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RESUMEN

Las parasporinas (PSgpresentaruna nueva clasee proteinagde los cristaks de
Bacillus thuringiensiscon actividad biologica hacia células de cancer de diversos
origenesSe caracterizan por presenit@ja 0 nula citotoxicidad hac@élulas normales
ademds denducir la apoptosis aecrosis ddas células blanco. En este trab&jeron
detectadas diecepas d@. thuringiensigproductoras de RPpor medio deensayos den

vitro de citotoxicidady amplificacion génicapor PCR multiple Todas desplegaron
actividad preferencial contra las divesdineas celulares de cancer y baja citotoxicidad
hacia células normales de pi€lomo resultado de la caracterizacion de las proteinas
paraesporales, fueron identificadas las siguientes parasporinas: PS1 (cefia<CC®9

3, IB79), PS2 (IB88, CL21), PS3(CL9-21), PS4 (IB84, IB79, CL21). Unicamente

no fue posible la caracterizacion del tipo de PS pregamtela cepa GM18/a que las
proteinas de su cristal no mostraron relacion con las PS de referencia en ninguna de las
técnicas empleadaSonrespeab al modo de accion, la evidencia experimental sobre los
cristales d&GM18, CL91 y CL93 apunta a la induccion de apoptosis en las células de
leucemia MOLTF4. Mientras que para las cepas restantes, se propone la muerte por
necrosis,producidapor pérdidade la integridad de membranadicionalmente,por

medio de microarreglos d&DN, se llevé a cabaon estudianas detalladael efecto de

los cristales de IB84n células MOL¥4. Mismo querevelbla activacion dewumerosas

rutas implicadas en la respuestdulara toxinas formadoras de poros (TEEntre las
principales figura la proteina quinasa activada por mitégéMAPK), sefalizadn por
calcio,endocitosi® hipoxia La validacion reitero la regulacion de genes de importancia
en dichas rutas que dfidan para ciertos receptores y moléculas de membrana, asi
como algunos ligandos y moléculas de sefalizacion intracekarconclusion, los
resultados confirman la presencia de diversos tipos de PS en varios de nuestros aislados,
gue poseen caractertsis Unicas de gran poterciarasu aplicacion como nuevos

agentes terapéuticos.
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ABSTRACT

The parasporins (PS) represent a new class of crystal proteins Baemitlus
thuringiensiswith biological activity againstancer cells from differendrigins. They

are characterizethy havinglow or null cytotoxicity to normal cellsas well as the
induction of apoptosis or necrosistarget cells. In this study there were detected seven
B. thuringiensisstrains PS producers, through cytotoxic vitro assaysand genic
amplification by multiplexPCR. All of them displayed preferential activity against
diverse cancer cell lines and a low cytotoxicity on normal skin cells. As a result of
parasporal protein characterization, there were identified the followiragmarins: PS1
(CL9-1, CL93, IB79 strains), PS2 (IB88, CL21), PS3 (CLR1), PS4 (1B84, IB79,
CL9-21). Only it wasnot possible the P8/pe characterizatiorfor the GM18 strain,
becauseher crystal proteinshave no association teference PS by any of the used
techniquesin respectto the mode of action, the experimental evidence from GM18,
CL9-1 and CL93 crystals suggesthe apoptosis induction in MOLZ leukemia cells.
Meanwhile, to the rest of the straiiisis proposed thaecrotic cell death by loss of
membrane integrity. Addiinally, through DNA microarrays we conductedmore
detailed studyf the effect ofIB84 crystals on the MOLB cells.Thatonerevealed the
activation of numerous pathways implicated in the celloésponse to pore forming
toxins (PFT). Amongf the main pathways figurdae mitogen activated proteinniase
(MAPK), calcium signaling,endocytosisand hypoxia The validationreiteratesthe
regulation of importance genes from those pathways whoseydoddertain receptors
and membrane molecules, and ligands and signaling molecules as well. In conclusion,
the results confirm the presence of diverse types of PS from some of our iatietes

haveunique characteristics of great potentalapplication asnovel therapeutic agents.
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1. INTRODUCCION

El Bacillus thuringiensises una bacteria capaz de sintetizar una gran cantidad y
variedad de agentes con actividad citotoxica hacia una amplia gama de organismos,
tanto procariotas como eucariotas. Entre los compuestos antimicrobianos que produce se
encuentran i) antibidticos coo la zwitermicina A (Stabb et al, 1994) vy ii)
bacteriocinagAbriouel et al, 2011) Entre los principales factores de virulenc@antra
eucariotas, se distinguen tres grudesproteinas sintetizadas @rthuringiensisi) las
proteinas VIP, que soproducidasy excretas al medio durante la fase vegetativa
(Selvapandiyaret al, 2001) ii) exotoxinas, una serie de toxinas termolébiles o solubles
que presentan actividad enzimaticaspecificgPeraniet al, 1998)y iii) U-endotoxinas,
gue son sintetizadasmo inclusioneslurante la fase de espiacion, y al término de
esta, son liberadasomo cristalesde diferentes formas geométricéde Maagdet al,

2001).

L a s-endbtoxinas comprendea las proteinas Cyt, que son haiticas e
inespecificasy a las proteinas Cry, que son altamente especificale yina gran
variabilidadentre las diferentes cepas Blethuringiensisasi como un enorme espectro
de organismos blanc@Schnepfet al, 1998) Dentro del espectro dexicidad, h
actividadinsecticida de las proteinas Cry, constituy@rapiedadmas explotada dB.

thuringiensis



Actualmente los formulados hechos a base de estas protefegsan la mayor
parte de los productos empleados para el control biol@gigolagagde Maagdet al,
2001) No obstante, en afilos mas recientes se han encontrado proteinas Cry con
propiedades igualmente interesantescon un enorme potencial pa@tras areas
economicas. Entre ellas, se encuentran la actividad hacia hongostodmsna
protozoarios y célulasancerigenade diferentes origeng¢3ouzaniet al., 2008 Bagley
et al, 1993; Kondcet al, 2002 Mizuki et al, 1999.

La actividad antcancerigenadesplegada por el grupo de proteinas Cry
conocidas también conmarasporinadjama la atencién por presentarse en condiciones
completamente artificialegjue nopodrian reproducirsen la naturalezaEn primer
lugar, las proteinas paraesporales necesitan ser solubilizadas a pH muy alcalinos o
acidos y posteriormenteequieren de la hidrélisis proteolitica especifica para la
adquisicién de su conformacién toxi@dizuki et al, 2000;0kumuraet al, 2006) Pese
a esto, su aplicacion en ensayovitro e in vivo ha sido exitosademostrando que las
PS son altamente cttixicas contra las células de cancer y practicamente inocuas para
las células normalg&im et al, 2003; EdHag y Safhi, 2011)



2. HIPOTESIS

Una o varias cepas de la colecciorBdehuringiensiglel Instituto de Biotecnologia de
la Facultad deCiencias BiologicastJANL sintetizanproteinas Crgon actividad

biologicain vitro contra célulasle cancer.



3. OBJETIVO S

3.1 Objetivo general

1 Identificar y caracterizar las parasporinas presentes en las cef@acitas

thuringiensis de la coleccin del Instituto de Biotecnologia FEBANL.

3.20bjetivos particulares

1 Detectar por PCRultiple, genes de parasporinas en cepas de la colecciBn de
thuringiensisdel Instituto de Biotecnologia FGBANL.

1 Realizar ensayos preliminares de citotoxicidad cétulas de leucemia para
evaluar el potencial antiancerigeno de las inclusiones de cepas negativas por
PCR.

1 Definir la ConcentracidricfectivaMedia (CEso) y el Efecto Citotoxico (EC) de
los cristales activadade las cepaseleccionadasobre siete lineas celulares.

1 Determinar el modo de accion desloristales de las cepaseleccionadas
mediante ensayasultiple de viabilidad, necrosis y apoptosis.

91 Establecer un modelo de accién detallado para las inclusiones con un mayor EC

en basal andlisis dda respuesta celularnivel transcripcional.



4. ANTECEDENTES

4.1 Datos sobre el cancer

El cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades
que pueden afectar a cualquier parte del organibriwia con la transformacion de una
sola célula quese divile de manera descontrolada hasta convertirse en una masa
tumoral y en procesos mas avanzados, llegar a invadir partes adyacentes del cuerpo o
propagarse a otros 6rganos. Su complejidad radica en que trats de una sola
enfermedad, sino que engloba méas de 200 tipos de padecimieosassu desarrollo
implicauna gran cantidad de factores, desde genéticos hasta medio amb{éviaigs
2012)

En la actualidad, el cancer es una de las primeras <algsanuerte a nivel
mundial,tan solo en el 2012 se le atribuyeron 8,2 millones de muertes (OMS, 2012); en
donde los de mayor incidencia se encuentran el cancer de pulmén, seno y colorectal,
como se describen en la tabldFerlay et al, 2013. Tambiénrepresenta una de las
enfernedades mas costosas E008 sanvirtio 20% mas en el tratamiento del cancer
gue en otras enfermedades mayofasdrican Cancer Society andvestrong 2010).

En los Estados Unidos, el costo en gastos médicos relacionadose e de $201.5

y ocasion6 cerca de $124 billones en pérdidas de productividad debido a muertes
prematuragLuo et al, 2013) No obstante, en la actualidadas gente sobveve al

cancer que en el pasadar® el 2012 hubo casi 2 llbhes mas de sobrewentede lo
estimadosuperando las expectativas de sobrevivencia calcullsdaleel 2008para ese

afia Edo, en gran medida como resultado de la inversién en investigacion enfocada en
el estudio, prevencion y tratamiento de los diferentes tipos dercéBiegel et al,

2013).



