada por la aguja en las estructuras necesarias
para evertir la cabeza. En los experimentos aqui descriptos se emplearon
pulsos breves (3 6 4 hs) y también tiempos de marcaciébn mas prolongados,
para los cuales se hicieron los debidos controles de morfologia y proteinas
cuticulares marcadoras (ver 11, 1 y 3.4.1).

2. Sintesis de proteinas durante la metamorfosis.

La figura VI.3 muestra los valores de incorporacién de
[35S]- metionina a proteinas totales, obtenidos en individuos de distintas
edades. La ligera caida en los valores de incorporacién observados hacia el
tercer dia en la figura VL.3 puede ser indicativa de una disminucién en la
sintesis proteica, aunque la dispersiéon de los datos no permite asegurarlo.
Ha sido descripto previamente (Agrell y Lundquist, 1973) que la
incorporacién de aminoacidos en proteinas durante la metamorfosis de los
dipteros decrece hacia la mitad del estadio pupal y aumenta luego hacia el
final del estadio.
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Figura VI.3: Se radiomarcaron por microinyeccién con [35S]-metionina
pre-pupas y pupas de distintas edades durante cuatro horas. Las barras
indican el promedio de incorporacién de cuatro animales analizados
individualmente como se describe en Materiales y Métodos. Las barras de
error indican el rango de los valores de incorporacién obtenidos.

3. Sintesis in vivo de PCP.

Se estudi6 la sintesis de proteinas cuticulares pupales mediante
radiomarcacién seguida de diseccién. Se microinyectaron con [35S]-
metionina pupas de distintas edades y después de 3 horas de incubacién se
disecaron las cuticulas y se extrajeron las proteinas radiomarcadas
depositadas (ver figura VI4 A y B). En individuos de 40 horas de edad el
perfil de proteinas revelado por tincién con CBB (panel A) resulté diferente
del perfil de proteinas radiomarcadas (panel B). Esto puede significar que
estas proteinas no son sintetizadas en este momento o que no contienen
metionina. Como se discute més adelante, han sido descriptas varias
proteinas cuticulares en las que este aminodcido estd ausente. Las bandas
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reveladas por CBB (paneles A) o las radiomarcadas (paneles B) observadas
a esta edad no parecieron coincidir con ninguna de las PCP mayoritarias
descriptas en el capitulo IIl (ver figura III.7, pagina 58).

Se observa en la figura VL4 (paneles A) que -tal como se seiialé
anteriormente (ver capitulo IIl. 4)- PCG-100 result6 la PCP mayoritaria
durante todo el estadio pupal después de las 40 hs. A esta edad no se hizo
evidente ninguna banda radioactiva que se identificara con PCG-100. El
méaximo de radiomarcacion de esta proteina se observé a las 48 hs (figura
Vi4, paneles B). En este momento comenzé a detectarse la acumulacién de
PCG-100 en la cuticula (paneles A). En las edades siguientes la cantidad de
PCG-100 acumulada fue aumentando y la sintesis fue disminuyendo. A 54
horas, con mayor tiempo de exposicién, la radioactividad detectada fue
menor y decrecié ain mas a-las 72 horas. A los cuatro dias la sintesis fue
indetectable y la proteina acumulada alcanz6 el méaximo valor (ver
también figura III.10, pagina 61).

PCG-100 result6 la proteina mas radiomarcada desde las 48 hasta las
72 horas. Se observaron también bandas de menor importancia, cuya
intensidad relativa fue cambiando a lo largo del estadio. Estas también
desaparecieron a las 96 horas. Es de destacar que para todos los
individuos analizados se comprobé que la incorporacién de [35S]-metionina
en proteinas totales fue comparable (ver también figura VI.3). De modo
que puede asegurarse que la ausencia de bandas radioactivas a las 96
horas indica que no se produce incorporacién de metionina en proteinas
cuticulares pupales a esa edad.
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4. Sintesis in vivo de PCG-100.
4.1 Inmunoprecipitacion.

Como se vié en III, 5.1, las proteinas cuticulares pupales requieren
detergente para su solubilizacién. Dado que grandes concentraciones de
desnaturalizantes interfieren con la técnica de inmunoprecipitacién, se
ensayaron distintas condiciones de extraccién. La PCG-100 fue solubilizada
cuantitativamente con un buffer de lisis cuya composiciéon fue: Tris 50 mM,
pH 8; NaCl 150 mM; NP-40 0.5%; SDS 0.1%, (carriles 4 y S en figura VL5 A).

Se homogeneiz6 una pupa de Cerafilis capitatay se extrajo sucesivamente
con solucién de Ringer, buffer de lisis durante dos horas a 0 2C y luego con
buffer “cracking” cinco minutos a 100 2C. La presencia de PCG-100 en estos
extractos fue determinada por andlisis de “Western blot” como se describe
en Materiales y Métodos. (ver figura VL5A). No se detect6 PCG-100 en el
extracto acuoso (carril 1), en cambio fue extraida en presencia de detergentes
(carriles 2 y 3). Dado que la homogeneizaciébn en Ringer extrajo poca
proteina (carril 1 en panel B) se omitié este paso en los experimentos
mostrados aqui, y se extrajo directamente en buffer de lisis 2 hs a 4 2C.

A12345 B12345

— LA .

Figura VLS: Una pupa de 60 hs fue homogeneizada vy
extraida sucesivamente con solucién de Ringer (1), buffer de
lisis (Tris 50 mM, pH 8; NaCl 150 mM; NP-40 0.5%; SDS 0.1%) a
0 °C (2) y cracking buffer a 100 °C (3). Otro individuo fue
extraido con buffer de lisis (4) y el precipitado resultante
con cracking buffer (5). Cantidades equivalentes de los
extractos se separaron en SDS-PAGE 7% 'y se
electrotransfirieron a nitrocelulosa. A: se reveld con suero
anti-PCG-100/ proteina A [!251] seguido de autorradiografia.
B: tincién para proteinas (tinta china).
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4.2 Sintesis de PCG-100 durante la metamorfosis.

Se estudié la sintesis de PCG-100 durante el estadio pupal mediante
radiomarcacién seguida de inmunoprecipitaciéon. Se microinyectaron
con [35S]-metionina pupas de distintas edades, y después de 4 horas de
incubaci6n se aislo, a partir de extractos totales, la PCG-100 radiomarcada
mediante inmunoprecipitacién con suero anti-PCG-100. Como ya se sefal6,
este suero resultd, muy especifico; la PCG-100 fue practicamente la dnica
proteina radiomarcada inmunoprecipitada (ver figura VI.6 A). La figura
V1.6 A y B muestra que la sintesis de PCG-100 se inici6 entre 43 hs y 54 hs
después de la pupariacion, fue méxima a las 54 -64 hs y luego decayd
abruptamente hacia las 72 hs. En el panel B de la figura VI.6 se observa
que incluso con mayor tiempo de exposicién, la radioactividad
eventualmente incorporada en PCG-100 a las 43 hs fue indetectable. Si se
detectd una sintesis baja después de las 72 hs de edad.

43 54 64 72 89 96

T

Figura VI.6: Se radio-
marcaron pupas de distintas
edades durante 4hs con 0.2 uCi

_ de [3SS]-metionina. Se homo-

; —45 geneizaron individualmente

s en buffer de lisis y se

: inmunoprecipit6 con  suero

ERIES s anti-PCG-100 como se describe

en Materiales y Métodos. Los

precipitados fueron extraidos

B con “cracking” buffer y se

analizaron las proteinas en

SDS-PAGE 10%, seguido de

fluorografia. A: 4 dias de
exposicion y B: 15 dias.
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Figura VL.7: La radioactividad incorporada en PCG-100 fue
cuantificada cortando la banda correspondiente en los geles mostrados
en las figuras VI.4 y VL6 y contando en un centelleador. Los
resultados se expresan como porcentaje de la radioactividad total
incorporada. A: radioactividad en PCG-100 aislada por inmuno-
precipitacién. B: radioactividad en PCG-100 extraida de cuticulas
disecadas. La linea punteada indica la cantidad total de PCG-100
inmunodetectada en andlisis de “Western blot” (ver figura IV.10,
pagina  103).
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Los valores de incorporacion de [35S]-metionina en PCG-100,
expresados como porcentaje de la incorporacién en proteinas totales., se
grafican en la figura VI.7 A y B. La figura VI.7 A muestra el porcentaje de
incorporacién en PCG-100 inmunoprecipitada a partir de extractos totales,
lo cual es una medida de la sintesis de esta proteina. En la figura VI.7 B, se
cuantifica la radioactividad de PCG-100 extraida de cuticula, lo cual es una
medida de la sintesis y deposiciéon en conjunto. En ambas resulté que la
marca en PCG-100 fue indetectable a las 40-43 hs y alcanz6 rapidamente
un miximo a las 48-54 hs. Esto sugiere que PCG-100 se deposita en
cuticula tan pronto como se sintetiza y que no permanece "almacenada”
previamente a su deposicién en cuticula, lo cual fue confirmado
posteriormente mediante experimentos de pulso y "chase". Luego, a
las 72 hs la sintesis decay$ y fue practicamente nula a las 96 hs.

El decaimiento de la sintesis observado a los tres dias pareci6 mas
abrupto cuando se midid la radioactividad inmunoprecipitada que cuando
se la cuantifico extrayendo la proteina de cuticulas disecadas. Esto puede
explicarse por la dilucién de la PCG-100 marcada con la proteina "fria”
acumulada a esta edad. La radioactividad recuperada por inmuno-
precipitacion seria proporcional a la actividad especifica de PCG-100 en los
extractos. En cambio, toda la radiomarca incorporada en PCG-100 seria
detectada cuando se la extrae de cuticulas disecadas.

Estos experimentos muestran claramente que la sintesis de PCG-100
se "dispara” abruptamente a las 48 horas y después de unas 12 horas
decae. La proteina sintetizada y acumulada en la cuticula en este periodo
permanece presente durante todo el estadio pupal (hasta el 7MO dia) (ver
linea punteada en la figura VL.7).
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Discusién.
1. Radiomarcacion de proteinas cuticulares in vivo.

La mayor parte de los estudios sobre biosintesis de componentes
cuticulares realizados por otros autores en otros insectos fueron llevados a
cabo por medio de incubaciones in vitro de tegumento o de discos
imaginales (Willis et al., 1981; Doctor et al., 1985). Si bien ésto permite
variar en forma controlada las condiciones del medio de cultivo
(concentraciones de hormona, de nutrientes, etc.) se trata de ensayos
realizados en condiciones no-fisiolégicas. En nuestro caso, mediante
microinyecciones, result6 posible analizar -por primera vez in vivo- la
biosintesis de proteinas cuticulares, es decir en condiciones estrictamente
fisiolégicas.

El método de radiomarcacién por microinyeccién, puesto a punto
para Ceratitis capitata resulté altamente reproducible y -dentro de ciertos
limites- no interfiri6 con el normal desarrollo de los insectos, por lo cual
pudieron emplearse tiempos prolongados de incubaciéon (ver también el
capitulo VII). Por medio de esta técnica se radiomarcaron las proteinas
cuticulares pupales de Ceratitis capitata con [35S]-metionina.

Se han descripto numerosos casos en los que no se logra incorporar
[35S]-metionina a proteinas cuticulares (ver Introduccién). La secuencia de
nucle6tidos de las LCP2, LCP3 y LCP4 de Drosophila melanogaster predice
proteinas libres de metionina y cisteina, a excepcién de la metionina inicial
(Snyder et al.,1982). En Sarcophaga bullata (diptero), no existe metionina
ni cisteina en la secuencia aminoacidica -de las proteinas larvales SC1, SC4 y
SC6 (Henzel et al., 1985). La secuencia de un clon de Manduca sexta
(lepidoptero) que codifica para LCP-15 también indica la ausencia de
metionina en esta proteina (Rebers y Riddiford, 1988).

Hay pocos datos acerca de la presencia de metionina en proteinas
cuticulares pupales. Algunas PCP de bajo peso molecular de Drosophila
parecen estar libres de metionina (Henikoff et al., 1986). En el caso de
Ceratitis capitata, hemos obtenido incorporaciéon de [33S]-metionina en la
PCP mayoritaria (PCG-100) y en otras PCP. Esto facilité el estudio in vivo
de la biosintesis de estas proteinas a lo largo del desarrollo.



Sintesis in vivo de protefinas cuticulares 132

2. Sintesis in vivo de proteinas cuticulares pupales.

Después de la radiomarcacion in vivo con [33S]-metionina se realiz6 la
microdiseccién individual de las cuticulas y se analizaron las proteinas
extraidas de la cuticula. Las proteinas radiomarcadas observadas a
las 40 hs (ver figura VI.4, pagina 126) serian las primeras en ser
depositadas en la cuticula pupal. Las bandas observadas a esta edad no
parecieron coincidir con ninguna de las bandas mayoritarias identificadas
como PCP en preparaciones masivas (ver capitulo III, 3.2). Esto podria
deberse a varias razones: es probable que estas proteinas no sean
procuticulares, sino provenientes de la epicuticula, cuya composicién es
muy poco conocida en general. También podria ser que fueran
procuticulares y que al depositarse sucesivas capas internas en la
cuticula las proteinas depositadas a 40 hs podrian pasar a ser
componentes minoritarios o resultar modificadas, haciéndose menos
extraibles y desaparecerian del perfil de PCP descripto. Por otra parte, en
momentos tempranos del estadio pupal existen dificultades técnicas en la
diseccion manual de la cuticula, dado que ésta es todavia muy delgada y
por lo tanto resulta dificil separarla de la hipodermis, de modo que no
puede descartarse por completo que algunas de estas proteinas sean no
cuticulares y provengan de material celular contaminante.

