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RESUMEN

En el afno de 1996 comenz6 una busqueda para el descubrimiento de
proteinas Cry con nuevas actividades biologicas adicionales a la
entomopatégena. De este modo, se han encontrado proteinas con actividad
hacia células cancerigenas humanas, las cuales se han denominado
parasporinas. Las parasporinas (PS) representan una nueva clase de proteinas
de los cristales de Bacillus thuringiensis con actividad bioldgica hacia células de
cancer de diversos origenes. Se caracterizan por presentar baja o nula
citotoxicidad hacia células normales, ademas de inducir la apoptosis 0 necrosis
de las células blanco. En el presente trabajo fueron analizadas tres cepas de
Bacillus thuringiensis, denominadas como IB79, IB84 y GM18, ademas de la cepa
control A1470 productora de PS4. Las inclusiones paraesporales obtenidas
fueron activadas mediante una reaccién proteolitica con proteinasa K en medio
alcalino y el digerido se purific6 mediante Cromatografia de Intercambio Anidnico.
Los péptidos obtenidos presentaron actividad citotoxica frente a células humanas

de origen tumoral y de leucemia en cultivo.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis es una herramienta biotecnoldgica utilizada
ampliamente en el campo de la agricultura como control de plagas, debido a que
posee una toxina especifica para 6rdenes de insectos en etapa de larva como
Coleoptera, Diptera y Lepiddptera, entre otros, que le permite ser empleado como
un bioinsecticida en una gran variedad de cultivos, entre ellos, maiz, algodén y
arroz, y como control de vectores transmisores de enfermedades en humanos
siendo seguro y amigable con el medio ambiente. Esta toxina, conocida como
proteina Cry, pertenece a un grupo conocido como 8-endotoxinas, las cuales son
producidas durante la fase de esporulacibn en forma de inclusiones
paraesporales cristalinas. A esta clasificacion también pertenecen las proteinas
Cyt, las cuales son proteinas citoliticas que presentan toxicidad para insectos de

la orden Diptera y un gran niumero de células eucariotas (Obeidat et al., 2012)

B. thuringiensis es una bacteria perteneciente al Grupo de Bacillus cereus
(Ohba et al., 2009). Es un bacilo aerobio quimioheterotréfico gram positivo
formador de endospora. Es autdctono de diversos ambientes y ha sido aislado
de distintos habitats alrededor del mundo, incluyendo suelo, insectos, polvo de
productos en almacén, entre otros (Schnepf et al., 1998). La formacion de
cuerpos paraesporales es la unica caracteristica que lo distingue de Bacillus
cereus, especie cercanamente relacionada taxonémicamente (Ohba et al., 2009).
La produccidn de proteinas Cry responde a la presencia de genes codificados en

plasmidos de alto peso molecular. El cristal puede llegar a representar hasta el

1



30% del peso seco de la célula (Marquez et al., 2005). El proceso de
caracterizacion de cepas de B. thuringiensis puede ser muy diverso, sin embargo,
los criterios mas utilizados son la observacién morfol6gica del cuerpo parasporal
y el perfil de proteinas obtenido por electroforesis en geles de poliacrilamida

(Carreras et al., 2008).

Ademas de las proteinas Cry 'y Cyt, B. thuringiensis produce otros tipos de
proteinas que también son téxicas para insectos. Algunas cepas secretan
proteinas insecticidas vegetativas (Vips) durante la fase vegetativa de
crecimiento. Hay dos clases de toxinas Vip, la primera estd compuesta por un
sistema binario conformado por dos proteinas, Vip1 (100 kDa) y Vip2 (52 kDa),
con alta toxicidad hacia ciertas especies del orden Coleéptera. La segunda clase
esta conformada por la proteina Vip3 (82.5 kDa), la cual es activa contra un
amplio espectro de insectos de la orden Lepiddptera. Estas dos clases de

proteinas no presentan secuencia homologa.

La proteina Cry1 | (también llamada CryV) es otra toxina secretada durante
la fase estacionaria temprana y presenta toxicidad contra ciertas larvas de

insectos de las érdenes Lepiddptera y Coledptera.

La B-exotoxina | o thuringiensina es un analogo del nucleétido adenina. Se
cree que inhibe la RNA polimerasa y presenta una alta toxicidad contra un amplio
rango de especies de insectos. También presenta toxicidad hacia células de
mamifero y es muy persistente en el medio ambiente, por lo que esta prohibido
su uso publico de acuerdo a las recomendaciones de la Organizacion Mundial de

la Salud. (Espinasse et al., 2003).



Los aislamientos de cepas no insecticidas a menudo constituyen alrededor
del 90% de la poblacién natural del suelo y filoplanos, por lo que surgi6 el interés
por saber si las proteinas Cry sintetizadas por cepas no insecticidas de B.
thuringiensis, presentan algun tipo de actividad biolégica. Esto condujo a
comenzar una busqueda, en el afio de 1996, para el descubrimiento de proteinas
Cry con nuevas actividades biolégicas adicionales a la entomopatégena. De este
modo, se ha encontrado proteinas Cry con actividad hacia células cancerigenas

humanas y hacia protozoarios patégenos para humanos (Ohba et al., 2009).



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

Bacillus thuringiensis fue aislado por primera vez en Japén de una larva
enferma del gusano de seda Bombyx mori, como una bacteria entomopatégena
(Ohba et al., 2009). Las propiedades insecticidas de este bacilo fueron
reconocidas en la década de 1930, pero no fue sino hasta la década de 1950
cuando la actividad entomopatégena fue atribuida a la inclusién paraesporal
generada durante la esporulacion. En los afios 60s comenz6 el uso comercial de
Bacillus thuringiensis para el control de plagas, especialmente las especies del
Orden Lepidéptera, tras el descubrimiento de la cepa HD-1 subespecie kurstaki
por Howard Dulmage. Con el descubrimiento de la subespecie israelensis, tbxica
para mosquitos, se inici6 el control de plagas y vectores de enfermedades para
los seres humanos transmitidas por moscas mordedoras y mosquitos (Galan et

al., 1996).



