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Resumen de la tesis de Christian Hernandez Guzméan, presentada como requisito
parcial para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con
orientacién en Biotecnologia Marina.

Optimizacion de las condiciones de cultivo para mejorar el rendimiento de produccién y
purificacion de las proteinas Cry en Bacillus thuringiensis.

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Olmos Soto

Bacillus thuringiensis es un bacilo gram positivo que se caracteriza por la produccién de
un cristal proteico durante su fase de esporulacion, estos cristales estdn compuestos
por una o varias proteinas conocidas como delta endotoxinas, o proteinas Cry, que son
ampliamente utilizadas en la agricultura contra diversas plagas de insectos. En afios
recientes se ha descubierto que algunas de estas proteinas son potencialmente
utilizables en la industria farmacéutica debido a que presentan toxicidad contra ciertos
tipos de lineas celulares de céncer, sin causar dafio a células normales. Lo que ha
despertado el interés en su produccion y purificacion.

Un factor clave para la produccién de proteinas Cry es la composicién del medio de
cultivo, sin embargo, otros factores como la oxigenacion, el pH y la accion de proteasas
producidas por la propia bacteria, también juegan un papel importante para mejorar el
rendimiento de produccion de las delta endotoxinas.

En este proyecto se buscaron las condiciones de cultivo 6ptimas asociadas a estos
factores, con la finalidad de aumentar la produccion de la proteina CrylA que presenta
tanto efectos insecticidas como anticancerigenos. Se encontré que la produccién de
esta proteina aument6 reduciendo la oxigenacion, con un pH cercano a 7, a una
concentracion de NaCl de 5 g/L y con la adicion de una fuente de almidén, que
beneficia su constitucion.

Adicionalmente, se empled un sistema de purificacion basado en la diferencia de
tamafo de los cristales producidos, con respecto al tamafio de las esporas, permitiendo
realizar filtrados que discriminan esporas y células vegetativas. Obteniéndose la
proteina de manera sencilla y con las condiciones adecuadas para realizar ensayos de
cultivo celular.

Palabras clave: delta endotoxinas, Bacillus thuringiensis, proteinas
anticancerigenas.
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Abstract of the thesis presented by Christian Hernandez Guzméan as a partial
requirement to obtain the Master in Science degree in Life Science with orientation in
Marine Biotechnology.

Optimization of culture conditions for improve production and purification for Cry proteins
in Bacillus thuringiensis.

Abstract approved by:

Dr. Jorge Olmos Soto

Abstract

Bacillus thuringiensis is a gram-positive bacillus characterized by the production of
crystal proteins during sporulation stage. These crystals are formed by one or more
proteins called delta-endotoxins or Cry proteins, which are widely used in agriculture as
insecticides. In recent years, it has been found that these proteins are potentially useful
in the pharmaceutical industry because they exhibits toxicity against certain cancer cell
lines without harming normal cells. Which has raised interest in the production and
purification.

A key factor for the production of Cry proteins is the composition of the culture media.
However, other factors such as oxygenation, pH, and the action of proteases produced
by the bacterium itself also play an important role to improve the efficiency in the
production of delta-endotoxins. In this project, we established the optimal culture
conditions associated with these factors, in order to increase the production of CrylA
protein that has insecticide and anticancer properties.

It was found that the production of this protein was increased with reduced oxygenation,
pH near to 7.0 and a NaCl concentration of 5 g/L, and with the addition of a starch
source that benefit their constitution. A purification system based on the difference in
size of the crystals produced with respect to the size of the spores was used, this
system was able to discriminate spores and vegetative cells. Protein being obtained
easily and with the right conditions for cell culture assays.

Keywords: delta endotoxins, Bacillus thuringiensis, anticancer proteins.
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Capitulo 1

Introduccién

Bacillus thuringiensis es un bacilo gram positivo, flagelado, que mide de 3 a 5 um de
largo por 1 a 1,2 um de ancho, es habitante de la flora normal del suelo y tiene como
caracteristica principal la produccién de un cristal proteico al momento de la
esporulacion. Los cristales estan constituidos por proteinas conocidas como delta-
endotoxinas que son ampliamente utilizadas en la industria agricola por su capacidad
insecticida (Figura 1) (Sauka & Benintende, 2008).

El uso de bioinsecticidas hechos a base de Bacillus thuringiensis se extendio
rapidamente a nivel mundial debido a que presenta varias caracteristicas que lo han
hecho popular para su utilizacion en cultivos agricolas y en el control de mosquitos, que
son vectores de enfermedades endémicas como el dengue y la malaria (Luna-finkler &
Finkler, 2012; Zhang et al, 2013). Una de las caracteristicas mas importantes es que
sirven como alternativa para evitar los efectos ambientales dafiinos ocasionados por el
uso excesivo de insecticidas quimicos. Los bioinsecticidas son biodegradables, es

decir, no contaminan ni suelos ni el agua, y no causan problemas a la salud humana.

Figura 1. Espora y cristal paraesporal de Bacillus thuringiensis (Bulla et al, 1977,
p.379).

Microscopia electronica de Bacillus thuringiensis completamente esporulado y con la
presencia de un cristal paraesporal. Sp, espora; Cr, cristal paraesporal. Barra, 1.0 um.
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La seguridad de distintos productos formulados a base de Bacillus thuringiensis ha sido
estudiada por varios grupos de investigadores y todos ellos han llegado a la conclusion
qgue son totalmente inofensivos contra los seres humanos y otros mamiferos, animales

acuaticos y plantas (Luna-finkler & Finkler, 2012).

1.1.1 Diversidad y clasificacion de proteinas Cry

Segun la variedad de Bacillus thuringiensis las proteinas Cry pueden presentar
diferente forma y tamafo, se pueden observar cristales bipiramidales, cuboidales,
circulares, romboidales, amorfos, etc. (Prieto et al, 1997). En todos estos casos la
inclusién cristalina puede estar compuesta de uno o mas tipos de delta-endotoxinas
(proteinas Cry y Cyt). Las proteinas Cry son selectivamente tdxicas para diferentes
especies de invertebrados: artrépodos (principalmente insectos), nematodos, gusanos y
protozoos (Prieto et al, 1997).

Estas proteinas fueron clasificadas por Hofte y Whiteley en cuatro clases de acuerdo al
porcentaje de identidad en sus secuencias de aminoacidos y sus espectros de actividad
insecticida: Cryl (Lepidopteros), Cryll (Lepidopteros y Dipteros), Cry lll (Coleopteros),
CrylV (Dipteros) (Hofte & Whiteley, 1989).

Sin embargo, actualmente las toxinas se clasifican s6lo en base al porcentaje de
identidad de su secuencia de aminoacidos, donde cada protoxina adquirid6 un nombre
gue consiste en el prefijo Cry y cuatro filas jerarquicas que constan de niameros y letras,
dependiendo de su lugar en un arbol filogenético. Para el primer y cuarto nivel se utiliza
un numero, y para el segundo y tercer nivel se utiliza una letra (mayuscula y minuscula
respectivamente) por ejemplo, Cry25Aal. Por lo tanto, las proteinas con menos de 45%
de identidad de secuencia difieren en grado primario (Cryl, Cry2, etc.), las que
comparten la primer letra tendran un nivel de identidad de entre 45 y 78%, las que
compartan también la letra minuscula tendran entre 78 y 95% de identidad, por lo que el
cuarto nivel indica una identidad superior al 95% (Yul et al, 2007; Ibrahim, 2012).

Como se puede observar en la Tabla 1, en muchos casos ha sido posible relacionar la
morfologia del cristal, el peso molecular, el tipo de proteina Cry que constituye el cristal

y su accion toxicologica (Sauka & Benintende, 2008).



Tabla 1. Asociaciones entre los principales tipos de cristales de B.
thuringiensis, proteinas Cry y su actividad insecticida (Sauka & Benintende,
2008, p.126).

Tipo de cristal Grupo Peso molecular (kDa) Toxicidad
Bipiramidal Cry1 130 Lepidapteros

Clbico Cry2 65 Lepiddpteros y Dipteros
Cuadrada aplanada  Cry3 72 Coleopteros

Esférico CrydA, Cryd4B, Cry10 y Cry11 135, 128, 78, 72 Dipteros

1.1.2 Genes de proteinas Cry

En Bacillus thuringienisis los genes que codifican proteinas Cry se encuentran
principalmente en plasmidos, aunque existen algunos genes que estan codificados en
el cromosoma. Aproximadamente entre 10-20 % de la capacidad de codificacion
genética de Bacillus thuringiensis se encuentra en los plasmidos, presentando pesos
moleculares que van desde 1,5 MDa hasta mas de 130 MDa.

Las cepas nativas de Bacillus thuringiensis con frecuencia contienen mudltiples
plasmidos y algunos pueden albergar mas de un gen codificante de proteinas Cry.
Estos genes pueden dirigir la sintesis de un cristal conformado por mas de una delta
endotoxina, o pueden formar varios cristales con distintas morfologias dentro de una
misma célula. Un ejemplo es la cepa HD1 subespecie kurstaki que alberga 12
plasmidos. En uno de ellos, de aproximadamente 44 MDa contiene un gen CrylAb y en
otro de aproximadamente 110 MDa los genes CrylAa, CrylAc, CryllA y un gen
silencioso CrylIB. Las proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc contribuyen a la formacion de
un cristal proteico en forma bipiramidal, mientras que la proteina CryllA forma un cristal
en forma cuboide.

El caso de B. thuringiensis subsp. Israelensis es similar, los genes crylVA, crylVB,
crylvVD, y Cyta estan todos contenidos en un plasmido de 72 MDa y contribuyen a la
formacion de un cuerpo paraesporal complejo (Baum & Malvar, 1995).

Por otro lado, se ha reportado que la pérdida espontanea de un plasmido que codifica
para una protoxina puede resultar en la variacion de la solubilidad del cristal proteico
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generado por la bacteria. En B. thuringiensis subsp. aizawai HD133 que produce una
inclusion que comprende las protoxinas crylAb , CrylC , CryID, la pérdida espontanea
de un plasmido inestable con un tamafio de 45 mDa que codifica CrylAb dio lugar a
inclusiones que requieren un pH mas alto para la solubilizacion completa. Como
resultado, hubo una menor toxicidad de estas inclusiones para ciertos insectos, tales
como Plodia interpunctella, a pesar de la presencia de la toxina CrylC que es efectiva
contra estos insectos (Aronson, 1995).