TABLA |

Principales tipos de cancer para ambos sexo en el afio 2012

No. Tipo de Cancet %  No. Tipo de Cancet %
1.  Pulmon 13.0 15. Labios, cavidad oral 2.1
2.  Seno 119 16. Tiroides 21
3. Colorectal 9.7 17. Cerebrgsistemanervioso 1.8
4. Prostata 7.9 18 Ovario 1.7
5. Estdmago 6.8 19. Melanoma de piel 1.6
6. Higado 5.6  20. Vesicula biliar 1.3
7. Cérvix 3.7 21 Laringe 1.1
8. Esdfago 3.2 22 Otros de faringe 1.0
9. \Vejiga 3.1 23 Mielomamdltiple 0.8
10. Linfoma (ro Hodgkin) 2.7  24. Nasofaringeo 0.6
11 Leucemia 2.5 25 Linfoma de Hodgkin 0.5
12. Péancreas 2.4  26. Testiculos 0.4
13. Rifidén 2.4  27. Sarcoma de Kaposi 0.3
14. Endometrio 2.3

@Excluyendo el cancer de piel no melanomatos obtenidodel reporte déa
International Agency for Research on Canuana el 2013.

4.1.1 Nuevas estrategias terapéuticas

Los principales procedimientos para la erradicacion de los diferentes tipos de
cancer son la quimioterapia, radioterapia y la cirugia; que resultan naghos y con
un gran numero de efectos secundadcsecuelas. Recientemente, nueweétodos de
deteccién, diagnédstico y tratamiento del cancer, han surgido gracias a décadas de
investigacion. Entre las mas prometedoras tecnaogéie encuentran: i)la
inmunoterapia, que utiliza moléculas que estimulan el sisma inmunéapdeatruccion
de cierto tipo de tumorefClyneset al, 2000) ii) terapias moleculares, dirigidas hacia
tipos especificos de células cancerpdal®queando su crecimiento anormgor
interferencia era sefalizacion intraceluldvermaet al, 2012)y iii) nanotecnologia,
para la implementacion de farmacpsr medio de nano particuldSocinskiet al,
2012).



Dentro del desarrollo reinvestigacionde nuevos farmacos, existe airrama
dedicada al descubrimiento e implementacion de compuestos de origen natural para el
combate de céluta cancerosas. Especificamentempuestos con actividades anti
cancerigena producidos por microorganisnmmsno lasbacterias, presentan algunas
vertajas sobre otras fuentes naturales. Una muy evidente, es su alta tasa de crecimiento,
que favorece a una acelerada produccion de compuestmpial que swersatilidad
para crecer emedios de cultivpreparados partir de residuos agroindustrialés gue
reducecostos de producci¢rsin dejar de lado su amplia biodiversidad, que aumenta el
potencial para la busqueda de nuevos compudsiasonalmente, las bacterigsieden
manipularse facilmente incluso modificarse genéticamente, para una incabtel

cantidad dexplicacionesiotecnologicagHarvey, 2008).

Es portodo esto, que este estudio esta enfocado en la caracterizacion de nuevas
proteinas bacterianas con actividad -gaticerigena. Especificamente, aquellas
denominadas parasporinas (PS¢ gon producidas p@. thuringiensisuna bacteria de

gran interés biotecnoldgico.

4.2 Bacillus thuringiensiscomo recurso biotecnoldgico

El B. thuringiensis es una bacteria @m positiva, aerobia facultativa y
esporulada, que se caracteriza de otros bacilos estrechamente relacionados, como
Bacillus cereuy Bacillus anthracispor la formacién de cristales de naturaleza proteica
durante la fase de esporulaci¢8chnepfet al, 1998) Esta es una caracteristica
destacable, ya que existe una amplia variedad de proteinas contenidas en los cristales
principalmente proteinas Crgue exhiberefectoscitotoxicos haciaun gran nimero de
especis. La popularidad d&as proteinas Crlia radicado principalmente en su actividad
bioldgica contra insectogde Maagdet al, 2001)y nemdodos(Jouzaniet al, 2008) y
en menor medidaontra algunos &caros y protozoar{Bsigleyet al, 1993; Kondcet
al., 2002).



Aunque existe unaxtensavariedad de proteinas Cry con actividad insecticida,
un nimero importante de cepade B. thuringiensigoroduce inclusiones proteicas que
no manifiestan toxicidad hacia gos, nematodos o protozoariagpresentando
incluso una mayor distribucién en los ambientes natyrgles aquellas cepas que si
presentan actividad contra estos organis(Meadowset al, 1992; Ohba and Aizawa,
1986).

En afios mas recientes, el estudio de las proteinas Cry noidiadsect ha
revelado nuevas propiedades, como se esquematiza en la figura 1. Tal es el caso de las
lectinas(Akao et al,, 1999) la actividadantrtricomonas(Kondo et al, 2002) y la antt
cancerigen@Mizuki et al, 2000) Siendo estdltima, la parte central de este estudio, ya
que presenta un grgmotencial terapéutico, mediante el uso de un nuevo grupo de

proteinas Cry denomidas @rasporinasjetalladas continuacion.

Clasificacion funcional actual
de las proteinas Cry

Clasificacion funcional

anterior de las toxinas Cry Actividad

de lectina desconocida

Crys
insecticidas

Figura 1. Diagrama conceptual de las actividades biologicd3. tleuringiensis



4.3. Parasporinas

Las parasporinas (PS) son definidas como un nuevo grupo de proteinas Cry
sintetizadas pomB. thuringiensiso bacterias relacionadas, que presentan actividad
biolégica especifica contra células de cancer y tienen baja o nula activiiaddialas
normales (Mizuki et al, 2000) Las principales caracteristicas de & 98n:i) no
presentaractividad insecticida conocid@.ee et al, 2000) ii) son sintetizadas como
protoxinas, es decir, necesitan ser hidrolizadas por proteasas es @sprgificos para
su activaciér{Okumuraet al, 2006) iii) tienenuna alta toxicidad a células humanas de
cancer, pero una baja o nula hacia células s@blalsaet al, 2009 y 4) poseenbajos

porcentajes de identidadn proteina€ry insecticidaglchikawaet al., 2007)

Las PS son clasificadas y nombradger el Comi t ® para | a CI
Nomencl at ur a @@kumBraeat a,2@10)rem base aldnismo principio de
clasificacion de Cryfundamentado en el grado de identidedsussecuenciagde amino
acidos(Crickmoreet al, 1999. Por lo tantoestas proteinagoseen dos claves, PS y

Cry.

Actualmente, existen seis grupos o familias de paraspdfia®S6q y aunque
hay 29 secuencias parciales o completas derdpBrtadasen el Gen Bank, solo 19
cuentan con una nomenclatura ofig@kumuraet al, 2010).En cuanto a su ubicuidad,
el mayor nimero de aislados 8e thuringiensigproductores de PS proviende Asia,
de paises como Jap{Mlizuki et al, 1999; Uemoret al, 2007) Vietnam (Yasutaket
al., 2008), Malasia (Nadarajat al., 2006) e India (Poornimet al, 2010); pero también
existen reportes mas recientes de este tipo de cepas en el continente americano, como de
islas de islas del Caribe (Gonzatdzal., 2011), Caada (Jungt al, 2007) y México, en
este estudio (Espino Vazquet al, 2012).



TABLA I

Caracteristicas principales de [@sasporinas reportadas

Protoxina Punto .
_ Gen Toxina(s) _
Parasporini No. Cry Cepa Pais Referencia
(pb) —_ kDa
kDa Isoeléctric
PS1Aal Cry31Aal A1190 2,169 81 5.95 15y 56 Japon (Mizuki et al, 2000)
PS1Aa2 Cry31Aa2 M15 2,226 83 5.93 Canada (Junget al, 2007)
PS1Aa3 Cry31Aa3 B195 2,169 81 5.95 Japon (Uemoriet al, 2008)
PS1Aa4 Cry31Aa4 Bt 7925 2,169 81 5.95 Vietnam (Yasutakeet al, 2008)
PS1Aa5 Cry31Aa5 Bt 92-10 2,169 81 5.95 Vietnam (Yasutakeet al, 2008)
PS1Aa6 Cry3lAa6 64-1-94, M15 M019 2,262 84 597 15y55 Japodn, Caribe, Canac (Nagamatset al, 2010)
PS1Abl Cry31Abl B195 2,178 82 5.97 Japon (Uemoriet al, 2008)
PS1Ab2 Cry31Ab2 Bt 315 2,178 82 5.97 Vietnam (Yasutakeet al, 2008)
PS1Acl Cry31Acl Bt 87-29 2,331 87 5.92 Vietham (Yasutakeet al, 2008)
PS1Ac2 Cry31Ac2 B0462 2,331 87 5.96 15y 60 Japoén (Kurodaet al, 2013)
PS1Adl Cry31Adl 64-1-94, M15 M019 2,262 84 5.92 15y 55 Japén, Caribe, Canar (Nagamatset al, 2010)
PS1Ad2 Cry31Adl 64-1-94* 2,277 85 5.92 Caribe (GenBank AGO57767.1)
PS2Aal Cry46Aal Al1547 1,014 37 5.91 28 Japon (Ito et al, 2004)
PS2Aa2 Cry46Aa2 A1470 1,011 37 5.90 30 Japon (Okumuraet al,, 2013)
PS2Abl Cry46Abl TK-E6 912 33 5.91 Japon (Hayakaweet al, 2007)
PS3Aal Cry4lAal Al1l462 2,475 94 6.00 64 Japoén (Yamashiteet al., 2005)
PS3Abl Cry41Abl A1462 2,487 94 6.00 Japoén (Yamashitaet al., 2005)
PS4Aal Cry45Aal A1470, T98* 2,487 30 5.99 26.8 Japon (Okumuraet al., 2004)
PS5Aal Cry64Aal A1100* 918 34 5.79 Japon (GenBank AB555650.1)
PS6Aal Cry63Aal 64-1-94,M15, M019 2,259 85 5.98 14y 59 Japon, Caribe, Canac (Nagamatsiet al, 2010)

