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requisito parcial para la obtencién del grado de DOCTOR EN CIENCIAS EN CIENCIAS
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“Aislamiento y Caracterizacion de Toxinas Cry de Bacillus thuringiensis con
actividad citocida sobre células de Cancer Cervicouterino in vitro e in vivo”

Resumen aprobado por;

Dr. Jorge”Oimos Soto

Director de Tesis

Bacillus thuringiensis, es una bacteria gram positiva, considerada cosmopolita.
Formadora de esporas, que durante su sintesis, una mezcla de proteinas denominadas
0-endotoxinas, conocidas también como proteinas Cry y Cyt, son depositadas como
inclusiones intracelulares en un segundo compartimento ubicado en posicidn
paraesporal. Estas inclusiones paraesporales, tienen un alto valor como proteinas
insecticidas para su uso en aerosoles, y en cultivos transgénicos. Los genes cry son muy
diversos. Su distribucion en la naturaleza esta directamente relacionada con la
distribucién de diferentes especies de insectos. Por lo tanto, el territorio mexicano resulta
atractivo para estudiar genes cry.

Recientemente se han encontrado algunas cepas de B. thuringiensis que producen
proteinas de inclusion citotéxicas para cultivos celulares de mamiferos, incluyendo,
lineas celulares de cancer humano, a las que se ha agrupado en una nueva familia de
endotoxinas denominado Parasporinas.

£n este estudio se aislaron 28 cepas de B. thuringiensis de la region Ensenada-Tijuana,
productoras de cristales, los cuales fueron caracterizados morfologicamente. Las
proteinas Cry contenidas en los cristales fueron caracterizadas molecularmente y
sometidas a un andlisis de actividad toxica tanto en larvas de insectos como en
diferentes células de humano.

Se identificaron dos toxinas provenientes de las cepas 6-1 y 10-2 respectivamente con
actividad citocida importante en tumores inducidos en ratones nude con céluas Hel.a
originarias de células de cancer cervicouterino con Virus del Papiloma Humano (VPH)
tipo 18, que sumado al VPH 16 son los agentes causales del 70% de los casos de
cancer cervicouterino en el mundo. Las toxina provenientes de 6-1 y 10-2, eliminan
tumores inducidos de 0.8 a 1.4 cm a partir de una concentraciéon de 10 pg/mi,
aparentemente por apoptosis.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, proteinas Cry, citotoxicidad en cultivos celulares,
citotoxicidad en tumores inducidos.
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ABSTRACT of the thesis presented by Gretel Mendoza Almanza as parcial
requirement to obtain the DOCTOR IN SCIENCES IN LIFE SCIENCES degree, with
orientation in Marine Biotechnology. Ensenada, Baja California, February 11, 2011.

"Isolation and Characterization of Cry toxins from Bacillus thuringiensis with
cytocidal activity on Cervical Cancer Cells in vitro and in vivo”.

Bacillus thuringiensis is a gram-positive bacteria, considered cosmopolitan. Spore-
forming, which during its synthesis, a mixture of proteins called &-endotoxins, also
known as Cry and Cyt proteins are deposited as intracellular inclusions in a second
compartment located in parasporal position.

These parasporal inclusions have a high value as insecticidal proteins for use in
aerosols, and in transgenic crops. The cry genes are very diverse. Its distribution in
nature is directly related to the distribution of different species of insects. Therefore, the
Mexican territory is attractive to study genes cry.

Recently we have found some strains of B. thuringiensis that produce cytotoxic proteins
for mammalian cell culture, including human cancer cell lines, which have been grouped
in a new family of endotoxins called Parasporinas.

In this study, we isolated 28 strains of B. thuringiensis from Ensenada-Tijuana region,
crystals producers. Which were characterized morphologically. The Cry proteins
contained in the crystals were molecularly characterized and subjected to an analysis of
toxic activity in both insect larvae and in different human cells.

We identified two toxins from strains 6-1 and 10-2 respectively with significant cytocidal
activity on induced tumors on nude mice with HelLa cells originating in cervical cancer
cells with human papillomavirus (HPV) type 18, which together with HPV 16 are the
causative agents of 70% of cervical cancer cases worldwide.

The toxin from 6-1 and 10-2, removed induced tumors between 0.8 to 1.4 cm of size
from a concentration of 10 mg / ml, apparently by apoptosis.

Keywords: Baciflus thuringiensis, Cry protein, cytotoxicity on cell culture, cytotoxicity on
induced tumors.




iti

DEDICATORIA

A mis dulces y adorados padres por hacer de nuestra su vida, por cuidar de
nosotros, por empenarse en ser siempre mejores en todas y cada una de las cosas que
hacen, por ensefiarme tantas cosas, por su confianza, apoyo y amor y por seguir
aqui...en pie de luchall

A mi abuela, gue aundque ya no esta con nosotros siempre serd unc de mis
pilares.

A mis enfrafiables hermanos Brenda e lrving por ser mis amigos, por permitirnos
tener una familia unida y querida, por hacerme sentir orguliosa y por encrgullecerse de
mi, por todo lo gue hemos compartide y por lo que vendra.

A mis tios y primos por todo su apoyo y amor, por estar siempre pendientes de
mi, por cuidarme y protegerme.

A mis amigos Brenda, Anahi, Lluvia, Fanny, Yamileth, Michelle y Ricardo por
compartir la parte mas divertida de la vida conmigo pero también por estar en las
ocasiones mas dramaticas. Por impulsarme a ser mejor siempre y no dejarme caer.

Los quiero y esta es mi forma de agradecerles su presencia y amor en mi vida.




iv

AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) y al Centro de Investigacién
Cientifica y de Educaciéon Superior de Ensenada (CICESE) por el apoyo y becas
otorgadas para la realizaciéon de mis estudios de Doctorado a través del Proyecto No.
202918 del CONACYT.

A mi Director de Tesis, Dr. Jorge Olmos Soto por haber dirigido este trabajo, por la
confianza y los consejos.

A los Miembros de mi Comité de Tesis por el apoyo incondicional.

Ala Dra. Leticia Rocha Zavaleta del Instituto de Investigaciones Biomédicas- UNAM. A
la Dra. Alejandra Bravo del Instituto de Biotecnologfa — UNAM. Al Dr. Stephano por
brindarme desinteresadamente un espacio para desarrollar este trabajo, por sus
consejos y por su dedicacion a la investigacion que es fuente de inspiracion.

Ala M. en C. Maria Cecilia Aguilar Zacarias del Instituto de Investigaciones Biomédicas
- UNAM por el entusiasmo y la entrega en este proyecto, por confiar y creer en mi y por
hacer mis dias en el bioterio menos aterradores.

A la Dra. Rosa Marfa Ribas de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas por aceptar
colaborar con nosotros.




Al Ingeniero Israel Gradilla del Centro de Ciencias de la Materia Condensada de la
UNAM, a la M. en C. Miriam Poumian del Departamento de Ecologia Marina — CICESE
y ala M. en C. Verénica Alcantara de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas por el
apoyo técnico brindado.

A mis compafieros de Laboratorio Abigail, Abelardo, Efrain, Giuly y Karla por sonreir
con mis logros y alegrias y por animarme y apoyarme en los momentos dificiles en este
largo camino gue juntos recorrimos.

Ala M. en C. Gissel Tinoco porque gracias a ella tuve mi primera experiencia en el
campo laboral.

A la Dra. Carmen Paniagua por confiar en mi y darme la oportunidad de trabajar en un
momento dificil para mi.

Al Dr. Miguel Angel del Rio por su paciencia y apoyo.

A toda mis comparieros del CICESE, de la UNAM vy del IPN que tuve el placer y el
honor de conocer y por quienes las alegrias siempre fueron mas en este venturoso
camino.

xadmm'uoguﬂoupotlomcﬁo?uﬁawﬂdo.lasa&ldutiau&umﬂdcmmmbabcm.

William Cowpex (1731-1800)
Foeta britdnico.




CONTENIDO

RESUMEN EN ESPANOL.

RESUMEN EN INGLES

DEDICATORIA

AGRADECIMIENTOS

CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABLAS
I INTRODUCCION. ... e
. ANTECEDENTES.............

.1,
.11
[LLIA.
[.LIB.
11
111,
V.
iLv.
(VLI
VL.

ILV.ILA.
VLB,

IRYAIIE

Cancer... .

CancerCerv:coutenno (Cacu)
Ciclo de Replicacion del VPH................coceeii e,
Patogénesis......coovei it
CultivoCelular ..o
p53...

Rb...

Bac;ﬂus thurrng.'ens.vs

Generalidades de B. thunng:ens;s

Proteinas Cry y Cyt... .
Sintesis de Proteinas Cry en B, thurmglenSIs ..............
Mecanismo de accion de proteinas Cry en insectos.....
Parasporinas.......cooooen i

Hl.  JUSTIFICACION.........ooi
V. MATERIALES Y METODOS ...

V.
VIA
VAL
VAL

VIALV,

VIAV.

VIAVI

Ensayos in Vitro...
Aislamiento de cepas de B. thunngrensrs

Cultivo de cepas de B. thuringiensis ..

Cosecha de B. thuringiensis ..

Identificaciéon de Cristales por Mlcroscop:a Electronfca
de Barrido... .

Solubllszamon de Crlstales de B thunngrensrs .
Activacion de la Protoxina Cry por accién de proteasas
en los extremos C-terminal y N-terminal...

vi

Pagina




V.IAVII.
V.IAVIIL

VIAIX
V.IAX

V.IAXI.

V.IB.L
VB

V.IB.IIL

V.IB.IV.
V.IB.V.
V..
V.IALL
VAL
VAL

V.IIB.I.

CONTENIDCQ (continuacion)

Electroforesis de Proteinas en geles de poliacritamida..
Electroforesis de Proteinas totales de cepas aisladas
de B. thuringiensis ..

Extracciéon de ADN total

Caracterizacion mo!ecular por PCR de genes cry y cyt
de B. thuringiensis... e
Identificacion  de protelnas a través de la
Espectometria de Masas de Alta Resolucion LC-
MS/MS... .

Efecto hemolmco de toxmas de B thurmg/enSIS sobre
eritrocitos humanos... "

Condiciones de cremmlento de Ias Imeas celulares de
eritrocitos humanos.. o
Determinacion de la refamon entre eI numero de
células metabblicamente activas y el formazan
producido... .
Efecto de Ias toxmas Cry y Cyt de B thurmgrens:s en
células cancerigenas en cultivo... e
Ensayo de viabilidad celular ..................................

Ensayos in vivo.. "

Induccién de tumores en ratones nu/nu T
Estudio de citotoxicidad de toxinas Cry en ratones
Balb/c... i
CltotOX|C|dad de toxmas Cry sobre tumores mducudos
en modelos murinos nude (nu/nu)...
Actividad insecticida de toxinas Cry

Vi. RESULTADOS ... ..o e e e et e

VLIALL
VILALNL
VILIANIL

VLIAIV.

VILIAV.

V9LIAVI

VEIAVIL

Aislamiento de cepas de B.thuringiensis.....................

Cultivo de cepas de B. thuringiensis..........................

Caracterizacion de Cristales por Microscopia

Electrdnica de Barrido... .

Electroforesis de proteinas totales de cepas de B

thuringiensis aisladas de la region Ensenada -

Tijuana... .

Condlcmnes in vitro de soiubmzaczén y act;vac;on para

proteinas Cry de B. thuringiensis...

Solubilizacién y confirmacién de Ia actlvacmn de

proteinas Cry en geles de poliacrilamida... ce
Caracterizacion molecular por PCR de genes cryy cyt

de B. thuringienis... e e e

vii

Pagina
38

38
39

40

42
42
43

44

44
45

47
48

49

50
53

55

55
60

62

65
65
68

69




VLIAVII.

V.IB.L
VLIB.IL.

VLIB.IA.
VLIB.IIB.

VLIB.IC.

VLIB.ID.

VLIL
VLA,
ViB.
VLIIBa.
VLIIC.
VLIiCa.
VLICh.
VLIID.
VI.11Da.
VI.1IDb.

VLIIB.

CONTENIDO (continuacion)

ldentificacién de proteinas a través de Ia
Espectometria de Masas de Alta Resolucién LC-
MS/MS... .
Efecto de Eas toxmas de B thuringiensis sobre
eritrocitos humanos. .. . e
Efecto ant:cancerigeno de toxmas Cry de B.
thuringiensis en lineas celulares...

Cultivo Celular... e
Determinacion de |a relacmn entre eI numero de
células metabolicamente activas y el formazan
producido ..

Efecto anttcancerlgeno de toxmas Cry en B
thuringiensis en lineas ce!ulares HelLa, HaCat, SiHa y
MCF7...

Prueba de TUNEL

Ensayos in vivo.. .

Induccion de tumores en ratones nu /nu R
Citotoxicidad de toxinas Cry en ratones Balblc ............
Exposicién de ratones Balb/c a diferentes toxinas Cry...
Citotoxicidad de toxinas Cry sobre fumores inducidos
en modelos murinos nude (nu/nu)...
Exposicién de ratones nude a toxmas Cry de Ia cepa
6-1.. "
Exposmon de ratones nude a toxmas Cry de Ea cepa
10-2..
Exposmion de ratones nude a toxmas Cry y su
recuperacion .. .
Exposicién de ratones nude a toxmas Cry de Ia cepa
6-1..
Exposwlon de ratones nude a toxmas Cry de Ia cepa
10-2...
Ensayos Blonsectlmdas

VI DISCUSIONES. ...t e

VILL
VILIL
VILHLL
VILIV.
VILV.
VIEVI.
VILVI.

Generalidades. ..

Genes cry...
Cultivo y caracter!stmas de cepas de B thunngfens:s
Aislamiento y purificacion de Proteinas Cry...
Solubilizacién y activacion de Proteinas Cry...

Acitividad Insecticida de Proteinas Cry...
Actividad citécida de las Proteinas Cry en ce!ulas de
cancer in vitro ..

viii

Pagina

71
73

75
75

77

78
91
93
93
94
94

95
95
99
102
102

106
107

109
109

109
112
114
115
116
118




CONTENIDO (continuacion)

VILVIIL. Actividad citocida de las Proteinas Cry en células de

VL.
IX.

CANCEer i VIVO. .. ..o

CONCLUSIONES............oooiiiii i e,
LITERATURA CITADA ... e,

APENDICE

ix

Pagina

122
125

127




Figura

LISTA DE FIGURAS

Diagrama que muestra el progreso de célula madre a célula de cancer.
La recurrencia de cancer y la poca efectividad de las terapias contra el
cancer podria explicarse por las mutaciones en células totalmente
indiferenciadas conocidas como células madre e incluso en células
menos diferenciadas como las multipotenciales, c¢élulas tejido-
especificas, células progenitoras 6 células maduras. Ponnusamy y Batra
2008.

Esquema de mapa gendmico de VPH tipo 16. Mufioz et al. 2003.

Etapas del ciclo de vida de VPH durante su infeccién. a) Representacion
esquematica de piel, donde se muestra el patron de expresion genética

de HPV 16 y la migracién de las células infectadas hacia la superficie

celular. Después de la infeccidbn (como se representa en este caso, a
través de una cortada) el genoma viral se matiene de forma episomal
con un bajo numero de copias. Durante la diferenciacién epitelial, el
promotor p97 dirige la expresion de los genes E6 y E7 {(en rojo)
necesarios para entrar a la fase S. El promotor p670 se activa en las
capas epiteliales superiores y la replicacion de proteinas virales como
E1, E2, E4, ES se incrementa (en verde), facilitando la amplificacion del
genoma viral (en azul). Los cambios en el deslizamiento del ARNm
permiten a E4 sobrevivir dentro de las capas epiteliales superiores
donde la capside viral se encuentra {en amarillo). b) Muesta que en las
células epiteliales del estrato inferior son competentes para la fase S. La
amplificacion del genoma viral empieza en estas células pero cesa una
vez que las células pierden su capacidad para expresar proteinas de
fase S. Ademas el genoma viral amplificado puede ser detectado en las
capas epiteliales superiores. Doorbar, 2005.

Cambios en el ciclo de vida del VPH durante el desarrollo del cancer
cervical. Durante la progresion de Neoplasia Cervical Intraepitelial de
grado 1 (NC! 1) a grado 3 (NCI 3) la expresiéon de las diversas proteinas
del HPV cambia y las células epiteliales pierden su genotipo cambiandolo
por el del genoma insertado por el virus. Doorbar, 2005.
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p53. Las sefiales de estrés convergen en p53, y activa varias cinasas y/o
acetiltransferasas, fosforilando o acetilando a p53. Las modificaciones
postraduccionales resultan en la estabilizacién y activacién de p53 en el
nucleo, donde interactia con secuencias especificas en el ADN que son
sitios de unidn blanco. Esta unién desencadena diversas respuestas
celulares como apoptosis, arresto del ciclo celular o reparaciéon del ADN
dafiado. Cuando la cadena de p53 no es tan larga como se requiere, es
ubiguitinizada por MDM2, moviéndose fuera del nlcleo para ser
degradada por el proteosoma 26S. p53 puede actuar fuera del nicleo
uniéndose a proteinas anti-apoptéticas como la BCL2 para inducir
apoptosis.Ohnishi ef al. 2005.

Rb. El Retinoblastoma (RB) y las proteinas relacionadas a Rb, se unen a
la familia de factores de transcripcién E2F para inhibir su actividad. Las
sefiales mitogénicas, estimulan la transcripcion de ciclina D y permiten el
ensamble de complejos enziméticos como las cinasas dependientes de
ciclina CDK4 o CDK8. Estas (ltimas, junto con el complejo Ciclinak -
CDK2, fosforilan a Rb en diversos sitios, causando la disociacién del
complejo Rb-E2F, liberando la inhibicion de E2F por Rb; permitiendo asi
la transcripcién de genes mediados por E2F requeridos para la
progresidon a a fase S. Rb es importante en la apoptosis y en la
diferenciacion. Ying ef al. 2006

Bacillus thuringiensis. La figura de la izguierda muestra la fase vegetativa
de la bacteria, dentro de ella se observan esporas y estructuras
paraesporales visto en microscopio de contraste de fases. La imagen de
la derecha muestra cristales bipiramidales de Bacillus thuringiensis,
observados con microscopio electrénico de barrido. Buckman, 2008.

Dominios tipicos de proteinas Cry.

Estadios de la formacion del cristal y la espora en B. thuringiensis. La
diferenciacién de B. thuringiensis a espora se divide en 7 estadios, a
partir del tercer estadio se empieza a sintetizar el cristal proteinacec en el
compartimento denominado célula madre en posicion paraesporal. En el
estadio 7 se sintetizan las enzimas liticas que [iberan a las esporas y a
los cristales. Bechtel y Bulla, 1976.
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Representacion esquematica de los 4 tipos de receptores reportados
para Cry1A en lepiddpteros. CDR: Caderinas, APN: Glicofosfatidil-inositol
anclado a aminopeptidasa-N ALP: Glicofosfatidil-inositol anclado
afosfatasa alcalina, GRC: glicoconjugados. Bravo et al. 2007.

Modelo de accidn de las proteinas Cry. La union univalente del
mondmero de toxina Cry a BT-R inicia la progresion a muerte celular por
desencadenar una cascada de sefales en donde el primer paso es
mediar la exocitosis de receptores BT-R que estan en vesiculas
intracelulares, hacia la membrana citoplasmica. El incremento en el
despliegue de receptores BT-R en la superficie celular incrementa por lo
tanto el nimero de mondmeros de toxina que reconocen receptores,
amplificando la sefial original. La PKA modifica eventos bioquimicos que
culminan en la muerte celular. Zhang et al. 2008.

Diagrama de flujo de los ensayos que se realizaron in vitro.

Ensayo por triplicado de citotoxicidad en microplacas de 96 pozos. Cada
pozo contiene 50000 células previamente adheridas a la superficie de la
placa, a cada pozo se le adicionan 100 ul de la concentracion de la toxina
previamente activada, diluida en medio de cultivo celular incompleto. Las
concentraciones de toxina van desde los 5 pg hasta 0.004 pg y la Utima
columna se utiliza como control negativo: solo células y medio.

Diagrama de flujo del trabajo experimental realizado in vivo.

Imagen de ratones Balb/c atimicos con mutaciones en el gen nude
(nu/nu). Se muestran fenotipicamente desnudos.

Imagen de un ratén inmunocompetente cepa Balb/c fenotipicamente con
pelo.

Bioensayo de actividad insecticida de toxinas de B. thuringiensis.
Crecimiento de larvas de Manduca sexta en cajas petri sobre dieta
artificial. Del lado derecho de la figura se muestra placas de 24 pozos con
dieta artificial-agar con la toxina ya embebida en él. En cada uno de ellos
se coloco la larva para realizar los bicensayos.
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Siembra de cepas de B. thuringiensis en medio soélido. Cepas de B.
thuringiensis seleccionadas de la regién Ensenada-Tijuana en medio de
cultivo SP-agar, 96 h de incubacién a 30°C.

Crecimiento colonial de diferentes cepas de B. thuringiensis en medio
Nutrient Broth. A) B. thuringiensis var. aizawai. B) B. thuringiensis var.
kurstaki.

Cultivo de B. thuringiensis en medio SP liquido. En esta fotografia se
muestran las diferentes coloraciones que las cepas de B.thuringiensis
pueden tener, Figura A-E. Diferentes cepas de Bt cultivadas en medio SP
durante 96 h a 30 °C.

Morfologia celular de B. thuringiensis var. aizawai al microscopio optico
100x. Medio utilizado: SP, durante 96h a 30 °C con agitacion de 275 rpm.
Tincién Verde de malaquita. Figura A, en luz visible y la figura B en
contraste de fases. Los cristales y la fase vegetativa de la bacteria se
observan en la misma tonalidad - rosa, en luz visible y verde en contraste
de fases y las esporas — verdes en luz visible y amarillas en contraste de
fases. CFV- Células en fase vegetativa. E- Esporas. C- Cristales

Morfologia celular de B. thuringiensis 6-1 al microscopio dptico 100x.
Medio utilizado: SP, durante 96 h a 30 °C con agitacion de 275 rpm.
Tincion Verde de malaquita. Figura A, en luz visible y la figura B en
confraste de fases. Los cristales y la fase vegetativa de la bacteria se
observan en la misma tonalidad - rosa, en luz visible y verde en contraste
de fases y las esporas - verdes en luz visible y amarillas en contraste de
fases. CFV- Células en fase vegetativa. E- Esporas. C- Cristales.

Grafica de porcentaje de esporulacidn de Bt var. aizawai en medio Luria
Bertani LB. Previa inoculacion del medio, la cepa fue sometida a
calentamiento durante 10 min. a 65° y 80°C. El controi (s/c), consistié en
la inoculacion de medio con una cepa que no habia sido sometida a
calentamiento. Se realizaron diliciones de cada tratamiento y sembraron
las diluciones 10, 10, 108 y 107'° Las lecturas de la curva se realizaron
a diferentes tiempos de incubacién: 6h, Sh, 12h, 24h. La incubacién fue a
37°C.
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Grafica de porcentaje de esporulacion de Bt var. aizawai en otros medios. 61
Figura a, medio utilizado: SP. Figura b, medio utilizado: Shaeffer. Previa
inoculacion del medio, la cepa fue sometida a calentamiento durante 10

min. a 65° y 80°C. El control (s/c), consistié en la inoculacion de medio

con una cepa gue no habia sido sometida a calentamiento. Se realizaron
diliciones de cada tratamiento y sembraron las diluciones 10, 10°, 10% y

10" Las lecturas de la curva se realizaron a diferentes tiempos de
incubacion: 6h, 9h, 12h, 24h. La incubacién fue a 37°C.

Imagenes observadas por MEB de las diferentes morfologias de los 62
cristales de las cepas de Bt aisladas de la region Ensenada-Tijuana.
Imagen a-d, Muestra diferentes morfologias de los cristales de Bt CC-

cristal cubico. Cl-cristal irregular. CE- cristal esférico. CO-cristal ovoide.

E- espora.

Imagenes observadas por MEB de las diferentes morfologias de los 63
cristales de las cepas de Bt aisladas de la regiéon Ensenada-Tijuana.
Imagen e-j, Muestra diferentes morfologias de los cristales de B.
thurngiensis, CC-cristal clbico. Cl-cristal irregular. CE- cristal esférico.
CO-cristal ovoide. E- espora. C- céula vegetativa. CB- cristal bipiramidal.

Pérfil de proteinas en SDS-PAGE al 10%. Carril 1) MPM, carril 2) B. 65
thuringiensis var. aizawai, carril 3) B. thuringiensis var. kurstaki, carril 4)

Cry3A, carril 5) Cry4A, carril 6) Cry1Ab, carril 7) M1#4, carril 8) M1#8,

carril 9) M2#2, carril 10) M2#7, carril 11) 6-1, carril 12) 6-4, carril 13) 10-2.
Tincion con Azul de Coomassie.

Proteinas activadas de B. thuringiensis. Corrimiento en SDS-PAGE al 68
7.5% de cepas aisladas de Bt en la region Ensenada- Tijuana. a) carril, 1)

MPM; carril 2) B.thuringiensis var. aizawai, carrit 3) B.thuringiensis var.
kurstaki; carril 4) Cry3A; carril ) Cry4A. B. 1) MPM; carril 2) M2#7; carril

3) 1-2; carril 4) 6-1; carril 5) 6-4; carril 6) vacio; carril ;7) 7-2; carril 8) 10-2.
Tincién con Azul de Coomassie.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el cancer ha llamado la atencion de la poblacién mundial de
manera preocupante debido al nimero de defunciones que esta enfermedad ha
cobrado, segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, durante el 2007 se le
atribuyeron 7.9 millones de defunciones, equivalente al 13% de las defunciones
mundiales, de las cuales aproximadamente el 72% se registraron en paises en vias de
desarrollo, siendo el cancer cervicouterino una de las principales causas de muerte en
mujeres, teniendo esta como principal agente etiolégico al Virus del Papiloma Humano
(VPH) (Muderspach et al. 2000). En México, el Instituto Nacional de Estadistica,
Geografia e Informatica (INEG!) a través del Sistema de Estadisticas Vitales 20086,
reportd 494,471 defunciones, de los cuales el 55.4% sucedié en hombres y el 44.6% en
mujeres, siendo la tercer causa de muerte el cancer (63,888 personas equivalente al
12%).

