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RESUMEN

El descubrimiento de las proteinas Cry con nuevas propiedades, que no son
entomopatdégenas ha tomado auge desde el afo 2000. Se ha descubierto
proteinas con actividad contra células cancerigenas humanas, a estas proteinas
se les ha denominado como parasporinas. Las parasporinas (PS) son un nuevo
grupo de proteinas sintetizadas por Bacillus thuringiensis que presentan actividad
citotdxica contra células humanas de diversos origenes. Se caracterizan por no
poseer propiedades entomopatdégenas, no son hemoliticas y presentan una baja

o nula citotoxicidad hacia células normales.

Para el presente trabajo fueron estudiadas tres cepas de Bacillus
thuringiensis aisladas de Nuevo Ledn, denominadas CL9-1, CL9-3 y CL9-21,
ademas se trabajo con la cepa de referencia A1470 que produce la Parasporina-
4 (PS4). Se obtuvieron las inclusiones parasporales sintetizadas por Bacillus
thuringiensis y fueron activadas usando proteinasa K en un ambiente alcalino. El
digerido fue purificado mediante Cromatografia de Intercambio Ani6nico y se
rastrearon las parasporinas de interés de las fracciones recuperadas mediante el
analisis de perfiles proteicos. Las parasporinas purificadas presentaron actividad
citotoxica contra dos lineas celulares en las que fueron probadas: MOLT-4 y A-

431 in vitro.



1. INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta, que
durante su ciclo de vida presenta dos fases principales: crecimiento vegetativo,
donde la bacteria se duplica por biparticion, y esporulacion, un programa de
diferenciacion de bacteria a espora [1]. Es una bacteria perteneciente al grupo de
Bacillus cereus. Durante la fase de esporulacion produce inclusiones
parasporales cristalinas de naturaleza proteica. Esta es la uUnica caracteristica
que lo discrimina taxondémicamente de la especie cercana, Bacillus cereus [2]. B.
thuringiensis es considerada una bacteria ubicua, ya que se ha aislado de todas
partes del mundo y de muy diversos sistemas, como suelo, agua, hojas de

plantas, insectos muertos, telarafas, etc. [1].

La extremadamente alta patogenicidad del organismo se debe Unicamente a
la toxicidad oral del cristal (Cry), contenida en las inclusiones parasporales
cristalinas, cuya actividad es altamente especifica para los insectos y nematodos
[2]. Estos cristales parasporales pueden estar constituidos por la agregacion de
una o varias proteinas, denominadas proteinas Cry o &-endotoxinas, que resultan
toxicas de forma selectiva al ser ingeridas por insectos susceptibles, entre los

que se incluyen importantes plagas agricolas [3].

Una vez que el insecto ha ingerido el cristal, éste se solubiliza en el intestino
medio, liberando la proteina (6-endotoxina). Estas proteinas son activadas por

las proteasas del intestino medio; las toxinas activadas interactian con el epitelio



del intestino medio de las larvas, causando una interrupcion en la integridad de la

membrana y en ultima instancia conduce a la muerte del insecto [4].

Algunas proteinas Cry de cepas de B. thuringiensis, que no tienen actividad
insecticida, presentan actividad citotoxica contra varios tipos de células de
vertebrados, incluso contra células humanas de origen neoplasico, asi, el término
de parasporinas se usa para describir a las proteinas Cry con actividad citotoxica

en contra de células humanas cancerigenas y sin actividad entomopatogena [6].

Las proteinas de los cristales de B. thuringiensis han mostrado actividad
sobre células de neoplasias de distintos tejidos, contra las variadas series de
células de leucemias y contra protozoos de importancia médica como Giardia

lamblia'y Plasmodium berghei [5].

En particular debe destacarse que las proteinas de B. thuringiensis se les

reconoce como no téxicas para el hombre y otros mamiferos [6].



2. ANTECEDENTES
2.1 Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis es una bacteria perteneciente al grupo de Bacillus
cereus [2]. Es una bacteria Gram-positiva, aerobia estricta. Presenta dos fases
principales a lo largo de su ciclo de vida: 1) crecimiento vegetativo, que es la
forma en la que la bacteria se duplica y 2) esporulacién, que es un programa de
diferenciacion de bacteria a espora y le permite sobrevivir en ambientes adversos

[1,17].

Esta es considerada una bacteria ubicua, ya que se ha aislado de todas
partes del mundo y de muy diversos sistemas, como suelo, agua, hojas de
plantas, insectos muertos, telaranas, etc. [1]. El microorganismo produce una
inclusién parasporal cristalina durante la fase de esporulacién (Fig. 1). Es la

Unica caracteristica que lo diferencia de la especie B. cereus [2].

5

Cristal
Proteico

Fig. 1 Micrografia de Bacillus thuringiensis. [29]



Bacillus thuringiensis se aislé por primera vez en Japén, a partir de larvas
enfermas de gusano de seda, Bombyx mori, como una bacteria con propiedades
toxicas contra insectos. La alta patogenicidad del organismo se debe a la ingesta
oral del cristal protéico (proteina Cry), que se encuentran en las inclusiones
parasporales, cuya actividad es altamente especifica contra insectos y
nematodos [25]. Las inclusiones parasporales de muchas cepas de B.
thuringiensis contienen proteinas Unicas con alta y especifica toxicidad contra
insectos de diversas oOrdenes incluyendo lepiddptera, tricoptera, coledptera y
diptera [17]. Ahora es bien aceptado que la actividad insecticida de la proteina
Cry es inducida por la unién especifica al receptor localizado en la membrana

plasmatica de la célula epitelial del intestino medio de los insectos [2].

Las propiedades insecticidas que mostro este microorganismo fueron
reconocidas durante las décadas 30-40°s. En los afios 50-60’s, las propiedades
toxicas entomopatdgenas fueron atribuidas a la diversidad de toxinas producidas
durante la esporulacién, haciendo referencia en el cristal parasporal 6 ©-

endotoxina [6].