A las 48 hs se observé un cambio notorio en el perfil electroforético
y en el patron de sintesis de PCP. Muchas de las bandas proteicas
observadas a edades mas tempranas desaparecieron, la sintesis de
PCG-100 y otras proteinas minoritarias se dispar6 abruptamente vy
comenzd a ser detectable la acumulacién de PCG-100 en la cuticula.
Sabemos que en este momento se producen cambios morfolégicos
asociados a la pupacién. Hasta las 44 hs la pupa es criptocefélica, es decir
sin cabeza visible. Entre las 44 y 48 horas se observé la eversiéon de la
cabeza (estadio llamado "cabeza trilobular®, Rabossi et al., 1991). Durante
las 24 hs siguientes, hasta las 72 hs, se obtuvo el mismo perfil de sintesis,
sicndo la PCG-100 la protefna radiomarcada més abundante.
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El perfil de sintesis de PCG-100 qued6 determinado sin
ambigiiedades a partir de los experimentos de radiomarcacién e
inmunoprecipitacién con suero especifico. Cuando no se produjo atn la
eversion de la cabeza de la pupa (43 hs en la figura VI.6), la sintesis fue
indetectable. Inmediatamente después de evertida la cabeza (44-48 hs) la
incorporacién de [35S]-metionina en PCG-100 alcanz6 su méximo valor.
Unas 12 horas mas tarde decayd, y fue practicamente nula cuando la
morfologia de la pupa no presentd6 mis cambios (3-4 dias) (ver figura
VI.6).

Aparentemente la sintesis de PCG-100 es tardia, es decir ocurriria
cuando ya existen las capas mis externas de la cuticula pupal (epicuticula
y posiblemente las primeras capas de la procuticula) por lo que se deduce
que no forma parte de éstas, sino que se halla confinada a las capas
internas. En Drosophila melanogaster, la PCP-82 -proteina que presenté
reaccion inmunolégica cruzada con PCG-100 (ver IV, 3.4)- también se
expresa tardiamente (Doctor et al.,, 1985). En este caso, la localizacién
ultraestructural de PCP-82 se conoce por inmunolocalizacién mediante
microscopia electrénica: se la detect6 en las laminillas internas, pero no en
las capas externas de la procuticula. En estas dltimas se localizan las PCP
de bajo peso molecular, las cuales son sintetizadas mas tempranamente
(Fristrom et al., 1986; Wolfgang et al.,1986; Doctor et al., 1985).

La incorporacién de [35S}-metionina a PCPs fue disminuyendo hacia
las 72 hs y al cuarto dia dej6 de detectarse, sugiriendo que en este
momento la sintesis y deposicién de proteinas en la cuticula pupal habria
cesado. A edades mayores no se observaron nuevos cambios en el perfil
electroforético de PCP, hasta que se produjo la muda a adulto en el séptimo
dia (figura III.9).

La cuticula de adulto farado comenz6 a ser depositada hacia el sexto
dia (Rabossi et al., 1991), lo cual indicaria que entre el fin de la deposicién
de la cuticula pupal (4 dias) y el inicio de la deposicién de la cuticula
siguiente (6 dias) existiria un periodo en el cual la actividad secretoria de
la epidermis en lo que respecta a sintesis de proteinas cuticulares parece
ser muy baja.
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Algo similar a lo descripto méis arriba para Ceratitis parece ocurrir
en Drosophila melanogaster: Se observa sintesis de PCP-82 y PCP-56 entre
las 14-18 horas después de la pupariacién. Hacia las 24 horas las PCP son
todavia extraibles pero no se detecta sintesis (Doctor et al.,1985). A su vez,
ésto parece ser distinto de lo que ocurre en la cuticula larval, en la que las
proteinas cuticulares parecen ser sintetizadas durante todo el estadio,
inclusive poco antes de la muda (Kimbrell et al.,1988; Rebers y Riddiford,
1988). En Drosophila melanogaster, las LCP3, LCP4 y LCP5 se expresan
principalmente en la etapa temprana del tercer estadio larval, en tanto que
las LCP1 y LCP2 son predominantemente sintetizadas al final del mismo
estadio (Kimbrell et al., 1988). Por otra parte, en Manduca sexta existe una
familia multigénica de proteinas cuticulares que se expresa también al
final del dltimo estadio larval (Rebers y Riddiford, 1988).

Todo parece indicar que en los estadios larvales de dipteros ocurriria
un continuo engrosamiento de la cuticula, eventualmente con cambios en la
composicién proteica, en tanto que en la pupa, la cuticula pareceria
depositarse tempranamente, completdndose bastante antes del fin del
estadio. Los cambios en la composicién proteica de la cuticula larval
podrian estar relacionados con las distintas funciones que esta cuticula
desempefia. Durante el estadio larval, en el ambiente himedo del alimento
es una cuticula muy flexible. Justo antes de la pupariacién, la cuticula
larval de los dipteros ciclorrafos “se prepara” para convertirse en pupario,
perdiendo flexibilidad (ver Introduccién). Durante el estadio pupal el
insecto no cambia de tamafio. La cuticula pupal tiene como funcién
principal la de aislar al animal durante la metamorfosis, la cual se
desarrolla por completo dentro del pupario. Una vez depositada, la cuticula
pupal permaneceria inalterada hasta la proxima muda.

Nuestros resultados en Ceratitis capitata, conjuntamente con lo
observado anteriormente en Drosophila sugieren que la cuticula pupal
presentaria capas de distinta composicién, las cuales corresponderian a
“oleadas” de distintas proteinas, cuya aparicién estaria regulada en el
tiempo, muy probablemente por la accién de la hormona de la muda sobre
la expresiéon del genoma. (Doctor et al.,1985). En particular, la proteina
cuticular pupal mayoritaria de Ceratitis, PCG-100, se sintctizaria s6lo en el
breve periodo de tiempo transcurrido desde la eversion de la cabeza hasta
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el alcance de la morfologia definitiva de la pupa (48-72 hs). lo cual sugiere
que existiria un control estricto en el “encendido“ y “apagado™ del gen
correspondiente. En dltima instancia. seria la p-ecdisona la que controlaria
la composiciéon proteica del exoesqueleto.

En el caso de las PCP de Drosophila melanogaster, la accion
regulatoria de la fP-ecdisona parece ser bastante compleja. En discos
imaginales incubados in vitro, la B-ecdisona induce la sintesis de PCP de
bajo peso molecular. Para que se produzca la sintesis de las PCP de alto
peso molecular, se requiere secuencialmente una disminucién y luego
una elevacién en los niveles de f-ecdisona (Fristrom et al., 1982; Doctor
et al.,1985). Es decir, la induccién de estos genes por la P-ecdisona no
parece ser simplemente la activacién de la transcripcién provocada por la
unién del complejo receptor-hormona a una secuencia sensible del DNA. En
Drosophila melanogaster, no esta claro si los genes de LCP son regulados
directamente por la P-ecdisona. El gen que codifica para LCP-2 no parece
contener secuencias sensibles a hormona (Kimbrell, 1989).

La f-ecdisona es capaz de regular la expresidn genémica no sélo
mediante la activacion de 1la transcripcién, sino también a nivel
traduccional. Este es el caso de las proteinas de hemolinfa de Calliphora,
Drosophila melanogaster y Ceratitis capitata (Mintzas et al., 1983; Schenkel
y Scheller, 1986 y referencias citadas en Schenkel y Scheller, 1986). Estas
proteinas son sintetizadas durante el estadio larval, al subir los niveles de
hormona al comienzo de la metamorfosis la sintesis cesa y los mensajeros
estan aun presentes. La degradacion de éstos ocurre luego, con el aumento
gradual de la concentracion de f-ecdisona. Es de destacar que en este caso
los resultados obtenidos in vitro difieren de los in vivo. In vitro se obtuvo
sintesis de proteinas de hemolinfa durante todo el tiempo en que los
mRNA estdn presentes (Mintzas et al., 1983; Schenkel y Scheller, 1986).
También fueron realizados in vitro (incubacién de discos imaginales) los
estudios de sintesis de proteinas cuticulares pupales en Drosophila
melanogaster (Fristrom et al., 1982; Doctor et al.,1985). Por el contrario,
nuestros estudios en Ceratitis capitata realizados por microinyeccion
permiten asegurar que el patrén de sintesis de proteinas cuticulares
observado es el que existe in vivo.



VII. Glicosilacion, procesamiento y
secrecion de proteinas cuticulares

en Ceratitis capitata.

Lo conocido es finito, lo desconocido infinito;

desde el punto de vista intelectual,

estamos en una pequeia isla

en mitad de un océano ilimitable de inexplicabilidad.
Nuestra tarea en cada generacion

es recuperar algo mas de tierra.

T.H. Huxley, 1887

Se investigaron las modificaciones post-traduccionales

de las proteinas cuticulares de distintos estadios de Ceratstss
caprtala, encontrando que varias de ellas estan glicosiladas.

Se caracterizaron parcialmente los oligosacaridos de
ciertas PCP y se estudié por radiomarcaciéon /z vzvo con
2[3H]}-manosa y [14C]-glucosa el oligosacarido de PCG-100.

Mediante experimentos de pulso y “chase” se estudio la
sintesis, secrecion y deposicion en la cuticula de la proteina
cuticular pupal mayoritaria, PCG-100.



Glicosilacion y secrecién 137

Resultados.
1. Presencia de hidratos de carbono en proteinas cuticulares de
Ceratitis capitata. '

Se determiné la presencia de azicares en LCP, PCP y ACP de Ceratitis
por separaciéon de las proteinas en SDS-PAGE y tinciéon mediante la técnica
de 4cido peryd6dico/reactivo de Shiff (PAS) como se describe en Materiales
y Métodos. .

Como se ve en la figura VII.1 C, dos de las LCP (LCG-19 y LCG-17) y
algunas PCP de bajo peso molecular (PCG-59, PCG-38, PCG-32 y PCG-17)
resultaron positivas a la tincién de PAS.

A B G
M LCP PCP ACP M LCP PCP ACP M LCP PCP ACP
' PCG-100
04 kD | E . —/, PC6-94
. == pes-87
67 kD| - "
' —— PCG-59 —— PC6-59
43 kD ' v =g e,
- e —_PCG-38
30 kD| & —— PC6-32
- ==
2030 S8 & LC6-19
= pa — PCE-17
— — = LC6-
14 kD| ™= - ' = LCR-17?
\PC6-16

Figura VIL.1: Deteccién de glicoproteinas cuticulares. Se separaron en
SDS-PAGE (15%) preparaciones masivas de LCP, PCP y ACP (M: marcadores de
peso molecular).

A: Tincién para proteinas (CBBG).

B: Un panel equivalente al mostrado en A fue sometido a electro-
transferencia a nitrocelulosa y revelado con Con A seguido de peroxidasa
como se indica en Materiales y Métodos.

C: Un panel equivalente a los anteriores fue teflido mediante la técnica de
PAS (ver Materiales y Métodos).

El estdndar de 43 kD es ovoalbimina, glicoproteina de alta manosa. A,
fotografia del gel; B y C, esquemas.
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Se analiz6 la presencia de glicoproteinas capaces de unir
concanavalina A (Con A) por separacién en SDS-PAGE, elcctrotransferencia
a membranas de nitrocelulosa y revelado por Con A/peroxidasa (ver
Materiales y Métodos). Se observa en la figura VII.I B que sélo se
detectaron glicoproteinas Con A positivas en las PCP, destacdndose por su
intensidad una banda cuya movilidad coincidi6 con la de PCG-100. Las
otras proteinas que reaccionaron con la concanavalina A fueron: PCG-94,
PCG-87, PCG-59 y. PCG-38. A excepcion de la PCG-59, éstas no fueron
teiiidas por PAS, lo cual sugiere que el contenido de azicares de estas
proteinas seria mas bien bajo (menor 1%). En el carril correspondiente a
ACP, se detectaron bandas de movilidad similar a la de las PCP-94
y PCP-87. Probablemente ésto se deba a la presencia de pupas tardias en
la muestra masiva de adultos empleada para la preparacién de proteinas
cuticulares.

Se comprobé que la unién de Con A a las PCP fue especifica
realizando el ensayo en presencia del hapteno correspondiente, a-metil-
manésido (0.2 M), (ver Materiales y Métodos). En estas condiciones, no se
detectaron bandas al revelar con peroxidasa/ 4 Cl-1-naftol (no mostrado),
lo cual indica la presencia de oligosacdridos reconocidos especificamente
por la Con A.

Se estudié la sensibilidad de PCG-100 a p-endoglucosaminidasa H y
p-endoglucosaminidasa F, mediante digestiones enzimiticas seguidas de
anélisis por “Western blot”, revelado con suero especifico. Los resultados
obtenidos fueron de dificil interpretacién, dadas las caracteristicas de
insolubilidad de esta proteina (ver péginas 63-67).

2. Otras modificaciones post-traduccionales.

Se investigé la presencia de fosfato en las PCP por radiomarcaciéon de
pupas de 48 y 68 hs de edad con 32PQ4  y andlisis en SDS-PAGE seguido de
autoradiografia. Se observa en la figura VII.2 B que a 48 hs se detectaron
algunas bandas radiomarcadas, las cuales no parecieron coincidir en
movilidad con ninguna de las PCP mayoritarias que son sintetizadas a esa
edad (ver figura VIL.2 A y capitulo VI, 4.2).