Sin embargo, la existencia del cancer data desde el afio 3000 a.C., segun el documento
medico mas antiguo llamado el papiro de Edwin Smith, donde se describen 8 casos de
cancer de mama. Desde entonces existen registros de los avances en el conocimiento
de esta enfermedad. Por ejemplo, en el afio 400 a.C., Hipocrates acuiié las palabras
carcinos y carcinoma para describir los tumores, ahi tuvo su origen la palabra cancer
para referirse a la enfermedad. En 1779, se fundd el primer Hospital de Cancer en
Reims, Francia. En 1829 el ginecdlogo Joseph Claude Anthelm acufio el término
metastasis. En 1815 en la Universidad de Tokio por primera vez se logro inducir con
alquitran cancer en la piel de conejos, esto sentd bases para muchas investigaciones
que, hasta la fecha se desarrollan sobre mecanismos de evolucidn del cancer. En 1976
Harold E. Varmus y J. Michael Bishop, descubren el primer oncogen celular, src. En
1986 Stephen H. Friend aislé el primer gen supresor de tumores, el retinoblastoma
(Rb). En 1999, ocurre la primera transformacion exitosa de células epiteliales y de
fibroblastos humanos a cultivo de células tumorales (Mokdad et al. 2004).

Asi pues, los avances en el conocimiento del cancer han llevado a desarrollar este
concepto involucrando varios factores. Cancer es el crecimiento y propagacion
descontrolado de las células causado por la acumulacién de multiples alteraciones




genéticas y epigenéticas como son las mutaciones en los genes supresores de
tumores, en los genes encargados de la reparacién del ADN, en las proteinas
reguladoras del ciclo celular, en las moléculas de adhesion cefular, en los factores de
crecimiento y receptores, que estan involucrados en todo el curso de la transformacion
de una célula normal a una célula cancerigena (Mattar et al. 2004).

Diversos grupos de investigacién dedicados al estudio del cancer, han encontrado que
las alteraciones genéticas y/o epigenéticas que dan lugar a esta enfermedad, ocurren
en células madre multipotenciales, llamadas células madre del cancer o células
progenitoras del cancer, cuya progenie da lugar a una masa celular maligna, fotalmente
diferenciada. Estas células progenitoras de cancer, tienen un papel clave en la
iniciaciéon del cancer y/o su progresién a estados metastasicos vy en el céncer
recurrente, porque tienen la capacidad de adquirir un fenotipo migratorio durante la
transicién mesenquimal-epitelial que les confiere la capacidad de migrar a sitios
distantes (Mimeault ef al. 2007).

Se han logrado grandes avances en el tratamiento de pacientes con cancer, los
métodos de diagnéstico y progndstico, las remociones quirdrgicas de tumores, las
terapias hormonales, radioterapias y quimioterapias, solas o0 en combinacion, son el tipo
de tratamientos a los que mas se recurre en pacientes diagnosticados con diversos
tipos de cancer como, leucemias, y tumores malignos sdlidos, entre ellios de piel,
cabeza, cuello, cerebro, higado, rindn, préstata, mama, ovario, pancreas, y diferentes
fipos de cancer gastrointestinal, entre otros. En general los pacientes tratados por estas
vias tienen una buena respuesta y logran salir de esta enfermedad, si se encuentran en
la fase inicial.

Cuando existe recurrencia en esta enfermedad se asocia a alteraciones genéticas y/o
epigenéticas en células madre del cancer, que contribuyen a un crecimiento
descontrolado, sobrevivencia, e invasion, asi como a una resistencia intrinseca o
adquirida a los tratamientos clinicos (Lowenberg et al. 2003).

Para estudiar la efectividad del tratamiento que se ha elegido para un paciente con
cancer, es necesario analizar periédicamente marcadores cancerigenos, como la
proteina p53. La proteina p53, producto de un gen supresor de tumores, juega un papel
importante en la terapia contra el cancer ya gue induce el arresto del ciclo celular,
apoptosis y reparacion del ADN después de terapias como la radiacién y el uso de




agentes anticancerigenos.

Se ha observado que en la mayoria de los tumores humanos existe una mutacién en el
gen pS3 por lo tanto es un marcador ideal el cual nos indicara por su expresion si la
terapia usada esta dando resultados alentadores o no. (Ohnishi et al. 2005).

Rb es ofro importante marcador tumoral, la inactivaciéon de la proteina Rb juega un
papel muy importante en la tumorogénesis humana. Su funcién principal es permitir la
interaccion con los factores de transcripcion de la familia E2F para ensamblarse a
complejos represores activos y regular negativamente la expresion de los genes
dependientes de E2F importante para la progresion del ciclo celular (Ying et al. 2006).
Las terapias desarrolladas para controlar el cancer han evolucionado a medida que la
tecnologia y el conocimiento sobre la enfermedad han avanzado, ahora las terapias son
mas dirigidas y por lo tanto especificas hacia la célula cancerigena que se desea
eliminar y muchos de los farmacos actualmente producidos a escala mundial tuvieron
su origen en la busqueda de metabolitos producidos por algun tipo de organismo, ya
sea acuatico o terrestre.

En el desarrolio de este frabajo nos enfocamos a la busqueda de proteinas de origen
bacteriano especificamente de B. thuringiensis con actividad citotoxica contra células
de cancer.

l.os efectos de las toxinas de B. thuringiensis sobre cultivos celulares provenientes de
cancer ha resultado en un interés creciente, ya que ademas de sus muy conocidas
propiedades insecticidas, recientemente se ha reportado que las toxinas de B.
thuringiensis tienen actividad citécida en células de mamiferos en cultivo, y algunas de
ellas especificamente sobre células de cancer (Mizuki ef al. 2000; o et al. 2004,
Okumura et al. 2004; Yamagiwa ef al. 2004; Yamashita et al. 2005; Uemori et al. 2006;
Jung ef al. 2007).




Il. ANTECEDENTES
i.I CANCER

Se ha propuesto recientemente la implicacion de células progenitoras del cancer
tumorigenico o de leucemia, en la iniciacién del cancer y en su progresién a estadios
metastasicos y en la resistencia a terapias convencionales. También llamadas células
madre cancerigenas o células iniciadoras del cancer (Dean et al. 2005). Se cree que las
células madre cancerigenas son causa de mutaciones gque ocurren en las células
madre multipotenciales, células madre tejido-especificas, células progenitoras y células
maduras. El programa de auto renovacion y diferenciacion juega un papel clave en la
génesis de las células madre cancerigenas como se muestra en la figura 1. Estos
conceptos explican parcialmente la recurrencia de la mayoria de los canceres agresivos
cuando son tratados con las terapias actuales. Mas especificamente, la reactivacion de
las diversas cascadas de sefializacion por ejemplo, de los factores de crecimiento
epidermal (EGF)/EGFR, factores de células madre (SCF)/KIT, y transporte ABC
mediado para el flujo de multidrogas en células progenitoras del cancer, pueden ser
responsables, al menos en parte de la recurrencia con terapias clinicas (Mimeault ef al.
2008).

Inclusive, los cambios en el microambiente local de células progenitoras del cancer,
pueden también influir en su comportamiento (Mimeault et al. 2007).

Basados en estas observaciones, es importante considerar la presencia de éstas
células progenitoras de cancer en las lineas celulares, ya que estas pequefias
subpoblaciones de células progenitoras del cancer aisladas de tejidos malignos de
pacientes pueden representar el mas apropiado modelo experimental para
investigaciones basicas de cancer y pruebas de drogas in vifro e in vivo.
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Figura 1. Diagrama que muestra el progreso de célula madre a célula de cancer. La
recurrencia de céancer y la poca efectividad de las terapias contra el cancer podria
explicarse por las mutaciones en células totalmente indiferenciadas conocidas como
cé€lulas madre e incluso en células menos diferenciadas como las multipotenciales,
células tejido-especificas, células progenitoras 6 células maduras. Ponnusamy & Batra,
2008.

I1.11 CANCER CERVICOUTERINO (CaCu)

Se ha identificado al Virus del Papiloma Humano (VPH) como el principal agente causal '
del cancer cervicouterino, siendo este una de las principales causas de muerte en los

paises en vias de desarrollo.

El VPH es un virus perteneciente a la familia papovavirus, estos virus se replican

especificamente en el nucleo de células epiteliales escamosas. A diferencia de lo que

ocurre en otras familias virales las proteinas de la capside de los diversos tipos de VPH

son antigénicamente similares. Por lo tanto los VPH pueden ser clasificados en

genotipos y subtipos, esto se basa en las diferencias a nivel de su secuencia de ADN.




Los VPH tienen un ADN de doble cadena (Mandic ef al. 2004), pero s6lo una de las dos
cadenas de ADN del VPH es transcrito (MUnger et al. 2004). Su genoma es circular de
aproximadamente 8kb. Su capside viral mide aproximadamente 55nm.

El genoma de VPH se puede dividir en tres partes principales; la primera de ellas se
encuentra a 44kb aproximadamente, conocida como regidn temprana (E), que codifica
para proteinas no estructurales, involucradas en la replicacién y regulacion viral, asi
como en su capacidad carcinogénica. Se conocen 6 genes tempranos E1, E2, E4, E5,
E6 y EY.

Posteriormente a 3kb aproximadamente se encuentra la regién tardia (L) que codifica
las dos proteinas de la capside L1 y L2. A 1kb aproximadamente se encuentra ia region
control no codificante que contiene una variedad de elementos cis que regulan la
replicacion viral y la expresion del gen (Minger ef al. 2004). En la figura 2 se muestra un
esquema del mapa gendmico de VPH tipo 16.

Replicacién de ADN y . .
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Figura 2. Esquema de mapa gendémico de VPH tipo 16. Mufioz et al. 2003.




Los papovavirus tienen una amplia distribucién entre los vertebrados y son especificos a
especie (Pyeon et al. 2005). De los virus de papiloma que pueden infectar a los
humanos, mas de 80 tipos afectan células epiteliales incluyendo piel, mucosa
respiratoria y tracto genital (Mandic ef al. 2004).

Los tipos de VPH del tracto genital se clasifican por su potencial maligno en virus de
bajo riesgo, entre los que se encuentran los tipos 6, 11, 40, 42, 43 y 44. Y los virus de
alto riesgo, entre los que se localizan los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 y 68 (Jacobs et al. 1997).

Los virus de bajo riesgo no han sido encontrados en pacientes con CaCu (Minger et al.
2004). Mientras que el VPH 16 y tipos relacionados (31, 33, 52 y 58) junto con el VPH
18 y tipos relacionados (45, 39, 59, 68) se han encontrado en el 91% de los tumores
cervicales en Centro y Sudamérica (Rocha-Zavaleta et al. 2004).

ILLIA CICLO DE REPLICACION

El ciclo vital del VPH esta relacionado intimamente con la diferenciacion epitelial. El
VPH infecta inicialmente células poco diferenciadas proliferativas del segmento basal
estratificado a través de lesiones, micro heridas y abrasiones del tejido. En esta etapa el
genoma viral reside como un plasmido en el ndcleo, con bajo nimero de copias que son
expresadas a bajos niveles y no tienen progenie. Las células infectadas se dividen y las
células hijas migran hacia el estrato espinoso del epitelio, la replicacién viral se estimula
produciendo viriones dentro del nacleo (Pyeon et al. 2005). A través del anadlisis de
moléculas de ARN mensajero viral durante las diferentes etapas de diferenciacion de las
célutas infectadas se ha demostrado que la expresion de los genes tempranos ocurre a
lo largo de todos los estratos epiteliales, sin embargo la expresiéon de los genes tardios
han sido observados Unicamente en los queratinocitos totalmente diferenciados en el
estrato cérneo, donde también ocurre el ensamblaje de las cépsides virales que dan
lugar a la formacion de viriones (Pyeon et al. 2005). Los VPH son no liticos, por lo tanto
se valen de las caracteristicas propias de las células que los albergan para propagar su
progenie, que es liberada cuando las células terminales del estrato cérneo sufren un
nroceso de descamacion (Pyeon et al. 2005). En la figura 3, se muestra un esquema del




ciclo infeccioso del VPH en la mucosa y las proteinas se expresan en cada una de las
etapas.
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Figura 3. Etapas del ciclo de vida de VPH durante su infeccién. a) Representacion
esquematica de piel, donde se muestra el patrén de expresién genética de HPV 16 y la
migracion de las células infectadas hacia la superficie celular. Después de la infeccion
(como se representa en este caso, a través de una cortada) el genoma viral se matiene
de forma episomal con un bajo nimero de copias. Durante la diferenciacion epitelial, el
promotor p97 dirige la expresion de los genes E6 y E7 (en rojo) necesarios para entrar
a la fase S. El promotor p670 se activa en las capas epiteliales superiores y ia
replicacion de proteinas virales como E1, E2, E4, E5 se incrementa (en verde),
facilitando la amplificacién del genoma viral (en azul). Los cambios en el deslizamiento
del ARNm permiten a E4 sobrevivir dentro de las capas epiteliales superiores donde la
capside viral se encuentra (en amarillo). b) Muesta que en las células epiteliales del
estrato inferior son competentes para la fase S. La amplificacion del genoma viral
empieza en estas células pero cesa una vez que las células pierden su capacidad para
expresar proteinas de fase S. Ademas el genoma viral amplificado puede ser detectado
en las capas epiteliales superiores, Doorbar, 2005.




II.1.IB PATOGENESIS

La infeccion con el VPH se transmite unicamente por contacto sexual y se ha calculado
que su prevalencia en nuestro pais es del 70%.

Se sugiere que la neoplasia cervical intraepitelial (NCl) es un paso previo al cancer
cervical como tal, caracterizado por cambios displésicos donde ademas empieza la
maduracién del desorden. La neoplasia cervical intraepitelial se clasifica en NCI | o
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIBG) y NCI I/, o lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (LIAG). Estas lesiones precursoras pueden
continuar por muchos afios hasta convertirse en una enfermedad maligha invasiva
(Mandic et al. 2004).

El genoma del VPH en este tipo de lesiones (NCI), se encuentra usualmente de forma
episomal (circular no integrado), mientras que en un cancer invasivo cervical el genoma
se integra al ADN del hospedero siendo este el evento clave por el que ¢l VPH induce
carcinogénesis. En la figura 4 se muestra un esquema del patron de expresion de
proteinas de VPH a medida que la NCI avanza.

NCI 1 NCI 2 NCI 3

Figura 4. Cambios en el ciclo de vida del VPH durante el desarrolio del cancer cervical.
Durante la progresion de Neoplasia Cervical Intraepitelial de grado 1 (NCI 1) a grado 3
(NCI 3) la expresion de las diversas proteinas del HPV cambia vy las células epiteliales
pierden su genotipe cambiandolo por el del genoma insertado por el virus. Doorbar,
2005.
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Existen diversas proteinas tanto celulares como virales que participan en el proceso de
invasién e integracién del genoma viral en el huésped, para finalmente producir CaCu.
La proteina E4 del VPH durante la infeccién se asocia a filamentos intermedios de
queratina de la célula huésped, de esta forma desestabiliza la red mecanica de
queratina y se facilita la liberacién de particulas virales (Roberts et al. 2004). E2 es un
factor de transcripcion viral que se une al ADN e interactia con la secuencia
ACCNgsGGT en la regién control no codificante del virus. En los VPH de alto riesgo E2
tiene la capacidad de actuar como activador transcripcional ademas de interactiar con
la helicasa viral, esta interaccion es necesaria para el reconocimiento eficiente del
origen y la replicacion del genoma viral (Roberts et al. 2004). E2 ademés regula a E6 y
E7.

La proteina del gen E6 se une al gen supresor de tumores p53 e induce su degradacion.
El blanco de E7 es otro gen supresor de tumores, el producto del gen de retinoblastoma
(pRB). Su unidn altera el estado de fosforilacion, que inactiva las funciones de p53, que
a su vez es un control del ciclo celular. La inactivacion de p53 y Rb por las proteinas
- virales E6 y E7 crean una desrregulacién del ciclo celular en ia fase S o que empieza a
crear la atmoésfera propicia para el crecimiento desmedido de células del cervix (Mandic
et al. 2004, Munger ef al. 2004).

La integracién del genoma viral en el genoma del huésped segun diversos estudios
realizados, aumenta la expresion de los oncogenes E6 y E7 probablemente por la
mayor estabilidad del genoma viral ya dentro del genoma del huésped, derivando en
transcritos de fusion celular y viral (Klaes et al. 1999; Minger et al. 2004).

E6 tiene ademas otras caracteristicas importantes en el proceso de carcinogénesis. Es
una proteina de aproximadamente 150 aminoacidos (aa) que contiene 2 dominios con 2
motivos CXXC cada uno relacionado con el carboxilo terminal de E7. EB puede activar
la transcripcion de hTERT (subunidad catalitica de telomerasa humana) y elimina un
mecanismo de defensa celular encargado de depurar el ambiente de células muertas,
de morfologia anémala y/o senescentes desencadenada por la expresion de E7 a traveés
de la inactivacion de p53. Este proceso es escencial para el ciclo de vida de VPH de alto
riesgo (Jacobs et al. 1997).
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Al igual que E6, E7 cuenta con ofras propiedades que la hacen indispensable en el
proceso de carcinogénesis. E7 es una proteina de bajo peso molecular de
aproximadamente 100 aa a la que no se le conoce actividad enzimatica intrinseca, sin
embargo, E7 posee la habilidad para asociarse con Rb, importante para generar y/o
mantener un ambiente que conduzca a la replicacion viral. E7 también puede actuar
sobre los inhibidores dependientes de ciclina, incluyendo a p21 y p27, éstas proteinas
son reguladoras criticas del arresto del ciclo celular durante ia diferenciacion de los
queratinocitos, su inhibicién por E7 contribuye al mantenimiento de un ambiente celular
para una replicacion competente de las células epiteliales diferenciadas del huesped. E7
actla como un mutageno mitético incrementando el ndmero de errores en la mitosis
durante cada division celular, asi proveé la plasticidad gendmica necesaria para la
adquisicibn de mutaciones celulares adicionales que contribuyen a la progresion
maligna. La mayoria de las células tumorales humanas tienen una actividad aberrante
de la telomerasa importante para la carcinogénesis (Jacobs ef al. 1987).

Las proteinas E6 y E7 contribuyen a la inmortalidad de células epiteliales humanas a
través de la induccion de la actividad de la telomerasa. E6 induce la expresién de
hTERT a nivel transcripcional (Jacobs et al. 1997).

La transfeccion celular de oncogenes provenientes de VPH de alto riesgo 16 o 18
transforman las lineas celulares establecidas e inmortalizan las células primarias de
queratinocitos. La coexpresion de genes E6 y E7 de VPH de alto riesgo inducen la
inmortalizacién de los queratinocitos. E6 preéenta la misma actividad estimulante de la
telomerasa ademas de inactivar p53 incrementando la mutagénesis y la inestabilidad
gendmica. Su constante expresion es requerida para la proliferacion de las lineas de
carcinoma cervical incluyendo a Hela y SiHa (Riley et al. 2003).

I} CULTIVO CELULAR

Los cultivos celulares provenientes de tejido somatico normal, expresan un limitado
potencial proliferativo llamado senescencia, los mecanismos responsables de este
hecho son desconocidos aun, se propone qgue el acortamiento de los teldmeros
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resultante de la represion de la telomerasa en cultivos celulares, asi como la respuesta
al estrés y dafio a ADN son los principales factores limitantes (Garbe et al. 2007).

La inmortalidad de los cultivos celulares es inducida después de haber pasado dos
barreras flamadas M1y M2 (Wright et al. 1989). La primera barrera que debe pasar, M1,
es la activacion de los puntos de control de ciclo celular p53 v Rb cuyas sefales
provocan el acortamiento de los telémeros causando el arresto en el ciclo celular, La
extension de la vida de los cultivos celulares, se obtiene por la exposicion a oncogenes
virales que inactivan a Rb y p53. Después llegaran a la barrera M2, donde pasaran por
un punto critico ya que el acortamiento de los telémeros produce inestabilidad gendémica
y muerte celular. Se ha observado que cuando superan este punto critico existe una
rara mutacion en la actividad de la telomerasa que adquiere durante este periodo
(Wright et al. 1995).

LIl p53

La proteina pb3 previene la degeneracion de una célula normal. El ancestro de la
proteina tumor supresora p53 de mamiferos, es homéloga en drosophila y neméatodos
(Derry et al. 2001). Las células que tienen mutado p53 y las que lo tienen suprimido
avanzan a células cancerigenas debido a que se pierde la estabilidad genética y las
mutaciones se acumulan, las células progresan a cancer en una alta frecuencia (Garbe
et al. 2000). p53 ademés, regula la trascripcion de genes blanco por unién a secuencias
especificas en el ADN (Ohnishi ef al. 2005).

P53 induce el arresto en la fase G1 del ciclo celular a través de la inhibicién de la
actividad de la ciclina/CDK. El dafio al ADN induce apoptosis por diversas vias
reguladas por p53, como Bax (proteina X asociada a Bcl), Fas/APO-1. Como se
muestra en la figura 5, el arresto del ciclo celular o apoptosis se lieva a cabo segun las
modificaciones que tengan las moléculas de p53 como; fosforilaciones, acetilaciones o
poli ADP-ribosilaciones (Ohnishi et al. 2005).
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Figura 5. p53. Las seflales de estrés convergen en p53, y activa varias cinasas y/o
acetiltransferasas, fosforilando o acetilando a p53. Las modificaciones
postraduccionales resultan en la estabilizacién y activacion de p53 en el nlcleo, donde
interacttia con secuencias especificas en el ADN que son sitios de union blanco. Esta
unién desencadena diversas respuestas celulares como apoptosis, arresto del ciclo
celular o reparacion del ADN dafiado. Cuando la cadena de p53 no es tan larga como
se requiere, es ubiquitinizada por MDM2, moviéndose fuera del nucleo para ser
degradada por el proteosoma 26S. p53 puede actuar fuera del nlcleo uniéndose a
proteinas anti-apoptéticas como la BCL2 para inducir apoptosis. Chnishi et al. 2005.

ILIV Rb

La proteina Rb, juega un papel muy importante en muchos procesos celulares
incluyendo regulacién del ciclo celular, replicacién del ADN, reparacion del dafio a ADN,
apoptosis, diferenciacion celular y senescencia. El gen del retinoblastoma, Rb es uno de
los blancos mas frecuentes para la inactivacion durante el curso de la tumorogénesis
humana.




14

La regulacién de Rb por fosforilacién ha sido extensamente estudiada. La regulacion de
la degradacién de la proteina Rb mediada por el sitema de ubiquitinacién-proteosoma,
se desconoce. L.a oncoproteina viral E7, el antigeno nuclear 3 del virus Epstein Barr
(EBNA3C), el citomegalovirus humano pp71 y la oncoproteina gankirin, todas ellas
contienen el motivo de unidén L-X-C-X-E-Rb blanco de Rb para su degradacién por rutas
dependientes de ubiquitina o ubiquitina independiente de proteosoma.

La proteina Rb, contiene 3 distintos dominios de unién a proteinas; El dominio N-
terminal, el dominioc medio A-B y el dominio C-terminal. La funcién del dominio N-
terminal esta poco establecido, el dominio A-B llamado bolsa pequefia (RbSP) se une a
las protelnas que contienen el motive LXCXE de unién a Rb. El motivo large (RbLP),
contiene dominios A-b y C requeridos para la interaccién in vivo con los miembros de la
familia E2F y es suficiente para la funcion de supresion de crecimiento de Rb, como se
esquematiza en la figura 6. El dominio C-terminal, llamado bolsa C (RbC), es
importante para la supresién de formacioén de retinoblastoma (Ying et al. 2006).

Las oncoproteinas virales E7 de virus de papiloma humano de alto riesgo, se unen a su
blanco Rb por proteosomas que median su degradacion.

El citomegalovirus humano (CMV) promueve la degradacion de la proteina Rb en rutas
dependientes de proteosoma y ubiquitina independiente. EI mecanismo molecular es
desconocido. El virus Epstein-Barr se une a Rb resultando en su desestabilizacion. El
virus de la hepatitis C, también forma un complejo con Rb y promueve su degradacion
(Kim et al. 2006).
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Figura 6. Rb. El Retinoblastoma (RB) vy las proteinas relacionadas a Rb, se unen a la
familia de factores de franscripcion E2F para inhibir su actividad. Las sefiales
mitogénicas, estimulan la franscripcion de ciclina D y permiten el ensamble de
complejos enzimaticos como las cinasas dependientes de ciclina CDK4 o CDK6. Estas
uitimas, junto con el complejo CiclinaE - CDK2, fosforilan a Rb en diversos sitios,
causando la disociacidn del complejo Rb-E2F, liberando la inhibiciéon de E2F por Rb;
permitiendo asi la transcripcion de genes mediados por E2F requeridos para fa
progresion a a fase S. Rb es importante en la apoptosis y en la diferenciacién. Ying et
al. 20086.

1.V Bacillus thuringiensis

La busqueda de farmacos anticancerigenos se ha realizado alrededor de todo el mundo
y en todos los ecosistemas con la finalidad de encontrar un compuesto capaz de
estabilizar el ciclo celular entre otras cosas. Bacillus thuringiensis es una bacteria que
produce proteinas Cry conocidas s6lo por su actividad insecticida, hasta principios de
este milenio, cuando en Japén se aislaron cepas nativas de Bt productoras de proteinas
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Cry sin actividad insecticida ni hemolitica, pero con actividad anticancerigena, estos
hallazgos sentaron un precedente para iniciar la blsqueda de cepas nativas de Bt
productoras de proteinas cristal con capacidad citotdxica en células de cancer (Mizuki
et al. 2000; lto ef al. 2004; Okumura et al. 2004; Yamashita ef al. 2005).

1.V.I GENERALIDADES DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis, es una bacteria gram positiva cosmopolita pues se le ha aisiado
de todas partes del mundo y de muy diversos sistemas como suelo, agua, hojas de
plantas, insectos muertos, telarafias, etc (Jiménez et al. 2007). B. thuringiensis al
mismo tiempo que sintetiza ia espora, en el compartimento de la célula madre, gue se
encuentra en posicién parasporal, va depositando una mezcla de proteinas
denominadas d-endotoxinas, conocidas también como proteinas Cry y Cyt. En la figura
7 se muestra la morfologia celular y del cristal sintetizado por B. thuringiensis. Estas
inclusiones paraesporales, tienen un alto valor como proteinas insecticidas para su uso
en aerosoles y en cultivos transgénicos y puede incluso ser la alternativa mas
promisoria a los pesticidas quimicos sintéticos usados en la agricultura comercial y en
la gestidn forestal ya que estas proteinas son benéficas y amistosas con el ambiente y
solo se tiene un caso reportado de resistencia a estas proteinas insecticidas (Cheong et
al. 1997, de Maagd et al. 2001).
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Figura 7. Bacillus thuringiensis. La figura de la izquierda muestra la fase vegetativa de
la bacteria, dentro de ella se observan esporas y estructuras paraesporales visto en
microscopio de contraste de fases. La imagen de la derecha muestra cristales
bipiramidales de Bacillus thuringiensis, observados con microscopio elecirénico de
barrido. Buckman, 2006.

