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RESUMEN
Las proteinas parasporina (PS) son sintetizadas en la fase de esporulacién de Bacillus
thuringiensis (Bt), una bacteria Gram positiva ampliamente estudiada por actividad
insecticida debida a sus toxinas altamente especificas (proteinas Cry). Las PS son una clase
de proteinas Cry, y tienen actividad citotoxica y especifica frente a células cancerosas,
induciéndoles muerte celular por necrosis o apoptosis, ademas de poseer baja o nula
actividad sobre las células con funcionamiento normal. Se han descrito varias cepas
portadoras de actividad anticancerigena: Bt coreanensis, Bt dakota o Bt colmeri. En este
trabajo se decidi6 caracterizar la cepa de Bt coreanensis 4AL1, en relacion a posible
actividad anticancerigena mediada por PS. Para este fin, se disefiaron oligonucle6tidos
especificos para cada uno de los grupos de PS (PS1, PS2, PS3, PS4, PS5, y PS6)
registrados en Bacillus thuringiensis toxin nomenclature, tanto para identificar la presencia
del gen como para su posterior aislamiento. En segunda instancia se estudio la cepa de Bt
coreanensis 4AL1, en el contexto de analizar bioinformaticamente sus genomas en la
busqueda de genes codificantes de PS, y su caracterizacion bioquimica in silico, donde se
determind la presencia de un péptido relacionado con PS2Aa. Finalmente, se utilizd la cepa
Bt coreanensis 4AL1, para obtener ADN gendémico por método Hot Shot + Tween, la
purificacion de cristales posiblemente asociados a PS, y su determinacion mediante SDS-
PAGE, con presencia de una banda de 37 kDa que podria estar asociada a PS2Aa. Este
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trabajo aporta a la caracterizacion de cepas de Bt, especificamente en el contexto de la

sintesis de PS asociadas a control de cancer.
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INTRODUCCION

El cancer en Colombia esté catalogado como enfermedad cronica de importancia en
salud publica, donde el Ministerio de Salud y Proteccion social ha desarrollado diferentes
estrategias para hacer un seguimiento epidemiologico confiable para lograr un control sobre
los riesgos asociados que originan estas neoplasias, la prevencion y promocion no solo
deben orientarse a los factores de riesgo (tabaquismo, dieta pobre en verduras, alcoholismo,
obesidad, exposicion a agentes carcinogénicos, y agente bioldgicos como el Virus del
Papiloma Humano (VPH) y hepatitis B), sino a fomentar practicas de vida saludable (1).
Existen dificultades para un diagndstico oportuno y tratamiento efectivo, a pesar de los
mecanismos que ha desarrollado el gobierno (2).

Uno de los tratamientos mas empleados para cancer es la quimioterapia, que
consiste en emplear farmacos que detengan directamente el crecimiento celular tumoral, o
de inducir apoptosis, por esto existen dos tipos de clasificacion segun la acciéon de los
farmacos: citostaticos que acttan como inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de
factores de crecimiento, y reducen la resistencia farmacoldgica, que incluyen la talidomida,
el interferdn, el bevacizumab (Avastin), la cilengitida y el cediranib o Recentin; el otro
grupo corresponde a los citotoxicos, entre los cuales estdn agentes alquilantes,
(carboplatino, el cisplatino, la ciclofosfamida y la temozolomida o Temodar),
antimetabolitos que evitan que las células tumorales elaboren las enzimas necesarias para el
crecimiento (metotrexato), al igual que antibi6ticos antitumorales, hormonas (tamoxifeno)
inhibidores mitéticos (como el etopdsido (VP-16)), el paclitaxel (Taxol) y la vincristina,
ademas del uso de esteroides principalmente para reducir la inflamacion alrededor del
tejido afectado. Estas terapias son utiles en el tratamiento de los pacientes, sin embargo son
ineficaces en aproximadamente el 50% de los casos (3).

La bdsqueda de nuevos tratamientos que posean alta especificidad para eliminar
células neoplasicas del organismo, y que a su vez garanticen el bienestar del paciente, es un
objetivo en esta area. Las proteinas tipo parasporina (PS), producidas por el bacilo Gram
positivo Bacillus thuringiensis (Bt) (4). Bt tiene relevancia en el campo agroindustrial
debido a su produccién de proteinas denominadas Cry de capacidad insecticida frente a

plagas que han afectado cultivos a nivel mundial. Las proteinas Cry se agrupan como
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cristales parasporales en condiciones desfavorables para el crecimiento del
microorganismo, son sintetizados cuando la bacteria pasa a un estadio donde genera
esporas, en el momento en que el insecto ingiere las esporas de Bt, los cristales se
solubilizan liberando las proteinas Cry que llegan al intestino medio del insecto formando
poros en la membrana celular causando desequilibrio celular y la muerte (5).

Se han descrito proteinas Cry que no generan dafio a los insectos, sino que afectan a
células tumorales, y se llaman PS que se clasifican desde PS1 a PS6. Segln bioensayos en
cultivo celular se ha encontrado en la linea celular de cancer de cuello uterino (HeLa) que
PS1, PS2 y PS3 han tenido una fuerte reaccién téxica induciendo apoptosis (6) (7), en el
caso de lineas obtenidas de otros mamiferos como la linea celular derivada del rifion del
mono verde africano (VERO) mostrd susceptibilidad al entrar en contacto con PS1 (8), la
accion de PS2 es méas amplia afectando lineas celulares de carcinoma de colon (CACO-2),
carcinoma hepatico humano (HepG2) y lineas de células leucemoides (MOLT-4, Jurkat y
HL-60) (7), en el caso de PS4 se ha logrado evidenciar que tiene especificidad frente a
lineas celulares como MOLT-4 (con una accidon similar a PS2), en cuanto a la PS5 se ha
visto que presenta toxicidad frente a células cancerigenas de cérvix (HeLa, TCS) ademas de
células MOLT-4, y por ultimo esta PS6 de la cual no se ha obtenido un resultado claro
sobre lineas objetivo (10).

Esta accioén citotoxica hacia células de cancer ha sido estudiada en cepas de Bt de
diverso origen, las cuales se han clasificado de acuerdo a su antigeno H (antigeno
correspondiente al flagelo). Cepas pertenecientes al serotipo H25 aisladas en Japon han
mostrado una accion toxica frente a células T de leucemia (de la linea celular MOLT-4),
evidenciado por la hinchazén coloide-osmoética sin generar dafio, y preservando la
inocuidad de las células biologicamente funcionales de células T normales. Se han
secuenciado los genomas de dos cepas de Bt tipo coreanensis H25: 4AL1 y ST7, que se
aislaron en proyectos de control de insectos. La cepa en este proyecto es Bt serovar
coreanensis (4AL1, T25001, serotipo H-25), aislada de suelo de Corea. Esta iniciativa se
enmarca en discernir la posible aplicacién de proteinas PS como un posible candidato para
el desarrollo de nuevos métodos terapéuticos frente al cancer (4).

- Pregunta problema (La cepa 4AL1 (T25001) serovar coreanensis de Bt es

productora de proteinas tipo PS?
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar microscopica, molecular, y bioguimicamente a la cepa Bacillus

thuringiensis coreanensis 4AL1 (T25001) en relacion a su actividad hacia células de cancer

Obijetivos especificos

- Disefar oligonucleotidos especificos para los genes codificantes de parasporinas de

actividad hacia cancer.

- Analizar el genoma de Bacillus thuringiensis serovar coreanensis 4AL1 en relacion
a secuencias de aminoécidos relacionadas con actividad hacia cancer.

- Establecer el perfil proteico de Bacillus thuringiensis serovar coreanensis 4AL1 y

su relacién con parasporinas anticancerigenas.

12



1. ANTECEDENTES

La basqueda de efectividad de proteinas de Bt frente a distintas lineas celulares de
origen neoplasico en mamiferos permitié identificar a una proteina de 81 kDa, que después
de ser digerida por tripsina a concentraciones altas de 300 ug/ml present6 bandas de 56
kDa, cuya secuencia de ADN correspondiente tiene 723 pares de bases (pb), y corresponde
a PS1Aal, la primer PS que se encontrd con actividad citotoxica en células tumorales, y se
ha demostrado que ejerce una accion de muerte celular al estar en contacto con lineas de
leucemia de células T (MOLT-4), célula de cancer de cuello uterino células (HeLa), siendo
no toxicas para las células T normales (6). La accién ejercida por la PS se designé como
apoptdtica, debido a que hacen que la célula produzca un factor citotoxico conocido como
ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL), el
cual induce apoptosis especificamente en células cancerosas, a pesar de esto se produjo
una afectacion a las células normales T, lo que los investigadores atribuyeron a la presencia
de proteinas Cyt , las cuales fueron las que ejercieron la accion citocida de amplio espectro
en las inclusiones parasporales afectando las células normales (6).

En cuanto a la PS2Aal su accion citotoxica fue evaluada en varias lineas celulares
humanas cancerigenas como MOLT-4 (célula T leucémica) , Jurkat (células T
leucémicas),HL60(leucemia promielocitica), Sawano (células de céancer endometrial)),
HepG2 (cancer de hepatocitos humanos), HelLa (célula de cancer de cuello uterino), TCS
(cancer cervical uterino) A549 (célula de cancer de pulmon), MRC-5 (célula de fibroblastos
de pulmoén normal) y células Caco-2 (adenocarcinoma colorrectal epitelial humano), las
cuales al ser expuestas a una concentracion de 0,3 pg/ml de la toxina, se vio como en
células HepG2 y Jurkat tuvo mayor efecto toxico, ya que causé un aspecto marcadamente
degenerativo, donde el nucleo y borde del citoplasma desaparecieron, con presencia de
nacleos pequerios, picndticos y de forma irregular, también se pudo observar una baja
accion toxica de la PS en lineas celulares Hela y en células T normales, la afectacion de
esta PS se vio relacionada con la especificidad de la toxina frente a células cancerigenas
colon y el higado (7).

PS1Aa2 (Cry31Aa2) ha sido solubilizada con tripsina, quimiotripsina y proteinasa
K, a pH alcalino, obteniéndose un fragmento de 70 kDa, con tripsina se observo que se

escindia en bandas de 70 y 55 kDa, la quimotripsina y la proteinasa K dividen entre los
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residuos Tyr y Asp en las posiciones 108-109 para producir un polipéptido de 70 kDa,
mientras que la tripsina digiere entre los residuos Arg y Asn, Arg y Ser, y Arg, en las
posiciones 97-98, 112-113 y 250 a 251 respectivamente. PS1Aa2 activada ha mostrado
hasta 500 veces mas toxicidad que PS1Aal activada sobre células Jurkat y HepG2
respectivamente, ademdas que se observa actividad dependiente de la dosis similar a
PS1Aal (0.6 ng-10 pg) para células HeLa y TCS, pero no mantiene su toxicidad en la linea
celular Sawano. Del mismo modo, mostré actividad dependiente de la dosis en células HL-
60, mientras que no es toxica en células MOLT-4 o células T normales. PS1Aa2 no tiene
toxicidad para las lineas celulares A549, MRC-5, Caco-2, VERO vy células de raton
(NIH3T3) (8).

PS1Aal (Cry31Aal) es un polipéptido de 723 residuos, 81,045 kDa, cuyo gen
codificante tiene 2.169 pb. PS1Aal muestra actividad de destruccion de células cancerosas
al ser activada con proteasas, pasando de ser una proteina de 81 kDa a una proteina
heterodimera de 15 y 56 kDa. PS2Aal (Cry46Aal) es un polipéptido de 338 residuos,
37,446 kDa, con 1.014 pb, de longitud en el gen que la codifica, al ser digerida por
proteasas produce una citotoxina activa de 30 kDa. PS3Aal (Cry41Aal) tiene 825 residuos,
93,689 kDa, en su forma activa pesa 64 kDa. PS4Aal (Cry45Aal) esta conformada por 275
residuos, de peso molecular de 30,078 kDa, y una longitud de 828 pb en su gen (10).