En el ano de 1989 Hofte y Whiteley propusieron una clasificacion para las 6-
endotoxinas. Para esta clasificacion fueron distinguidas cuatro grandes clases de
6-endotoxinas (Cry-I, -1l, -lll, -IV). Las &-endotoxinas pertenecientes a cada una
de estas clases fueron agrupadas a su vez en sub-clases (A, B, C,...y a, b, c,...)

de acuerdo a su secuencia genética [22].
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Fig. 2 Modo de accién de Bacillus thuringiensis en lepiddptera: la ingestiéon
de bacterias (1); solubilizacién de los cristales (2); activacion de proteina (3);
uniéon de proteinas a los receptores (4); la formacién de poros de la membrana y
lisis celular (5). [36]

El mecanismo de accién de las proteinas Cry ha sido descrito principalmente
con la proteina Cry1A. Después de la ingesta por parte de la larva, las
inclusiones son primeramente disueltas bajo condiciones alcalinas en el intestino
medio. Una vez generada la protoxina, ésta es convertida por medio de
proteasas en toxinas activas que son capaces de interactuar con receptores

especificos de las células del intestino medio de la larva (Fig. 2) [23, 24].

Muchas proteinas Cry son insecticidas con una elevada selectividad, pero

décadas de investigacidon no han sido suficientes para caracterizar y buscar la



actividad biolégica de las proteinas no-insecticidas, las cuales también

predominan en la naturaleza [9].

Mizuki y colaboradores fueron los primeros en intentar un cribado a gran
escala de cepas de B. thuringiensis cuyas proteinas de inclusion parasporal son
no hemoliticas, sin embargo si fueron citotéxicas para las células cancerosas
humanas. Para estas pruebas de deteccion, fueron involucradas las proteinas
parasporales de 1,744 cepas de Bacillus thuringiensis digeridas con proteasas,
las cepas para la deteccion constaron de: (i) 1,700 aislados japoneses de la
coleccion de Bacillus thuringiensis de la Universidad Kyushu, y (ii) 44 cepas de

referencia de B. thuringiensis serotipo H del Instituto Pasteur, Paris [2].

En la década del 2000, Mizuki y colaboradores obtuvieron de la cepa A1190
una proteina Cry que presentaba citotoxicidad contra células tumorales, con un
peso molecular de 81 kDa y fue clasificada como una nueva clase de proteina
Cry, dada la baja similitud de su secuencia aminoacidica con otras inclusiones
proteicas insecticidas[2, 26]. Esto condujo a la creacion de una nueva categoria
de proteinas: la parasporina, definida como la proteina parasporal bacteriana que
es capaz de matar las células neoplasicas de manera discriminada. Es decir, que
entre las proteinas Cry con actividad no-insecticida, destacan las parasporinas,
que son nuevas endotoxinas producidas por B. thuringiensis que tienen una

actividad téxica preferencial contra células humanas cancerigenas [2, 21].



Se han realizado estudios de las inclusiones parasporales no-insecticidas
producidas por B. thuringiensis, las parasporinas (PS) con actividad citotoxica
contra células-T de leucemia [14, 19]. Los resultados arrojados fueron que, la
proteina mostr6 una fuerte actividad citotoxica contra células-T de leucemia
(MOLT-4) y cancer cervico-uterino (HelLa), sin embargo las células-T normales

no resultaron afectadas [19].

Segun el Comité de Clasificacion y Nomenclatura de Parasporinas [10], la
proteina obtenida de 81 kDa constituye la familia parasporina 1Aa (PS1Aa) en el
actual sistema de clasificacion. Las investigaciones posteriores han establecido
tres familias adicionales de parasporinas: parasporina 2 (PS2), parasporina 3

(PS3), y parasporina 4 (PS4) [2].

Las principales caracteristicas de las PS son: i) no presentan actividad
insecticida conocida; ii) son sintetizadas como protoxinas, es decir, necesitan ser
hidrolizadas por proteasas en puntos especificos para su activacion; iii) tienen
una alta toxicidad contra células humanas de origen neoplasico, pero una baja o
nula hacia células sanas y iv) poseen bajos porcentajes de identidad con

proteinas Cry insecticidas [8].

En afos mas recientes, el estudio de las proteinas Cry que no mostraban
actividad insecticida, ha revelado nuevas propiedades, como se esquematiza en
la figura 3. Tal es el caso de las lectinas, la actividad anti-tricomonas y la anti-
cancerigena. Siendo esta Ultima, la parte central de este estudio, ya que
presenta un gran potencial terapéutico, mediante el uso de un nuevo grupo de

proteinas Cry denominadas parasporinas, detalladas a continuacion [8].
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Fig. 3 Diagrama conceptual de las actividades biolégicas de B. thuringiensis
[8].

2.2 Estructura principal de las 5-endotoxinas.

Las &-endotoxinas, son moléculas de proteinas globulares que se acumulan
como protoxinas en forma cristalina durante la fase cronica de la esporulacion.
La protoxina contiene residuos de cisteina bien conservados, que ayudan en la
reduccién de las moléculas a través de enlaces disulfuro intermoleculares y con

ello la formacion de cristales [7].

Las &-endotoxinas son proteinas multidominio y estan compuestas de tres
dominios distintos, cada uno de ellos aporta una funcién en particular. EI Dominio
| esta compuesto por siete a hélices, de las cuales seis son anfipéticas (1, 2, 3, 4,

6, 7) y una hélice central hidrofébica (a -5). EI Dominio Il estad compuesto por tres



laminas-f antiparalelas, orientadas paralelamente con las a-hélice del Dominio |
y es el que brinda especificidad a las &-endotoxinas. ElI Dominio Ill esta
compuesto por dos laminas- antiparalelas dentro de una estructura de sandwich
B. El bloque rico en arginina del Dominio Il es llamado “arg face” (“cara arg”) con
el cual el Dominio Il entra en contacto con el Dominio | y regula la conductancia

del canal iénico (Fig. 4) [27, 7].

Fig. 4 Estructura tridimensional de la proteina Cry. [11]

El papel del dominio I, en la insercion de la membrana y la formacion de
poros en el epitelio del intestino medio del insecto, fue sugerido por la presencia
de sus largas, hidrofobas y anfipaticas hélices. EI dominio Il esta implicado en las
interacciones proteina-receptor a través de los bucles expuestos en la superficie
en los vértices de las tres hojas B. Debido a sus similitudes con los sitios de

uniéon inmunoglobulina-antigeno, se presume que los bucles del dominio Il



participan en la unién al receptor. La estructura B-sandwich del dominio Il esta

relacionada también con la funcién de la unién al receptor y la unién a los restos

de N-acetilgalactosamina en los receptores de proteinas [18]. En la tabla 1 se

muestra de manera resumida la funcion de cada uno de los dominios asi como la

estructura y su secuencia aminoacidica.