ILV.Il PROTEINAS Cry y Cyt

Se le llama proteinas Cry a cualquier proteina paraesporal de B. thuringiensis que
muestre un efecto toxico hacia algln organismo. Los miembros de esta familia son
generalmente proteinas globulares con tres dominios estructurales, los cuales se han
determinado por cristalografia de rayos X. En la figura 8 se muestra un esquema d elos
3 dominios encontrados en los cristales de B. thuringiensis. El dominio N-terminal
(dominio 1) es un paguete de 7 a-hélices en el cual {a hélice central hidrofobica (a-hélice
o) esta rodeada por las 6 a-hélices anfipaticas. Este dominio de hélices es responsable
de la insercion de la proteina a la membrana y la formacién de poros en ella. El dominio
| tiene similitudes estructurales con otras toxinas que forman poros por ejemplo la
colicina la y N, y toxinas de difteria (de Maagd ef al. 2003).

El dominio Il se constituye de 3 laminas  antiparalelas donde se exponen los bucles, y
el dominio lil es un paquete de laminas B (Li ef al. 1991; Grochulski ef al. 1995; Morse
et al. 2001, Galitsky ef al. 2001; Boomserm et al. 2005; Boomserm ef al. 2006). Las
regiones expuestas del dominio Il y Il estan involucradas en la union al receptor.
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Figura 8. Dominios tipicos de proteinas Cry

El dominio Il de las proteinas Cry de B. thuringiensis se asemeja a diversas protefnas
de union a carbohidratos como la vitelina, lebctina jacalina y lectina Mpa. El dominio IH
muestra similitud estructural con otras proteinas de unién a carbohidratos como los
dominios de unién a la celulosa de 1,4-B-glucanasa C, galactosa oxidasa, sialidasa, B-
glucoronidasa, los dominios de unién de la xilanasa U y la B-galactosidasa (de Maagd
et al. 2003).

Una proteina Cyt es cualquier proteina paraesporal de B. thuringiensis que muestre
actividad hemolitica hacia algin organismo (lbarra et al 2003). Estas toxinas
comprenden dos familas de genes altamente relacionadas Cyt1 y Cyt2. Se les relaciona
estructuralmente con la volvatoxina A2, una cardiotoxina formadora de poros producida
por el hongo Volvariella volvacea (Lin et al. 2004).

Los genes que codifican para estas toxinas de B. thuringiensis residen en plasmidos
(Ito et al. 2004); su alto grado de plasticidad genética, da como resultado una amplia
diversidad de cepas de B. thuringiensis y cristales proteicos (Broderick et al. 2006). A
esta fecha se tienen reportados 376 genes cry clasificados de acuerdo a su similitud en
la secuencia primaria en 54 grupos donde hay diferentes clases y subclases. Por
serologia del antigeno flagelar H se clasifica en 84 serovares (Crickmore ef al. 1998).
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Se ha encontrado que estas proteinas Cry tienen actividad toxica contra lepiddpteros
(mariposas), coledpteros (escarabajos), dipteros (mosquitos), himendpteros (hormigas),
acaros y fambién contra otros invertebrados como nematodos, gusanos planos vy
protozoarios (Jiménez et al. 2007a), sin embargo, no se les ha encontrado actividad
tdxica contra mamiferos, aves, anfibios o reptiles (Mizuki et al. 2000).

ILV.IIA SINTESIS DE PROTEINAS Cry EN Bacillus thuringiensis.

Para que se lleve a cabo la sintesis de estas proteinas con propiedades insecticidas y
de las esporas, se requiere de la sincronizacion de muchos genes en el tiempo y en el
espacio, a través de multiples factores sigma que se expresan a diferentes tiempos en
los dos compartimentos.

En la figura 9, se esquematiza los estadios de sintesis de la espora y el cristal en B.
thuringiensis. En el estadio | se inducen los genes que inician la esporulacion. Este
punto puede ser reversible si se adicionan nutrientes. Sin embargo, a partir del estadio
Il de esporulacidn, el proceso es irreversible y continta hasta finalizar con la formacion
de la espora. En el estadio lll, se inicia la sintesis del cristal insecticida, la cual contintia
hasta el final de la esporulacién. La sintesis del cristal insecticida se da a partir de dos
promotores que funcionan secuencialmente (Bt1 y Bt 2). El primero es activado por
sigma E durante los estadios lil y IV y el segundo por sigma K durante los estadios V' y
V1. Durante estos pasos se lleva conjuntamente la formacion de la espora. Finalmente
en el estadio Vil se sintetizan enzimas liticas que liberan a las esporas y los cristales
insecticidas (Yang et al. 2007) (Figura 9).
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Figura 9. Estadios de la formacién del cristal y la espora en B. thuringiensis. La
diferenciacion de B. thuringiensis a espora se divide en 7 estadios, a partir del tercer
estadio se empieza a sintetizar el cristal proteinaceo en el compartimento denominado
célula madre en posicion paraesporal. En el estadio 7 se sintetizan las enzimas liticas
que liberan a las esporas y a los cristales. Bechtel y Buila, 1976.

Ademas de las 3-endotoxinas, B. thuringiensis ha desarroliado una serie de factores de
virulencia que le permite infectar a sus blancos con mayor eficiencia. Entre estos
factores se encuentran: fosfolipasas, proteasas, quitinasas, o~ exotoxinas o exotoxinas
termolabiles (Zhang et a/.1993; Budhata et al. 2007).

Una cepa de B. thuringiensis es capaz de sintetizar mas de dos subclases de proteinas
Cry, por ejemplo, los cuerpos de inclusion de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1
comprenden 6 diferentes protoxinas: 4 Cry1 y 2 Cry2. Los péptidos que conforman la
inclusién parasporal, se unen por hidrofobicidad, puentes de hidrégeno y enlaces
disulfuro (Bulla et al. 1980). La solubilizacién alcalina, libera el 50% de las proteinas de
inclusion parasporal, las proteinas largas como las Cry4A y Cry4B de 125 a 135 kd
requieren ser reducidas con disulfidos para solubilizacién (Park ef al. 2000)

Las toxinas Cry requieren un receptor especifico de membrana plasmatica sobre las
células. La afinidad del receptor de estas toxinas Cry puede variar con valores de
constante de disociacién entre 107 y 1071 M. Por este tipo de estudios, se deduce que
las células de los insectos probablemente tienen multiples receptores para toxinas. La
toxicidad de las proteinas Cry parece estar relacionada con el nimero de receptores
mas que con la afinidad por el receptor (Sarjeet ef al. 1992).
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ILV.IIB MECANISMO DE ACCION DE LAS PROTEINAS Cry EN INSECTOS.

Una vez que el insecto ha ingerido los cristales y esporas de B. thuringiensis, se inicia
un proceso de activacion de las toxinas Cry, en el intestino del huésped, que mas tarde
seran reconocidas por los receptores que se encuentran en las microvellosidades que
recubren las células epiteliales del intestino del insecto, causando dafio. Los sintomas
que se observan en el huésped son: cese de la ingesta, paralisis del intestino, vomito,
diarrea, paralisis total y finalmente la muerte (Kitada ef al. 2008; Jiménez et al. 2007b).

Activacion de las toxinas. La mayor parte de las proteinas Cry se producen
como protoxinas que pesan de 70 a 140 kDa. Como se menciond anteriormente para
que produzcan dafo en el huésped deben ser activadas, esta accidén es mediada por el
pH basico y proteasas del intestino medio. Los fragmentos de las toxinas resistentes a
proteinasas; que van de 30-70 kDa son derivados de la porcién  N- terminal de la
protdxina; ademas se requiere un medio ambiente reductor para romper ios puentes
disulfuro que son abundantes en la mitad del C-terminal de las proteinas Cry (Fuentes
et al. 2003).

Unién al receptor. Después de ser activadas, las proteinas Cry se unen a sitios
especificos localizados en fas microvellosidades de las células columnares del intestino
medio de las larvas de insectos susceptibles: lepiddpteros, coledpteros y dipteros. Las
regiones de |a toxina que participan en fa interaccion con el receptor se localizan en ios
dominios 1l y Il (Jiménez et al. 2007b). En toxinas Cry1A se han descrito al menos 4
diferentes receptores en lepidopteros, como se esquematiza en ia figura 10: caderinas
(CADR), glicofosfatidil-inositol (GPI) anclado a aminopeptidasa-N (APN), GP! anclado a
fosfatasa alcalina (ALP) y glicoconjugados de 270 kDa (Knight et al. 1994, Vadlamudi
et al. 1995; Valaitis ef al. 2001; Jurat-Fuentes ef af. 2004).




22

g GalNAc GalNAc

I S
- i
o

(2

GCR

Figura 10. Representacién esquematica de los 4 tipos de receptores reportados para
Cry1A en lepidopteros. CDR: Caderinas, APN: Glicofosfatidil-inositol anclado a
aminopeptidasa-N ALP: Glicofosfatidil-inositol anclado afosfatasa alcalina, GRC:
glicoconjugados. Bravo et al. 2007.

Las caderinas son proteinas transmembranales con un dominio citopldsmico y un
dominio extracelular con repeticiones de caderinas para el caso de los receptores tipo |
de B. thuringiensis (Bt-R4) se han descrito 12 (Vadlamudi ef al. 1995).

La accidon de las toxinas Cry es un proceso dinamico donde se unen las toxinas a
regiones conservadas de la caderina (Vadlamudi et al. 1995; Griko ef al. 2007), esto
desencadena una cascada de sefalizaciones que concluyen en la muerte celular
(Zhang et al. 2005). En la figura 11 se muestra un esquema del mecanismo de accion
que se desencadena en la célula hospedera luego de la interaccion de los receptores
de esta con toxinas Cry. La proteina heterotrimérica G y la adenil ciclasa (AC) cuando
se estimulan, incrementan dramaticamente la produccién de AMPc, el cual activa a su
vez a la proteina cinasa A (PKA) dando lugar a cambios en el rearreglo del
citoesqueleto y el flujo i6nico. La aceleracién de estos segundos mensajeros, altera la
quimica de la célula, provocando su muerte (Zhang et al. 2005; 2006).

Insercién en la membrana y formacién del poro. La correlacién més estricta se da
entre la toxicidad y la unién irreversible de la toxinas Cry a la membrana {Dean ef al.
1996). Dado que las toxinas Cry son solubles en medio acuoso se ha propuesto que la
toxina sufre un gran cambio conformacional que permite la exposicién de regiones
hidrofébicas y su insercién a la membrana.

Las proteinas ancladas a la membrana a través de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) se
localizan preferencialmente en balsas o tras un estimulo se movilizan hacia ellas; tal es
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el caso de la aminopeptidasa N, receptor de las toxinas Cry1A, sugiriendo que las
toxinas Cry ejercen su accion de formacion de poro en estos microdominios de
membrana. La fase irreversible de Ia unién de las proteinas Cry a la membrana se
considera como una evidencia de que las proteinas Cry se insertan en la membrana,
para luego causar la destruccion del tejido intestinal de las larvas de insectos
susceptibles (Jenkins ef al. 2000).

La unién de la toxina a receptores Bi-R4 en la membrana de los insectos susceptibles
promueve un rompimiento proteolitico adicional en el extremo N-terminal de la toxina
(hélice a-1), esto provoca la unidn de otras monémeros en esta regién dando lugar a
una estructura oligomérica pre-poro importante en la insercién de la toxina a la
membrana.

Regulacién Iénica. El lumen del intestino de insectos es eléctricamente positivo,
(> 180 mV) en ambos lados de la célula y la hemolinfa. La membrana de las células
epiteliales de! intestino medio de los insectos, transporta activamente jones K+, creando
un potencial de membrana. Este transporte y gradiente de potencial esta sustentado
por una bomba electrogénica ATPasa tipo IV, que activa la bomba de iones H+ dentro
del lumen intestinal, el intercambio de K+/H+ ocurre por un antiporte electroneutral.
Esta bomba de protones esta involucrada en la absorcidon de nutrientes y en la
regulaciéon del pH. El paso de los aminoacidos a través del tejido epitelial del intestino
medio de larvas de insectos depende de la existencia de los potenciales eléctricos
{ransepiteliales que son llevados a través de un mecanismo de simporte dependiente
de voltaje dentro del citoplasma.
Las toxinas de B. thuringiensis activadas se insertan en la membrana de intestino
medio, e incrementan la conductancia del K+, accién que permite interrumpir el
gradiente de pH y eléctrico de K+ (Sarjeet ef al. 1992).

Citolisis. Al inactivar el sistema que mantiene el gradiente de pH, las toxinas Cry
aumentan la permeabilidad de las células de las microvellosidades apicales a cationes,
aniones, agua y moléculas de mayor tamafio, causando un colapso en la fuerza motriz
que dirige la entrada de aminoacidos al interior celular, asi como ia redistribucién de los
cationes entre el lumen y el citoplasma. Se considera que el efecto mas devastador de
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este proceso es la alcalinizacién del citoplasma, ya que esto interfiere con el
metabolismo celular normal que tiene como consecuencia final la destruccion del
epitelio intestinal. Una vez que las células columnares y caliciformes se destruyen, las
esporas de B. thuringiensis tienen acceso a la hemolinfa, medio en el que proliferan. La
consecuencia final de la destruccion del intestino medio y la proliferacion de bacterias
en la hemolinfa es 1a muerte de las larvas por inanicion y septicemia (Aronson et al.
2000; Fuentes et al. 2003; Jiménez, et. al., 2007a).

Toxina Cry Unidn de la toxina univalente

BT-R

— ATP+Mg*

Ty
GDP
GTP+Mg™
9 ﬂp‘mp AC/PKA se activa

por gefiales

Incremento en la ‘
exocitosis de BT-R
Muerte celular

Figura 11, Modelo de accion de las proteinas Cry. La unidén univalente del mondmero
de toxina Cry a BT-R inicia la progresion a muerte celular por desencadenar una
cascada de sefiales en donde el primer paso es mediar la exocitosis de receptores BT-
R que estan en vesiculas intraceiulares, hacia la membrana citoplasmica. El incremento
en el despliegue de receptores BT-R en la superficie celular incrementa por lo tanto el
nimero de monémeros de toxina que reconocen receptores, amplificando la sefal
original. La PKA modifica eventos bioquimicos que culminan en la muerte celular.
Zhang et al. 2008.
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ILV.IIl PARASPORINAS

Recientemente se han encontrado algunas cepas de B. thuringiensis que producen
proteinas de inclusién no insecticidas, no hemoliticas, citotoxicas para cultivos celulares
de mamiferos incluyendo, lineas celulares de céncer humano. Las caracteristicas
bioguimicas de las proteinas citotéxicas incluyen su especificidad celular y actividad
citotoxica. Estas proteinas se han agrupado en una nueva familia de endotoxinas a las
que se les ha llamado PARASPORINAS (Mizuki et al. 1999). Hasta esta fecha se tiene
el reporte de dieciseis proteinas Cry clasificadas en esta nueva familia de parasporinas
y dos proteinas en proceso de ser admitidas por el comité encargado en esta nueva
clasificacién. La mayoria provenienen de Japén. En la Tabla I, se resume la
clasificacion de las parasporinas reportadas hasta el momento, la nomenclatura
asignada por el Comité de Parasporinas, el lugar y pais de donde se aislé la cepa que
contiene la parasporina y el autor.

CLASIFICACION Y NOMENCLATURA DE LAS PARASPORINAS
*(CONTINUA SIGUIENTE PAGINA)
Tabla |. Clasificacién de Parasporinas.

PROTEINA | CEPA | AISLADA | ACTIVIDAD ACTIVIDAD REFERENCIA
EN: INSECTICIDA | HEMOLITICA
PS-1

PS1Aal Al190 Japén, Mizuki et al. 2000
(Cry31Aal) Suelo NO NO

PS1Aa2 M15 Canadi, Jung el al. 2007
(Cry31Aa2) Acaros NO NO

PS1Aa3 B0O195 Japén, Uemoti ef al. 2008
(Cry31Aa3) Suelo NO NO

PSlAad 79-25 Vietnam, Yasutake et of. 2008
(Cry31Aad) Suelo NO NO

PS1Aas 92-10 Vietnam, NO NO Yasutake ef al. 2008
(Cry31Aa5) Suelo

PS1Aab CP78A Japdn NO NO Nagamatsu ef af. 2010




En proceso M019
PS1Ab1 B0O195 Japén, NO NO Uemori et al. 2008
(Cry31Abl) Suelo
PS1ADL2 31-5 Vietnam, NO NO Yasutake et af. 2008
(Cry31Ab2) suelo
PS1Act 87-29 Vietnam, NO NO Yasutake ez al. 2008
(Cry31Acl) suelo
PS1Ad1 CP78 Japén NO NO Nagamatsu ef af. 2010
En proceso MO19
PS-2
PS2Aal Al1547 Japdn, NO NO Itoh er af. 2004
(Cry46Aal) Suelo
PS2Aa2 Al1470 Japén, NO NO Ishikawa ef al.
(Cryd6Aa2) Suelo En proceso
PS2Ab1 TK-E6 Japdn, NO NO Hayakawa ef af. 2007
(Cry46Abl) Suelo
PS-3
PS3Aal Al462 Japon, NO NO Yamashita et al. 2005
(Cryd1Aal) Suelo
PS3Abl Al462 Japdn, NO NO Yamashita ef al. 2005
(Cry41Ab1) Suelo
PS-4
PS4Aal Al470 Japédn, NO NO Okumura et al. 2004
(Cryd5Aal) Suelo
PS-5
PS5Aal A1100 NO NO Ekino & Shin.
En proceso En proceso
PS-6
PS6Aal CP84 Japon NO NO Nagamatsu ef al. 2010
En proceso M019

26
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La cepa B. thuringiensis A1190, produce proteinas con actividad citotdxica hacia células
cancerigenas discrimina entre células T normales y células leucémicas, y mata
especificamente a las leucémicas.

Las inclusiones parasporales de esta cepa tienen didmetro entre 0.58 a 1.66
micrémetros y a menudo son mas largas que las esporas, tiene una masa molecular de
81kDa (Mizuki et al. 1999).

Bacillus thuringiensis A1547, proveniente del serovar dakota, es ofro ejemplo tipico de
cepas con cristales de proteinas parasporales citocidas contra varias células humanas
conh una marcada divergencia en la especificidad del blanco. Mata principalmente a
célutas cancerigenas de colon e higado, permitiendo a la porcidn de células normales
que se encuentran en el tejido tumoral, no ser afectadas y en lineas celulares afecta
principalmente a células T de leucemia humana, MOLT-4. Su actividad citécida esta
asociada a una proteina con una masa molecular de 30kDa. (Kim et al. 2000).

Las proteinas de inclusién de B. thuringiensis serovar israelensis matan no solo células
de céncer {como Hela y leucémicas T) sino a células T normales. (Mizuki et al. 2000).
Se probaron algunas otras lineas celulares cancerigenas como TCS, Hc, A549 y MRC-
5, las cuales fueron resistentes a la toxina. No existe una regla general para la
especificidad de las células o caracteristicas comunes para la sensibilidad o resistencia
celular, algunas células derivadas de tumores, son mas sensibles a la toxina proteica
que las células normales de ese tejido.

En el tejido moderadamente diferenciado a células cancerigenas, en el cual existen
eosinéfilos y citoplasma abundante con nicleos atipicamente alargados, el tratamiento
con la toxina proteica, causa degeneracién de las células, y el nucleo y el borde celular
del citoplasma de las células desaparece, en comparacion con las células cancerigenas
no tratadas. Algunas células presentan disminucion en tamano, picnosis, y una forma
irregular del nlcleo. Estas observaciones morfologicas sugieren que los efectos
citdcidos de la toxina proteica parasporal, es principalmente no apoptética (Mizuki et af.
2000).
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Yamashita et al reportaron en el 2005, una cepa productora de inclusiones
parasporales, la A1462, cuya proteina activa tiene un tamafo de 64kDa. Esta toxing,
tiene una fuerte actividad contra dos lineas celulares de cancer humano, HL60 (células
de leucemia mieloide) y HepG2 (células de cancer de higado) (Yamashita ef af. 2005).

Kitada et al en el 2006, identificaron una nueva toxina de B. thuringiensis, la
parasporina-2 (o Cry31Aa, designada asi por el comité de nomenclatura de las delta-
endotoxinas de B. thuringiensis) altamente citofdxica contra células de cancer de
higado humano (HepG2) y menos contra las células normales de higado (HC). A traves
de diversos estudios en tegjidos de higado y de coldn con céancer parasporina-2 se
observé que esta parasporina mata preferencialmente a las células de cancer sobre las
células normales (Kitada et. al., 2006).

La parasporina-1 es producida como una proteina de inclusidn parasporal de 81-kDa
(proparasporina-1) por la cepa de B. thuringiensis A1190. La forma activa de Ia
parasporina-1 es un heterodimero compuesto de subunidades de 15 y 56 kDa que se
observan cuando la proparasporina-1 es proteolisada. La parasporina-1 activada es
altamente citotdxica en ciertas lineas celulares implicando que las lineas celulares
sensibles a la toxina tienen un receptor especifico para la parasporina-1 (Katayama et
al. 2007). Enla Tabla I}, se nombra a la parasporina mas importante de cada una de las
4 familias en que hasta ahora se han clasificado las parasporinas, dando sus
caracteristicas mas importantes.




Tabla Il. Citotoxicidad de Parasporinas

29

PARASPORINA | PROTOXINA TOXINA CARACTERISTICAS | CITOTOXICA | Dlsopg/ml
kDa kDa PARA
PS5-1: 81 15 + 56 Proteina Cry de 3 HeLa= 5.8
PS1Aa1 dominios, activada MOLT-4 14.6
Mizuki ef al. por digestion del HL-60 >130
2000. extremo N-terminal
Sawano 0.041
utsMcC 9.28
PS-2: No existen los 3 MOLT-4 0.044
PS2Aat 37 31 dominfos, activada HL-80 0.066
lto & Kitada, por digestion de los Jurkat 0.015
2004 extremos N- y C- cel-T 0.148
terminal HepG2 0.023
A549 >10
HC >10
HelLa= >10=-
TCS >10
PS-3: Proteina Cry de 3
PS-3: PS3Aa1 88 64 dominios, activada HL-60
Yamashita et por digestidn de los HepG2
al. 2005 extremosN- y C-
| terminatl
MOLT-4 0.470
PS-4: No existen los 3 HelLa= 20=
PS-4: PS4Aa1 34 27 dominios, activada HepG2 >2
Okumura & ' por dgestion del utsmc >2
Saitoh, 2004 extremo C- terminal MRC-5 =2 .
Células T >2
normales

Lineas celulares:
o MOLT-4: Células T leugcémicas

JurKat: Células T leucémicas
HL-60: Células T leucémicas
Células T: Células T normales
HC: Células de hepatocitos normales

HepG2: Células de hepatocitos con cancer

Hebla: Células de cuello uterino con cancer
Sawano: Células de adenocarcinoma endometrial
TCS: Células de cuello uterino con cancer
UtSMC: Células de cuelio uterino normales
A549: Células de pulmén con cancer
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HI. JUSTIFICACION

El avance mas notable en la lucha contra el Cancer Cervicouterino se dié en el 2005,
con la produccién de dos vacunas, la primera llamada Cevarix de Glaxo-Smith-Kline de
Seattle disefiada para prevenir infecciones con VPH tipo 16 y el VPH tipo 18. Esta
vacuna previene el 91.6% de las infecciones con VPH incidentes v en un 100% en
infecciones persistentes. La segunda vacuna es la llamada Gardasil, de Merck en
Francia, cuyo blanco son los VPH tipo 6, 11, 16 y 18, previene el 100% de precanceres
y canceres cervicales no invasivos (Mahdavi et al. 2005), sin embargo a pesar del gran
exito de estas vacunas, no es suficiente. Las vacunas se centran en la prevencion de
infecciones con el VPH de alto y bajo riesgo, pero una vez que la infeccion ha avanzado
hasta estados neoplasicos tipo Il o lll, no tiene ningln valor terapeutico. Es por esto que
siguen investigandose farmacos capaces de destruir céulas cancérigenas de cervix.

B. thuringiensis es una bacteria que produce inclusiones paraesporales constituidas de
proteinas Cry y Cyt, tambien conocidas como delta endotoxinas, las cuales son
conocidas ampliamente por su actividad insecticida, importantes en la produccion
mundial de bioinsecticidas y mas recientemente de transgénicos, entre ellos el maiz,
algodoén, soya, canola, papa, tomate, tabaco remolacha, etc.

Estas inclusiones cristalinas tienen diferente morfologia que se refleja en la naturaleza
heterogénea de |las delta endotoxinas que lo componen dando lugar a que una cepa de
B. thuringiensis se explote como citotéxica para diferentes organismos. Cry y Cyt son
toxinas formadoras de poros tanto en larvas de insectos como en céiulas humanas en
cultivo, la rapidez y agresividad con la que actuen dentro de estos huespédes tendra
que ver con su especificidad y con la activacién de la toxina, lo que es interesante
observar para considerar una de estas toxinas como parasporina y por lo tanto como
posible farmaco contra el cancer.

La distribucion de los genes cry de propios de B. thuringiensis en la naturaleza, esta
directamente relacionada con la distribucion de diferentes especies de insectos, debido
a la gran diversidad de especies encontradas en el territorio mexicano, resulta atractivo
para su estudio. Otro hecho importante es que en los Ultimos 9 afios se han

caracterizado 13 & endotoxinas con actividad selectiva hacia células de cancer humano
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en cultivos celulares, conocidas como parasporinas. Este descubrimiento aumenta el

interés de rastrear cepas (y toxinas proteicas) citécidas con especificidad por células de
cancer.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Aislar, caracterizar, purificar y secuenciar proteinas de Bacillus thuringiensis nativas de
la regidén Ensenada - Tijuana con actividad citotéxica para lineas celulares de céncer
cervicouterino y en tumores jn vivo en ratones inmunocomprometidos nude.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Obtener cepas de Bacillus thuringiensis de la region Ensenada-Tijuana,
principaimente de sitios ricos en materia organica y libre de tratamientos
bioinsecticidas a base de B. thuringiensis.

» Determinar las condiciones de cultivo 6ptimas para crecimiento de la bacteria vy
produccion de cristales, partiendo de las necesidades de B. thuringiensis para
crecer como T°, pH, nutrimentos, y tiempo.

« Caracterizar por PCR genes tipo Cry y Cyt con oligos generales.

» Determinar la actividad citocida de las toxinas Cry in vitro en cultivos celulares
humanos, por viabilidad celular con el MTT.

o Determinar la actividad citocida de las toxinas Cry sobre tumores inducidos en
modelos murinos.
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V. MATERIALES Y METODOS
V.l ENSAYOS IN VITRO
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS TOXINAS AISLADAS DE B.
thuringiensis EN CULTIVOS CELULARES.

___Ibs éu!tlvc_)s celulare

Conclusion de
sobre cultivos ¢

Figura 12. Diagrama de flujo de los ensayos que se realizaron in vitro.
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Para estudiar la posible actividad citécida de toxinas provenientes de Bacillus
thuringiensis en lineas celulares tumorales, se retaron las células con toxinas Cry
activadas de B. thuringiensis. Posteriormente se compard mediante ensayos de
citotoxicidad la viabilidad de las lineas celulares incubadas en presencia y ausencia de
las toxinas.