Entre las cepas de las cuales se ha visto produccion de PS se logro aislar el serotipo
coreanensis, del cual se mostré la sintesis de cristales parasporales que al ser sometidos a
un proceso de digestion por proteinasa K se obtuvo un fragmento de 29 kDa, al realizar
electroforesis en SDS-PAGE, y al realizar el bioensayo con células de leucemia T se
evidencio su accion citotoxica. EI mecanismo por el cual genera este dafio en las células
susceptibles no se determind, pero los investigadores lo asocian a la induccion de la
apoptosis gracias a el reconocimiento de los receptores de membrana por parte de las PS
que facilitan selectivamente liberacion de iones monovalentes con fragmentacion del ADN,
culminando en la muerte de la célula neoplésica (11).

La activacion de las PS es clave en el mecanismo por el cual logran causar dafio en
células tumorales en lineas mamiferos, la activacion se genera en pH alcalino con enzimas
como proteinasa K, tripsina, y quimiotripsina. Se encontré que el uso de proteinasa K en

altas concentraciones (>60 pg/ml) para el caso de una PS1, logra la digestion, pero al
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aumentar la concentracion de la enzima se pierde la toxicidad, entonces se optd por el uso
de tripsina para la activacion de esta PS en altas concentraciones (>50 pg/ml) con aumento
de la accion citotoxica frente a la linea celular HeLa a concentracion de 10 pug/ml de PS1,
en el analisis de SDS-PAGE la bandas de la proteina se caracterizan por alto peso
molecular, las cuales al tratamiento con tripsina se encontrd bandas de 15-56 kDa (12).

Para entender un poco més sobre el mecanismo de apoptosis que ejerce PS2Aal en
celulas cancerosas, Brasseur et al. evidenciaron que esta proteina activa a las caspasas 3y 7
induciendo apoptosis en lineas celulares de hepatocitos humanos tumorales (HEPG2) vy
cancer de prostata (PC-3), también se determind que la caspasa 3 era capaz de realizar una
escision proteolitica en la proteina de reparacion PARP, la cual controla el crecimiento
tumoral inhibiendo factores de inflamacion (NF-Kb y AP-1) ayudando asi al proceso de
apoptosis. Para la activacion de la caspasa 3 que genera la apoptosis, debe activarse
previamente la via intrinseca (caspasa 9), ademas de que al analizar las vias de
supervivencia, se mostrd que en el caso de células cancerigenas susceptibles a PS, estas
vias se regulaban al inhibir tanto la caspasas 3 y 9 (13).

PS2 tiene capacidad de unirse a la membrana celular especificamente a las balsas
lipidicas, lo que genera formacion de oligbmeros induciendo poros en la membrana
plasmética. En ausencia de bajo contenido de lipidos la accion de esta PS no es posible.
Dicha accién se ha visto células pertenecientes a la linea HepG-2, las cuales son
susceptibles a PS2 al expresar los receptores necesarios para la unién, que a pesar de las
investigaciones aun no son claros. A diferencia de PS1 y PS3, de fuerte accién citotdxica
frente a células HeLa y HepG-2 por induccién de apoptosis, PS2 actGa como citolisina con
formacion de ampollas en membrana (14).

El hallazgo de cepas de Bt productoras de PS, como shandongiensis y coreanensis,
que al ser solubilizadas en un pH alcalino ( pH 10.5) generaban una mayor concentracion
de toxina con accion citotoxica para células tumorales en ratones, al igual que potenciaban
la accion de agentes antitumorales en ensayos in vitro como bleomicina, produciendo
radicales libres fuertemente reactivos, con fragmentacion de las cadenas de ADN, y en
células tumorales HeLa y MOLT-4 se obtuvo accidén citotoxica del 50% a una

concentracion de 0.12 pug/ml. No es extrafio que algunos ensayos demuestren citotoxicidad
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de PS frente a insectos, esto se ha correlacionado con la toxina Cytl, una citolisina de
amplio espectro (15).

Una clasificacion de PS se pudo realizar basandose en la masa molecular: el grupo
de mayor masa molecular (PS1, PS3 y PS6) se expresan como precursores de proteinas de
80 kDa, y son procesadas a formas activas de un peso aproximado de 60 kDa, conformadas
por tres dominios de cinco bloques conservados en la mayoria de proteinas Cry. EI grupo
de PS de menor peso molecular (PS2, PS4 y PS5) presentan precursores con peso entre 33-
37 kDa, este grupo de proteinas presenta una estructura conservada de tres dominios
semejantes a la toxinas formadora de poro (PFT) similar a la toxina épsilon, la citolisina o
la aerolisina (16).

Actualmente se han identificado 19 tipos de PS, cada una a su vez clasificada dentro
de los seis niveles de primer rango (PS1- PS6). Se ha evidenciado que una misma bacteria
es capaz de sintetizar mas de un tipo de PS simultdneamente. Se ha planteado que esta
produccion de diferentes tipos de PS se debe a una acumulacién de mutaciones y
adquisicién de genes, lo que permite que el genoma de Bt evolucione (17).

Cuando se habla del espectro citotdéxico que las PS tienen sobre las células
susceptibles, este se puede medir gracias al efecto citopatico, es decir el dafio morfoldgico
que se genera en las células al estar en contacto con las PS, cabe resaltar que este espectro
varia de acuerdo a cada PS, como es el caso de mayor especificidad frente a ciertas células,
por ejemplo PS1 afecta lineas celulares como HeLa, o de tener un alto espectro como PS2
que genera dafio a diferentes tipos de lineas, o en el caso de PS6 en el que no se ha logrado
a encontrar a cabalidad la accion frente algin tipo de células neoplasicas. Son varios los
mecanismos que emplean las PS para provocar el efecto citopatico en las células
neoplasicas, se han descrito tres: a través de reconocimiento de receptores de membrana,
apoptosis, y por ultimo necrosis (18).

Al intentar estudiar mas a fondo estas proteinas se evidencio que estas necesitan
activarse con el fin de volverse biologicamente eficientes, suelen digerirse con las enzimas
proteinasa K vy tripsina, en un medio alcalino, aunque no es el Unico método por la cual se
activa. El dafio causado por estas proteinas a células con alguna alteracion fueron notorios,
al observar el efecto citopatico, incluyendo hinchazon celular y vacuolas en el citoplasma

para PS1, similares a las observadas durante la apoptosis, mientras que con PS2 los
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cambios surgieron a nivel de alteraciones en el citoesqueleto, fragmentacion del reticulo
mitocondrial y endoplasmico, y un aumento anormal de la permeabilidad celular (19).

Como ya se ha mencionado la produccion de PS en Bt se desarrolla durante la fase
estacionaria, se ha descrito que para la formacién de un cristal parasporal, la célula debe
sintetizar de 1x10° a 2x10° moléculas de protoxinas. Este proceso se crefa se desarrollaba a
nivel transcripcional, post transcripcional y postraduccional, de tal forma que la produccion
de estas protoxinas se dieran en masa y asi su posterior sintesis de los cristales parasporales
de manera ordenada en la espora, pero se ha logrado evidenciar que varias cepas de Bt
tienen fragmentos heter6logos de ADN de doble cad| ena, de hasta 20 Kb, los cuales
han participado en la sintesis de los cristales parasporales (20).

En el proceso en que la célula pasa a formar la espora, este contiene dos
cromosomas Yya condensados conocidos como filamentos axiales, que se extienden desde el
polo al otro polo con los origenes ubicados en sus extremos, mientras que el tabique se
forma cerca de un polo y divide la célula en desarrollo de manera desigual en una forespora
y una celula madre, y luego una enzima ADN translocasa bombearia el cromosoma a través
del septum en la forespora. En Bt se mostrd que existian dos fuertes sefiales que condensan
dos ADN gendmicos, uno permanece en la forespora, mientras que el otro permanece en la
célula madre, durante el estudio se determind que el ADN que se incluy6 en la forespora es
totalmente envuelto por la estructura cuando llega a su fase madura, pero a nivel del ADN
de la célula madre este se empieza a dispersar en direccion donde se formara la inclusion
parasporal, lo que podria explicar la presencia de fragmentos de ADN (20).

Bt es un microorganismo el cual se ha logrado aislar de diversos ambientes
naturales, y de dichas cepas aisladas se ha visto que es capaz de producir PS, pero que el
efecto frente a las células neoplasicas puede variar de acuerdo a las condiciones del cultivo
de linea celular que se le presente, ya que debe generar una nueva adaptacion para su
desarrollo lo que en ocasiones interviene en la efectividad de su toxicidad, ademas de que,
las células cancerosas adquieren mas caracteristicas resistentes a medida que avanzan desde
una etapa primaria a una etapa metastasica mas agresiva (21).

En las primeras investigaciones sobre Bt, que se realizaron desde su identificacion,
se mostraron Unicamente las propiedades insecticidas que este posee, pero gracias a la

observacion hecha por Mizuki et al., en 1999, se encontr0 una serie de proteinas en esta
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bacteria, con pesos moleculares que eran menores a los de las toxinas Cry, ademas de que
no causaban dafio citopatico en el epitelio intestinal de invertebrados, pero si mostré efectos
toxicos en las células alteradas de algunos tipos de cancer. Dichas proteinas con pesos
moleculares por debajo de 90 kDa fueron las PS (22).

En cuanto a PS1Aal, esta fue determinada en la cepa A1190, fue la primera PS de
estudio de la cual se pudo obtener su forma activa, compuesta de polipéptidos de 15 kDa y
56 kDa por protedlisis utilizando tripsina, de la cual al ponerla en contacto con la linea
celular HelLa, se determino que las dosis letales 50 (LD50) para estas células eran de 0.12 y
0.32 pg / ml, empleando como mecanismo el inducir el influjo de calcio, elevando la
concentracion de calcio intracelular en las células susceptibles, activando la via de
sefializacion apoptoética caracteristica de esta PS. PS2Aal se obtuvo de la cepa A1547 de Bt
en su forma activa de 30 kDa mediante proteinasa K, fue altamente toxica frente a las lineas
celulares HepG2, CACO-2, MOLT-4, Jurkat y HL-60, el efecto citopatico que se logro
evidenciar fue hinchazon, ampollas y lisis, asi como el desmontaje de microttubulos, enredo
de los filamentos de actina, y fragmentacion de las mitocondrias y endoplasma reticular.
Estos dos tipos de PS comparten una estructura de tres dominios, similar a PFT, se ven
relacionadas con la via que eligen las células generalmente llevandola a la apoptosis (22).

El mecanismo de accion de las PS explicado segtin el articulo “Cell lines as models
for the study of Cry toxins from Bacillus thuringiensis” lo clasificaron de acuerdo a la
familia a la que pertenece las PS; La familia 3d-Cry (PS1,PS3 y PS6) se ha descrito como
estas proteinas que generan afectacion en las células susceptibles, al hablar de la PS1 se
evidencia activacion de la caspasa 3 y apoptosis, es clave anotar que al presentarse
inhibidores de la apoptosis como Z-VAD570 FMK y Z-DEVD-FMK, evitan el efecto
citotoxico de la PS1, PS1 causa a autofagia, ademas de apoptosis, por unién a una proteina
beclin-1. PS3 no logra activar apoptosis, se propuso que causa formacién de poros en la
membrana, agotando el ATP, ademas de generar inflamacion celular y finalmente el dafio
en la membrana. Esta PS estd codificada por un operén compuesto por tres genes. Al
referirse a estos se determinaron ORF1, sin funcidén conocida, ORF2 para el fragmento
toxico de Cry41Aa, y un dominio extra en el C-terminal que tiene similitudes con un

dominio tipo ricina, y por ultimo ORF3 que tiene similitudes con la regién C-terminal de
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protoxinas Cry. A nivel de PS6, su mecanismo aun no esta claro pero su accion toxica se
logrd determinar en varias lineas celulares (23).