2.1 Estructura y caracteristicas de las 5-endotoxinas

Las proteinas Cry contienen residuos de cisteina bien conservados los
cuales ayudan en la formacién de puentes en las protoxinas mediante enlaces
disulfuro intermoleculares, lo cual conduce a la formacion del cristal (Nachimuthu

et al., 2004).

Las &-endotoxinas son proteinas multidominio compuestas de tres dominios
distintos. EI Dominio | estd compuesto por seis hélices (a-1, 2, 3, 4, 6, 7.)
anfifilicas y una hélice central hidrofébica (a-5). El Dominio Il estd compuesto por
tres laminas-B antiparalelas, orientadas paralelamente con las a-hélices del
Dominio | y es el que brinda especificidad a las 8-endotoxinas. EI Dominio Il esta
compuesto por dos laminas-8 antiparalelas dentro de una estructura de sandwich
B. Se han identificado interacciones intermoleculares entre los dominios Il y |
mediante puentes salinos y puentes de hidrégeno por medio de estudios de
cristalografia de rayos X. El bloque rico en arginina del Dominio Ill es llamado
“arg face” (“cara arg’) con el cual el Dominio Il entra en contacto con el Dominio
| y regula la conductancia del canal i6nico (Nachimuthu et al., 2004). En la TABLA
| se resumen las funciones principales de estos dominios en el efecto toxico de

las 6-endotoxinas.



TABLA |

Caracteristicas estructurales y funcionales de los dominios de las 6-

endotoxinas (Nachimuthu et al., 2004).

Dominio Secuencia de aminoacidos Estructura Funcion
Cry1Aa Cry3A secundaria
| 33-252 58-290 Siete a-hélices Formacion de
poros
| 265-461 291-500 Tres laminas- Unidn al
B antiparalelas receptor y
dobladas en determinacién
tres bucles de la
especificidad
]l 463-609 501-644 B-sandwich de Unién al
2 laminas-B receptor,
antiparalelas  regulacion de
canales
iGnicos y
especificidad

con insectos.




2.2 Descubrimiento de las parasporinas

Mizuki et al., fueron los primeros en realizar un muestreo a gran escala de
cepas de Bacillus thuringiensis aislando un total de 1,744 cepas, de las cuales
1,700 provenian de la Universidad de Kyushu en Japén y 44 cepas de referencia
del Instituto Pasteur en Paris. En un ensayo preliminar con eritrocitos de oveja,
las proteinas parasporales obtenidas de 60 cepas indujeron una fuerte hemadlisis.
Las otras 1,684 cepas fueron examinadas para actividad citocida in vitro contra
células MOLT-4 (Células T leucémicas humanas), con un resultado de 42 cepas
positivas. Las cepas que dieron positivo eran cepas formadoras de cristales sin

actividad insecticida (Ohba et al., 2009).

En el ano 2000, Mizuki et al., obtuvieron de la cepa A1190 una proteina Cry
anticancer con un peso molecular de 81 kDa. Esto condujo a la creacién de una
nueva categoria de proteina, la parasporina, definida como una proteina
paraesporal bacteriana que es capaz de matar células cancerosas
discriminadamente. De acuerdo con el Comité de Clasificacion y Nomenclatura
de Parasporinas, la proteina de 81 kDa constituye la familia parasporina-1Aa

(PS1Aa) en el actual esquema de clasificacion (Mizuki et al., 2000).

Las parasporinas son un conjunto heterogéneo de proteinas Cry
sintetizadas por Bacillus thuringiensis. Tienen actividad citotoxica preferente por
células humanas cancerigenas de diversos origenes (Ohba et al., 2009). Estas
proteinas son activas so6lo cuando son digeridas por proteasas. Investigaciones
subsecuentes han establecido cinco familias adicionales de parasporinas:

parasporina-2 (PS2) (lto et al., 2004), parasporina-3 (PS3) (Yamashita et al.,
7



2005), parasporina-4 (PS4) (Okumura et al., 2004), parasporina-5 (PS5) (Ekino

et al., 2014) y parasporina-6 (PS6) (Nagamatsu et al., 2010).

TABLA I

Espectro de citotoxicidad de las cuatro parasporinas (Ohba et al., 2009).

Linea Origen Citotoxicidad
celular PS1Aat PS2Aa1 PS3Aat PS4Aat
Humano
HelLa Cancer cervicouterino +++ - - -
Sawano Adenocarcinoma - +4+++ - +++
endometrial
TCS Cancer cervicouterino - - - +++
UutSMC Musculo liso uterino - ++ - -
normal
MOLT-4 Leucemia linfoblastica ++ +4+++ - +++
aguda
HL-60 Leucemia promielocitica +++ ++++ ++ +4++
Jurkat Leucemia de células-T - 4+ - -
Célula-T Linfocito-T normal - +4+4+ - -
HepG2 Carcinoma hepatocelular ++ ++++ ++ ++
HC Hepatocito normal - - - -
A549 Adenocarcinoma de - +++ - -
pulmon
MRC5 Fibroblastos de pulmén - + - -
fetal normal
Caco-2 Carcinoma colorectal - + - +4++
Mono
Vero RiA6n (mono verde - NT - -
africano)
COS-7 RiA6n (mono verde - NT - -
africano), SV-40
transformado.
Roedor
PC12 Feocromocitoma (rata) NT NT NT ++
NIH3T3 Embrién (ratén) - NT - -
CHO Ovario (hadmster chino) NT NT NT -

Los niveles de citotoxicidad, basados en la concentracion efectiva media (CEso) en el
ensayo de proliferacion celular, fueron calificados de la siguiente forma: extremadamente
alto (++++), alto (+++), moderado (++), bajo (+), y muy bajo/no téxico (-). NT: No probado.