V.IA.l AISLAMIENTO DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis

Se utilizaron cepas de Bacillus thuringiensis provenientes de insecticidas agricolas
comerciales (DiPe1 DF, que contiene esporas y cristales de B. thuringiensis variedad
kurstaki y XenTari DF, que contiene esporas y cristales de B. thuringiensis variedad
aizawai) como controles.

Se tomaron muestras de suelo y agua de diferentes puntos geograficos de Ensenada y
Tijuana, Baja California y se procesaron de la siguiente manera: Se pesé 0.1g y se
solubilizé en 1ml de regulador de fosfatos pH 7.4 estéril en el caso de muestras sélidas,
en el caso de muestras liquidas se tomé 1ml. Se realizaron diluciones seriadas de las
cepas comerciales hasta 10™° en regulador de fosfatos pH 7.4, y en el caso de cepas
aisladas del ambiente, [a dilucién 6ptima para recuperar colonias aisladas fue 107°. Las
diluciones se calentaron a 80°C durante 10min con el fin de hacer una seleccién de
bacterias formadoras de esporas. Se sembraron 100ui en cajas con medio Nutrient
Broth (NB) agar y se incubaron durante 12h a 37° C. Se observaron las diferentes
morfologias coloniales.

Se aislaron colonias de morfologfa semejante a la descrita para B. thuringiensis en
medio NB agar y se incubaron durante 12h a 37°C. Se eligieron por morfologia colonial
y celular colonias presuntivas de B. thuringiensis. Las colonias elegidas se resembraron
en medio SP liquido y se incubaron a 30° C durante 96 h dias con agitacion constante a
275 rpm. Se observd su morfologia celular por frotis del cultivo y tincion por la técnica
de verde de malaquita cada 24 h.
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Se observaron al microscopio de coniraste de fases y luz visible a 100 x |las cepas que
presentaron la morfologia caracteristica de Bacillus thuringiensis, se calificaron como
presuntivas.

Las colonias elegidas se cultivaron en 500 ml de medio SP liquido a 30°C por 96 h a
275 rpm para escalar la cantidad de cristales obtenidos y purificarios.

V.IA.ll CULTIVO DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis

Se tomd una colonia que presuntamente era Bacillus thuringiensis y sembré como
preinoculo en 5 ml de medio SP, se incubé por 12 h a 30°C a 275 rpm.

Se inoculd 500 mi de medio SP con el cultivo crecido un dia anterior incubandose por
96 horas a 30°C a 275 rpm, revisande diariamente la produccién y liberacién de
esporas y cristales realizando un frotis delgado del cultivo vy tfincién con verde de
malaquita.

Se observaron al microscopio bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente.

V.IA.lIl COSECHA DE Bacillus thuringiensis

Se cosecharon las bacterias por centrifugacion durante 10 min a 10000 rpm. Por cada
50 ml de cultivo se utilizaron 20 ml de 0.5M NaCl, 0.01 M EDTA pH 8.0 para lavar el
boton celular por 3 veces, con centrifugaciones por 10 min a 10000 rpm, en cada
lavado se eliminé el sobrenadante. Después del ultimo de estos lavados, el boton se
lavé con 20 ml del inhibidor de proteasas, PMSF 0.1M por cada 50 ml de cultivo por 3
veces. Se guardaron a 4 °C, hasta su purificacion.
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V.IAIV IDENTIFICACION DE CRISTALES POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

Se utilizaron suspensiones del complejo bacteria-cristal-espora de cada una de las
cepas, las cuales fueron lavadas 3 veces con agua desionizada. En el primer lavado se
centrifugd a 8000 rpm por 6 min y se desechd el botén, el sobrenadante se lavé con un
volumen igual de agua desionizada. Se centrifugé a 8000 rpm por 10 min y se eliminé el
botdn, se triplicd el volimen inicial de la suspension de bacteria-espora-cristal con agua
desionizada. Se homogeneizé la suspensidon con agua desionizada y se centrifugd a
8000 rpm por 10 min. El volumen total de la suspension lavada se paso a través de una
Unidad Centricon para filfracién con centrifuga Amicon Centricon YM 100 Millipore®
concentrando la muestra por centrifugacién a 3500 rpm hasta gue el volimen final fuera
de 50 yl. Se colocaron 10yl de {a muestra en un portacbjetos y se dejé secar ai aire.
Las muestras se llevaron al Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM-
Ensenada, B.C., donde fueron recubiertas en un evaporador al vacio JEOL: JEE-400
Vacuum Evaporation con una capa de oro por 5 min. Posteriormente, se observaron en
un microscopio electrénico de barrido JSM-5300.

V.IA.V SOLUBILIZACION DE CRISTAL.ES DE Bacillus thuringiensis

Una vez que el cultivo se cosechoé y se realizaron los lavados con PMSF para anular la
accion de las proteasas, se centrifugd a 10000 rpm por 10min y el botdn proveniente de
50 ml de cultivo se resuspendié en 1.5 ml de buffer TTN (20 mM Tris, 300 mM NaCl,
triton x-100 al 0.1%, pH 7.2), se incubéd a 37°C por 30 min y las muestras se sonicaron
en hielo, por periodos de 1min por 1min de descanso por un tiempo total de 6 min a 20

watis .

Posteriormente, imitando las condiciones que existen en el intestino medio de las larvas
susceptibles a las proteinas Cry, se solubilizaron los cuerpos de inclusion parasporal
con un pH de 10.5 ya sea con una solucidon 0.5 M de Carbonato de Sodio-Bicarbonato




37

de Sodio o con una solucién 0.1 M de Hidréxido de Sodio y las condiciones reductoras
se reprodujeron con 3 mercaptoetanol a una concentracion final de 0.2%.

Por cada 90 pl de cultivo sonicado se adicionaron 10 pl de la solucién de solubilizacion
de pH 10.5, en presencia de 0.2% de 3 mercaptoetanol. Las protoxinas se recuperaron
en el sobrenadante, después de centrifugar a 10000 rpm por 10 min.

Se comprobd la solubilidad de los cristales por electroforesis SDS-PAGE, utilizando un
marcador de peso molecular comercial Presicion Plus Protein standard All Blue de
BioRad, Numero de Catélogo 161-0373.

V.IA.VI AGTIVACION DE LA PROTOXINA Cry POR ACCION DE
PROTEASAS EN LOS EXTREMOS C-TERMINAL Y N- TERMINAL.

La activaciéon de las protoxinas solubilizadas, se llevd a cabo con Tripsina con
concentraciones que varian en concentracion final de 5 a 50 ug/ml, con tiempos de 30
min a 2 h 30 min, a 37 °C dependiendo de cada cepa. Después del tiempo de
incubacidn, la reaccién se paré con PMSF 1 mM en concentracion final. La toxina
activada se recuperd en el sobrenadante después de centrifugar a 10000 rpm por 10
min y se guardd a -20°C, hasta su uso en los ensayos de citotoxicidad.

Se comprobé la presencia de proteina Cry activada en un gel SDS-PAGE al 10%, el
cual se corrié a 25 mA durante 2 h.

La cuantificacion de la proteina se llevé a cabo por el método de Lowry tomando como
referencia la curva estandar de albumina sérica bovina.

Los ensayos de citotoxicidad en las lineas celulares se realizaron por triplicado con

concentraciones de 5 ug a 0.005 ug de proteina Cry activada.
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V.IIAVII ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA.

La electroforesis unidimensional de tipo desnaturalizante en gel de poliacrilamida-
docecil sulfato de sodio, (SDS-PAGE) se realizé por el método de Laemmli publicado
en 1970, usando un gel separador al 10% (p/vol) .

Las muestras se corrieron a 25 mA durante aproximadamente 40 min y después a 30
mA por aproximadamente 1.5 h. El gel se tifié con azul brillante de Coomassie R250 al
0.4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.). El peso molecular de las proteinas se
determiné usando como referencia el marcador de peso molecular comercial Precision
Plus Protein Standard All Blue de BioRad.

V.IAVII ELECTROFORESIS DE PROTEINAS TOTALES DE CEPAS
AISLADAS DE Bacillus thuringiensis

Una forma de identificar y caracterizar cepas de B. thuringiensis, es a través de su perfil
de proteinas ya que resulta caracteristico en este grupo de bacterias. Se presenta
invariablemente una banda mayoritaria alrededor de los 150 kDa, 75 kDa o0 50 kDa, en
algunos casos existen las 3 bandas. Para determinar el perfil de proteinas de cepas de
B. thuringiensis aisladas de la region Ensenada~Tijuana, se crecié en medio SP cada
una de las cepas durante 96 horas a 30°C, se corrié una electroforesis en gel de
poliacrilamida, (SDS-PAGE) para definir su perfil de proteinas. Se tomaron 20 ul del
cultivo y 20 pi de mezcla litica 1 x, se homogeneizé y se calenté a 95 °C por 5 min. Las
muestras se sometieron a electroforesis cargando 30 yl en cada pozo y se corrieron a
20 mA durante 2 h. El gel se tifié con azul brillante de Coomassie R250 al 0.4% (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.). El peso molecular de las proteinas se determiné usando
como referencia el marcador de peso molecular comercial Precision Plus Protein
Standard All Blue de BioRad .
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V.IA.IX EXTRACCION DE ADN TOTAL

A partir de un cultivo de 24h de Bacillus thuringiensis en medio LB se obtuvé un botén
celular, al que se le afadieron 100 de solucién STE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM,
Sacarosa 50mM y NaCl 0.1M + 10ug/ml de lisozima), se homogeneizé. Se incubd por
30 min y se le aftadieron 300 pl de una solucién Tris- HCI-EDTA + SDS-Proteinasa K
50ug/ml se mezclé y homogeneizé. Después de una incubacion de 60 min a 50 °C se le
afiadieron 200 pl de fenol equilibrado o saturado con Tris pH 8.0, se mezclé por
inversion y posteriormente se centrifugé a 13000 rpm por 5 min, la fase acuosa e
intermedia se separaron, la fase organica se desechd.

A la fase acuosa € intermedia se les agregaron 200 pl de fenol/cloroformo y se mezclo
por inversion. Se centrifugé a 13000 rom por 5 min. Se separé |la fase acuosa y la
organica se desechg, el ultimo lavado se reaiizd adicionando 200 ul de cloroformo puro.
A la fase acuosa se le agregd 1 Jl de ARNsa y se incubd por 30 min a 37°C. Se
adiciond 1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2 volimenes de etanol absoluto frfo (-
20°C) , se dejo toda la noche a -20 °C .

El ADN se obtuvd por centrifugacion a 13000 rpm durante 10 min, se eliming el etanol,
se afiadieron 300 pl de etanol frio al 70% se centrifugé a 13000 rpm por 5 min para
eliminar el etanol y por tltimo se dejé evaporar el resto de etanol para posteriormente
resuspender en 50 pl de agua estéril tipo I. EI ADN se guardé -20 °C.

La integridad del ADN se comprobé en un gel de agarosa al 0.8% empleando un
marcador de peso molecular de 1 kb O'Gene Ruler 1 kb ADN ladder ready to use de
Fermentas , Namero de Catalogo SM1163.
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V.IA.X CARACTERIZACION MOLECULAR POR PCR DE LOS GENES cry Y
cyt DE Bacillus thuringiensis.

La identificacion de genes cry y cyt de las cepas de Bacilfus thuringiensis aisladas de
Baja California se realizo a partir de ADN total y oligos generales previamente
reportados por Bravo ef al. 1998; 2003; Ceron ef af 1995) (Tabla HI) para: cry1, cry2,
cry3, cry4, Nem (oligo general para ¢ry5, cry12, cry14, cry21), cry8, cry9, cry10, cryi1,
cry25, cry29 y cyt y oligos especificos para cry7.

Las condiciones generales de amplificacion de los genes cry y cyf son: Un ciclo de 2
min a 95°C. 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1min a la temperatura de alineamiento indicada
para cada oligonucledtido en la Tabla 3; 1 min a 72°C. Y un paso mas de 5min a 72°C.
Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 0.8% a
100 V durante 1.5 h. Se cargaron 10 ul de muestra + 3 ul de colorante, se utilizé un
marcador de peso molecular de 1kb O'Gene Ruler 1kb ADN ladder ready to use de
Fermentas , Ntimero de Catélogo SM1163. El gel se tifié con Bromuro de Etidio durante
5 min y las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz UV.
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Tabla lil. Oligonucledtidos Cry generales y especificos. En esta tabla se muestra el par
de oligos que reconoce la secuencia complementaria del gen Cry presente en la cepa,
la temperatura de alienamiento utilizada en la reccién de PCR y el tamario esperado del
producto.

Temperatura de Tamaiio del
Gen Oligonucledtidos alineamiento producto esperado
{d) GAGTTTAATCGACAAGTAGATAATTT
Gral Cry2 | (r) GGAAAAGAGAATATAAAAATGGCCAG 30°C 526pb

(d) TTAACCGTTTTCGCAGAGA

Gral Cry3 (N TCCGCACTTCTATGTGTCCAAG 48°C 703pb
Espcry 4A

Gral Cry4 {d) TCAAAGATCATTTCAAAATTACATG 5000 459pb
Espcry 4B
(d) CGTTTTCAAGACCTAATAATATAATACC 321pb
(r) CGGCTTGATCTATGTCATAATCTGT
{d) TTACGTAAATTGGTCAATCAAGCAAA

Gral Nem (r) AAGACCAAATTCAATACCAGGGTT 50°C 474pb
(d) ATGAGTCCAAATAATCTAAATG

Gral Cry§ | (1) TTTGATTAATGAGTTCTTCCACTCG 49°C 376pb
Esp cry 9A
(d) GTTGATACCCGAGGCACA 571 pb
Esp cry 9B

Gral Cry9 {d) TCATTGGTATAAGAGTTGGTGATAGAC 519C 402pb
Espery 9C
(d) CTGGTCCGTTCAATCC
Cry 9 306pb
(r) CCGCTTCCAATAACATCTTTT
{d) TCAATGCTCCATCCAATG

Gral Cry10 | () CTTGTATAGGCCTTCCTCCG 51°C 348
(d) CGCTTACAGGATGGATAGG

Gral Cry11 | () GCTGAAACGGCACGAATATAATA 50°C 305pb
(d) GGCTTCTAGATCAGGAGATGG

Gral Cry25 | () CATCATAATCAGAGCGCAGG 53°C 560pb
{d) TCAGCTCCAATAACTGGTG

Gral Cry29 | (1 GCATGTCATCCCCTTGTCTA 50°C 451pb
{d) CCTCAATCAACAGCAAGGGTTATT

Gral Cyt | { TGCAAACAGGACATTGTATGTGTAATT 52°C 477pb
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V.IAXI IDENTIFICACION DE PROTEINAS A TRAVES DE LA
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION LC-MS/MS

Las muestras fueron enviadas a la Unidad de Protedmica del IBT-UNAM, donde fueron
analizadas.

Previamente las muestras son reducidas con diotiotreitol (DTT), alquilado con
iodoacetamida y digeridas con tripsina Promega part no. 9PIV5113. Los péptidos
resultantes se desalan usando C18 ZipTips (Millipore), y después son analizadas por
LC-MS/MS. La cromatografia fue presentada usando el Accela HPLC de TermoFisher.
A una tasa de flujo de 300nL/min. Corri¢ a través de una columna PicoFrit Proteopep2
C18 de 76mm ID x 50nm por 90 min. Se utilizé como solvente A: agua + &cido acético
al 0.1%, y como solvente B Acetonitrilo + acido acético al 0.1%.

El anélisis de datos se hizo utilizando el Sequest from Discoverer 1.0 contra una base
de datos no redundante.

V.IB.I| EFECTO HEMOLITICO DE TOXINAS DE Bacillus thuringiensis SOBRE
ERITROCITOS HUMANOS

Se extrajeron 10 ml de sangre en un tubo heparinizado. Se centrifugd el tubo con la
sangre sin coagular a 2500 rpm x 10 min a 10°C. Se removié la fraccién del suero con
una pipeta. Se realizaron tres lavados con un amortiguador de lavado [PBS al 50% (v/v)
y glucosa al 2.25% (w/v)]. Se centrifugd en cada lavado a 2500 rpm x 10 min a 10°C. El
paquete de eritrocitos se recuperd y se resuspendié hasta una concentracion del 0.1%
{v/v) con un regulador de suspension, que consiste en PBS al 50% (v/v) glucosa al
2.25% (wiv) y gelatina al 0.05% (w/v).

Se realizd por triplicado el ensayo en placas de 96 pocillos de fondo U. Se mezclaron
100 pI de {a suspensién de eritrocitos al 1% con 100 yl de {a suspension de la toxina
activada en concentraciones de 5 ug/ml, 2.5 pg/ml y 1.25 pg/mi.
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Al control negativo no se le incculd nada soélo fue la suspensién de eritrocitos al 1%. El
control positivo para hemolisis se construyé mezclando 100 pi de la suspensién de
eritrocitos al 1% con 100 pi de Triton X al 1%.

Se observaron los cambios en la suspension de eritrocitos cada hora hasta cumplir las
24 h y se cuantificaron los globulos rojos presentes en cada pocillo en un contador
automatico de células sanguineas.

En base a los controles positivo y negativo se determiné si habia actividad hemolitica
de cada toxina sobre los eritrocitos.

V.IB.IIl CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LINEAS CELULARES DE
HUMANO.

Cada linea celutar se cultivé en frascos de 75 cm? en el medio més conveniente segun
la linea celular, RPM! para Hela, DMEM para SiHa, HaCat, y MCF-7. Ademas se
suplementaron con 10% de suero bovino fetal de Invitrogen, No. de Catalogo 26140-
087 y con Antibistico/Antimicético de Invitrogen, No. de Catdlogo 15240 al 1%. Los
cultivos se incubaron a 37°C con atmdsfera humidificada conteniendo un 5% de CO..
Las celulas se mantuvieron en crecimiento exponencial mediante la realizacion de
subcultivos dos veces por semana retirando el medio de cultivo suplementado y
realizando 3 lavados con & ml PBS 1x pH 7. Posteriormente la células se disociaron con
500 ul de Tripsina de Invitrogen 0.25% 1x, No. de Catalogo 15050-057 mas 1500 pt de
Verseno pH 7.0, con una incubacion de 5 min a 37°C. Posteriormente las células se
concentraron por centrifugacion a 2500 rpm por 5 min. Se retiré el sobrenadante, las
células se resuspendieron en 1 mi de medio y se sembraron en frascos de 75 cm? con
10 ml de medio suplementado.
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V.IB.lIl DETERMINACION DE LA RELACION ENTRE EL NUMERO DE
CELULAS METABOLICAMENTE ACTIVAS Y FORMAZAN PRODUCIDO.

El definir el nimero de células metabdlicamente activas adecuado por pocillo para cada
linea celular es importante, ya que de esta forma se obtiene la relacién entre el nimero
de células colocado inicialmente en los pocillos y la absorbancia que se obtiene en el
ensayo final con MTT, y se determina en que rango esta relacidn es lineal. Se
realizaron siembras de células por triplicado en pocillos con nimero creciente de 1,000
hasta 30,000 celulas, eligiendo esta densidad por el nimero de células con las que los
ensayos de citotoxicidad se llevaron cabo. Se incubaron por 5h y al termino de este
tiempo se adicioné MTT, a las 2h el MTT se ha transformado en formazan a través de
una reaccion catabolizada por la succinato deshidrogenasa. Se tomé la lectura a 545
nm y se graficaron las absorbancias encontradas para cada tipo celular y el nimero de
células sembradas.

V.IB.IV EFECTO DE TOXINAS Cry y Cyt DE B. thuringiensis EN CELULAS
CANCERIGENAS EN CULTIVO.

Se realizaron ensayos de citotoxicidad en lineas celulares cancerigenas. Las células de
cada linea, procedentes de un cultivo en crecimiento exponencial con una confluencia
del 80%, se retiraron de los frascos por disociacién con una solucién de Tripsina-
Verseno, y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min, se resuspendieron en 1 mi de
medio y se contaron en una camara de Neubauer en un microscopio invertido. Tras el
recuento se afiadid el volumen necesario para sembrar 5x10* células en cada pozo de
las placas de microcultivo de 96 pocillos, a continuacion se colocod el medio necesario
para alcanzar un volimen total de 100 pi, se incubaron por 5h a 37°C y 5% de COa,.
Después de transcurrido el tiempo adecuado para que las células se adhirieran a la
superficie, se desechd® el sobrenadante y se adicioné la toxina activada en la
concentracion determinada para cada pocillo como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Ensayo por triplicado de citotoxicidad en microplacas de 96 pozos. Cada
pozo contiene 50000 células previamente adheridas a la superficie de la placa, a cada
pozo se le adicionan 100 pl de la concentracion de la toxina previamente activada,
diluida en medio de cultivo celular incompleto. Las concentraciones de toxina van desde
los & ug hasta 0.004 g y la Gtima columna se utiliza como control negativo: solo células
y medio.

El ensayo de citotoxicidad duré 24 h, con incubacion a 37 °C y en atmésfera
humidificada conteniendo un 5% de CO,. Después de 24 h de incubacién las células se
observaron bajo el microscopio de contraste de fases para estimar la citotoxicidad de
manera cualitativa, y se sometieron a ensayos colorimétricos con MTT para medir
viabilidad celular. Los ensayos se realizaron por triplicado.

V.IB.V ENSAYO DE VIABILDAD CELULAR.

La actividad inhibidora del crecimiento tumoral se estudidé mediante un microensayo
colorimétrico de citotoxicidad basado en el empleo del Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difeniltetrazoilo (MTT). Las células vivas y metabdlicamente activas son
capaces de reducir el MTT, de color amarillo en solucion a formazan, compuesto
insoluble que precipita en forma de cristales de color azul oscuro (Kalous et al. 2004).
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Esta reaccion esta catalizada por la succinato deshidrogenasa mitocondrial (Muelier et
al. 2004), y la cantidad de producto formado puede ser facilmente cuantificada
utilizando un lector de placas de ELISA. Esto permite estimar el nimero de células
vivas y activas que existe en un cultivo realizado en presencia de un metabolito cuyo
efecto se quiere estudiar.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afiadié una solucion de 50 pl de MTT
(1 mg/ml en PBS) y 50 il de medio incompleto a cada uno de los pocillos con células.
Se incubaron bajo las mismas condiciones antes mencionadas durante 2 horas
permitiendo a las células vivas metabolizar el MTT a formazan.

A continuacion el sobrenadante se desechd, y los cristales de formazan precipitados, se
disolvieron con 100yl de isopropanol por cada pocillo. Las placas se agitaron
mecanicamente durante unos minutos para facilitar la disolucién del formazan y obtener
una coloracion homogénea, y la lectura se llevo a cabo en un lector de placas de ELISA
a una longitud de onda de 545 nm.

Con la absorbancia obtenida en cada pocilioc con diferentes concentraciones de la
toxina se obtendra el % de viabilidad de cada muestra de células respecto al control
negativo:

[ ( Mp~Mpg) / Mcyy ] X 100

Donde Mp es la absorbancia problema, encontrada para una concentracion de toxina
dada, Mg es la absorbancia del blanco, que es medio incompleto + MTT y Men es la
absorbancia del control negativo, es decir células incubadas en ausencia de toxina.
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V.l ENSAYOS IN VIVO

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS TOXINAS DE Bacillus
thuringiensis (B. thuringiensis} SOBRE TUMORES INDUCIDOS EN RATONES
nu/nu Y DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA.

5 de toxina de- Bt p"' ificada con alta actividad citotoxica en’ cuEtnvos celulares’

Valoracién del efecto Bloensayos lnsechcada
e cntotox:co de la tcxma _

“ratones Balb/c ©
inmunocompetent

L1 dias post-rett

“Inoculacion de 14 toxi

| Sacrificio’de los animale

§ murinas y larvas

Figura 14. Diagrama de fiujo del trabajo experimental realizado in vivo.
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En base a los estudios de las toxinas realizados in vifro, se eligieron las 2 mejores
toxinas para realizar los estudios in vivo, estas fueron las toxinas pertenecientes a las
cepas 6-1 y 10-2 para estudios en modelos murinos en Balb/c y nu/nu. Y 6-1, 10-2, 6-3,
6-4 y 13-4 para hioensayos en Manduca sexta.

V.IIA.I INDUCCION DE TUMORES EN RATONES nu/nu

Se utilizaron 44 ratones nude hembra de 6 semanas de edad proporcionados por €l
[nstituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién "Salvador Zubiran™. En la figura 15, se
muestra una imagen de un ratén nude (nu/nu).

Figura 15. Imagen de ratones Balb/c atimicos con mutaciones en el gen nude (nu/nu).
Se muestran fenotipicamente desnudos.

Posteriormente se frasladaron al bioterio del Instituto de Investigaciones Biomedicas
UNAM donde se mantuvieron hasta finalizar el experimento bajo temperaturas
controladas de 25 °C +/- 2 °C, humedad relativa de 55%, ciclos de luz-oscuridad de 12
por 12 h, agua y alimentacién (férmula para roedores 2018S Harlan) estéril a libre
demanda.
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Los tumores en ratones nude se indujeron inoculandolos con células Hela cultivadas
como se describe previamente. Cuando se alcanzo una confluencia del 90% en frascos
de cultivo celular, se despegaron las células y se realizo el conteo. Se ajustéd el nimero
de células a 1x10° por cada 100 i de medio RPMI.

Se inocularon 100 yl de la suspension celular ajustada a 1x10° células Hela a cada
ratén para inducir el tumor de forma subcutdnea en el flanco posterior del ratén con una
jeringa de insulina y aguja del No. 27.

Se ohservd el comportamiento del ratén y se realizaron mediciones del tumor cada 4
dias hasta que se alcanzo el tamarfio deseado del tumor, entre 0.4 y 0.6 cm de didmetro.
Posteriormente se inicid el experimento de citotoxicidad de toxinas Cry sobre tumores
inducidos.

V.IIA.I ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD DE TOXINAS Cry EN RATONES Balb/c

Se utilizaron 20 ratones Balb/c de 6 semanas de edad proporcionados por el Instituto de
Biotecnologia UNAM. Posteriormente se trasladaron al bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas UNAM donde se mantuvieron de la misma manera
mencionada anteriormente. En la figura 16 se muestra la imagen de un raton Balb/c.

Se formaron 5 grupos de 4 ratones cada uno. 4 grupos fueron inoculados con una toxina
diferente y el quinto grupo fue utilizado como control, se le inoculd sélo medio.

La inoculacién de la toxina fue cada 24 h por 7 dias de forma subcutanea en el lomo o
flanco posterior del raton con una jeringa de insulina y aguja No. 27. En la tabla IV se
define la forma que se realizaron las inoculaciones.