PS2Aal muestra similitudes estructurales a beta-PFT, como la aerolisina o
citolisina, la cual estd conformada por tres dominios, el primero con residuos aromaticos,
los dominios 2 y 3 estan formados por beta laminas estructuradas en un beta-sandwich, y
una horquilla beta anfifatica, la cual se inserta en la membrana durante la formacion de
poros estimulando ampollas, encogimiento nuclear y formacion de células en forma de
globo, debido a que induce la fuga de lactato deshidrogenasa y la afluencia de FITC-
dextranos extracelulares. En cuanto a la PS4 y PS5 no muestran la activacion de la caspasa
7 lo que anula la accion de apoptosis (23).

Chubicka et al., indicaron que hasta el 65% de las cepas de Bt poseen genes para la
produccién de PS, siendo la mas predominantes PS2, con 38%, al compararlo con las
demas PS, que llegan a estar entre un 20 a 23% de las cepas de Bt (24).Al igual que el
mecanismo de muerte programada o apoptosis celular es el mas relacionado con las PS
mediante la activacion de la caspasa 3 y la via intrinseca (caspasa 9), esta activacion se
genera siempre y cuando las concentraciones de este péptido sean bajas (1ug/ml), mientras
gue a concentraciones mas altas (3 ug/ml), las células HeLa mostraron una pérdida de
lactato deshidrogenasa (LDH) y muerte celular necrética, pero que de usar dicho

mecanismo, la PS se apoya en accidn tipo aerolisina, una toxina PFT (24).
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. Generalidades de Bacillus thuringiensis

Bt es un microorganismo procariota, aislada por primera vez en 1901 por Shigetane
Ishiwata, quien debido a pérdidas econdmicas en la industria de seda en Japdn, basada en el
gusano de seda (Bombyx mori), el cual estaba siendo afectado por dicho microorganismo
(25). Bt se describe como un bacilo Gram positivo movil debido a que posee flagelos
periticos, con un tamafio aproximado entre 3 y 5 um de largo por 1 a 1,2 um de ancho,
anaerobio facultativo, ubicuo en el ambiente, aislado de suelos, lagos, mar entre otros
lugares, quimiorganotrofo, este microorganismo fermenta glucosa, fructosa, trehalosa,
maltosa y ribosa, al igual que hidroliza gelatina, almidon, glucégeno, esculina y N-acetil-
glucosamina (26). Segun la clasificacion taxondmica, este microorganismo pertenece a la
familia Bacillaceae y se ubica dentro del grupo | del género Bacillus al igual que B. cereus,
B.anthracis, y B. mycoides (27). A nivel de la conformacion del genoma de Bt, este llega a
medir entre 2.4 Mb a 5.4-6.3 Mb, esta bacteria exhibe un complejo perfil de plasmidos
circulares y lineales cuyos tamarios varian desde 2 hasta mas de 200 kb (28). En cuanto a su

ciclo de vida, esta se desarrolla a través de cuatro fases (Figura 1) (29).

Figura 1: Ciclo de vida y estadios de esporulacion de Bt. A. Fase I: Célula vegetativa; B y
C. Fase II: Inicio de la formacion de la protospora en el incipiente esporangio protospora
(fs); Formacion de la primera capa de la protospora (fs) y el inicio de la formacion del
cristal parasporal (Cr); D y E. Fase Ill: Acumulacién de capas de la protospora (fs) y
aumento del tamafio del cristal (Cr); Inicio de la formacion del exosporium en la protospora
(fs) y aumento de tamafio del cristal (Cr); F. Fase IV: Estado final de la esporulacion espora
(S), cristal(Cr) (30).
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Cabe resaltar que Bt sintetiza uno o varios cristales parasporales, conformado por
proteinas de la bacteria, estos se han clasificado en tres grandes grupos: las proteinas Vip,
las cuales son proteinas sintetizadas en fase vegetativa con accion insecticida (Vipl-Vip3)
cada una con un receptor especifico. Las Vipl son proteinas con una masa molecular de
100 kDa capaz de reconocer receptores especificos de las células del intestino medio del
insecto, formando poros en este, las Vip2 tienen una masa molecular de 52 kDa y
reconocen un receptor ADP-ribosiltransferasa inhibiendo su polimerizacion, y por ultimo
Vip3 posee una masa de 88 kDa, con gran espectro de accidén a maltiples insectos, tendria
una accion similar a la Vipl. El segundo grupo de proteinas, son las proteinas Cyt (del
inglés Cytolitic), son proteinas que muestran un amplio espectro de actividad in vitro contra
ceélulas de invertebrados y vertebrados, incluyendo eritrocitos de mamiferos, ademas de
ejercer un efecto letal in vivo contra las larvas de insectos dipteros (31) y por ultimo las
proteinas Cry (o proteinas Crystal) que han sido ampliamente empleadas desde la década de
1930 como principio activo para la elaboracién de multiples bioinsecticidas debido a la

gran especificidad y accion citotoxica (27) .

2.2 Proteinas de Cry

Las proteinas Cry forman inclusiones parasporales proteicas con efectos toxicos en
insectos blanco (32) Desde su descubrimiento se han reportado méas de 700 proteinas Cry
que se clasificaron de acuerdo a homologia de aminoacidos en mas de 70 familias, con
diferente especificidad hacia distintos érdenes de insectos: lepiddpteros, coledpteros o
dipteros entre otros (28) (30). Los cristales parasporales son ricos en dichas proteinas, y
estos pueden clasificarse en bipiramidales, cubicos, cuadrados, aplanados, esféricos y en
algunas ocasiones amorfos. Estos cristales parasporales suelen ocupar el 30% de la bacteria
(27).

Los genes cry poseen una secuencia codificante de entre 1900 pares de bases (pb)
(cry2Ab) o unos 3600 pb (crylAa, crylAb, crylAc) entre otros. Las proteinas que codifican

estos genes llegan a tener una identidad aminoacidica que puede variar desde mas de un
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90% hasta menos de un 20%, y el intervalo de pesos moleculares entre 50 y 140 kDa (27)
(30)

La estructura de las proteinas Cry se describe en forma tridimensional, la cual
consta de tres dominios: el dominio | consta de siete alfa-hélices antiparalelas, hidrofébicas
y anpaticas, donde la quinta hélice se ubica en el centro siendo rodeada por las demas, se le
atribuye la formacion de poros en el epitelio del intestino, lo que se puede suponer, ya sea
porque una horquilla helicoidal hidrofobica (alfa4-alfa5) genera una estructura que
envuelve las hélices anfipaticas, con las caras hidrofilicas formando el lumen del canal
ionico, o porgue al unirse las hélices hidrofébicas alfa5 y alfa6 forman un loop en el
extremo de la estructura abriendo espacio a manera de navaja e insertandose en la
superficie de la membrana (32). EI dominio Il tiene tres ldminas antiparalelas beta
distribuidas segun topologiade “llave griega”, dispuesta en beta-prisma, adquiriendo gran
importancia ya gque se asemeja a los sitios de unién de antigeno-anticuerpo, por tal motivo
se considera como la seccion que reconoce al receptor, el dominio Il consiste en dos tipos
de laminas beta antiparalelas dobladas formando un beta emparedado, este dominio se ve

involucrado tanto en el mantenimiento de la integridad estructural y union al receptor (32)

2.3 Mecanismo de accion de Cry

El mecanismo de accidn de las proteinas Cry frente a insectos, ha sido ampliamente
descrito, se basa en la formacion de poros liticos en las membranas de la células del
intestino del insecto, con cese de alimentacion, paralisis del intestino, vémito, diarrea,
descompensacion osmotica, paralisis total y finalmente la muerte (33) (26).

Existen tres modelos que lo explican de manera mas descriptiva; el primero dado
por Bravo es el mecanismo clasico (Figura 2), propone que después de que el insecto
ingiere la espora con el cristal, estos ultimos se solubilizan bajo condiciones alcalina, y al
Ilegar al intestino medio de la larva blanco se libera la protoxina que a su vez es clivada por
proteasas (tripsinas o quimiotripsinas) dejando un fragmento activo de 60-70 kDa; esta
toxina activa, reconoce un receptor caderina (CADR), proteinas transmembrana en la
microvellosidad apical intestinal con un dominio citoplasmatico y un ectodominio

extracelular que consiste de varias repeticiones, las repeticiones 7, 11 y 12 entran en
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contacto con el dominio Il de la proteina Cry, posterior a esto la hélice alfa-1 es clivada por
las proteasas asociadas a vesiculas con lo cual se forman oligdmeros que interactian con

otros receptores (34).
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Figura 2: Mecanismo clésico de accion entomopatdgena de proteinas Cry. El grupo de
toxinas Cry destruyen la barrera del epitelio intestinal para favorecer el paso de la bacteria a
la hemolinfa, donde normalmente se suceden ciclos de esporulacion y division, causando

septicemia y muerte del insecto (30).

Otros receptores incluyen aminopeptidasa N (APN), fosfatasas alcalinas (ALP),
proteinas ancladas a glicosilfosfatidil-inositol (GPI) de ~65 kDa, y por Gltimo estan los
glicolipidos que son glicoconjugados de 270 kDa y proteinas de 252 kDa (19).

En relacion al modelo que planteo Zhang o de via de sefializacion (Figura 3)
propone que la union de la proteina Cry con el receptor CADR esta mediada por iones de
magnesio (via adenilciclasa (AC)/Proteina quinasa A (PKA)), esta via de sefalizacion que
incluye la estimulacion de la proteina G y a su vez de AC, incrementando asi niveles de
AMP ciclico (adenosina 3°,5’-monofosfato) y la activacion de PKA, con desestabilizacion

del citoesqueleto y canales de iones llevando a la muerte celular (32).
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Figura 3: Mecanismo de accion entomopatdgena por via de sefializacion de proteinas Cry 1
con reconocimiento a CADR y activacion de cascada de sefializacion dependiente de

magnesio y estimulacion de exocitosis (27).
2.4 Cepas de parasporina de Bacillus thuringiensis activas contra el cancer

Las cepas aisladas y reportadas de Bt se han clasificado de acuerdo a su antigeno H
0 antigeno flagelar, ya que se basé en la reaccion inmunoldgica al antigeno flagelar

bacteriano, la flagelina, obteniendo asi los 69 serotipos H que a su vez se subdividieron en
84 serovares (Tabla 1) (35) (27)
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Tabla 1: Clasificacion de Bt de acuerdo al antigeno flagelar o antigeno H (27).

Antigeno H Sarcvar Antigeno H Serovar Antigeno H Saravar

1 thuringiensis 18 lochigiensis 44 Hhigo

2 finitirriues 20a, 20b FURMARensis 45 raskildiensis
3a, 3c aleski 20a, 20c pondicheriensis 45 chanpaisis

3a, 3b, 3c kurstaki 21 colrmeri 47 wralislaviensis
3a, 3d sumiyoshisnsis 22 shandongiensis 45 balearica

3a, 3d, 3a fukuokaensis 23 Jjaponensis 49 mufu

4a, 4b sallo 24a, 24b neoleonansis B0 Navarrensis
d4a, 4c kenyae 24a, 24c novosibirsk 51 xigaguangiensis
Ga, Bb galleriae 25 COraanansis 52 kirm

Ha, bc canadensis 26 silo 53 astunensis

L] anformocidus 27 mexicanansis 54 poloniensis

T aizawai 28a, 28b manlarrey 55 palmanyolensis
Ba, Bb morrisoni 28a, 28c Jjegathesan 56 rangseni

Ba, Bec asiriniae 29 SMagIensis &7 Direnaica

Ba, Bd nigariensis 30 rrredelilin 1] argenlinensis
k2| Tolworthi a1 loguchini 59 iberica

10a, 10k darmsladiansis a3z CErmaroun 60 pingluansis
10a, 10c londrina 33 leasis 61 sylvesinensis
11a, 11b foumaro!i 34 konkukian 62 Zhaodongensis
11a, e Kpushuesis as seoulansis 63 bolivia

12 thompsoni 36 malaysiensis 64 azorensis

13 pakistani ar andziuciensis 65 pulsiensis

14 israglensis 38 oswaldocruzd (]3] Oraciosensis
156 dakota 39 brasiliensis 67 VEZENSIS

16 indiana 40 huazhongensis 65 thailandensis
1T lohokusnsis 41 sooncheon 69 pahangi

18a, 18b kumamoloensis 42 Jjimhangiensis TO SiNEnsis

18a, 18c yasoo 43 guivangiansis T Jordanica

Entre las cepas con actividad anticancerigena se encontraron varias relacionadas por
el antigeno H a los serovares dakota, shandongiensis, neoleonensis, y coreanensis. Dichas
cepas han sido aisladas de suelos y filoplanos de nueve localidades diferentes en Japén, y la
cepa neoleonensis en México. Existen cepas con accion citotoxica para insectos, como
israelensis y kyushuensis, que también demostraron actividad anticancerigena atribuible a
la presencia de proteinas Cyt (36).