* Datos no publicados
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4.3.1Estructura de las principales @rasporinas

LasPSson sintetizadas como protoxinas y para adquirir su conformacion toxica,
primero necesitan ser solubilizadas a phicalino (Mizuki et al, 2000) o &cido
(Okumuraet al, 2006) y posteriormente ser digeridas por serin proteasas, como la
proteinasa K (Ohbet al, 2009) Como se observa en la tabla I, solo se comtae
fragments toxicos de algunas PS, ya questos solo puede ser determinado
experimentalmente, mediante digestion, ensayastro y secuenciacion aminoacidica.

A lo largo de esta secciosge detallean las PS mejor caracterizadas en cuanto a su
estructura y conformacion toxica (Fig. 2).

La PS1fue identificada en los cristales de Epa A1190En su forma nativa, la
constituye una protoxinde 81 kDa con la estructura tipica de los tres dominios de
proteinas Cry, cuya secuencia aminoacidica contiene los cinco blogues conservados,
comunmente dritos pardas Crys insecticidas. Tras ser hidrolizada, son generados
tres péptidos, dos de ellos toxicos: uno pequefio de 15 kDa y otro de 56 kDa.
Interesantementdos dos fragmentos forman un heterodimero muy dificil de disociar,
que compone el fragmentoxico de la PSAal (Katayameet al, 2005).

Las dos parasporinas del grupo 2, producidas por las cepas Al547 (PS2Aal) y
A1470 (PS2Aa2), son proteinas pequefias de 37 kDa en su forma nativa, que no poseen
ninguno de lobloques conservados tipicos de faoteinas Cr{Kitadaet al, 2006). Se
diferencian tan solo en cuatro residuos de aminoacidos y en el sitio de digestién con
proteinasa K; donde al ser cortadas hacia los extremos amino y carboxilo terminal, se
generan toxinas monomeéricas de 26 y 30 kKimet al, 2004; Okumurat al, 2013).

El analisis de la estructura tridimensional de la PS2Aal, indica que esta compuesta por
tres dominios, conformados principal mente
|l a de tr es do masicassieo adas torinassforntadoya® de paros (TFP)

del tipo de las aerolisinas (Akiled al, 2009).
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Las dosparasporinas del grupo 3 (Cry41Aal y Cry41Alsby sintetizadas por
la cepa A1462 yepresentan las de mayor masa molecular entre las P8nqmeso de
93 kDa. A diferencia de las anteriores, poseen los cinco bloques de secuencias
conservadas caracteristicas de las proteinas Cry y se predice que también tienen una
estructura tridimensional de tres dominios. Tras ser digeridas hacia sus réasosxt
son generados tres fragmentos, en donde el mas grande, corresponde a teté%ina
kDa (Yamashiteet al, 2005).Como dato interesante, las secuencias aminoacidicas de
estas parasporinas, son similares admaglutinim HA-33 de Clostridium botuinum,
la bacteria causante del botulisg@hbaet al, 2009; Tsuzuket al, 1990).

Por otra parte, aunque existen tres secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
correspondientes a parasporinas del grupo 4 en el Gen Bank (No. A&B&86980.1
KC8325001; KC832499.), solo una ha sido descrita y caracterizada. Esta corresponde
a la PS4Aal producida por la cepa A1470, que es una proteina de 30 kDa en su forma
nativa y de 27 kDa en su forma toxig@kumuraet al, 2004). Al igual que las PS2, no
posee los bloques conservados de Cry, ni la estructura tipica de tres dominios (Okumura
et al, 2005). Esta es la Unica parasporina que ha sido estandarizada a pH éacido, ya que
tras ser solubilizada en HCI 10 mmol, seesti® un incremento del 25% en su efecto
citopatico hacia varias lineas celulares, en comparacibn a su actividad tras la
solubilizacion en buffer de carbonatos. También se ha visto que puede ser activada tanto

con proteinasa K como con Pepsina (Okunatra., 2006).

Con respecto a I&PS5 solo se cuenta con su secuencia nucleotidica y
aminoacidica correspondientes a la PS5A&lla cual ain no hgyublicaciones sobre
su efecto citotdxico o modo de accion. Sin embapgo,medio de un alineamiento con
la herramienta DELTABLAST, es posibledeterminarque es una toxina pequefia que
comparte similitud con las TFP del tipo aerolisina y contiene un dominio conservado
similar al de la toxina épsilon producida p@iostridium perfringens el cual es el
causante déa formacion del canales en la membrana lipidiedas célulagknapp et
al., 2009).
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El cuanto ultimo grupo de parasporinas, solo se cuenta con un miembro
correspondiente a la PS6Aal, gae una proteina en algunos aspectos relacionada a la
PS1. Las &#s PS6Aal detectadas a la fecha, también se encuentran codificadas en cepas
productoras de PS1Ad1 y PS1Aa6, aunque se presume que se encuentran codificadas en
plasmidos diferentes. Las ptoxinas de PS1 y PS6 comparten un secuencia conservada
en sus primms 50 residuos de aminoacidos y tras ser activadas por protedlisis, dos de
sus tres péptidos generagdosnforman un heterodimero toxi¢@onzalezet al, 2011;
Nagamatstet al, 2010). Otro aspecto relevante, es que la PS6 también posee los tres
dominios conservados de Cry y la toxina presenta un 56.4% de identidad con las
proteinas insecticidas Cry2 (Nagamagsal, 2010).

Ademas de las PS ya mencionadas, cabe destacar la detecciéon de una PS
producida por la cepa Bt 18 originaria de Malasia, la cua@luemta con numeracion de
PS o Cry, ya quese desconoce su secuencia aminoacidica completa. Esta presenta
actividad preferencial hacia células de cancer, y aunque también tiene actividad contra
Aedes aegyptino fue toxica hacia eritrocitos humanos o da (€hanet al, 2007;
Nadarajahet al, 2006). Tras la solubilizacion y digestion de los cristales de Bt18 con
Tripsina, se generan dos péptidos de 68 y 28 kDa, que al parecer se encuentran
asociados formando un heterodimero téxico, como en la PS1 &lahn2012).Las
secuencia N-terminal parcisds de ambos fragmentatemostroque la proteina de 68
kDa presenta similitud hacia las Cry24Aa y Cry25Aa producidasBptmuringiensis
serovariedagegathesanmientras que el péptido de 28 kDa fue similéa €ryl15Aa de
B. thuringiensisserovariedadisraelensis (Nadarajahet al, 2008). Esta toxina, se
diferencia de la PS1 en que, tras ser disociada, el fragmento de mayor peso no pierde su
citotoxicidad, sino que se modifica. Para dos lineas de leucensastzeptibilidad
disminuye ante la toxina de 68 kDa, mientras que en otra linea el efecto aparentemente
se incrementa (Chaat al., 2012).

En retrospectiva, podemos resumir quas hacer el analisis general de la
estructura de las PSe observamlos grups principales. El primero esta integrado por
las PS de mayor peso molecular (PS1, PS3, PS6), que tiene relacion estructural con las

proteinas Cry insecticidas, al contener los tres dominios de Cry o los cinco blogues de
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secuencia conservadas. Y quen suconformacion toxica pueden estar constituidas por
dos fragmentos de distinto peso molecular. El segundo grupo identificado, esta integrado
por las parasporinas de menor peso (PS2, PS4 y PS5), que nddigaeslacion con

las proteinas Cry clasicas, pesi estan relacionadas estructuralmente y en modo de

accion a TFP de otras especies como la toxina épsilon, la citolisina o la aerolisina.

PS1Aa1 (81 kDa)

W Toxinal5kDa W Toxina 56 kDa

PS2Aa1 (37 kDa)
v Toxina 28 kDa A 4

PS3Aa1 (93 kDa)

L J Toxina 64 kDa v

PS4Aa1 (30 kDa)

v Toxina 27 kDa v

| I
PS6Aal (84 kDa)

W Toxina14kDa W Toxina 59 kDa

Figura 2. Esquematizacién de los fragmentos téxicos de las principales paraspc
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4.3.2 Espectracitotoxico

En esta seccion sera resumida itdormacion disponible sobrectividad
bioldgica de las PS mejor caracterizadas. Como se puede observar en la tabla lll, las
parasporinas tienen efecto citopatico preferencial hacia cierto tipo de linea ceédar,
que por un tipo de cancer en particular.