Este efecto posiblemente se debe a que CrylAb difiere en 26 aminoacidos con respecto
a la mayoria de las proteinas Cryl, como resultado de esta omision, 4 de los 17 residuos
de cisteina que se presentan en la mayoria de las protoxinas Cryl, ubicados
principalmente del lado del carboxilo, estdn ausentes. Por tanto, debe haber
interacciones de enlaces disulfuro Unicas entre esta protoxina con las demas que
conforman una inclusiébn paraesporal, lo que podria explicar las propiedades de
solubilidad y toxicidad que se observan cuando estd presente o ausente la protoxina
CrylAb (Aronson, 1995).

1.1.3 Caracteristicas estructurales y funcionales de las delta endotoxinas

La estructura de varias toxinas Cry en su forma activa se ha resuelto y proporciona
conocimiento importante sobre las bases moleculares de la actividad insecticida y su
especificidad con el huésped. En base a analisis cristalograficos de rayos X se ha
observado que todas las moléculas Cryl-Cry4 activadas, consisten en tres dominios
con funciones independientes e interrelacionados: dominio 1, un haz de siete a-hélices
gue aparentemente forma el canal en la membrana, esencial para la toxicidad; dominio
II, un dominio de unién que contiene tres hojas B, bucles que reconocen y se unen a
patrones especificos de residuos de azucar en la glicoproteina y / o receptores de
glicolipidos, lo que los relaciona con la especificidad de la toxina con el insecto, y el
dominio Ill, un sandwich-B que proporciona soporte estructural para las moléculas y
ademas contiene las regiones responsables de la unién a los receptores del intestino
medio (Figura 2) (Federici et al, 2006; Saraswathy & Kumar, 2004; Avignone-Rossa &
Mignone, 1995).
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La composicion de aminoacidos es la que finalmente determina la estructura de la
proteina Cry, a pesar de porcentajes bajos de identidad entre distintas proteinas Cry se
puede observar que prevalece esta clase de dominios. Por ejemplo, dos proteinas que
tienen accion toxica especifica contra distintos especies de insectos; CrylAa (especifica
para Lepidopteros) y Cry3A (especifica para coledpteros) y que presentan Unicamente
un 36% de identidad en su secuencia de aminoacidos, muestran estructuras finales
superponibles con un mecanismo de accién similar (Tabla 2) (Saraswathy & Kumar,
2004).

Tabla 2. Caracteristicas estructurales y funcionales de los dominios de las
delta endotoxinas (Saraswathy & Kumar, 2004, p.183).

Secuencia de
Dominio Aminoéacidos Estructura secundaria Funcién
CrylAa Cry3A

Dominio | 33-252 58-290 Siete alfa hélices Formacién del Poro

Dominio I 265-461 291-500 Tres hojas beta | Unién al receptor y
plegadas antiparalelas | determinacion de la
en tres bucles especificidad.

Dominio Ill | 463-609 501-644 Emparedado beta de | Unibn al receptor,
dos hojas beta | canal de regulacion
antiparalelas ibnico y especificidad

al insecto.

Una caracteristica importante de los cristales de Bacilllus thuringiensis se encuentra en
las interacciones quimicas Yy fisicoquimicas, como los enlaces de hidrogeno y los
enlaces disulfuro. Estos son importantes en la estabilizacion de la estructura terciaria, y
permiten que los cristales estén compuestos de una o mas proteinas Cry, ademas
juegan un papel principal en la solubilidad de los cristales proteicos. Entre mayor
namero de interacciones de este tipo estén presentes, el proceso de solubilizado es

mas complicado (Avignone-Rossa & Mignone, 1995).



Figura 2. Estructura en tres dimensiones de un tipo de proteina Cry (Bravo et al,
2011, p.424).

Estructura en tres dimensiones de la proteina Cry8Ea donde se pueden observar como
estan conformados los tres dominios caracteristicos de las proteinas Cry.

La composicion de aminoacidos de diferentes cristales de Bacillus thuringiensis muestra
un promedio de cisteinas de 1.6% (1.1 a 1.8%), excepto para la variedad israelensis
donde el porcentaje de cisteinas es de 2.1%. Esto debe considerarse al estudiar la
estabilidad de los cristales en medios alcalinos. B. thuringiensis subespecie
thuringiensis presenta cristales con grupos cisteina exclusivamente como enlaces
disulfuro, mientras que el analisis de los cristales de la variedad israelensis muestra una
estructura cristalina mas compleja, en la que los enlaces disulfuro parecen no tener
participacion en la toxicidad, en contraste con los cristales producidos por otras
variedades de Bacillus thuringiensis.

Estas caracteristicas estructurales basadas principalmente en las interacciones entre
enlaces disulfuro dan estabilidad y condicionan el pH al que se solubilizan los cristales
proteicos. En un pH alcalino (9.0-9.5), las toxinas Cryl son solubilizadas, mientras que
las toxinas Cryll permanecen insolubles a menos que el pH se eleve a 12. CrylVA,

CrylVB, y CytA son solubles a pH 9.5, pero CrylVD se solubiliza a pH de
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aproximadamente 12. En cambio CrylAc es soluble a valores de pH superiores a 9.5 o

inferior a 3.5 (Avignone-Rossa & Mignone, 1995).

1.1.4 Etapas de la esporulacion

Durante la fase de crecimiento vegetativa donde hay nutrientes disponibles, las células
crecen de manera exponencial, pero al encontrarse en condiciones menos favorables,
cuando los nutrientes del medio empiezan a agotarse, Bacillus thuringiensis entra en
estado de transicion e inicia una serie de mecanismos genéticos que facilitan la
supervivencia en el ambiente hostil. Produce compuestos especificos como: enzimas de
degradacion, toxinas, etc.; que le ayudan a obtener la cantidad de nutrientes que
necesita, de lo contrario pasa a la etapa de esporulacién (Lereclus et al, 2000).

En Bacillus thuringiensis esta etapa se caracteriza por la formacién de la espora y la
sintesis de uno o varios cristales paraesporales, la célula se denomina esporangio y se
compone de dos compartimientos: célula madre y preespora (Agaisse, 1995). Sin
embargo, la secuencia del desarrollo de la espora y la formacién del cristal paraesporal
en B. thuringiensis es mucho mas complejo, tal y como se esquematiza en la Figura 3 'y
se resume en las siguientes etapas: Etapa |, formacion de filamentos axiales y
condensacion del material genético al centro de la célula; etapa Il, formacion del tabique
(septo) de la preespora formando dos compartimientos donde se segrega el DNA, el de
la espora en desarrollo y la célula madre; etapa lll, procesos de envolvimiento con la
participacion de los mesosomas, primera aparicion de la inclusién ovoide y del cristal
paraesporal y la formacion de la preespora; etapas IV a VI, formacion del exosporio,
pared celular, corteza y cubiertas de la espora acompafado de la transformacion del
nucleoide de la espora; etapa VIlI, maduracion de las esporas (Bulla & Bechtel, 1976).

El cristal se ubica dentro del esporangio y al completarse el proceso de maduracién de
las esporas ambos son liberados al medio de cultivo, sin embargo, existen algunos
casos donde se han descrito cristales dentro del exosporio, por lo que estos continlan

con la espora tras la lisis celular (Ibrahim, 2012).



A)

B)

Figura 3. Diagrama esquematico de esporulacion en Bacillus thuringiensis (Bulla &
Bechtel, 1976, p.1473,1479).

A) Abreviaturas: M, mesosoma; CW, pared celular; PM, membrana plasmatica; AF,
filamento axial; FS, tabique de la preespora; IF, preespora incial; Ol, inclusién ovoide, PC,
cristal paraesporal; F, preespora; IM, membrana interna; OM, membrana externa; PW,
pared celular primordial; E, exosporio; LC, capa laminar de la espora; OC, capa externa
de la espora; C, corteza, IMC, citoplasma incorporado de la célula madre; S, espora
madura en un esporangio no lisado. B) Micrografia electronica de una célula de Bacillus
thuringiensis en sus Ultimas etapas de esporulacion (IV-V). Las flechas sefialan la capa
laminar de la espora; E, Exosporio; SN, nucleoide de la espora; Ol, inclusiéon de forma
ovoide; PC, Cristal paraesporal. Barra = 0.5 um



1.1.5 Mecanismo de accion de las proteinas Cry de Bacillus thuringiensis

El mecanismo de accion de las proteinas Cry es un proceso de mdultiples etapas. Los
cristales de B. thuringiensis que pueden estar conformados de una o mas proteinas Cry
son ingeridos y luego solubilizados debido al pH alcalino presente en el intestino medio
del insecto, tras lo cual se liberan las proteinas Cry en forma de protoxinas que carecen
aun de actividad biologica. Estas condiciones alcalinas de pH con un rango de 8-11 se
encuentran en los insectos lepidopteros y dipteros, sin embargo, ciertas proteinas Cry
requieren de condiciones neutras o ligeramente acidas, como es el caso de las
proteinas Cry3 cuyo efecto tdxico se genera en insectos coleOpteros que cuentan con
los rangos de pH mencionados.

Las proteinas Cry solubles produciran su efecto hasta ser procesadas por proteasas
intestinales que generan toxinas activas, para ello es necesaria la escision de péptidos
tanto del extremo N- como del C- terminal. Posteriormente, se unirdn a receptores de
membrana de las células del intestino del insecto y formaran un poro que ocasiona un
desequilibrio osmético, lisis celular y la muerte del insecto (Federici et al, 2006; Sauka &
Benintende, 2008).

@CErD-=R
< Espora
@ Protoxina Cry é@
< Cry Activada (monémero)
Hélice alfa 1 de Cry 4 &’, g o

Cry (oligémero)

3
&
l Cadherina
Y

Receptores de
anclaje

% Proteasas

Figura 4. Mecanismo de accién de proteinas Cry en algunas especies de
insectos (Bravo et al, 2011, p.426).

Se observa una recreacion esquematica de los pasos necesarios para que las proteinas
Cry lleven a cabo su accion toéxica. 1. Solubilizacion y procesamiento proteolitico de la
protoxina Cry por las proteasas del intestino medio del insecto. 2. Unién de toxina Cry
activada a los receptores. 3. Unién a la cadherina y protedlisis de la hélice alpha. 4.
Formacion del oligbmero y unidn a los receptores. 5. Insercion del oligobmero Cry a la
membrana para la formacion del poro.
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1.2 Antecedentes

1.2.1 Medios de cultivo para Bacillus thuringiensis

Se sabe que los requerimientos nutricionales entre las variedades de Bacillus
thuringiensis cambian, por lo que un medio que es muy bueno para una variedad en
otra puede ser practicamente inservible (Avignone-Rossa & Mignone, 1995). Un estudio
hecho por Icgen 2002(b) reveld una regulacion diferencial de las proteinas Cryl y Cryll,
observando que se favorecia la sintesis de una u otra proteina en relacion a los
ingredientes del medio de cultivo. Por tanto, es dificil generar un medio que sea efectivo
para todas las cepas, sin embargo, se han desarrollado una gran variedad de medios
de cultivo y se ha demostrado que en todos los casos es importante que contengan una
fuente de carbono, que les suministre energia para los procesos anabdlicos, una fuente
de nitrégeno para el crecimiento, esporulacion y sintesis de la proteina, y no menos
importante es la adicién de micronutrientes tales como Ca, Mg, Mn, K, y Fe (Arcas et al,
1984; Avignone-Rossa & Mignone, 1995; Escobar et al, 2004; Kurt et al, 2005;
Sarrafzadeh, 2012). Es importante considerar que segun Dixon y Webb, 1946, los
cationes divalentes son generalmente conocidos ya sea como activadores o como
cofactores de muchas enzimas proteoliticas (Sabbour et al, 2012).

