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INTRODUCCION

Cancer de cuello uterino Bacillus thuringiensis ser. Cultivo celular
neoleonensis (T24001)
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Marco Teorico
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Bacteria Gram positiva en forma de bastén de

Bacillus thurinqiensis tamafio 1 a 1.2 micrometros de anchoy 3 a5
micrémetros de largo

Dos fases principales:

* la forma vegetativa
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ambiental. Proteinas Cyt
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PARASPORINAS

Proteinas paraesporales que presentan actividad
citotoxica contra células provenientes de tejido tumoral.

Mizuki et al. (1999)
Descubrio actividad de las
PS.
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Selectiva y especifica
No presenta toxicidad frente
a células de tejido normal.

(& /

Cristal Proteico

19 PS
Niveles : PS1 - PS6
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Bt. neoleonensis (T24001)
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Objetivos

General.

Establecer el modelo para evaluacion de Bacillus thuringiensis cepa neoleonensis

sobre células de cancer de cuello uterino.

Especificos.

Caracterizar microscopica y bioquimicamente la cepa Bacillus thuringiensis

neoleonensis T24001
Instaurar el cultivo in vitro de células de cancer de cuello uterino.

Determinar viabilidad de células de cancer de cuello uterino in vitro.




Diseno de la Metodologia

Tipo de Investigacion Experimental-cualitativa-cuantitativa

Universo
cepas de Bt.

Variables e Indicadores

Indicadores: porcentaje de viabilidad celular.



M /4 d Caracterizar microscopica y bioquimicamente la
et() O S cepa Bacillus thuringiensis neoleonensis

A partir de cultivo de Bt. en medio LB o Tripticasa soya

Caracterizacion Microscopica Extraccion de cristales de parasporinas
1. Coloracion de Gram 1. PMFS
2. Coloracion de Schaeffer fulton 2. DIT
3. Microscopia de contraste de 3. Buffer
fases carbonatado
Antibiograma (Gentamicina, ampicilina Cuantificacion de proteinas parasporales
tetraciclina)
Método de dilucién en
agar.
Concentracion de
antibiotico =
p— 100ug/ml - 0.4ug/ml Método de Bradford

Lectura de proteinas a 590nm




-Instaurar el cultivo in vitro de células de cancer

M éto d O S de cuello uterino.
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Criovial con 1 x 10 ® células/ml
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Cultivo con viabilidad mayor al 90% de confluencia
- Supernate
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Precipitate

Cultivo con viabilidad mayor al 90% de confluencia




M 7 d Determinar viabilidad de células de cancer de
etO O S cuello uterino in vitro.

Ensayo de viabilidad Celular con Tripan Blue

o °o Viabilidad %células vivas = #cls vivas / (#células
o © - < , totales)*100
73 o , .
7 o células vivas : Blancas
= U o

células muertas : Azul

Concentracion = #cls vivas * 10.000 * 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 gceVmL
5000

10000
15000
20000
25000
30000
35000
40000

- Diluciones a partir de
1 x 10° células/ml

TN

Rango : 40000 a 5000 células /ml aprox. 24horas  48horas 7Zhoras  96horas

IOmMmMmON®>




Resultados y Discusion
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Actividad Proteina
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. No presenta
Cristal actividad
parasporal Fotografia de Cristal de Bt insecticida

GM-18 en microscopia

electrénica. (Rodriguez et o
al.) Actividad

citotdxica contra
células MOLT-4

Fotografia Bt neoleonensis en microscopia
de contraste de fases




Util para diferenciar géneros de Bacillus (Bacillus
cereus y Lisynibacillus sphaericus)

ANTIBIOGRAMA
Bt neoleonensis (T24001)

Datos similares
RESISTENTE (100ug/ml) Bt. var kenyae, kurstaki,

aizawai, monterrey y
o Jaommena
SENSIBLE (0.4ug/ml)
C.

mexicaniensis.

