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INTRODUCCIÓN

Cáncer de cuello uterino Bacillus thuringiensis ser. 

neoleonensis (T24001)

Cultivo celular
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Marco Teórico

Cáncer de 
cuello uterino

- Embarazo precoz
- Múltiples partos
- Infecciones de transmisión sexual 
- Tabaco
- Anticonceptivos orales
- Sistema Inmune debilitado

Factores de Riesgo

Causas

VPH Serotipos 

16 y 18

Predisposición genética
Proto-oncogenes

Genes Supresores de 
Tumores

Genes reparadores de ADN

Telomerasa

45, 33, 31, 52, 58 y 35
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Vacuna contra VPH

TETRAVALENTE
(VPH 16, 18, 6 Y 11)
BIVALENTE
(VPH 16 Y 18)

Diagnóstico

Citología vaginal
Test de VPH

Síntomas

❖ Sangrado vaginal inusual.
❖ Flujo vaginal inusual.
❖ Dolor pélvico.
❖ Dolor o sangrado luego de 

las relaciones sexuales.

CCU en Colombia → Segundo tipo de cáncer más frecuente

https://www.istockphoto.com/es/foto/etapas-del-c%C3%A1ncer-de-cuello-uterino-gm940411550-257081470


• Bacillus thuringiensis

Dos fases principales:

Bacteria Gram positiva  en forma de bastón de 
tamaño 1 a 1.2 micrómetros de ancho y 3 a 5 
micrómetros de largo

• la fase de esporulación

No es patógeno obligado si no Saprófito 
ambiental. 

Proteínas Cry

Toxinas insecticidas Vip

• la forma vegetativa  

ETX/MTX

Proteínas Cyt

Parasporinas



Mecanismo de acción
Receptor Beclin-1

19 PS
Niveles : PS1 - PS6

Selectiva y específica
No presenta toxicidad frente 
a células de tejido normal.

Mizuki et al. (1999)
Descubrió actividad de las 
PS.

PARASPORINAS

Img. disponible 
en:http://eprints.uanl.mx/14439/1/1080252167.pdf

Cristal Proteico

Espora

No presenta: 
Actividad insecticida ni 

hemolítica

Bt. neoleonensis (T24001)
Guanajuato, México

Proteínas paraesporales que presentan actividad 
citotóxica contra células provenientes de tejido tumoral. 

http://eprints.uanl.mx/14439/1/1080252167.pdf


Objetivos

    General.

Establecer el modelo para evaluación de Bacillus thuringiensis cepa neoleonensis 

sobre células de cáncer de cuello uterino.

• Especificos.

1. Caracterizar microscópica y bioquímicamente la cepa Bacillus thuringiensis 

neoleonensis T24001

2. Instaurar el cultivo in vitro de células de cáncer de cuello uterino.

3. Determinar viabilidad de células de cáncer de cuello uterino in vitro.



Universo
cepas de Bt.

Muestras
Cepa de Bt neoleonensis de 
posible actividad sobre línea 
celular de cáncer de cuello 

uterino.

Población
Cepas de Bt con actividad 

citotóxica hacia línea celular de 
cáncer.

Variable independiente: Presencia de secuencias de ADN y 
cristales asociados a PS.

Variable dependiente: Viabilidad de línea celular de cáncer de cuello 
uterino.

Diseño de la Metodología

Tipo de Investigación Experimental-cualitativa-cuantitativa

Variables e Indicadores

Indicadores: porcentaje de viabilidad celular.



Métodos

Caracterización Microscópica

1. Coloración de Gram
2. Coloración de Schaeffer fulton
3. Microscopía de contraste de 

fases

Caracterizar microscópica y bioquímicamente la 
cepa Bacillus thuringiensis neoleonensis

Extracción de cristales de parasporinas

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

Cuantificación de proteínas parasporalesAntibiograma (Gentamicina, ampicilina, 
tetraciclina)

Método de Bradford
Lectura de proteínas a 590nm

1. PMFS
2. DTT
3. Buffer 

carbonatado

Método de dilución en 
agar.

Concentración de 
antibiótico 

100ug/ml - 0.4ug/ml



Descongelación

Métodos
-Instaurar el cultivo in vitro de células de cáncer 
de cuello uterino.

Pase

Congelación

Criovial con 1 x 10 6 células/ml

Cultivo con viabilidad mayor al 90% de confluencia

Cultivo con viabilidad mayor al 90% de confluencia



Métodos
Ensayo de viabilidad Celular con Tripan Blue

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

Viabilidad

células vivas : Blancas

células muertas : Azul
Concentración = #cls vivas * 10.000 * 2

%células vivas = #cls vivas / (#células 
totales)*100

Diluciones a partir de 
1 x 106 células/ml

Rango : 40000 a 5000 células /ml aprox.



Resultados y Discusión

HÁBITAT

CARACTERÍSTICAS FÍSICAS

Fotografía de Cristal de Bt 
GM-18 en microscopía 
electrónica. (Rodríguez et 
al.)

Fotografía Bt neoleonensis en microscopía 
de contraste de fases

Actividad 
nematicida

No presenta 
actividad 

insecticida

Actividad 
citotóxica contra 
células MOLT-4

Proteína 
Cry 6



ANTIBIOGRAMA
Bt neoleonensis (T24001)

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

AMPICILINA

GENTAMICINA

TETRACICLINA

RESISTENTE (100ug/ml)

SENSIBLE (0.4ug/ml)

Datos similares
Bt. var kenyae, kurstaki, 
aizawai, monterrey y 
mexicaniensis.

IMPORTANTE
Area industrial y 

agrícola

A.

B.

C.



Curva de patrón de calibración con proteína Albúmina (BSA)



     A.Células SiHa, B.Células HeLa

Resultados y Discusión

Condiciones 
ambientales

Incubación 37°C, CO2 
5%, HUMEDAD.

Medio de cultivo
DMED

Glucosa

Calcio

SFB

Aminoácidos

Mayor 
confluencia a las 

96 horas de 
incubación.



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

MANIPULACIÓN

TIEMPO
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C
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5000 células/ml

10000 a 40000 
células/ml

Menor crecimiento Muerte celular

Mayor crecimiento Viabilidad constante

Influye:



Concentración de 5000 células/ml de HeLa y SiHa 

Células muy dispersas Impide el contacto entre célula a 
célula

Vías de señalización 
necesarias para las 
funciones celulares



Se obtuvo mayor 
crecimiento en células HeLa 

que SiHa

Mayor recuento en la línea 
celular HeLa con 365000 
células/ml a las 96 horas



1.En este trabajo se identificó la 
presencia de cristales de la cepa Bt 
neoleonensis, además se purificó 
cristales los cuales fueron cuantificados 
obteniéndose 22.74 ug/mL. Además se 
encontró que la cepa es sensible a 
tetraciclina y gentamicina.

2.Se cultivaron las líneas celulares 
HeLa y SiHa, encontrándose que las 
células HeLa tuvieron mayor capacidad 
de supervivencia porque a partir de 1 x 
106 células/mL se obtuvo una 
confluencia de aproximadamente 90% 
a los 4 días del ensayo.

3.En las pruebas de viabilidad se 
encontró recuentos de 365000 
células/mL en la línea HeLa a partir de 
una dilución inicial de 35000 
células/mL a las 96 horas.

4.Este trabajo implementa las 
metodologías básicas para evaluación 
biológica de Bt neoleonensis en cultivos 
celulares asociados a cáncer, que 
puede ser utilizado para otras cepas de 
Bt de potencial anticancerígeno.

CONCLUSIÓN



Gracias por la atención 
prestada
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