Icgen en el 2002(a) realizdé un estudio donde evalud la adicion de minerales bajo
distintas concentraciones para observar el efecto en el crecimiento y produccién de
proteinas Cry en Bacillus thuringiensis, observando que la omision de Mg en el medio
de cultivo disminuyé el crecimiento y esporulacion, pero el mayor efecto de este mineral
fue evidente en la disminucion de la produccién del cristal. El calcio es un estimulador
de la esporulacion, sin embargo, en sus experimentos no se observd efecto en el
crecimiento o sintesis de la proteina. Por otro lado, altas concentraciones de calcio
afectan negativamente los tres procesos antes mencionados. La omision del Mn baja la
frecuencia de esporulacion y sintesis del cristal proteico, pero las concentraciones
elevadas son téxicas para el crecimiento y presenta una esporulacion y sintesis del
cristal practicamente inhibida. En cambio, la ausencia de Zn del medio de cultivo mostro

una ligera mejoria en la sintesis del cristal.
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En otros experimentos realizados por Wakisaka (1982), al modificar la concentracion de
potasio en diferentes medios de cultivo obtuvo resultados que sugieren que el potasio
juega un papel esencial no solo en el crecimiento celular de Bacillus thuringiensis y la
formacion de la delta endotoxina, sino también en la esporulacion.

Muchos medios de cultivo han sido basados en nutrientes que son facil de obtener en
ciertas regiones por ser desechos industriales, reutilizadndolos y haciendo posible en
gran medida la reduccion de costos. Diferentes fuentes de carbono y nitrdgeno han sido
empleadas en estos medios complejos, tal es el caso de melazas, harinas de trigo, de
pescado, de soya, licor de maiz entre otras (Morales, 1988; Sarrafzadeh, 2012;
Mazmira et al, 2012).

Recientemente, Zouari y sus colaboradores publicaron un trabajo donde a pesar de no
utilizar desechos industriales como fuente de carbono o nitrdgeno, suplieron de una
manera similar los minerales complementarios. Ellos utilizaron un medio basado en
almidén y soya como fuentes de carbono y nitrégeno respectivamente, y emplearon
agua de mar como la fuente de los minerales complementarios, esto con el proposito de
generar un medio de cultivo mas econdmico. Observaron que el agua de mar suplio
perfectamente los minerales necesarios para la produccién de la delta endotoxina, y
que ademas, mostré6 una disminucion considerable de la actividad de las proteasas
(Zouari et al, 2007a).

Estas formas de elaborar medios de cultivo trae grandes beneficios econdmicos, sin
embargo, un grave problema del uso de subproductos agroindustriales para la
elaboracién de medios de cultivo es que son medios muy complejos y que facilmente
pueden variar las proporciones de sus nutrientes, afectdndose la produccion de la
toxina de un lote de produccion a otro.

El efecto conocido como represion catabdlica es otro factor importante que se debe
considerar al momento de la eleccion de un medio de cultivo para el crecimiento de B.
thuringiensis y la produccion de delta endotoxinas (Mazmira et al, 2012). Esto se refiere
a la inactivacion de ciertos operones que metabolizan los azucares (como el operon
lac), en favor de la utilizacion de glucosa cuando la glucosa es la fuente de carbono
predominante en el entorno de la célula. El exceso de carbono en el medio de cultivo no
solo ocasiona una represion catabdlica sino que también reprime la expresion del gen

spo0A, inhibiendo la produccion de esporas (Olmos et al, 1996; Mazmira et al, 2012).
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Esto ha sido observado por varios investigadores quienes llegaron a la conclusion que
una concentracion de glucosa entre 6-8 g/L mejora la produccién de las delta
endotoxinas y evita este tipo de represion (Mazmira et al, 2012). En otro experimento se
investigd el periodo de cultivo durante el cual se produjo el efecto represivo de la
glucosa y se determind que la regulacion ocurre durante las primeras 6 horas de
crecimiento. Se observo también que es posible superar la regulacion represiva de la
sintesis de delta endotoxinas mediante el control de oxigeno en el medio de cultivo

durante esta etapa (Souari 2007b).

1.2.2 Proteasas de Bacillus thuringiensis

Las proteasas son consideradas claves en los procesos de regulacion del ciclo celular,
crecimiento, diferenciacién celular y la esporulacion. Bacillus thuringiensis produce una
gran cantidad de proteasas, principalmente metaloproteasas, proteasas alcalinas y
proteasas cisteina. Estas proteasas pueden estar presentes de manera intracelular o
extracelular. Las proteasas intracelulares estan relacionadas con varios procesos
metabolicos y celulares vitales de Bacillus thuringiensis, como la esporulacion y
diferenciacion celular, la maduracion de enzimas y la activacion de las proteinas Cry.
Las proteasas intracelulares son liberadas en el medio de cultivo al momento que son
liberadas las esporas tras la lisis celular. En cambio, las proteasas extracelulares se
secretan en la fase logaritmica de crecimiento, se relacionan con la lisis de proteinas
presentes en el medio para utilizarlas como fuente de nitrégeno y aminoéacidos para la
bacteria, es por ello que estan fuertemente influenciadas por la composicién de los
medios de cultivo, como lo son la relaciéon de C/N, los iones metalicos y los azUcares
gue son facilmente metabolizables. De la misma manera, otros factores como la
aireacion, la cantidad de inoculo, pH, temperatura y tiempo de cultivo afectan en la
cantidad de proteasas producida (Brar et al, 2007).

La actividad de las proteasas puede afectar la virulencia de las esporas, la formacion de
su corteza, la capa de la espora, su maduracién y la formacion de los cristales
proteicos. La cantidad de proteasas no puede correlacionarse con la cantidad de
esporas, sino que depende de otros factores como los nutrientes del medio,

especialmente la disponibilidad del nitrogeno (Brar et al, 2007).
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Las proteasas tienen un aumento gradual las primeras 12 horas, llegando a su maximo
alrededor de las 30 horas de cultivo de Bacillus thuringiensis, independientemente del
medio de cultivo del que se trate.

Después de 30 horas se manifiesta una disminucion en la cantidad de proteasas, que
podria deberse a una autolisis 0 un ataque proteolitico por medio de las proteasas
liberadas al medio de cultivo tras la lisis celular (Brar et al, 2007).

El procesamiento proteolitico de una protoxina en una toxina activa se produce por la
accion de proteasas de tipo tripsina en el intestino de la larva. Proteasas exégenas
como tripsina, papaina y quimiotripsina son también conocidas por formar toxinas
activas de protoxinas solubles. Bajo ciertas condiciones esta conversion también esta
mediada por proteasas intracelulares de Bacillus thuringienisis (Kumar &
Venkateswerlu, 1997).

Recientemente Kumar y sus colaboradores probaron que en el caso de Bacillus
thuringiensis subespecie kurstaki una metaloproteasa endégena esta envuelta en la
activacion de la protoxina. Pero a diferencia de la toxina generada por proteasas
exdgenas tales como la tripsina, etc, la toxina activada por la proteasa intracelular es
altamente letal para una variedad de insecto del orden de lepidépteros, Spodoptera
littoralis (Kumar & Venkateswerlu, 1998a). Debido a esta observacién, la sintesis de
proteasas intracelulares fue estudiada por medio de zimografia de gelatina (técnica
electroforética que permite observar la actividad enzimatica). En Bacillus thuringiensis
kurstaki HD1, se detect6 la actividad de tres proteasas principales, una proteasa con
peso molecular de 92 kDa fue detectada a las 2 horas de iniciada la esporulacion y
continud presente hasta las 48 horas, las proteasas de 69 y 78 kDa fueron detectadas
a las 6 horas y continuaron hasta las 48 horas (Venkateswerlu & Reddy, 2002). La
actividad gelatinolitica de las tres proteasas fue inhibida por EDTA, un inhibidor de
metaloproteasas, mientras que los inhibidores de la proteasa serina (PMSF y DFP) y tiol
(IAA y HgCls) no afectaron el patron zimografico (Kumar & Venkateswerlu, 1998b).
Estudios similares revelaron la presencia de dos proteasas intracelulares en B.
thuringiensis kurstaki HD73 con pesos moleculares de 78 y 85 kDa, en este caso se
observé su aparicién hasta las 6 horas de iniciada la esporulacion, y aunque la proteasa
de 85kDa persisti6 hasta las 48 horas, la de 78 kDa unicamente continuo hasta las 9

horas comenzando a desaparecer a las 12 horas (Venkateswerlu & Reddy, 2002). Por
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otra parte, Bibilos y Andrews (1988) observaron que en una variedad de Bacillus
thuringiensis kurstaki la conversion de protoxina a toxina también fue realizada por
proteasas intracelulares y en este caso la activacion fue parcialmente inhibida utilizando
PMSF.

1.2.3 Métodos de purificacion de los cristales

Los ensayos para analizar las caracteristicas toxicologicas de las proteinas Cry en
insectos o en lineas celulares humanas requieren de la obtencion de cristales puros y
biol6gicamente activos. Sin embargo, resulta dificil separar los cristales de las esporas
por su similitud en tamafio y en sus caracteristicas superficiales. Han sido descritos
muchos métodos de purificacion de proteinas Cry en los que se utilizan principalmente
cuatro propiedades para la separacidon de esporas Yy cristales: densidad relativa,
propiedades de superficie, solubilidad y germinacion de la espora (Morales, 1988).

Los primeros intentos se llevaron a cabo germinando las esporas y realizando
centrifugados para separar de los cristales. Posteriormente fueron utilizados sistemas
de dos fases, donde se formaban emulsiones con solventes organicos
(trifluorotricloroetano, tetrabromoetano, tetracloruro de carbono y cloroformo), con el fin
de que los cristales permanecieran en la fase acuosa. Pero estos métodos debian ser
repetidos muchas veces para obtener una pureza aceptable, ademas, los rendimientos
de purificacion eran bajos (Nickerson & Ang, 1978).