La PS1 no fue tdxica hacia la mayoria de las lineas contra las que fue probada;
sin embargo presenta toxicidad alta hacia las células de céancer cérvico uterino HelLa
(Katayameet al, 2005). De igual manera RS4, que tuvo mayor citotoxicidad hacia las
células de cancer de colon (Okumetaal, 2005) y la PS de Malasia, que parece tener
selectividad hacia las células de leucemia (GHaal, 2007; Nadarajaht al, 2008).Por
otra parte, la PS2 parece ser daigsporina de mayor espectro citotdéxico, ya que tuvo un
importante efecto citopatico hacia cinco de las nueve lineas celulares de cancer probadas
(Ito et al, 2004). No obstante, también present6 toxicidad alta hacia las células T

normales, lo cual indicque su selectividad no es tan buena.

Finalmente, la citotoxicidad de las PS3 y PS6 hacia las lineas probadas fue nula o
baja (Nagamatsat al, 2010; Yamashitat al, 2005). Aunque no se descarta un mayor
efecto citopatico hacia otras lineas celulares muédiayan sido probadas, como en el
caso de la PS1.
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TABLA Il

Espectro citotdxico de las principales parasporinas

Linea celular  Descripcion PS1Aal PS2Aal PS3Aal PS4Aal PS6Aal  PS Malasia
CEy EC CEg EC CEy EC CEp EC CEx EC CEpy EC
Células normales de humano
Linfocitos T Células T >10.0 - 0.148 +++ >100 - >20 - Nd >32.0 -
HC Células hepaticas  >10.0 - >100 - >100 - >20 - >100 - Nd
utsMC Células de utero >10.0 - 9.28 - >100 - >20 - Nd Nd
MRC-5 Célulasde pulmén  >10.0 - 7.15 - >100 - >20 - Nd Nd
Células de cancer humano
MOLT-4 Leucemia 2.2 + 0.044 ++++ >100 - 047 ++ Nd Nd
Jurkat Leucemia >10.0 - 0.015 ++++ >100 - >20 - Nd Nd
HL-60 Leucemia 0.3z ++ 0.066 ++++ 1.32 + 0.73 + Nd Nd
CEM-SS Leucemia Nd Nd Nd Nd Nd 0.122 +++
U-937-DE4  Linfoma Nd Nd Nd 0.98 + Nd Nd
K562 Leucemia Nd Nd Nd >2.0 - Nd Nd
HepG2 Cancelhepatico 3.0 - 0.023 ++++ 2.8 + 1.9 + 2.3 + Nd
HelLa Cancer cervical 0.1z +++ >100 - >100 - >20 - 7.2 - >05 ++
Sawano Cancer endometrial >10.0 - 0.041 ++++ >100 - 025 ++ nd Nd
TCS Cancer cervical Nd >10.0 - >100 - 072 + nd Nd
A549 Cancer pulmonar >10.0 - >100 - >100 - >20 - nd Nd
CACO-2 Cancer de colon >10.0 - 486 - >100 - 012 +++ >10 - Nd
CEso, Concentraci - n “gEGEdch stadxiovdasada en(lass@iizuki et al, 2000) en donde: ++++,

extremadamente toxico; +++, altamente toxico; ++, moderadamente toxico; +, poco-tagactixico. Nd: no determinado.
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4.3.3 Modo de accion

Como ultimo punto a tratar sobre las PS, esta el modo de adog&te respecto
existe poca literatura sobre la mayoria de las proteinas Cry clasificadas como PS, aunque
la informacion existente es suficiente para dejar en evidencia que no todas actian de la

misma manera sobre las células cancerigamseptibles
4.3.3.1 Receptores de membrana

La alta especificidad hacia un solo tipo de célula blanco, parece ser un
comportamiento tipico de las proteinas Cry. Esta caracteristica ha sido ampliamente
estudiada en Cry plaguicidas y es determinada por la interacci@s tlexinas con un
receptor de membrana especifico. El recemer definido como una molécula,
generalmente una proteina, que se encuentra en la superficie celular y actia en el primer
paso de reconocimiento y unién detdxina Cry a su céluldlanco (Pigtt and Ellar,

2007) La identificacién de receptores ha sido un punto pstudiado en las PS, pero se
cree que al igual que las Cry plaguicidas, exista imeraccion especifica de PS

Receptor que confiere la especificidad hacia las células de cancer.

Para la PS1Aal, la molécula que actia como receptor ha sido identificada y
patenada para su uso como marcadorcékilas susceptibledatayamaet al, 2011)
Esta molécula es la becliia que es una proteina que en células normales actia
intracelularmente en procesos como la autofagia, desarrollo y apoptosis; pero en las
células Hela, fue localizada extracelularmente y es reconocida de manera especifica por
la PS1Aal(Zhonget al, 2009; Katayamat al., 2011).

De igual manereel recepto para la PS de Malasfae identificado en células de
leucemia CEMSS. Inicialmente se demostro la adhesion y alta afinidad del fragmento
de 68 kDa hacia la superficie de estas células por marcaje con Hivma et al,

2010) y un afio después, fue itiBoado el Gliceraldehido -Bosfato Deshidrogenasa
(GADPH) como la proteina de unidn o receptor para esta parasporina. E| GADPH es una

enzima altamente estudiada, de gran importancia en el metabolismo celular, que en afios
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mas recientes, también ha sidom@ada a procesos de cancer y muerte celular por
apoptosis (Tsuchiyat al, 2005)

Aunque se desconoce el porqué deolealizacion de estasmoléculas ena
membrana de las células blanco, y si aun conservan alguna funcion bioldgica en este
estadosu aisencia 0 baja proporcidon endaperficie ddas células normaless la razon

de la poca actividad de las parasporinas sobre estas.
4.3.3.2 Apoptosis

Histéricamente las proteinas Cry generan la lisis de las células blanco; sin
embargo un nuevo mecanisrde acciorha sido descrito par@gunas ddas Cry anti
cancerigenasste es el caso de la P&l y la PS de malasia, en donde es observada la
induccion de apoptosis en lineas celulares HelLa y SBMChan et al, 2007,
Katayameet al, 2007).

El modo @& accién de la PS1 en células HgE&y. 3) comienza por la unién al
receptor (beclina 1), seguido por un aumento@&! intracelular desde los primeros
minutos de exposicidén y en consecuencia una disminuciéon de la sintesis global de DNA
y proteinas. Lamuerte celular programada es puesta en evidencia a las 8 h por la
activacion de praCaspasa 3 y poli (ADHbosa) polimeras (PARP). En este proceso, el
Cd"* parece ser un factor importante en el modo de accién, yeateela inhibicion de
Caspasa 3¢como del C&* por agentes quelantes o eliminacién del medio de cultivo,
disminuyen considerablemente la actividad de laAa%1(Katayamaet al, 2007;
Katayamaet al, 2011) Adicionalmentegen ningun punto fueron detectados cambios en

el potencial denembrandKatayameet al, 2007)

Para laPS deMalasig la muerteapoptotica inicialmentéue detectada por un
aumento de células en la fase S, indicando el arrestoido celular. Posteriormente
fue confirmada mediante ensayos de Caspasa 3 y estadifol6gicos por microscopia
electrénica; en donde la activacion de Caspasa 3 alcanzé su mayor indice a las 72 h 'y
fueron observados los cambios morfologicos tipicos de la apoptosis en las células de

leucemia susceptibles a esta(E8anet al., 2012).
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4.3.3.3 Necrosis

El segundo modelo de accién propuesto para las parasporinas es la necrosis, que
es resultado de dafios irreparables en la membrana plasmatica. Este es el clasico
mecanismo descrito para las proteinas Cry catalogadas como TFen dusectos y
nematodosdljsan las células epiteliales del intestmedio (de Maaget al., 2003).

Tipicamente, la formacion de poros es llevada a cabo mediante los siguientes
pasos: 1) unién de la toxina monomérica a receptor(es) de membrana esp@ificos,
segunda union (irreversible) a receptor(es) y activacion del mondémero, 3)
oligomerizacién de las toxinas, 4) insercion de los oligémeros y formacion de los poros
en la membrana plasmética y finalmente 5) desequilibrio osmético que da paso a la
muertecelular (Gonzbez et al, 2008).

Para las parasporinas 24y se propone la muertelular por necrosis (Fig. 4),
apoyadeen parte por su estructur a-THPramdiamens i «
aerolisina o citolisingy sustentada por la evidencia eximental (Akiba et al, 2004;
Mahalakshmi y Shenbagarathai, 2010; Okuretral, 2011).Los datos que se tienen
sobrela PS2Aal en células HepG2, es que se une a la superficie celular en presencia de
proteinas de membrana, la bicapa lipidica y el colesterol. Posteriormente, forma
oligbmeros resistentes dodecilsulfato sédicdSDS) de ca. 200 kDade manera
dependiente @lla temperaturd&staoligomerizaciénno se lleva a cabo en la membrana
citoplasmatica de células poco susceptibles como HelLameerbrana mitocondriaks
y del reticuloendoplasmico (Abet al, 2008, 2005)Los cambios morfolégico para
células adherdges HepG2,soha f or maci - n de fAampgaléntras o en
delos primeros minutos de exposicjdrninchamiento a las 2 kesprendimiento vy lisjs
a partir de las 4 h. Para las células en flotacibn M@[Tos cambios consistieron en
hinchamiento y vacuolizacion, sin formaixi de ampollas. Adicionalmente, estas células
expuestasa altas dosis de la PS2o tuvieron activacion de Caspasa 3/7 ni
fragmentacion del DNAromosomico (lteet al, 2004; Kitadaet al, 2006).
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En cuanto al mecanismde la PS4Aal se ha demostrado su union erembrana
lipidica, aunquesin presencia de colestef@kumuraet al, 2011). Al igual que en la

PS2, hay formacion oligdmeros resistentes a SDS, t2090kDa, de forma exclusiva

en la membrana de células sysi#es. Los cambios morfolégicos inducidos en MOLT

4y CACO2, también comienzan desde los primeros minutos. En los primeros 10 min se
observé condensacion nuclear, la cual llegd a su maximo punto 1 h después;
posteriormente ocurre el hinchamiento dedakilas a las 2 h aproximadamente, y la
lisis dentro de las 24 h de exposicion (Okunmetral, 2005). Ademas, para las MO4T
también se han descrito encogimiento nuclear, formacion de ampollas en la periferia
celular y nuclear. Como evidencia sobre larosis como modo de accion, se demostré

la permeabilizacion de la membrana en las susceptibles mediante la liberacidén de lactato
deshidrogenasa (LDH) y la internalizacién de dextranos de diferentes pesos moleculares.

