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Factores de Riesgo
Tratamientos

Secuencia de genomas
de cepas de Bt tipo
coreanensis H25: 4AL1
y ST7.

Proteinas Cry
Parasporinas
Lineas Celulares




Enfermedad cronica de importancia en
salud publica

1

Quimioterapia

Citostaticos "-Iﬂ Citotdxicos

Talidomida » carboplatino
interferon * metotrexato

bevacizumab (Avastin) § « tamoxifeno)
cilengitida

Posean alta especificidad para eliminar células
neoplasicas del organismo, y que a Su vez
garanticen el bienestar del paciente

Son efectivos pero se ha visto que son ineficaces
en aproximadamente el 50% de los casos

Proteinas tipo parasporina (PS)
Bacillus thuringiensis (Bt)

PS1 a PS6

Linea celular de cancer de cuello uterino
(Hela)

factores de riesgo

Habitos de vida
Exposicion a agente
carcinogénicos

* Agente biologicos como
el Virus del Papilom
Humano (VPH)
hepatitis B

Proteinas Cry que no generan
dafo a los insectos, sino que
afectan a celulas tumorales

Linea celular derivada del rinén del mono
verde africano (VERO)

Lineas celulares de carcinoma de colon
(CACO-2)

Carcinoma hepatico humano (HepG2)
Lineas de células leucemoides (MOLT-
4, Jurkat y HL-60

Las proteinas Cry se agrupan como
cristales parasporales

Células cancerigenas de cérvix( TCS)
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MARCO TEORICO

Generalidades de Bacillus thuringiensis

» Bacilo Gram positivo
* Ubicuo en el ambiente

» 1901 gusano de seda (Bombyx mori), Japon

* Longitud del genoma, entre 2.4 Mb a 5.4-6.3 Mb

» Ciclo de vida y estadios de esporulacion de Bt,
sintetiza uno o varios cristales parasporales,
conformado por proteinas de la bacteria.
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Ampli i de actividad i cry
MPo eSpectro de actividad in Empleadas como principio activo
vitro contra células animales,y

efecto letal in vivo contra las
larvas de insectos

Vip
Sintetizadas en fase

para bioinsecticidas debido a la
gran especificidad y accion
citotoxica

vegetativa con accion
Insecticida




Proteinas de Cry

Inclusiones parasporales proteicas con efectos
toxicos en insectos blanco

Mas de 700 proteinas Lepidopteros
Coledpteros
- Dipteros

Las proteinas que codifican estos genes llegan a
tener pesos moleculares entre 50 y 140 kDa

I Mecanismo de accion I

Se basa en la formacion de poros liticos en las
membranas de la células del intestino del insecto.

I Mecanismo clasico | I Via de sefalizacion I

Solubilizacion
Cristal de la toxina

Bacillus thuringiensis (8t)
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Parasporinas — I Capacidad Unica para matar células cancerigenas de manera especifica I

Modo de accion

[

Inducir apoptosis a través de Induccion la formacion de
una cascada de sefializacion poros

| 1 [ I !
PS1 PS3 PS6 PS2 PS4 PS5
* HepG2 e Sawano
* Hela - Caco-2 «  Caco-2 . TCS
« MOLT-4 « MOLT-4
* HepG2 * Jurkaty HL-60
Cepas con actividad anticancerigena
Serovares: —
» dakota Aislada principalmente de suelos de Corea Accion
 shandongiensis citotoxica

Designada segun su antigeno flagelar H25

* neoleonensis
* coreanensis - Produccion de inclusiones parasporales cepa Al519 celulas Jurkat




OBJETIVOS
General

Caracterizar microscopica, molecular, y bioguimicamente a la cepa Bacillus thuringiensis

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

Especificos

Disefiar oligonucleodtidos especificos para los genes codificantes de parasporinas de actividad
hacia cancer

Analizar el genoma de Bacillus thuringiensis serovar coreanensis 4AL1 en relacién a secuencias
de aminoéacidos relacionadas con actividad hacia cancer

Establecer el perfil proteico de Bacillus thuringiensis serovar coreanensis 4AL1 y su relacion con
parasporinas anticancerigenas




DISENO METODOLOGICO

Poblacion: Mue_stra: |
Cepa de referencia Bt coreanensis

Universo: Cepas de Bt Cepas de referencia de Bt

productoras de PS 4AL1 (T25001) evaluada para la

produccion de PS.