Estas bandas no fueron observadas a las 68 hs, edad a la cual se
observé que la sintesis de PCP disminuye (ver capitulo VI).
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48 68

ey

Figura VIIL.2: Se micro-
inyectaron con 5 pCi de 32PO4‘
pupas de 48 y 68 hs de edad.
Después de cuatro horas de
A incubaciéon in vivo, se disecaron
Vo las cuticulas, se extrajeron las

proteinas y se analizaron en SDS-

PAGE 10% (A) seguido de autorra-

diografia (B). Dos individuos por
» carril.

3. Contenido de aziacares de las PCP.
Para cuantificar el contenido en hidratos de carbono de las distintas
PCP, éstas fueron separadas por tamizaje molecular por FPLC en Superosa 6.

La separacion se realiz6 en presencia de SDS 1% En ausencia de
detergente las proteinas tendieron a agregarse durante la corrida (ver
capitulo III, 53 y 5.4) y no se obtuvieron fracciones puras: algunas PCP de
bajo peso molecular estuvieron presentes en las fracciones enriquecidas en
proteinas de alto peso molecular (no mostrado).

Tal como se esperaba, en presencia de SDS 1% las proteinas presentaron
un radio de Stokes bastante mayor que el predicho a partir de sus pesos
moleculares aparentes en SDS-PAGE. Las PCP fueron separadas
eficientemente en presencia de detergente en Biogel A-1.5m, cuyo rango
es 10-1500kD y en Superosa 6 (rango 300-3000 kD), pero no en Sephadex
G-200 (rango: 5-600 kD). (Es de hacer notar que la PCP de mayor peso
molecular observada en geles desnaturalizantes fue de 100 kD). Este
fenémeno ha sido descripto anteriormente (Tanford et al, 1974; Schreurs et
al, 1982; Mascher y Lundahl, 1986; Eriksson, 1985) y es atribuido a la
formacion de micelas de forma mas bien cilindrica, en donde las moléculas
de SDS se disponen dentro de una hélice formada por la cadena
polipeptidica (Lundahl et al, 1986).

La figura VIL.3 muestra el perfil de eluciéon de una preparacion de
proteinas cuticulares de pupas de 4 dias separadas por FPLC en Superosa 6.
La composicién de cada fraccién fue determinada por andlisis en
mini- PAGE-SDS (figura VII.3 B). No se detectectd proteina en el pico I
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(ver también tabla VIL1). Se eluyé una fraccién muy enriquecida en
PCG-100 (pico II), en tanto que las PCP de menor peso molecular fueron
obtenidas con menor pureza (ver figura VII.3 B y tabla VIIL.1)

A

0.1f

A 280 N .

ne de fraccién

M5 8 13 16 19 25

AT e B [TV

Figura VIL3: Cromatografia liquida (FPLC) de PCPs de moscas
de cuatro dias en Supeérosa 6. A: Se eliminaron los lipidos
precipitando las proteinas en cloroformo/metanol (1:2). Estas
se redisolvieron en buffer Tris 50 mM pH 7.5, SDS 1% y se
separaron en Superosa 6 en el mismo buffer. B: se analizaron
en mini-PAGE-SDS 12.5% alicuotas de las fracciones indicadas.

m: una alicuota de la preparacion masiva que fue pasada por
la columna.
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Se determiné el contenido de hidratos de carbono en las fracciones
1-V1 seialadas en la figura VII.3 A por el método de fenol-acido sulfiirico
(ver Materiales y Métodos). De la relacién de los contenidos de hidratos de
carbono y proteina indicados en la tabla VII.1, se deduce que PCG-100
(pico Il) contiene aproximadamente 8 monosacdridos por molécula, lo cual
equivaldria a 1 6 2 oligosacdridos del tipo “alta manosa” por molécula de
proteina. Esto concordaria con su reaccion fuertemente positiva a la Con A
y la ausencia de tincién con PAS.

Las otras proteinas presentaron un grado glicosilacién similar,
aunque no pudo calcularse individualmente por la dificultad de separarlas
bien en la cromatografia.

FRACCION Prot Azicar Proteinas
(ug)* | (umol manosa)# presentes.*+

I 0 0.05 —

Il 180 0.014 PCG-100 principalmente
I1I 0 0 PCG-94, PCG-87, PCG-59
IV 420 0.042 PCG-32, PCP-29, PCP-26
\' 0 0.02 PCG-17, PCG-16, PCP-15
VI 0 0 —_

Tabla VIL.1: Determinacién de azdcares en PCP separadas por FPLC
(ver figura VIL3)
* La cantidad de proteina fue determinada por ¢l método de Bradtford
modificado, desarrollado en el trascurso de esta tesis (ver Materiales
y Métodos).
# Se precipitaron las proteinas en cloroformo metanol (1:2) con ¢l
agregado de 250 pg de BSA como “camrier”. Se resuspendié en 100 pl de
agua y se¢ determind el contenido de hidratos de carbono como se
describe en  Materiales y Métodos, usando manosa como estindar,
blanco: 250 pg de BSA.
++ La composicion proteica de cada pico fue determinada en mini-
PAGE-SDS.
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Es de destacar que la fraccién I, de muy bajo contenido en proteina,
presentd aparentementec gran cantidad de hidratos de carbono (ver tabla
VII.1). La abundancia de este material rcsulté variable en distintas
preparaciones, pareciendo depender de la edad de las pupas utilizadas.
Parece poco probable que se trate de lipidos, pues éstos fueron extraidos
en su mayoria previamente, dado que tanto antes como después de la
separacién en Superosa 6, las proteinas fueron precipitadas en
cloroformo/metanol (1:2) (ver Materiales y Métodos).

Dado que se trata de material de alto peso molecular, parece probable que
se trate de polisacaridos o mas probablemente cadenas de quitina unidas a
proteina. La existencia de quitino-proteinas (ver Introduccién) fue inferida
anteriormente en 7raforna infesfans (Quesada-Allué, 1982) y descriptas en
cultivos de una linea celular y discos imaginales de Zrosophila
melarogaster (Mukha et al,1987)

4. Estudios por radiomarcacién in vivo.
4.1 Incorporacién de azicares a PCP.

Se radiomarcaron pupas de 48 horas de edad por microinyeccién con
2[3H]-manosa, [!4C]-glucosa o [3S]-metionina y se analizaron en SDS-PAGE
las PCP radiomarcadas (ver figura VII.4). Se observé la incorporacién de
14C a partir de [!4C]-glucosa a varias PCP, destacdindose una banda cuya
movilidad coincidié con la de PCG-100. El hecho de que algunas proteinas
incorporaron 35S pero no !4C confirma que la incorporaciéon de !4C se debid
a aziicares y no a aminodcidos radiomarcados sintetizados a partir de
[14C]-glucosa durante el tiempo de incubacién. No se espera que exista
interconversién en incubaciones menores de 6 hs (Quesada-Allué, 1978).

En estas condiciones fue muy dificil detectar la radiomarca de manosa
incorporada a PCP (ver figura VII.4). No obstante, se confirmé Ila
incorporacién de este azicar a PCG-100 mediante radiomarcacién in vivo
durante 24 hs con 50 pCi de 2[3H]-manosa seguida de inmunoprecipitacién
(figura VILS5). Se comprobé que durante el periodo de radiomarcacién la
cantidad de PCG-100 en cuticula se increment6 notablemente (figura
VILS. A, carriles 1 y 2). Se ve en la figura VII.5S B que ain después de 30
dias de exposicion, PCG-100 fue la iunica proteina radiomarcada aislada por
inmunoprecipitacion con suero especifico.
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Figura VII.4: Se micro-
inyectaron pupas de 48 hs

con 1uCi de 2[3H]-manosa
(M), 1 iCi de ['4C]-glucosa (G)
0 0.1 u]Ci de [35S]-metionina

K PCG-100 (5) Después de la incubaci6n

(16 hs, 4 hs y 5 hs respectiva-
mente), se disecaron las
cuticulas, se extrajeron las
proteinas y se analizaron en
mini-PAGE-SDS 12.5% seguido
de fluorografia.

Figura VIL.5: Radiomarcacién in

vivo de PCG-100 con 2[3H]-manosa.
A: Se extrajeron las proteinas de
cuticulas individuales de pupas no
inyectadas de 48 hs (1) y 72 hs (2) y
se analizaron en SDS-PAGE 10%
(tincibn CBB). B: Se micro-
inyectaron pupas con 50 pCi de
2(3H]-manosa a las 48 hs. y se
sacrificaron a las 72 hs. Se inmuno-
precipité con suero anti-PCG-100 y
se analiz6 en SDS-PAGE 10% seguido
de fluorografia (30 dias de
exposicion).

143
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4.2 AzGcares presentes en PCG-100.

Para determinar los monosaciridos presentes en PCG-100, ésta fue
radiomarcada in vivo con [!4C]-glucosa y purificada por inmuno-
precipitacién con suero especifico anti-PCG-100 como se indica en
Materiales y Métodos. La pureza de la proteina radiomarcada obtenida fue
evaluada analizando una alicuota en SDS-PAGE (ver figura VII.6). Como se
comprobé en el caso de marcacion con 2[3H]-manosa, el antisuero result
especifico, ya que PCG-100 fue la tunica banda observada.

— 200 kD

— 116 kD

— 94 kD Figura VII.6: Se radiomarcaron
durante 4 hs pupas de 48 hs con 10 \Ci

de [!4C]-glucosa, se disecaron las

cuticulas, se extrajeron las proteinas y
— 66 kD se aisl6 PCG-100 por inmuno-
precipitacién con suero anti PCG-100
como se indica en Materiales y Métodos.
Una alicuota de la preparacién fue
analizada en SDS-PAGE 10% seguido de
fluorografia.

La proteina radiomarcada purificada por inmunoprecipitacion fue
digerida con proteasa (pronasa) y los glicopéptidos obtenidos fueron
sometidos a hidrélisis 4cida total como se indica en Materiales y Métodos.
Se analizaron los monosacéridos resultantes por cromatografia en papel
(ver figura VII8 A y B). Sorprendentemente, en los distintos sistemas
cromatograficos empleados, se detecté fundamentalmente radioactividad
con movilidad correspondiente a pentosas, muy probablemente fucosa, y la
incorporacién de hexosas no pudo ser resuelta claramente, ya que la
radioactividad incorporada a estas udltimas fue bastante menor.
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Figura VIL7: Se obtuvieron monosacdridos de PCG-100 radiomarcada in vivo
con [14C]-glucosa como se detalla en Materiales y Métodos y se analizaron por
cromatogratia en papel utilizando como solventes de desarrollo O1-38  (A) o
ISACH (27:4:9) (B) (ver Materiales y Métodos). La radioactividad fue detectada
en un "scanner" (A) o contando en un centelleador (B) como se indica en
Materiales y Métodos. glu: acido glucur6nico; gal: galactosa; gle:  glucosa;
man: manosa; xil: xilosa y fuc: fucosa.
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4.3 Presencia de fucosa en PCG-100.

La presencia de fucosa en PCG-100 fue confirmada analizando los
monosacéridos marcados mediante microinyecciéon con 2[3H]-manosa. Como
se ve en la figura VIL.8 se detectd6 radioactividad en las posiciones
correspondientes a manosa y fucosa, en cantidades aproximadamente
equivalentes.

Dado que la marca de 3H en el carbono 2 de la manosa se pierde al

metabolizarse (siguiendo la via manosa 1-fosfato —— manosa 6-fosfato ——
fructosa 6-fosfato) excepto que la conversién sea manosal-fosfato ——
GDP-manosa -— GDP-fucosa, puede asegurarse que el monosacarido

radiomarcado que migra como fucosa en este sistema cromatografico es
fucosa sin lugar a dudas.

fuc
150 | —_
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g :
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Figura VIL.8: Se¢ obtuvieron monosacdridos de PCG-100 radiomarcada in
vivo con 2[3H]|-manosa (A) como se detalla en Materiales y Métodos y se
analizaron por cromatogratfia en papel utilizando ISACH (27:4:9) como
solvente de desarrollo. La radioactividad fue medida cortando el papel y
contando en un centelleador como se indica en Materiales y Métodos. man:
manosa y fuc: fucosa.
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5. Sintesis, procesamiento y deposicion de PCG-100 en la cuticula.
5.1 Cinética.