También han sido empleados métodos de centrifugacion en gradiente de densidad
isopicnica de CsCly Renografin, esta técnica se basa en la separacion de los cristales y
las esporas en un gradiente de densidades en funcion a la densidad de las mismas. Es
decir, el cristal se mueve a través del gradiente hasta que llega al punto donde su
densidad y la del gradiente es la misma. Estos métodos dan cristales con una buena
pureza, pero los reactivos necesarios suelen ser caros y la cantidad de proteina
purificada es baja.

Otros métodos similares pero que utilizan reactivos de bajo costo también han sido
utilizados, tal es el caso de gradientes de glucosa (Thomas & Ellar, 1983), NaBr

(Takebe et al, 2005) o silice coloidal, mejor conocido como LUDOX (Filner et al, 1989).
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Sin embargo, son procesos donde se requiere mucho trabajo y generalmente son poco

practicos a gran escala.

1.2.4 Actividad anticancerigena

Recientemente se ha reportado la existencia de cepas de B. thuringiensis que producen
cristales paraesporales que no presentan actividad insecticida, ni hemolitica, que son
estructuralmente diferentes a las proteinas Cry y Cyt y que se les ha relacionado con
otra clase de propiedades toxicas potencialmente UGtiles. Se trata de una nueva clase de
proteinas Cry inocuas contra insectos que son conocidas como paraesporinas. Estas
proteinas presentan actividad citotoxica a ciertos tipos de células cancerigenas del
humano (Hayakawa et al, 2007; Jung et al, 2007). Al igual que las delta endotoxinas, las
paraesporinas se sintetizan durante la fase de esporulacién y forman inclusiones
cristalinas que son liberadas al momento de la lisis celular (Federici et al, 2006).

En afios recientes, en el laboratorio de microbiologia molecular de CICESE se realiz6
un proyecto de investigacion en el cual se aislaron y caracterizaron cepas de Bacillus
thuringiensis de la region noroeste de México. Se encontré que algunas de ellas
producian proteinas Cry que no solo tenian efecto contra insectos, sino que ademas
presentaban accion citotdéxica contra ciertas lineas celulares de cancer sin dafiar a las
lineas celulares normales humanas. Esta clase de proteinas no pertenece al grupo de
las paraesporinas y no presentan actividad hemolitica como las proteinas Cyt (Olmos et
al, 2012).
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1.3 Justificacion

Debido al posible uso de las toxinas Cry como cura de enfermedades tales como el
cancer, es necesario un sistema de produccién y purificacibn més amigable, con el cual
se puedan obtener mayores cantidades de proteina en las condiciones adecuadas, para
cubrir la demanda que originan los estudios en cultivo celular y del area farmacéutica.

Se ha observado que la produccién de cristales varia dependiendo del tipo de proteina
gue lo conforma, del medio de cultivo utilizado y de la variedad de Bacillus thuringiensis
seleccionada, por tanto, es indispensable analizar las condiciones nutricionales y de
cultivo que favorecen la produccion de proteinas que presentan accion insecticida y

anticancerigena.
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1.4 Objetivo general

Optimizacion de las condiciones de cultivo para mejorar el rendimiento de produccion y

purificacion de las proteinas Cry en Bacillus thuringiensis.

1.5 Objetivos especificos

Determinar el medio de cultivo idoneo para la producciéon de proteinas Cry que

presentan accion insecticida y anticancerigena.

Optimizar las condiciones de cultivo que incrementen la produccién de cristales.

Adecuar un método de purificacion eficiente y amigable que permita obtener las
proteinas de interés en las condiciones adecuadas para ensayos de cultivo celular.
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Capitulo 2

Metodologia

2.1 Cepa de Bacillus thuringiensis

En trabajos previos en el laboratorio de microbiologia molecular del CICESE se aislaron
cepas de Bacillus thuringiensis en la region noroeste de México. En este trabajo se
utilizé una de las cepas anteriormente aisladas y caracterizadas que presentaba
actividad toxica contra insectos y lineas celulares de cancer (Mendoza et al, 2012;
Olmos et al, 2012).

2.2 Medio de cultivo

Durante el transcurso de los experimentos fueron utilizados dos medios de cultivo;
medio SP, cuyos componentes principales son: 5 g/L de peptona, 1 g/L extracto de
carne y 2 g/L de extracto de levadura. Y un medio que se basé en una fuente de
almidon y soya, agregando 5 g/L y 3g/L, respectivamente. A ambos medios de cultivo
se les agregé 0.250 g/L de MgSOs4 y 1 g/L de KCI. Se les ajusté el pH a 7 y
posteriormente se colocaron en un autoclave por 15 minutos a 121°C y 1 kg/cm?.
Algunos otros minerales (MnCl2, CaCl2 y FeSO4) se prepararon y esterilizaron en
soluciones separadas y fueron adicionados posteriormente al medio de cultivo. Se
agregaron 2 ml de MnCl2 10 mM, 1 ml CaCl2 0.5 My 1 ml de FeSO4 0.1316 M.

2.3 Preparacion del pre-inéculo e inéculo

La cepa seleccionada se activd sembrandose por estria multiple en una caja Petri con
medio de cultivo SP y se incub6 por 12-14 horas a 30° C. Una colonia aislada se inoculo
en 20 ml de medio de cultivo en matraz Erlenmeyer de 250 ml de capacidad y se creci6
a 30° C por 12 horas en agitacion constante de 200 rpm.

El indculo en todos los casos fue del 10%, es decir, se prepar6é tomando 2 6 5 ml del

cultivo una vez cumplidas las 12 horas y se inocularon 18 6 45 ml de medio de cultivo
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respectivamente, los cuales crecieron por 3 horas bajo las mismas condiciones de
temperatura y agitacion. Para un volumen final de cultivo de 150 ml fueron utilizados 15
ml de in6culo en 135 ml de medio de cultivo, en cambio, para un volumen final de

cultivo de 500 ml se utilizaron 50 ml de in6culo en 450 ml de medio de cultivo.

Q-

Activacion en placa Preindculo Indculo Cultivo
(12 a 14 horas) ( 12 horas) (3 horas) (4 dias)

Figura 5. Tiempos de activacion, preinéculo, in6culo y cultivo.

Se representan los pasos a seguir y los tiempos de cada uno de ellos para obtener el
in6culo que se utiliza en el proceso de cultivo.

2.4 Condiciones de cultivo

El proceso de cultivo se realizé en matraces Erlenmeyer de 250 ml y Fernbach de 3
litros. Se realizaron ensayos utilizando los distintos medios de cultivo, la concentracion
de oxigeno se vari6 modificando el volumen de medio en el matraz con el fin de variar
la relacion aire-medio de cultivo dentro de este. En todos los casos los matraces fueron
colocados en un orbital Thermo scientific MAXQ 5000 a una velocidad constante de 200
rpm, a 30° C y por un periodo de 96 horas.

2.5 Curva de Crecimiento

Durante el periodo de la cultivo se tomaron muestras cada hora durante el crecimiento
exponencial y con intervalos mayores una vez alcanzada la fase estacionaria. Las
muestras fueron analizadas al instante de ser tomadas utilizando un espectrofotémetro
HACH DR 5000 a una longitud de onda de 600nm.
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2.6 Andlisis microscopico

Las muestras obtenidas fueron fijadas en un portaobjetos mediante calor y tefidas
utilizando la tincion de verde de malaquita (Anexo 1). Posteriormente fueron observadas
en un microscopio Optico de contraste de fases Olympus BX60 bajo un objetivo de
100X, y digitalizadas con ayuda de una camara CoolSNAP-Procf utilizando un software
Image-Pro Plus version 4.1.0.0. La tincién permitié analizar la etapa de crecimiento en
gue se encontraban los cultivos con relacion a las horas transcurridas, las células
vegetativas se tifien de color rojo, mientras que las esporas adquieren una coloracion
verde y los cristales se observan blancos. Pero si se observa en contraste de fases
utilizando el filtro SP3, las células vegetativas se visualizan de color verde mientras que

las esporas se tifien de café y los cristales se observan blancos y refringentes.

2.7 Ensayo de actividad de proteasas

Se prepararon placas de medio Skim-milk a diferentes valores de pH (7, 8 y 9) y a dos
concentraciones de NaCl (0.5 g/L y 5 g/L). Las placas se dividieron en cuadrantes, en
los primeros tres se coloco un extracto del medio de cultivo (una muestra de 15 ml de
medio de cultivo de 60 horas se centrifugo en una centrifuga eppendorf 5804R con la
finalidad de precipitar las esporas y células vegetativas, se tomaron 5ml del
sobrenadante y se pasaron a través de un filtro de 0.2 um). En el cuarto cuadrante se
colocd una muestra del cultivo sin ser procesada, es decir, con la presencia de células
vegetativas y esporas. En todos los casos se adicionaron 20 pl de muestra sobre
sensidiscos que se localizaban al centro de cada cuadrante de la caja Petri.

Se incubd a 30° C y cada 12 horas se midio el halo de degradaciéon formado en cada
uno de los cuadrantes, se registrdé la manera en que progresaba la degradacion del

medio skim-milk por accion de las proteasas presentes en el cultivo.
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2.8 Purificacion de proteinas Cry

Para la purificacion de las proteinas que presentan actividad anticancerigena se empled
un sistema basado en las diferencias de tamafio y peso molecular de los cristales
producidos en los medios de cultivo ensayados, con respecto a las esporas y células
vegetativas de Bacillus thuringiensis.

Una vez finalizado el cultivo se paso a través de un filtro de nitrocelulosa de 0.45 um, el
medio filtrado se colocé de nuevo en filtros Amicon Ultra de 100kDa y se centrifugd en
una centrifuga eppendorf 5804R a 4000 G y una temperatura de 4° C por periodos de
10 a 15 min. La proteina de interés filtrada y concentrada, se solubilizé y finalmente se
realizé un ultimo filtrado por 0.2 um tras mechero para mantener las condiciones de

esterilidad.

Filtro 0.45 pm Filtro de 100Kda Filtro 0.2 um

Figura 6. Diagrama esquematico del método de purificacion.

Se representan los pasos a seguir para la purificacion de las proteinas Cry que presentan
actividad insecticida y citotéxica contra células cancerigenas.

2.9 Solubilizado y Activado de las toxinas

Los cristales purificados del cultivo de Bacillus thuringiensis fueron solubilizados y
activados. Se utilizaron dos soluciones de solubilizado, carbonato de sodio/bicarbonato

de sodio 0.5 M e Hidréoxido de Sodio 0.5 M. Se adicionaron hasta obtener pH'’s
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aproximados de 8.5, 9.5y 10 y fueron incubados en bafio maria a 37° C por un periodo
de 2 horas. Posteriormente se adiciond tripsina, llevando el medio a concentraciones de

10, 20 y 30 pg/mly fueron incubados a 37° C por 1 hora.