Asi mismo, no hubo activacion consideede Caspasas 3/7 (Okumetaal, 2011).

Finalmente, para 1S3 también se sugiere guea muerte necrotica por la
formacion de poros de membra@da su estructura y gran relacion a las proteinas Cry
insecticidas. Como evidencia también fue obsexvath progresiva liberacion de LDH,
que fue inversamente proporcional a la tasa de sobrevivencia de células HepG2
(Yamashitaet al,, 2005).Para el resto de las PS no existe evidencia experinsaiied

sumodo de accion.
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5. METODOS

5.1 Material biolégico

5.1.1 Cepas d@8acillus thuringiensis

Para este estudio fueron utilizadas 103 cepa3. dieuringiensisde la coleccién
de microorganismos entomopatogenos del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la UANL (Tabla [V Paralelamente, tambidaeron incluidas las
cepas de referencia A1190 (PS1Aal), A1547 (PS2Aal), A1462 (PS3Aal, PS3Abl) y
Al1740 (PS2a2, PS4Aal), como controles positivos de los experimentos, las cuales
fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Eiichi MizukiRletechnology and

Food Research Institute, Fulk@olndustrial Technology Center

Todas las cepas fueron conservadasr@genia a-20°C con 15% dagjlicerol,
segun lo descrito por SambrookRyssell(2006). Para su para su activacjdas cepas
fueron inoculadas en agar nutritivo y para su propagadem bacteriasfueron
sembradas en agar nutritivo suplementado con eatdeclevadurgThorneet al, 1986)
e incubadas a temperatura ambiente hastmmpleta esporulacién. El monitoreo de las
inclusiones, se llevo a cabo mediante frotis bacterianos tefiidos con cristal violeta y

Vistos en un microscopio optico marca Leiasaaumento de 1,000X.
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TABLA IV

Cepas d@acillus thuringiensignalizadas en este estudio

No. Clave No. Clave No. Clave No. Clave No. Clave
1. GM2 22. HD968 43 1B20 64. IB68 85. 1B83
2. GM7 23. 1B2-1 44. 1B21 65. IB69-1 86. 1B84
3. GM10 24. 1B2-2 45, 1B22 66. 1B69-2 87. 1B88
4. GM13 25. I1B5 46. 1B23 67. 1IB70 88 J1

5. GM18 26. 1B6 47. I1B24 68. 1B71-1 89. J12
6. GM18B 27. IB8-1 48. 1B25 69. IB71-2 90. J13
7. GM33 28. 1B8-2 49. 1B26 70. IB72 91 J3

8. GM34 29. 1B10 50. 1B27 71 1B74-1 92. J4

9. GM43 30. IB11-1 51 IB46 72. 1B74-2 93 J5
10. GM58 31 1B11-2 52. 1B48 73. IB75 94. J6
11. GM62 32. 1B14-1 53 1B49 74. IB76-1 95. J7
12. GM109 33 I1B14-2 54. IB50 75. IB76-2 96. J9
13. HD1 34. IB15-1  55. IB53 76. IB77-1 97. K1
14. HD2 35. I1B15-2 56. IB57 77. |B77-2 98. 20034
15. HD12 36. 1B16-1 57. 1IB62 78. IB781 99. 2251
16. HD29 37. IB16-2 58 I1B63 79. 1B782 100. VEA
17. HD73 38 1B17-1 59 IB64 80. IB79 101 CL9-1
18. HD146 39. I1B17-2 60. IB65 81 1B80-1 102 CL9-3
19. HD511  40. I1B18 61 IB66 82 1B80-2 103 CL9-21
20. HD542 41 IB19-1 62 IB67-1 83 1B81

21 HD567 42 IB19-2 63 IB67-2 84. IB82
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5.1.2 Lineas celulares

La actividad biologicade los cristales fue evaluada sobrénéas celulares, las
cuales fueron adquiridas deAanerican Type Culture CollectiofATCC) y conservadas
en criogenia a70°C con 5% de DMSO (Tabla V). Para su activacién y propagacion
fueron utilizados los medios de cultivo recomendados por la AT@@ntenidas en
incubacion a 37°C con 5% de €O

5.2 Microscopia electrénica

La morfologia de los cristales paraesporales de algunas las cepBs de
thuringiensis fue observada por microscopia electrénica de barrido en el centro de
Centro de Investigagn e Innovacién en Ingenieria Aeronaut{€allA) de la UANL.

Los cultivos esporulados fueron previamente suspendidos en agua destilada estéril y

| avados dos veces por <centrifugaci-n 'y r €
suspension fueron colocalen porta muestras y fijados por calor por unos segundos.

Las muestras fijadas fueron cubiertas con particulas de oro en el CIlIA y vistas en un

microscopio marca FENovananoSEM 200.

5.3 Deteccion de PS por PCRultiple
5.3.1 Extraccion de ADN gendmico

El ADN fue obtenido mediante la técnica descrita @reng y Jiang (2006gn
donde el ADN bacteriano es extraido por lisis quimica con fenol y posteriormente
purificado con lavados con cloroformo. EI ADN gendmico de todas las cepas fue

almacenado 20°C hasta su uso.
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TABLA V

Lista de lineas celulares del estudio

No.ATCC Nombre Organismo  Morfologia/Tejido Propiedades Enfermedad Medio de Cultivé
CRL-1634 Hs27 Homo sapiens Fibroblasto/Piel Adherente Normal DMEM

CRL-1619 A375 Homo sapiens Epitelial/Piel Adherente Melanoma maligno DMEM

CRL-1555 A431 Homo sapiens Epitelial/Piel Adherente Carcinoma epidermoide DMEM

CRL-1582 MOLT-4 Homo sapiens Linfoblasto/Sangre Suspensién Leucemia linfoblastica aguda RPMI-1640
TIB-152 Jurkat Homo sapiens Linfoblasto/Sangre Suspension Leucemia linfoblastica aguda RPMI-1640
CRL-2026 1clc Mus musculus Epitelial/Higado Adherente Hepatoma MEMU S/ N
CRL-2218 BpRcl Mus musculus Epitelial/Higado Adherente  Hepatoma DMEM

#Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% de Suero Fetal Bdwviediaciones. DMEMMedio de Eagle Modificad

de DulbeccoM E M U :edidwlinimo Esencial alfsin nucle6sidosRPMI: Medio del Instituto Roswell Park Memorial.
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5.3.2 Disefio de iniciadores

El sistemade PCRmultiple fue disefiado en base a los siguiewtésrios i) alta
especificidad hacidodos losgenes de PSii)) temperé&uras de hibridacion de los
iniciadores cercanasi) tamafosle amplicones diferentes, capaces de ser diferenciados
facilmente por ectroforesis en gel de agarosa y iv) poca complementariedad entre

iniciadores, con el fin de evitar homodimeros y heterodimeros.

Los programas utilizados para el disefio de inicisxléweron el software libre
GENtle para la identificacion de regiones conservadas por medio de alineamientos
multiples, el PrimeBLAST del NCBI para el disefio de los iniciadores sobre las
secuencias consenso obtenidas con el GENtle y para evaluar |dicdpécde cada
juego, se utiliz6 la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la
pagina del NCBI, y para validar sus propiedades; tales como temperatura de hibridacién,
porcentaje de Guaninas/Citosinas, estructuras de horquilla, entre satraectud el
an8lisis de cada iniciador con |l a herrami

la compafiia Integrated DNA Technologies.

5.3.3 Condiciones de la PCR

Para el analisis masivo de todas las muestras, fueron combinados los ADN de
cuatroo cinco cepas y analizados en una sola reacciéon denRtRRle. Las mezclas de
ADN que amplificaron alguna banda, fueron probadas por separado para identificar la
cepa la que correspondia. Asi mismo, las muestras positivas, fueron analizadas por PCR

simdex para corroborar el tiple parasporina amplificada.

Para determinar las condiciones Optimas para la R@ORple fueron hechos
gradientes de temperaturas de hibridacién en un termocicladini® Thermal Cycler

(Applied Biosystems)ademas de gradiess de concentracion de iniciadores.
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5.3.4 Secuenciacion nucleotidica de los amplicones

La secuenciacion de los productos de PCRhegha directamente a partir de
producbs de PCR purificados con el estucioenercial(kit) Wizard® SV Gel and PCR
ClearUp System(Promega) o por clonacion en el vector pGEMasy (Promega). La
transformacion fue hecha por choque térmico con célulak.deoli IM109 calcio
competentesfiplaqueadasen agar LB/IFG/X-Gal suplementado con 1@ ml™* de
ampicilina, para la skeccion de colonias blang@ambrook y Russell, 20Q1)La
presencia del inserto en las colonias transformadas, fue comprobada por PCR y el ADN
plasmidico de las clonas con el inserto fue purificado con elWkiard® Plus SV

Minipreps DNA Purification (Pnmega).