Se estudié6 el proceso de¢ sintesis. procesamiento y deposicién en
cuticula de PCG-100 mediante experimentos de radiomarcacién con
P5S}metionina y “seguimiento” dec la marca (pulso y “chase”). Se
radiomarcaron pupas a la edad en que la incorporacién de P5S}metionina a
esta proteina es mixima (48-64 hs) y se realiz6 "chase” in vitro en presencia
de metionina fria en exceso, como se describe en Materiales y Métodos. Se
analizaron por SDS-PAGE las proteinas extraidas de cuticula. La figura
VII.9 A y B corresponde a un experimento de 20 minutos de marcacién
seguida de "chase” de distintos tiempos. La figura VIL.9 A muestra que
después de los 20 minutos de pulso se detecté6 PCG-100 radiomarcada
depositada en cuticula. Durante el periodo de "chase", la cantidad de
PCG-100 en cuticula continu6 aumentando y alcanzé valores constantes a
los 30 minutos (ver figura VII.9 B). Esto indica que PCG-100 seria
exportada en menos de 20 minutos y que 30 minutos después de su
sintesis, la deposicién en la cuticula se habria completado.
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Figura VIL9: Se microinyectaron pupas de S4hscon 02u(de[35SFmetionina.
Después de 20 minutos, se lavaron con abundante agua, se cortaron
longitudinalmente e inmediatamente se sumergieron en 200 pl de medio de
Grace conteniendo. 10 mg/ml de metionina "fria". A distintos tiempos, los
insectos fueron congelados en grupos de cuatro. Después de wuna
homogeneizacién suave se recuperaron las cuticulas, se extrajeron las
proteinas y se analizaron en SDS-PAGE 10%. A: Paneles superiores: tincién
para proteinas (CBBG). Paneles inferiores: correspondiente fluorografia.
B: La radioactividad en PCG-100 en el gel A fue cuantificada como se
describe en Materiales y métodos. Cada punto representa un animal. La
flecha indica el momento en que se aplicé la inyeccion.
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5.2 Especies moleculares de PCG-100 antes de su deposicion.

Nos propusimos identificar por inmunoprecipitacion la(s) especie(s)
de PCG-100 durante su procesamiento, exportacion y deposicién en
cuticula. Para ésto se realizaron experimentos de pulso y “chase” similares
al anterior, reduciendo la duracién del pulso a 10 minutos y aumentando la
cantidad de metionina no radioactiva (relacién final metionina/
[35S]-metionina: 5 x105). De este modo la incorporacién total de marca se
mantuvo constante durante todo el tiempo de "chase". La radioactividad
incorporada en PCG-100 también permanecié constante (tabla VII.2).

En la figura VII.10 se observa que la PCG-100 sintetizada durante un
pulso de 10 minutos fue detectada en cuticula 10 minutos mas tarde. La
deposicién en cuticula de la proteina radiomarcada continué hasta unos
40 minutos después de iniciado el “chase”.

Figura VIL10: Se microinyec-
taron pupas de 52 horas con
0.7 d de [35S]-metionina. Después
de 10 min de marcacién se
realiz6 el "chase” en 500 ul de
medio de Grace conteniendo 25
mg/ml de metionina no
radioactiva. Se utilizaron cuatro
3 individuos por punto para
1 ! L 1 L determinar la radioactividad

0 20 40 incorporada en PCG-100 extraida

de cuticula como en la figura

Chase (mm) VII.9. La flecha indica el

momento de la microinyeccién.

[
1]
[o==]
T
1

PCG-100 en cuticula
(% 10%)
=
(¥, ]

Teniendo en cuenta estos resultados, se esperaria que fuera posible
detectar por inmunoprecipitacién la(s) forma(s) intracelular(es) de PCG-
100 a los 0 minutos de "chase" (ver figura VIIL.10). A los 10 y 20 minutos
se esperaria detectar tanto las especies intracelulares como la extracelular
depositada en cuticula; y fundamentalmente esta dltima a los 40 minutos
de “chase”. Efectivamente, la movilidad en SDS-PAGE de la proteina
inmunoprecipitada a 40’ de “chase” coincidié con la de PCG-100 extraida de
cuticula analizada en el mismo gel (no mostrado).



Glicosilacibn y ‘secrecifn

chase (min)

(0 10 20 40

116 —

94— 3

Figura VII.11: En el mismo experimento de pulso y "chase" de la
figura VII.10, dos individuos por punto fueron empleados para
inmunoprecipitar con antisuero especifico anti-PCG-100. Los
inmunoprecipitados fueron analizados en SDS-PAGE 7.5% seguido
de fluorografia.

Tiempo de "chase": 0 10 20' 40'

cpm PCG-100/cpm incorp. 0.37 0.49 0.48 0.44
(% x 10%): 0.43 0.89 0.65 0.58

Tabla VIL2: Se cuantific6 la radioactividad de PCG-100
inmunoprecipitada cortando y contando la banda
correspondiente en el gel de la figura VIL11. Los resultados se
expresan como porcentaje de la radioactividad total incorporada.
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Como se ve en la figura VILI1, a todo tiempo de “chase™ se detect6 en
SDS-PAGE una Gnica banda cuya movilidad parecié coincidir con la de la
forma madura depositada en cuticula. Es decir que por este método no se
detectaron cambios de peso molecular en PCG-100 a lo largo del proceso de
sintesis, glicosilacién, procesamiento, exportacién y deposicién en cuticula
(ver Discusién).
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Discusion.
1. Modificaciones post-traduccionales.

Es comin la presencia de oligosacdridos en las proteinas de
estructuras extracelulares. Ejemplo de ésto son las glicoproteinas y
proteoglicanos de la pared celular de las plantas y hongos, los
proteoglicanos de la matriz extracelular de los vertebrados (ver
Introduccién). Hemos encontrado que algunas de las proteinas cuticulares
de Ceratitis capitata estdn glicosiladas. Se detectaron glicoproteinas en las
LCP y PCP por tincién con 4cido peryddico-reactivo de Schiff. Algunas PCP
mostraron afinidad por concanavalina A (ver figura VII.1). En cambio, con
ninguno de los dos métodos hemos detectado glicoproteinas entre las ACP.

En Lucilia (Skelly y Howells, 1987) y en Drosophila (Silvert et al,
1984) las LCP presentan escaso o nulo contenido en azicares. Por el
contrario, las PCP de alto peso molecular de Drosophila contienen entre 3 y
7% de hidratos de carbono (Silvert et al, 1984). Las PCG de Ceratitis
capitata presentaron un promedio de 1.4-1.8% de azicares (ver tabla
VIIL.1).

Willis (1987) sugiere que las proteinas de cuticulas blandas
presentan mayor grado de glicosilacién que las que provienen de cuticulas
duras. Esto no parece aplicable a los dipteros. El estadio adulto de estos
insectos presenta muchas estructuras cuticulares rigidas, lo cual podria
explicar la ausencia de oligosacdridos en las ACP provenientes de dichas
estructuras. En la cuticula abdominal del adulto y en la cuticula larval, no
esclerotizadas, podria esperarse -de acuerdo a Io postulado por Willis
(1987)- la existencia de polipéptidos glicosilados. Este no parece ser el caso
de Lucilia (Skelly y Howells, 1987), Drosophila (Silvert et al, 1984) y
Ceratitis (esta tesis).

Por radiomarcacién in vivo con [32P]-fosfato no se detectaron
proteinas fosforiladas entre las PCP mayoritarias de Ceratitis capitata. En
Hyalophora cecropia, tampoco se vi6 fosforilacién de las proteinas
cuticulares de larva pupa o adulto por tincion con verde de metilo (Cox y
Willis, 1987b).
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2. Glicosilacion y procesamiento de PCG-100.

Hemos encontrado que PCG-100 une con A especificamente, lo cual
indica la presencia de manosas del tipo encontrado comunmente en
oligosacéridos N-unidos de alta manosa (Ms-Mg) (I y II en la figura
VII.12) y también en estructuras denominadas hibridas (III y IV en la
figura VIIL.12).

El contenido en azicares fue de aproximadamente 8 monosacéridos
por molécula, lo cual sugiere que no existirian méas de 1-2 oligosacéaridos
por molécula de glicoproteina. La presencia de manosa en PCG-100 fue
confirmada por radiomarcacién in vivo con 2[3H]-manosa y anilisis
cromatogréifico (ver figuras VILS y VIL8). En esos experimentos se detectéd
también la incorporacién de fucosa a PCG-100.

Con la intencién de determinar los azicares presentes en PCG-100, se
realizaron experimentos de radiomarcacién in vivo con [!4C]-glucosa y
posterior anélisis cromatografico de los monosaciridos radiomarcados.
Fucosa resulté ser el monosacdrido radiomarcado mayoritario. La
radiomarca incorporada a hexosas fue bastante menor, para Io cual existen
varias explicaciones posibles:

i) Si el proceso de glicosilacion, procesamiento, secrecién y deposicién
en cuticula fuera lo suficientemente Iento, es posible que sélo sean
detectadas las ultimas modificaciones que ocurren en la molécula de
PCG-100. Es decir, aparecerian radiomarcadas s6lo los dltimos azicares que
se agregan al oligosacdrido. En este caso, seria la fucosa agregada en el
Golgi medio, via GDP-fucosa. Este no parece ser el caso, pues los
"experimentos de pulso y “chase” indicaron que la sintesis, procesamiento y
deposicién de PCG-100 en la cuticula tendria lugar en unos 10 minutos, lo
cual es bastante menos tiempo que el lapso de 4 hs en que se llevé a cabo
el experimento de radiomarcacién con [!4C]-glucosa.

ii) Parece mas probable que el factor limitante sea la disponibilidad
de dadores de azucares (nucle6tido-azicar y lipido-azicar) radiomarcados
formados por conversion de la glucosa-6-fosfato. Es posible que la
conversion a nucleétido-azicares ocurra rapidamente y que la formacién
de dolicol-PP-oligosacarido (NAcGlcaMangGlc3) sea mas lenta. Esto podria
explicar que no se detecte la incorporacién de manosa o
N-acetilglucosamina, las cuales serian transferidas en bloque via
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dolicol-PP-NAcGlcaMangGlc3. El hecho de que se observe la incorporacién
de fucosa radiomarcada (la cual entraria directamente via GDP-fucosa)
sugiere que probablemente seca el principal azidcar transferido al
oligosacérido durante el procesamiento en el aparato de Golgi. Se trataria
de un oligosacarido poco sustituido, con manosas expuestas, lo cual
concordaria con la afinidad por Con A observada.

iii) No puede descartarse que la concentracién endégena de ciertos
azicares sea tal que se diluya notablemente la actividad especifica de los
correspondientes compuestos radiomarcados formados por conversiéon de la
glucosa-1-fosfato.

La presencia de fucosa ha sido descripta en oligosacdridos O-unidos y
N-unidos, ya sea del tipo “complejo” o “hibrido” (Kornfeld y Kornfeld, 1985;
Montreuil et al., 1986) (ver figura VII,12). En los oligosaciridos N-unidos
del tipo complejo, la fucosa se encuentra comunmente unida a la N-acetil-
glucosamina proximal, mediante enlace a-1,6 en mamiferos y a-1,3 en
plantas (Faye et al.,1989).

En el reino animal, existen escasos datos acerca de la presencia de
fucosa en oligosacdridos de alta manosa. En la hemocianina de Helix
pomatia (caracol de agua dulce), se describi6 la presencia de estructuras
similares a la IV (ver figura VII.12) (van Kuik et al.,, 1985). En este caso la
fucosa estd unida mediante enlace a-1,6. En insectos, trabajos
recientemente realizados en el IIB indican la existencia de residuos de
fucosa en oligosaciridos de alta manosa provenientes de proteinas totales
de estadio pre-pupal de Ceratitis capitata (Guillén et al.,1989). Hasta
nuestro conocimento, éste y el caso de PCG-100 son los inicos casos que
demuestran directamente la presencia de residuos de fucosa en
glicoproteinas de alta manosa de artrépodos. En Drosophila melanogaster se
analiz6 la composicién en hidratos de carbono de las distintas PCP
encontrdndose que los principales azicares presentes son glucosamina,
galactosamina y manosa, en menor medida galactosa y glucosa vy,
probablemente, trazas de fucosa (Silvert et al.,1984). En Hyalophora
cecropia, se detecté la presencia de a-L-fucosa en proteinas cuticulares de
larva, pupa y adulto por unién de lectina de Ulex europaeus 1.
Aparentemente, esas proteinas mostraron ademas afinidad por Con A (Cox
y Willis, 1987b).
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En plantas, es comin la existencia de oligosacdridos con manosa,

fucosa y xilosa, cuya estructura se esquematiza en IIl y IV (figura VII.12)
(Faye et al.,1989).

O = N-acetilglucosamina
® =manosa

F =fucosa

X =xilosa

I I1
Prot-D—D—cés ProtAD-D—<<:
I11 IV
Prot—q-m—c Prot—{1+1-&
F F X

Figura VII.12: Algunas de las estructuras de oligosacdridos unidos a
asparagina (ver texto). La estructura IV fue descripta en moluscos por van
Kuik et al. (1985) y en plantas por Faye et al. (1989).

Las estructuras de los oligosaciridos presentes en glicoproteinas de
insectos han sido poco estudiadas. En lo que respecta a glicoproteinas
cuticulares, se han realizado anélisis de la composiciéon en hidratos de
carbono (Silvert et al., 1984) y estudios mediante el reconocimiento por
lectinas (Cox y Willis, 1987b) pero no se describieron con mayor detalle los
tipos de oligosacaridos presentes (ver tabla VIIL.3). La proteina cuticular
pupal de Drosophila melanogaster, PCP-82, contiene N-acetilglucosamina,
N-acetilgalactosamina y manosa como monosacdridos principales y trazas
de fucosa. En Hyalophora cecropia se encontr6 que ciertas proteinas
cuticulares minoritarias son capaces de unir concanavalina A, lectina de
Ulex europaeus 1 y aglutinina de soja, lo cual indica la presencia de manosa,
fucosa y N-acetilgalactosamina, respectivamente (ver tabla VIL.3). Ninguna
proteina mostré afinidad por lectina de Limulus polyphemus lo cual
descartaria la presencia de écido sidlico.
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Protefna Monosacaridos

PCP-82, PCP-56 GIcNAg GalNAc y Man principalmente.
(LDrasophiia Gal; Glc.

melanogaster)! Trazas de Fuc.