2.10 Analisis por SDS-PAGE

Se recolectd 1 ml de muestra en tubos eppendorf a las 16, 35, 60, 82 y 96 horas de
cultivo y se congelaron a -20° C. Una vez recolectadas todas las muestras se
descongelaron sobre hielo, se tomaron 80 pl, se le agregaron 20 pl de solucion de
carbonato de sodio/bicarbonato de sodio 0.5 M y se incubaron en bafio maria a 37° C
por 2 horas. Se tomaron 25 ul de la muestra solubilizada, se le agregaron 5 pl de buffer
de carga y fueron calentados a 95° C por 5 min (se utilizé esta solucién de solubilizado
debido a que como se podra observar en los resultados presenta un mejor rendimiento).
Las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida con una fase de apilamiento
al 5 %, una fase de resolucion al 10 % y corridas a 75-80 volts por aproximadamente
tres horas y media. El peso molecular de las proteinas fue estimado utilizando el
marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad) de

10 a 250 kDa. Posteriormente, los geles fueron tefiidos con nitrato de plata (Anexo 2).

2.11 Cuantificacién por el método de Bradford

Para medir la concentracion final de la muestra después de los procesos de filtrado se
utilizé el método de cuantificacion de Bradford. A 795 ul de agua destilada se le
agregaron 5 pl de la muestra filtrada. Se le agregaron 200 pl de solucion de
BRADFORD (0.01 % w/v azul brillante de coomassie G-250, 4.7 % w/v etanol y 8.5 %
w/v de acido fosférico), se homogenizé por inversion y se incubd 5 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se realiz6 la lectura utilizando un espectrofotometro
HACH DR 5000 a una longitud de onda de 595 nm (Bradford, 1976).
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2.12 Ensayo de citotoxicidad in-vitro

Finalizado el proceso de produccion y purificacion de la proteina se realizdé un ensayo
de citotoxicidad in-vitro. Se utilizdé una linea celular de cdncer de mama (MDA-MB-231)
y una linea celular de queratinocitos humanos (HaCat) como control no canceroso,
ambas fueron crecidas en medio de cultivo RPMI suplementado con 10% v/v de SFB
(Suero fetal bovino) y 1% de antibidtico-antimicético Gibco 15240. Los cultivos se
incubaron a 37° C con 5% de CO2 y a una atmosfera humidificada.

En 100 pl de medio se sembraron 10,000 células por pozo en placas de microcultivo de
96 pocillos. Se incubaron por 5 horas a 37° C y 5% de CO2. Después de transcurrido el
tiempo de adhesién, se desechd el medio y se adicion6 la toxina activa a una
concentracion de 1 pg/ml, utilizando la misma cantidad de medio como vehiculo.
Después de 2 horas de incubacion a las condiciones mencionadas, se midio la

viabilidad celular.
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Capitulo 3

Resultados

3.1 Curva de Crecimiento

Se realiz6 una curva de crecimiento con la finalidad de observar el comportamiento de
la cepa de interés a 2 concentraciones de NaCl (0.5 g/L y 5 g/L). Se observo que su
fase de crecimiento exponencial término entre las 6-7 horas de iniciado el cultivo, a las
14 horas ambos cultivos alcanzaron su valor de absorbancia mayor con valores de 7.47
en 0.5¢g/L de NaCl y 7.1 en 5¢g/L de NaCl. A las 19 horas el cristal esta completamente
formado dentro de la célula y entre las 22-24 horas, las esporas fueron liberadas, lo
cual coincide con el decremento en la absorbancia.

El crecimiento en ambos cultivos se comportd practicamente igual (Figura 7), por lo
tanto, la cantidad de NaCl a las concentraciones utilizadas no es un factor que afecte el

crecimiento de la cepa de Bacillus thuringiensis utilizada.

10

——0.5g/L Nacl
30 ‘ 35 =de=5g/L NaCl

Absorbancia 600nm

01

Tiempo (Horas)
Figura 7. Curva de crecimiento de Bacillus thuringiensis.

Curva de crecimiento de una cepa de Bacillus thuringiensis bajo dos concentraciones
distintas de NaCl (0.5g/Ly 5g/L).
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3.2 Ensayo de actividad de proteasas

Debido a que la accién proteolitica tiene un gran efecto en el crecimiento y produccién
de las proteinas Cry, ésta se evalu6 a las 60 horas en el cultivo de Bacillus
thuringiensis, utilizando placas de medio skim milk bajo diferentes condiciones de pH
(7,8 y 9) y a dos concentraciones de NaCl (0.5 g/L y 5 g/L). Se eligieron estos valores
de pH debido a que durante el proceso de cultivo, el potencial de hidrégeno aumenta a
medida que pasan las horas y dependiendo del medio de cultivo es posible alcanzar
valores superiores a 9, tal es el caso del medio SP constituido por peptona, extracto de
carne y extracto de levadura.

En los resultados de las mediciones realizadas, al segundo dia de agregada la muestra
filtrada (sin esporas ni células vegetativas), se observé que las placas con 0.5 g/L de
NaCl presentaron halos de degradacion de 5, 6 y 7 mm de ancho a pH's de 7, 8y 9,
respectivamente. Mientras que en las placas con 5 g/L se observaron halos de

degradacion de 3.5,4y 4.5 mm (Figura 8). Lo que indica que a medida que el pH

Ph=7 pH=8 pH=9

0.5¢g
NaCl

50¢g
NaCl

Figura 8. Evaluacién en placa de la actividad de las proteasas del cultivo de Bt.

Se observo la accion de las proteasas en placas de medio Skim Milk a diferentes
valores de pH (7, 8 y 9) y bajo dos concentraciones de NaCl (0.5 g/L y 5 g/L). En cada
sensidisco se aplicaron 20 I de muestra de un cultivo de Bacillus thuringiensis de 60
horas. El crecimiento y degradacion que se observa en la imagen es a las 48 horas de
aplicada la muestra. La fotografia no est4 a escala real.
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aumenta la accion de las proteasas es mayor, tanto en los medios con 0.5 g/L como en
los que tenian 5 g/L. Sin embargo, en aquellos medios que presentan una cantidad
mayor de sal, el rango de valores de degradacion es considerablemente menor.

Por otra parte, en el cuarto cuadrante de cada caja se adicion0 una muestra que
contenia el medio de cultivo con células vegetativas y esporas, donde se observé que
el crecimiento de las bacterias a pH de 7 y 8 fueron practicamente el mismo, sin
embargo, a pH de 9 se disminuy6 el crecimiento considerablemente. Lo que sugiere

gue a pH’s altamente alcalinos el crecimiento se inhibe (Figura 8).

3.3 Andlisis microscopico

3.3.1 Comparacion de los medios de cultivo SP y el medio de cultivo a base de
almidon

Debido a que el pH del medio SP al finalizar el cultivo (96 horas) alcanza un valor
aproximado de 9.25, y después de haber observado el efecto de la accion de las
proteasas a ese rango, se decidié buscar un medio alternativo que diera mejores
rendimientos de produccion y cuyo pH final fuera menor. EI medio de cultivo que se
eligié fue basado en una fuente de almidén y soya cuyo pH final aproximado es de 8.1.
Cuando se compararon ambos cultivos al microscopio se observé que el crecimiento,
esporulacion y desarrollo del cristal es méas rapido en el medio basado en almidén. El
cristal se form6é completamente a las 19 horas con tamafios incluso mayores que el de
las esporas. En cambio, en el medio SP en ningln momento fue tan evidente la
formacion de los cristales. (Figura 9). Por lo tanto, el medio con almiddn se convirtié en
el medio de eleccion debido a que presenta estas caracteristicas tan favorables en la

formacién de los cristales.



12 Horas

19 Horas

33 Horas

MEDIO SP MEDIO DE ALMIDON

Figura. 9 Comparacion de la produccion de proteinas Cry en los medios SP y de
almidon a diferentes tiempos de cultivo.

Se observa una comparacién microscopica de los tiempos de crecimiento y la
produccion de la delta endotoxina en los medios de cultivo SP y el medio a base de
almidon a las 12, 19 y 33 horas, crecidos a un volumen de 150 ml en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml a 30° C y 200 rpm. Las muestras fueron tefiidas con verde de
malaquita y observadas con un objetivo de 100X. Las células vegetativas se observan
de color verde, las esporas de color café, y los cristales se observan blancos.

27
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3.3.2 Produccién en el medio de almidén a diferentes condiciones de aireacion

Se evaluo la produccion de cristales a diferentes niveles de aireacién en el medio de
cultivo basado en almidon. El nivel de aireacion fue ajustado variando el volumen de
medio de cultivo en los matraces. Dos niveles de fueron utilizados, un nivel bajo (1:1.5
relacion de aire-medio de cultivo) y un nivel alto (5:1 relacion de aire-medio de cultivo).

El nivel de aireacion bajo a las 19 horas mostré una produccion de cristales de mayor
tamafo comparados con los producidos en el cultivo de alta aireacion, incluso cuando
en este habian transcurrido 22 horas (Figura 10). Sin embargo, una produccién de
cristales de menor tamafio no es desfavorable, esas caracteristicas permiten aplicar un

método sencillo de purificacion.

19 Horas — (1:1.5 aire-medio) . 22 Horas — (5:1 aire-medio)

Figura 10. Comparacién microscopica de la produccion de cristales Cry bajo dos
condiciones de aireacion.

Se realizd una comparacion de la produccién de los cristales Cry en el medio de almidon
bajo dos condiciones de aireacion. La imagen se tomd al momento en que el cristal se
encontraba a su mayor tamafio antes de la lisis celular. Las muestras fueron tefiidas con
verde de malaquita y observadas con un objetivo de 100X. Las células vegetativas se
observan de color verde, las esporas de color café, y los cristales se observan blancos.
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3.4 Analisis por SDS-PAGE

3.4.1 Aireacién

Se realizd la produccion en dos cultivos a distintas condiciones de aireacion, se
utilizaron volimenes de 20 y 150 ml en matraces Erlenmeyer de 250 ml, es decir,
relaciones de 11.5:1 aire-medio de cultivo y 1:1.5 aire-medio de cultivo,
respectivamente. Se analizaron por SDS-PAGE cargando en cada pozo 30 pl de
muestra sin solubilizar y solubilizada de diferentes tiempos de cultivo (16, 35, 60, 82, 96
horas).