* Independiente: Cepa de referencia de Bt coreanensis 4AL1
» Dependiente: secuencias de ADN relacionadas a PS

—
- Secuencias de ADN relacionadas a PS

INDICADORES - Oligonucledtidos especificos de genes codificantes de PS
- Bandas en SDS-PAGE relacionadas a PS

——
Hipotesis
| ]
Nula: la cepa 4AL1 (T25001) serovar coreanensis de Bt Alterna: La cepa 4AL1 (T25001) serovar coreanensis de Bt

no es productora de proteinas tipo PS es productora de proteinas tipo PS




METODOLOGIA -

= Coloracion de Gram

Coloracion de Schaeffer Fulton
de cajas incubadas entre 20 y
30 dia

. Microscopia de contraste de
fases para la identificacion de
cristales parasporales

Cuantificacion de Proteinas por método Bradford

La cuantificacion de proteinas se desarrollo por el

colorimétrico de Bradford para el cual se tomaron 100 pl de muestra de

las proteinas extraidas y se le afiadio 1 ml de reactivo de Bradfo

método

rd

Se elabor6 con 4 muestras a diferentes concentraciones de albumina
bovina 0,5 mg/ml. La lectura en el espectrofotémetro se leyo a 590 nm

Secuencias de base de datos Bt
toxin nomenclature

Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a una concentracion del 10% tanto

el gel separador como concentrador

Las muestras se realizaron al afiadir 12 pl de muestra mas 5 pl de

buffer de carga

Desnaturalizaron a una temperatura de 100°C por 10 minutos, posterior

a esto se corrieron los geles a 80 voltios por 5 horas

datos Genome del NCBI

Herramienta Blastx, usando las 19
secuencias de aminoacidos de las PS
registradas en la base de datos de PS

Se introdujeron en la herramienta
Clustal Omega

= | Los dos genomas encontrados en la base de

Identidad: > 40%
cobertura: >50%
valor E: 0,01

Las caracteristicas bioquimicas de las 19 PS se

realizaron con el herramienta Protparam de
Expasy




RESULTADOS y DISCUSION

Caracterizacion morfolégica de B. thuringiensis serovar coreanensis

e 2

A. Células esporuladas. (Esporas
terminales)

B. Cristales parasporales de Bt serovar
coreanensis observadas en microscopia
de contraste de fases en fase 2 (ph2)
(Carreras Solis et al. inclusiones

redondas o amorfas)
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Flores et al. Colonias planas de color
blancas opacas, de bordes irregulares.
Bacilos Gram positivos observados en
coloraciéon de Gram. Esporas de Bt serovar
coreanensis observadas en coloracion

Schaeffer-Fulton.




Disefio de oligonucledtido especificos de genes tipo parasporina

P51

FREIMER INMRECTOn

PS3

5" AARACAATTCATTCTAMMMNTATTAGATTAT 3° PRIMER DERECTO:
PS1ikdl |mmmmuﬁmﬂn ATAATTTTATTATGOCAGCAGAACTOGEA STTOOCTCCAGCTOGAGTAGCCGCTGGAATC 3
PE1LRE1 —_— —_— = ALAARTITIIAT TATFEEAGCAGARACTOECA .
PSikb3 AARACRATTCATTCTAAARTATTACATTATCATARTTTTATTAT CCCACCACRACTCECA - PS3Aal |mmmmmmmrmrmﬂmcr 300
PEincl ARRRGRARTTGATTCIARARTAT TAGRTTATCATARTTTIATTIAT AGCAGRACTOGCR PS3RBL cIC o T =T LRI CCRCTCCTICETITECTTTICGCCT 300
PElACE ARRAGRRTTGATICTARAARTIATIAGRITAICATARIITIATIATGEGAGCAGARCIORCA 77 B K 222222222222 EEEssssssssssasassssss sEEmmm——— = - = = e =
FE1has ARRAACRATTCATTC T ARRARTATTACATTATCATAATTTTATTATSCCACCACRAACTODCA 7 FS3Aal AR T AT R T AT AT O T I AT O AT A R A TAT AR T CAAT OO T OO TTITRAGT 240
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PE1ha3 ARRACRATT AT TICTIAAAMAR T AT TAGATTATCATAATTTI TAT TATGEEAGCACRACTORCR e o o e o e e o e e e e e e e e e e e e