LDA; AMS (A cecrupra )2, B-GalNAc, L-Fuc; D-Man; #-(1,4)GIcNAc.

PSC (A cecropia 2. B-GalNAc; L-Fuc; D-Man.

Tabla VIL.3: Presencia de hidratos de carbono en proteinas cuticulares de
Drosophila melanogaster y Hyalophora cecropia. (1) Los azicares fueron
determinados por hidrélisis 4cida y andlisis cromatogrifico (Silvert et al.,
1984). (2) LDA: abdémen dorsal de larva; AMS: esclerito medio de adulto; PSC:
esclerito pupal. La presencia de monosaciridos fueron inferidos a partir de
la uni6én de lectinas: D-Man: concanavalina A; L-Fuc: lectina de Ulex

europaeus 1, f-GalNAc: aglutinina de soja; f-(1,4)GlcNAc: aglutinina de
germen de trigo (Cox y Willis, 1987b).

Estos datos sugieren que tal vez se trate -al igual que en la PCG-100
de Ceratitis- de oligosaciridos unidos a asparagina, méis bien poco
sustituidos. Esto concordaria con la ausencia de 4&cido sidlico en
invertebrados descripta por Hughes, 1976 (citado en Cox y Willis, 1987a) y
con el hecho de que no se detecte la formacién de oligosacéridos del tipo
complejo en una linea celular de mosquito (Kornfeld y Kornfeld, 1985).

La estructura del (los) oligosacérido(s) de PCG-100 no ha sido
totalmente elucidada. Los resultados obtenidos indican oligosacaridos
pequenos (8 monosacaridos/molécula de proteina) con manosas expuestas
(fuerte afinidad por con A) con -por lo menos- un residuo de fucosa. Esto
sugiere la existencia de estructuras similares a la indicada en |la
figura VIL.I2.
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3. Deposicion de PCG-100 en la cuticula.

Desde que se sintetiza hasta que llega a destino, una proteina
cuticular debe recorrer varios compartimentos (ver figura VII.13): dentro
de la célula, el reticulo endopldsmico, el aparato de Golgi y las vesiculas
secretorias; la zona de “autoensamblado” o zona de deposicién (espacio
entre la cuticula y la epidermis) (ver Introduccién).
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Figura VIIL.13: Esquema de una célula epitelial de Ceraritis capitata en el
momento de sintesis de cuticula pupal. N: nicleo; ER: reticulo endopldsmico;
G: aparato de Golgi; V: vesicula secretoria; AZ: zona de “autoensamblado”.

El proceso de sintesis y procesamiento dentro de la célula epitelial es
sélo parcialmente conocido para el caso de las LCP (ver Introduccién).
Hasta donde sabemos, el proceso de secrecién y ensamblado no ha sido
estudiado en detalle en ningin insecto. Se acepta en general que las
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proteinas cuticulares serfan secretadas mediante vesiculas exociticas en la
base de las microvellosidades de la cara apical de las células epiteliales
(Locke, 1976; Wolfgang et al., 1986). pero se desconoce si estas moléculas
sufren algin tipo de modificacion durante este proceso o en el paso
siguiente de deposiciéon en la cuticula.

En Ceratitis capitata, mediante experimentos de pulso y “chase”
hemos visto claramente que la apariciéon de PCG-100 en la cuticula ocurrié
10 minutos después de su sintesis. Esto es coherente con el hecho de
que PCG-100 es de origen epitelial (ver capitulo IV, 3.2). De este modo, el
transporte desde su lugar de sintesis hasta su destino final, la cuticula en
formacién en contacto con la epidermis, tendria lugar rapidamente. En
Drosophila melanogaster, la deposicién en cuticula parece ser también un
proceso rapido: las PCP son inmunodetectadas en vacuolas secretorias y en
la cuticula en formacién, pero no en la zona de ensamblado (AZ en la
figura VIIL.13) (Wolfgang et al.,1986), lo cual sugiere que el trinsito por
esta zona ocurriria rapidamente.

El andlisis por SDS-PAGE no revel6 diferencias perceptibles de peso
molecular durante la sintesis, glicosilacién, procesamiento y deposicién de
PCG-100 en cuticula. Las especies inmunoprecipitadas presentaron la
movilidad de la forma madura extraida de la cuticula.

Teniendo en cuenta el relativamente bajo grado de glicosilacién de
PCG-100 (apr6x 1.4%) es probable que los cambios en el peso molecular
debido a la glicosilacién y el aparentemente escaso procesamiento del
oligosacirido(s) no sean detectados por anilisis en SDS-PAGE, en nuestras
condiciones.

También es probable que la especie detectada a los 0 min de “chase”
sea la forma intracelular madura, ya procesada, hipotéticamente localizada
en vacuolas poco antes de su secrecion. Si durante la exportacién y
deposicién en cuticula ocurriera algin tipo de procesamiento que implique
s6lo ligeras variaciones en el peso molecular, es probable que éstas no sean
detectadas en SDS-PAGE, dado que se trata de una proteina de peso
molecular elevado (Mr: 100 KD). Se ha descripto la presencia de enzimas
proteoliticas en la cuticula. Andersen (1979) sugiere que las proteinas
cuticulares podrian ser modificadas por protedlisis limitada después de la
secrecion. Este no parece ser el caso de PCG-100 de Ceratitis capirata.



VIII. Proteinas de pupario de
Ceratitis capitata.

La biologia se parece mas a la historia que a la fisica.
No existe todavia una teoria predictiva de la biologia,
como tampoco hay una teoria predictiva de la historia.
Los motivos son los mismos:

ambas materias son todavia

demasiado complicadas para nosotros.

Carl Sagan. Cosmos, 1980.

En esta seccién se describen las proteinas extraidas de la

cuticula larval durante y después de su transformacion en
pupario.

A diferencia de lo descripto en otros dipteros, hemos
detectado la incorporacion de proteinas distintas de las proteinas
cuticulares larvales en el pupario de Ceratrtis capitata lo cual
plantea la incégnita sobre su origen y funcion. Hemos estudiado
la sintesis de estas “proteinas de pupario” mediante
radiomarcacién con [35S]-metionina.
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Resultados.

Parte de estos estudios ha sido realizada en colaboracién con Pablo
Wappner. Los resultados experimentales que se muestran aqui fueron
realizados exclusivamente por la autora de esta tesis.

1. Proteinas de pupario de Ceratitis capitata.

Como se menciond en la Introduccién, en dipteros ciclorrafos la
metamorfosis tiene lugar dentro de una cépsula formada por la ex-cuticula
larval esclerotizada y tanificada: el pupario. En general, se acepta que
durante el proceso de pupariacion las LCP se entrecruzan con otros
componentes cuticulares, haciéndose insolubles (ver Introduccién).

Se analizaron las proteinas extraidas de cuticulas larvales de Ceratitis
capitata durante la pupariaciéon (0-48 hs). La figura VIII.1 muestra que
las LCP tendieron a “desaparecer” del perfil electroforético (comparar 36 y
40 hs en la figura VIIL.1). A las 52hs se observé la aparicién de nuevas
bandas en el perfil electroforético de pesos moleculares aparentes 26, 20 y
14 kD, siendo la primera la mas abundante. Teniendo en cuenta sus pesos
moleculares y su abundancia relativa, estas proteinas fueron denominadas
PMP-26 (Proteina Mayoritaria de Pupario, de 26 kD), PP-20 (Proteina de
Pupario de 20 kD) y PP-14 (Proteina de Pupario de 14 kD). Es de hacer
notar que estas proteinas dieron por tincién de CBB una coloracién violicea
caracteristica (ver figura VIIL.1). Este fendmeno de metacromasia se
produce, con cierta frecuencia en el caso de proteinas con secuencias ricas
en prolina, como el coligeno, (Duhamel et al.,1980) y también en ciertas
glicoproteinas y lipoproteinas (Quesada-Allué, com. pers.). En todos los
casos analizados (ver méas adelante) la aparicion de estas proteinas
coincidié con la desaparicion de las LCP del perfil electroforético y ambos
fen6menos ocurrieron subitamente a las 46-48 hs. Hasta donde
sabemos, ésta es la primera vez que se describe la incorporacion de
proteinas en la cuticula larval durante la pupariacién y por lo tanto este
hallazgo fue de gran interés.
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Figura VIIL.1: Se disecaron puparios de distintas edades como se
describe en Materiales y Métodos. Se extrajeron las proteinas en SDS 1% a
temperatura ambiente durante 16 hs y se analizaron en SDS-PAGE 15 %
(cuatro puparios por carril).

2. Propiedades de solubilidad.

Se analizaron las condiciones requeridas para la solubilizacion de
estas proteinas. Las proteinas de pupario no pudieron ser extraidas en
agua o en soluciones salinas (no mostrado), ni con el detergente no idnico
Triton X-100 (ver figura VIIL.2). La proteina mayoritaria de pupario
(PMP-26) no fue extraida con los detergentes aniénicos SDS o deoxicolato
(DOC), este ultimo con menor eficiencia, y no fue solubilizada con urea 7M
(ver figura VIIL.2). Este desnaturalizante es un buen medio para la
extraccién de proteinas cuticulares en general (ver capitulo III). La PP-20
pareci6 ser extraida en mayor medida con urea 7M que con SDS 1%,
mientras que el deoxicolato no fue capaz de solubilizarla. Las de menor
peso molecular fueron extraidas en igual cantidad por los tres agentes
solubilizantes (ver figura VIIL.2). En ningin caso se observaron diferencias
cuali o cuantitativas significativas en las extracciones realizadas a
temperatura ambiente o a 60 °C (ver figura VIIL2).
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Figura VIIL.2: Se extrajeron puparios en Triton X-100 (TX-100),
Deoxicolato 5% (DOC), urea 7M o SDS 1% durante 16 hs a 25 °C (A) o
una hora a 60 ¢°C (B). Las proteinas fueron separadas en
PAGE-SDS 17.5% (Cuatro puparios por carril).

Se comprobé que la urea presente en los extractos no alteré la
movilidad de estas proteinas en geles de poliacrilamida, extrayéndolas en
SDS 1% y agregando urea antes de la electroforesis (Wappner, com. pers.)

3. Proteinas en mutantes de color de pupario.

Se conoce relativamente poco acerca de las proteinas cuticulares
involucradas en los procesos de esclerotizacion y tanificacion del pupario.
Se pensé que algunas de las proteinas extraidas de pupario podrian estar
relacionadas con estos fenémenos. Por lo tanto, resulté de interés analizar
las mismas en mutantes con alteraciones en los procesos de esclerotizacion
y/o tanificacion. Se utilizaron tres lineas de mutantes de color de pupario
(ver Materiales y Métodos): Black pupa, niger y White pupa. La primera y
la segunda presentan puparios oscuros. Los puparios de la cepa White
pupa son incoloros (ver Materiales y Meétodos). Las alteraciones
bioquimicas responsables del fenotipo mutante han sido estudiadas en
detalle en nuestro laboratorio (Wappner, 1989; Wappner et al., 1991).
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La figua VIII.3 muestra las proteinas extraidas a 60 °C en “cracking
buffer” de Laemmli de puparios niger y Black pupa de distintas edades. A
excepcion de pequeias diferencias, el perfil electroforético obtenido
resultd el mismo que en la cepa salvaje (ver figura VIIL.1). En las dos
lineas mutantes se observé a las 48 hs la aparicién de las bandas de
26 y 20 kD, correspondientes a las PMP-26 y PP-20 mencionadas
anteriormente. En los puparios niger , la banda correspondiente a PMP-26
presenté un rango de peso molecular mayor que en los individuos “cepa
salvaje”. En algunos casos se observé en los puparios Black pupa la
presencia de mas de una banda con movilidad cercana a la de PMP-26 (ver
carriles P2, P7 y PA en la figura VIIL3). El anilisis de puparios individuales
parecid indicar que ésto podria deberse a la existencia de polimorfismos
(Wappner, com. per.). En estas condiciones de extraccién, las LCP fueron
solubilizadas todo a lo largo del estadio pupal. Lo mismo ocurrié tanto en
puparios de individuos salvajes como white pupa, extraidos en las mismas
condiciones (no mostrado).

nmger Black pupa
L RBRE PA L B B BB, PA
m WA e ' —67KD
—43kD
—30kD
— 20kD
— 14kD

Figura VIIL3: Se disecaron cuticulas larvales y puparios de
individuos de distintas edades pertenecientes a las lineas Black pupa y
niger. Se extrajo durante 16 hs a 60°C en “cracking buffer” y se
analizaron las proteinas en SDS-PAGE 15 %. (Cuatro individuos por
carril). L: larva “de salto”; Pj.11: puparios de 1-11 dias; PA: puparios
después de la emergencia del adulto.
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4. Sintesis in vivo de proteinas de pupario.
4.1 Radiomarcacién in vivoe con [35S]-metionina.

La aparicion de estas proteinas en el pupario coincidié con la
desaparicion de las LCP del perfil electroforético. No se podia descartar que
la PMP-26 y las otras proteinas fueran producto de las modificaciones
que las LCP presentes en la ex-cuticula larval sufririan durante la
esclerotizaciéon y tanificacién. Por lo tanto, se investigd si las proteinas de
pupario eran capaces de incorporar [33S]-metionina, lo cual indicaria que
serian sintetizadas de novo y que, por lo tanto, no provendrian de
modificaciones de proteinas ya depositadas.