Tabla 1.

Caracteristica estructural-funcional de las d-endotoxinas [7].

Dominio Secuencia aminoacido Estructuras Funciones
secundarias
Cry1Aa Cry3A

Dominio | 33-252 58-290 Siete a- Formacién de
hélices poros.
Dominio Il 265-461 291-500 Tres laminas Unioén al
antiparalelas receptor y
dobladas en tres determinacion de
bucles la especificidad.
Dominio llI 463-609 501-644 B-sandwich Unién al
de dos laminas- receptor,

B antiparalelas

regulacion de
canales iénicos y
especificidad
insecticida.
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2.3 Mecanismo de accion de las Parasporinas

En la primera parasporina descrita, la PS1, los informes han mostrado que es
la causante de la apoptosis en las células sensibles. Por otro lado, la PS2 (Fig.
5), es una toxina formadora de poros que se une a receptores proteinicos. La
parasporina PS3, dada su relacion a una proteina Cry insecticida, también se le
considera una formadora de poros porque ésta aumenta la permeabilidad de las
células diana. Finalmente, la PS4, es muy similar a la PS2 por su actividad toxica
y formadora de poros, pero tiene una gran diferencia, es una toxina colesterol-

independiente, por lo que su unién a la membrana plasmatica es inespecifica [9].
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Fig. 5 Estructura de la parasporina-2 (PS2) de Bacillus thuringiensis [33].
Dieciocho parasporinas han sido identificadas; sin embargo, la mayoria de
ellas no estan bien caracterizadas. Las parasporinas, PS1Aa1, PS2Aa1, PS3Aaf

y PS4Aai son las mejores estudiadas y no se necesita un analisis profundo para
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darse cuenta de que no hay una estructura general, un modo de acciéon o
espectro de células objetivo que comparten todas las parasporinas, cada uno es

unico en al menos un sentido [9].

Diversas investigaciones han indicado que, las cuatro familias de
parasporinas (PS1, PS2, PS3, PS4) han tenido un espectro de citotoxicidad
contra 13 lineas celulares humanas procedentes de diversos tejidos, nueve
tumorales, cuatro de tejidos normales y cinco de células de otra especie (dos de
monos y tres lineas celulares de roedores). En general, las actividades citocidas
de las parasporinas mostraron preferencia contra células cancerosas humanas.

Los resultados de la investigacion se muestran en la tabla 2 [2, 31, 32].
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Tabla 2.

Comparacion de citotoxicidad de las parasporinas en células tumorales

humanas [2].

Linea Celular Origen Citotoxicidad
PSA1Aat PSA2Aat PSA3Aaf PSA4Aat
Humano
HelLa Cancer cérvico- +++ - - -
uterino
Sawano Adenocarcinom - ++++ - +++
a endometrial
TSC Cancer cérvico- - - - F++
uterino
UtSMC Musculo liso - ++ - -
uterino normal
MOLT-4 Leucemia ++ ++++ - +++
linfoblastica
aguda
HL-60 Leucemia +++ +4+++ ++ +++
promielocitica
Jurkat Leucemia - ++++ - -
células-T
T-cell Linfocitos-T - +++ - -
normales
HepG2 Carcinoma ++ ++++ ++ ++
hepatocelular

Prueba de citotoxicidad de las cuatro familias de parasporinas (PS) sobre

diferentes lineas celulares. El espectro de citotoxicidad fue evaluado marcando

cruces, siendo extremadamente alto (++++), alto (+++), moderado (++), bajo (+),

muy bajo o no téxico (-).
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Para el presente estudio los pesos registrados de las pro-toxinas y los
fragmentos tdéxicos que se emplearon para los ensayos se pueden visualizar en

la tabla 3. El perfil proteico de las cepas se puede observar en la figura 6.

Tabla 3.

Familia de parasporina a la que pertenecen las cepas de estudio y pesos

correspondientes de las pro-toxinas y las fracciones téxicas.

Cepa Familia Pro-toxina Fraccion(es)
parasporina (kDa) toxica(s) (kDa)
CL9-1 PSH1 79 57 /16
CL9-3 PS1 75 57 /17
CL9-21 PS2 43 30
A1470 PS4 30 27
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Fig. 6 Perfiles proteicos de los cristales de las cepas CL9-1, CL9-3, CL9-21y
A1470. En los carriles: M, marcador de peso molecular; N, proteinas nativas; S,
proteinas solubilizadas; D, proteinas activadas. Las flechas grises sefalan las

protoxinas y las negras los fragmentos toxicos [8].

15



3. HIPOTESIS

Los péptidos obtenidos de las parasporinas de las cepas de Bacillus
thuringiensis: CL9-1, CL9-3 y CL9-21, tienen un efecto citotoxico sobre células

neoplasicas in vitro.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Obtener las fracciones proteicas derivadas de las parasporinas de Bacillus
thuringiensis cepas: CL9-1, CL9-3 y CL9-21 con actividad citotoxica sobre células

de origen neoplasico.

4.2 Objetivos Especificos

1. Obtener y purificar los cristales parasporales de las cepas CL9-1, CL9-
3y CL9-21.

2. Por medio de digestion con proteasas, generar las fracciones de los
cristales parasporales.

3. Purificar las fracciones obtenidas de la digestion.

4. Realizar ensayos de citotoxicidad en células de origen neoplasico.
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5. JUSTIFICACION

El uso de las proteinas de B. thuringiensis, no solo como herramientas en el
area de los insecticidas, sino también como agentes terapéuticos contra el
cancer, es un campo de desarrollo que lleva consigo un gran potencial no
explorado, dado que existen diferentes tipos de cristales, siendo esta diferencia
producto de la secuencia aminoacidica, existiendo por ende; mayor probabilidad

de diferencias en su actividad.

Este trabajo pretende evaluar si las parasporinas obtenidas de las cepas de
B. thuringiensis ya mencionadas tienen actividad citotéxica sobre células de

origen neoplasico.
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6. METODOLOGIA DE TRABAJO
6.1 Material biolégico

6.1.1 Cepas de Bacillus thuringiensis
Para este estudio fueron utilizadas las cepas B. thuringiensis CL9-1, CL9-2
y CL9-21 proporcionadas por el Instituto de Biotecnologia de la FCB, UANL, que
constaron de cultivos de esporas sembrados en agar LB y una cepa de
referencia, A1470 proporcionada por el Dr. Eiichi Mizuki del Biotechnology and
Food Research Institute, Fukuoka Industrial Technology Center. En la tabla 3 se
muestra la procedencia de las cepas de estudio de Bacillus thuringiensis y la

denominacion que se les dio.