Los plasmidos y productos de PCR purificados fueron enviados para su
secuenciacion a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de
la UNAM o a Macrogen Corp. en MarylandUJRB. Las secuencianucleotidica fueron
determinads con nuestros iniciadores patos productos de PCR y con ieiciador
universalT7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-J). Los electroferogramas recibidos
fueron analizados e interpretados son el programa GENtle y las secuencias fueron

comparadasn la base deatos del GenBank.

5.4 Activacion de las inclusiones paraesporales

Los aistales paraesporaldseron solubilizados y digeridogroteoliticanente
para su activacigrPara la solubilizacion, se partié de culgwn placa completamente
esporulads, colectads y diluidos enagua bidestilada en tubos para centrifuga de 1.5
ml. El complejo cristakspora recuperado, fue lavado dos vecesagua bidelstilada
estéril y resuspendido enuffer de Carbonatos pH 10.5 (50 mM de NaC®® mM de
DTT, 1 mM deEDTA) de acuerdo &izuki et al. (1999) a excepcion de la cepa A1470,
la cual fue solubilizada en Buffer de HCI 10 mM para una mejor efici¢@éiamuraet
al., 2006).Las muestras fuen incubadas durante 60 m@ 37°Cy posteriormente
ajustadas aH 8.0conHCI o0 NaOH 1N.
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Para la activaciérps cristales solubilizados fueron digeridos dénpgpl™ de
proteinasa K para las cepas de nuestra coleccion y la cepa de referencia A1470
(Okumuraet al, 2006).Para las cepas de referencia, se afadié la otvacen de
proteinasa K correspondiente a lo reportado como 6ptimo: 3tlfigpara la A1190
(Mizuki et al, 2000) 300 ugml™ para la A1547Kim et al, 2000)y 3 pgml™ para la
Al1462 (Yamashitaet al, 2000) Posteriormente, todas las muestsss pustron a
incubacion por 90 min a 37°C y al término la digestion fue detenida con 1mM de PMSF.
Consecutivamente, las esporas contenidas en los extractos crudos fueron eliminadas por
centrifugacién d0,000 gpor 5 min o por filtracibn en membranas Fleliéter sulfona
(PES)de 0.2em.

La concentraciéon de prdte fue estimadago el método de BradfordBradford,
1976)y ajustadas a 1 mg thl Aquellas muestras que no alcanzaron la concentracion
necesariafueron dializadas en con membranas de tamai@ato de 12,00Da y
concentradas en un concentrador CentriVap Benchtop Vacudff@ Finalmente,

todos los cristales activados fueron alicuotados y conservadf8@Ghasta su uso.

5.5Andlisis de los cristales paraesporales en geles de poliacrilaai

5.5.1 Geles de una dimensién

Los perfiles de las proteinas de los extractos crudos fueron caracterizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizanteBASESD.
Estableciendo los pesos moleculares de las proteiti@asiasolubilizadas y digeridas
(activadas) y haciendo un analisis comparativo en base a los patrones de los cristales
solubilizados y activados de las cepas de referencia. Para la visualizacion de las bandas,
los geles fuerotefiidos con azul de coomas$250 al 1%(Laemmli, 1970) Todos los
geles fueron foto documentados con un densiton@8800 (Biorad) y analizados con
el softwareQuantity One®(Biorad).
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5.5.2 Geles bidimensionales

Para el andlisis de las proteinas paraesporales en geles delidaision, los
extractos solubilizados o activados fueron purificados con &-RitClearUp (GE) a
partir de 100 €g de proteina total. Una vez purificadas, las proteinas fueron
suspendidagn 125¢ Ide bufferDeStreak Rehydration SolutiqiGE) adicicmado con
0.5% delPG BufferpH 310 (GE).La hi drataci -n activa se hi
IPG (Biorad) de 7 cm, cargadas con (28le solucién a 20°C a 50 V hasta por 16 h. El
isoelectroenfoque fue corrido a 200 V por 1h, 500 V' 1 h y 1,000 V 1 heduanda
dimension se corrié en geles de poliacrilamida al 10%, tefiidos con aznbmassie R
250 o conOiriole Fluorescent Gel Sta{Biorad). Los geles fueron foto documentados y

analizados con el softwaRD Quest 2D (Biorad).

5.6 Inmunodeteccion

La inmunodeteccion por Westeliot fue realizadacon los anticuerpos
proporcionados por el Dr. Shiro Okumura dg&gbtechnology and Food Research
Institute, Fukuoka Industrial Technology Centé&ios anticuerpospoli-clonales de
conejoanti-PS1 y antiPS4 fueron levantados contra las proteinas solubilizadas de la
cepa A119(protoxinaPS1Aa) y la PS4Aal digerida y purificadactivada.

Inicialmente lasproteinas solubilizadas y activadde los extractosueron
separadaen gelesal 10% de pliacrilamida. Consecutivamente se hizo la electro
transfeencia anembranas de nitrocelulodarante 3 h a 300 mMespués de ulavado
de 15 min en Buffer Tris Salino (TBS) con 10mM THEI, pH 8.0, 150 mM NaCllas
membranagueron bloqueadas con Tween 20 &b.2Posteriormente se les dieroimos
dos lavados de 5 min con Buffer TBBse afiadio la solucidén de anticuerpos (ATl
0 Anti-PS4) a una dilucion 2,000X en Buffer TBS. 91k h d incubacion las
membranase lavarordos veces con Buffer TB&dicionalo con Tween 20 al 0.05%
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Consecutivamente, las membrariasron incubadas por otra hora con el conjugado
Anti-IgG de conejo con fosfatasa alcalina (SigAddrich). Finalmente el resultado fue

visualizado con solucion cromogénica NBT/BCIP (Sagiidrich).

5.7 Ensayos decitotoxicidad

Las proteinas activaddseron probadas contra las lineas celulares enpldea
96 pozos, incluyendo los respectivos contra@eso se describe en la tabla. Wbdas
las placas de los ensayos fueron incubada2#d a 37 °C en incubadora con 5% de
CO..

TABLA VI

Componentes para los ensayos de citotoxicidad

Componente Control ~ Control  Tratamientc Blanco
positivo  negativo

Suspensién de 2xi@élulas mt 90 : 90 & 90 & -
Cristales activados de nuestcapas

] - - 10 ¢
(1,0060. 01¢&Yg ml
Cristales activados de las cepag 10 ] ] ]
referencia (1,000 . 0 1 €)g ml '
Medio de cultivo sin células - - - 90
Buffer de carbonatos pH 8.0 con ) 10 s ) 10

proteinasa K

30



5.7.1 Conteo directo

En el caso de las células en suspension, el conteo de las células viables fue
directo en camara de neubauer, usando el azul de tripano como colorante vital, para la
diferenciacion de las células vivas de las muertas. Para el calculo del nimero de células
fue empeada la ecuacion 1. Mientras que el porcentaje de sobrevivencia fue estimado en

base al conteo de células sin tratamiento (testigos) como el 100 %, con la ecuacion 2.

Ecuacioén 1 #1711 ONNAO

Ecuacion 2 % Swh’rvee“N c®l ul as10t0r at adas con PS
LI T

.. de
L
0. de c®l ulas sin Tratamiento

pdqple]

5.7.2 Conteo con kit de bioluminiscencia

El segundo tipo de conteo de células viables fue hecho conGaIKiiter-Glo ®
Luminescent Cell Viability Assay (Promegaue estima lacantidad de células
metabodlicamente activas, por medio de la luminiscencia emitida en proporciéon a la
cantidad de ATP de células viables. Adicionalmente, fueron incluidos pocillos con
medio de cultivo sin células (S/C) y medio de cultivo con las inclusiaestvas sin

células (S/AC/I) para estimar su luminiscencia basal.

La bioluminiscencia fue cuantificada en un lumindbme@®toMax Multi+
Detection System con el Software Instinct (PromeB&)orcentaje de sobrevivencia
fue estimado en base a lasidades relativas de luminiscencia (URL) de las células sin

tratamiento como el 100 % de sobreviveroma lasiguiente ecuacion

Ecuacion3 P 31 A OA O -6A+A EI'A STHZT) -
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5.7.3 Determinacion de la concentracion efectiva y efecto citotéxico

Para los ensayos de una sola dosis con las lineas MQlirkat y Hs27, las
concentraciones finales los cristales fueron de 10 &g 5n* para las células de
leucemia y de 10&g ml* para las células normales. Para el resto de las lineas celulares,
los cristales fueron probados a diferentes concentracid®€0.01 g mi) para la
determinacion de la Concentracion Efectiva medias{CIEEstos datos fueron obtenidos
con un andlisis logProbit (limites de confianza al 95%) con el SoftwaRSS Statistics
20.0.0 (International Business Machines Corporation, Armonk, State of New York,
USA). Por medio ddos valores de |&Esy se hizo una scala cualitativa del efecto
citotoxico (EC), en base a estudios previdizuki et al, 1999),de acuerdo a los
siguientes parametros100eg ml* ningtin efecto o muy baja citotoxicidad; (<100-10
eg ml*, poca citotoxicidad (+); <t@ eg mI* citotoxicidad moderada (++x1-0 . § ¢
mi? citotoxicidad alta (+++)< 0 . Oglml*ecitotoxicidad extremadamente alta (++++).