La serovar dakota cepa A1547 es una de las cepas de la cual se han registrado efecto
frente a lineas celulares de mamiferos, caracterizada por sintetizar PS2Aal, y ser mas
toxica al ser solubilizada por proteinasa K que con tripsina, la efectividad de esta cepa ha
sido evaluada en las lineas HepG2, linea celular de adenocarcinoma de mama de humano
(MCF-7), y tumoral de prostata (PC-3) (13).

De lo diversos aislamientos predomina serovares como kurstaki, galleriae, aizawai,

morrisoni, sumiyoshiensis, dakota, tohokuensis/mexicanensis, colmeri, toguchinimuju vy
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jinghongiensis; el 77% de los aislados no tenian actividades larvicidas concordado asi con
reportes de que las PS de aislados no insecticidas de Bt presentan ocasionalmente fuertes
actividades citoliticas para el cancer humano (37). Otra de las cepas con mayor aislamiento,
tanto en la zona de Corea como del Japon, es el serovar coreanensis con afectacion
morfologica en ciertas células cancerosas humanas in vitro (38).

A cepas aisladas de la isla de Ryukyus (Japdn), como serovares canadensis/colmeri,
sumiyoshiensis, indiana, londrina y serovar pakistani al igual que cepas nativas (serovar
amagiensis, fukuokaensis, tohokuensis/mexicanensis y kyushuensis) no se les asocio
actividad insecticida (39). El serovar israelensis mostro un efecto citopatico en lineas
celulares MOLT-4, HeLa y células T normales, esto se debe a la presencia de proteinas Cyt
(40).

El serovar coreanensis ha sido una de las cepas con mayor aislamientos en suelos,
principalmente de Corea, esta ha sido designada segun su antigeno flagelar H25, y se ha
visto la produccion de inclusiones parasporales por parte de esta cepa (40). De la cepa
A1519 del serovar coreanensis se ha logrado aislar una proteina cristalina de masa
molecular de 29 kDa, la cual al ser puesta en contacto con células de mamiferos (células
Jurkat) logro inducir la activacion de caspasas y finalmente la muerte celular, con un modo
de accion diferente al de la induccion de la apoptosis ya que al haber administrado 50
ng/ml de la proteina de 29 kDa se observo que ocurrié un cambio morfoldgico en las
células Jurkat, después de una hora de haber sido suministrada, y al transcurrir mas de tres
horas se evidencidé un dafio por apoptosis (41). Lo que se ha relacionado en cuanto al
mecanismos de accion de esta proteina, es que en el momento de generar el reconocimiento
del receptor e introducirse en la célula, genera una pérdida de potasio intracelular, y que a
su vez inicia la activacion de la caspasa 9, es decir el mecanismo de apoptosis inicia, pero
que la subsiguiente inhibicion de la pérdida de potasio bloquea completamente la apoptosis,
sin embargo la formacion de poros transmembranales es evidente permitiendo la entrada de
calcio (Ca*), sin que existiera la degradacién de material genético, ni la activacion de la
caspasa 3, lo que no genero una accion por via apoptética importante en la muerte de
células Jurkat (41).

Se ha descrito que la células de mamiferos pueden llevar a cabo la apoptosis

mediante dos vias: la via del receptor de muerte y la via mitocondrial, en cuanto a la
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primera via se observa que se activa mediante la union de ligandos a los receptores de la
membrana de la célula (Fas/CD95, factor de necrosis tumoral (TNF), y el ligando inductor
de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), activando asi la caspasa 9 y dar paso a la
cascada de sefalizacion (41). En el caso de la via mitocondrial, los cambios en el potencial
de la membrana de las mitocondrias conduce a translocacion citocromatica desde la lamina
mitocondrial interna al citosol, activando la caspasa 9, y seguida de la caspasa 3, pero que
la muerte celular fue reprimida por la proteina Bcl-2 (B cell Lymphoma) un grupo de

proteinas reguladoras en la via mitocondrial (42).

2.5 Aplicaciones de parasporina

Las proteinas tipo PS han adquirido gran importancia debido a su capacidad Unica
para matar células cancerigenas de manera especifica (38). La PS1 ha sido ampliamente
clasificada en tres grandes grupos: PS1Aa, PS1Ab y PS1Ac, que puestas en contacto con
celulas Hela, la afectacion a las 24 horas fue mayor del 90%, con un efecto citopatico en
forma de globo, estas mismas PS activadas han sido probadas en otras lineas celulares
como UtSMC (Células prolificas lisas uterinas), y linea celular HC (43). PS1Aal tiene gran
afectacion en células Hela llegando a generar muerte del 50% de las células en presencia de
una concentracion de 0.12 pg/ml de la PS. Esta proteina PS1Aal también ha logrado
generar dafios en células MOLT-4 con una concentraciéon de 2.2 pug/ml, en el cultivo de
HL-60 la concentracidn citotoxica es de 0.32 pg/ml, y por ultimo la linea HepG2 tiene una
DL50 de 3.0 pg/ml (44).

La PS2 ha generado efecto letal en las celulas Sawano, con CL50 de 0.002 pg/ml,
para los cultivos celulares HepG2 y Caco-2 su actividad fue similar a la de las células
Sawano, en cuanto a las células MOLT-4, Jurkat y HL-60 las concentraciones fueron entre
0.013 y 0.022 pg/ml. En la Gnica linea en la que se vio menor eficacia fue en TCS, con una
concentracion de 7,8 pg/ml (44). Para PS2Aal se requieren concentraciones oscilando entre
1y 2 pg/ml (13).

En cuanto a PS3, necesita mayor concentracién para el cultivo HL-60 de 1.32
pg/ml. PS4 para su evaluacion en células Caco-2 requiere una concentracion de 0.124

pg/ml, de igual forma PS4 es activa contra células Sawano y TCS con 3.5 pg/ml, aunque se
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ha visto que con concentraciones menores también tiene efecto en las mismas células
(0.245 pg/ml) (13).

2.6 Modo de accion de las proteinas tipo parasporina

El mecanismo por el cual las PS generan el dafio a las células neoplasicas se basa
en inducir una apoptosis a través de una cascada de sefializacion correspondiente a la
activacion de la caspasa 3 la cual se evidencia que al haber una alta presencia de calcio
intracelular que induce a la caspasa 3 a escindir y activar a la via intrinseca (cascada 9), lo
que genera una destruccion masiva de la proteinas de la célula culminando en lisis celular o
alteraciones en membrana celular, como formacion de poros, contraccién de la membrana e
incluso necrosis (13). Se han descrito mecanismos similares a los de las proteinas Cry, las
cuales al entrar en contacto con una linea celular cancerigena susceptible, se activan las
vias apoptoticas de la célula, después de la interaccion de la PS con receptores, afectando la
permeabilidad celular que a su vez estimula la oligomerizacion y conduce a la muerte
celular (Figura 4) (45) (46).
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Figura 4: Mecanismo de accion de PS1, con reconocimiento del receptor beclina 1,

activacion de caspasa 3 y muerte celular programada (18).

PS2 se inserta en la membrana con interaccion hacia un probable receptor, con

acumulacién en la bicapa lipidica, induciendo la formacion de poros (Figura 5) (45).
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balsas de colesterol, llevando a desequilibrio osmético y formacion de poros (18).

La PS4 tiene similaridad en cuanto su mecanismo de accion con la PS2 , debido a

gue son toxinas beta-PFT, PS4 es independiente de colesterol y ocasiona que haya una

liberacion de lactato deshidrogenasa y captacion intracelular de FITC-dextranos por parte

de las lineas celulares susceptibles, genera activacion
apoptosis (Figura6) (45). PS5 no activa caspasas (23)
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Figura 6: Mecanismo de accion de la PS4. Inicia con interaccion dirigida a un receptor de

membrana, con posterior oligomerizacion y formacion de poros en la membrana,

desequilibrio osmotico debido a flujo de calcio, activacion de vias de sefializacion celular

(18).
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2.7 Cancer

El cancer es una enfermedad desencadenada por un grupo celular que se multiplica
autonomamente y sin control, que invaden localmente y a distancia 6rganos Yy tejidos; es
una de las principales causas de muerte en todo el mundo, una de cada seis muertes se debe
a cancer, representando 8,8 millones de muertes en 2015. Entre los tipos de céncer con
mayor relevancia en cuanto a salud publica y mortalidad son: cancer de pulmon (19,2%),
higado (8,9%), colorrectal (8,8%), estomago (8,6%) y mama (6,4%). Alrededor del 70% de
muertes por cancer ocurren en personas con ingresos bajos y medios (1). Durante el afio
2018, se mostrd un aumento notable en su carga mundial con 18.1 millones de casos recién
diagnosticados, 9.6 millones de muertes, lo que para el 2030, se proyecta a 26,4 millones de
casos recientemente diagnosticados y 17 millones de muertes relacionadas con el cancer
(46). A pesar de que son multiples los tipos de cancer que generan gran alerta, en la
comunidad de la salud se destacan tres: cancer de pulmén, cancer de mama (BC de Breast
Céncer), y por ultimo cancer colorrectal (CCR). Cabe resaltar que la afectacion suele variar
de acuerdo a sexo, dicho esto, el CCR ocupa el tercer lugar (10,9%) en términos de
incidencia en los hombres, mientras que el cancer de mama (BC) ocupa el primer lugar en
las mujeres (24,2%), en cuanto al cancer cervical ocupa el cuarto lugar en ambos, y por
ultimo el cancer de cuello uterino lidera la carrera tanto por incidencia (6,6%) como por
mortalidad (7,5%) en el cuarto puesto entre las mujeres (1).

El gran impacto que el cancer genera a nivel mundial, ha llevado a que este sea
considerado como un problema en salud publica, debido a su alta mortalidad y morbilidad,
ya que en estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud desde el afio 2012 se
estimd que para el 2018 la carga del cancer incrementaria hasta 18 millones de casos
nuevos, y 9.6 millones de muertes, ademas de que aproximadamente después de cinco afios
del diagnostico hay 43.8 millones de personas sobrevivientes, es decir que
aproximadamente uno de cada cinco hombres, y una de cada seis mujeres en todo el mundo
desarrollan céncer durante su vida, y uno de cada ocho hombres y una de cada once
mujeres muere a causa de la enfermedad (47). Los tipos de cancer con mayor incidencia a
nivel mundial son principalmente tres: pulmén, mama femenina y colorrectal, siendo

reportados los dos primeros 2,1 millones de diagndsticos en 2018 con una incidencia del
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11,6%, en cuanto al cancer colorrectal con 1,8 millones de casos, es decir el 10,2% también
se encuentra el cancer de préstata ocupando el cuarto lugar, siendo diagnosticados 1.3
millones de casos, (7.1%), A pesar de las grande campafias de prevencion diagndstico y
tratamiento que el sector salud desarrolla continuamente se evidencia como en el caso de
Europa, a pesar de que el tamafio de la poblacion mundial es el menor es el primer
continente en cuanto a diagnosticos y muertes de personas por esta enfermedad (23,4% de
los casos de cancer en el mundo y el 20,3% culminados en muerte), y en segundo lugar lo
ocupa el continente Americano con 13,3% de nuevos casos registrados a nivel mundial, lo
que representa el 1,3% de la poblacion mundial, y por Gltimo se encuentran Asia y Africa
(57,3% y 7,3%, respectivamente), pero estos datos son superiores a las proporciones de
casos de incidentes (aproximadamente 48,4% y 5,8%, respectivamente) (47), por lo que es
evidente que a pesar de que es una enfermedad la cual se puede desencadenar por multiples
factores es clave disminuir los factores de riesgo y mantener buenos habitos de vida, con lo
cual mejorarian el prondstico de las cifras en los siguientes afios (47).