Para activar las cepas, fueron inoculadas (10% del volumen total) en caldo
LB e incubadas a una temperatura de 30°C por un tiempo de 72 h en agitacién a
150 rpm. El monitoreo de las inclusiones parasporales se llevé a cabo mediante
tincion Gram y tincion simple con cristal violeta, vistos en un microscopio éptico a

un aumento de 100X.

Los cultivos se vaciaron en tubos de 80 ml y se centrifugaron a 15,0009
durante 10 minutos a 4°C para obtener un pellet al cual se le dio un tratamiento

de pre-purificacion.
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Tabla 4.

Cepas de Bacillus thuringiensis que fueron empleadas, denominaciéon y

procedencia.
Nombre de la cepa Lugar de aislamiento
CL9-1 Nuevo Ledn
CL9-3 Nuevo Ledn
CL9-21 Nuevo Ledn
A1470 Tokio, Japén

6.1.2 Lineas celulares
La actividad biologica de los cristales fue evaluada en dos lineas celulares,
las cuales fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC) y
fueron conservadas en criogenia a -70°C con 5% de DMSO (Tabla 5). 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..
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Tabla 5.

Lineas celulares en las que se evalud la actividad biologica de las

parasporinas obtenidas. [8]

No. ATCC CRL-1555 CRL-1582
Nombre A-431 MOLT-4
Organismo Homo sapiens Homo sapiens

Morfologia/Tejido

Propiedades

Enfermedad

Medio de Cultivo*

*Abreviaciones: DMEM: Medio de Eagle Modificado de Dulbecco; RPMI:
Medio del Instituto Roswell Park Memorial. A los medios de cultivo se les

Epitelial/Piel
Adherente

Carcinoma
epidermoide

DMEM

suplementé con 10% de Suero Fetal Bovino.

6.2 Pre-purificacion de la toxina

Seguido de la obtencion del pellet de los cultivos bacterianos, se realizé un
tratamiento de pre-purificacidn mediante la técnica con hexano [13], que consiste
en suspender el pellet obtenido en 10 ml de una solucién que contiene 1 M NaCl
y 0.01% Triton X-100; a la suspensién se le anadio el 10% de hexano para tratar
de disminuir el riesgo de alterar los cristales. Posteriormente la muestra fue

sonicada a 100 W durante 15 minutos y centrifugada bajo las condiciones

siguientes: 4°C, 6,000 rpm por 10 minutos.
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El pellet obtenido fue resuspendido en la solucién salina, el solvente fue
anadido nuevamente y el procedimiento se repiti6 cuatro veces. Finalmente el

pellet fue lavado tres veces con agua destilada fria.

6.3 Solubilizacion y activacion de las toxinas

Teniendo el pellet resultante de la cosecha y el tratamiento con hexano, las
muestras fueron solubilizadas en buffer de carbonatos que contiene 50 mM
Na,COsz, 1 mM EDTA y 10 mM 1,4-dithiothreitol (DTT), pH 10 [14] durante 14
horas. Posterior a esto, la protoxina fue recuperada centrifugando a 15,0009 por

10 minutos a una temperatura de 25°C.

Una vez recuperada la proteina, se filir6 a vacio utilizando un filtro de

membrana de nylon de 0.45 um [15,16] y se conservd a -20°C hasta su uso.

La muestra recolectada fue centrifugada utilizando centricones Amicon®

Ultra-15 10K para eliminar posibles restos celulares y al mismo tiempo

concentrar la muestra.

Para llevar a cabo la activacion de la pro-toxina se digiri6 con Proteinasa K
(P2308 Sigma-Aldrich). Se incubd la muestra a 37°C durante 50 minutos con la
enzima en una concentracion de 10 ppm. Se anadi6 1 mM de fenilmetilsulfonil

fluoruro (PMSF) para detener la protedlisis.

6.4 Determinacion de peso molecular.
La determinacién de los pesos moleculares fue llevada a cabo mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE), usando una concentracion de 5% de “stacking” gel; 12% 6 15% para el
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gel de resolucion. Los pesos moleculares de las muestras fueron estimados
usando un marcador de peso estandar (Bio-Rad Presicion Plus Protein
Standards). Se compararon los pesos de las proteinas pre-purificadas y digeridas
con la proteasa con los pesos moleculares obtenidos en un trabajo previo
realizado por Espino-Vazquez Astrid, et. al. en el 2014, donde se realiz6 una
deteccién de parasporina (PS) por medio de PCR multiple (Fig. 7). De acuerdo a
las amplificaciones obtenidas, las cepas CL9-1 y CL9-3 amplificaron productos
correspondientes a los genes de las PS1 mientras que la tercera cepa de

estudio, CL9-21 amplificé para PS2, PS3 y PS4.

CL9-1 CL9-3
M + + 1 2 3 4 5 6 M + + 1 2 3 4 5 6
1,500 pb
1,500 pb 1,000
= A
1,000
— O SO0 | —
500
100 100 &
CL9-21
M + 1 2 3 4 5 6
1,500 pb
1,000 Rl
500 -
-

Fig. 7 Productos de PCR de las cepas CL9-1, CL9-3 y CL9-21. Para los
carriles: M, marcador de peso; +, control positivo con PS1, PS2, PS3 y PS4; +7,
control positivo para PS1; 1-6 reacciones simplex con indicadores para PS1-PS6;
-, control sin DNA. La flecha indica el producto de PCR con menor

concentracion.
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6.5 Purificacion de las parasporinas mediante intercambio aniénico
Para purificar las fracciones toxicas se utilizd el equipo AKTA Prime plus de

General Electric con una columna HiTrap Q HP.

Las condiciones a las cuales se llevd a cabo la purificacion se detallan en la

siguiente tabla:
Tabla 6.

Condiciones para la purificacion de las parasporinas de estudio.