PElhad AR CARAT T AT T T ARRAT AT T ACAT TATCATARTITITAT TAT CEEAGCACRACTORCR 7 PRib DR REVERSO: ACACAGTATAATCAATOGGGTGSTTTTAGE
PELAaE ARAAGRATTGATTCT ARAATAT TAGATTATCATAATTI TAT TAT GGGAGCAGAACTOHECA
PE1A&E ARRACRATIGATICTARARTATTAGATTATCATAAT TTIATTATCOCAGCAGRAACTCECA ¥ TGTGTCATATTAGTTAGCCCACCAAAATCG 5
e o LR R
PELACL FUAGARATTAATACGT ITAATARAARGTATATACTAATGATG T ARACACAATEFTATAARTTAA ISr mmcmmm
FE1AD1 GCRAGARTTAATACGETITARTARRAGCTATATACTAA T GATETARACACARCATATAATCAR
DE1REBZ CCRCARTTAATAC T T TART AR AACTATATACTARTCATCTARACACARCCTATARTCAR
PELlAcl GCRGARTTAARTACGTIITART ARARGTATATACTAATGATGT ARRCACARCGTATAATCAA
PE1RA=2 CCACAATTRATACCTITTAATARRACTATATACTAATCATCTARACACANCCTATAATCAA
PE3lhab GCRGARTTRAATACGTTTART ARAAGTATATACTAARTGATGT ARACACARCGTATAATCRA
PElRal GrAGARTTAATACGTI I TARTARPAGTATATACTAAT AT G TARACACTAACGTATAART CAA
PE1A&Z CCACAATTRAATACCITTAATARRAACTATATACTAATCATCTARACACARNCCTATAATCAR
DPE1lhad SR AR T TART RS T T TRAT AR AR T ATATRC T ART AT G T ARRCARCARROCTATARTCARR
PELRaZ GLAGARATTAATACGT ITAATARAAGTATATACTAATGAT G TAAACACAACGTATAATCAA

PE1Rat CCACARTTAATACCTIITARTARRACT ATATACTAATCATCTAAACA CAM_ATATARTCAR
e e e hhcd bbb bbbl bR AR AR A AR AR R Rk ke

PRIMER REVERSC: ACTAATGATG TAAMNCACAMCATATAATCAS

F TEGATTACTACATITGTGTIGTATATTAGTT 5°

I 5 TTGATTATATGTTGTGTTTACATCATTAGT 37 I

P52Aa

PRIMER DHRECTO:

5 CACATTAACTTCARCTOCACARACTCTAR 3

FEIRal Imwwmﬂrnnmrmcnn&rnnrmmn 180
PE2Ral TCTRGATTTITCICTATITTATGETACTA 180

e e e e e e e e

Regiones conservadas de las PS de los grupos PS1,PS2 y PS3

B ne AT A TR AR A AR A AT AT ToCTATTACTOT NGOt 660 con La herramienta Clustal Omega. En rojo los

e e e e e e e e o e e e e

oligonucledtidos disefiados para cada grupo.

PHRIMER REVERSCH AL T T TAGTEEC TUU TAT TAC TS TOEAT T T

I TEAAATCADGAGGATAATGACAGCTADCAR 57

| & asccarcoacacTaaTacGaGCACTAMAGT 3 |




Disefio de oligonucleodtido especificos de genes tipo parasporina

Tabla 1. Oligonucleotidos disefiados para genes codificantes de PS.

Bloque secuencia conservada

Primer Directo sentido 5’- 3’

Primer Reverso sentido 5’- 3’

PS1 720 de PS1Ad1 a 1010 de PS1Aa6 AAAAGAATTGATTCTAAAATATTAGATTAT TTGATTATATGTTGTGTTTACATCATTAGT 360 pb
PS2Aa 180 de PS2Aal a 660 de PS2Aa2 CAGCATTAAGTTCAAGTCCAGAAAGTGTAA AACCATCGACAGTAATAGGAGCACTAAAGT 480 pb
PS2ADb Toda la secuencia ATGTATTATACTACCCAAGTAACAGGTGGA TTATAATCCAATTGTTTGTTGTATTTGTTT 915 pb

PS3 300 de PS3Aal a 840 de PS3Abl TTCCCTCCAGCTGGAGTAGCCGCTGGAATC GCTAAAACCACCCGATTGATTATACTGTGT 540 pb

PS4 Toda la secuencia TCTAAACACACGAACAACATGGTTGTTATA GATAAAGCGATTCATCCATATACTGTCTGA 1116 pb

PS5 Toda la secuencia ATGGCGATTTTTGATGTTGAAGCAGATCTT TTATCTTTGTAAATACCTCTGATATTCTGG 918 pb