Las parasporinas estan clasificadas dentro de dos grupos, de acuerdo a su
masa molecular. El grupo de parasporinas de mayor masa molecular esta
conformado por las parasporinas PS1, PS3 y PS6. Estas parasporinas se
expresan como precursores de proteinas con una masa molecular aproximada
de 80 kDa y son procesadas a formas activas con un peso aproximado de 60
kDa. Estas proteinas tienen estructura de tres dominios. La parasporina-1 (PS1)
fue la primera proteina en ser caracterizada y es la mejor estudiada. El precursor
de PS1 tiene un peso molecular de 81 kDa y es procesado en una forma activa
que consiste en un heterodimero de 15 y 56 kDa. Esta parasporina
aparentemente presenta un mecanismo de citotoxicidad por apoptosis. La
parasporina-3 (PS3) es estructuralmente similar a PS1, presentando una
estructura de tres dominios. Su precursor proteico tiene un peso de 88 kDa y su
forma activa se obtiene mediante procesamiento N-terminal y C-terminal con un
peso molecular de 64 kDa. La parasporina-6 (PS6) presenta estructura similar
a las parasporinas PS1 y PS3 y tiene un peso molecular de 84 kDa, siendo su

forma activa un heterodimero de 14 y 59 kDa.

Por otro lado, el grupo de parasporinas de menor peso molecular esta
conformado por las parasporinas PS2, PS4 y PS5. Estas proteinas presentan
precursores con un peso aproximado de 33-37 kDa y su forma activa presenta
una masa molecular aproximada de 30 kDa. Este grupo de proteinas presenta
una estructura no conservada de tres dominios. La parasporina-2 (PS2) tiene
un peso molecular de 30 kDa en su forma activa, la cual proviene de un

precursor con un peso molecular de 37 kDa. Esta parasporina es



estructuralmente similar a las B-toxinas tipo aerolisinas formadoras de poros
(PFT’s, por sus siglas en inglés). Esto sugiere que la PS2 presenta un
mecanismo de toxicidad mediante formacién de poros seguido de lisis celular.
La PS2 forma oligbmeros (>200 kDa) en presencia de proteinas de membrana
del mismo modo que se ha observado en otras B-PFT’s. La parasporina-4 (PS4)
tiene un peso molecular aproximado de 27 kDa en su forma activa, la cual
proviene de un precursor de 30 kDa que es procesado proteoliticamente en la
regiéon C-terminal. Algunos estudios sugieren que la PS4 podria tener un

mecanismo de toxicidad de formacién de poros similar al de la PS2.

En la TABLA 1l se enlistan las parasporinas registradas por el Comité de
Nomenclatura y Clasificacion de Parasporinas asi como la referencia de cada

estudio.
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TABLA I

Lista de parasporinas reconocidas actualmente. (Okumura, S., Ohba, M., Mizuki, E., Crickmore, N., C6té, J.-C.,
Nagamatsu, Y., Kitada, S., Sakai, H., Harata, K. and Shin, T. "Parasporin nomenclature", 2010)
http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/

Nombre Nomenclatura Gen Pro- Toxina(s) Autores Ano Cepa de Referencia
Cry toxina KDa referencia bibliografica
KDa
PS1Aa1 Cry31Aai 2169 81 15y 56 Mizuki et al. 2000 A1190 Mizuki et al., 2000
PS1Aa2 Cry31Aa2 2226 83 Jung & Cété 2002 M15 Jung et al., 2007
PS1Aa3 Cry31Aa3 2169 81 Uemori et al. 2006 B195 Uemori et al., 2008
PS1Aa4 Cry31Aa4 2169 81 Yasutake etal. 2006 Bt 79-25 Yasutake et al., 2008
PS1Aa5 Cry31Aa5 2169 81 Yasutake etal. 2006 Bt 92-10 Yasutake et al., 2008
PS1Aa6 Cry31Aa6 2262 84 15y55 Nagamatsuetal. 2010 CP78A, M019 Nagamatsu et al., 2010
PS1Ab1 Cry31Ab1 2178 82 Uemori et al. 2006 B195 Uemori et al., 2008
PS1Ab2 Cry31Ab2 2178 82 Yasutake etal. 2006 Bt 31-5 Yasutake et al., 2008
PS1Act Cry31Act 2331 87 Yasutake etal. 2006 Bt 87-29 Yasutake et al., 2008
PS1Ac2 Cry31Ac2 2331 87 15y 60 Kuroda et al. 2012 B0462 Publicacion pendiente
PS1Ad1 Cry31Ad1 2262 84 15y55 Nagamatsuetal. 2010 CP78B, M019 Nagamatsu et al., 2010
PS2Aat Cry46Aai 1014 37 28 Ito & Kitada 2004 A1547 Ito et al., 2004
PS2Aa2 Cry46Aa2 1011 37 30 Ishikawa etal. 2008 A1470 Publicacién pendiente
PS2Ab1 Cry46Ab1 912 33 Yamagiwa etal. 2004 TK-E6 Hayakawa et al., 2007
PS3Aat Cry41Aai 2475 94 64 Yamashitaetal. 2005 A1462 Yamashita et al., 2005
PS3Ab1 Cry41Ab1 2487 94 Yamashitaetal. 2005 A1462 Yamashita et al., 2005
PS4Aat Cry45Aai 2487 30 26.8 Okumura & 2004 A1470 Okumura et al., 2004
Saitoh
PS5Aat Cry64Aai 918 34 30 Ekino & Shin 2009 A1100 Ekino et al., 2014
PS6Aat Cry63Aai 2559 85 14y59 Nagamatsuetal. 2010 CP84, M019 Nagamatsu et al., 2010
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Con todo lo descrito anteriormente como antecedente a este trabajo de
investigacion, se plantea la obtencién de péptidos derivados de parasporinas con
actividad citotoxica, mismos que seran generados por digestion con proteasas a
partir de cristales parasporales de Bacillus thuringiensis. Es de suma importancia
sefnalar que dichas cepas son aislamientos de suelos nacionales, son clasificadas
como no entomopatégenas y su estudio por PCR ha revelado el tipo de