Figura 16. Imagen de un ratén inmunocompetente cepa Balb/c fenotipicamente con

pelo.
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Tabla IV. Disefio experimental para estudiar la citotoxicidad de toxinas Cry en ratones

Balb/c.
Ratén | Toxina de Toxina de Toxina de Toxina de Control
No. | 6-1pug/100p! | 6-4ug/100u! | 10-2ug/100ul | M2#2ug/100u! | medioRPM!
1 1 1 1 1 10011
2 10 10 10 10 100ul
3 50 50 50 50 100l
4 100 100 100 100 100ul

V.IIA.IIl CITOTOXICIDAD DE TOXINAS Cry SOBRE TUMORES INDUCIDOS EN
MODELOS MURINOS nude (nu/nu).

Una vez que los fumores alcanzaron el tamano esperado de 0.4 a 0.6 cm, lo cual se

presentd alrededor de la tercer semana se trataron con las toxinas Cry previamente

estudiadas en cultivos celulares.
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Se formaron 5 grandes grupos. El primero para experimentar con diferentes
concentraciones de la toxina 6-1 y comparar diferentes parametros de 24 h después de
que la dltima dosis fue administrada. En el segundo grupo de ratones se admnistraron
diferentes concentraciones de la toxina 10-2 y se compararon diferentes parametros 24 h
después de que la ultima dosis fue administrada. El tercero y cuarto grupo se formaron
en base a la concentracion de la toxina 6-1 ¢ 10-2, respectivamente que causo el efecto
deseado sobre el tumor (eliminacién). Se observé el proceso de recuperacion del ratén
después de que el tumor fue destruido por la toxina. El objetivo de este ultimo
experimento fue conocer si la concentracion utilizada erradicaba por completo el tumor o
presentaba regresion. El quinto grupo se utilizé como grupo control, consistio en ratones
con tumor inducido a los que se les inoculdé una mezcla de los reactivos utilizados para la
activacion de la toxina (SD-IBT, Tripsina, PMSF). El disefio experimental se describe en
la tabla V.

La toxina fue previamente activada con tripsina, cuantificada e inoculada como se
describid previamente.
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Tabla V. Disefio experimental para estudiar el efecto de toxinas Cry sobre tumores
inducidos en ratones nude.

GRUPO | TOXINA 6-1
Subgrupo 1
Ratén 1 al 4 10ugf100uI
Subgrupo 2
Ratén 1 al 4 30ug/100ul
Subgrupo 3
Ratén 1 al 4 50ug/100Qul
GRUPO 2 TOXINA 10-2
Subgrupo 1
Ratén 1 al 4 10ug/100ul
Subgrupo 2
Ratén 1 al 4 30ug/1004l
Subgrupo 3
Raton 1 al 4 50ug/100ul
GRUPO 3 TOXINA 6-1
Subgrupo 1 ‘
Raton 1 al 4 10pg/ 1000l
Subgrupo 2
Ratén 1 al 4 30pg/100ul
GRUPO 4 TOXINA 10-2
Subgrupo 1
Raton 1 al 4 10pg/100u!
Subgrupo 2
Raton 1 al 4 30ug/10001
GRUPO 5 CONTROL
Ratbén 1 al 4 100pi (SD-IBT+Tripsina+PMSF)
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V.HIB.I ACTIVIDAD INSECTICIDA DE TOXINAS Cry

Se utilizaron suspensiones de espora cristal de las cepas de B. thuringiensis de 96 h de
cultivo. Se realizé la cuantificacion de protefnas por el metodo de Lowry.

En placas de 24 pozos se virtid la dieta artificial — agar que consumen las larvas de
Manduca sexta y se dejé solidificando. Se utilizé una placa por ensayo.

Cada ensayo consisti6 en probar una concentracidon de la toxina problema. La
concentracion a probar se ajustd a un volimen de 950 ul con agua estéril que se
depositd en cada pozo de la placa en condiciones de esterilidad y se dejé secando. Enla
tabla Vi se muestran las concentraciones que se probaron de cada una de las toxinas.
Se probo la actividad insecticida de las toxinas Cry de las cepas 6-1, 6-3, 6-4, 10-2 y 13-
4 en larvas de Manduca sexta criadas en el insectario del laboratorio de Microbiologia
Molecular del Instituto de Biotecnologia — UNAM bajo las siguientes condiciones:
Periodos de luz de 12 h x 12 h de oscuridad, Temperatura de 26 °C, himedad relativa
del 60%, alimentacién artificial. Crecimiento en cajas petri.

Una vez que cumplieron 6 dias de desarrollo se transfirireron a placas de 24 pozos que
contenian la misma dieta artificial en agar y la concentracion de la toxina Cry problema
embebida en cada uno. Para no dafar el cuerpo de la larva se tomaron de la cola con
pinzas y se deposité una larva por pozo. En la figura 17 se observa el crecimiento
larvario de Manduca sexta sobre la dieta artificial en cajas Petri y una placa de 24 pozos
con dieta artificial donde son depositadas para los bioensayos con las toxinas Cry.

Se sellaron las placas con plastico y se dejaron en el insectario por siete dias. Se tomé
lectura de las placas, de las larvas que evidentemente se obsevaron muertas y las
vivas. Se calculd la DLgp de 6-1 y 10-2 por el método estadistico probit.
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Tabla VI. Concentracion de las diferentes toxinas de B. thuringiensis probadas en larvas
de Manduca sexta.

Toxina Concentracion (ug/cm?)
6-1 0.01
6-1 0.05
6-1 0.1
6-1 0.5
6-1 2
6-3 2
6-4 1
6-4 2

10-2 1
10-2 2
13-4 1
13-4 2

Control -

Figura 17. Bioensayo de actividad insecticida de toxinas de B. thuringiensis. Crecimiento
de larvas de Manduca sexta en cajas petri sobre dieta artificial. Del lado derecho de la
figura se muestra placas de 24 pozos con dieta artificial-agar con la toxina ya embebida
en el. En cada uno de ellos se colocd la larva para realizar los bioensayos.
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VI. RESULTADOS
VLIA.I AISLAMIENTO DE CEPAS DE B. thuringiensis.

Se aislaron 74 colonias que presuntamente era cepas de B. thuringiensis. Cada una de
ellas se resembré6 en medio SP-agar durante 96 h a 30 °C. Después de verificar
morfologia celular y produccion de cristales por tincion VM en microscopio y el perfil de
proteinas de cada una en geles de poliacrilamida desnaturalizante al 10%, se
descartaron 39 cepas por no producir cristales y/o presentar el mismo perfil de proteinas
gue otra cepa ya elegida.

Finalmente con las 28 cepas restantes, que se muestran en la figura 18, se

estandarizaron protocolos de cultivo, purificaciéon y activacién de cristales.

Figura 18. Siembra de cepas de B. thuringiensis en medio sélido. Cepas de B.
thuringiensis seleccionadas de la regién Ensenada-Tijuana en medio de cultivo SP-agar,
96 h de incubacioén a 30°C.
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MORFOLOGIA COLONIAL. Son colonias de 0.5 a 1.5 cm de diametro, blanquecinas con
apariencia de cera, de forma circular, elevada, de borde ondulado, de apariencia
semiseca, no brillante. La figura 19, muestra colonias tipicas de B. thuringiensis crecidas
en medio Nutrient Broth Agar, por 12 h a 37 °C.

a b
Figura 19. Crecimiento colonial de diferentes cepas de B. thuringiensis en medio
Nutrient Broth. A) B. thuringiensis var. aizawai. B) B. thuringiensis var. kurstaki.

En medio SP liquido se pudo observar la diferente coloracion entre las cepas de B.
thuringiensis, que va desde un tono amarillo paja hasta tonos rojo ladrillo. En la figura 20,
se observan cultivos de B. thuringiensis en medio SP liquido.

a b c d e

Figura 20. Cultivo de B. thuringiensis en medio SP liquido. En esta fotografia se
muestran las diferentes coloraciones que las cepas de B.thuringiensis pueden tener.
Figura A-E. Diferentes cepas de Bt cultivadas en medio SP durante 96 h a 30 °C.
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MORFOLQOGIA CELULAR. Son bacilos gram positivos, esporulados, de 1 a 1.5 um de
ancho por 3 a 5 um de largo. Cuando son tefiidos por la técnica de verde de malaquita,
podemos observar ademas una estructura en posicién paraesporal, del mismo tamafio o
inclusive algunas veces mayor a la espora, estos son los cristales cuyos péptidos gue lo
forman al activarse presentan propiedades insecticidas y anticancerigenas.

Las incubaciones de 96h tienen como objetivo la produccidén masiva de esporas y
cristales, pero ademas, el que la mayorfa de las células lleguen a lisarse para facilitar la
purificacién de los cristales. Cuando se obseva al microscopio éptico el cultivo
cosechado tefiido con la técnica de Verde de Malaguita, se distinguen las esporas y
cristales liberados. En la figura 21 y 22, se puede observar la morfologia celular de B.
thuringiensis tefiida con verde de malaquita vista al microscopio optico con luz visible y
en contraste de fases.
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a B. thuringiensis var. aizawai

Figura 21. Morfologia celular de B. thuringiensis var. aizawai al microscopio optico 100x.
Medio utilizado: SP, durante 96h a 30 °C con agitaciéon de 275 rpm. Tincion Verde de
malaquita. Figura A, en luz visible y la figura B en contraste de fases. Los cristales y la
fase vegetativa de la bacteria se observan en la misma tonalidad - rosa, en luz visible y
verde en contraste de fases y las esporas - verdes en luz visible y amarillas en contraste
de fases. CFV- Células en fase vegetativa. E- Esporas. C- Cristales.
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a Bacillus thuringiensis 6-1

Figura 22. Morfologia celular de B. thuringiensis 6-1 al microscopio optico 100x. Medio
utilizado: SP, durante 96 h a 30 °C con agitacion de 275 rpm. Tincién Verde de
malaquita. Figura A, en luz visible y la figura B en contraste de fases. Los cristales y la
fase vegetativa de la bacteria se observan en la misma tonalidad - rosa, en luz visible y
verde en contraste de fases y las esporas - verdes en luz visible y amarillas en contraste
de fases. CFV- Células en fase vegetativa. E- Esporas. C- Cristales.
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VI.ALII CULTIVO DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis.

Después de sembrar y cultivar Bacilllus thuringiensis en diferentes medios como
Schaffer, LB y SP durante 4 dias a 30°C con una agitacion de 275 rpm, se determiné que
el mejor medio para el cultivo de Bacillus thuringiensis y la obtencién de sus cristales es
SP, seguido por LB y el menos adecuado para la obtencion de cristales fue Shaffer,
aungue es todo lo contrario en la esporulacion, ya que Schaffer es el mejor medio para
esporular Bt. La esporulacién se compard cuantitativamente, pero la produccion de
cristales se hizé de manera cualitativa. En la figura 23 y 24, se observan graficas que
muestran el comportamiento de B. thuringiensis var. aizawai durante una curva de
crecimiento en diferentes medios.
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Figura 23. Grafica de porcentaje de esporulacién de Bt var. aizawai en medio Luria
Bertani LB. Previa inoculacién del medio, la cepa fue sometida a calentamiento durante
10 min. a 65° y 80°C. El control (s/c), consistié en la inoculacién de medio con una cepa
que no habia sido sometida a calentamiento. Se realizaron diliciones de cada tratamiento
y sembraron las diluciones 10, 10, 10% y 10™'° Las lecturas de la curva se realizaron a
diferentes tiempos de incubacién: 6h, 9h, 12h, 24h. La incubacién fue a 37°C.
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Figura 24. Grafica de porcentaje de esporulacién de Bt var. aizawai en otros medios.
Figura a, medio utilizado: SP. Figura b, medio utilizado: Shaeffer. Previa inoculacion del
medio, la cepa fue sometida a calentamiento durante 10 min. a 65° y 80°C. El control
(s/c), consistid en la inoculacion de medio con una cepa que no habia sido sometida a
calentamiento. Se realizaron diliciones de cada tratamiento y sembraron las diluciones
10, 10°, 10® y 1070 Las lecturas de la curva se realizaron a diferentes tiempos de
incubacion: 6h, Sh, 12h, 24h. La incubacion fue a 37°C.
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VLIA.II  CARACTERIZACION DE CRISTALES POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO.

Se realizaron frotis muy delgados de la muestra en un portaobjetos previa limpieza con el
objetivo de conservar solo cristales-esporas y desechar residuos de medio y sales. Las
muestras se secaron al aire y se recubrieron con oro. Se observaron en MEB a
diferentes aumentos. En la figura 25 y 26 se muestran imagenes que se lograron
observar por MEB vy capturar de las diferentes morfologias de los cristales encontrados
en las cepas de Bt aisladas en la region Ensenada-Tijuana. En la tabla VIl se enlistan las
cepas aisladas y la morfologia de sus cristales.

Figura 25. Iméagenes observadas por MEB de las diferentes morfologias de los cristales
de las cepas de Bt aisladas de la regién Ensenada-Tijuana. Imagen a-d, Muestra
diferentes morfologias de los cristales de B. thurngiensis, CC-cristal cubico. Cl-cristal
irregular. CE- cristal esférico. CO-cristal ovoide. E- espora.
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Figura 26. Imagenes observadas por MEB de las diferentes morfologias de los cristales
de las cepas de Bt aisladas de la region Ensenada-Tijuana. Imagen e-j, Muestra
diferentes morfologias de los cristales de B. thurngiensis, CC-cristal cubico. Cl-cristal
irregular. CE- cristal esférico. CO-cristal ovoide. E- espora. C- céula vegetativa. CB-
cristal bipiramidal.
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Tabla VII. Cepas de B. thuringiensis aisladas de la regién Ensenada-Tijuana y la

morfologia de sus cristales .

CEPA MORFOLOGIA DEL CRISTAL
Bt var. aizawai Bipiramidal, Cabico
Bt var kurstaki Bipiramidai, Cubico
M1#7 Bipiramidal, Cubico
M1#8 Bipiramidal, Ovoide
M2#2 Cubico, Esférico
M2#7 Cubico, Ovoide
1-2 Bipiramidal, Cubico, Esférico
2-2 Cubico, rregutar
4-2 Cabico, Ovoides
4-5 Cubico Irregular
5-4 Cubico, lrregutar
6-1 Bipiramidal, Cubico, Esférico
6-3 Esférico
6-4 Cubico, Esférico, Ovoide
7-2 Bipiramidal, Cuabico
7-3 Esférico,Ovoide
8-3 Cubico
8-4 Bipiramidal, Esférico, lrregular
9-2 Cuadrado plano, Esférico, lregular
10-2 Cuabico, Irregular, Ovoide
11-4 Cubico
12-2 Bipiramidat, Cubico, Irregular
12-6 Bipiramidal, Cuadrado plano, Esférico,
13-4 Cubico
14-1 Cuadrado plano, Irregular
17-3 Bipiramidal, frregular
18-2 Cubico
18-5 Cuadrado, Bipiramidal
19-1 Cubico, Irreguar
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VILIA.IV ELECTROFORESIS DE PROTEINAS TOTALES DE CEPAS DE B.
thuringiensis AISLADAS DE LA REGION ENSENADA-TIJUANA.
El perfil de proteinas de cada una de las cepas de B. thuringiensis aisladas fue una

herramienta indispensable para seleccionar las cepas de Bt productoras de cristales con
un perfil de proteinas Unico que ademas evidencia la presencia de proteinas Cry. En la
figura 27 se muestra el peérfil de proteinas de 12 cepas de B. thuringiensis, de las cuales
7 son aisladas de la region Ensenada-Tijuana.
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Figura 27. Pérfil de proteinas en SDS-PAGE al 10%. Carril 1) MPM, carril 2) B.
thuringiensis var. aizawai, carril 3) B. thuringiensis var. kurstaki, carril 4) Cry3A, carril 5)
Cry4A, carril 6) Cry1Ab, carril 7) M1#4, carril 8) M1#8, carril 9) M2#2, carril 10) M2#7,
carril 11) 6-1, carril 12) 6-4, carril 13) 10-2. Tincidn con Azul de Coomassie.

VLIA.V CONDICIONES IN VITRO DE SOLUBILIZACION Y ACTIVACION PARA
PROTEINAS Cry DE B. thuringiensis

Cada una de las cepas de B. thuringiensis, se sometidé a diferentes tratamientos para
solubilizar las proteinas que componen la inclusién parasporal, posteriormente cada una
recibio un tratamiento diferente para activar las protoxinas que contenian esas
inclusiones parasporales. En la tabla Vlil, se resume el protocolo utilizado para cada una
de las cepas (**ver apéndice para preparacion de los reactivos utilizados).
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Tabla Viil. Condiciones de solubilizacién y activacidn in vitro de las distintas cepas de Bt
aisladas y peso en kDa encontrado en cada proceso.

CEPA PERFIL DE GONDICIONES PERFIL DE CONDICIONES | PERFIL DE
PROTEINAS (kDa) DE SOLUBILIZACION DE ACTIVACION
SOLUBILIZAGION {kDa) ACTIVACION {kDa)
160,130, 125,
A 100, 65, 55 1 150, 130, 88 3 (2h 65
30min)
200,160,
K 130,88,65, 48 1 160, 130, 88 3(2h 65,54
30min)
180, 130, 120, 180, 130, 120,
HD1 100, 88, 65, 1 100, 70, 65, 52 3(2h) 65
56
HD916 | 130, 110, 88, 150, 125, 110, 3{2h) 70
65 1 75, 65, 650
Crylb 130,88,60 1 130, 80, 60 3{(th) 65
Crylc 200,130 2 130, 100 3(th) 65
Cry3A | 160,150,130 1 140 3(2h) 47
160,140, 90, 2 160, 140 3(1h)
CrydA 50
Cyt1A 100 2 5 {30min)
200, 130, 2 88 5(30min)
M1#4 88,75,65,50 62
200,180,1408 160, 130, 88
M1#7 8,75 1 200, 150, 120, 3 (2h) 67
90, 70
M1#8 160,140,88 1 130, 88 3(2h 438
30min)
180, 150, 120, 480, 150, 120, 48,37, 29
M2#2 100,88, 65 1 100, 65 3(2h
30min)
M2#7 88, 70, 65 1 88 3(1h 49,38, 29
30min)
200,130, 100,
1-2 88,75,65 1 88, 75, 65 3 (2h) 40
200,88,75, 1 88 3(2h) 37
2-2 48,40
200,88, 75,
4-2 68, 65, 62, 50 2 88 4 (1h) 67
200, 88, 75,
4-5 68, 65, 62, 50, 2 120, 88, 65 4 (1h) 56
45
1560, 120, 75,
5-4 65, 55, 48 2 75,62 4 {1h) 45
250, 130, 88,
6-1 75, 65, 48, 47, 1 88 3(1h) 54
46




6-3 | 88, 75, 65, 55, 2 88,62 4 (1h) 40
48, 46
CEPA PERFIL DE CONDICIONES PERFIL DE CONDIGIONES PERFIL. DE
PROTE!NAS (kDa) DE SOLUBILIZACION DE ACTIVACION
SOLUBILIZACION {kDa) ACTIVACION {kDa}
64 | 200, 88, 75, 1 80 5 (30min) 50, 37
70, 44
7-2 | 200, 88, 70, 1 75, 62 4 (30min) 65
44
7-3 210, 40 2 88,65,50 5 (30min) 40
130, 88, 75, 2 130 5 (30min) 62
8-3 65, 50
200, 130, 120,
8-4 100, 88, 70, 1 88, 75, 70, 65 3 (1h 65
65, 50 30min)
9-2 1 75, 65 5 (30min) 40
150, 88, 70, 55
10-2 | 67, 55, 50, 44 1 88, 3 (1h)
200, 88, 70,
11-4 |67, 88, 55, 50, 2 88 5 (30min) 50
44
122 | 200, 88, 70, 2 58 3(1h) 65
67, 66, 44
126 | 200, 88, 75 1 100, 53, 51, | 5 (30min) 70
37, 23
13-4 80 1 53, 51, 37, 23 3 65
141 | 200, 55, 47, 2 5 (30min) 40
40
17-3 88 2 88,65 3 (1h) 55
18-2 | 130, 88, 70 1 130 5 (30min) 65
140, 100, 70,
185 | 100, 75, 50 1 53, 51, 37, 23 5 (1h) 62
105, 75, 53
19-1 88, 75, 50 1 75, 53 5 (30min) 43

1. NaHCO3; 50mM + R Mercaptetano! al 0.2% (v/V) . Incubacién a 37°C por 2h.

2. NaOH 100mM. Incubacién a 4°C por 1h.

3. 50pug/ml de Tripsina. Incubacién 37°C.

4. 10pg/ml de Tripsina. Incubacion 37°C.

5. 5ug/ml de Tripsina. Incubacion 37°C.
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VLIAVI SOLUBILIZACION Y CONFIRMACION DE LA ACTIVACION DE
PROTEINAS Cry EN GELES DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE.

Las proteinas Cry activadas muestran una Unica banda o dos en el corrimiento en gel
SDS-PAGE. En la figura 28 se muestran las proteinas activadas con Tripsina.

Figura 28. Proteinas activadas de B. thuringiensis. Corrimiento en SDS-PAGE al 7.5%
de cepas aisladas de Bt en la regién Ensenada- Tijuana. a) carril, 1) MPM, carril 2)
B.thuringiensis var. aizawai, carril 3) B.thuringiensis var. kurstaki, carril 4) Cry3A; carril 5)
Cry4A. B. 1) MPM; carril 2) M2#7; carril 3) 1-2; carril 4) 6-1; carril 5) 6-4, carril 8) vacio;
carril ;7) 7-2; carril 8) 10-2. Tincién con Azul de Coomassie.
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VLIA.VII CARACTERIZACION MOLECULAR POR PCR DE GENES cry Y cyt DE
B. thuringiensis

Hasta el momento la técnica de PCR es la herramienta molecular mas eficaz para
identificar los genes Cry presentes en cada una de las cepas.

Bajo las condiciones generales mencionadas en Materiales y Métodos, la tabla 1X
muestra la temperatura de alineamiento especifica para cada ocligonucledtido utilizado, el
tamano de la banda amplificada y las cepas que amplificaron con cada oligonucleétido.
En la figura 29 y 30 se muestra graficamente el procentaje de presencia de cada gen cry
analizado por PCR.

Tabla IX. Caracterizacion por PCR de los genes cry y cyf, presentes en cada una de las
cepas aisladas de la regién Ensenada ~Tijuana.

Gen Cepas que amplificaron % que
representa
HD1, Cry 1Ab, Cry 1Ac, aizawai, kurstaki, M1#7,
Gral Cry1 M1#8, M2#2, 1-2, 6-11, 7-2, 8-4, 12-2, 17-3, 18-5 40.5%
HD1, HD916, kurstaki, M1#4, M1#7, M2#2,
Gral Cry2 M2#7, 2-2, 4-2, 4-5, 5-4, 6-1, 7-2, 8-3, 9-2, 11-4, 56.7%
12-2,17-3, 18-2, 18-5, 19-1
Gral Cry3 Cry3A, 9-2, 12-8, 14-1 10.8%
Gral Cry4 HD918, Cry4A, 5.4%
Gral Nem NINGUNA 0
Gral Cry8 HD916, M2#2, 1-2, 8-4, 5.4%
Gral Cry8 NINGUNA 0
Gral Cry10 NINGUNA 0
Gral Cry11 HD916, 1-2, 7-3, 8-4, 9-2, 12-8, 14-1, 29.7%
Gral Cry25 NINGUNA 0
Gral Cry29 NINGUNA 0
HD1, Cyt1A, M1#4, M2#7, 4-2, 5-4, 7-3, 8-4, 12- 32.43%
Gral Cyt 2, 14-1, 17-3, 19-1
No amplificé 6-3, 6-4, 10-2, 13-4 5.4%
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Figura 30. Amplificacion de gen cry 8. Los productos de la amplificacion se observaron
en gel de agarosa al 1.5% teflido con bromuro de etidio. Carril 1 y 20 Escalera de DNA.
a), cepas amplificadas HD916, M2#2, 1-2. b) cepas amplificadas, 8-4.
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VLIAVIIl IDENTIFICACION DE PROTEINAS A TRAVES DE LA
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION LC-MS/MS

Las proteinas 6-1 y 10-2 analizadas por LC-MS/MS fueron secuenciadas parcialmente,
sin embargo los resultados obtenidos por este andlisis son certeros, eficientes vy

suficientes para poder concluir acerca de la proteina que esta presente en la muestra.