5.8 Determinacion del modo de accién

El posible modo de accion de los cristales paraesporales fue evaluado por un
ensayo multiple con un kit comercial para todas las cepas seleccionadas y por
microarreglos de ADN para los cristales de la cepa I1B84. En todos los experimentos
fueron incluidos cristales de las cepas de referencia para sustentar y validar los
resultados.

5.8.1 Ensayomudltiple de Viabilidad, Necrosis yApoptosis

Los ensayosnultiple de modo de accion fueron llevados a cabo con la linea
MOLT-4 usando el kidpoTox-G| o E T r i p (Premega} el <umly en un primer
paso, utiliza la actividad de proteasas intracelulaeeséulas intactas para definir la
viabilidad y la actividad de proteasas liberadas por células que han perdido la integridad

de membrana, para la determinacion de la lisis por necrosis.

32



En un paso posterior, la muerte celular por apoptosis determinad# po
activacion de Caspasas 3/7. Los testigos consistieron en células sin tratamiento, medio
sin células y medio sin células mas cada uno de los tratamientos. Como control positivo
de apoptosis se usaron los cristales de la cepa A1190 y como controtesaesrios
cristales de las cepas A1547 y A1470.

Estosensays fueron montado erplacas de 96 pozos opacas con fondo claro, con
90 el de 2X10 célulasml™ incubadas con los cristales activados a concentraciones de
100e g “*nllos tres eventos fueratuantificados a las 24 ton el GloMax Multi+
Detection System (Promegd)ara la viabilidad y citotoxicidadjue son cuantificadas
por fluorescenciafueron usados filtros déExXsoodEmsps Nm y  EXgggdEmsyg nm,
respectivamente. Mientras que para la estimacion de apoptosis fue usado el médulo de

luminiscencia.

5.8.2 Microarreglos de ADN

El modo de accion de lparasporina 4 de la cepa-8l se examind a detalle
identificando, por medio de Microarreglos @&b®N, los procesos implicados en la
respuesta celular de las células MOATEN total fueron hechos 3 chips; en donde el
primero consistio en la respuesta génica ante la actividad de los cristales de 1B84, en el
segundo se evalud la respuesta ante losalasstde la cepa A1470 y en el tercero la

comparacion de la expresion génica provocada por los dos tipos de cristales.

5.8.2.1 Condiciones de los tratamientos

El primer punto para el establecimiento de las condiciones experimentales,
consistio en una cética del efecto citotoxico de la los cristales de I1B84 para determinar
los tiempos letales (TL). A partir de estos datos, el disefio experimental se ide6 a partir

de tres placas de cultivos con células M@LTincubadas con las toxinas a urnpgL
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En la pimera placa se colocaron Unicamente 10 ml de células a una
concentracién final de 2Xf@omo la condicion basal. En la segunda, fueron colocados
9 ml de células mas 1ml de cristales activos de la cepa I1B84 (1Mgrah la tercera,
la misma cantidad deélulas mas 1lnde cristales de la cepa A1470 (1mgnlLas
placas fueron incubadas 37 °C hasta la Tk Posteriormente, las células fueron
recuperadas transfiriendo todo el contenido de las placas en tubos de 15 ml y puestas en
centrifugacion a 1000 glurante 3 min. El sobrenadante fue descartado, el paquete
celular re suspendido en 1ml de TriReagent (Molecular Research Center, Inc.) y

almacenado &0°C por hasta dos semanas.

5.8.2.2 Extraccion de ARN

El ARN total de los tres tratamientos fue extraido siguiendo el protocolo del
TriReagen{Chomczynski y Sacchi, 1993)a integridad del ARN total fue comprobada
en un gel de agarosa al 1%, mientras que la concentracion se determiné por
espectrofotometriana ODgo y la calidad fue ratificad con la relacion de las lecturas
OD2ed OD,g. Una vez purificados, los ARN’s fueron precipitados afiadiendo un décimo
del volumen decetato de sodio 3pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol frio absoluto a
70°C por toda una noche. Al dia siguiente se centrifugaron las muestras a maxima

velocidad (14,000 rpm) por 15 min y fueron selladas con parfilm.

Los tubos con el ARN precipitado y el sobrenadante se envideob@dad de
Microarreglos delnstituto de Fisiologia Celulate la UNAM en donde se realizaron los
procesos restantes de sintesis, marcaje, hibridacion de las sondas, la lectura y

cuantificacion de los chips.
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5.8.2.3 Marcaje e hibridacion

El marcaje @ las sondas o ADN complementario (ADNc) se hizo de manera
directa durante la retrotrasncripcion, con deoxinucledtidos marcados\lerasss y
Alexass7 con el kitChip Shot E I ndirect Labeling System
usados fueron microarreglos deDW con sondas para 35,764 genes (H35K). Las
sondas marcadas con fluoréforos diferentes pertenecientes a dos condiciones
experimentales, fueron combinadas en concentraciones equimolares e hibridadas en un
mismo chip de acuerdo a la figusaFinalmente loghips fueron leidos en un ScanArray
4000 (Packard Biochips) y la cuantificacién de la expresion génica se llevo a cabo con el
programaGenArise(Instituto de Fisiologia CelulddNAM) que arroja los datos de la
cuantificacion con anotadorEsNSGXXXXXX (base de datos EnsembieMBL - EBI).

5.8.2.4 Andlisis de los datos

Los transcritos con cambios en su expresiéon mayor o menor a un Zscore de 1.5,
fueron tomados en cuenta para el analisis ontologico por medio de agrupamientos
(clustering) con el (ftware DAVID 6.7 (Database folAnnotation,Visualization and
IntegratedDiscovery) (Huanget al, 2009).La identificacion de las principales rutas
implicadas en la respuesta a la PS4, fue hecha con el enriquecimiento de los genes
anotados para la ontoliagde procesos biolégicos y funciones moleculares usando las
bases de datos de la EnciclopediKda®o de Genes y Genomas (KEGG) yaProt&in
ANalysis THrough Evolutionary Re | at i o (PANTHER}, dque se encuentran
disponibles como herramientas del sa@ite DAVID (Kanehisaet al, 2014; Thomast
al., 2003).Las redes de relaciones génicas fueron hechas con el software Cytoscape 3.0

mientras que los diagramas de conjuntos con el software Venn Diagram Plotter.

35



5.8.3 Validacion de microarreglos

La validacion de los resultados obtenidos por microarreglos consistié en la
seleccion de varios genes, para la valoracion de su expresion por meBiGRde
cuantitativa PCR. El criterio de seleccion de los genes consistiGG@nmportancia
biolégica dentro de faprincipales rutas encontradas, asi como cambios importantes en
su expresior(Zscore> 6 <2.0). Paralelamente fueron seleccionados dos genes como
constitutivos para el analisis de la expresion génica, sin cambios significativos en su

expresion (Zscore 6<0.1).

5.8.3.1 Diseiio de iniciadores para gPCR

Los iniciadores fueron disefiaden base a las secuencias de los genes
seleccionados reportadas en el GenBank (NGBI el programaPrimerBLAST
(NCBI). Los criterios para el disefio fueron: especifiadi tamafos de amplicones de
50-200 pb, amplificaciérde todas las formas alternativas de splicing de los transcritos,
temperaturas de hibridacié60 °C, contenido de GC alrededor de 50%, bajo nivel de
apareamiento hacia si mismos y qar Delta G< -3.0kcal mol') y baja formacién de
horquillas (<30 °C).

5.8.3.2 Extraccidon del RNA total y sintesis de ADNc

La extraccion de los RNA’s se hizo de la misma manera descrita en seccion
5.7.5.5. La transcripcion reversa fue hecha con el kit Reverse Traiosci§ystem
(Promega) a partir de€lg de RNA total con los siguientes componentes: 5 mM KgCl
1X Buffer Reverse Trastription, 1mM de cada dNTP, 1™ de inhibidor de RNAsas
RNasin®, 15upg’ de transcriptasa reversa AMV); 0.5jajgo (dT). Las mezclas
fueron incubadas a 42°C durante 15 min, después a 95°C por 5 min y posteriormente a

5°C para la indgevacion de la enzima. Los ADNaoeron almacenados-a0°C.
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Las reacciones de PCR fueron montadas en placas de 96 Hlagiu&ycler®
480 Multiwell Plate96 (Roche) con el kiMaster Mix GoTag ® qPCRPromega), que
utiliza una sonda intercalante que emite fluorescencia a la misma longitud del SYBR
Green. Los componentes de las reacciones fueron las siguientes: 1X Master®Mix, 10
10° pg ADNc y 0.5eM de cala iniciador, las cuales fueron. Las reacciones fueron
corridas y cuantificadas en tiempo real con el termociclador Light Cycler 480 (Roche).
Las curvas de disociacion y el analisis de la expresion relativa fueron analizados con el

Light Cycler 480 Softwae version 1.5 (Roche).