parasporina que son capaces de generar.

En los estudios realizados con anterioridad, y otros que siguen en curso en
la actualidad con estas mismas cepas de Bacillus thuringiensis, se puede indicar
que no se han obtenido las fracciones correspondientes generadas como péptido
aislado en forma pura. Y que tampoco se han llevado a cabo ensayos de
citotoxicidad con dichas fracciones. Siendo esto entonces, el aporte cientifico del

presente trabajo de investigacion.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS

Los péptidos derivados de las parasporinas de cepas nativas de la bacteria
Bacillus thuringiensis presentan actividad citotoxica sobre células de origen

neoplasico in vitro.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
e Obtener péptidos derivados de parasporinas con actividad citotéxica sobre

células de origen neoplasico.

4.2 Objetivos especificos
e Obtener y purificar cristales parasporales de Bacillus thuringiensis
e Generar fracciones de cristales paraesporales mediante protedlisis.
e Purificar las fracciones de péptidos obtenidos
e Realizar ensayos de citotoxicidad de los péptidos sobre células

neoplasicas.
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CAPITULO 5. METODOS

5.1 Material biolégico
5.1.1 Cepas de Bacillus thuringiensis

Las cepas de Bacillus thuringiensis utilizadas en el presente estudio
pertenecen a la coleccion de microorganismos entompatégenos del Instituto
de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. En la TABLA IV se
muestra su denominacion asi como su lugar de procedencia. Del mismo
modo, también se trabaj6 con la cepa de referencia denominada A1470
(PS2Aa2, PS4Aal) la cual fue utilizada como control positivo de los

experimentos llevados a cabo.

Todas las cepas fueron conservadas en refrigeracion a 4° C a partir de
cultivos completamente esporulados. La activaciéon se llevé a cabo
inoculando las cepas en Agar Nutritivo inclinado y Caldo Nutritivo incubando
por 48 h a 30° C. La propagacion se realiz6 empleando Agar LB en placa y
Caldo LB con las mismas condiciones de incubacién y agregando agitacion
de 150 rpm en medio liquido. Durante todo el proceso se empled microscopia
oOptica para el monitoreo de las inclusiones parasporales mediante tincion de
Gram, tincion diferencial de esporas con verde de malaquita y tincién simple
con cristal violeta, empleando el microscopio éptico marca Leica a un

aumento de 100X.
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TABLA IV

Cepas de Bacillus thuringiensis analizadas en este estudio.

Denominacién de la . .
Lugar de aislamiento
cepa
IB79 San Luis Potosi, México
IB84 San Luis Potosi, México
GM18 Guanajuato, México
A1470* Tokio, Japén

*Cepa de referencia (PS2, PS4)

5.1.1.1 Cinética de crecimiento

La cinética de crecimiento nos ayuda a establecer el tiempo exacto en el
cual se inicia el proceso de esporulaciéon de B. thuringiensis y la produccion

de las inclusiones paraesporales.

Se partié de un pre inéculo preparado a partir de una colonia aislada de
cada cepa en 50 mL de caldo LB incubado por 13 h a 302 C y 150 rpm.
Posteriormente se tomaron 15 mL del pre inéculo y se transfirieron a un
matraz erlen meyer con 150 mL de caldo LB incubando por 72 h a 30° C y
150 rpm. Se midié la densidad éptica por triplicado a 600 nm en intervalos de
2 a 3 h. Durante todo el proceso se llevé a cabo un monitoreo mediante

tincién de Gram y microscopia dptica.
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5.1.2 Lineas celulares

La actividad biolégica de las parasporinas purificadas fue evaluada sobre
2 lineas celulares, las cuales fueron adquiridas en la American Culture
Collection (ATCC) y conservadas en criogenia a -70° C con 5% DMSO. Para
su activacion y propagacion fueron utilizados los medios de cultivo
recomendados por la ATCC y mantenidas en incubacién a 37° C con 5% de
CO.2. En la TABLA V se resume la informacién sobre las lineas celulares

empleadas en el presente estudio.
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TABLA YV

Lista de lineas celulares del estudio

Medio de
No. ATCC Nombre Organismo Morfologia/Tejido Propiedades Enfermedad ltivo?
cultivo
CRL-1555 A431 Homo sapiens Epitelial/Piel Adherente Carcinoma epidermoide DMEM
. _ Leucemia linfoblastica
CRL-1582 MOLT-4 Homo sapiens Linfoblasto/sangre B RPMI-1640
Suspension aguda

@Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% de suero fetal bovino.
Abreviaciones. DMEM: Medio de Eagle Modificado de Dulbecco; RPMI: Medio del Instituto Roswell Park Memorial.
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5.2 Activacion de las inclusiones paraesporales

Los cristales paraesporales fueron obtenidos a partir de cultivos en medio
liquido incubados por 120 h con agitacién a 150 rpm y 30° C. Fueron
recolectados y lavados por triplicado con agua destilada estéril a 10 000 x g y
4° C. Los pellet obtenidos fueron re-suspendidos en buffer de carbonatos a pH
10.0 (Na2CO3 50 mM, EDTA 1mM, DTT 10 mM) e incubados por 60 min a 37°
C con agitacién a 150 rpm. La proteina solubilizada fue recuperada mediante
centrifugacion a 18 000 x g por 15 min y posteriormente ajustadas a pH 8.0 con
HCI o NaOH. Las muestras fueron filtradas empleando un filtro de nitrocelulosa
de 0.45 pm de diametro para eliminar las esporas y restos celulares

remanentes.