El término cancer se le es atribuido a diferentes enfermedades que generan un dafio
en cualquier parte del cuerpo, y consiste en la proliferacion sin control de manera continua
y auténoma de un grupo de células anormales, que tiene la capacidad de invadir y destruir
tejido local o a distancia (48); Ademas de que el cancer se puede originar a partir de
cualquier tipo de célula, por lo tanto no es una enfermedad Unica sino que se refiere a un
conjunto de enfermedades que se clasifican en funcion del tejido y célula de origen (49).
Existen tres subtipos de cancer en primer lugar estan los sarcomas, los cuales se originan a
partir de tejidos como: tejido conectivo (huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos,
masculos y tejido adiposo), después se habla de carcinomas cuando las células anormales
son originarias de tejido ya sea tejido epitelial (piel o epitelios que tapizan las cavidades y
organos corporales) o tejidos glandulares de la mama y de la prostata, y por Gltimo
encontramos los linfomas y leucemias, derivados de células de tejidos formadores de las
celulas sanguinea, médula 6sea, ganglios linfaticos (49).

El origen del cancer es multifactorial, hay mdltiples causas que pueden
desencadenar la anormalidad en el desarrollo y funcionamiento de las células. Una de las
razones ha sido por la alteracion o anormalidades en el material genético, a este proceso se

le conoce como carcinogénesis, la cual es ocasionada por agentes carcin0genos, como las
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irradiaciones (ionizantes o ultravioleta), productos quimicos (humo del tabaco y el humo de
lefia) contaminacién ambiental en general, por agentes infecciosos como el virus del
papiloma humano y el de la hepatitis B (48).

Las anormalidades genéticas adquiridas durante la replicacion del ADN, (los errores
de transcripcion no se pueden corregir durante este proceso por lo que pueden ser
heredados y, por consiguiente, se presentan en todas las células desde el nacimiento, y
originan mayor probabilidad de que se presente la enfermedad. Estas anormalidades
genéticas se han asociado a que existen hasta 60 proto-oncogenes que estimulan la division
celular normal (desarrollo embrionario, cicatrizacion, recuperacion de células), estos proto-
oncogenes se ha visto que llegan a sufrir cambios en su secuencia, ya sea por mutaciones,
translocaciones o deleciones en cromosomas, al sufrir estas alteraciones se les llama
oncogenes, dicha mutacion es dominante por lo tanto totalmente heredable (49) y la teoria
postulada por Knudson, un modelo de dos causas en el desarrollo del retinoblastoma
asociado a una mutacion en el gen RB1, donde se descubrio la presencia de 20 genes
supresores los cuales se encargan de controlar lo anteriormente mencionado, ademas de la
reparacion de ADN vy el inicio de la apoptosis, en el primer hit se genera la primera
mutacion en la linea germinal que inactiva uno de los alelos del gen RB1, y activa otro
alelo dejando la proteina con un 50% de funcionalidad, pero para que ocurra el proceso
carcinégeno debe darse el hit 2 que es la mutacion completa del alelo RB1 donde la
proteina queda totalmente inservible (50). Durante el proceso de carcinogénesis también se
han visto alteradas algunas vias de sefializaciéon como lo son las vias RTK / RAS / MAP-
Quinasa comunmente mencionada RTK-RAS, via de sefializacién PI3K / Akt. Se ha visto
la estrecha comunicacion entre estas vias, ya que después de que es alterada alguna de estas

vias, contindan las demas (51).
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo de investigacion

Este proyecto tuvo varios enfoques: descriptivo, explicativo, exploratorio y

experimental, designando la investigacion de tipo mixto.

3.2 Universo:

Cepas de Bt

3.3 Pablacion:

La poblacion seleccionada para el estudio corresponde a cepas de referencia de Bt

productoras de PS

3.4 Muestra:

La muestra seleccionada corresponde a la cepa de referencia Bt coreanensis 4AL1
(T25001) evaluada para la produccion de PS.

3.5. Variables

3.5.1. Independiente: Cepa de referencia de Bt coreanensis 4AL1

3.5.2. Dependiente: secuencias de ADN relacionadas a PS

3.6. Indicadores
- Secuencias de ADN relacionadas a PS
- Oligonucledtidos especificos de genes codificantes de PS
- Bandas en SDS-PAGE relacionadas a PS
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3.7. Hipotesis

- Nula: la cepa 4AL1 (T25001) serovar coreanensis de Bt no es productora de
proteinas tipo PS
- Alterna: La cepa 4AL1 (T25001) serovar coreanensis de Bt es productora de

proteinas tipo PS

3.8. Técnicas y Procedimientos

3.8.1 Microscopia

Para la caracterizacion morfoldgica de Bt serovar coreanensis 4AL1 (T25001) fue
necesario realizar la coloracién de Gram, donde se emple6 un tiempo de coloraciones un
minuto para los colorantes cristal violeta, lugol y fuscina de Gram y 30 segundos para el
alcohol. Ademas, se realizd la coloracion de Schaeffer Fulton de cajas incubadas entre 20 y
30 dias, dejando diez minutos el colorante de verde malaquita calentado de manera
constante durante este mismo tiempo, y por Gltimo se agreg6 la safranina por 1 minuto
aproximadamente. Para la identificacion de cristales parasporales en Bt serovar coreanensis
4AL1 (T25001), se realiz6 a través de un microscopio de contraste de fases (Nixon), y

solucién salina.

3.8.2 Disefio de oligonucledtidos especificos para genes tipo parasporina

El disefio y elaboracion de los oligonucle6tidos, se basé en las secuencias
encontradas en la base de datos Bt toxin nomenclature
(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/intro.html) enlazada con NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), donde de acuerdo a la secuencia de nucledtidos
codificantes de cada una de las PS se introdujeron en el programa Clustal Omega para
lograr encontrar regiones conservadas, y se procedid a elaborar 10 pares de
oligonucleétidos (secuencias de ADN codificantes de PS1, PS1Aal, PS2Aa, PS2Aal,
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PS2ADb, PS3, PS3Aal, PS4, PS5, PS6) de manera manual con una longitud de 30 pares de
bases cada uno.

3.8.3. Analisis genémico

Con base a los dos genomas encontrados en la base de datos Genome del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) correspondientes a Bt serovar coreanensis (cepa
ST7 y cepa 4AL1) se usO el programa Blastx y la matriz Blosum45, para buscar la
presencia de genes codificantes de PS en dichos genomas, usando las 19 secuencias de
aminoacidos de las PS registradas en la base de datos de PS
(http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/intro.ntml). Para verificar la presencia de ORFs
relacionados a PS se us6 la herramienta Traslate del servidor Expasy
(https://web.expasy.org/translate/). Las caracteristicas bioquimicas de las 19 PS se

realizaron con el programa Protparam de Expasy (https://web.expasy.org/protparam/).

3.8.4 Extraccion de ADN

Fue analizada la cepa de referencia Bt serovar coreanensis 4AL1 (T25001) del
Instituto Pasteur, la cual fue reactivada al sembrarse en medio Tripticasa Soya por
aislamiento para ser incubada por 24 horas a 30°C. La biomasa se recogié y fue inoculada
en medio liquido Luria Bertani (LB) por 24 horas, 30°C y 240 rpm. Pasado el tiempo de
incubacidon, se centrifugo la muestra a 10.000 rpm por 10 minutos, descartando el
sobrenadante, y se le adiciona 10 pl de buffer de lisis (Buffer 5X Hot-Shot + Tween:
125mM de NaOH, 1mM EDTA pH 8.0, 0.1 Tween). En este protocolo se le adiciono 5ul
de Lisozima e inmediatamente se incubo a 100°C por 10 minutos, y posteriormente se
incubo a 4°C por 5 minutos, después se agrego 100 ul de Tris-HCL 1M pH 8.0, y se llevo a
centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm, y por ultimo se trasladé el sobrenadante a un
nuevo tuvo eppendorf estéril y se conservo a temperatura de -20°C. EI ADN se visualizd en
electroforesis en agarosa 1%, teniendo un tiempo de corrida de 90 minutos con un potencial

eléctrico de 80 voltios, para la preparacion de las muestras se afiadié 6 ul de muestra 'y 2 ul

35



de buffer de carga (6XLD), fue empleado un marcador de peso molecular (Fementas) con

el cual fue comparado las bandas obtenidas de las muestras.

3.8.5. Lavado de Biomasa y Solubilizacién de Proteinas

La purificacion de cristales tipo PS se realizo a partir de la inoculacion de Bt serovar
coreanensis 4AL1 (T25001) en agar Tripticasa Soya, dejandola 30 dias a temperatura
ambiente, siendo monitoreada para observar mas del 90% de esporulacion, y entonces se
procedio a recolectar toda la biomasa en tubos eppendorf estériles, se realizaron 4 lavados a
la biomasa agregando 1ml de agua destilada estéril, y 5 pl de PMFS 100 mM (después de
cada lavado se realiza una centrifugacion a 8000 rpm durante 15 minutos), el pellet final se
resuspende en 1 ml de buffer carbonato de Sodio, 1 ul de DTT 2 mM y 1 ul de PMFS, se
dejo en incubacion por 2 horas y 30 minutos en agitacion constante a 37°C en oscuridad,
luego de esta incubacion la muestra es centrifugada por 25 minutos a 10.000 rpm, por
ultimo se tomd el sobrenadante obtenido y se conserva a 4°C en oscuridad.

3.8.7 Cuantificacion de Proteinas por método Bradford

La cuantificacion de proteinas se desarrolldé por el método colorimétrico de
Bradford para el cual se tomaron 100 pl de muestra de las proteinas extraidas previamente,
y se le afiadié 1 ml de reactivo de Bradford, la muestra blanco se realiz6 con 100 ul de agua
destilada con 1 ml de reactivo de Bradford y se procedié a realizar la lectura en el
espectrofotdmetro a 590 nm, se realizaron tres lecturas en tiempos diferentes siendo el final
1 hora después de la primera lectura. Para determinar la concentracion de las muestras
analizadas se tomo6 como referencia la curva de patrén de Albumina Bovina (BSA) la cual
se elaboro con 4 muestras a diferentes concentraciones de albumina bovina 0,5 mg/ml (25
hasta 100 ul de BSA), a las cuales se les afiadié 1 ml de reactivo de Bradford, y se procedid

la lectura en el espectrofotometro a 590 nm (52).