Cepa Buffer de inicio Buffer de elucion Flujo
(mL/min)

CL9-1 Tris 20 mM Tris 20 mM + NaCl 1 M 0.3

CL9-3 Tris 20 mM Tris 20 mM + NaCl 500 0.3
mM

CL9-21 Tris 20 mM Tris 20 mM + NaCl 500 0.3
mM

A1470 Tris 20 mM Tris 20 mM + NaCl 500 0.3
mM

Las fracciones fueron recuperadas en tubos eppendorf estériles con un
volumen de 500 pl por tubo y fueron almacenadas en congelacion a -20°C hasta

Su uso.
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Una vez obtenidas las fracciones correspondientes a cada muestra, se
rastred, por medio de SDS-PAGE al 15% la o las proteinas que corresponderian

a las parasporinas que ya se habian reportado para cada cepa.

Después de tener ubicadas las fracciones que contenian la parasporina, se
juntaron las muestras de cada una y se realizé6 un cambio de buffer, de Tris 20
mM + NaCl 500 mM y Tris 20 mM + NaCl 1 M a buffer Tris 20 mM utilizando
Amicon® Ultra-15 10K centrifugando a 4000 g por 40 min. El volumen recuperado
del cambio de buffer fue completado a 1 ml. La concentracion de proteina de
cada una de las parasporinas fue medida mediante la técnica de cuantificacion

de proteina de Bradford [12].

6.6 Bioensayos
Se hicieron diluciones de las muestras para ser dosificadas contra las dos
lineas celulares de prueba A-431 y MOLT-4. En la siguiente tabla se describen
las concentraciones iniciales de cada muestra asi como las diluciones a las que

se trabajo.
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Tabla 7.

Concentraciones iniciales de trabajo de cada muestra y sus diluciones.

Cepa de Concentracion Concentracion de las diluciones [ug/ml]
estudio inicial [ug/ml]

CL9-1 3.2 0.32 0.032 0.0032 | 0.00032
CL9-31 4.1 0.41 0.41 0.0041 | 0.00041
CL9-31I 3.1 0.31 0.031 0.0031 | 0.00031
CL9-21 2.8 0.28 0.028 0.0028 | 0.00028
A1470 32 3.2 0.32 0.032 0.0032

6.6.1 Ensayo de viabilidad celular Rojo Neutro
Est4 basado en la capacidad de las células viables para incorporar y ligar el
colorante rojo neutro. Este colorante penetra débilmente las membranas
celulares por difusién pasiva y es concentrado en los lisosomas, donde se une

por enlaces electrostaticos hidréfobos y/o grupos fosfato de la matriz lisosomal.

Se prepard una solucibn de rojo neutro en etanol para tener una
concentracion de 5 mg/ml. Antes de realizar el ensayo fue diluida una alicuota de
500 ul de la solucién preparada de rojo neutro en 50 ml de medio para cultivo

celular (DMEM) y se incubé a 37°C.

Para realizar el ensayo se prepard una placa de 96 pocillos con la linea
celular A-431. A las células preparadas en la placa se les aspir6 el medio y se
sustituyé por 35 ul medio DMEM no enriquecido con suero fetal bovino y se

anadieron por triplicado 10 ul de los cristales activos de las cepas de estudio, el
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procedimiento se realiz6 por triplicado y se dej6 incubar a 372 por un lapso de 2
horas. Después se anadié medio DMEM enriquecido con suero fetal bovino para

tener un volumen final de 100 ul y se dejé incubar por un lapso de 48 horas.

Se aspird el medio de cada pocillo de prueba y se sustituyé por 100 ul de
solucion rojo neutro. A continuacion la paca se incub6 a 37°C durante una hora.
Se retird el colorante por medio de aspiracién y se anadieron 100 ul de PBS a
cada pocillo. La placa permanecié en agitacion constante por 10 min y se repitié

el lavado con PBS una vez mas.

Después de retirar el PBS se afadieron 100 ul de solucion de destefido y la
placa nuevamente fue agitada por un periodo de 10 min hasta que el rojo neutro

ha sido extraido de las células y se haya formado una solucion homogénea.

La lectura de la placa se llevé acabo por espectrofotometria a una densidad

Optica de 540 nm.
Se realiz6 un calculo de ICs, utilizando el programa GraphPad Prism® 6.01.

6.6.2 Cytotox 96° non-radioactive citotoxicity assay
El ensayo se basa en la medicién cuantitativa de lactato deshidrogenasa
(LDH), que es una enzima citosélica estable que es liberada tras la lisis celular.
La LDH liberada en el sobrenadante del medio de cultivo es medida mediante un
ensayo acoplado a una enzima, lo que resulta en la conversion de sal de
tetrazolio (yodonitro-tetrazolio violeta; INT) a un producto de rojo formazan (Fig.

8). La cantidad de color formado es proporcional al nimero de células lisadas.
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Fig. 8 La LDH liberada de las células dafadas es medida por el suplemento

de lactato, NAD+ e INT como sustratos en presencia de diaforasa.

Para realizar el ensayo se utilizaron placas de 96 pocillos. Para las células
MOLT-4 fueron depositados 90 ul de suspensién de células (8x10* células por
pocillo) y fueron afadidos 10 ul de la muestra de cristales activos purificados de
nuestras cepas para tener un volumen final de 100 pl; posteriormente incubamos

a 37°C por un periodo de tiempo de 48 horas bajo las siguientes condiciones:

37°C con 5% de CO..

Se transfirieron alicuotas de 50 ul de cada pocillo a una nueva placa a la cual
fueron afiadidos 50 pl de CytoTox 96® Reagent para los pocillos que contenian la
muestra. Se protegio la placa de la luz y se incub6 por 30 minutos a temperatura
ambiente. Se anadieron 50 ul de Stop Solution a cada pocillo, se reventaron los

restos de burbujas y se ley6 la placa a una densidad 6ptica de 490 nm.
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La ecuacion para calcular el porcentaje de citotoxicidad fue la siguiente:

LDH Experimental liberado (0D 490)
LDH Maximo liberado (OD 490)

Porcentaje de citotoxicidad = 100 X

En donde el control de LDH Maximo liberado se determiné depositando en
un pocillo (por triplicado) 10 ul de “10X Lysis Solution” por cada 100 pl de células
tumorales sin anadir el tratamiento, en este caso los cristales. Posteriormente se

tomo lectura a una densidad 6ptica de 490 nm.