PS6 Toda la secuencia ATGTCGGTTGTTTACTATGTGAAAGGTGGA TTATGCGTTTAATATATTTATAAAATCATT 2262 pb
PS1Aal Toda la secuencia GTGGACCCGTTTTCTAATTATTCTGAACAA TTATGAAACAGGACTAAAAATAATGGAATC 2172 pb
PS2Aal Toda la secuencia ATGTATAATGATAAAAGAATGTGTTCTGAT CTAATTCCCCCATTTTGGGCATTGGCATTT 1017 pb
PS3Aal Toda la secuencia ATGAATCAAAATTGTAATAACAATGGATAT TTAACTCAACTTAAATTTTTGATTGGTACT 2478 pb

Se realizaron 10 pares de oligonucleétidos para cada uno de los seis grupos que albergan los 19 genes que codifican

proteinas tipo PS




Analisis genomico de B. thuringiensis serovar coreanensis

Genoma de Bt serovar coreanensis cepa ST7 Genoma de Bt serovar coreanensis cepa 4AL1
El analisis de la secuencia de aminoacidos de cada una de las 19 PS, ||| PARASPORINA ai?:ggn VALORE | IDENTITIES | COBERTURA| ORF
para buscar secuencias similares en el genoma de la cepa ST7 usando el PS1Aal AB031065 0.43 279, 7% ]
herramienta Blastx, no se encontro resultados validos. PS1Aa2 AY0R1052 0.50 25% 55% +1

PS1Aa3 AB250922 0.27 29% 497, +1

PS1Aa4 AB274826 0.26 29% 492, +1

| ~DE .. . PS1Aa5 AB274827 0.40 29% 48%, +1
PARASPORINA AECESO VALORE IDENTITIES COBERTURA ORF PS1Aa6 AB375062 0.35 25% 39% +2
PS1AbI AB250923 0.44 29% 48%, +1

P51Aal ABD31063 0.19 46% 730 +] PS1ALZ AB274825 0.44 299, 48% +1

P51Aa2 AY081052 0.69 28% 41% +1 PS1Acl AB276125 0.27 29% 48% +1

P51Aa3 150022 010 1084 43% 3 PS1AC2 ABRT3I1600 027 29%; 480G +1

- '{ — PS1Adl AB375062 10 29%, 50% +2

PS1Aad AB74826 0.58 30% 51% 2 PSIAal AB099515 79 350, =50, 3

P51Aas AB2T4827 1.1 46% 73% +2 PS2Aa AB454419 16 35% 55% +3

P51Aa6 AB373062 0.84 32% 47% +] PS2Ab1 AB186914 0.73 41% 55% +2

PS1Abl 250823 022 46% T3% +] P33Aal AB116649 16 38% 47% -1

s . PS3AbL AB116651 15 38% 47% -1

PS1AR2 AB274825 0.80 28% 45% +3 poa ARIR0080 = S e —

PS1Acl AB76123 13 46% T3% +] Pas AB553650 0,077 3004 54% 3

PS1Ac2 AB731600 13 46% 73% +] PS6 AB375063 1.7 26% 48% 2

PS1Adl AB373062 24 27% 46% 3 - : : —

PSIAal AR000315 i1 10% 50% 3 Se encontro una secuencia en la cepa 4AL1 con posible similaridad a la

P51Aa7 AB4544190 i1 13% 46% 3 protel'na PS5 (NCB| ID: AB555650, E=0.027, identidad=39%,

PSIABL AR186014 51 130 6% 3 cobertura=64%), es posible que esta secuencia corresponda a una PS.

P53Aal AB116649 6.9 429% 3% +3

P53Abl AB116651 85 48% 65% 2

P34 AB180980 738 0% 67% -1
Pss AB333650 0.79 43% 63% +3
Ps6 AB373063 14 43% 6% 1




Analisis de PS5 en el genoma de Bt
serovar coreanensis cepa 4AL1

MARCO PEPTIDOS
-2 KCLNGGLTLILHKGDVLFRQGEDGPLYFIKTGLLKVVRIEEDGTPFLFNIIVPGETIPHHSLISPKEYHGTAIALMKTEVELISSNEWYDQLQANPASYAN
-2 MIAFAGILISVIFIASNNILNPLQRIHC
-2 MQNHLLQILSLYFISLYILSI

El fragmento de la posicion 661027 a 660941 segun la herramienta Blastx, fue tomado para obtener la secuencia de ADN de 915 pb, y se analiz6 con
la herramienta Traslate de Expasy, para encontrar los marcos de lectura codificantes

Analisis de secuencia de aminoacidos
extraida de la literatura

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%

Bt serovar coreanensis se encontrdé un péptido con la secuencia DVIREYLMFNELSALSSSPE, que tuvo efecto citotoxico en linea celular
MOLT-4 (42). Este péptido presenta 100% de identidad con secuencias de aminoécidos de las PS2Aa.