3.8.8 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE
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Para evidenciar la sintesis de proteinas tipo PS se desarrollo la electroforesis de
proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a una concentracion del 10% tanto el gel
separador preparado con: 1462 pl de agua destilada esteril, a 1800 ul de poliacrilamida que
contiene 30 % acrilamida + 0.8 % bisacrilamida,1125 ul deTris 1M de pH 8,8, 24 ul de
SDS al 10%, 4,5 pl de TEMED,y por ultimo 45 ul de Persulfato de amonio el cual fue
previamente disuelto 100mg/ml para el gel concentrador se adiciono: 1125 ul de agua
destilada esteril, 421 pl de Poliacrilamida,703 pl deTris 1M de pH 6,8,28 pl de SDS al
10%,2,8 ul de TEMED,y por ultimo 28 ul de Persulfato de amonio, estos reactivos ayudan
a la polimeracion del gel, Primero se polimeriza el gel separador el cual se adiciona la
mezcla todavia liquida, entre las dos placas hasta unos 3 cm del borde superior del cristal
corto, y completar con agua destilada estéril hasta llegar al borde de la placa , posterior a
que ya polimerice se retira el agua y se afiade sobre este gel separador la mezcla del gel
concentrador al 10% colocado el peine para la formacién de los pozos, después de
polimerizado los geles se retira el peine con mucho cuidado para afadir las muestras, se
empled 2 pl del marcador de peso molecular (26616) Thermo Scientitic), las muestras se
realizaron al afadir 12 pl de muestra mas 5 ul de buffer de carga (Norgen), y se
desnaturalizaron a una temperatura de 100°C por 10 minutos, posterior a esto se corrieron
los geles a 80 voltios por 5 horas; la coloracion de los geles se realizé con la coloracion
azul de Comassie la cual se prepard adicionando 0,5 gr de azul de comassie, 90 ml de
metanol y 20 ml de &cido acético durante toda una noche y se decoloraron con solucion
decolorante, la cual tenia 125 ml de etanol, 25 ml de &cido acético y 25 ml y 100 ml de

agua destilada estéril por dos horas aproximadamente.
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4. RESULTADOS

4.1.  Caracterizacion morfoldgica de B. thuringiensis serovar coreanensis

Para este trabajo de investigacion fue considerada la cepa de Bt serovar coreanensis
4AL1 (T25001) proveniente del Instituto Pasteur (Figura 7), para implementar un método
basico para la caracterizacion de cepas de Bt que posean genes ps debido a que en la
literatura se ha reportado que cepas pertenecientes a este serovar poseen PS de actividad

relacionada a control del cancer, sin actividad insecticida, ni dafio a células normales.

Figura 7. Crecimiento de colonias planas blancas opacas con bordes irregulares en agar

tripticasa soya despues de 24 horas de incubacion a 37°C

4.1.2. Microscopia

La bacteria en incubacion después de 24 horas a 37°C, fue caracterizada a través de
la coloracion de Gram, mientras que el cultivo incubado entre 20 y 30 dias a temperatura
ambiente, que posterior a esto se logré evidenciar la formacién de esporas y cristales

gracias a la coloracion de Schaeffer-Fulton (Figura 8).

38



Figura 8. A) Bacilos Gram positivos observados en coloracion de Gram, B) Esporas de Bt

serovar coreanensis observadas en coloracion Schaeffer-Fulton

4.1.3 Microscopia de contraste de fases

En cuanto a la observaciéon de los cristales parasporales se us6 microscopia de
contraste de fases enfocando la muestra en cada una de las fases del microscopio, del cual
se obtuvieron fotografias de Bacilos tanto con esporas, las cuales se ven refringentes, y de

cristales parasporales caracteristicos por ser opacos (Figura 9).

Figura 9. Panel A, B, C, D, F. Bt serovar coreanensis observado en microscopia de

contraste de fases en fase 2 (ph2) A. Células esporuladas B. Cristales parasporales de Bt

39



4.2 Disefio de oligonucledtido especificos de genes tipo parasporina

En un principio se quiso realizar un juego de oligonucleotidos especificos
universales para el grupo de genes reportados de PS, los cuales debido a la ausencia de una
region altamente conservada entre las 19 proteinas tipo PS no se lograron elaborar, por lo
que se decidi6 desarrollar el disefio de juegos de oligonucledtidos especifico de cada uno de
los grupos clasificados de la PS (PS1, PS2, PS3, PS4, PS5, y PS6). Se lograron obtener 10
juegos de oligonucledtidos, los cuales después de realizar alineamiento de las secuencias, a
través del programa Clustal Omega se logrd identificar regiones conservadas, altamente
similares entre los grupos mayores de PS (PS1, PS2, PS3), las cuales fueron elegidas
teniendo en cuenta que el nivel de conservacion de la secuencia fuera mayor al 90%, y que
flanquearan una region de minimo de 300 pares de bases. Teniendo esto en cuenta al
realizar el alineamiento para el grupo de las PS1 se evidencié una region altamente
conservada de la cual se elabor6 un par de oligonucledtidos para los 11 subgrupos, para el
grupo de la PS2 se optd por realizar un par de oligonucleétidos para una region conservada
de las PS2Aa y uno especifico para la PS2Ab1, ya que en el alineamiento arrojado por
Clustal Omega la PS2Abl no tenia una region altamente conservada compartida con las
secuencias de las PS2Aa, en el caso de las PS3 existe una regién altamente conservada. Por
otra parte, al solo existir un miembro en el grupo de las PS4, PS5 y PS6 se elaboraron un

par de oligonucle6tidos para toda la secuencia del gen codificante (Figura 10 y Tabla 2).
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PRIMER DIRECTO:
5 ALAACAATTCATTCTAAARTATTACATTAT 2©
pPS1Aadl TTTATTATCEEACCAGRACTCSCR 720
DS12k1 R e TTTATTATCCCACCAGRACTOSCR &27
DSi1Zkz AR CARTTCATTCTARAATATTAGATTATCATAAT TTTATIATCCCACCAGRACTCECR &27
ESiAc1 AARRCRRTTCATTCTARAATATTAGATTATCATAAT TTTATTATCEEAGCAGRACTCECR c14
DS1Ac2 AN AR TTEATTCT AR A A TAT TAGATTATCATA AT TTTATTATCOCACCAGRRCTOSCR &77
DS1Zab AR ACARTTEATTCT AR A A TAT TAGATTATCATAAT TTTATTATCOCACCAGRRCTOSCR =57
PSilAal AARRCGRRTTCATTCTARAATATTAGATTATCATAAT TTTATIATCEEAGCAGRACTCECR =57
DS1Za3 AR CERTTEATTCT AR A A TATTAGATTATCATAAT TTTATTATCOCACCAGRRCTOECR =57
DSilZas AR CARTTCATTCTARAATATTAGATTATCATAAT TTTATIATCCCACCAGRACTCECR =57
PSikaz AR R RACRRTTEATTCTAR AR TATTAGATTATCATAAT TTIATTATCEEACCAGRACTCECR ela
DSikh=E AN AR TTEATTCT AR A A TAT TAGATTATCATA AT TTTATTATCOCACCAGRECTOSCR &0
b e el e e e e ek R e Bl e e e e ke B e e e e el b i e e e e ke e ke R e e e e
PS1Adl CCRCARTTARTACCTITARTARRRGTATATACTAAT CATCTARRCRACARCETATARTCRR 1080
pPSi1akl CORCARTTARTACCTITART AR AGTATATACTAATCATCTARRCRCARCATATARTCRR s8e
DS12kz CORCARTTAATACCTTTART AR LA CTATATACTAAT CATCTARRCACARCCTATARTCRR SEE
DSi1Zecl CCRCARTTARTACCTITARTARRACTATATACTAAT CATCTARRCACALCCTATARTCRR =74
DS12c2 CORCARTTAATACCTTTARTARLACTATATACTALTCATCTARRCACARCCTATERTCRR 1037
DS1Zab CCRCARTTARTACCTITARTARRACTATATACTAAT CATCTARRCACALCCTATARTCRR =17
PSlZal CCRCARTTARTACCTITARTARRAGTATATACTAAT CATCTARRCRCARCCETATARTCRR =17
PS1Ra3 CORCARTTAATACCTITARTARLAGTATATACTAATCATCTARRCACARCCTATARTCRR 517
DS1Zad CORCARTTAATACCT T TART AR LA CTATATACTAAT CATCTARRCACARCCTATARTCRR =17
DS1Zaz CCRCARTTARTACCTITARTARRACTATATACTAAT CATCTARRCACALCCTATARTCRR =74
PSik=E CORCARTTAATACCETTTARTARRAGCTATATACTAATGATCTARACACANCATRE TARTCAR 1010
ek e e el o e e ke e e e e e ke el e e el e e ke e e ke e e o e e o e e b e e e ke o ol e ke el e ke e e ke e
PRIMER REVERSD: ACTAATGATGTAAACACAACATATAATCAS
2 TGATTACTACATTITGTGTTGTATATTAGTT 5°
o TTGATTATATGTIGTGTTTACATCATTAGT 3
P52Aa
PRIMER DIRECTO:
5 CACCATTAACTTCAACTCCACARACTCTARL 3
DS2Ral CTACATTTTCCTCTATTTATCOTACTRE 150
DS2n=2 CTACATTTTTCTCTATTTATCOTACTRE 180
e e e ke e e e e e el e e ke e e e e e e ke e e ke e
DS2n=1 TALCAGCTAR A AT ACOE AL RCARTCT CCACACTTTACTSCTCCTAT TACTETCCATSETT &50
DS2n=2 TALCACCTARE A TACCA R ARG L TCT CCACAC T PTACT GO TCOTATTAC FCTC CATCETT s60

e e e ke vl e o e e e e e e o e e e e e ol o e e e e e e ol e e e e e e ol e e e e e e o e e

PRIMER REVERSO: ACTTTACTGCTOCTATTACTCTCEATEETT

F TGAAATCADGAGGATAATGACAGCTACCAA 5

PMW

P53

PRIMER DIRECTO:

STTOCCTCCAGCTGGAGTAGCOGCTGGAATC 37

DE3R=1 I Hmmﬁ%meﬁmeTGﬂInG@:cT 300

DE3EkR1 RECTECACTECITEETITECTITEECCT 300
Bl e el el el e el ol o el e ol e e e el e e e ool ol o el e e e

PE3Rkal AR CTAT AT AT AT CCT T AT CCATCEACACACTATAATCARTOEECETEEGTIITAGT 840

PE3Rbl AT AT AT AT AT T T AT C AT A ACACTATAATCAATCEGETCETT T TAGT 840

Bl e o e e o e e o e e e o R o R e e o g o R e e e R ke ek e

PRIMER REVERSD : ACACAGTATAATCAATCGGGTEGETTTTAGC

2 TEGTGTCATATTAGTTAGOCCACCAAAATCG 5°

| 5" GCTARAACCACCCGATTGATTATACTGTGT 3

Figura 10. Regiones conservadas de las PS de los grupos PS1,PS2 y PS3 con el programa

Clustal Omega. En rojo los oligonucleétidos disefiados para cada grupo.
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Tabla 2. Oligonucleotidos disefiados para genes codificantes de PS.
Bloque secuencia Primer Directo sentido 5°- Primer Reverso sentido
PS b b b pb
conservada 3 5°-3
bsy | 7200ePSIA1a1010 | AAAAGAATTGATTCTA | TTGATTATATGTTGT | oo
de PS1Aa6 AAATATTAGATTAT GTTTACATCATTAGT P
osopg | 180 de PS2Aal 2660 de | CAGCATTAAGTTCAAG | AACCATCGACAGTAA | o
PS2Aa2 TCCAGAAAGTGTAA | TAGGAGCACTAAAGT P
) ATGTATTATACTACCC | TTATAATCCAATTGT
PS2Ab | Toda la secuencia AAGTAACAGGTGGA | TTGTTGTATTTGTTT | “roPP
bsg | 300 dePS3Aal a840 de | TTCCCTCCAGCTGGAG | GCTAAAACCACCCGA | 0
PS3Ab1 TAGCCGCTGGAATC | TTGATTATACTGTGT P
) TCTAAACACACGAACA | GATAAAGCGATTCAT | 1116
PS4 | Toda la secuencia ACATGGTTGTTATA CCATATACTGTCTGA | pb
: ATGGCGATTTTTGATG | TTATCTTTGTAAATA
PS5 | Toda la secuencia TTGAAGCAGATCTT CCTCTGATATTCTGG | 8PP
: ATGTCGGTTGTTTACT | TTATGCGTTTAATAT | 2262
PS6 | Toda la secuencia ATGTGAAAGGTGGA | ATTTATAAAATCATT pb
) GTGGACCCGTTTTCTA | TTATGAAACAGGACT | 2172
PS1Aal | Toda la secuencia ATTATTCTGAACAA AAAAATAATGGAATC | pb
: ATGTATAATGATAAAA | CTAATTCCCCCATTT | 1017
PS2Aal | Toda la secuencia GAATGTGTTCTGAT TGGGCATTGGCATTT | pb
. ATGAATCAAAATTGTA | TTAACTCAACTTAAA | 2478
PS3Aal | Toda la secuencia ATAACAATGGATAT TTTTTGATTGGTACT pb

4.3 Analisis genomico de B. thuringiensis serovar coreanensis

Durante el desarrollo de la investigacién se analizaron los dos genomas depositados en
la base de datos de NCBI de Bt serovar coreanensis, los cuales eran pertenecientes cada
uno a una cepa diferente: el primer genoma corresponde a la cepa ST7, y el segundo
genoma a la cepa 4AL1, con los cuales se pretendio encontrar una similitud entre estos y
alguna de las secuencias de aminoacidos de las 19 PS reportadas actualmente.