Se realizé un célculo de ICs utilizando el programa GraphPad Prism® 6.01.
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7. RESULTADOS

7.1 Obtencion de las parasporinas a partir de las cepas de estudio
El monitoreo se llevé a cabo utilizando la técnica de tincién Gram cada 6 a 8
horas y las muestras fueron observadas con un microscopio 6ptico a un aumento

de 100X.

Fig. 9 Tincion con cristal violeta de las cepas: A, CL9-1; B, CL9-3; C, CL921;
D, A1470. Las flechas indican el lugar donde se encuentra el cristal; el recuadro

encierra la espora.



Los cultivos fueron dejados en incubacion durante 72 horas a las condiciones
establecidas y se observaron muestras esporuladas y con cristales liberados. Los
restos de las esporas se observan con menor intensidad de color ya que sélo fue

tefiida la pared, permaneciendo el interior incoloro.

Los cristales tefidos fueron identificados como pequefios puntos de color
morado/violeta, en ocasiones pegados a la espora o liberados completamente y
aislados. Se obtuvo mas crecimiento de las cepas de interés cultivandolas en

caldo LB con agitacion que llevando el cultivo en cajas Petri.

7.2 Pre-purificacion con hexano
Se pudo observar que se formaba una bifase en la parte acuosa del tubo,
separando las esporas en el hexano o la fase superior y los restos celulares
quedaron atrapados en la fase inferior que contenia NaCl 1M + 0.01% Triton X-
100, tal como lo menciona Jihane et. al. [13]. Se presume que los cristales son

acumulados en el fondo del tubo en forma de pellet (Fig. 10).
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Fig. 10 Muestra durante el tratamiento de pre-purificacidn. Se puede
observar el pellet que contiene los cristales y la parte acuosa bifasica [13].

Se pudo apreciar una mayor clarificacién en la fase acuosa de la muestra en
cada ciclo de tratamiento con hexano y se observé una similitud con lo reportado

con anterioridad [13] como se muestra en la figura 11.

El que la fase acuosa parezca mas transparente, supone que los restos

celulares y de esporas estan siendo eliminados.
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Fig. 11 Separacién de esporas, restos celulares y de cristales mediante

centrifugacion.

Se realiz6 un monitoreo de la muestra después de cada ciclo de pre-
purificacién utilizando un microscopio éptico (Fig. 12). Los ciclos fueron repetidos

hasta cuatro veces para evitar la alteracién de los cristales.

Fig. 12 Microscopia de las muestras tras cada tratamiento con la técnica de
hexano. Se puede observar que disminuye la cantidad de restos celulares y
esporas conforme se llevaron a cabo los lavados.
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7.3 Perfiles Proteicos
Se pudieron identificar bandas que corresponden a las PS como pro-toxinas

y en su forma tdxica después de la digestion con la proteasa.

En la siguiente figura se pueden apreciar, tenues, las bandas de las pro-

toxinas de las cepas de estudio.

kDa M CL?-1 CL9-3 CL9-21
250
150
100

75

50

37

25

20

Fig. 13 SDS-PAGE 12%. Perfiles proteicos de las muestras solubilizadas.
Las flechas indican la posicion de la protoxina. M: Marcador de peso.

Las cepas CL9-1 y CL9-3 mostraron un mejor patron de bandas y

comportamiento en comparacion de la cepa CL9-21. La tincién de las proteinas
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no se vio muy favorecida debido a la baja concentracién de proteina que se

tenia.

Para las muestras, una vez tratadas con la proteasa proteinasa K para la
activacion de los cristales, se realizaron también perfiles proteicos mediante
SDS-PAGE para rastrear las bandas de pesos similares a las reportadas para las

parasporinas activas (Fig. 14).

kDa M CL9-1 CL9-3 kDa M CL9-21
250 250
150
150
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37
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25

15

Fig. 14 SDS-PAGE 12% Perfiles proteicos de las muestras después de ser
digeridas con proteinasa K. Las flechas indican la posicion donde se encuentra la
toxina. M: Marcador de peso.

Se trabajé aparte con la cepa de referencia A1470, productora de
parasporina PS4, en la que se habia reportado una pro-toxina de 30 kDa y una
toxina de un peso de 27 kDa. Se sometié al mismo tratamiento que las cepas de

estudio antes mencionadas y se buscaron mediante SDS-PAGE las bandas
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correspondientes a la parasporina de interés (Fig. 15). Los resultados

concuerdan con lo reportado por Espino-Vazquez Astrid en el 2014.

A1470

kDa M S D
150
100
75
50
37

30 kDa
e 27 kDa
/
25

20

Fig. 15 SDS-PAGE 12% Perfil proteico de la cepa de referencia A1470. Las
flechas indican la posicién tanto de la pro-toxina como de la toxina. M: Marcador

de peso; S: Muestra solubilizada; D: Muestra digerida.

7.4 Purificacion De Parasporinas Mediante Cromatografia De Intercambio
Aniénico

No se cuenta con un antecedente de empleo de una técnica de purificacién

para las cepas nativas de Bacillus thuringiensis con las que se trabajaron, por lo

que se tuvo que hacer un ajuste en las condiciones del cromatégrafo para

purificar las proteinas de interés.

En los siguientes cromatogramas se muestran los picos que pertenecen a las

sefnales obtenidas por medio de absorbancia, las cuales se interpretan como la
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presencia de una o varias proteinas. Se realizdé un analisis por medio de SDS-
PAGE para seleccionar la fraccién que contenia la parasporina pura para realizar

los bioensayos posteriores.
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Grafica 1. Cromatograma del
comportamiento de la muestra CL9-1
durante la purificacién.

Fig. 16 SDS-PAGE 15% de fracciones
recolectadas de la purificacion de las
parasporinas de la cepa CL9-1. M:
Marcador de peso. Los recuadros marcan
las bandas de las toxinas presentes en las
fracciones numeradas en la parte superior

del gel.




Se colectaron un total de 70 fracciones para la cepa CL9-1 resultantes de la
purificacion. En la figura 16 se muestra un patron de bandas, encerradas en el
recuadro, con un peso similar a la parasporina perteneciente a la familia PS1 que
aparecieron en las fracciones 36, 37, 38 y 39, bandas con un peso de 57 kDa
que van atenuandose conforme se llevé a cabo la elucion. De igual manera, en la
parte inferior se muestra un pequefo patrén de bandas que podemos relacionar

con la toxina de menor peso molecular, es decir, la toxina de 17 kDa.