Se microinyectaron larvas inmovilizadas (0 hs) con [33S]-metionina y
a los cuatro dias se extrajeron las proteinas de pupario. Como se ve en la
figura VIII.4, la PMP-26 y las bandas de 14 y 15 kD incorporaron
[35S]-metionina durante la radiomarcacién. Esto sugiere que estas proteinas
se sintetizarian en algin momento durante el periodo pre-pupal (0-40 hs).

Figura VIII.4: Se micro-
inyectaron seis pre-pupas de
0 hs de edad con 1 Ci de
[35S]-Metionina. Después de 4 dias
se disecaron los puparios y se
extrajeron las proteinas. A: Se
analizaron en SDS-PAGE 15 %
seguido de autorradiografia.
B: tincién para proteinas.
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4.2 Sintesis in vivo durante la pupariacion.

Para determinar con mayor precision en qué momento durante la
metamorfosis se sintetizan estas proteinas, se microinyectaron con
[*5S]-metionina animales entrc 0 y 73 hs. Después de cuatro horas dec
“incubacién” in vivo se disecaron los puparios y se analizaron las protcinas
extraidas en SDS-PAGE (ver figura VIILS).

No se detecté radioactividad en estas proteinas en el momento en
que se observd su apariciéon en el pupario (40 y 48 hs en la figura VIILS A
y B). El experimento de radiomarcacién descripto m4s arriba muestra
claramente que la PMP-26 y las proteinas de bajo peso molecular fueron
capaces de incorporar [35S]-metionina, lo cual descarta la posibilidad de
que la ausencia de radiomarca se deba a la falta de este aminoicido en las
proteinas estudiadas. Por otra parte, la incorporacién de [33S]-metionina en
proteinas totales fue similar en todos los insectos analizados.

Se observd incorporaciéon de radiomarca a proteinas extraidas de
pupario en animales inyectados a las 16 6 24 hs, no detectindose bandas
radioactivas cuando la inyeccién fue aplicada a 0 6 7 hs, ni después de las
32 hs de edad. Las bandas radiomarcadas presentaron movilidad similar a
la de PMP-26 y PP-20, aunque a la edad en que se observaron (16-24 hs),
no se detectd en el pupario la presencia de PMP-26 y PP-20 por tincién de
Coomassie (ver panel A en la figura VIILS y también ver figura VIIL.1).

Este tipo de anilisis fue realizado por cuadruplicado en el
experimento mostrado en la figura VIIL.S y repetido varias veces. En
ningin caso se obtuvo incorporacién de [35S]-metionina a proteinas de
pupario’ en animales inyectados antes de las 7 hs o después de las 30 hs.

Estos resultados muestran que las proteinas de pupario no serian
sintetizadas a la misma edad en que se produce su aparicién en el pupario
(40-48 hs). Aparentemente, la sintesis ocurriria bastante antes. Con sélo
estos datos, no puede asegurarse fehacientemente que las bandas
radiomarcadas observadas a las 16-24 hs en la figura VIIL.S B
correspondan a PMP-26 y PP-20.
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Figura VIILS: Se microinyectaron pre-pupas y pupas

entre 0 y 73 hs de edad con 0.5 uCi de [33S]-metionina. Después
de 4 hs se disecaron los puparios, se extrajeron las proteinas
en SDS 1% y se analizaron en mini-PAGE-SDS 15 % (A)
seguido de fluorografia (B). LCP: Proteinas cuticulares
larvales; M: marcadores de peso molecular.

Para confirmar o descartar estos resultados, se realiz6 un
experimento de radiomarcacion en el cual se inyectaron pre-pupas de
distintas edades y se sacrificaron todas a las 72 hs de edad. En este
momento las proteinas de pupario ya estidn depositadas, por lo que
pudieron ser identificadas sin ambigiiedad en SDS-PAGE (ver figura
VIII.6 B). La figura VIII.6 A muestra que s6lo se detectd radioactividad en
la PMP-26 (flecha), en animales inyectados antes de las 40 hs; siendo
maxima cuando la inyeccién se aplicé entre las 16 y 30 horas. Cuando la
inyeccién se realizd a las 46 horas, momento en que se produjo la aparicion
de estas proteinas en el pupario, no se detectd radioactividad en la PMP-26
(ver figura VIIL6).
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Figura VIIL.6: Se microinyectaron pre-pupas de distintas edades
(0-46 hs después de la inmovilizacién) con 0.5 uCi de [33S]-metionina.
Los animales se sacrificaron a la edad de 3 dias. Se disecaron los
puparios, se extrajeron las proteinas y se separaron en SDS-PAGE 15 %.
A: autoradiografia. B: tincién para proteinas (CBBG).

Se comprobé para todos los insectos analizados en la figura VIIL6
que la morfologia en el momento de la diseccion fuera la correspondiente a
la de pupa de 72 hs. Este anilisis morfolégico fue necesario debido a los
largos tiempos de radiomarcaciéon empleados (ver VI.1).

En este tipo de experimentos, la [35S]-metionina inyectada se
“consumié” en aproximadamente 6 horas (ver figura VI.2). A mayores
tiempos de incubacién, se espera que la [35S]-metionina disponible
seria sb6lo la liberada por la degradaciéon de moléculas sintetizadas
anteriormente. Por lo tanto, es de esperar que aparezcan fuertemente
radiomarcadas s6lo las proteinas sintetizadas en las primeras horas
después de la microinyeccion y que permanezcan sin degradarse hasta el
momento de la diseccion. Por el contrario, la incorporaciéon de radiomarca a
proteinas sintetizadas después de las 6 horas desde la inyeccion deberia
ser muy baja.
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Las diferencias observadas en la cantidad de radiomarca incorporada
a PMP-26 en individuos inyectados a distintas edades no pueden
atribuirse a las distintas duraciones del pulso, sino a la intensidad de la
sintesis de PMP-26 en el momento de la microinyeccién pucs. para todos
los casos, se comprobé que los valores de incorporaciéon de [35S]-metionina
a proteinas totales fue de 50-60% (valores que concuerdan con los de la
meseta en el grafico de la figura VI.2).

La relativamente escasa radioactividad detectada en PMP-26 cuando
la inyeccién se aplic6 a las 0 u 8 horas (ver figura VIIL.6) indicaria que la
sintesis de PMP-26 fue muy baja o nula a esa edad. No puede descartarse
que a esta edad la PMP-26 sea sintetizada y luego degradada, de modo que
la acumulacién total de marca en esta proteina al final del periodo de
incubacién resultaria muy baja. El hecho de que a las 72 hs se detectd
PMP-26 fuertemente radiomarcada en el pupario de individuos que fueron
inyectados a las 16 6 30 hs sugiere fuertemente que la sintesis seria
maxima a esta edad y que la PMP-26 sintetizada no se degradaria.
Aparentemente, a las 40 hs la sintesis detectada fue muy baja y nula
a las 46 hs (ver figura VIIL6).

4.3 Lugar de sintesis de PMP-26.

Se investig6 la presencia de PMP-26 en hemolinfa por andlisis en
SDS-PAGE de proteinas de hemolinfa extraida de larvas en el momento del
salto. No se encontr6 PMP-26 entre las proteinas mayoritarias (no
mostrado).

Se radiomarcaron animales de distintas edades con [35S]-metionina y
se analizaron las proteinas en SDS-PAGE. En la figura VI1Il.7a se observa
que no se detectaron proteinas solubles de peso molecular cercano a la
PMP-26 por tincion de Coomassie durante todo el periodo analizado
(0-63 hs). Entre las 0 y 26 hs, periodo en que PMP-26 es sintetizada (ver
méis arriba), no s¢ observé la presencia de bandas radiomarcadas de
movilidad similar a la de PMP-26 (figura VIlI.7a, panel B).

" Entre las proteinas solubles se destacan bandas de aproximadamente
85 kD, correspondientes a proteinas mayoritarias de hemolinfa. En
concordancia con lo descripto anteriormente por otros autores (Schenkel y
Scheller, 1986; Chrysanthis et al., 1981), éstas incorporaron [35S]-metionina
a la Oh de edad; a edades mayores no se detecté sintesis de estas proteinas.
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Tampoco se detect6 PMP-26 radiomarcada entre las proteinas
extraidas en SDS 1% (ver figura VIIL.7b). Sin duda, la no deteccion de
PMP-26 por Coomassie o por radioactividad entre las proteinas totales o de
hemolinfa se debe a que no -es suficientemente abundante como para ser
detectada por estos métodos.

A
0 17 26 43 52 63

TSR

O 17 26 43 52 63

Figura VIIL7: Pre-pupas y pupas de distintas edades (0-63 hs
después de la  inmobilizacién) fueron radiomarcadas por
microinyeccion  durante una  hora. Se  homogeneizaron
individualmente en solucion de Ringer, se centrifugé y se separaron
los sobrenadantes. Se extrajeron los precipitados en SDS | % a 4 °C. Se
separaron en SDS-PAGE 15 % alicuotas de igual contenido en
proteina y se reveld por fluorografia. Cada carril corresponde a un
animal. A: tincién para proteinas. B: fluorografia. a: proteinas
solubles, b: proteinas extraidas en SDS 1%.
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4.4 Exportaciéon e incorporacion al pupario.

Los resultados descriptos més arriba sugieren que la PMP-26 seria
sintetizada entre las 16-30 hs de edad, y que su aparicion en el pupario
ocurriria unas 12 hs después de- la sintesis, a las 46-48 hs.

El estudio de la exportacion de PMP-26 por experimentos de
radiomarcacién in vivo seguida de “chase” in vitro result6é impracticable,
debido a que se requeririan largos tiempos de incubacién in vitro, durante
los cuales el sistema decae bi‘olégicamente.

Para estudiar el proceso de exportacién e incorporacién al pupario, se
realiz6 el siguiente experimento: se radiomarcaron pupas a las 24 hs (edad
a la cual la sintesis de PMP-26 seria méaxima) y se analizaron las proteinas
depositadas en el pupario a distintos tiempos (figura VIIL.8).

B

PP1 4 81624304054 M 1 4 81624 30405d
v R — 45%D B _ s
— 36 kD s&::—“m
- — 29 kD g o ——— — 29%xD
.~ W —24xD y — 24 kD

“| Il . o,
& — 14%D - — 14%xD

Figura VIIL8: Se¢ microinyectaron pre-pupas de 24 hs de edad con 0,5 uCi de
(33S|-metionina. A distintos tiempos (lh-5dias) se disecaron los puparios, se
extrajeron las proteinas y se analizaron en SDS-PAGE 15 % (A) seguido de
autorradiografia (B). PP: preparacién masiva de proteinas de pupario.
M: marcadores de peso molecular.
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Se ve en la figura VIII.8 que no se detect6 PMP-26 en el pupario en
los individuos sacrificados antes de las 24 hs de incubacién (24-40 hs de
edad). En éstos se observé una banda radiomarcada de mayor peso
molecular aparente, que desaparecié del perfil electroforético a las 48 hs
de edad. (Sin duda se trata de la misma banda de 29 kD observada en la
figura VIIL.5S a las 16 y 24 hs). En este momento, 24 hs después de la
inyeccién, se detect6 PMP-26 radiomarcada en el pupario.

Como se muestra en la tabla VIII.I, en las primeras 8 hs de
incubacién, practicamente toda la [35S]-metionina se consumié; de modo
que la aparicién de PMP-26 radiomarcada en el pupario después de las
16 hs desde la inyeccién se deberia a la exportacién de moléculas
sintetizadas anteriormente.

Como en el caso anterior, se comprobé que en todos los individuos
analizados en la figura VIIL.8, la morfologia fue la correspondiente a la
edad.

Pulso (hs): 1 4 8 16 24 30 40 48 Sd

Edad (hs) 25 28 32 40 48 54 64 72 6d

Incorporacién 4% 33% 30% 39% 47% 55% 12% 54% 41%
por 16% 44% 39% 45% 52% 60% 54% 64% 43%
individuo 17% 45% 39% 56% 60% 60% 79% 69% 70%
19% 62% 61% 62% 60% 62% 82% 71% 70%

Incorporacién
promedio 12% 46% 42% 50% 55% 59% 57% 64% 56%

Tabla VIIL.L1: En ¢l mismo experimento de radiomarcacién de la figura
VIIL8, a distintos tiempos se congelaron insectos en grupos de cuatro. Se
separaron los puparios por diseccién (ver figura VIIL.8) y se
homogeneizaron los tejidos remanentes en  solucién de Ringer. Se
determiné la radioactividad total y la precipitada con TCA 10 % en los
homogenatos y se calculé el porcentaje de incorporacion.
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Discusién.
1. Cambios en la composicion proteica de la cuticula larval
durante la pupariacion.

El perfil electroforético de proteinas extraidas de la cuticula larval
durante la pupariacion de Ceratitis capitata mostré6 un cambio a las
46-48 hs. Las principales observaciones fueron: a) “desaparicién” de las
LCP de la fraccién extraida en SDS 1%, y b) “aparicién” de nuevas proteinas
de 26; 20; 15 y 14 kD; siendo la mayoritaria la de 26 kD (PMP-26, Proteina
Mayoritaria de Pupario).