A continuacion se presentan los datos reportados del andlisis de los pétidos presentes
en las muestras 6-1y 10-2,

Para la proteina Cry solubilizada de 6-1 con peso de 150 kDa, se logro secuenciar el
20% de la proteina y al someterlo al banco de datos arrojo un 99% de igualdad con
Cry1Ac. Los aminoacidos marcados en rojo son las secuencias que lograron obtenerse
en la secuenciacién parcial por LC-MS/MS

gil67089175 CrylAc [Bacillu's thuringiensis]
similitud=99% cobertura=20%

1 NECIP YNCLS NPEVE VLGGE RIETG YTPID ISLSL TQFLL SEFVP GAGFV
51 LGLVD IIWGI FGPSQ WDAFL VQIEQ LINQR IEEFA RNQAI SRLEG LSNLY
101 QIYAE SFREW EADPT NPALR EEMRI QFNDM NSALT TAIPL LAVQN YQVPL
151 LSVYV QAANL HLSVL RDVSY FGQRW GFDAA TINSR YNDLT RLIGN YTDYA
201 VRWYN TGLER VWGPD SRDWY RYNQF RRELT LTVLD IVALF PNYDS RRYPI
251 RTVSQ LTREI YTNPV LENFD GSFRG SAQGI ERSIR SPHLM DILNS ITIYT
301 DAHRG YYYWS GHQIM ASPVG FSGPE FTFPL YGTMG NAAPQ QRIVA QLGQG
351 VYRTL SSTFY RRPFN IGINN QQLSV LDGTE FAYGT SSNLP SAVYR KSGTV
401 DSLDE IPPQN NNVPP RQGFS HRLSH VSMFR S5G5SS SVSII RAPMF SWIHR
451 SAEFN NIIAS DSITQ IPAVK GNFLF NGSVI SGPGF TGGDL VRLNS SGNNI
501 QNRGY IEVPI HFPST STRYR VRVRY ASVTP THLNV NWGNS SIFSN TVPAT
551 ATSLE NLQSS DFGYF ESANA FTSSL GNIVG VRNFS GTAGV IIDRF EFIPV
601 TATLE AEYNL ERAQK AVNAL FTSTN QLGLK TNVTD YHIDQ VSNLY TYLSD
651 EFCLD EKREL SEKVK HAKRL SDERN LLQDS NFKDI NRQPE RGWGG STGIT
701 I0GGD DVFKE NYVTL SGTFD ECYPT YLYQK IDESK LKAFT RYQLR GYIED
751 SQDLE IYLIR YNAKH ETVNV PGTGS LWPLS AQSPI GKCGE PNRCA PHLEW
801 NPDLD CSCRD GEKCA HHSHH FSLDI DVGCT DLNED LGVWY IFKIK TQDGH
851 ARLGN LEFLE EKPLV GEALA RVKRA EKKWR DKREK LEWET NIVYK EAKES
901 VDALF VNSQY DQLQA DTNIA MIHAA DKRVH SIREA YLPEL SVIPG VNAAI
951 FEELE GRIFT AFSLY DARNV IKNGD FNNGL SCWNV KGHVD VEEQN NQRSY
1001  LVVPE WEAEV SQEVR VCPGR GYILR VTAYK EGYGE GCVTI HEIEN NTDEL
1051  KFSNC VEEET YPNNT VTCND YTVNG EEYGG AYTSR NRGYN EAPSV PADYA
1101  SVYEE KSYTD GRREN PCEFN RGYRD YTPLP VGYVT KELEY FPETD KVWIE
1151  IGETE GTFIV DSVE

La proteina activada de la cepa 6-1, concuerda con los resultados observados para la
proteina solubilizada. Por lo tanto se concluye que la proteina Cry presente en la cepa 6-
1 es CrytAc
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2i}5916230 Cry 1 Ac de Bacillus thuringiensis
similitud=99% cobertura=43%

i MAIET GYTPL DISLS LTQFL LSEFV PGAGF VLGLV DIIWG IFGPS QWDAF
51 LVQIE QLINQ RIEEF ARNQA ISRLE GLSNL YQIYA ESFRE WEADP TNPAL
101 REEMR TQFND MNSAL TTAIP LFAVQ NYQVP LLSVY VQAAN LHLSV LRDVS
151 VFGQR WGFDA ATINS RYNDL TRLIG NYTDY AVRWY NTGLE RVWGP DSRDW
201 VRYNQ FRREL TLTVL DIVAL FPNYD SRRYP IRTVS QLTRE IYTNP VLENF
251 DGSFR GSAQG IERSI RSPHL MDILN SITIY TDAHR GYYYW SGHQI MASPV
301 GFSGP EFTFP LYGTM GNAAP QQRIV AQLGQ GVYRT LSSTL YRRPF NIGIN
351 NQGLS VLDGT EFAYG TSSNL PSAVY RKSGT VDSLD EIPPQ NNNVP PRQGF
401 SHRLS HVSMF RSGSS NSSVS ITRAP MFSWI HRSAE FNNII ASDSI TQIPA
451 VKGNF LFNGS VISGP GFTGG DLVRL NSSGN NIQNR GYIEV PIHFP STSTR
501 YRVRV RYASV TPIHL NVNWG NSSIF SNTVP ATATS LDNLQ SSDFG YFESA
551 NAFTS SLGNI VGVRN FSGTA GVIID RFEFI PVTAT LE

La proteina activada de la cepa 10-2, arrojo resuitados diferentes, al parecer se trata de
una proteina de superficie bacteriana (S-layer). Estos resuitados deberan ser
confirmados con la secuenciacién completa de la toxina

gi[52144434
similutid=99% S-layer protein, Bacillus thuringiensis

1 MAKTN SYKKYV IAGTM TAAMV AGVVS PVAAA GKSFP DVPAG HWAEG SINYL
51 VDKGA ITGKP DGTYG PTETI DRSSA AVIFT KILNL PVDDN AQPSF KDAKN
101 TWAAK YIAAV EKAGI VKGDG KENFY PEGKI DRASF ASMLV SAYNL KBKVN
151 GELVT TFEDL LDHWG EEKAN ILINL GISVG TGGKW EPNKT VTRAE AAQFI
201 ALTDK KYGKK DNEQA YVTDV KVSEP TKLTL TGTGL DKLSA DDVTL EGDKA
251 VAIEA SADGT SATVT LGGKV APNKN LTVKV KNQSF VTKFV YEVKK LAVEK
301 LTFDD DRAGQ ATAFK LNDEK GNADYV EYLNL ANHDV KFVAN NLDGS PANIF
351 EGGEA TSTTG KLGVG LSHGD YKVEV QVTKR GGLTV SNTGI ITVKN LDTPA
401 SAIKN TVFAV DADKN GVVYG NKLTG KDFKL NSQTL VVGEK AQIHN VVATI
451 AGEDK VVDPN SISIK SSNHG ITSVV NNYIT AEAAG EATLT IKVGD VTKDV
501 KFKVT TDSRK LVSVK ANPDK LQVVQ NKTLP VTFVT TDBQYG DPFGA NPAAT
551 KEVLP KTGVV AEGGL DVVTT D3GSI GTKTE GVTGN DVGEG TVHFQ NANGE
601 TLGSL YVNVT EGNVA FKNFE LVSKV GQYGQ SPDTK LDLNV SNTVA YQLSK
651 YTSDR VYSDP ENLEG YVVES KNPAV AEAKI VGNKYV VVKGL KPGKV DIHLT
701 KNGAT AGKAT VEIVQ EKIAT KSVNF KPVQT ENFVE KKINI GTVLE LEKSN
751 LDDIV KGINL TKETQ HKVRV VKSGD DQGKL YLDTN GNAHF DLEDQ ELGYV
801 TVSOT SDSAL PNFKT DLYDT LTTKY TDKGT LVFKV LGEKD VLTSE IGSQA
851 VHVNY LNNPN L
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V.IB.I EFECTO DE LAS TOXINAS B. thuringiensis SOBRE ERITROCITOS
HUMANOS

La actividad de las toxinas Cry sobre los eritrocitos, se evalué en placas ELISA de forma
cualitativa cada hora durante 12 h y de forma cuantitativa en el sobrenadante de la
reaccion a las 12 h en un contador automatizado. Se utilizaron diversos controles de la
reaccion. El primer control negativo, consiste en una cepa control no hemolitica
(aizawai). El segundo control negativo fue soélo la suspension de eritrocitos y el tercer
control es positivo a hemdlisis construido con una suspension de eritrocitos sometida a
tratamiento litico con triton x al 1%. En la figura 31, se muestran los resultados
observados para los controles positivos y negativos, ademas la actividad hemolitica de
las toxinas cry sobre eritrocitos humanos a las 12 h. En la tabla X se pueden observar los
resultados cualitativos y cuantitativos.

aizawai solo eritrocitos Triton x 1%
a) CONTROL - = % & 3 & ¥ X +

Figura 31. Ensayo de actividad hemolitica de toxinas Cry. a) se muestra la linea de
controles. b) se muestra el ensayo de actividad hemolitica montado en una placa de 96
pocillos, de cada toxina se probaron 3 concentraciones por duplicado (5ug/ml, 2,5ug/mly
1.25ug/ml). A,B-1,2,3: M1#7; A B-4,5,6: M1#8; A B-7,8,9: HD1; A,B-10,11,12: 8-4. C,D-
1,2,3:M2#2; C,D-4,5,6: M2#7, C,D-7,8,9: 7-3; C,D-10,11,12: 4-2; E-F-1,2,3: 191, E,F-
456: 9-2; EF-7,8,9: 10-2; E,F-10,11,12: 12-2; G,H-1,2,3: 14-1;, G,H-4,5,6: 18-2; G,H-
7,8,9: 18-5; G,H-10,11,12: 17-3.



Tabla X. Actividad hemolitica de toxinas de B.thuringiensis aisladas de Ensenada-
Tijuana

Analisis Analisis cuantitativo. Millones
Cepa cualitativo de eritrocitos/pl
5,25,125 {contador automatizado)

{pg/mi) 5,25, 1.25 (ug/ml)
Control negativo - - - 0.07 0.07 0.07
Control positivo + + + 0.0 0.0 0.0
Bt var. aizawai - - - 0.05 0.05 0.05
Bt var kurstaki - e 0.05 0.05 0.05
Bt var HD1 + + + 0.02 0.02 0.02
Bt var HD916 - - - 0.05 0.05 0.086
Cry1Ab - - - 0.05 0.05 0.05
Cryl1Ac - - - 0.05 0.05 0.05
Cry3A - - - 0.05 0.05 0.05
CrydA - - - 0.05 0.05 0.05
CytiA + + + 0.02 0.02 0.02
N1#4 + - - 0.02 0.05 0.05
M1#7 - - - 0.05 0.05 0.05
M1#8 - - - 0.05 0.05 0.05
M2#2 - - - 0.05 0.05 0.05
M2#7 + - - 0.02 0.05 0.05
1-2 - - - 0.05 0.05 0.05
2-2 - - - 0.05 0.05 0.05
4-2 + - - 0.02 0.05 0.05
4.5 - - - 0.05 0.05 0.05
5-4 + - - 0.02 0.05 0.05
6-1 - - - 0.05 0.05 0.05
6-3 - - - 0.05 0.05 0.05
6-4 - - - 0.05 0.05 0.05
7-2 - - - 0.05 0.05 0.05
9-2 - - - 0.05 0.05 0.05
10-2 - - - 0.05 0.05 0.05
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No. DE ERITROCITOS
ACTIVIDAD HEMOLITICA Millones /u!
CEPA 5,25,125 {contador automatizado)
{ng/ml} 5, 25,125
(pg/ml)
12.2 + - - 0.02 0.05 0.05
12-6 - = - 0.05 0.05 0.05
13-4 - - 0.05 0.05 0.05
141 4+ 4+ - 0.02 0.02 0.05
17-3 + + - . 002 0.02 0.05
18-2 - - - 0.08 0.05 0.05
18-5 - - - 0.05 0.05 0.05
19-1 + + + 0.02 0.02 0.02

VLIB.I EFECTO ANTICANCERIGENO DE TOXINAS Cry DE Bacillus
thuringiensis EN LINEAS CELULARES

VLIB.IIA CULTIVO CELULAR

El cultivo de células cancerigenas de humano permitié realizar los ensayos pertinentes
con las toxinas, en la figura 32 se muestran imagenes de las lineas célulares empleadas
en los ensayos de citotoxicidad de las proteinas aisladas de Bt nativas de la region
Ensenada-Tijuana. Hel.a y SiHa se utilizaron como modelos de células de cancer
cervicouterino inducido por VPH tipo 18 y VPH tipo 16 respectivamente. La linea celular
MCF7 se utilizé como modelo de células de glandula mamaria con céncer y la linea
celular HaCat se utilizé como control negativo, ya que esta linea celular no proviene de
células con céncer. Todas estas lineas exceptuando HaCat fueron crecidas en medio
DMEM bajo las condiciones ya especificadas en materiales y métodos. Para HaCat se

-

empled medio RPMI.
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Figura 32. Imagenes de las lineas celulares empleadas en los ensayos de citotoxicidad
de proteinas provenientes de cepas de B. thuringiensis nativas de la region Ensenada-
Tijuana. a) HeLa. b) SiHa. ¢) MCF7. d) HaCat. Imagenes por contraste de fases.
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VLIB.IB DETERMINACION DE LA RELACION ENTRE EL NUMERO DE
CELULAS METABOLICAMENTE ACTIVAS Y FORMAZAN PRODUCIDO.

Es necesario realizar una curva patrén de la linea celular y observar su comportamiento
con MTT, con la finalidad de ajustar el nimero de células que sera utilizado en los
experimentos de citotoxicidad para cada linea celular, de tal manera que la respuesta
entre el nimero de células y la viabilidad celular medida por MTT sea lineal. En la figura
33, se demuestra que la relacidn que se establece entre el numero de células viables y la
absorbancia medida es lineal, por lo tanto el estudio de viabilidad celular se pudo realizar
de manera confiable dentro de este rango de numero de céluas estudiado.
a

1

0 50000 100000 150000 200000 25000
No. DE CELULA!

0 30000 100000 150000 200000 250000
No. DE CELULAS

Figura 33. Curva tipo de lineas celulares Hela y HaCat. a) Grafica que relaciona el
nimero de células Hela viables con la absorbancia. b) Grafica que relaciona el nimero
de células HaCat viables con la absorbancia.
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VLIB.HC EFECTO ANTICANCERIGENO DE TOXINAS Cry DE B. thuringiensis
EN LINEAS CELULARES HelLa, HaCat, SiHa y MCF7

Los primeros experimentos se realizaron para descartar la posibilidad de que la
mezcla de la que proviene la toxina activada (NaOH, SD-IBT, Tripsina, PMSF) tuviera
por si sola algun efecto citotéxico en los cultivos celulares se utilizaron los mismos
tiempos de incubacion que se usaron para las toxinas. En la figura 34 se muestra las
graficas de Hela y HaCat de cada uno de estos controles. En este experimento se
utilizaron concentraciones de NaOH, SD-IBT, Tripsina, PMSF muy por encima de las
empleadas para activar toxinas Cry.

80 40 20 10 3 25 125 0.6 03 015 075 0
Dosis en nl

100

80

60

40

20

80 40 2¢ 10 S5 25 125 066 03 015 075 0
Dosis en pl

Figura 34 .Gréafica de controles de citotoxicidad. a) muestra el comportamiento sobre
células HaCat. La grafica b) muestra el comportamiento de la mezcla utilizada para
activar las toxinas sobre células Hela.
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Las células vivas y metabdlicamente activas son capaces de reducir el MTT, de color
amarillo en solucién, a formazan, compuesto insoluble que precipita en forma de cristales
de color azul oscuro. El producto formado puede ser faciimente cuantificado utilizando un
lector de placas de ELISA. En la figura 35 se presenta un cultivo celular expuesto al MTT
por 4 h, las células tefiidas en azul son las células metabolicamente activas, capaces de
captar el MTT y metabolizarlo a formazan a través de la succinato deshidrogenasa

mitocondrial. Las células no tefiidas son células muertas o metabolicamente inactivas.

Figura 35. Imagenes de un cultivo celular donde se ha realizado el ensayo colorimetrico
por MTT para medir viabilidad celular. a) visto a 10x. b) visto a 40x. Las células tefiidas
en azul son metabdlicamente activas, las no tefiidas son células no viables.

En las figuras 36-39 se observa el efecto citopatico que causan las toxinas Cry sobre los
diferentes cultivos cellulares estudiados a diferentes tiempos. A las 24 h postinoculacién
se efectud el ensayo de viablilidad celular, figuras 40-53 donde se grafico el efecto dosis-
viabilidad celular.
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Figura 36. Ensayo de citotoxicidad de proteinas Cry en cultivos celulares de HaCat.
Columna A) Tiempo 0, Columna B) 12h, Columna C) 18h. Fila 1) Contral (sin toxina). Fila
2) Bt cepa 6-1 [2ug/ml]. Fila 3) toxina de cepa de 10-2 [2ug/ml]. Fila 4) toxina de cepa
M1#4 concentracion de [2ug/mi]. Iméagenes en microscopio invertido A) 10x contraste de
fases. B) y C) 40x contraste de fases.
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Figura 37. Ensayo de citotoxicidad de proteinas Cry en culfivos celulares de Hela.
Columna A) Tiempo 0, Columna B) 12h, Coiumna C) 18h. Fila 1) Control (sin toxina). Fila
2) Bt toxinas de la cepa 6-1 [2pg/ml]. Fila 3) toxina de la cepa de 10-2 [2ug/ml]. Fila 4)
toxina de cepa M1#4 concentracion de [2pg/ml]. Imagenes en microscopio invertido A)
10x contraste de fases. B) y C) 40x contraste de fases.




82

Figura 38. Ensayo de citotoxicidad de proteinas Cry en cultivos celulares de SiHa.
Columna A) Tiempo 0, Columna B) 12h, Columna C) 18h. Fila 1) Control (sin toxina). Fila
2) Bt toxina de la cepa 6-1 [2ug/mi]. Fila 3) toxina de la cepa de 10-2 [2ug/ml]. Fila 4)
toxina de la cepa M1#4 concentracion de [2ug/ml]. Imagenes en microscopio invertido A)
10x contraste de fases. B} y C) 40x contraste de fases.
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Figura 39. Ensayo de citotoxicidad de proteinas Cry en cultivos celulares de MCF7.
Columna A) Tiempo 0, Columna B) 12h, Columna C) 18h. Fila 1) Control (sin toxina). Fila
2) Bt toxina de la cepa 6-1 [2ug/mi]. Fila 3) toxina de la cepa de 10-2 [2pg/ml]. Fila 4)
toxina de la cepa M1#4 concentracion de [2ug/ml]. Imagenes en microscopio invertido A)
10x contraste de fases. B) y C) 40x confraste de fases.
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Para poder conocer el efecto citotoxico en cultivos celulares de las toxinas de B.
thuringiensis, se realizé el ensayo de citotoxicidad a diferentes concentraciones de la
proteina Cry en células ya anteriormente sembradas a una densidad de 1x10°. Desples
de 24h de incubacién, se realizd el ensayo colorimétrico para medir la viabilidad celular
por MTT. En las figuras 40-53 se muestran graficos del comportamiento de las diferentes
lineas celulares con la toxina problema. Se utilizaron cuatro lineas celulares, tres
provenientes de células humanas cancerigenas y una de células no cancerigenas. En el
eje de las X se encuentra la concentracion de toxina evaluada sobre el cultivo celular, en
el eje de las Y el procentaje de células metabolicamente activas calculado con base en el
blanco (cultivo celular sin exposicién a la toxina) que corresponde al Gltimo punto de la
grafica)
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Figura 40. Toxicidad de Cry 6-7 sobre diversos cultivos ceiulares.
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Figura 41. Toxicidad de Cry 10-2 sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 42. Toxicidad de Cry aizawai sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 43. Toxicidad de Cry 71Ab sobre diversos cultivos celulares.

120

100

80

. el Ha Cat
=i He | g
sl SiHg

60

% DE CMA

40

20

5 2 1 05 02 01 005 002 001 00050002 0

pgimi

Figura 44. Toxicidad de Cry 3A sobre diversos cultivos celulares.

86




120

100

[0}
o

% DE CMA
D
o

i
o

3]
o

0.5

0.2 01

T T T T

005 002 .01 0.005 0002 0

ua/ml

Figura 45. Toxicidad de Cry 4A sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 46. Toxicidad de Cry M7#4 sobre diversos culfivos celulares.
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Figura 47. Toxicidad de Cry M1#7 sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 48. Toxicidad de Cry M2#2 sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 49. Toxicidad de Cry M2#7 sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 50. Toxicidad de Cry 1-2 sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 51. Toxicidad de Cry 6-4 sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 52. Toxicidad de Cry 8-3 sobre diversos cultivos celulares.
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Figura 53. Toxicidad de Cry 8-4 sobre diversos cultivos celulares.

VLIB.IID PRUEBA DE TUNEL

La prueba de TUNEL es utilizada para detectar muerte celular por apoptosis. La mezcla
de reaccion de TUNEL consiste en la enzima Deoxinucleotidil transferasa, proveniente
de timo de ternera recombinante en E.coli y su marcador. En la figura 54, se muestran
imagenes de células Hela en cultivo expuestas a diferentes condiciones para observar si
se induce la muerte celular apoptética o no. Las figuras a y b son controles positivos,
donde se ha empleado DNAsa para inducir el rompimiento de las cadenas de ADN, la
fluorescencia generada es muy intensa. Las figuras ¢ y d, son los controles negativos, en
los que no se ha inducido de ninguna manera el rompimiento del ADN por lo que, como
se puede observar no presenta fluorescencia. Las células de las imagenes e y f han sido
inoculadas con las toxinas 6-1 y 10-2, en ambas se observa fluorescencia, lo que esta
indicando activacion de la cadena de caspasas y muerte por apoptosis.




92

PRUEBA DE TUNEL EN CELULAS Hela
a b

Figura 54. Imagenes de células Hela tratadas con reactivos para reaccion de TUNEL.
Figuras a y b, Controles positivos: Células HelLa + 5ug/ml DNAsa + Deoxinucleotidil
transferasa (enzima de TUNEL) + Marcador de TUNEL {kit de TUNEL}. Figuras c y d,
Controles negativos: Células HelLa + Marcador de TUNEL. Figura e, Problema: Células
Hela + 5ug/ml de toxina proveniente de la cepa 6-1 + kit de TUNEL. Figura f, Problema:
Células Hela + 5ug/ml de toxina proveniente de la cepa 10-2 + kit de TUNEL.
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Vi, 1 ENSAYOS IN VIVO

VIIIA INDUCCION DE TUMORES EN RATONES nu / nu

Se inacutaron 1x10° células Hela en ratones inmunosuprimidos, se revisaron cada 4°
dia para evaluar el crecimiento del tumor, en promedio alrededor de la 3 semana los
tumores tenian el tamano adecuado de proximadamente 0.8 a 1.2 cm para iniciar con la
inocufacién de la toxina. En la figura 55 se observa el seguimiento del crecimiento
tumoral, desde la inoculacion en un costado del dorso del ratén, el momento en que
alcanza el tamafio deseado el tumor y el inicio de la etapa experimental de las toxinas
Cry en tumores in vivo.

Figura 55. Seguimiento del crecimiento tumoral inducido en ratones nude. Imagen a)
Inoculacién celular. b} Observacion al 4° dia de crecimiento tumoral. ¢) Dia 15 de
crecimiento tumoral. d) Dia 20 Inoculacién de la toxina sobre el tumor.
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VLIIB CITOTOXICIDAD DE TOXINAS Cry EN RATONES Balb/c.

VL.iIBa EXPOSICION DE RATONES Balb/c A DIFERENTES TOXINAS Cry.

Los ratones Balb/c fueron el grupo control por presentar un sistema inmnolégico
competente. En ellos no se indujeron tumores por lo que el objetivo de este grupo de
estudio fue, analizar el efecto de la toxina Cry activada en ratones sanos. Se inocularon,
como se muestra en la figura 56, siguiendo el mismo protocolo que se siguio en ratones
nude, 5 dosis de la toxina Cry cada 24 h y se observaron los posibles cambios en el
raton.

En los grupos de ratones inoculados con 1, 10, 50 y 100 pg/100 pl de las toxinas Cry de
las cepas 6-1, 6-4 y 10-2, no se observd ningun cambié en el ratén, incluso el bazo e
higado de estos grupos tenian apariencia y tamafio similar al grupo control, al que sélo
se le inoculé medio RPMI. Sin embargo en el grupo inoculado con la toxina M2#2, se
observaron algunos sintomas de dafio como: piloereccion, encorvamiento, 0jos
semicerrados. El higado y bazo presentaban un tamario mayor con respecto al control.

Figura 56. Exposicién a las diferentes toxinas Cry de B. thuringiensis en diferentes
concentraciones en ratones inmunocompetentes Balb/c.
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VLIC CITOTOXICIDAD DE TOXINAS Cry SOBRE TUMORES INDUCIDOS EN
MODELOS MURINOS nude (nu/nu).

VLIICa EXPOSICION DE RATONES nude A TOXINAS Cry DE LA CEPA 6-1

1. CONTROL CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 100pl SD-IBT + Tripsina + PMSF

Se establecio un grupo control de ratones nude validos para las toxinas Cry de 6-1 y 10-
2, el cual consistié en inducir tumores e inocular la mezcla de componentes quimicos
utilizados para la activacion de cristales, con el objetivo de demostrar que ninguno de
estos componentes tiene efecto toxico sobre el tumor inducido. Se inoculé una dosis de
la solucidon control mucho mas alta que la inoculada con la toxina. Se comprobé que no
tienen efecto sobre las células cancerosas la solucién de SD-IBT+Tripsina+PMSF.

a b

Figura 57. Control negativo para la toxina de la cepa 6-1 y 10-2. Inoculacion sobre el
tumor durante 5 dias consecutivos de SD-IBT + Tripsina + PMSF. a) Dia de inoculacion
de la primera dosis. b} Sexto dia, sacrificio.
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2, CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 10pg/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 6-1.

La toxina Cry proveniente de la cepa 6-1 logré afectar el tumor inducido en ratones, sin
embargo no se logrd erradicar el tumor a esta concentracion en ninguno de los casos. En
la figura 58, se muestra la secuencia de fotos, donde el ratdn presenta el tumor de
tamafio adecuado para iniciar el tratamiento con la toxina de la cepa 6-1, las siguentes
fotos son postinoculacién en diferentes dias del tratamiento.

c d

Figura 58. Imagenes de ratén nude inoculado con 10ug/ml de la toxina de la cepa 6-1
cada 24h durante 5 dias. a) Tumor al dia de la inoculacién. b) Tumor al segundo dia de
la inocutacion. ¢) Tumor al cuarto dia de la inoculacién. d) Tumor al sexto dia, sacrificio.
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3. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 30pg/mi DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 6-1

La dosis de 30 pyg/mi de la toxina Cry de la cepa 6-1 resulté eficiente para erradicar por
combleto el tumor en el 100% de los casos.

En la figura 59 se pueden observar imagenes del dafio que causa sobre el tumor la
foxina inoculada.

c | d

Figura 59. Imagenes de ratén nude inoculado con 30ug/ml de fa toxina de la cepa 6-1
cada 24h durante 5 dias. a) Tumor al dia de la inoculacién. b) Tumor al segundo dia de
fa inoculacién. ¢) Tumor al cuarto dia de la inoculacion. d) Tumor al sexto dia, sacrificio.
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4. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 50ug/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 6-1.

La dosis de 50 ug / ml de la toxina 6-1 sobre el tumor inducido en ratones nude resultd
eficiente desde la 22, dosis, hacia la 42, dosis el ratén presentaba sintomas de diarrea,
piel reseca, descamacion, pérdida de peso evidente. La dosis de 50 ug / ml es toxica
para el ratén. En la figura 60, se muestra la secuencia de fotos de el dia en que incio la
inoculacion de la toxina sobre el tumor y 24 h después de la Ultima inocutacién .

c : d

Figura 60. Imagenes de ratédn nude inoculado con 50ug/m! de la toxina de la cepa 6-1
cada 24h durante 5 dias. a) Tumor al dia de la inoculacién. b) Tumor al segunde dia de
ia inoculacién. ¢) Tumor al cuarto dia de la inoculacion. d) Tumor al sexto dia, sacrificio.
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VLICh EXPOSICION DE RATONES nude A TOXINAS Cry DE LA CEPA 10-2.
1. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 10pg/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 10-2.

La dosis de 10 pg / ml de la toxina 10-2 sobre el tumor, no fue en todos los casos
suficiente para eliminarlo, a pesar del dafio que ocasiond sobre el érea inoculada y sus
alrededores, las células cancérigenas no fueron eliminadas en el 100% de los casos y el
tumor se expandié. En fa figura 61, se observa que si hubo un efecto de la toxina contra
el tumor, sin embargo, em este caso la dosis administrada no logré eliminar el tumor.

¢ d

Figura 61. imagenes de ratdn nude inoculado con 10 ug/m! de la toxina de la cepa 10-2
cada 24 h durante 5 dias. a) Tumor al dia de ia inoculacion. b) Tumor al segundo dia de
la inoculacidn. ¢) Tumor al cuarto dia de la inoculacién. d) Tumor al sexto dia, sacrificio.




100

2. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 30ug/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 10-2.