Lo que observamos de este gel fue que las dos parasporinas que produce la
cepa aparecen en un mismo carril, siendo mas tenues las de peso molecular mas

bajo (17 kDa).
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INTERCAMBIO ANIONICO

CL9-3
700
600 ;gn
Grafica 2. Cromatograma del
500 comportamiento de la muestra CL9-3
400 durante la purificacion.
3
<
E 300 s CL9-3
e Gradiente
200
100
0
AR S R A e R R o S e e R
A EH AT AN AN AN NOONNN T TN NN OO O ONMNMNOOOWOWOOOD
mL
CL9-3 s

kDa
120

S KDs Fig. 17 SDS-PAGE 15% de las
= fracciones recuperadas de la purificacion de
las parasporinas de la cepa CL9-3. M:
Marcador de peso. Las flechas y el
recuadro marcan las bandas de las toxinas

presentes en las fracciones numeradas en
la parte superior del gel.
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El total de fracciones recolectadas fue de 77. Se observaron bandas de
interés cercanas al peso de la toxina pequena (17 kDa) en las fracciones 30,31 y
32 con presencia de algunas bandas accesorias. Para la toxina grande (57 kDa),

se observaron bandas en las fracciones 65, 66 y 67 (Fig. 17).

En la figura 17 el recuadro y las flechas sefnalan la posicion de la proteina de
interés. En el gel de la izquierda se sefiala las bandas para la toxina de 17 kDa
mientras que en el gel de la derecha, el recuadro indica la posicidén de las bandas

correspondientes a la toxina de 57 kDa.

Las toxinas se almacenaron por separado y se les denomind CL9-3 | para la

toxina de 17 kDa y CL9-3 Il para la toxina de 57 kDa
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Fig. 18 SDS-PAGE 15% de las
fracciones recuperadas de la purificacion de
las parasporinas de la cepa CL9-21. Las
flechas indican la posicion de la proteina de
interés  relacionada con el peso
perteneciente a la parasporina activa de 30
kDa.




En la figura 18 es notoria la cantidad de bandas accesorias en la cepa CL9-
21 después de ser purificada. Se observaron ambas con peso de 30 kDa en las
fracciones 43, 44 y 45, se juntaron en una sola fraccion y se almacend en

congelacion hasta su uso-
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En el caso de la muestra de la cepa de referencia se observé un par de

bandas aisladas con un peso molecular similar a la parasporina 4 (Fig. 19).

En el revelado de los geles de las muestras CL9-1, CL9-3 y CL9-21 es
notable la presencia de bandas accesorias en los carriles donde se encuetntra la
proteina de interés, esto puede deberse a la concentracion de sal del buffer
utilizado, al pH o a las condiciones a las cuales se realiz6 la elucion ya que al no
contar con antecedentes de purificacion es posible que las condiciones
empleadas no sean las éptimas. El encontrar las condiciones adecuadas de

purificacion puede ser considerado para un trabajo posterior.
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7.5 Actividad Citotoxica De Las Parasporinas
El acomodo de las muestras con sus controles para el bioensayo con la linea

celular MOLT-4 se describe en la siguiente figura:
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Fig. 20 Posicionamiento de las muestras de parasporinas (PS) de prueba en
contacto con células tumorales MOLT-4 y controles en placa de 96 pocillos. Las
letras y numeros significan: B, Blanco; C+, Control positivo, medio de cultivo con
células MOLT-4 sin tratamiento; 1, PS CL9-1; 3 I, PS CL9-3 fraccion uno; 3 Il, PS
CL9-3 fraccién dos; 21, PS CL9-21; PBS, Buffer PBS; A1470, PS A1470; LS,
Control de LDH libre total.

Todas las parasporinas mostraron actividad citotdéxica contra la linea celular

MOLT-4, algunas presentaron mayor toxicidad como el caso de las fracciones
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% CITOTOXICIDAD

uno y dos de la cepa CL9-3, las cuales contenian la parasporina de 17 kDa de

peso y la de 57 kDa.

En la siguiente grafica se presenta una relacion de la concentraciéon de las

diluciones de las parasporinas obtenidas con el porcentaje de citotoxicidad.

LI FEF T S5 Fge 588 fffff

CONCENTRACION

mCL9-1 mCl9-3| mCL9-3Il mCL9-21 A1470
Grafica 5. Porcentaje de citotoxicidad de las diferentes parasporinas contra
la linea celular MOLT-4.
El célculo de la ICsy se realizd6 mediante el andlisis estadistico ProBit y el
programa Prism® versién 6.01. Los resultados arrojados se muestran en la

siguiente figura:
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Fig. 21 Efecto de las parasporinas de las cepa CL9-1, CL9-3 |, CL9-3 Il, CL9-
21y A1470 contra la linea celular MOLT-4.
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Los resultados de ICsy para las parasporinas de las cepas de estudio fueron:
CL9-1, 0.063 pg/ml; CL9-3 I, 0.452 pg/ml; CL9-3 II, 0.061 ug/ml; para la cepa

CL9-21, 0.098 ug/ml; en el caso de la cepa de referencia A1470, 0.036 ug/ml.

Se realizd un acomodo similar de las muestras para el bioensayo utilizando
la linea celular A-431. En la siguiente figura se presenta el acomodo de las

muestras para el ensayo.
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Fig. 22 Posicionamiento de las muestras de parasporinas (PS) en contacto
con células tumorales A-431 y control en placa de 96 pocillos. Las letras y
nameros significan: B, Blanco; 1, PS CL9-1; 3 I, PS CL9-3 fraccién uno; 3 Il, PS
CL9-3 fraccion dos; 21, PS CL9-21; PBS, Buffer PBS; A1470, PS A1470.

El bioensayo realizado para la PS de la cepa A1470 se realizé por duplicado

por la poca muestra con la que se contaba.
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Los resultados obtenidos del bioensayo empleando las parasporinas de las

cepas de estudio se muestran en la siguiente figura:
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Fig. 23 Efecto de las parasporinas de las cepa CL9-1, CL9-3 I, CL9-3 Il, CL9-
21y A1470 contra la linea celular A-431.
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Los valores de I1Csy para las parasporinas de las cepas de estudio fueron:
CL9-1, 0.598 pg/ml; CL9-3 I, 1.350 ug/ml; CL9-3 II, 0.394 pg/ml; para el caso de

la cepa CL9-21, 0.205 pg/ml; para la cepa de referencia A1470, 4.126 ug/ml.