Como se puede observar en la Figura 11 en ambos casos una banda de
aproximadamente 65-70 kDa, aparece después de 35 horas de cultivo bajo condiciones
de solubilizado. Esta banda corresponde a la toxina activa y se observa mas intensa en
el cultivo cuya aireacion es menor (1:1.5 aire-medio). La intensidad de las bandas se
correlaciona con la cantidad de proteina, por tanto, a niveles bajos de aireacion se
produce una mayor cantidad de toxina. A las 16 horas en ninguno de los casos se
observa la presencia de la toxina, sin embargo y a partir de las 60 horas se observa la

mayor produccién a condiciones limitadas de aireacion.

kDa 12 3 4 5 6 7 89 10 11 1 2345 6 7 8 9 10 11
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(11.5:1 aire-medio) (1:1.5 aire-medio)

Figura 11. Comparacion en gel de poliacrilamida de la produccion de proteinas Cry
bajo dos condiciones de aireacion.

Se realizd6 una comparacion de la produccién de las proteinas Cry en el medio de almidén
bajo dos condiciones de aireacion. (11.5:1 aire-medio y 1:1.5 aire-medio). En todos los
casos se cargaron 30 pl de muestra por pozo. (1) Marcador de peso molecular, (2) 16 horas
sin solubilizar, (3) 16 horas solubilizado, (4) 35 horas sin solubilizar, (5) 35 horas
solubilizado, (6) 60 horas sin solubilizar, (7) 60 horas solubilizado, (8) 82 horas sin
solubilizar, (9) 82 horas solubilizado, (10) 96 horas sin solubilizar, (11) 96 horas solubilizado.
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3.4.2 Espuma

En los procesos de cultivo es comlUn que se genere espuma debido a las burbujas
producidas por la aireacion o agitacion del medio de cultivo, en combinacién con
concentraciones altas de proteina o tensoactivos liberados por la propia bacteria.

Durante los cuatro dias de cultivo de los medios analizados, la produccion de espuma
se observd en varias ocasiones, principalmente en los cultivos que se realizaron en
matraces Fernbach a un volumen de 500ml, generalmente coincidié con el inicio de la
esporulaciéon y con la lisis celular. Anteriormente, en el laboratorio de microbiologia
molecular del CICESE, al realizar el proceso de purificacion de las proteinas Cry, la
espuma era descartada, en este trabajo la espuma fue analizada por medio de SDS-
PAGE. La Figura 12 muestra que una banda de aproximadamente 65-70 kDa fue
claramente visible en el gel, lo que indica que una gran cantidad de toxina se encuentra
contenida en la espuma que se produce a lo largo del proceso de cultivo, y que se

pierde si la espuma es descartada.
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Figura 12. Analisis por SDS-PAGE de la espuma producida en el medio de cultivo.

Se observa un gel de poliacrilamida con una muestra de espuma solubilizada con
Carbonato de Sodio/Bicarbonato de Sodio 0.5 M. (1) Marcador de peso molecular, (2)
Espuma.



31

3.5 Purificaciéon de cristales

Al finalizar el proceso de cultivo, el medio de cultivo se paso a través de un filtro de
nitrocelulosa de 0.45 pum, para remover las esporas y células vegetativas. Se observé que en
la mayoria de las condiciones de cultivo los cristales también son retenidos en el filtro, sin
embargo, los cristales que fueron producidos bajo altos niveles de aireacién, que son de menor
tamafio, son capaces de atravesar esta membrana. Una vez realizado el filtrado se procedio a
remover las proteinas de bajo peso molecular utilizado un filtro amycon de 100 kDa. Cabe
recordar que esta toxina antes de ser solubilizada presenta un peso molecular mayor a 100
kDa, por tanto, es retenida y concentrada por este filtro mientras que las proteinas de menor
peso molecular eluyen con el medio y son desechadas.

Una vez realizados los filtrados la muestra concentrada se solubilizé y se analiz6 por
SDS-PAGE para confirmar la presencia de la toxina activa. Como se puede ver en la
Figura 13 la banda caracteristica de la toxina se encuentra presente y una

concentracion muy baja de otras proteinas se puede apreciar.

kDa 1

2
250
150
100

75 .-

50 -

25 .

15

Figura 13. Andlisis por SDS-PAGE de la purificacién de proteinas Cry.

Se analizé por SDS-PAGE una muestra de proteinas Cry purificada mediante el filtrado de
un cultivo de B. thuringiensis. En el gel se cargaron 30 pl de muestra solubilizada con una
soluciéon de carbonato de sodio/bicarbonato de sodio 0.5 M (1) Marcador de peso
molecular, (2) cultivo purificado.
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3.6 Solubilizado y Activado de las toxinas

Se comparo la accién de solubilizado de dos soluciones: Hidroxido de sodio 0.5 M y
Carbonato-Bicarbonato de sodio 0.5 M. Cada una fué agregada por separado a una
muestra de medio de cultivo hasta conseguir valores de pH de 8.5, 9.5y 10. Una vez en
estos valores de pH se incubd en bafio maria por un periodo de 2 horas a 37° C.

Mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 14) fue posible observar
que el medio de cultivo llevado a pH 8.5 con la solucion de Carbonato de
sodio/bicarbonato de sodio 0.5 M no solubilizé las proteinas, a pH de 9.5 solo una parte
de las proteinas se observa soluble y fue hasta un pH de 10 que la proteina se
encuentra completamente soluble. En cambio, la solucion de Hidroxido de sodio en
ninguno de los casos solubilizé las proteinas, incluso fue posible apreciar una aparente

degradacion de las proteinas a pH 10.
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Figura 14. Andlisis por SDS-PAGE del solubilizado de proteinas Cry utilizando
carbonato de sodio/bicarbonato de sodio e NaOH.

Gel SDS-PAGE donde se analizé el solubilizado de las proteinas utilizando dos distintas
soluciones de solubilizado: carbonato/bicarbonato de sodio (C/B) e Hidroxido de sodio
(NaOH), llevando el pH del medio a 8.5, 9.5 y 10. (1) Marcador de peso molecular, (2)
Medio cultivo sin tratamiento, (3) C/B pH 8.5, (4) C/B pH 9.5, (5) C/B pH 10, (6) NaOH pH
8.5, (7) NaOH pH 9.5, (8) NaOH pH 10.

Por otro lado, se observé que una vez solubilizada y activada la muestra bajo una
concentracion de 10 pg/ml de tripsina, al ajustarle el pH a 7 se presentd nuevamente la

banda de aproximadamente 230kDa (Figura 15). Por tanto, se realizé una prueba bajo
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distintas concentraciones de tripsina (10,20 y 30 pg/ml) para confirmar que no fuera
toxina sin activar por falta de esta enzima. Sin embargo, a pesar del aumento en la

concentracion de 10 hasta 30 pg/ml, se presento6 el mismo patron.
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Figura 15. Analisis por SDS-PAGE del solubilizado y activado de proteinas Cry a
diferentes concentraciones de tripsinay un posterior ajuste de pH.

Se solubilizaron y activaron las proteinas utilizando Bicarbonato/Carbonato de sodio 0.5 M
llevando el medio a un pH aproximado de 10. El activado se efectué bajo tres
concentraciones finales de tripsina (10, 20 y 30 pg/ml). ElI cambié de pH a 7 después del
activado se realiz6 adicionando HCI. Carriles: (1) Marcador de peso molecular, (2) Medio
cultivo sin tratamiento, (3) Solubilizado, (4) Solubilizado y ajustado a pH 7, (5) Solubilizado
y activado con 10 pg/ml, (6) Solubilizado, activado con 10 pg/ml y ajustado a pH 7, (7)
Solubilizado y activado con 20 pug/ml, (8) Solubilizado, activado con 20 pg/ml y ajustado a
pH 7. (9) Solubilizado y activado con 30 pug/ml  (10) Solubilizado, activado con 30 pg/ml y
ajustado a pH 7. El solubilizado en todos los casos se realiz6 llevando el medio a un pH
aproximado de 10.

3.7 Ensayo de citotoxicidad in-vitro

Se analizé el efecto citotdéxico de las proteinas Cry producidas y purificadas en este
trabajo, en una linea celular de cancer de mama (MDA-MB-231) en presencia y
ausencia de dicha proteina. Se observé que después de 2 horas de aplicada la toxina a
una concentracion de 1 pg/ml, la toxina presentd actividad citotdéxica contra la linea

celular cancerigena analizada (Figura 16).
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MDA MB 231 ' MDA MB 231 + Toxina

Figura 16. Andlisis de la actividad citotéxica de las proteinas Cry producidas y
purificadas en este trabajo.

Imagenes de microscopia Optica a 10X de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-
231. Del lado izquierdo se observan las células cancerigenas en ausencia de toxina, del
lado derecho se observan las células después de 2 horas de agregada la toxina a una
concentracion de 1 pg/mil.
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Capitulo 4

Discusioén

4.1 Composiciéon del medio de cultivo

Para crecer Bacillus thuringiensis y producir mayores cantidades de delta endotoxinas,
la composicién del medio de cultivo es uno de los factores mas importantes que se
debe considerar. De su composicién dependen factores como la represion catabodlica
relacionada con la sintesis de proteinas Cry. Este efecto se presenta cuando el medio
contiene una alta concentracion de glucosa u otras fuentes de carbono. Con respecto a
la glucosa muchos estudios se han realizado y se recomienda mantener una
concentracion de 6-8 g/L. En el caso de este proyecto, el medio de cultivo que se
sugiere esta basado en el uso de almidon como fuente de carbono y segun datos
publicados por Zouari en 2007, el almidon presenta menor regulacion represiva de la
produccién de toxina en comparacion con la glucosa o el “Gruel”.

El pH es otro factor que también se ve afectado por los nutrientes que componen el
medio de cultivo, ciertos nutrientes al ser metabolizados generan sustancias que
provocan cambios drasticos en el pH del medio de cultivo. Un ejemplo claro es la
peptona, que es utilizada comunmente como una fuente principal de nitrégeno, sin
embargo, en condiciones limitadas de carbohidratos Bacillus thuringiensis es capaz de
desaminar algunos aminoacidos que la componen. Es decir, el grupo amino es
removido de los aminoacidos y se libera como amoniaco, el resto del aminoacido esta
compuesto por carbonos e hidrogenos, por tanto, es utilizado por la bacteria para suplir
las deficiencias del medio. Sin embargo, el problema es generado por el NHs liberado
ya que ocasiona un aumento gradual en el pH.

El medio de cultivo SP esta compuesto principalmente por peptona, extracto de carne y
extracto de levadura. Ninguno de estos tres componentes es una fuente adecuada de
carbono, y la liberacion de amoniaco a lo largo de 96 horas generan que el cultivo
alcance valores tan alcalinos como 9.25 de pH.