IMPORTANTE
Area industrial y
agricola




Curva de patron de calibracion con proteina Albumina (BSA)

Patron BSA

y=0,0152x + 0,0393
R? =0,9869

0,400
¢ Patron BSA

—Lineal (Patron BSA)

Absorbancia

0,300
0,200

0,100

0,000

0,000
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

Concentracion (ug/ml)

Estandar( 0,5
mg/ml) 1 2 3|promedio concentraciol
Blanco 0 0 0 0 0,000 0,00
1 25 0,269 0,269 0,221 0,253 11,36
2 50 0,42 0,41 0,363 0,398 22,73
3 75 0,605 0,57 0,515 0,563 34,09
4 100 0,776 0,73 0,615 0,707 45,45
Bt. neoleonensis 0,383 0,386 00,3845 0,385 22,747




Resultados y Discusion

Condiciones . Incubacién 37°C, CO2
ambientales 5%, HUMEDAD.




Resultados y Discusion

Marcador predictivo del
comportamiento y funciones
de un tejido tumoral in vitro

MANIPULACION

Influye:

TIEMPO

EE—

5000 células/ml

10000 a 40000
células/ml

Concentracion
Celular

—_

Viabilidad celular por ensayo con Tripan Blue

Células HeLa Células SiHa

Dilucién| 24 48 72
e 48 horas | 72 horas | 96 horas | 24 horas e

20ul | 33333 5000 1666.7 0 7500 0 0
40ul 5000 83333 | 11666.7 | 11666.7 | 11000 10000 | 7500
60ul | 6666.7 | 11666.7 | 15000 30000 | 25000 17500 | 25000
80ul | 10000 | 133333 | 283333 | 36666.7 | 32000 | 25000 | 17500
100ul | 15000 | 20000 60000 | 56666.7 | 32500 | 25000 | 22500
120ul |36666.7| 51666.7 | 1083333 | 175000 | 42500 | 32500 | 32500
140ul |38333.3| 83333.3 | 183333.3 | 365000 | 58500 | 40000 | 45000
160ul |43333.3| 138333.3 | 156666.7 | 198333.3| 61000 | 40000 | 52500

Mayor crecimiento

Menor crecimiento

—>

Muerte celular

_




6000,0

50000

4000,0

3000,0

20000

1000.,0

0.0

Concentracion de 5000 células/ml de Hela y SiHa

5.000 células Hela/ml

y=-1333,3x+5833,3
R?2=0,64

24H 48H 72H 96H

_

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

-1000
-2000

5000 células SiHa/ml

\ 7500

\

\ y = -2250x + 7500

R*=0,6

24H

Impide el contacto entre célula a
célula

Vias de senalizacidon
necesarias para las
funciones celulares




#Células
400000,0

y=108000x-102500

2 -
350000,0 R*=0,9253

300000,0

250000,0

Se obtuvo mayor 200000,0

crecimiento en células Hela

Sil 150000,0
que SiHa

100000,0

50000,0

0,0

Tiempo eg&_?ras

24H

70000
60000
50000
40000
30000
20000

10000

40000 células SiHa/ml

y =-12050x + 74750
500

R? = 0,9855

25000

24H 48H 72H 96H

35.000 células HeLa/ml

72H 96H

365000,0

183333.3

Mayor recuento en la linea
celular Hela con 365000
células/ml a las 96 horas




CONCLUSION

C N

1.En este trabajo se identifico la
presencia de cristales de la cepa Bt
neoleonensis, ademas se purifico
cristales los cuales fueron cuantificados
obteniéndose 22.74 ug/mL. Ademas se
encontré que la cepa es sensible a
tetraciclina y gentamicina.
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3.En las pruebas de viabilidad se
encontro recuentos de 365000
células/mL en la linea Hela a partir de
una dilucion inicial de 35000
células/mL a las 96 horas.
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2.Se cultivaron las lineas celulares
Hela y SiHa, encontrandose que las
células HelLa tuvieron mayor capacidad
de supervivencia porque a partir de 1 x
108 células/mL se obtuvo una
confluencia de aproximadamente 90%
a los 4 dias del ensayo.
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4.Este trabajo implementa las
metodologias basicas para evaluacion
biologica de Bt neoleonensis en cultivos
celulares asociados a cancer, que
puede ser utilizado para otras cepas de
Bt de potencial anticancerigeno.
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