La dosis de 30 pg / ml de la toxina 10-2 sobre el tumor inducido en ratones nude, se
extinguid en todos los casos. En la figura 62, se observa la secuencia de fotos de el dia
en que incié la inoculacion de la toxina sobre el tumor y 24 h después de la Gltima
inocutacion .

c d

Figura 62. Imagenes de raton nude inoculado con 30ug/ml de la toxina de la cepa 10-2
cada 24 h durante 5 dias. a) Tumor al dia de la inoculacion. b) Tumor al segundo dia de
la inoculacién. ¢) Tumor al cuarto dia de la inoculacién. d) Tumor al sexto dia, sacrificio.
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3. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 50 uyg/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 10-2.

La dosis de 50 pg / ml de la toxina 10-2 sobre el tumor inducido en ratones nude resuité
eficiente desde la 2% dosis, hacia la 4 dosis el ratén presentaba sintomas de diarrea,
piel reseca, descamacion, pérdida de peso evidente. La dosis de 50 ug / ml es toxica
para el ratén. En la figura 63, se muestra la secuencia de fotos de el dia en que incio la
inoculacién de la toxina sobre el tumor y 24 h después de la Ultima inoculacion .

c d

Figura 63. Imagenes de raton nude inoculado con 50 ug/ml de la toxina de la cepa 10-2
cada 24 h durante 5 dias. a) Tumor al dia de la inoculacién. b)Tumor al segundo dia de
la inoculacion. ¢) Tumor al cuarto dia de la inoculacién. d) Tumor al sexto dia, sacrificio.
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VLIIDa. EXPOSICION DE RATONES nude A TOXINAS Cry DE LA CEPA 6-1.

1. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 10pg/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE

LA CEPA 6-1 Y SU POSTERIOR RECUPERACION - REGRESION.

En la figura 64, se muestra |la etapa de recuperacion del ratéon inoculado con células
tumorales y tratado con 10 ug /ml de la toxina 6-1. En este grupo de ratones el 100% de

los individuos tuvo regresion del tumor al final de la etapa de recuperacion.

-]

Figura 64. Iméagenes de ratdn nude inoculado con 10 pg/ml de toxina de la cepa 6-1
cada 24 h durante 5 dias. Periodo de recuperacién hasta 8 dias postinoculacion de
toxina sobre el tumor. a) Tumor al dia de la inoculacion. b) 2o. dia de recuperacion. c)
3er. dia de recuperacion. d) 50. dia de recuperacion. e) 8o. dia de recuperacion,
regresién del tumor, dia de sacrificio.
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2. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 30pg/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 6-1 Y SU POSTERIOR RECUPERACION.

En la figura 65, se muestra la etapa de recuperaciéon del ratéon inoculado con células
tumorales y tratado con 30 pg /ml de la toxina 6-1. En este grupo de ratones en el 100%

de los individuos se observé recuperacién del ratdén y eliminaciéon det tumor al final de la
etapa de recuperacion.

Figura 65. Imagenes de ratén nude inoculado con 30 uyg/ml de toxina de la cepa 6-1
cada 24 h durante 5 dias. Periodo de recuperacion de 23 dias postinoculacion de toxina
sobre el tumor a) Tumor al dia de la inoculacién. b) 1er dia de recuperacion. ¢} 5o. dia de
recuperacion. d) 8vo. dia de recuperacion. e) 12o. dia de recuperacién. f) 230. dia de
recuperacion, dia de sacrificio.
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VLIDb. EXPOSICION DE RATONES nude A TOXINAS Cry DE LA CEPA 10-2.

1. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 10 ug/ml DE LA TOXINA Y SU POSTERIOR
RECUPERACION - REGRESION.

En la figura 66, se muestra la etapa de recuperacién del ratén inoculado con células
tumorales y tratado con 10 pg /ml de la toxina 10-2. En este grupo de ratones el 50% de
los individuos tuvo regresién del tumor y el 50% logré eliminar el tumor con la dosis
administrada al final de la etapa de recuperacion.

Figura 66. Imagenes de ratén nude inocutado con 10 pg/ml de toxina de la cepa 10-2
cada 24 h durante 5 dias. Periodo de recuperacién hasta 8 dias postinoculacion de
toxina sobre el tumor a) Tumor al dia de la inoculacién. b) 20. dia de recuperacién. c)
3er. dia de recuperacion. d) 50. dia de recuperacion. e) 8o. dia de recuperacion,
regresién del tumor, dia de sacrificio.
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2. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 10pg/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 10-2 Y SU POSTERIOR RECUPERACION.

En la figura 67, se muestra la etapa de recuperacion del ratén inoculado con células
tumorales y tratado con 10 pg /ml de la toxina 10-2. En este grupo de ratones el 50% de
los individuos tuvo regresién del tumor y el 50% logré eliminar el tumor con la dosis
administrada al final de la etapa de recuperacion.

e SRR PR o e R IR »f»

Figura 67. Imagenes de ratén nude inoculado con 10ug/ml de toxina de la cepa 10-2
cada 24h durante 5 dias. Perfodo de recuperacion de 23 dias postinoculacion de toxina
sobre el tumor. a) Tumor al dia de la inoculacion. b) 2o0. dia de recuperacién. c) 5So. dia
de recuperacion. d) 11o. dia de recuperacion. e) 150. dia de recuperacion. f) 230. dia de
recuperacion, dia de sacrificio.
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3. CINCO DOSIS CONSECUTIVAS CON 30ug/ml DE LA TOXINA PROVENIENTE DE
LA CEPA 10-2 Y SU POSTERIOR RECUPERACION.

En la figura 68, se muestra la etapa de recuperacién del ratdn inoculado con células
tumorales y tratado con 30 ug /mli de la toxina 10-2. En este grupo de ratones en el 100%
de los individuos se observé recuperacion del raton y eliminacion del tumor al final de la
etapa de recuperacion.

Figura 68. Imagenes de ratén nude inoculado con 30ug/ml de toxina de la cepa 10-2
cada 24h durante 5 dias. Periodo de recuperacién de 23 dias postinoculacién de toxina
sobre el tumor. a) Tumor al dia de la inoculacion. b) 2o. dia de recuperacion. c) 50. dia
de recuperacién. d) 8vo. dia de recuperacion. e} 170. dia de recuperacién. f) 230. dia de
recuperacién , dia de sacrificio.
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Después de los 23 dpias de recuperacion, se compard el bazo y el higado de los dos
principales grupos de estudio. En la figura 69, se muestran imagenes de los érganos
extraidos de ratones con tumor, expuestos a la toxina in sifu.

Figura 69. imagen comparativa de 6rganos de ratones nude expuestos a toxinas de Bt +
periodo de recuperacion. La imagen de la izquierda corresponde al bazo e higado de
ratén expuesto a la toxina de la cepa 6-1. La imagen de la derecha corresponde al bazo
e higado de ratén expuesto a la toxina de la cepa 10-2.

V.IIB ENSAYOS BIOINSECTICIDAS

Cada ensayo consiste en inocular en una placa de veinticuatro pozos una concentracion
.de la toxina, que es embebida en el alimento solidificado. Posteriormente las larvas de
M. sexta son depositadas en cada uno de los pozos. Desples de 7 dias se toma la
lectura de cada placa, y se cuantifica el nimero de larvas vivas por concentracion. Este
ensayo se realiza por triplicado. En la tabla XII se observan los resultados obtenidos para
cada una de las toxinas en las diferentes concentraciones estudiadas. La toxina Cry de
la cepa B-1 fue la mas téxica para las larvas, esto se relaciona con el tipo de toxina Cry
encontrada por el anfialisis molecular, se ha descrito que |as larvas de M. sexta son mas
susceptibles a la toxina Cry1.




Tabla Xl. Resultados obtenidos para el Ensayo Insecticida
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TOXINA pg/cm? Larvas vivas Larvas muertas
6-1 0.01 15 g
6-1 0.05 13 11
6-1 0.1 10 14
6-1 0.5 18
6-1 2 24
6-1 1 24
6-3 2 21
6-4 1 24 0
6-4 2 0 24

10-2 1 22 2
10-2 2 23 1
13-4 1 22 2
13-4 2 23 1
Control 24 0
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V. DISCUSIONES

VILL.GENERALIDADES.

Durante muchos afios se ha tratado de encontrar la cura definitiva contra el cancer, sin
embargo, a medida que se avanza en el conocimiento de la enfermedad, surgen nuevos
problemas y dudas por resolver. Se han buscado en todos 0s ecosistemas moléculas
que funcionen como anticancerigenos, en algunas ocasiones se han potencializado las
funciones de algunos compuestos importantes a través de la biotecnologia o de la
quimica pura, sin embargo esto no ha sido suficiente.

Nuestro grupo de investigacién es pionero en México, en la busqueda de proteinas
cristal (Cry) de Bacillus thuringiensis nativas de territorio mexicano, con actividad citécida
contra lineas celulares de cancer y células tumorales in vivo.

México resulta atractivo para la busqueda de compuestos activos naturales debido a que
se encuentra ubicado en la zona de confluencia y transicién de dos zonas biogeograficas
de las 6 existentes en el planeta, la Neartica al norte del continente y la Neotropical en
Centro y Sudamérica. Se le considera entre los 18 paises megadiversos, el segundo
pais en el mundo en ecosistemas y el 40. en total de especies. Segun la CONABIO
(Consejo Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad), en México existen 8
tipos de ecosisiemas; Templados, Tropicales, Subterraneos, Terrestres modificados,
Acuaticos modificados, Dulceacuicolas, Costeros y Marinos. Es poseedor de entre
300,000 y 425,000 especies de insectos, lo que lo sitla entre los primeros 9 paises del
mundo y lo relaciona directamente con la diversidad de genes cry en el pais, ya que los
insectos ademas de ser el blanco de estas proteinas son vectores vy a traveés de ellos asi
como de las aves que se alimentan de estos insectos o de mamiferos que comen en
suelos infectados por Bt, se esparcen y diversifican ios genes cry.

VILIi. GENES cry

Los genes cry en general se encuentran en plasmidos de Bacillus thuringiensis, una
bacteria anaerobia facultativa, mévil, Gram positiva, formadora de esporas y de
inclusiones paraesporales que empiezan la sintesis de proteinas Cry durante los
estadios de esporulacién Il y IV (Somerville, 1978; Bulia, et al. 1980; Aronson, et al.
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1986; Pramatha, R.B., 1993; Promdonkoy, et al. 2000; Ito, et al. 2004; Bravo, et al.
2004). Estas proteina Cry han sido nombradas de diversas maneras, basandose en
varias de sus caracteristicas.

En un primer sistema se intenté organizar la nomenclatura genética basandose en la
actividad insecticida de las proteinas cristal por la clasificacién primaria de sus genes
correspondientes (Crickmore, et al. 1998). Asi los genes que codificaban para cry! eran
proteinas toxicas para lepidépteros. Los genes codificantes para cry/l eran proteinas
téxicas tanto para lepidopteros y dipteros. Los genes cryfll segun este sistema
codificaban para proteinas toxicas contra coledpteros y los genes cryf/V sélo para
dipteros. Poco tiempo después se modificd este sistema por sus inconsistencias ya que
descubrieron gue existia alta homologia entre genes que codificaban para toxinas con un
espectro insecticida totalmente diferente. Por ejemplo la proteina designada como CrylB
se habfa reportado como {éxica para lepidopteros y coledpteros, mientras que CrylC
reportd toxicidad para dipteros y lepiddpteros.

En 1998, Crickmore propuso un nuevo sistema de nomenclatura para las proteinas Cry y
Cyt basado Unicamente en la similitud de la secuencia primaria de estos genes. Se
observo que las toxinas con la secuencia primaria similar afectan generalmente al mismo
orden de insectos pero si su estructura secundaria y terciaria es diferente entonces se
altera su blanco y su eficiencia insecticida dentro del mismo orden (Crickmore, 1998).
Crickmore ademas definié a una proteina Cry, como una proteina proveniente de una
inclusiéon parasporal formada en Bacillus thuringiensis con actividad téxica en algin
organismo. Y a una proteina Cyt como aquella proteina proveniente de una inclusién
parasporal formada en Bacillus thuringiensis con actividad hemolitica (Crickmore, 1998).
Bravo y colaboradores en 1998 aislaron 496 cepas de Bt de diversas zonas de Meéxico
exceptuando a la peninsula de Baja California. Se caracterizaron los genes cry que
contenfian por medio de PCR y oligos generales y especificos. Los resuitados reportados
fueron: 49% de las cepas con genes cry 1, 38% de las muestras cry 2, el 22% presentd
genes c¢ry3, el 8% lo daban genes cry 11y cyt, las cepas con genes cry 7, cry8y cry 9
fueron muy pocas, y el 14% de las cepas no amplificé ningdn producto de PCR. En
este mismo frabajo de Bravo et al. hacen una concordancia de resultados. El analisis es
que los genes cry 11 y cyt especificos para dipteros (mosquitos y otros) fueron aislados
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mayoritariamente en regiones tropicales, esto se correlaciona con la abundancia
mayoritaria de dipteros en estas regiones.

En la zona tropical se aislan frecuentemente cepas con genes cry potencialmente
nuevos y esto concuerda con la relacion directa que hay entre diversidad de genes cry vy
diversidad de insectos.

Los resultados reportados en este trabajo de genes cry encontrados en 28 cepas
aisladas de |a region Ensenada-Tijuana de la Republica Mexicana fueron los siguientes:
40.5% de genes cry 1, 56.7% para genes cry 2, 10.8%, de genes cry 3 presentes en las
muestras, cry 4 y cry 8 estuvd presente en un 5.4% de las muestras, ery 11 en el 29.7%
de las muestras, el gen cyt estuvd presente en el 32.43% de las muestras, para genes
de Nem, cry 9, cry 10, cry 25 y cry 29 no hubd ninguna cepa que amplificara.
Correlacionando los resultados reportados de los genes presentes en cada cepa aislada
de la region Ensenada-Tijuana, con la morfologia de cristales observada por MEB y e
perfil de las bandas que se observd en geles de poliacrilamida desnaturalizante, estos
resultados son confiables y siguen el patrén de lo que los cientificos dedicados al estudio
de proteinas Cry como insecticidas afirman. Que existe una correlacion entre [a
morfologia del cristal, la composicién de protefnas cristal y la selectividad al insecto
(Ceron, et al. 1995; Bravo, et al. 2007).

Esta afirmacion tiene soporte en los ftrabajos realizados con la clonacion vy
caracterizacion de los genes que codifican para proteinas Cry. Se ha observado que su
secuencia es muy poco conservada en general, pero si se compara la secuencia de
toxinas activas contra la misma especie de insectos se observan secuencias mas
conservadas. (Crickmore, 1998}

En la caracterizacion molecular de genes cry en las cepas aisladas tuvimos cepas que
no amplificaron con ninguno de los oligos probados, a pesar de tener caracterizada la
morfologia de los cristales de esta cepa y su perfil de proteinas. Esto indica que en la
practica no siempre se cumple esta triada de morfologia de! cristal, peso molecular, gen
cry, en la que han encasillado a las proteinas Cry y podemos estar enfrentandonos al
hallazgo de nuevos genes en esta region. -
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VILIIL CULTIVO Y CARACTERISTICAS DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis,

Bacillus thuringiensis se puede aislar de casi cualquier microsistema, en el caso de las
cepas aisladas de la regién Ensenada-Tijuana en su mayoria fueron aisladas de suelo no
tratado con bioinsecticidas a base de cristales y esporas de Bt.

Se utilizaron dos cepas control: Bt var. aizawai y Bt var. kurstaki, para conocer el proceso
de cultivo, cosecha, solubilizacion y activacién de cristales.

A lo largo de este periodo de trabajo, se han mejorado las condiciones para obtener las
toxinas de Bacillus thuringiensis. Se analizaron diferentes medios de cultivo para el
crecimiento de Bacillus thuringiensis y la formacion de cristales. Por la experiencia del
grupo de la Dra. Bravo Investigadora del IBT-UNAM en el manejo de cepas de Bt por
recomendacion suya se eligié cultivar la cepa y obtener cristales después de 4 dias de
incubacion a una temperatura de 30°C en medio SP. Este medio es capaz de mantener
el cultivo bacteriano durante todo este tiempo y producir la mayor cantidad de cristales
que cualquier otro medio probado previamente, lo que esta relacionado con su
composicién altamente nutritiva y la adicion de sales minerales.

En resultados mas especificos, la morfologia colonial en todas las cepas aisladas
coincidié con lo ya descrito por ofros aufores (Realpe, et al. 2002; Ozgur, et al. 2005)
colonias blanquecinas con apariencia cerosa, de entre 0.5 a 1.5 ¢cm, de forma circular,
borde ondulado, de apariencia semiseca no brillante, sin embargo en medio liquido
algunas de estas cepas aisladas presentan colores diferentes que van desde marrén
hasta amarillentos. Se ha reportado que la mayoria de las especies del género Bacillus
no son pigmentadas sin embargo algunas cepas de este género sintetizan diferentes
clases de pigmentos: rojos (Uffen y Canale, 1972), rosa, amarillo, naranja, café, negro y
fluorescente de color amarillo verdoso (Grimont y Grimont, 1984, Harwood, 1989),
dependiendo de la subespecie y el medio en el cual se cuitiva.

Se ha reportado que el pigmento producido por Bacilfus es melanina identificado por su
espectro en el infrarrojo y no es el Gnico género bacteriano reportado que produce este
compuesto, Mycobacterium,  Vibrio, Rhizobium, Pseudomonas, Micrococcus,
Gluconobacter, Azotobacter, Azospirillum, se ha reportado que también la producen
(Aronson y Wermus, 1965).
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La cromogénesis de las colonias bacterianas es una de las caracteristicas mas notables
de los cultives. En algunas especies el pigmento producido es retenido dentro de las
celulas y su masa celular se colorea, en otras especies por €l contrario el pigmento es
expulsado al medio de cultivo. Estos pigmentos no son producidos en todos los medios
de cultivo ni bajo todas las condiciones ambientales (Grimont y Grimont, 1984; Harwood,

1989). Nosotros lo pudimos constatar en el laboratorio, al crecer en diferentes medios e
incluso bajo diferentes condiciones a las cepas aisladas de Bt. Mientras que en medios
sblidos no se observd coloracién en las colonias en ninguno de los diferentes medios
empleados, cuando las cepas se crecieron en medio liquido rico en sales (SP
exclusivamente) algunas de ellas fueron capaces de sintetizar pigmentos que le dieron
tonalidades diferentes a las tipicamente reportadas para Bt y a lo ya observado en el
laboratorio en los experimentos realizados.

Los factores que influyen en la pigmentacién son variados y no se encuentran bien
estudiados. Sin embargo como ya se menciond el medio de cultivo es una condicién
escencial para la produccién de pigmentos bacterianos; la presencia o ausencia de
fuentes de carbono o nitrégeno organicas/inorganicas (Torres y Bonilla, 1999; Toro et al.
2001) la presencia de otros componentes, como sales y aminoacidos entre otros pueden
inhibir o estimular su sintesis (Kerr, 2000)

Las funciones especificas de la mayoria de los pigmentos en los cultivos bacterianos no
estan determinadas. En general son metabolitos secundarios sin funcién bioldgica
definida en el crecimiento celular a los cuales se les han atribuido diversas funciones,
como ser amortiguadores redox, generar o neutralizar radicales libres téxicos del
oxigeno (Kerr 2000). '

Algunos cientificos explican su presencia como un mecanismo de defensa desarrollado

por las bacterias susceptibles al dafio oxidativo causado por los rayos ultravioleta .

En el caso particular de Bt, se ha observado que las esporas y cristales de esta bacteria
son inactivados por la radiacion solar por lo que su uso como bioinsecticida es limitado.
En un trabajo realizado en 1993 por Hoty et al. reportaron que una cepa mutante de H14
(conocida por su alta actividad contra mosquitos y mariposas, no productora de
melanina), produce melanina que le confiere una coloracién café oscura a la cepa, y
resulta ser mucho mas potente que la original durante mayor tiempo.

En el 2002, Deepak et al. protegieron exitosamente la actividad mosquitocida de Bf var.




114

kurstaki de irradiaciones UV con melanina de Streptomycetes lividans (Deepak et al.
2002).

VILIV. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PROTEINAS Cry.

Al finalizar el periodo de cultivo de 4 dias en agitacién, las mayoria de las bacterias se
han lisado, fiberando esporas y cristales al medio en una concentracion deseable. La
tincién con verde de malaquita es una técnica diferencial muy simple y noble, Ias esporas
no son tefidas con cualquier técnica de tincién y la técnica de tincion con Verde de
Malaquita nos permite tefiir esporas, de esta manera es posible observar los diferentes
componentes celulares liberados de interés inclusive a 100x. Al utilizar el microscopio de
contraste de fases (Ozgur, et al. 2005) con la tincion Verde de Malaquita se obtiene
como resultado mayor diferenciacién entre una espora y un cristal.

Una vez que en un frotis de cultivo de Bt se observa arriba del 80% de esporas aun que
no se observen cristales en un microscopio éptico es seguro que estaran presentes, no
necesariamente en la misma cantidad porque varia de una cepa a ofra la produccion de
estos cristales (Prieto, et al. 1997). Sin embargo este momento es el ideal para cosechar
el cultivo y obtener los cristales con las endotoxinas.

Ei método mas empleado para la purificacion de cristales es la Centrifugaciéon con
Gradiente de Densidad de Sacarosa o Bromuro de Sodio principalmente (Thomas et al.
1983; Armstrong, et al. 1985; Ibarra, et al. 1986; Katayama, et al. 2007) Se requiere de
ultracentrifugacién. Este método se basa en el desplazamiento de los cristales, esporas y
restos bacterianos a traves de la columna con gradiente hasta encontrar la posicién en la
cual la densidad del componente subcelular es igual a la de su entorno. Es bastante
eficiente la Centrifugacion con Gradiente de Densidad en la separacidn de cristales los
cuales se recuperan en fa capa mas externa de la columna, las esporas quedan
atrapadas en la capa intermedia gue se forma y las células vegetativas en el fondo de la
columna. Sin embargo presenta como principales desventajas que la cantidad de
muestra que se introduce en las columnas es muy pequefia, el tiempo invertido desde la
preparacion de la columna hasta la limpieza de los cristales es largo (16 a 24 h
aproximadamente), se requiere equipamiento para ultracentrifugacion y el costo es
elevado en comparacion con otras técnicas.
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En el laboratorio se analizé una forma relativamente sencilla, eficiente y barata de
obtener proteinas Cry, esta no implica la purificacidn del cristal como paso primordial, es
una purificacién al mismo tiempo que las proteinas se solubilizan y activan.

En el momento en el que el cultivo se cosecha existe una mezcla de todos los
componentes que libera la bacteria al lisarse, entre ellos los cristales, esporas, pero
también otros como las proteasas. Por ello es paso primordial inactivar estas proteasas
con NaCI|-EDTA y PMSF.

La solubilizacién y activacion de las proteinas Cry se hace imitando el mecanismo de
accién de los insectos.

La actividad insecticida de Bacillus thuringiensis se le confiere a la presencia de
proteinas Cry, agregadas en inclusiones parasporales, cada subespecies de Bt pueden
sintetizar mas de una inclusidon paraesporal que puede contener diferentes proteinas
cristalinas tambien flamadas delta endotoxinas. Término referido a las toxinas asociadas
con la membrana externa de las bacterias Gram positivas, compuestas de un centro de
lipopolisacéridos, lipidos A y antigenos somdticos (O), sin embargo este términc
conceptual no es utilizado en este documento .

Dependiendo dge la composiciéon de proteinas cristalinas, el cristal puede tomar varias
formas: bipiramidal, cuboidal, rombo o cuadrado plano, amorfo o irregular (Barbara, et al.
1978; Aronson, et al. 1986; Pramatha, et al. 1993; de Maagd, et al. 2001) .

VILV. SOLUBILIZACION Y ACTIVACION DE PROTEINAS Cry.

Las proteinas que forman el cristal se unen por enlaces disulfuro, enlaces covalentes,
puentes de hidroégeno (lbarra, et al. 1985; Arcnson, et al. 1986). Dentro de una misma
subespecie de Bt puede inclusive haber dos 0 mas tipos de cristales. /n vivo las larvas
susceptibles a estas toxinas solubilizan los cristales en el intestino medio donde existe
un pH arriba de 10 y condiciones reductoras que rompen los enlaces disulfuro (Jenkins,
et al.2000; de Maagd, et al. 2001; Bravo, et al. 2007)

In vitro se ajusta el pH de la solucién de cristales a pH alcalinos con Na,CO; pH 10.5y
se adiciona a la mezcla 3 mercaptoetanol como agente reductor el cual tiene como
funcién romper los enlaces disulfuro los cuales son abundantes en el extremo C-terminal

de la protoxina.
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Después de un tiempo de incubacién in vitro de 2h a 37°C se ha perdido la estructura del
cristal y sus componentes ahora son péptidos solubles, protoxinas susceptibles a
proteasas las cuales in vivo se encuentra de forma abundante en 10s jugos intestinales
de las larvas susceptibles a las toxinas Cry insecticidas. Estas proteasas cortaran en
diferentes puntos de la protoxina hasta encontrar una secuencia resistente a su ataque.
Esta forma resistente al ataque de las proteasas es la toxina activada que buscara
receptores en la membrana de las células de borde en cepilio del epitelio intestinal a
fravés de su dominio | se unird a ellos, formara oligomeros con otras toxinas en las
mismas condiciones y por el dominio Il y lll formaran poros en [a membrana de las
células de intestino de las larvas susceptibles provocando su muerte (Dean, et al. 1996;
Boonserm, et al. 2005, Broderick, et al. 2006, Bravo, et al. 2007)

ln vitro se emplean diversas proteasas como la Tripsina, Quimiotripsina y Proteinasa K
principalmente. La Tripsina es una endopeptidasa con alta especificidad por los enlaces
peptidicos de! extremo C-terminal de los aminoacidos lisina y arginina en la que un
residuo de Aspartato localizado en la regidén catalitica de la enzima es el que tiene la
funcion de atraer residuos de lisina y arginina (ambos cargados positivamente). Trabaja
de manera 6ptima a una temperatura de 37°C y un pH de 8-8.5.

La Proteinasa K es también una endopeptidasa que a diferencia de la Tripsina tiene
mayor rango de accidn, rompe enlaces peptidicos siguiendo al grupo carboxilo de los
aminoacidos hidrofébicos alifaticos (Glicina, Alanina, Valina, Leucina, Iscleucina vy
Metionina) y aromaticos (Fenilalanina, Tirosina y Triptofano).

En el laboratorio debido a las caracteristicas de cada proteasa se decidié el uso de la
Tripsina para todas las toxinas, por considerarla mas especifica y menos agresiva con la
proteina. Una vez mas se imitaron las condiciones del intestino de las larvas susceptibles
y ya gque los pétidos han sido solubilizados, se bajo el pH a 8.5 para eficientizar el trabajo
de la Tripsina y se incubé a 37°C en un rango de 1-2.5h dependiendo de cada toxina.