4.3.1 Genoma de B. thuringiensis serovar coreanensis cepa ST7

Al realizar el analisis de la secuencia de aminoacidos de cada una de las 19 PS, para
buscar secuencias similares en el genoma de la cepa ST7 usando el programa Blastx, no se
encontrd resultados validos (E=0.01, identidad >40% Yy cobertura >50%) para realizar un
estudio mas profundo y detallado sobre este genoma y su relacion con las proteinas anti-

cancerigenas (Tabla 3).
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Tabla 3. Alineamientos del genoma de Bt serovar coreanensis

secuencias de aminoacidos de las 19 PS con el programa Blastx.

CEPA ST7 vs las

No DE

PARASPORINA ACCESO VALORE IDENTITIES COBERTURA ORF
PS1Aal AB031065 0.19 46% 73% +2
PS1Aa2 AY081052 0.69 28% 41% +1
PS1Aa3 AB250922 0.19 29% 48% -2
PS1Aa4 AB274826 0.58 30% 51% -2
PS1Aa5 AB274827 1.1 46% 73% +2
PS1Aa6 AB375062 0.84 32% 47% +2
PS1Ab1 AB250923 0.22 46% 73% +2
PS1ADb2 AB274825 0.80 28% 45% +3
PS1Acl AB276125 13 46% 73% +2
PS1Ac2 AB731600 13 46% 73% +2
PS1Ad1 AB375062 24 27% 46% -3
PS2Aal AB099515 8.1 39% 60% -3
PS2Aa2 AB454419 5.1 23% 46% -3
PS2Abl AB186914 5.1 23% 46% -3
PS3Aal AB116649 6.9 42% 69% +3
PS3Ab1 AB116651 8.5 48% 65% -2

PS4 AB180980 7.8 50% 67% -1
PS5 AB555650 0.79 45% 68% +3
PS6 AB375063 14 43% 56% -1

4.3.2 Genoma de Bt serovar coreanensis cepa 4AL1

En cuanto al segundo genoma de Bt serovar coreanensis cepa 4AL1, los resultados

en la descripcion de Blastx mejoraron en comparacién con el primer genoma analizado, con

un resultado (Tabla 4), ya que al interpretar el alineamiento de las secuencias de

aminoacidos de las PS con el genoma este nos muestra un resultado del que se puede

analizar, relacionado con PS5.
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Tabla 4. Descripcion del genoma de Bt serovar coreanensis cepa 4AL1 en comparacion

con las secuencias de aminoacidos de las 19 PS en el programa Blastx.

PARASPORINA

No DE

ACCESO VALORE IDENTITIES | COBERTURA ORF

PS1Aal AB031065 0.43 27% 47% +1
PS1Aa2 AY081052 0.50 25% 55% +1
PS1Aa3 AB250922 0.27 29% 49% +1
PS1Aa4 AB274826 0.26 29% 49% +1
PS1Aa5 AB274827 0.40 29% 48% +1
PS1Aa6 AB375062 0.55 25% 39% +2
PS1Abl AB250923 0.44 29% 48% +1
PS1Ab2 AB274825 0.44 29% 48% +1
PS1Acl AB276125 0.27 29% 48% +1
PS1Ac2 AB731600 0.27 29% 48% +1
PS1Adl AB375062 1.0 29% 50% +2
PS2Aal AB099515 2.9 35% 55% +3
PS2Aa2 AB454419 1.6 35% 55% +3
PS2Abl AB186914 0.73 41% 55% +2
PS3Aal AB116649 1.6 38% 47% -1
PS3Ab1 AB116651 1.5 38% 47% -1

PS4 AB180980 0.67 26% 42% -2

PS5 AB555650 0.027 39% 64% -3

PS6 AB375063 1.7 26% 48% -2

4.3.2.1 Anélisis de PS5 en el genoma de Bt serovar coreanensis CEPA 4AL1

Teniendo como base los resultados de Blastx, y analizando los fragmentos en donde

la secuencia de la PS5 alineaba con el genoma de la cepa 4AL1, el fragmento de la posicion

661027 a 660941 segun el programa Blastx, fue tomado para obtener la secuencia de ADN

de 915 pb correspondiente al cddigo AB555650, y se analiz6 con la herramienta Traslate de

Expasy, para encontrar los marcos de lectura codificantes (Tabla 5), pero estos péptidos no

se ven relacionados con PS en primera instancia.
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Tabla 5. Marcos de lectura de posible secuencia de PS5 analizados en Clustal Omega con

la secuencia de aminoacidos de PS5.

MARCO PEPTIDOS
-2 KCLNGGLTLILHKGDVLFRQGEDGPLYFIKTGLLKVVRIEEDGTPFLFNIIVP
GETIPHHSLISPKEYHGTAIALMKTEVELISSNEWYDQLQANPASYAN
-2 MIAFAGILISVIFIASNNILNPLQRIHC
-2 MONHLLQILSLYFISLYILSI

4.3.3 Andlisis de secuencia de aminoacidos extraida de la literatura

Segln el articulo The cytotoxicity of Bacillus thuringiensis subsp. coreanensis
A1519 strain against the human leukemic T cell, secuenciaron un péptido con actividad
anticancerigena (DVIREYLMFNELSALSSSPE) dicho fragmento fue puesto en el
programa Blastx contra cada una de las 19 secuencias de aminodcidos de las PS, donde
arrojo resultados validos tan solo con las PS del grupo PS2. De igual forma al someter la
secuencia del articulo con los dos genomas de Bt serovar coreanensis, el alineamiento para

cada uno de los genomas no fue de gran relevancia (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis en el programa Blastx del péptido DVIREYLMFNELSALSSSPE, con
secuencias de aminodcidos de proteinas anticancerigenas PS2Aa y los genomas de Bt

serovar coreanensis.

VALOR E | QUERY COVER | PORCENTAJE DE IDENTIDAD
PS2Aal 5e-12 100% 100.00%
PS2Aa2 5e-12 100% 100.00%
Cepa ST7 2.3 75% 56.25%
Cepa BGSC 4AL1 0.3 62% 46.67%
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4.4. Caracteristicas de las proteinas tipo parasporina

Las proteinas tipo PS, son proteinas de pesos moleculares menores a las 90 kDa,
ademas de ser proteinas acidas con coeficiente de extincion de hasta 1.282, la mayoria de
las PS son proteinas estables, exceptuando la PS1Ad1 quien es la Unica inestable, ademas
de ser termorresistentes, por ultimo, se evalu6 el pardmetro del valor GRAVY, donde se
obtuvieron resultados negativos es decir son proteinas hidrofilicas.

Tabla 7. Caracteristicas de proteinas tipo PS

Peso Punto Ext indice de indice Gran promedio de
PARASPORINA molecular Isoelectrico coeficiénte inestabilidad | alifético hidropatica
tedrico (GRAVY)

PS1Aal 81049.52 5.73 1.210 39.23. 79.88 -0.296
PS1Aa2 83104.76 5.35 1.282 39.55 79,42 -0.294
PS1Aa3 81049.52 5,73 1.210 39,23 79.88 -0.296
PS1Aa4 81095.57 5,73 1.210 38.95 79,34 -0.301
PS1Aa5 81094.57 5,79 1.259 39,61 79,75 -0.298
PS1Aa6 84419.39 6.01 1.263 37.81 81.25 -0.290
PS1Abl 81778.42 5.96 1.230 39,65 81.03 -0.324
PS1Ab2 81616.14 577 1.184 39.87 81,71 -0.324
PS1Acl 86747.19 5.83 1.246 38.95 82.11 -0.323
PS1Ac2 86760.15 5,75 1.246 39.42 81,98 -0.327
PS1Ad1 84782.64 5.23 1.180 42,31 82,64 -0.279
PS2Aal 37447.66 5.35 0.891 34,26 63.11 -0.433
PS2Aa2 37495.66 5.21 0.929 34.09 62,54 -0.441
PS2Ab1 33016.63 5.12 0.875 39,99 75.00 -0.258
PS3Aal 88693.80 6.18 2.215 30,98. 76,22 -0.496
PS3Ab1 70841.89 6.19 2.004 31.41 75,16 -0.508

PS4 30079.88 6.09 1.524 29.03 81,16 -0.171

PS5 33798.55 5.99 1.326 35.57 72.85 -0.439

PS6 84563.95 5,75 0.777 33.39 94,79 -0.226

4.5.Extraccién de ADN genémico

La extraccion de ADN fue observada a través de una electroforesis en gel de agarosa al
1% evidenciando una banda superior a 10000 pb en los pozos 1y 2 de acuerdo al marcador
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GeneRuler 1kb evidenciando asi ADN gendémico de Bt serovar coreanensis.

Figura 11. Electroforesis en gel de Agarosa al 1% de ADN genomico de Bt serovar
coreanensis. M. Marcador, 1. ADN genomico de Bt serovar kurstaki HD-1, 2. ADN

gendmico de Bt serovar coreanensis

4.6. Cuantificacion de proteinas

El método empleado durante la investigacion fue la cuantificacion de proteinas por
método Bradford el cual se basa en que al emplear un colorante de color pardo de
naturaleza hidrofébica en el momento de entrar en contacto con el interior de la proteina
(igual hidrofébico), se origina un color azul el cual se puede medir a través de
espectrofotometria. EI método fue elegido ya que es mas rapido, facil y de igual forma
sensible a comparacion de los otros métodos existentes. La cuantificacion de la muestra se
realizd tomando 100 ul de la muestra y 1 ml de reactivo de Bradford siendo comparada
posteriormente con el patron de albumina bovina (BSA) (Tabla 8) previamente realizado,
asi obteniendo 0,240 mg/ml de cristales parasporales de Bt serovar coreanensis 4AL1
(Figura 12, Tabla 8).
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Curva Patréon BSA y = 0,0156x + 0,0367

R?=0,9883

0,8

ABSORBANCIA

0 10 20 30 40 50
CONCENTRACION

Figura 12. Curva de calibracion para la cuantificacion de proteina

Tabla 8. Cuantificacion de proteinas con absorbancia a 595 nm.

BSA 0,5 mg/mi LEC'Il'URA LEC'IZ'URA LEC‘I%URA Promedio | Concentracion mg/ml
0 0 0 0 0 0
25 0,269 0,262 0,221 0,253 11,36
50 0,420 0,410 0,363 0,397 22,36
75 0,605 0,570 0,515 0,563 33,36
100 0,776 0,730 0,615 0,707 44,36
Muestra 0,118 0,119 0.118 0.118 0.240
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4.7. Perfiles proteicos

La evaluacion de la sintesis de proteinas tipo PS se realiz6 geles de poliacrilamida al

Bt serovar

kDa M coreanensis
72 I
55 I
43 37 kDa
34 =/ 34 kDa
26 —

10% donde se muestran patrones de las proteinas tipo PS (Figura 13).