La activaciéon de los cristales solubilizados se realiz6 mediante protedlisis
con proteinasa K a una concentracion final de 50 yg mL™" por 60 min a 37° C.

Al término de la digestion se detuvo la reaccion anadiendo PMSF 1mM.

La concentracion de proteina fue estimada por el método de Bradford

(Bradford, 1975) y las muestras fueron conservadas a -20° C hasta su uso
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5.3 Analisis de los cristales paraesporales en geles de poliacrilamida

Las proteinas de los extractos solubilizados, activados y purificados fueron
caracterizadas en geles de poliacrilamida para estimar el peso molecular y
monitorear la correcta activacién de las protoxinas.

Se realiz6 electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y tincion con azul de Coomassie R-250 al 1%
(Laemmli, 1970). Se emplearon alicuotas de 20 pyL de cada muestra y los geles

fueron preparados a una concentracién al 12 y 15% de poliacrilamida.

5.4 Purificacion mediante Cromatografia de Intercambio Aniénico

Las muestras fueron diafiltradas antes de pasarlas por la columna
empleando un filtro Amicon® Ultra-15 10K haciendo intercambio de buffer con
Tris 20 mM pH 8.0.

La purificacién se realizé con una columna HiTrap Q 1mL empleando Tris
20 mM pH 8.0 como buffer de inicio con flujo de 0.1 mL min~' para la muestra
IB79 y 0.3 mL min"' para 1B84, GM18 y A1470. La elucién se realiz6 con
gradiente de buffer Tris 20 mM y NaCl 500 mM y 1 M. Posteriormente se

analizaron las fracciones obtenidas mediante SDS-PAGE 15%
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5.5 Ensayos de citotoxicidad

Las proteinas purificadas fueron probadas contra las lineas celulares en
placas de 96 pozos. Todas las placas fueron incubadas por 48 h a 37° C en
incubadora con 5% de CO.. Los ensayos fueron montados de acuerdo a la

descripcién proporcionada en la TABLA VI.

TABLA VI

Componentes para los ensayos de citotoxicidad

Componente Control Control ~ Tratamiento Blanco
positivo negativo
Suspension de 2 x 10* células/mL 90 pL 90 pL 90 uL -
Cristales activados y purificados de - - 10 yL -
nuestras cepas (diluciones
seriadas)
Cristales activados y purificados de 10 L - - -
la cepa de referencia (diluciones
seriadas)
Medio de cultivo sin células - - - 90 pL
PBS 1X - 10 yL - 10 uL
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5.5.1 Ensayo con Rojo Neutro

En el caso de las células adherentes, el conteo de las células viables fue
mediante un sistema de coloracién usando rojo neutro como colorante vital,
para la diferenciacion de las células vivas de las muertas. Este ensayo se basa
en la deteccion de los dafos que producen los compuestos tdéxicos sobre la
integridad de la membrana de los lisosomas de las células y sobre el control
del flujo del colorante a través de la misma.

Bajo condiciones controladas debe asumirse que no hay salida de rojo
neutro. La densidad éptica (D.O) obtenida a 540 nm se toma como indice de
la cantidad original de rojo neutro presente en el cultivo. El calculo del
porcentaje (%) de inhibicidon del crecimiento celular se realizé utilizando la

siguiente formula:

D.O.tratamiento

%Inhibicion = 100 X D.0.Control
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5.5.2 Ensayo con kit de citotoxicidad.

El segundo tipo de conteo de células viables para cultivo en suspension
fue hecho con el kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
(Promega) que cuantifica los niveles de deshidrogenasa lactica (LDH), una
enzima citosélica estable que se libera una vez que se lisan las células. La
LDH liberada en el sobrenadante del cultivo se mide con un ensayo enzimatico
acoplado de 30 minutos, lo que resulta en la conversion de una sal de tetrazolio
(yodonitrotetrazolio violeta; INT) en un producto formazan rojo. La cantidad de
color formado es proporcional al niumero de células lisadas. La lectura de
absorbancia se mide a 490 nm mediante un lector de placas de 96 pocillos.

El porcentaje de citotoxicidad fue calculado con la siguiente ecuacion:

LDH exprimental( DO4qq)

%Citotoxicidad = 100
“litotoxicida * Maxima liberacion de LDH(D0y40)
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CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1 Cepas de Bacillus thuringiensis

Las cepas proporcionadas por el Instituto de Biotecnologia FCB-UANL
fueron entregadas en placa con 24 h de incubacion. Se realizaron resiembras
en Agar y Caldo Nutritivo y se incubaron por 48 h. Posteriormente se realizaron
frotis y se realizé tincién simple con cristal violeta (Figura 1) y tincién diferencial
de esporas con verde de malaquita (Figura 2) para la identificacion de las
inclusiones paraesporales.