VILVI. ACTIVIDAD INSECTICIDA DE PROTEINAS Cry.

Los bioensayos de toxicidad en larvas de insectos se realizan utilizando un protocolo
estandar aceptado internacionalmente para un insecto de prueba especifico (Dulmage et
al. 1981). Esta estandarizacion permite la comparacién de diferentes formulaciones
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dentro del laboratorio. Cabe aclarar un punto muy importante: Para los ensayos
bioinsecticidas no se solubiliza ni activa a la toxina in vitro, lo importante en este tipo de
ensayos es obsevar la especificidad de la toxina por la larva, la capacidad de
solubilizacién activacién y reconocimiento de receptores en el huésped de forma natural.

Generaimente la actividad insecticida de una proteina Cry se expresa en dosis letal o
concentracion letal que mata al 50% de la poblacion (DLsy o Clsg), segun el método de
bioensayo empleado.

Como un primer acercamiento a la naturaleza de la proteina Cry, se prueban dosis altas
(2ug/cm? y 1ug/em?). Si en estas concentraciones se observa 100% de mortalidad de la
larva, se considera insecticida y se realiza entonces una curva de mortalidad con
diferentes dosis de la toxina para conocer su DLsy 0 CLsp. En base a lo reportado para
Manduca sexta (organismo de referencia en pruebas insecticidas para lepidopteros) la
DLsp por Cry1Ab reportada es de 1ng/cm?, con estos resultados se analiza y evalda si la
toxina en estudio es fuerte candidata para desarrollar bicinsecticidas con ella ¢ cualquier
otro estudio.

Uno de los objetivos en este trabajo fue conocer si las toxinas de las cepas aisladas
tenian actividad insecticida ¢ no y aungue no de todas pudimos saber (hasta este
momento) si son insecticidas y la potencia que tienen, se probaron las cepas que
resultaron mas interesantes desde el enfoque que tuvo el estudio de las proteinas Cry en
este trabajo. De las 28 cepas aisladas fueron escogidas 5 de ellas para realizar el
ensayo de bioactividad insecticida bajo 2 criterios primordiales. El primero fue Ia
seleccion de cepas que no presentaron actividad hemolitica a eritrocitos humanos. El
segundo fue la seleccidén de cepas que no presentaron genes cyt segun los resultados
de PCR. Las cepas elegidas bajo estos dos criterios primordiales de seleccion fueron: 6-
1, 6-3, 6-4, 10-2, 13-4. Ademds se tomaron en cuenta otros criterios como: seleccion de
las cepas con buena actividad citécida selectiva contra Hela y SiHa y baja actividad
citdcida en HaCat como el caso de las cepas 6-1, 6-4 y 10-2, o bien seleccién de cepas
por no haber sido caracterizadas molecularmente con oligos utilizados para la PCR como
el caso de 6-3, 6-4, 10-2y 13-4,

Dos de ellas resultaron insecticidas; 6-1, 6-4. Mientras que las restantes 6-3, 10-2 y 13-4
no presentaron actividad insecticida.
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La principal determinante de la actividad que ejercen las proteinas Cry sobre un
organismo es la presencia de receptores reconocibles para la toxina en la membrana
externa de la célula (Du, et al. 1999; Fuentes, et al. 2003, Griko, et al. 2007)

Hasta hace poco se creia que los receptores para las proteinas Cry sélo estaban
presentes en larvas de insectos. En el afio 1999, la Organizacidén Mundial de la Salud
publico el libro "Bacillus thuringiensis™ donde recopilan trabajos publicados hasta ese
momento sobre los efectos que Bt produce en diferentes organismos incluyendo al
hombre y no se observan efectos importantes sobre ninguno de los organismos
estudiados. Un aspecto importante que cabe destacar es que los estudios que se han
hecho en mamiferos para medir el efecto citécida de cepas de Bt se realizan probando
bacterias completas o sus esporas (Worlrd Health Organization, 1999). Nunca se ha
expuesto la forma solubilizada o activada de la proteina Cry en este tipo de
experimentos. Sin embargo, existen estudios previos de cepas de Bt que contienen
proteinas Cyt, las cuales han sido expuestas tanto a eritrocitos de diferentes mamiferos
como ratones, conejos, borregos e incluso humanos (Thomas, et al. 1983; Armstrong, et
al. 1985). A lineas celulares de mamiferos (Hiromi, et al. 2005; Thomas, et al. 1983) . Y a
modelos in vivo, principalmente ratones por via sistémica y subcutanea (Armstrong, et al.
1985) . Se concluyd que las toxinas Cyt tienen actividad citécida sobre todas estas
céluas, inclusive en ratones expuestos via sistémica a las proteinas Cyt

Se ha reportado que cuando una larva de mosquito susceptible es expuesta a proteinas
cristalinas insecticidas de Bt var. israeliensis se tiene una CLsp de aproximadamente 10
ng/ml de agua. Un cultivo entero de Bt var. israeliensis da una Cls, de aproximadamente
10° células/ml para larvas de mosquito susceptibles, mientras que 10° células/mi de
cultivo no afectan a ningin mamifero de laboratorio expuesto a estas proteinas por

varias rutas como la oral, intramuscular, intraperitoneal, incluso la sistémica.

VILVIL. ACTIVIDAD CITOCIDA DE LAS PROTEINAS Cry EN CELULAS DE CANCER IN VITRO.

A principos del afioc 2000 dos grupos de investigacion de Japén dedicados al estudio de
Bt como insecticida desde hace varias décadas, publicaron el descubrimiento de las
primeras proteinas de Bt encontradas que dafian células de cancer humano (Mizuki, et
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al. 2000; Kim, et al. 2000).

A partir de ese momento diversos grupos de investigacién en todo el mundo, incluyendo
el nuestro nos hemos dado a la tarea de buscar este tipo de proteinas. Este grupo
japénes de investigacion junto con otros que han encontrado nuevas proteinas Cry con
actividad selectiva en células de cancer han sentado las bases para una nueva
clasificacion de las proteinas cristal.

Partiendo de los principios de nomenclatura y el concepto basico de una proteina Cry y
una proteina Cyt, nace una nueva clasificacién a principios del milenio con el mismo
principio de nomenclatura de Crickmore. Agrupa principalmente a proteinas cristal que
muestran actividad citotoxica en células humanas, especificamente en células de cancer.
Estas proteinas como condicién para clasificarse dentro de este grupo, no deben ser
insecticidas ni hemoliticas. Se nombran Parasporinas .

En el 2006 se crea el Comité de Clasificacion y Nomenclatura de las Parasporinas donde
se busca la clasificacién de nuevas proteinas con caracteristicas similares basandose en
la similitud de aminodacidos de la estructura primaria de las proteinas.

De las 13 parasporinas reconocidas hasta el momento, en sélo tres de ellas se han
reportado resultados de DLsy para lineas celulares de céncer cervicouterino. Las 3
parasporinas provienen de Japén (Mizuki, et al. 2000; Ito, et al. 2004; Okumura, et al.
2004).

Mizuki y colaboradores en el 2000 encontraron una cepa de Bt con proteinas Cry no
insecticidas y no hemoliticas con propiedades anticancerigenas para células de cancer
cervicouterino, mas tarde esta proteina Cry se convierte en la primera proteina
parasporal nombrada Parasporina PS1Aa1. En la parasporina PS1Aat, se reporté una
DLsp para células Hela de 5.8ug/ml, sin reportar el uso de células control.

A partir de la publicacion de Mizuki y colaboradores otros grupos de investigacion
reportaron nuevas Parasporinas, Ito y colaboradores en el 2004 reportaron la actividad
de la PS2Aa1, que es de todas las Parasporinas reportadas la que en mayor nimero de
células cancerigenas se ha probado, en el caso de lineas provenientes de cancer
cervicouterino se utilizaron tres, Hel.a con una DLsg >10ug/ml, TCS con DLso >10ug/ml y
Sawano con una DLsg de 0.041pg/ml. Se utilizé en este caso una linea celular control Ia
UtSMC con DLgp de ©.28ug/ml.
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En ese mismo afio Okumura y colaboradores reportan la PS4Aa1, que arroja valores de
DLso para Hela de 2ug/ml y para la linea celular control UtSMC, mayores a 2ug/ml.

Las parasporinas han resultado ser mas eficientes para las células leucémicas, sus DLsg
son del orden de ng/ml. Sin embargo es interesante la blsqueda de toxinas que ataquen
células de cancer cervicouterino por ser una de las principales causas de muerte por
cancer en mujeres, no solo del pais sino de todo el munda.

De las 28 cepas aisladas en la regién Ensenada-Tijuana, se han probado las toxinas de
13 de ellas en diversas lineas celulares: Hel.a, SiHa, MCF7 y HaCat (Figura 27).

Dos toxinas de las trece cepas probadas nombradas a lo largo del trabajo como 6-1y 10-
2 tuvieron resultados importantes en lineas celulares.

Ambas mostraron una DLso muy aproximada tanto en HaCat, que fue mayor a los 5ug/mi
como en Hela 1.1pg/ml para 6-1 y 1ug/mi para 10-2 (Figura 27. A y B respectivamente).
Estan formadas por una protoxina mayoritaria de aproximadamente 130 y 150 kDa
respectivamente. El proceso de activacion se llevo a cabo con Tripsina a una
concentracion final de 50ug/mi por 1h de incubacion a 37°C (Figura 22, Tabla 8).

La protoxina de 130 kDa en el caso de 6-1 es proteolisada a un fragmento resistente a
Tripsina de 54kDa(Figura 23, Tabla 8). De acuerdo a la caracterizacion molecular por
PCR, esta cepa tiene el gen Cry1 que en correlacion a lo reportado en la literatura para
el tamafo de la proteina completa y tripsinizada de Cry1 (Tabla 9) corresponde a la
proteina expresada en esta cepa, ademas de que se confirma con la actividad que
presenta en Manduca sexta (Tabla 12).

Por otro lado la protoxina de 150 kda de 10-2 es proteolisada a un fragmento resistente a
Tripisina de 55kDa (Figura 22, Tabla 8), que a diferencia de 6-1 no pudo ser amplificada
por ninguno de los oligos generales y especificos probados para genes Cry. Y no mostro
actividad contra M. sexta (Tabla IX y XII).

La secuenciacion parcial por LC-MS/MS arrojé resultados confirmatorios para las
proteinas Cry de la cepa 6-1 acerca de la identidad de la toxina, se trata de Cry1Ac. Que
resulta interesante desde el punto de comparacién de las proteinas Cry de aizawai y los
resultados obtenidos para citotoxicidad en céluas de mamiferos. Bt aizawai reporta
toxinas Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ad, pero no Cry1Ac esta toxina hace la diferencia en el
grado de toxicidad en células tumorales.
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La toxina secuenciada en la cepa 10-2 se trata aparentemente de una proteina de
superficie conocidas como S-layer, fas cuales segun reportd Pefa et al, 20086, también
tienen actividad insecticida. Sin embargo se necesitan pruebas confirmatorias sobre la
identidad de esta toxina.

En ensayos hemoliticos sobre eritrocitos humanos, ni 6-1 ni 10-2 tuvieron actividad
(Tabla 10), sin embargo como ya se menciond anteriormente, 6-1 resulté mortal para
larvas de Manduca sexta a dosis bajas de hasta 0.01 pg/em? . Y 10-2 en resultados
preeliminares se trata de una proteina S-layer. Esto implica desde el punto de vista del
Comité de Clasificacion y Nomenclatura de Parasporina que no pueden ser clasificadas
como Parasporina, sin embargo los resultados obtenidos son muy interesantes, tanto en
cultivos celulares, como en tumores inducidos en ratones nude.

Las toxinas aisladas de esta regiéon probadas en cultivos celulares, causan alteraciones
morfolégicas en la membrana y el citoesqueleto. Las células se vuelven redondas y se
ensanchan. Se ha reportado que estas caracteristicas corresponden a un incremento en
la permeablidad de la membrana plasmatica (Mizuki, et al. 2000). En el caso de nuestras
toxinas se empiezan a observar estos efectos dependiendo de la potencia de la toxina en
la linea celular desde las 3h o hasta las 12 o0 18h, en las células SiHa donde la potencia
de las toxinas no es tan aita como lo es en las células Hela, donde su potencia se
empieza a ver desde ias 2h y en la mayoria de células HelLa a las 24h se presenta lisis
total a concentraciones altas (Figura 31-34). En las parasporinas mejor estudiadas se ha
observado gue actian como citolisinas que permeabilizan la membrana plasmatica de su
céiula blanco y llevan a la muerte celular (Mizuki, et al. 2000). Las toxinas que son
reconocidas por receptores en la membrana de células de humano en cultive, al igual
que las toxinas reconocidas por larvas de insectos, tienen diferente espectro de
citotoxicidad, algunas son activas sobre cualquier célula humana y otras son muy
especificas hacia membranas de células con cancer.

En las graficas donde se muestra la actividad de las toxinas en las diferentes lineas
celulares y en el estudio de dafo celular a diferentes tiempos, se puede observar que
M1#4 es la mas agresiva incluso en HaCat (Figura 35). Suponemos gue esto tienen que
ver con la naturaleza de la proteina. Es una proteina hemolitica con genes cyt los cuales
se han caracterizado ya por atacar células de invertebrados y de vertebrados incluyendo
eritrocitos de mamiferos. Es por esto que al elegir las toxinas que pueden ser




122

potencialmente usadas para terapia contra tumores malignos se cuidaron estas
caracteristicas principales: No ser hemoliticas y no tener genes cyt.

Otro aspecto muy importante de este estudio es que la actividad citdcida de las toxinas
se observd unicamente después de haber tratado a las proteinas solubilizadas con
proteasas (resultados no mostrados). Sélo después de la activacion in vitro por Tripsina
estas proteinas son capaces de destruir diversas lineas celulares de cancer humano.

El mecanismo de accion de las toxinas provenientes de las cepas 6-1 y 10-2 sobre Hela
no se conoce con exactitud. Sin embargo, por los ensayos realizados para la prueba de
TUNEL, en la que ambas son positivas para la prueba (Figura 36); se asume que estas
toxinas causan muerte celular por apoptosis activando de alguna manera no estudiada
aun la cascada de caspasas y fragmentando el DNA a una dosis probada de 5pg/ml
analizadas a las 24h.

VILVIII ACTIVIDAD CITOCIDA DE LAS PROTEINAS Cry EN CELULAS DE CANCER IN VIVO,

En los experimentos in vivo el objetivo fue inducir tumores con células cancerigenas
preferentemente de los cultivos en los que la actividad citécida de las toxinas haya sido
importante. Asi pues se decidio la induccion de tumores con células Hela (Figura 37).

En las ciencias de la vida, los ratones son los animales mas utilizados como modelos
experimentales, por su facilidad de manejo y reproduccion, pero ademas por las
mutaciones que facilmente se pueden dirigir 0 presentar espontaneamente en estos
animales. Una de estas mutaciones espontaneas simples es la denominada nude (nu),
en un alelo mutante homocigoto recesivo que pertenece al grupo linkage VIl del
cromosoma 11. Esta mutacion aparece por primera vez en el afo de 1966 y mas tarde
en 1968 se descubre que el ratén nude homocigoto ademas de presentar su fenotipo
desnudo o sin pelo (caracteristica que le dié el nombre a la mutacién), carece de un timo
funcional gue permanece rudimentario y produce un ndmero reducido de ceélulas T
maduras, por {o cual no rechazan |os tejidos alo y xenotransplantados.

El hecho de que un animal pueda aceptar transplantes de tumores humanos ha sido uno
de los decubrimientos mas importantes y ha contribuido con el desarrollo de las
investigaciones sobre el cancer.
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Las células cancerigenas a diferencia de las células normales, tienen una mayor
capacidad de proliferacién debido a su produccién de factores de crecimiento, son
insensibles a los inhibidores de los receptores de crecimiento, tienen un ilimitado poder
de replicacién, son capaces de evadir sefiales especificas de apoptosis y de la
senescencia, producen activamente factores angiogénicos y son capaces de invadir
otros tejidos y provocar metdstasis.

Como antecedente a este trabajo de tratamiento de tumores in vivo con toxinas
bacterianas, existe uno que hasta la fecha es vigente, en el que se utilizan endotoxinas
de baciflus Calmette-Guerin (BCG).

En 1975 Carswell et al. publicaron un trabajo acerca de endotoxinas provenientes de
BCG que producia necrosis hemorragica en tumores. Sin embargo este bacilo ya se
usaba en 1930 por urdlogos en la terapia contra el cancer de vejiga. En este trabajo
publicado en 1975, se propone que la necrosis del tumor inducida por endotoxinas es
mediada por TNF, y que esto puede ser responsable de la limitacién de reproduccién de
células cancerigenas.

Es decir la endotoxina actia indirectamente causando la liberacion del TNF que es 7
selectivamente téxico para las células malignas.

En los resultados encontrados en ratones nude con tumores inducidos con células de
cancer cervicouterino Hela y tratados con diferentes concentraciones de las toxinas 6-1
y 10-2, aplicando la toxina activada sobre el tumor, se muestra claramente la eliminacién
del tumor a una concentracién de 30ug/ml e incluso a 10ug/ml hay una aparente
eliminacién del tumor, con necrosis hemorragica (Figura 40-46) .

Si se permite el tiempo de recuperacion de la parte necrosada, en ambas toxinas con
una dosis de 30ug/m! evoluciona a cicatriz sin regresion del tumor (Figura 48, 49, 51)
estos resultados no se observan cuando se utilizan concentraciones de 10ug/ml donde
aparentemente el tumor fue erradicado, sin embargo al dejar un tiempo de recuperacion,
en aproximadamente 8 dias el tumor ha crecido nuevamente (Figura 47, 50) .

La toxina 10-2 resulta menos agresiva. En esta toxina no hay efectos secundarios
visibles, sin embargo en los ratones ftratados con la toxina de 6-1 se observé
adelgazamiento, debilidad, piel reseca, agrandamiento del bazo e higado (Figura 52).
Estos resultados son importantes desde el punto de vista de la actividad de toxinas Cry
en tumores en ensayos in vivo. Ademas implican un avance en el conocimiento de las
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propiedades anticancerigenas de estas proteinas ya que hasta la fecha no hay
publicaciones que muestren este tipo de resultados.

A la fecha existe una patente de parasporinas, que comprende la protoxina de la cepa Bt
llamada M15 con un peso molecular dentro del rango de 130-140kDa; la toxina activada
con peso molecular de 60-80kDa; la secuencia nucleotidica de ambas proteinas y la
aplicacion terapeutica anticancerigena de esta. Principalmente en Hela, TCS, HL-60,
Jurkat y HepG2 (Cote, et al. 2008)
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VIIl. CONCLUSIONES

La mayoria de los farmacos utilizados en la quimioterapia contra el cancer
requieren internalizacion celular para actuar y repetidas aplicaciones que generan
resistencia. Se debe aprovechar los mecanismos de accion de las proteinas Cry.
Son capaces de actuar directamente en membrana celular en tiempos cortos y de
manera especifica. Esto puede ser una alternativa interesante a estas limitaciones
de la quimioterapia.

A pesar de las creencias que se tenian hasta hace unos afios acerca del tipo de
celulas blanco de Bt, uvitimamente se ha observado que si los cristales son
solubilizados y activados con proteasas pueden también ser capaces de atacar
células humanas en cultivo.

Se aislaron 74 cepas presuntivas de Bt de 120 muestras tomadas de agua y suglo
de la region Ensenada-Tijuana. Se descartaron algunas de ellas por no producir
cristales o por presentar el mismo perfil de proteinas. Finalmente con {as 28 cepas
seleccionadas, se estandarizaron protocolos de cultivo, purificacion y activacion
de cristales.

Se caracterizaron molecularmente empleando 13 pares de oligos generales para
diversos gene cry. Los genens cry mas abundantes en esta region fueron los
genes cry2.

De las 28 cepas aisladas, 4 de ellas no han podido ser identificadas por los 13
primers empleados : 6-3, 6-4, 10-2, y 13-4.

Todas las cepas que amplificaron con el par de oligos para detectar genes cyt,

presenta la actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos: HD1, Cry4A, Cyt 1A
dentro de las cepas control. Y 10 de las 28 cepas aisladas: M1#4, M2#7, 4-2, 5-4,
7-3, 8-4, 12-2, 14-1, 17-3, 19-1.

Se probd la actividad insecticida de 5 cepas, 3 de ellas: 6-1, 6-4 y 10-2 presentan
actividad mortal para Manduca sexta a concentraciones altas de 2uglem?,

lLas dos restantes 6-3 y 13-4 no presentan actividad insecticida contra larvas de
Manduca sexta.
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9. Se analizd in vitro la actividad citécida de 13 toxinas en cultivos celulares. Se
concluye de esto que tambien en los cultivos de células de mamiferos existe
selectividad para el ataque de las toxinas Cry.

10.Se encontraron 3 toxinas de las 13 analizadas en cultivos, que de manera
selectiva atacan in vitro células de cancer: 6-1, 6-4 y 10-2.

11.Mas importante aun 6-1 y 10-2 fueron probadas in vivo en tumores inducidos en
ratones y preservaron su actividad.

12.Las toxinas de las cepas 6-1 y 10-2 se conoce gue activan cascada de caspasas
generando muerte celular por apoptosis in vitro.

13.In vivo se induce ademas a necrosis hemorragica del tumor.

14. Existe una dosis en la que se elimina por completo el tumor proveniente de
células Hela, esta dosis probada fue la de 30ug/ml para ambas toxinas.

15. A una dosis de 10pg/mi de la toxina en ambos casos hay regresion del tumor.

16. La toxina proveniente de la cepa 6-1 resultd mas agresiva, dejando dafios visibles
enel raton, entre los que encontramos: adelgazamiento, debilidad, piel muy
reseca, higado y bazo con coloracién intensa y mas grandes en comparacién a
los érganos de los ratones control y de los tratados con la toxina de la cepa 10-2.
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CEPAS DE B. thuringiensis UTILIZADAS

X. APENDICE

8.

9.

. B. thuringiensis var. aizawai

B. thuringiensis var. kurstaki

HD1

HD916

Cepa recombinante con Cry 1Ab
Cepa recombinante con Cry 1Ac
Cepa recombinante con Cry 3A
Cepa recombinante con Cry 4A

Cepa recombinante con Cyt 1A

10.M1#4

11. M2#2

12. M2#7

13.1-2

14.2-2

15.4-2

16.4-5

17.5-4

18.6-1

19.6-3

20.6-4

21.7-2

22.7-3

23.8-3

24.8-4

25.9-2

26.10-2

27.11-4

28.12-2

20.12-6

30.13-4

31.14-1

32.17-3

33.18-2

34.18-4

35.18-5

36.19-1




ACTIVACION DE PROTOXINAS

BUFFER DE SOLUBILIZACION- [BT (SD-IBT)

Solucion A
Carbonato de Sodio...0.5M
Solucion B

Bicarbonato de Sodio...0.5M

Preparar solucion A y B de la siguiente forma:
1)YAforar solucion A a 100ml con H,Q destilada.

2)Disolver la solucion B en 50ml de H,O destilada y colocar aproximadamente
4.4ml de la solucién A para alcanzar un pH de 10.5

3)Aforar B a un voiimen de 100mi.

Esta solucién esta a 5x, usarla a 1x y agragar B mercaptoetanct al 0.2% (viv).

BUFFER DE SOLUBILIZACION DE NaQH

Preparar una soluciéon de NaOH 1M, se utiliza a 100mM (concentracidn final).

Pesar 0.4g de NaOH y diluir en 100ml de H,O.




PROTEINASA K

Pesar 50mg de Proteinasa Ky diluir en 1ml de Na,CQO3 50mM estéril.

TRIPSINA

Pesar 50mg de Tripsina y diluir en 1ml de Na,CO3; 50mM estéril.

COMPOSICION DEL GEL PARA CORRIMIENTO DE PROTEINAS POR SDS-
PAGE

COMPONENTE GEL SEPARADOR  GEL CONCENTRADOR
Acrilamida 30% -BisAcrilamida 0.8% 3.3ml 0.83ml

Buffer pH 8.7 2.5ml

Buffer pH 6.8 1.25ml

H20 destilada Ami 2.8mi

SDS 10% 0.1ml 0.05ml

AP 10% 0.1ml 0.05ml

TEMED 0.008ml 0.01ml




BUFFER DE CORRIDA SDS-PAGE 1X

Glicina... 949
Tris-Base...15.15g
SDS...5g
H,O...5L

Ajustar a pH de 8.3

BUFFER pH 6.7 0.5M

Tris-Base...12g
H,0...200mi

Ajustar pH a 6.8

BUFFER pH 8.7 1.5M

Tris-HCI...9g
Tris-Base...29.49

AjustarpH a 8.7




COLORANTE PARA GEL

Azul de coomassie...0.25g
Metanot (v/v) (1:1 en agua)...20mi

Acido Acético...10mi

MEZCLA LITICA

Glicerol...2g

SDS... 19

Buffer pH 6.8...2.5mi

Azul de bromofenol...150ul
DTT 100mM...5ml

H.O destilada... Completar a 10m|

SPS 10%

SDS... 19

H,O...10ml




EXTRACCION DE DNA TOTAL

STE CONC. FINAL CONC. EN STOCK
Tris-HCI 10mM -- 1™
EDTA 1TmM 0.5M
Sacarosa 50mM 50mM
NaCl 0.1M ™

Para preparar la mezcla (Tris-HCI, EDTA, SDS 10%, Proteinasa K)

Tris-HCI 50mM M
EDTA 1mM 0.5M
SDS 10% 1% 10%
Proteinasa K 50pg/ml 20mg/ml

MEDIO LURIA BERTANI (L.B) 1000ml|

Triptona... 10g
Extracto de levadura...5g
NaCl...10g

Para preparar LB agar, se adicionan 15g de agar por cada litro de medio.




MEDIO NUTRIENT BROTH (NB) 1000mi

Peptona...5g

Extracto de carne...1g
Extracto de levadura...2g
NaCi...5g

Ajustar a pH 7

Para Nutrient Broth Agar, adicionar 15g de agar por litro de medio.

MEDIO SP 500 ml

Caldo nutritivo 4¢g
MgSQ4-7H,0...0.125¢g

KCl...0.5g

Stock 1

MnClz-4 H20...10mM

En HzO...100ml

Stock 2

de Fe(S0,)- 7H20...1.83 ¢

en 100 ml de H,SQ,. 1N




Stock 3
CaCl>-2H,0...0.5M

En H20...100m]

Ajustar pHa 7 con KOH, esterilizar por 15 min a 121°C, agregar 1mi del strock 1
y 2,y 0.5ml del stock 3

PCR- MEZCLA DE REACCION POR MUESTRA

Hz0... 174l
Buffer...2.5ud
MgClz...0.75pl
dNTP’s...2.5pl
Oligos...0.5ul

Tag polimerasa...0.25ul

DNA.. .1