Este mismo patrén de aumento gradual de pH se presenta al utilizar glucosa u otros
azucares; en las primeras horas del cultivo se observa la disminucion del pH,

posteriormente se presenta un aumento gradual de pH por la produccion de
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compuestos nitrogenados, alcanzando valores cercanos a 8 en aproximadamente 30
horas y a 9 después de 50-60 horas de cultivo. (Luna-finkler & Finkler, 2012)

En cambio, en el crecimiento de la cepa utilizada en este trabajo, este problema fue
solucionado utilizando almidén como fuente de carbono. Se obtuvieron valores de pH
cercanos a 8 incluso después de 96 horas de cultivo. Ademas, esta fuente de energia
ofrecié mejores resultados en la produccion de la delta endotoxina, ya que fue posible
observar cristales de mayor tamafio dentro de la célula durante su proceso de
esporulacion.

Los resultados posiblemente se deben a que el almidén al ser una mejor fuente de
carbono que la peptona, se metaboliza de manera lenta pero continua, ofreciendo la
cantidad y disponibilidad de energia 6ptima para la sintesis del cristal proteico.

Como la produccién de toxina se asocia con la esporulacion, en muchos casos se han
generado medios de cultivo basados en aumentar la cantidad de esporas, sin embargo,
generalmente el recuento de esporas no es proporcional a la cantidad de toxina
producida. Por ello, durante este proyecto no se consideré necesario el conteo de
esporas, sino que se baso6 en la observacion microscopica del cristal y en la presencia
de la proteina en los geles de poliacrilamida.

Es importante sefialar que de una variedad de Bacillus thuringiensis a otra y
dependiendo de los tipos de proteina Cry que conformar un cristal proteico, son los
nutrientes que la bacteria requiere. Por lo que el medio de cultivo que aqui se reporta
puede no ser eficaz en la produccion de otro tipo de proteinas Cry 0 en otra cepa en

particular.

4.2 pHy accion de las proteasas

Se analizo la accion proteolitica del caldo de cultivo a las 60 horas mediante un ensayo
en placas, con medio skim milk a diferentes valores de pH. Los resultados indicaron que
durante el proceso de cultivo es importante mantener el medio de cultivo con un pH
cercano a 7. Se observd que a medida que el pH es mas alcalino, la accién de las
proteasas es mayor. Sin embargo, en las placas con 5 g/L de NaCl el halo de
degradacion fue considerablemente menor para todos los valores de pH en

comparacion a las placas con 0.5 g/L de NaCl. Ademas, no se observd efecto en el
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crecimiento de la bacteria a ninguna de estas concentraciones de sal, pero si es
evidente un efecto supresor de las proteasas (Figura 8).

En cambio, el pH del medio de cultivo si puede afectar el crecimiento de Bacillus
thuringiensis, en las placas con pH de 7 y 8 no se aprecio una diferencia significativa en
los crecimientos, pero a un pH de 9 fue evidente el menor crecimiento de la bacteria
(Figura 8).

El medio SP después de 96 horas de cultivo alcanzé un pH de 9.25, tomando en cuenta
los resultados comentados anteriormente se puede suponer que el crecimiento es
reducido y que la accion proteolitica en el medio es mayor. Al analizar una muestra en
una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico, se observé un
patron de bandeo correspondiente a las proteinas Cry activas, sin haberle agregado
solucion de solubilizado y/o tripsina. Estas observaciones llevaron a la conclusion de
que el pH alcalino alcanzado en este medio posibilité el solubilizado del cristal y
favorecio el activado de la toxina por medio de las proteasas producidas por la propia
bacteria. Este efecto puede ser conveniente desde el punto de vista que se evita el
paso de solubilizar y activar adicionando ciertos reactivos, sin embargo, la toxina esta
expuesta a ser degradada al mantenerse por un periodo prolongado de tiempo bajo
esas condiciones de cultivo. Al considerar los trabajos de Brar en el 2004 y 2005, donde
informd que en un medio de cultivo semi sintético basado en harina de soya y lodos de
aguas residuales con un pH de 7.0, al ser almacenado por 1 mes a -20°C, presento la
misma toxicidad, al almacenarlo a 20°C hubo una disminucion de aproximadamente 20-
25% de su toxicidad. Pero al almacenarse a un pH de 4 y a 20°C por 1 afio la toxicidad
se mantuvo. Es evidente que bajo ciertas condiciones de pH y temperatura en el medio,
durante un periodo prolongado de cultivo es posible que las proteinas de interés se
degraden. A diferencia del medio SP, el medio compuesto de almidon presenté un pH
menor. Al analizar el caldo de cultivo mediante SDS-PAGE no present0 las bandas con
el peso molecular de la toxina activa, sin ser solubilizado previamente (Figura 11). Esto
se debe a que el pH del medio de cultivo a base de almidon no es suficientemente
alcalino para solubilizar el cristal. Ademas, basados en los resultados obtenidos en la
Figura 11 se deduce una accién proteolitica menor.

El pH final del medio de cultivo de almidén es de 8.1, se podria suponer que regulando

el pH a lo largo del proceso de cultivo contribuiria a dar mejores resultados, pero en un
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trabajo realizado por Smith en 1982 se observo que los medios de cultivo a los cuales
se les reguld el pH no mostraron mayor toxicidad, en comparacion con los que se
mantenian en un rango de pH de 5.7 a 8.1. Por ello, no fue necesario controlar el pH
durante los procesos de produccion en el medio de almidon. Sin embargo, la

produccion en pH controlado es una perspectiva a explorar proximamente.

4.3 Aireacion

Se ha mencionado que la composicién del medio de cultivo es un factor muy
importante, pero de nada sirve sin una correcta oxigenacion. De la oxigenacion
depende en gran medida la asimilacion de los nutrientes por parte de Bacillus
thuringiensis y por tanto, su crecimiento y el buen desarrollo de la espora y del cristal
paraesporal. Algunos trabajos sugieren que la toxicidad maxima de los cultivos se
observa a condiciones saturadas de oxigenacién, y una actividad menor a condiciones
interrumpidas. Esto a pesar de que a condiciones saturadas se ve una inhibicién parcial
de la esporulacién. Sin embargo, existen reportes que afirman que en algunas
subespecies de B. thuringiensis se han observado resultados diferentes, una mayor
produccion de delta endotoxina es observada bajo condiciones reducidas de
oxigenacion (Sarrafzadeh & Navarro, 2006).

En este trabajo, para estudiar el efecto de la oxigenacion en la sintesis de la delta
endotoxina se realizaron experimentos en un medio de almidén. Se variaron
condiciones de aireacién cambiando el volumen de medio de cultivo en los matraces.
Se observo que la produccion de toxina es mayor y con cristales de mayor tamafio a
niveles bajos de aireacion (1:1.5 aire-medio), en comparacion con una aireacion mayor
(5:1 aire-medio). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Zouari en el
2007b, quien menciona que a valores elevados de oxigeno disuelto en los medios de
cultivo, las densidades celulares aumentan pero los rendimientos de produccion de
proteinas Cry disminuyen. En este sentido las bacterias que fueron crecidas bajo
condiciones deficientes de oxigeno disuelto en el medio, presentaron una mayor
capacidad de produccion de delta endotoxinas durante su proceso de esporulacion.

Con respecto a la relacion de la aireacion y al tamafio del cristal existen pocos reportes,
Scherrer en 1976 observd que a diferentes concentraciones de glucosa el tamafio de
los cristales variaba ampliamente, obteniendo cristales pequefios (<0.5 um de longitud)
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a nula o poca concentracion de glucosa (0-1 g/L) y cristales tan grandes como una
espora (aprox. 2 um de longitud) al utilizar valores de 6-8 g/L.

La variacién en el tamafio del cristal ocurrié a pesar de que en todos los casos se
cultivd en matraces Erlenmeyer de 500 ml con un volumen de 150 ml de medio de
cultivo (3.5-1.5 aire-medio). Al analizar esos resultados es posible explicar cémo el
oxigeno puede estar implicado, coincidiendo con los resultados obtenidos en los
experimentos de este trabajo. Si se considera que el crecimiento celular continla hasta
gue se ven agotados los nutrientes, al haber mayor cantidad de glucosa en el medio de
cultivo se espera un mayor numero de células vegetativas, por tanto, el consumo de
oxigeno se eleva, al llegar a la etapa de esporulacién por el agotamiento de recursos,
los medios con poca glucosa tendrdn poca biomasa y por lo tanto mas oxigeno
disponible para sus células en esporulacion, lo que genera cristales de menor tamafio.
En los cultivos con alta biomasa el oxigeno disponible por célula es menor y se
producen cristales de mayor tamafio.

En un trabajo realizado por Mignone en 1992 se interrumpid una elevada aireacion del
medio inmediatamente después de que el cultivo llegé a la concentracion maxima de
biomasa y se observéd que presentd valores de toxina bajos que eran comparables con
cultivos crecidos a baja aireacion, a pesar que el recuento de esporas fue el mismo que
en los cultivos que presentaban altos valores de aireacion. Es decir, la ausencia de
oxigeno no interrumpe el proceso de esporulacion una vez que se ha activado, pero si
se ve afectada la produccion de delta endotoxinas al modificar las condiciones de
aireacion en esta etapa.

Al comparar los resultados de estos autores con los de este trabajo, se puede concluir
qgue el proceso de producciéon del cristal esta fuertemente relacionado con el oxigeno

disponible para la célula, durante su etapa de esporulacion.

4.4 Purificacidon de proteinas

La purificacién de las proteinas Cry, en especial la separacién del cristal de la espora,
es uno de los pasos mas complicados debido a la similitud de caracteristicas fisicas

entre ambos.
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Existen métodos de separacion efectivos pero generalmente costosos y/o laboriosos,
basados principalmente en la centrifugacién en gradientes de densidad (centrifugacion
isopicnica). La generacion de espuma en el medio de cultivo es otro método que ha sido
reportado para separar cristales de esporas, se basa en la tendencia de las esporas por
adherirse a las burbujas producidas en los procesos de aireacion de un medio de cultivo. En los
medios de cultivo de Bacillus thuringiensis la formacién natural de espuma es muy
comun debido a la presencia de proteina en la composicion de los medios de cultivo o
su origen derivado del metabolismo o lisis celular. Ademas, esta bacteria esta
caracterizada por la producciébn de sustancias tensoactivas durante la etapa de
transicion a la fase estacionaria. En los cultivos realizados se presento la produccion de
espuma durante varias etapas de su proceso de crecimiento, por ello se analizé una
muestra de espuma mediante SDS-PAGE. Se observo una gran cantidad de proteina
Cry presente en la espuma, lo que sugiere que los cristales producidos bajo nuestras
condiciones de cultivo, presentan caracteristicas superficiales por las que son atraidos
por la espuma, descartando la posibilidad de utilizar esta técnica para su separacion.