Las inclusiones paraesporales se observaron mayoritariamente unidas a la
espora en un extremo. El grado de esporulacion fue distinto entre cada una de

las cepas estando en forma libre la mayoria de las esporas.
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Figura 1. Tincion simple con cristal violeta. A, A1470; B, IB79; C, 1B84; D, GM18. Las células y las inclusiones

paraesporales aparecen tenidos de color morado. Las esporas se aprecian como pequenas esferas incoloras.
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L)

Figura 2 Tincion diferencial de esporas con verde de malaquita. A, A1470; B, IB79; C, IB84; D, GM18. Las
células aparecen tenidas de color rosa-rojizo, las inclusiones paraesporales aparecen como pequefnos puntos de color
rosa oscuro y las esporas se aprecian tenidas de color verde.
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6.1.1 Cinética de crecimiento

Las cepas tuvieron un periodo de adaptacién de 6 a 7 horas. La fase
exponencial tuvo una duracion aproximada de 24 horas. A partir de las 33
horas de incubacién se detectdé la aparicion de esporas, teniendo una
esporulacion y produccion de inclusiones paraesporales completa a las 48
horas de incubacion. Sélo la cepa 1B84 mostr6 un comportamiento distinto
teniendo una fase de crecimiento exponencial ligeramente mayor, lo cual se
pudo detectar en el monitoreo mediante microscopia Optica. Sus
caracteristicas en cuanto a consistencia de biomasa fueron distintas con
respecto a las demas, ya que hubo formacién de agregados, lo que dificultd
las lecturas de densidad Optica.

A pesar de que a las 48 horas de incubacién se tenia un cultivo con
esporulacion completa y, por lo tanto, la produccién de las inclusiones
paraesporales, se decidi6 aumentar el tiempo de incubacion hasta las 120
horas para asegurar una mayor lisis de células y tener una mayor cantidad del
complejo espora-cristal en forma libre. Esto a su vez se veria favorecido con

la agitacion del medio del cultivo.
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Figura 3 Grafico de cinética de crecimiento de las cepas de estudio. Las lecturas de absorbancia fueron medidas a

600 nm. Cada lectura se realiz6 por triplicado. Se muestran las barras de desviacion estandar por punto.
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6.2 Activacion de las inclusiones paraesporales y perfiles proteicos

El proceso de activacion de las inclusiones paraesporales se confirmé a
través de los perfiles proteicos en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). En
estudios previos (Espino, 2014) se reportaron toxinas con pesos de 26-28 KDa
para las cepas IB79, IB84 y GM18, las cuales fueron resultado de la activacion
proteolitica con proteinasa K con una concentracion final de 10 ug uL'. En el
presente estudio fue posible obtener patrones de bandas similares a los
reportados previamente utilizando una concentracion menor de enzima (50

Mg/mL) durante la activacién proteolitica (Figura 4).

Las cepas con mayor rendimiento de proteina fueron IB79 e 1B84, el cual se
vio mayoritariamente favorecido con la agitacion durante la solubilizacion de la
proteina. Las cepas A1470 y GM18 presentaron problemas de rendimiento y
esto se vio reflejado en los perfiles proteicos en SDS-PAGE, ya que fue dificil
una adecuada tincion de las bandas presentes debido a la menor concentracion

de proteina.
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Figura 4. Perfiles proteicos de los cristales de las cepas A1470, GM18,
IB79 e 1B84.SDS-PAGE con 12% de acrilamida.M: marcador de peso molecular;
S: proteina solubilizada; D: proteina digerida. Las flechas indican las protoxinas

y toxinas correspondientes.
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6.3 Purificacion mediante Cromatografia de Intercambio Anidnico

Debido a que no se contaba con antecedentes con respecto a la purificacién
de las cepas de estudio pertenecientes a la coleccién del Instituto de
Biotecnologia FCB-UANL, se hicieron ajustes conforme se purificaba cada
muestra, de acuerdo a lo reportado previamente en la literatura. La técnica de
Cromatografia de Intercambio Iénico permite la separacion de las proteinas de
acuerdo a su carga. Los puntos isoeléctricos de nuestras proteinas fueron
reportados en un estudio previo (Espino, 2014), los cuales tienen valores de pH
en el rango acido de la escala. De esta forma, al trabajar con un pH=8.0 las
proteinas tendrian una carga neta negativa, por lo que una columna de
intercambio anionico seria la adecuada para la separacion. En cuanto a las
condiciones iniciales se establecieron de acuerdo a lo sugerido por el método
empleando la columna HiTrap Q HP, las cuales se ajustaron de acuerdo a las
caracteristicas de nuestras proteinas. El buffer de inicio empleado fue Tris-Cl
20 mM pH 8.0 y la elucién se realiz6é con un gradiente de NaCl 500 mM y un
flujo de 0.1 mL/min. En la TABLA VIl se resumen las condiciones finales con las
que fueron eluidas las parasporinas.

Los cromatogramas obtenidos muestran en general la presencia de
diversas sefnales las cuales dan indicio de que pueda estar presente mas de
una proteina por pico, por lo que después del analisis mediante SDS-PAGE se
seleccionara la fraccion que contenga la parasporina pura para realizar las

pruebas de citotoxicidad.
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TABLA VII

Condiciones de corrida de cada cepa en Cromatografia de Intercambio

Iénico.
Punto Buffer de Buffer de Flujo
Cepa o I . :
isoeléctrico inicio elucion (mL/min)
5.9 (PS2) . Tris 20 mM +
A1470 Tris 20 mM 0.3
6.1 (PS4) NaCl 500 mM
IB79 4.5 Tris 20 mM + 01
Tris 20 MM \aci 500 mM |
B84 7.7 Tris 20 mM + 03
Tris 20 mM NaCl 1 M .
GM18 4.6 Tris 20 mM + 0.3
Tris 20 mM NaCl 1 M .