Hemos visto anteriormente (capitulo III 5.2) que durante el estadio
larval, las LCP de Ceratitis capitata resultaron solubles, ain en ausencia de
agentes desnaturalizantes, liberdindose de la cuticula con soluciones salinas
(solucién de Rihgcr o NaCl 0.5M). Después de la pupariacién estas proteinas
se hicieron resistentes a la extraccién, inclusive en SDS 1%. Se requirié la
presencia de detergente, elevada temperatura y tiempos de extraccién
prolongados para su solubilizacién (ver figura VIII.2).

En Lucilia cuprina ocurre algo similar a lo observado por nosotros en
Ceratitis: las LCP extraibles en urea 7M se tornan insolubles (Skelly y
Howells, 1988); aunque este fenémeno parece ocurrir paulatinamente y no
abruptamente como en Ceratitis, en la cual hemos observado que las LCP
desaparecen del perfil electroforético entre las 40 y 48 hs. En Sarcophaga
bullata, se observa un ligero cambio en el perfil electroforético de las
proteinas extraidas de la cuticula larval durante la pupariacién (Willis et
al.,1981). Algunas de las proteinas extraidas con cloruro de guanidina 8M
desaparecen del perfil electroforético durante Ia primera hora desde le
inicio de la pupariacién.

Las razones por las cuales las proteinas cuticulares larvales dejarian
de ser extraibles pueden ser varias: a) durante la pupariacién ocurren
fendmenos de esclerotizacién, es decir de entrecruzamiento de moléculas
de proteinas con otras proteinas y también con quitina (ver Introduccién).

b) la pérdida de agua de la cuticula, provocada por la aparicién de
compuestos polifendlicos podria favorecer las insolubilizacién de las LCP
(Hillerton y Vincent, 1983; Hackman, 1984).
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Se ha demostrado el entrecruzamiento de las proteinas larvales en
Sarcophaga bullata (Lipke et al., 1981). En Calliphora vomitoria. se postula
que los cambios en las propiedades mecénicas durante la pupariacién se
dcben més a la modificacion de la conformacién y estructura secundaria de
las proteinas debida a la deshidratacién de la cuticula que a las eventuales
uniones covalentes (Hillerton y Vincent, 1983). En Ceratitis capitata,
mediante la accién de agentes desnaturalizantes, hemos extraido las LCP de
puparios ya esclerotizados y tanificados, lo cual indicaria que por lo menos
algunas moléculas de proteina no se han unido covalentemente a otros
componentes cuticulares, por lo que no puede descartarse que la causa de
su insolubilizacién parcial sea la deshidratacién de la cuticula.

En cuticulas que se esclerotizan inmediatamente después de la muda,
aparentemente no todas las proteinas presentan el mismo grado de
esclerotizacién. En Hyalophora cecropia, el perfil electroforético difiere
segin se trate de de proteinas extraidas de cuticulas endurecidas o no
endurecidas (Willis, 1987). En Ceratitis capitata, las proteinas cuticulares
del adulto mostraron solubilidad decreciente con el tiempo transcurrido
desde la emergencia, siendo algunas mas insolubles que otras, lo cual es
indicativo de que ciertas proteinas se esclerotizarian preferencialmente (Di
Paola, Boccaccio y Quesada, com. pers.). Por el contrario, durante la
pupariacién en Ceratitis capitata, todas las LCP mostraron simultineamente
los mismos cambios en solubilidad, lo cual significaria que no existirian
diferencias en su esclerotizacion. ,

El anilisis por SDS-PAGE ‘de proteinas extraidas de puparios de las
mutantes niger, Black pupa y White pupa revel6 que no habria diferencias
significativas con el perfil electroforético de individuos cepa salvaje. Lo
cual sugiere que las mutantes de tanificacién analizadas no son diferentes
en cuanto al tipo de proteinas involucradas en este proceso.
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2..Un nuevo tipo de proteinas cuticulares exclusivas de pupario?

Es la primera vez que se describe la incorporaciéon de proteinas al
pupario con las caracteristicas descriptas aqui, por lo que este hallazgo
rcvistio para nosotros un interés particular. En Sarcophaga bullata se
estudiaron las proteinas extraidas con cloruro de guanidina 8M y no se
observé la apariciéon de nuevas bandas en el perfil electroforético (Willis et
al., 1981). En Lucilia cuprina (Skelly y Howells, 1988) se analizaron las
proteinas extraidas con urea 7M y no se detect6 la existencia de proteinas
no larvales. Nosotros hemos demostrado que la PMP-26 de Ceratitis no es
extraida en esas condiciones. En D. melanogaster, no hemos podido detectar
la presencia de proteinas con caracteristicas similares a las observadas en
Ceratitis capitata .

Un dato .indirecto que refuerza nuestros resultados es lo descripto en
Musca fergusoni 'y Lucilia cuprina : la composicion de aminoacidos de las
cuticulas larvales y de los puparios son ligeramente distintas (Hackman y
Goldberg, 1976). Se ha sugerido que esta diferencia pudiera deberse a la
incorporacion de proteinas durante la pupariacion (Hillerton y Vincent,
1983). Sin embargo esas hipotéticas proteinas no han sido identificadas vy,
por otra parte, no puede descartarse que las diferencias de composicion
aminoacidica observadas sean debidas a que ciertas proteinas larvales
sufran fen6menos de esclerotizacion o degradacién preferencialmente con
respecto a otras.

Estas proteinas de pupario halladas en Ceratitis capitata presentaron
propiedades de solubilidad que las diferenciaron de la mayoria de las
proteinas cuticulares descriptas (ver IIL.5.1 y IIL5.2).

La eficiencia para extraer la PMP-26 decreci6 en el 6rden SDS >
DOC >> urea. Es decir que no bastd la accién de un poderoso agente
desnaturalizante como la urea, sino que se requiri6 la presencia de
detergentes anidnicos para extraer esta proteina. La PP-20, por el
contrario, presentd solubilidad decreciente en el 6rden urea >> SDS >> DOC,
lo cual indica que para la extracciéon de esta proteina parece ser més
importante la ruptura de puentes hidrogeno que la accién detergente, es
decir la capacidad de formar micelas. Sin duda, ésto estd relacionado con la
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hidrofobicidad de las proteinas y también con las interacciones que
presentan con otros componentes cuticulares. Ninguna de estas proteinas
parecid ser extraida en soluciones alcalinas (Wappner, com. pers.) lo cual
sugiere que no existirian enlaces covalentes con otros componentes
cuticulares (ver Introduccién).

3. Sintesis in vivo de proteinas de pupario.

Los diversos experimentos de radiomarcacién in vivo realizados
indican que el periodo de sintesis de PMP-26 (16-30 hs) se extenderia
aproximadamente entre la apélisis (20,5 hs) y el comienzo de la pupacién
sensu stricto (36-40hs). Su aparicién en el pupario ocurriria poco antes de
que se produzca la eversion de la cabeza (44-48 hs, pupa criptocefilica).

La existencia de esta proteina en el pupario plantea dos preguntas:
a) en qué tejido tiene lugar su biosintesis y b) cuil es su funci6n?. Como se
indica en el esquema, si fuera de origen epitelial (caso I), es probable que
se trate de una enzima u otro componente del fluido ecdisial (ver
Introduccién), o que tenga alguna otra funcién desconocida. También
pudiera ser que no fuera de origen epitelial, sino que fuera sintetizada en
cuerpo graso (caso II), pasando luego a la hemolinfa y depositindose
finalmente en la cuticula.

material ecdisial (enzima?)

I origen epidérmico \_ remanente

material de revestimiento
interno o "calafaten"

II de hemolinfa esclerotizacion del pupario

(cuerpo graso)
\ transportador de lipidos,

u otros compuestos.
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En Calliphora vicina, ha sido descripta la incorporaciéon de proteinas
de hemolinfa a cuticula larval. pupal y pupario (Konig et al., 1986). En
general la sintesis de proteinas de hemolinfa ocurre antes de la
inmovilizacién y decac durante la pupariacion (ver 4.3, Schenkel y
Scheller, 1986; Chrysanthis et al., 1981). Por el contrario, la sintesis de
PMP-26 parecié ocurrir después de la pupariacion.

Por otra parte, las proteinas de hemolinfa presentan en general un
peso molecular mayor que el de la PMP-26: 82 kD en Calpodes ethlius
(Palli y Locke, 1988); 83 y 89 kD en Musca domestica (Marinotti y Bianchi,
1986); 80 kD en Calliphora vicina (Konig et al., 1986), 81-87 kD en Ceratitis
capitata. (ver figura VIII.7a; Mintzas y Reboutsicas, 1984). Sin embargo, se
ha descripto recientemente en Musca domestica (Bianchi y Capurro, 1991)
la existencia de proteinas de hemolinfa de 21,8-48 Kd, ademas de las de
alto peso molecular. Estas proteinas de bajo peso molecular se detectan
durante el estadio larval, en forma de lipoproteina (LLP) y parecen
desaparecer de la hemolinfa después del primer dia del estadio pupal.

No hemos determinado todavia si las proteinas de pupario de
Ceratitis capitata son o no de origen epitelial. Esto se veria facilitado con el
uso de antisueros especificos. Aunque se intentaron reiteradamente
distintos protocolos de inmunizacién, la PMP-26 resulté de bajo poder
inmunogénico, por lo que los sueros obtenidos resultaron de muy bajo
titulo y altamente inespecificos, reconociendo varias bandas en analisis de
“Western blot”, todas de muy baja intensidad. En ensayos de
inmunoprecipitacién, no hemos podido detectar proteinas radiomarcadas
después de inyectar [35S]-metionina a pre-pupas de 16 hs e inmuno-
precipitar con los sueros preparados contra PMP-26.

Aunque no la hemos detectado en hemolinfa por tinciéon de
Coomassie o por incorporacién de [35S]-metionina (ver 4.3), no puede
descartarse definitivamente que la PMP-26 de Ceratitis se encuentre en la
hemolinfa durante la etapa pre-pupal y que se deposite luego en el
pupario. La figura VIII.9 A ilustra esta hipétesis.
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Como se mencion6 mas arriba, podria ser que la PMP-26 y las otras
proteinas minoritarias de pupario sean sintetizads por el epitelio. En este
caso, pudiera ser que fueran componentes -probablemente enzimas- del
fluido ecdisial. Una vez concluida la digestién de las capas internas de la
cuticula larval, las enzimas serfan eventualmente inactivadas podrian
depositarse en el pupario. En apoyo de esta hipétesis, esquematizada en la
figura VIIL.9 B, hemos encontrado que el momento de sintesis de esta
proteina coincide aproximadamente con la apélisis (20.5 hs), mientras que
el momento de su aparicién en el pupario coincide con la pupacién (40 hs).

También podria ser que la presencia de este material en la
ex-cuticula larval no fuera simple “residuo” de la actividad enzimatica
ecdisial, sino -por el contrario- ser sintetizado con la funcién de revestir
internamente al pupario, formando una capa que le confiera propiedades
particulares de impermeabilizacién o aislamiento que impidan la
deshidrataciéon durante el desarrollo de la pupa. Al formarse este
revestimiento o “calafateo”, las capas internas de la ex-cuticula larval
quedarian recubiertas y esto podria explicar que las LCP dejen de ser
extraibles en el momento en que PMP-26 aparece en el pupario (ver
figura VIIL.1).

El hecho de que la aparicibn en el pupario se produce bastante
tiempo después de la sintesis, implicaria que se encuentra "almacenada”
(posiblemente en vacuolas) hasta el momento en que, justo antes de la
pupacioén, se secreta masivamente para revestir internamente al pupario.
Es decir, existiria sobre esta proteina un doble control: a nivel sintesis
(control transcripcional o traduccional) y a nivel exportacién. La figura
VIIL.9 C ilustra esta hipotesis.

Podria ser que PMP-26 y las otras proteinas participen en fenémenos
de esclerotizacién -tanto en el caso de sintesis epidérmica como no-. En
Calliphora vicina, se cree que la incorporacién de proteinas de hemolinfa
al pupario estaria involucrada en procesos de esclerotizacién (Konig
et al.,, 1986).

También podria tratarse de una proteina de hemolinfa involucrada
en transporte de lipidos u otros compuestos. La LLP de Musca domestica
anteriormente mencionada, aparentemente transportaria hidrocarburos a
la cuticula (Bianchi y Capurro, 1991). No hay datos en la bibliografia de
que proteinas sintetizadas en la epidermis participen en estos procesos.
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El proceso de "revestimiento interno” o “calafateo” descripto mais
arriba seria una importante adquisicién evolutiva en dipteros que se
desarrollen en un medio ambiente similar al de Ceratitis. Se trata de un
ambiente mas bien célido (clima mediterrdneo) y seco (lejos de los frutos
que sirvicron como alimento a las larvas). Por lo tanto, podria esperarse
que este fen6meno ocurra también en otros géneros cercanos como Dacus y
Rhagoletis. Sin embargo, no hemos detectado en la literatura suficientes
datos que confirmen o descarten esta hipétesis.

Se han descripto casos en que la pupariacién involucra otras
modificaciones de la cuticula larval, ademé&s de la tanificacién vy
esclerotizacién de los componentes ya depositados. Ha sido descripa la
incorporacion de sales calcio en la cara interna del pupario de ciertos
dipteros (Richards, 1978; Hackman 1984). En Musca autumnalis se
deposita carbonato de calcio, bajo el control de la f-ecdisona (Hackman,
1984). En Musca fergusoni, fosfatos y carbonatos de calcio y magnesio
contribuyen al endurecimiento del pupario (Richards, 1978; Hackman,
1984). En Rhagoletis cerasi, se observa antes de la apdélisis, una secrecién
de grianulos de carbonato de calcio que luego se incorporard al pupario.