En cambio, el método de purificacion que se empleé en este proyecto aprovecha la
variacion en el tamafio de los cristales como efecto de la aireacion controlada. Al igual
que en lo reportado por Scherrer (1973), se produjeron cristales pequefios con una
longitud menor de 0.5 pum, lo que permiti6 emplear un filtro con una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 um y de esta manera superar uno de los pasos mas complicados
de la purificacion, la separacién de la esporay el cristal proteico.

El segundo paso de la purificacion consistio en remover las proteinas producidas por
Bacillus thuringiensis que no corresponden a la proteina de interés. Esto se logro
utilizando un filtro amicon de 100Kda, en el que eluyen las proteinas menores a 100kDa
y son retenidas y concentradas las que se encuentran por arriba de este peso
molecular, entre las que se encuentra nuestra toxina antes de ser activada. La muestra
concentrada se solubilizd y se paso a través de un filtro de 0.2 um tras mechero para

mantener las condiciones de esterilidad requeridas para ensayos de cultivo celular.
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4.5 Solubilizado y Activado

Muchas proteinas Cry presentan una banda de aproximadamente 130 kDa que
caracteriza a sus protoxinas. En los analisis realizados por SDS-PAGE no fue posible
observar esta banda, en cambio, una banda de aproximadamente 230 kDa se observo.
Pero en trabajos realizados por Holmes y Monro en 1965 basados en un analisis de
difraccion de Rayos X, llegaron a la conclusién que la inclusidon paraesporal asimétrica
observada por ellos en cultivos de Bacillus thuringiensis presentaba un peso molecular
de 230,000 Daltons. Ademas, Huber en 1981 observé que se obtiene una proteina con
un peso molecular de aproximadamente 230 kDa cuando el cristal es disuelto sin
agentes reductores, como ditiotreitol (Dtt) o mercaptoetanol. Pero que en la presencia
de estos agentes se observa una banda con un peso molecular de 130kDa, lo que
indica que la banda mayor podria deberse a un dimero. Estos datos sugieren que las
bandas con un peso molecular de 230 kDa que se observaron en los geles,
corresponden a las proteinas de interés antes de ser solubilizadas las muestras.

En este sentido, cuando se agrego la solucion de solubilizado, la banda de 230 kDa
desapareci6 y se gener6 una banda caracteristica de la toxina activa, de
aproximadamente 65-70 kDa, incluso sin haberle agregado tripsina. Esto indica que
efectivamente la banda de 230 kDa corresponde a la toxina. Sin embargo, llama la
atencion que no es necesaria la adicion de tripsina para obtener la toxina activa, lo que
hace pensar en dos posibles explicaciones: (1) Es un dimero que al aumentar el pH se
separa y las proteasas secretadas por la bacteria al medio de cultivo actdan
rapidamente cortando y activando ambas protoxinas. (2) Se trata de un tetramero
conformado de toxina previamente activada por proteasas intracelulares producidas por
la bacteria y que al aumentar el pH por la adicion de la solucion de solubilizado, se
separan mostrando su forma activa.

Se llegd a la conclusién de que es un tetramero debido a que las muestras que eran
solubilizadas y que presentaban la toxina activa, si se les reajustaba el pH a 7, era
posible observar nuevamente la banda de 230kDa y nunca la de 130 kDa. De ser un
dimero, con el activado por medio de las proteasas se perderian aminoacidos tanto en
el extremo N- como en el C- terminal. Es decir, no seria posible observar nuevamente la
banda de 230 kDa una vez activada la proteina. En cambio, al ser un tetramero de
proteinas activas es posible que el tetrAdmero se separé debido a las condiciones
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alcalinas que se presentan después del solubilizado y que al reajustar el pH a 7 se
generen nuevamente las condiciones adecuadas para la interaccion entre las toxinas y
se forme el tetrAmero. Ademas, se conoce que durante el mecanismo de accion de la
toxina se forman estructuras oligoméricas que generan el poro en la membrana del
insecto. Se ha calculado que el tamafio del poro es de aproximadamente 1-2 nm, lo que
sugiere que puede estar formado por entre 4 y 6 mondmeros de Cryl (Bravo &
Gulereca, 1999). Por otra parte, Bravo y Glereca en 1999 reportaron que la proteina
Cry3A existe Unicamente como monomero a pH 10.5, y que forma agregados después

de una incubacién a pH 8.5.

4.6 Ensayo de citotoxicidad in-vitro

Se analizo6 el efecto de las proteinas Cry producidas y purificadas, en linea celular de
cancer de mama (MDA-MB-231) y una linea celular de queratinocitos humanos (HaCat),
como control no canceroso. Se observé que al agregar la muestra de toxina activa
producida y purificada bajo las nuevas condiciones, a una concentracién de 1 pg/ml, se
genera un efecto mayor que el observado utilizando la misma concentracién de toxina
activa, pero obtenida mediante los procesos utilizados en trabajos anteriores. El efecto
es tal que Unicamente fue necesario agregar una quinta parte de lo que anteriormente
era utilizado por Mendoza (2011) y Nufiez (2013) para obtener la dosis letal media en
un periodo de 2 horas.

Esto se debe a que al obtener proteinas mejor purificadas, la cantidad de proteinas
cuantificadas corresponden en mayor medida a la proteina Cry, a diferencia de antes,
que gran parte de las proteinas que se cuantificaban correspondia a otra clase de
proteinas secretadas por B. thuringiensis, las cuales no presentan efecto citotéxico

contra las lineas celulares de cancer.
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Conclusiones

En el medio de cultivo SP, la peptona al no ser una fuente primaria de carbono para
Bacillus thuringiensis, libera compuestos nitrogenados que aumentan el pH del medio
de cultivo. En cambio, el almidon es una mejor fuente de carbono y por lo tanto el pH

aumenta gradualmente y en menor medida.

El crecimiento celular de Bacillus thuringiensis es adecuado a un pH cercano a 7, con

un pH de 9 el crecimiento se ve fuertemente inhibido.

La actividad de las proteasas producidas por Bacillus thuringiensis es mayor a medida

gue aumenta el pH del medio de cultivo.

Una cantidad de 5 g/L de NaCl reduce considerablemente la accién de las proteasas sin

afectar el crecimiento de la bacteria.

El proceso de produccion del cristal estd fuertemente relacionado con el oxigeno
disponible para la célula durante su etapa de esporulacion. Influye en gran medida en
la produccion y tamafio del cristal. A una menor aireacion se obtiene un cristal de mayor

tamafo, mientras que a una aireacion mayor el cristal presenta un tamafo menor.

No es necesario el activado con tripsina, las proteasas producidas por Bacillus
thuringiensis al ser crecido en el medio SP o en el de almidon, son capaces de activar

las proteinas Cry.
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La presencia de la proteina activa como mondmero o tetramero es dependiente del pH.
A un pH menor de 8.5 se observan como tetramero y a un pH superior a 10, las

protel'nas se separan y se observan como mondmeros.

Las proteinas Cry producidas por la cepa de Bacillus thuringiensis utilizada, bajo las
condiciones de cultivo planteadas en este proyecto, se encuentran en cantidades
elevadas en la espuma que se produce de manera natural durante el proceso de

cultivo.

Las proteinas Cry producidas y purificadas del medio a base de almidén, presentaron

actividad contra lineas celulares de cancer de mama.



45

Perspectivas

Escalar el cultivo a un bioreactor y controlar las condiciones de oxigenacion y pH.

Analizar si las proteasas intracelulares generan una proteina del mismo tamafio y
caracteristicas que la obtenida utilizando exoproteasas, tales como la tripsina. Ya que

un corte distinto puede ser el que genere la actividad insecticida y anticancerigena.

Analizar a fondo el estado en el que se encuentran las proteinas de interés a diferentes
pH’s. Si forman el tetrdmero y como puede afectar esto en su efecto en las lineas

celulares.

Probar si el medio y las condiciones de cultivo utilizadas con la cepa de Bacillus
thuringiensis seleccionada, son efectivas con otras cepas donde también se ha
observado la produccién de cristales paraesporales con efecto insecticida y/o

anticancerigeno.
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ANEXO 1

Tincion con verde de Malaquita

Protocolo:

1. Colocar en un portaobjetos para microscopio con pocillos de reaccion, 5 pl de cultivo
y fijar mediante calor.

2. Cubrir la muestra con 1 o 2 gotas de verde de malaquita al 5%

3. Colocar sobre un recipiente con agua hirviendo, para que el portaobjetos se caliente
mediante los vapores del agua.

4. Lavar con abundante agua y esperar a que seque.

5. Cubrir la muestra con 1 o 2 gotas de Safranina 0.5% por 2 minutos.

6. Lavar con abundante agua y esperar a que se seque.

7. Observar en el microscopio con el objetivo de inmersion.
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ANEXO 2

Tinciéon con Nitrato de Plata.

Solucion de Fijacion:
50% Metanol

10% Acido acético
40% Agua

Solucion decolorante:
5% Metanol

7% Acido acético
88% Agua

Solucién de revelado:
0.5 ml de formaldehido al 37% por litro de solucion.

3% Carbonato de sodio.

Protocolo:

1. Colocar el gel de poliacrilamida en un recipiente de vidrio o de polietileno y agregar
100 ml de solucion de fijacion. Agitar lentamente en un agitador orbital por 30 minutos a
temperatura ambiente.

2. Descartar la solucion de fijacion. Agregar solucién decolorante y agitar lentamente
durante 30 min.

3. Descartar la solucion decolorante. Cubrir el gel con 50ml de glutaraldehido al 10% y
agitar lentamente por 10 min. (Realizarlo Gnicamente en campana)

4. Descartar el glutaraldehido. Lavar el gel con varios cambios de agua durante un
periodo de 2 horas.

5. Descartar el agua. Aiadir 100 ml de la solucién de nitrato de plata 0.1% y agitar
lentamente por 30 minutos.

6. Descartar el nitrato de plata y enjuagar rapidamente con agua y posteriormente con

una pequefia cantidad de solucion de revelado.
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7. Agregar 100 ml de solucién de revelado y agitar lentamente hasta que se observe el
nivel de tincién deseado.

8. Detenga el proceso de tincion agregando 5 ml de Acido citrico 2.3 M y agitar
lentamente durante 10 min.

9. Retirar la solucion y lavar con varios cambios de agua agitando lentamente por un
periodo de 30 minutos.

10. Fotografiar o escanear el gel.