Figura 13. Perfil proteico de cristales parasporales de Bt serovar coreanensis 4AL1. M.
Marcador de peso molecular, Bt serovar coreanensis 4AL1) Las flechas rojas sefialan la
posible presencia de protoxinas tipo PS2 (37 kDa) y PS5 (34 kDa) observado en el corrido
de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%.
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5. DISCUSION

El cancer es una de las enfermedades considerada como una de las mas grandes
amenazas para el sector salud y la calidad de vida de la poblacién, lo que ha llevado a la
busqueda de nuevos tratamientos, ya que a pesar de generar campafias de sensibilizacion
frente a los factores de riesgo, la carga de la enfermedad aumenta. Desde el estudio
realizado por Mizuki et al. sobre las proteinas tipo PS con actividad anticancerigena que
sintetiza Bt, se tom0 una nueva vision de como atacar las células neoplasicas sin causar
mayor dafio a las demas células bioldgicamente funcionales, pero para ello se debe analizar
cada una de las cepas de Bt reportadas como anticancerigenas, como las pertenecientes al
serovar coreanensis, ya que dentro de un serovar puede existir amplia diversidad genética
(53).

El microorganismo de estudio al ser una bacteria Gram positiva perteneciente al género
Bacillus, se caracteriza por tener un crecimiento en medio solido de colonias aplanadas,
blanco mate, de bordes irregulares, ademéas de la produccion de esporas los cuales suelen
diferenciarse las especies por la posicion en la que se forma la espora, que en el caso de Bt
esta se ubican subcentrales o terminales de la bacteria (54). Estas caracteristicas concuerdan
con las obtenidas en este estudio ya que el crecimiento de las colonias en agar Tripticasa
soya, fueron colonias planas de color blancas opacas, de bordes irregulares. La observacién
de esporas a través de la coloracion de Schaeffer-Fulton se ha realizado aproximadamente
después de 72 a 96 horas (55), pero en la experiencia obtenida en este estudio se encuentra
que la esporulacidn y sintesis de cristales es evidente entre los 20 y 30 dias de incubacion.
La mayoria de esporas se ubicaban terminales, lo que se pudo evidenciar de manera méas
clara por microscopia de contraste de fases. La relevancia de este microrganismo es la
produccidn de cristales parasporales que en la mayoria de los aislados de Bt estos suelen
ser de morfologia bipiramidal, aunque también pueden ser esféricas o sin forma alguna
(56), lo que en el momento de realizar la microscopia de contraste de fases se observan
inclusiones redondas o amorfas.

La primera etapa para el analisis de un genoma bacteriano es la identificacion de
todos los genes que codifican para proteinas, y la posible funcion de cada una de estas

secuencias, dicho proceso se conoce como anotacion del genoma (57). Se ha reportado el
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desarrollo de oligonucledtidos para genes de importancia agricola por su asociacion a
control de insectos, teniendo en cuenta las secuencias de una region altamente conservada,
como en el caso de genes cry, incluyendo el andlisis de un fragmento especifico que
alineaba con la region de crylA(a), crylA(b), crylA(c), crylA(d), crylB, crylC, crylD, crylE,
crylF, atil para la reaccion de PCR (58) (59). Las proteinas tipo PS sintetizadas por Bt son
herramientas prometedoras para el control de células neoplasicas, por lo que en este
estudio se disefid un nuevo conjunto de oligonucleotidos especificos, partiendo de las
secuencias obtenidas de la base de datos, de las cuales se busco regiones altamente
conservadas determinadas por el programa Clustal Omega, de donde se realizaron 10 pares
de oligonucleétidos para cada uno de los seis grupos que albergan los 19 genes que
codifican proteinas tipo PS.

Para el analisis de proteinas se usado herramientas de bioinformatica, iniciando con
busqueda de secuencias y la alineacion de estas para determinar posible homologia (60),
ademas de identificar diferencias entre ellas, determinando tanto el lugar como el nivel de
conservacion entre las secuencias alineadas. Dicho proceso se implementd en la
investigacion realizada titulada “disefio de un gen semisintético crylAc y analisis de la
estructura de la proteina traducida”, en donde se utiliz6 herramientas como ClustalW, para
el proceso de alineamiento de las secuencias de los genes crylAc, el andlisis de la proteina
codificada por dichos genes por programas como Blastx para buscar secuencias con alto
nivel de homologia, ademaés del programa Expasy, en donde se identificé caracteristicas de
la proteina de estudio (61).

Algunos estudios realizados en cepas pertenecientes a Bt serovar coreanensis,
muestran que algunos miembros de este serovar sintetiza cristales parasporales que al ser
digeridos por proteinasa K inducian en células MOLT-4 un efecto citopatico, generando
hinchazén coloide-osmética y la lisis celular (7). En este proyecto se realizé un analisis in
silico donde la basqueda de una posible secuencia codificante para proteinas tipo PS en los
genomas secuenciados de dos cepas pertenecientes al serovar coreanensis, cepa ST7 y cepa
4AL1, esta Gltima corresponde a la cepa de estudio de este trabajo. Se encontr6 una
secuencia en la cepa 4AL1 con posible similaridad a la proteina PS5 (NCBI ID: AB555650,
E=0.027, identidad=39%, cobertura=64%), es posible que esta secuencia corresponda a una
PS.
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En el andlisis del genoma de Bt serovar coreanensis se encontré un péptido con la
secuencia DVIREYLMFNELSALSSSPE, qu tuvo efecto citotoxico en linea celular
MOLT-4 (42). Este péptido presenta 100% de identidad con secuencias de aminoacidos de
las PS2Aa.

En cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas de las proteinas tipo PS, se evaluaron
seis parametros, el primer valor calculado fue el peso molecular, el cual de las 19 PS
ninguna supero los 90 kDa, caracteristica de las protoxinas anticancerigenas al igual que ser
clasificadas como polipéptidos (62). Al hablar del punto isoeléctrico de las proteinas, se
refiere al pH al cual poseen las mismas cargas positivas y negativas, generando una carga
neta de cero. En el caso de las PS el valor de pl no supero 7, por lo tanto indicaria que estas
proteinas tienden a ser acidas, es decir al encontrarse en una solucion esta tendria mas iones
H+, los cuales se unirian a los sitios negativos en los aminoacidos volviendo positiva la
carga de la proteina (63); otro aspecto obtenido fue el coeficiente de extincion, el cual
indica la cantidad de luz que es absorbida por una proteina en una longitud de onda
determinada, el coeficiente de extincion de las PS esta entre 0.77 y 1.282 (64). También se
evaluaron dos caracteristicas las cuales permiten saber que tan estables son las proteinas
tipo PS, estos son el indice de inestabilidad y el indice alifatico, el indice de inestabilidad
proporciona un estimado de la estabilidad de las proteina de manera in vitro, si el valor de
inestabilidad es menor a 40, la proteina se considera como estable, y si el valor da mayor a
40 esta es inestable, la otra caracteristica es el indice alifatico, el cual indica el volumen
relativo o que llega a ocupar las cadenas alifaticas (Alanina, Valina, Isoleucina y Leucina),
un indice alifatico elevado corresponde a un alto contenido de cadenas alifaticas, lo que da
termorresistencia y estabilidad en diferentes condiciones a la proteina (64). Al hacer
referencia a los valores dados en estas dos Gltimas caracteristicas, las PS son proteinas
estables ya que el valor de indice de inestabilidad en 18 de estas fue mayor a 40, y tan solo
PS1Ad1 fue menor de 40, de igual forma el indice alifatico de todas las PS fue alto, por lo
tanto tiene caracteristicas de ser termorresistentes al igual de mantener una estabilidad en
diversas condiciones. Por ultimo se mostré el valor GRAVY (Grand Average of
Hidrophaty) el cual al ser negativo, indica que son proteinas hidrofilicas lo que seria

beneficioso ya que son solubles en agua (64).
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La obtencion y cuantificacion de proteinas totales de Bt serovar coreanensis 4AL1,
se obtuvieron extractos crudos de espora y cristal, ya que una de las caracteristicas mas
importantes de Bt es la sintesis de inclusiones parasporales denominada cristal o delta-
endotoxina durante su fase estacionaria (65). Basandose en la extraccion y la cuantificacion
de los cristales parasporales de Bt serovar coreanensis 4AL1, se logré obtener 0,240 mg/ml
de proteina. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, en ensayos de citotoxicidad, la
actividad biologica de una cepa no se define por la produccién de cantidades determinadas
de proteinas extraidas de los cristales, sino por su potencial en los ensayos bioldgicos (65).

En cuanto al perfil proteico de Bt serovar coreanensis 4AL1 se evidencid la
presencia de dos bandas de masas moleculares de 37 (asociada a PS2) y 34 kDa (asociada a
PS5) respectivamente, estas bandas sugieren la presencia de protoxinas o proteinas nativas,
es decir proteinas que no han sufrido activacion o tratamiento, por lo que no serian toxicas
para las células cancerigenas, pero que, de ser tratadas, podran generar efectos en células
neopléasicas. De acuerdo al corrido electroforético, el cual muestra que las bandas tienen
una masa molecular menor a 90 kDa, una de las caracteristicas de las proteinas tipo PS (6),
por lo que estas bandas se pueden correlacionar con alguna de las 19 protoxinas
reconocidas por el Comité de Nomenclatura de PS, y caracterizadas por multiples
investigaciones, en especial correlacionarlas con proteinas de menor tamafio, o las
pertenecientes a la familia beta-formadoras de poro (beta-TFP) (16) (23).

La PS2Aal es una proteina cristalina de 37 kDa, originalmente aislada de Bt A1547,
una toxina formadora de poros activa contra las células cancerosas humanas; donde en el
estudio realizado de la cepa 4R2 de Bt, demostré producir la proteina cristalina PS2Aal
(Cry46Aal) cuya expresion fue confirmada por andlisis de SDS-PAGE con una banda
observada de 37 kDa (13). La primera banda que se puede identificar en el gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 10% es una banda de 37 kDa, lo que sugiere la presencia de
una protoxina caracterizada del grupo PS2, la cual es un polipéptido de aproximadamente
330 residuos de aminoacidos, de peso molecular 37,446 kDa y 1.014 pb en el gen
codificante (10). Seguida de esta banda se observa una tenue banda de 34 kDa. Lo que
también fue obtenido en el estudios realizados en base a la cepa A1100, de la cual en el
perfil proteico de esta se observé una proteina citotdxica, la cual se expresé como un

precursor no toxico de 33.8 kDa que despues de realizar los ensayos de PCR, como la
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identificacion de marco de lecturas ORF similar al gen promotor de PS5Aal (66), la cual
concuerda con la banda descrita con un peso de 34 kDa en el perfil proteico realizado de la
cepa 4AL1 serovar coreanensis.

6. CONCLUSIONES

- En este estudio se disefiaron oligonucledtidos especificos para los genes
codificantes de PS con actividad anticancerigena, permiten el seguimiento del

estudio de cepas de Bt, potenciales para ensayos bioldgicos.

- El perfil proteico obtenido de Bt serovar coreanensis cepa 4AL1 (T25001)
demuestra patrones de bandas con pesos moleculares menor a los 90 kDa,
compatibles con protoxinas tipo PS, en especial las PS pertenecientes a la familia

formadora de poro (beta-TFP), probablemente relacionada a PS5.

- Las proteinas PS poseen caracteristicas bioquimicas relevantes para su funcion,
incluyendo peso menor a 90 kDa, punto isoeléctrico menor a 7.0, cardcter
hidrofilico y estabilidad.

- Este trabajo es un esquema basico para la caracterizacion de cepas de Bt con posible
sintesis de proteinas PS de actividad anticancerigena, desde una aproximacion

bioinformética y experimental.
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