En Ceratitis capitata, no se ha detectado la acumulacién de calcio en
la cuticula durante la pupariaciéon (Wappner, com. pers.). Aparentemente,
existirian varios procesos que participan en la formacién del pupario, y no
todos tendrian lugar en distintos dipteros. El hipotético fenémeno de
“calafateo” observado en Ceratitis capitata seria una nueva modificacién de
la cuticula larval durante la pupariacién. Este material de calafateo podria
ser de origen epitelial o ser proveniente de hemolinfa (ver esquema).



IX. Resumen de los resultados obtenidos,
conclusion y perspectivas.
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1. Resumen.

Durante el desarrollo de la presente tesis se han estudiado los
eventos molecularecs que ocurren en la cuticula pupal y en el pupario en las
primeras etapas de la metamorfosis. Estos fen6menos se correlacionaron
con eventos morfolégicos estudiados simultdneamente por otros miembros
del laboratorio (Rabossi et al., 1991; Rabossi 1991). De nuestros resultados
se concluye que Ceratitis es un buen modelo experimental para el estudio
de la expresién génica durante el desarrollo de los dipteros. Hasta la fecha,
el animal experimental mdés frecuentemente utilizado es Drosophila
melanogaster.

Ademés de presentar interés por tratarse de una plaga cuya biologia,
bioquimica y genética han sido poco estudiadas (ver Introduccién),
Ceratitis presenta ciertas ventajas especificas respecto de otros modelos de
laboratorio. El ciclo de vida de esta mosca presenta una duracién mayor
que el de Drosophila. A 23 °C, entre el inicio de la pupariaciéon y la
emergencia, transcurren 4-4.5 dias en Drosophila (Ashburner, 1989) y
12 dias en Ceratitis (ver capitulo III, paginas 49-51). Los eventos
morfolégicos y de diferenciacién bioquimica que tienen lugar durante la
metamorfosis ocurren mds lentamente en esta udltima, lo cual facilita su
estudio. Tratindose ademas de animales de mayor tamano (4 y 1.5 mm,
respectivamente), resulta ideal para el empleo de ciertas técnicas tales
como microinyeccién y diseccidn.

Parte de los resultados de esta tesis han sido publicados, o estin en
vias de publicacién, en los siguientes trabajos: Boccaccio y Quesada, 1989a;
1989b; Rabossi et al.,, 1991; Boccaccio y Quesada, 1991; Boccaccio y
Quesada, manuscrito en preparacion. Se resumen a continuacién los
resultados alcanzados:
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a. Hemos demostrado la existencia de grupos diferentes de proteinas
cuticulares en los difcrentcs estadios del desarrollo de Ceratitis capitata.
Estos grupos de proteinas son: las de primer y segundo estadio larval, las
de tercer estadio larval (LCP); las pupales (PCP) y las de adulto (ACP) (ver
figuras I11.6 y II1.7). Nuestros estudios en Ceratitis capitata (Boccaccio y
Quesada, 1989a) y los realizados por otros autores en otros dipteros
(Chihara et al.,, 1982; Skelly y Howells, 1988; Souliotis et al., 1988a)
demuestran que en estos insectos las proteinas cuticulares son especificas
de estadio.

b. Contrariamente a lo descripto en otros insectos, hemos encontrado
que la fraccién proteica de la cuticula pupal de Ceratitis estd constituida
casi exclusivamente por un dnico polipéptido: PCG-100. En los otros
estadios estudiados, se encontr6 una mezcla de distintas proteinas (ver
capitulo III).

¢. Se prepararon antisueros en conejos contra proteinas cuticulares.
Se obtuvieron antisueros monoespecificos anti-PCG-100, con los cuales se
demostré que esta proteina es especifica de estadio pupal y especifica de
tegumento (ver capitulo IV; Boccaccio y Quesada, manuscrito en
preparacioén).

d. Los estudios inmunoldgicos indicaron que la PCG-100 de Ceratitis
no comparte epitopes con otras proteinas cuticulares de ese insecto pero si
estaria emparentada con la PCP-82 de Drosophila melanogaster. Esta iltima
es la proteina cuticular pupal de mayor peso molecular de Drosophila, es
especifica de estadio y también estd glicosilada (Chihara et al., 1982; Silvert
et al., 1984).

e. Hemos estudiado el grado de glicosilacién de las proteinas
cuticulares de distintos estadios de Ceratitis, encontrando que,
analogamente a lo descripto para Drosophila melanogaster, las LCP estan
poco glicosiladas, en tanto que se detectaron glicoproteinas entre las PCP
(ver capitulo VII; Boccaccio y Quesada, 1989a).
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f. Se demostr6 la presencia de fucosa y manosa en la proteina
cuticular pupal mayoritaria, PCG-100 por radiomarcacién in vivo con
2[3H]-manosa y [!4C]-glucosa (ver capitulo VII). Hasta donde sabemos. sélo
recientemente se demostré la presencia de fucosa en oligosacaridos de alta
manosa en insectos (Guillén et al.,, 1989); pero el caso de PCG-100 es el
primero en que se describe una glicoproteina individual de insecto del tipo
de alta manosa que, ademés, contiene fucosa. Algo similar ha sido descripto
anteriormente en moluscos y plantas (van Kuik et al., 1985; Faye et al.
1989).

g. Se estudié la biosintesis de las proteinas cuticulares durante el
estadio pupal de Ceratitis capitata mediante microinyeccién de
[¥S}kmetionina. Es la primera vez que se realiza in vivo, en condiciones
estrictamente fisiolégicas, el estudio de la sintesis de proteinas cuticulares
de insecto (Boccaccio y Quesada, 1989a). Las proteinas cuticulares pupales
mostraron un periodo de sintesis breve y preciso, al comienzo del estadio
pupal (ver capitulo VI).

h. Se analiz6 la sintesis de la proteina cuticular pupal mayoritaria,
PCG-100, y su presencia en la cuticula (piginas 124-131). Encontramos que
esta proteina se sintetiza principalmente entre las 48 y 64 horas desde el
comienzo de la pupariacion y estd presente durante todo el estadio pupal
(hasta el sexto dia) (Boccaccio y Quesada, 1989a; Boccaccio y Quesada,
manuscrito en preparacién). Como se discute en los capitulos III y VI, la
“desaparicion” de esta proteina puede deberse a que se degrada o se
esclerotiza. '

i. También por radiomarcacién in vivo, seguida de “chase™ in vitro
(capitulo VII) se estudid el proceso de sintesis, glicosilacién, procesamiento,
exportacién y deposicion en cuticula de PCG-100. Hasta donde sabemos, es
la primera vez que se realiza este tipo de estudio para el caso de una
proteina cuticular.
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Hemos encontrado que el proceso completo ocurre riapidamente, en
unos 10 minutos. No hemos detectado diferencias en el peso molecular
aparente de PCG-100 durante el pasaje por el reticulo. y aparato de Golgi.
Esto seria indicativo de que no se agregan a PCG-100 largas cadenas
oligosacaridicas, en concordancia con los experimentos que realizamos para
caracterizar los oligosaciridos unidos a esta proteina. Tampoco
encontramos diferencias significativas de peso molecular entre la(s)
especie(s) intracelular(es) de esta proteina y la depositada en cuticula.

J. Hemos detectado la existencia de proteinas que aparentemente se
incorporarian al pupario durante su formacién. Estos estudios se hicieron
en colaboraciéon con Pablo Wappner (Rabossi et al., 1991). Es la primera vez
que se describe este fen6meno, para el cual existen varias posibles
explicaciones (ver capitulo VIII).

k. Hemos estudiado la sintesis de la mas abundante de estas
proteinas, la PMP-26, por radiomarcacién in vivo con [35S]-metionina.
Aparentemente, se sintetizaria durante la etapa pre-pupal (16-30 horas) y
se depositaria en el pupario bastante después, hacia las 46-48 horas. El
hecho de que su incorporacién al pupario se produce masivamente y
bastante después de su sintesis, sugiere que debe existir un mecanismo de
acumulacién (vesiculas?) y que la exportacién y/o deposicién estarian
estrictamente controladas en el tiempo.

l. Se han realizado estudios comparados a nivel de Acidos nucleicos,
intentando detectar secuencias homol6gas entre genes de proteinas
cuticulares de Drosophila melanogaster y de Ceratitis capitata. Se iniciaron
pasos experimentales que posibilitardn el clonado del gen codificante para
PCG-100.
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2. Conclusion y perspectivas.

Nuestros resultados apoyan la idea que postula que durante el
desarrollo de los insectos holometibolos se "disparan” secuencialmente
distintos programas que dirigen la morfogénesis y diferenciacién. En la
epidermis, el programa de construccion del exoesqueleto es activado varias
veces durante la vida del animal. Hemos demostrado que la expresiéon de
proteinas cuticulares constituye un buen modelo de regulacién gen6mica
durante el desarrollo. En los diperos, se activarian en los distintos estadios,
grupos de distintos genes codificantes para proteinas cuticulares.

En Ceratitis capitata, mediante estudios in vivo, hemos determinado
con precision el momento de sintesis de PCG-100, proteina cuticular pupal
mayoritaria (ver capitulo VI). Esta proteina presenté un periodo de sintesis
breve y preciso durante el desarrollo. Se expresa sélo durante las 24 horas
siguientes a la eversion de la cabeza de la pupa. Es decir, el gen
correspondiente estaria inactivo la mayor parte del tiempo de vida del
insecto y se activaria especificamente en el momento en que existe una
activa maquinaria de sintesis de cuticula: entre las 48 y 64 horas se
acumula en la cuticula pupal la mayor parte del material proteico que
la constituye.

La regulacién de la sintesis de esta proteina estaria a cargo de la
hormona de la muda (P-ecdisona), la cual directa e indirectamente
(Ashburner, 1990) es capaz de ejercer el control de la expresién genética a
nivel transcripcional. En Drosophila, no se conoce en detalle el mecanismo
por el cual la hormona de la muda controla la expresién de los genes que
codifican para proteinas cuticulares (Fristrom et al., 1982; Doctor et
al.,1985). Aparentemente, seria mas complejo que la simple unién de un
complejo hormona esteroide-receptor a secuencias del DNA. En el caso de
otras proteinas de expresién variable a lo largo del desarrollo, como las
proteinas de hemolinfa, la f-ecdisona parece ejercer un doble control: a
nivel transcripcional y traduccional (Mintzas et al.,, 1983; Schenkel y
Scheller, 1986).

Hemos iniciado en colaboracién con otros grupos el estudio de los
niveles de P-ecdisona durante el estadio pre-pupal y pupal temprano. Los
resultados no han sido mostrados aqui dado que, hasta la fecha han sido
poco concluyentes ya que los valores de dosaje de hormona para un
momento dado presentron una gran dispersion.
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No obstante. por correlaciéon de las observaciones morfolégicas
descriptas en otros dipteros (Handler, 1982; Bainbridge y Bownes, 1988;
Fristrom et al., 1986) con las realizadas en nuestro laboratorio en Ceratitis
capitata (Rabossi et al. 1991; Rabossi et al.,, manuscrito en prep.) hemos
estimado la variacién de los niveles de esta hormona durante Ila
metamorfosis (ver figura IX.1).

La sintesis de de la proteina mayoritaria de pupario, PMP-26, pareci6
estar restringida al periodo que se extiende entre las 16 y 30 horas del
estadio pre-pupal (capitulo VIII), en tanto que -como ya se seial6- la
PCG-100 se expresa mas tarde, durante el estadio pupal temprano.
Coincidente con el fin del estadio pre-pupal y la aparicién de la morfologia
de la pupa temprana, entre las 26 y 43 horas se observé un cambio en el
patrén de sintesis de proteinas totales (figura VIIL.7). Por lo tanto, puede
decirse que la PCG-100 y la PMP-26 corresponden a distintos "programas”
gendémicos que se activarian secuencialmente bajo condiciones hormonales
.distintas (ver figura IX.l1). La sintesis de PMP-26 ocurriria durante el
primer méiximo de hormona que se observa durante la pupariacién. La
sintesis de PCG-100 parece ocurrir después de que el segundo incremento
en los niveles de ecdiesteroides tuvo lugar. En ese momento ya se han
evertido la cabeza y los apéndices (ver figura IX.1).

Para conocer la accién hormonal en la regulaciéon de la expresion de
los genes de proteinas cuticulares, seria necesario estudiar tanto el proceso
transcripcional como el traduccional.

Nuestros estudios mediante experimentos de pulso y “chase”
constituyen un avance en un area de la bioquimica de proteinas cuticulares
muy poco estudiada: las modificaciones post-traduccionales. Se sabe que
las LCP de Drosophila melanogaster, aunque no estin glicosiladas ni
presentan secuencias concenso de glicosilacién, sufren un procesamiento
proteolitico correspondiente al pasaje por el reticulo endopldsmico (ver
Introduccién). Menos es conocido sobre el procesamiento que sufren las
proteinas cuticulares que son glicosiladas. Ejemplos de éstas son las PCP de
Drosophila melanogaster (Silvert et al., 1984) y de Ceratitis capitata (esta
tesis). El sistema de pulso y “chase” desarrollado permitié distinguir el
compartimento intracelular del extracelular, y por lo tanto serd muy util
para el estudio posterior del proceso de deposicién de proteinas
cuticulares.



X. Bibliografia.
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