. Todas las parasporinas utilizadas para este bioensayo mostraron actividad
citotoxica contra la linea celular A-431. Sin embargo, la PS2 producida por la
cepa CL9-21 tiene mas actividad sobre las células de esta linea que las otras PS

de prueba.
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8. DISCUSION
8.1 Obtencion de parasporinas a partir de las cepas de estudio

Durante el proceso de cultivo se observé una mayor produccién de biomasa
inoculando en caldo LB que en cajas Petri, en adicién, fue mas facil separar la

biomasa del cultivo liquido que el cultivo sélido.

Ademas, el uso de agitacion favorecidé aun mas el crecimiento celular, lo cual

se traduce en obtencidén de mas cristales prasporales.

8.2 Obtencioén y activacion de las parasporinas
La técnica bifasica [37] ha sido utilizada para eliminar esporas y restos
celulares en diversas parasporinas, para que de este modo sea mas facil la
purificacion de las mismas, en nuestro caso no tuvo un efecto positivo y solo
retraso las etapas de la fase experimental ya que se tuvo que re-plantear una
metodologia de separacion utilizando otra técnica, lo que también nos condujo a

un reacomodo en la calendarizacion que se habia programado.

El proposito de aplicar una técnica de pre-purificacién de las inclusiones
parasporales mediante la técnica de extraccion con hexano [13] para disminuir
las proteinas adicionales y separar las esporas del complejo espora-cristal
cumplié con su objetivo. Durante los ciclos a los que fue sometida la biomasa se
realiz6 un monitoreo por microscopia Optica y se observé que, conforme fueron
llevados a cabo los tratamientos, las esporas y restos celulares presentes en la

muestra fueron disminuyendo.

En cuanto a la solubilizacion de las inclusiones parasporales, una de las

modificaciones hechas al trabajo realizado por Espino-Vazquez Astrid [8] fue
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aplicar agitacion. Esto permitié que se pudiesen apreciar mejor las bandas en los
geles de poliacrilamida al solubilizar mejor las proteinas y sirvié de pauta para

realizar las digestiones con proteasa.

La protedlisis se realizd utilizando proteinasa Ky los perfiles proteicos de las
fracciones toxicas fueron similares a los reportados en un estudio previo [8]. La
concentracion de enzima coincide con la reportada en otros estudios [14, 15, 17]

siendo 10 pg/ml.

8.3 Cromatografia de intercambio anidnico
Los picos mostrados en los cromatogramas nos indican la presencia de una
0 mas proteinas o una mezcla. En algunos casos se observaron mas de un pico
en un area y esto se pudo comprobar al momento de visualizar los geles de
poliacrilamida. Habia presencia de mas de una banda en un solo carril y estas

bandas continuaban presentes en mas de una fraccion.

El resultado de estas bandas accesorias posiblemente sea por el corte
inespecifico que realiza la enzima de trabajo. La presencia de estas proteinas
puede o no estar ligado con la actividad que tenga la toxina ya que no han sido
caracterizadas. Por ello, el utilizar mas de una técnica de purificacién es una
perspectiva que se tiene debido a la complejidad del proyecto, de este modo se
podria aislar la fraccion de interés y también las demas proteinas para asi poder

caracterizarlas y saber su posible funcién.
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8.4 Bioensayos
Todas las parasporinas obtenidas de las cepas de estudio y de la cepa de

referencia mostraron actividad citotdxica contra las dos lineas celulares in vitro.

La actividad citotoxica de las parasporinas de las cepas de estudio CL9-1,
CL9-3 y CL9-21 ya antes habia sido probada contra lieas celulares de cancer
humano y murino: A375 (melanoma maligno), 1c1c7 (hepatoma murino), BpRc1
(hepatoma murino). Asi mismo, ya se contaba con un antecedente de la actividad
cititoxica contra células normales de la piel: Jurkat (linfoblastos), Hs27

(fibroblastos) en las cuales se reportd una accion citotéxica nula. [8]

Cabe senalar que los cristales activos empleados para los ensayos de
citotoxicidad reportados anteriormente por Espino-Vazquez [8] provenian de un
digerido de la biomasa “cruda”, es decir, no se habia llevado a cabo alguna

técnica de pre-purificacién o purificacién previa al ensayo de citotoxicidad.

El espectro de citotoxicidad vari6 de una cepa a otra debido a la
heterogeneidad de las mismas parasporinas. Cabe resaltar que el objetivo de
este estudio fue evaluar la actividad citotéxica de cada una de las parasporinas.
Se necesitaria realizar mas técnicas de purificacién y de caracterizacién sobre
estas proteinas para conocer con mas profundidad su actividad bioldgica y

posteriormente realizar estudios farmacéuticos mas homogéneos.
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9. CONCLUSIONES
Se obtuvo mas crecimiento de las cepas de interés cultivandolas en caldo LB

con agitacion.

Todas las parasporinas fueron activadas con proteinasa K a una

concentracion de 10 ppm con un tiempo de exposicion de 50 minutos.

En los perfiles proteicos realizados de las muestras, antes y después de ser
hidrolizadas, se aprecian bandas con pesos correspondientes a las pro-toxinas,
asi como también a las toxinas o parasporinas reportadas con anterioridad, de
las cepas CL9-1 y CL9-3 para la familia de parasporina PS1, para la cepa CL9-

21 la familia PS4 y para la cepa de referencia A1470 la parasporina PS2.

Los resultados de las ICso de las parasporinas de estudio demostraron que
éstas tienen actividad citotdxica contra las dos lineas celulares de prueba A-431
y MOLT-4. Los valores para cada cepa fueron, para la linea celular MOLT-4:
CL9-1, 0.063 pug/ml; CL9-3 I, 0.452 ug/ml; CL9-3 II, 0.061 pg/ml; para el caso de
la cepa CL9-21 no se obtuvo un resultado representativo ni aproximado; en el
caso de la cepa de referencia A1470, 0.036 ug/ml. El resultado de cada cepa
contra la linea celular A-431 fue: CL9-1, 0.593 ug/ml; CL9-3 I, 1.350 pug/ml; CL9-3
I, 0.394 ug/ml; para el caso de la cepa CL9-21, 0.205 ug/ml; en el caso de la
cepa de referencia A1470 no se obtuvo una inhibicion del 50% con la

concentracion mas alta.
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