Para la parasporina obtenida de la cepa de referencia A1490 se logro
obtener la banda de la toxina activa con un peso aproximado de 26 KDa
distribuida en las fracciones 42-48. Estas fracciones fueron recolectadas en
una sola y se realizé intercambio de buffer para eliminar las sales del gradiente.

La concentracion final de la proteina purificada fue de 32 pg/mL (Figura 5)

32



105
100
95
90
85
80
75
70
65
60
55

mAu

45
40
35
30
25
20
15
10

INTERCAMBIO ANIONICO
A1470

A1470

Gradiente

kDa

M

A1470

mL A

120
80

60

40
30

20

10

Figura 5. A. Cromatograma del digerido obtenido de la cepa A1470. B. SDS-PAGE 15% de la parasporina

pura correspondiente a las fracciones 42-48.
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De las cepas IB79 e IB84 se obtuvieron proteinas adicionales a las de
interés las cuales salieron a lo largo de varias fracciones conforme iba corriendo
el gradiente. Para la cepa IB79 se obtuvieron proteinas con pesos aproximados
de 10, 15y 25 KDa, las cuales probablemente poseen caracteristicas similares
lo que hace dificil la separacion empleando sélo una técnica. Las proteinas
obtenidas de la cepa IB79 fueron recolectadas en las fracciones 44-52 (Figura
6), las cuales se juntaron en una sola fraccién y se eliminaron las sales para su
uso posterior en los bioensayos. La concentracion final cuantificada mediante

técnica de Bradford fue de 330 pg/mL.

Para la cepa IB84 se obtuvieron proteinas con pesos aproximados de 15,
18 y 25 KDa y fueron recolectadas en las fracciones 48-55 (Figura 7), a las
cuales también se juntaron en una sola fraccién y se prepararon para su uso
posterior en los bioensayos. La concentracién final de proteina fue de 186

pg/mL.
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Figura 6. A. Cromatograma del digerido obtenido de la cepa IB79. B. SDS-

PAGE 15% de las fracciones 44-52.
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Figura 7. A. Cromatograma del digerido obtenido de la cepa 1B84. B. SDS-
PAGE 15% de las fracciones 48-55.



Debido al bajo rendimiento de la cepa GM18 se procedio a realizar un nuevo
cultivo repitiendo todo el proceso de obtencion de la parasporina. Posterior a la
purificacion mediante Intercambio Anidnico (Figura 8) se obtuvo en las
fracciones 18-22 una proteina con un peso aproximado de 26 KDa y una con un
peso aproximado de 38-40 KDa, las cual también se prepararon para su uso

posterior en los bioensayos. La concentracion final fue de 14 pg/mL.
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Figura 8. A. Cromatograma del digerido obtenido de la cepa GM18. B. SDS-PAGE 15% de la parasporina purificada

correspondiente a las fracciones 18-22.
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6.4 Ensayos de citotoxicidad

Las concentraciones de toxina empleada en los ensayos de citotoxicidad

variaron de una cepa a otra ya que se partié de la concentracién total cuantificada

por método de Bradford y posteriormente se realizaron diluciones seriadas hasta

obtener 5 concentraciones de prueba (TABLA VIIl). Las diluciones se realizaron

empleando PBS 1X.

TABLA VIII

Concentraciones de prueba de las toxinas obtenidas

Cepa Concentracion Dilucién (ug/mL)
(ug/mL) 1 2 3 4
A1470 32 3.2 0.32 0.032 0.0032
B84 186 18.6 1.86 0.186 0.0186
IB79 330 33.0 3.3 0.33 0.033
GM18 38 3.8 0.38 0.038 0.0038
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6.4.1 Rojo neutro

Este método se utilizé para cuantificar citotoxicidad en células adherentes
correspondientes a la linea A-431. Las parasporinas estuvieron en contacto con
la toxina por 48 horas y posteriormente se utilizé el rojo neutro para medir la

viabilidad celular.

Las parasporinas obtenidas de las cepas IB79 y GM18 fueron las que
mostraron menor toxicidad hacia esta linea celular alcanzando un porcentaje de
citotoxicidad maximo de 15% para IB79 y del 22% para GM18, siendo esta ultima
mas toxica a una dosis mas baja de toxina. Por otro lado, las parasporinas
procedentes de las cepas 1B84 y la cepa de referencia A1470 mostraron mayor
citotoxicidad alcanzando porcentajes de citotoxicidad de 50% y 52%
respectivamente siendo la cepa A1470 mas tdxica a una dosis menor de toxina

(Figura 9).
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Figura 9. Curva dosis-respuesta de las parasporinas sobre células en cultivo de la linea A431.
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6.4.2 Ensayo con kit de citotoxicidad

Este método se utiliz6 para cuantificar citotoxicidad en células en
suspensién correspondientes a la linea MOLT-4. Las parasporinas estuvieron en
contacto con la toxina por 48 horas y posteriormente se utilizé el kit CytoTox 96®

Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega) para medir la viabilidad celular.