Caracteristicas de las proteinas tipo parasporina

DARASPORIN Pesg Isul:ll;’]:ﬁim Ellt. | Indu:n .dE [IldlI:E G“};:g:;;i:’ de )| Cozzone et al. De las 19 PS ninguna supero los 90 kDa,
molecular iy coeficiente | inestabilidad | aliftico .
teorico (GRAVY) Press et al. En el caso de las PS el valor de pl no supero 7,

P51Aal §1049.52 .13 1210 B0, .8 {.256 indicarfa que estas proteinas tienden a ser acidas.
P51Aal §3104.76 3.53 1.282 3053 704) 0204
P51Aal 5104932 3,73 1.210 30.03 7088 -0.29 _
P51Aad B1093.37 3,73 1.210 3893 7034 0301
gg}:g gii?:g; ;;]5; iigg ig’zi ;?E ggig El coeficiente de extincién, de las PS esta entre 0.77 y 1.282
FS1Ab] 177842 j?ﬁ 130 39,63 SL03 03 Las PS son proteinas estables, y tan solo PS1Ad1 fue menor de
PS1Ab2 §1616.14 3,17 1184 3087 81,71 034 40
PSlAcl §6747.19 3.83 1.246 3893 111 0313
PSIASY R6780 15 373 1 746 1042 8198 011 El indice alifatico de todas las PS fue alto.
PSIAd] B4782.64 3.3 1180 4231 §2.64 0279
PSIA4] 17447 66 515 0.801 1426 a1l 041 El va!or GRAV\'(_(Grand Average of Hidrophaty), indica que son
PSIALY | 0366 | 521 | 099 | %00 | 6L 0441 proteinas hidrofilicas
P51AbI 33016.63 312 0.875 36,99 73.00 0258
P53Aal §3693.30 6.1 1215 30.98. 76.12 049
P53ADI 10841 89 6.19 2.004 3141 73,16 0508

PS4 30079.88 6.09 134 1903 81,16 0171

P35 33798 .33 99 1.326 3357 7183 0439

P36 §4363.93 3,73 0.777 33.39 0479 -0.226




Cuantificacion de proteinas de B. thuringiensis serovar coreanensis

Curva Patron BSA y = 0,0156x + 0,0367
R2=0,9883

ABSORBANCIA

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
CONCENTRACION

BSA 0,5 Concentracion
1 LECTURA
mg/ml LECTURA LECTURA Fromedio mg/mi

Se obtuvieron 0,240 mg/ml de

0, 269 0, 262 0, 221 0, 253 11 36 -
VI i e S S cristales parasporales de Bt serovar

_ 0,605 0,570 0,515 0,563 33,36 coreanensis 4AL1

[ 100 [N 0,730 0,615 0,707 44,36

0,118 0,119 0.118 0.118 0.240




Perfiles proteicos o
kDa

y o BT —
55 =
43 37 kDa
34 — 34 kDa
26 ——

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%.




Mizuki et al

Proteinas tipo PS
|

Masa molecular menor a 90 kDa

Banda de 37 kDa Banda de 34kDa

! l ! ]

Bt A1547 PS2Aal 19 protoxinas PS5Aal cepa AL100
« 330 residuos de a.a l Precursor no toxico
- peso molecular 37,446 | cepa 4R2 Sober6n Mario et al, de 33.8 kDa
kDa Nagamatsu et al.

« 1.014 pbenelgen l l
codificante

Proteina citotdxica

Proteinas de menor tamano, 0

Activa contra las pertenecientes a la familia beta-
células  cancerosas formadoras de poro (beta-TFP)
humanas




CONCLUSIONES

En este estudio se disefaron oligonucleodtidos especificos para los genes codificantes
de PS con actividad anticancerigena, permiten el seguimiento del estudio de cepas de

Bt

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,

(beta-TFP).

Las proteinas PS poseen caracteristicas bioguimicas relevantes para su funcion,
incluyendo peso menor a 90 kDa, punto isoeléctrico menor a 7.0, caracter hidrofilico

y estabilidad

Este trabajo es un esquema basico para la caracterizacion de cepas de Bt con
posible sintesis de proteinas PS , desde una aproximacion bioinformatica y
experimental.
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