En la Figura 10 se muestra el grafico correspondiente a la curva dosis-
respuesta obtenido para este ensayo. La linea MOLT-4 fue mas susceptible a las
parasporinas que la linea A431, alcanzando porcentajes de citotoxicidad mas
altos cercanos al 90% en 48 horas. Las parasporinas obtenidas de las cepas
A1470 y GM18 tuvieron mayor efecto citotoxico a dosis menores comparadas con

las parasporinas procedentes de las cepas 1B84 e IB79.
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CAPITULO 7. DISCUSION

7.1 Obtencion y activacion de inclusiones paraesporales

La aplicacion de una metodologia para la pre-purificacion de las inclusiones
paraesporales y de este modo disminuir las proteinas adicionales presentes en
la biomasa no cumplié con el objetivo propuesto. Las técnicas aplicadas cuyo
objetivo era separar las esporas del complejo espora-cristal tuvieron poca
respuesta. El monitoreo realizado por microscopia Optica evidenciaba la
presencia no sélo de esporas sino de restos celulares con lo que se corria peligro
de estar perdiendo inclusiones paraesporales. La técnica bifasica (Goodman et
al., 1967) ha sido aplicada con diversas parasporinas facilitando la activacion y
la purificacién de las mismas, sin embargo en nuestro caso, sélo agregé etapas
extras a nuestro proceso de obtencién con el riesgo de perder las inclusiones
paraesporales durante el mismo. La extracciéon con hexano (Rahbani et al., 2014)
es una técnica mas sencilla y puede ser ejecutada en menos tiempo pero el

resultado fue similar al de la técnica anterior.

Una de las modificaciones clave con respecto al estudio anterior (Espino,
2014) fue la solubilizacion de las inclusiones paraesporales, ya que se observo
un aumento de concentracidn de proteina al agregar agitacion. Las cepas de
trabajo presentaron rendimientos bajos, por lo que se aplicaron técnicas
adicionales para concentrar las muestras tales como precipitacién con acetona,
precipitacion con NHsSOa4y diafiltracion pero aparentemente las proteinas sufrian

alteraciones en su estructura ya que en los geles se apreciaban bandas con
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barridos o precipitaban en el mismo filtro. La agitacion permitié aumentar la
concentracion de proteina, la cual fue suficiente para poder ser digerida

proteoliticamente y obtener las fracciones toxicas.

Los perfiles proteicos obtenidos fueron similares a los reportados
previamente (Espino, 2014) a pesar de haber utilizado una concentracion menor
de proteinasa K, la cual fue suficiente para activar la fraccion téxica. Cabe
destacar que esta concentracion coincide con la empleada en otros estudios, los

cuales manejan concentraciones desde 10-50 ug mL™".
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7.2 Cromatografia de Intercambio Anidnico

Se sabe que las cepas IB79, IB84 y GM18 producen algun tipo de
parasporina pero al no presentar similitudes entre sus perfiles proteico y genético
se necesita conocer mas a fondo si se trata de una nueva familia o subfamilia de

parasporinas.

Los cromatogramas presentaron un patrdén de picos diversos. En general,
se obtuvo mas de un pico en una misma area lo cual nos daba indicio de una
posible mezcla de proteinas. Esto lo pudimos observar mas claramente mediante
SDS-PAGE, donde pudimos visualizar la presencia de mas de una banda a lo
largo de varias fracciones obtenidas a lo largo del gradiente. Estas proteinas
probablemente pertenecen a los fragmentos cortados por la enzima, los cuales,
al no estar caracterizados podrian o no contribuir con la actividad de la toxina o
tener algun tipo de interaccion con el medio en el cual se encuentra el cultivo
celular. Debido a la complejidad del estudio se necesitaria el uso de mas de una
técnica de purificacién para aislar completamente estas porciones proteicas y
poder conocer su estructura y posible actividad. Dentro de las técnicas de
purificacion mas empleadas se encuentran la centrifugacion por gradiente de
sacarosa Yy la precipitacidén con sulfato de amonio. De acuerdo a la literatura
referente a las parasporinas, la combinacidn de estas técnicas y las
cromatograficas ademas de clonacion en otros vectores bacterianos como
Escherichia coli permite una purificacion completa de las proteinas que presentan
actividad citotdxica. Por el momento, lo que sigue como proyeccion a futuro es

conocer las caracteristicas fisicoquimicas de las fracciones obtenidas en
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cromatografia de intercambio i6nico, asi como su secuenciacion. De este modo,
se podria caracterizar la o las proteinas generadas por cada cepa y estudiar su

efecto citotéxico mas a fondo en condiciones mas controladas.

7.3 Pruebas de citotoxicidad

En cuanto a la actividad bioldgica, todas las cepas mostraron toxicidad in
vitro contra células de origen neoplasico en cultivo, variando el grado de toxicidad

de una cepa a otra.

Debido a la naturaleza heterogénea de los mismos cristales producidos por
nuestras cepas, su actividad biolégica podria estar subestimada ya que existe la
posibilidad de que mas de una proteina presente llegue a tener actividad
anticancerigena. La caracterizacidn completa de estas proteinas debe estar
respaldada por técnicas moleculares mas minuciosas para poder estudiar mas a
fondo la actividad biolégica y conocer las posibles aplicaciones que pudieran
tener a nivel farmacéutico. Para ello es necesario conocer principalmente su
estructura y estabilidad en diversos ambientes, lo cual también serviria para
seleccionar técnicas que sean compatibles y llevar a cabo una purificacion mas

completa.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

1.

Se obtuvieron las inclusiones paraesporales de cada cepa de estudio
en un menor numero de pasos al procedimiento previsto y con un
rendimiento ligeramente mayor. Los perfiles proteicos correspondieron
a los reportados previamente y se confirmé la presencia de las posibles

pro-toxinas.

Se generd la fraccidn toxica de cada proteina mediante digestién con
proteinasa K. La visualizacion del digerido mediante SDS-PAGE

evidencid la correcta activacion de las parasporinas.

Se purificaron los péptidos obtenidos en el digerido completo mediante
Cromatografia de Intercambio Anédnico.

Las parasporinas producidas por cepas aisladas de suelos nacionales
tienen actividad citotoxica contra células de origen neoplasico in vitro
teniendo un alto grado de toxicidad hacia la linea celular MOLT-4 y en

menor grado hacia la linea celular A431.
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