Sintesis de cDNA y marcaje Hibridacién
con Alexa555 - Alexa647 de microarreglos
cDNA de células MOLT-4 —
sin tratamiento (basal) > Condicién basal

Vs

/ PS4 IB-24
cDNA de células MOLT-4 ‘ ’
tratadas con PS4 (I1B-84) \
CHIP 2:
Condicidén basal

Vs

cDNA de células MOLT-4 5‘ PS4 referencia (A1470)
tratadas con P54 (1B-84)

cDNA de células MOLT-4 ‘ ’ — 5|
tratadas con PS4 (A1470) . _

&

CHIP 3:
P54 |B-84

vs
P54 referencia (A1470)

Figura 5. Condiciones y disefio experimental de los 3 Microarreglos de ADN
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6. RESULTADOS

6.1 Seleccion de cepade B. thuringiensisproductoras de parasporinas

Para este estudio fueron consideradas un totaD8eedpas de la coleccién de
entomopatdgenos del Instituto de Biotecnologia fRNL para la deteccion de PS y
posterior caracterizaciorl.a deteccion fue hecha por PQRUltiple y por ensayos
preliminares de citotacidad con células de leucemia. Adicionalieeimcluimos la cepa
GM18, que inicialmente fuaislada de muestras de suelo de Guanajuato y nombrada
como subespecieeoleonensisNo present@ctividad biolégica contraeisespecies de
insectos(RodriguezPadillaet al, 1990), pero nueve afios despudés ifeportada como

tdxica contra células de leucemia e inocua para eritrocitos de oveja (Mizalki1999).

6.1.1 Identificacibnde genes de parasporinas

Para una deteccion rapida genesreportados par®S, inicialmente se intentd
hacer un juego de iniciadores universales para todas las secuerRi&sep@rtadas. Sin
embargo, neencontamosninguna secuencia conservada exclusiva para todas las PS,
qgue no se encontrag@mbiénen otras proteinas Crjsi que optamospor el disefiale
varios juegos de iniciadores para la amplificacion de todas lase@ftadas en el
GenBank (Agost@010.
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6.1.11 Disefio de inciadores y estandarizacion dé€CR multiple

En total fueron obtenidos segisegos de iniciadas, descritos en [@ablaVII.

Gracias a las cepas de referencia, fue posible comprobar la eficiencia y especificidad de

los cuatro iniciadores dirigas para los genes d&s psl, ps2, ps3y ps4 mismos que

fueron estandarizados al siguiente programaP@® (Fig. 6). Los concentraciones

finales ideales para cada reactivo fueron las siguientes: 1.5 mM de Buffer 5 X Green
(Promega), 0.8 mM de dNTP Mix (Promega), OQud4 de cada iniciador (12 iniciadores
en total), 1U de GoTadDN Polimerasa(Promega) y 5 ngnl de ADN gendémico

como templadoAdicionalmente, durante la estandarizacion, también fueron incluidos

juegos de iniciadores pacayl y cry2, como controles internos para las reacciones de

PCR usando elADN gendmico de la cepa HDdue amplifica paraabos genes
(resultados no mostrada®ravoet al, 1998; Ibarraet al, 2003).

1ciclo

94 °C 94 °C

5 min 1 min

1ciclo

72°C

35ciclos
72 °C
525 °C 1 min
1 min

5 min

Figura 6. Programa estandarizado para la programadas para lanBlfifle

39



TABLA VII

Iniciadores disefiados para deteccion de PS porrR@tple

Nombre

Secuencia (5'3)

nt

Tm (°C) % GC Producto (pb)

Genes que amplifican

PS1 F TACAAGCAGGGCGTCCAG

P

PS3

P

P

P35

R

F

R GTAGTAGAGAATGAAACTTCTCCACC

F

R
F
R
F
R
F
R

TCTGCTGGAATTTGCAATGCT

TGTTGGGACTGTTCAGTACG

TGGGCGAATACTGACGTCCT
GCAGTGCTTGTACCCGCTAC

GACAGAAACGTCTCGGAGTT
TACCAGTGTAACCAGGAGCA

CGGAGACAACAACAACAACAAATG
CCAGCATAACCTGGTAAAGGCG
TACAAGCGAGTTAGCATC
GATAAAGTTCAACGGTTCCAGC

18
21

20
26

20
20

20
20

24
22
20
22

57.5
56.3

54.5
54.7

58.3
58.5

59.3
59.1

65.8
66.9
53.6
54.2

61.1
42.9

50
42.3

55
60

50
50

41.7
54.5
45
45.4

737

237

1059 y 1071

172

414

647

pslAal,pslAa2,pslAa3,pslAa4,
psLlAab5,pslAa6,pslAbl,pslAb2,

pslAcl,pslAdl
pRAal,pRAa2,ps2Abl

ps3Aal,ps3Abl

psAAal

psSAal

pssAal

Abreviaciones: nt, nucleotidos; Tm, temperatura de fusion, % GC, porcentgjamiaascitocinas; pb, pares de bases.
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6.1.1.2 Detecciérpor PCR mudltiple

Una vez establecidas las cdiciones para la PCRltiple, 100 de las cepas
fueronanalizados por grupos de mezclasAdi®N de 4 o 5 cepas, con el fin de hacer la
deteccion mas rapidde estos gruposolo el ultimo con elADN de las cepas 1B82,
IB83, 1B84 e IB88, amplificdproductos de €R. El analisis depor sgarado de cada
ADN, revel6 que lascepas I1B84 e IB88 amplificaproductoslos productos de PCR

usando los iniciadores para PS4 y P@2pectivamente.

Posteriormente, un nuevo grupo de 21 cepas recién aisladas de muestras de
suelos de Nuevo Ledn, fueroncorporadas al estudio ya que varias de ellas poseian
cristales redondos o e irregulares que frecuentemente estan asociados a actividades
alternativas deB. thuringiensis como la anticancerigendlbarra, 2013) Dos de ellas
con las claves CL-Q y CL93 amplificaron productos correspondieni@dos genes de
laspsly sorprendentemente una tercera con la clave Z1L&mplificé para los genes de
ps2, ps3/ ps4 Aungue este resultado fue dificil de reprodugar que la eficiencia de las
reacciones resultd ngtbaja con eADN de esta cepa en particulaa amplificacion de
todas estas cepas se corroboré mediadeciones de PCR simplex (Fig, pero ¢
bajo rendimiento y la baja reproducibiliddd los productos de la cepa GR9también

permanecieroimcluso enestas condiciones
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Moo+ 1 2 3 4 5 6 Moo+ o+ 1 2 3 4 5 6
1,500 pb
1,000
1,500 pb - .
1,000 =
500 |
500
100
100
B M + 1 2 3 4 5 &6 E  mM + 1 2 3 4 5 6
1,500 pb
1,000 ¢
1,500 pb
1,000 e
500
‘L 500 b
R -
R
100
100
C Mo+ 12 3 4 5 6
1,500 pb
1,000
P

500

100

Figura 7. Productosie PCR déas cepas IB88, 1B84, CL9, CL9-3 y CL9-21

A, reaccion para la cepa 1B84; B, reaccién para la cepa IB88a€Cgion para la cepa
CL9-1; D, reaccion para la cepa GB9E, reaccién para keepa CL921.Carriles: M,
marcalor de 100pb+, contr ol positivo con PS1,
para la PS1;-6 reacciones simplex con iniciadores para-PS#6;-, control sin DNA.
Las flechas indican los productos de PCR con menor coacemtr
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6.1.1.3 Secuenciacion de los productos amplificados

Los amplicones de las cepas IB§#), IB88 (p2), CL9-1 (psl), CL9-3 (psl) y
CL921 (ps3) fueron clonados en el vector pGEMeasyy mandados a secuenciar.
Todos los productos secuenciados mostraron un alto porcentaje de identidadR®n las
reportadas, entre el 95 y P@0(TablaVlIl), confirmando la presencia de los genes de
PS correspondientesAunque es necesario enfatizar que solo se secuenciaron
correcamente pequefias fracciones de los genes, correspondientes a regiones
conservadas y por lo tanto no es posible determinar el nimero completo de las PS hasta
no obtener las secuensiaompletas codificantes (Fig). 8

Cabe sefalar que durante el proceaaedpa GM18 que anteriormente no habia
amplificado ningun productale PCR mostré una banda de baja intensidad al ser
probada con los iniciadores FSBS1Ry una nuevaADN polimerasa de la marca
GenScript. Aunque este producto no fue clonado, si fue mamdadcuenciar
directamente como producto de PCR con los iniciadoreb.R&lsecuencia obtenida no
mostré ninguna homologia con las PS reportadas, pero en cambio si mostré6 un alto
porcentaje de identidad (>92 %) con secuenciad\RIN de transferencia (ARN©le
varias especies bacterianas del grup@deereusjncluidas elB. thuringiensisComo
conclusion, la secuencia obtenida corresponde a un producto inespecifico, que pudo ser

detectado al cambiar los reactivos y tener menor astringencia en la reaccion

6.1.2 Seleccion de cepas con actividad ac&ncerigenain vitro

Ademas de la deteccion por PCR, se hicieron ensayos preliminares de toxicidad
con ceélulas MOL¥4 para detectar posibles cepas productoras de nuevas parasporinas,
asi como para corroborar la actividad de las ya seleccionadas. El primer paso fue la

validacién de los ensayos con testigos y controles positivos de las PS.
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TABLA VII|

BLAST de los productos secuenciadositra todas lagarasporinas

_ CL9-1 CL9-3 CL9-21 IB88 IB84
Parasporini  Acceso
I C I C I C I C I
PS1Aal AB031065 95% 97% 97% 99% - - - - - -
PS1Aa2  AY081052 91% 95% 97% 98% - - - - - -
PS1Aa3 AB250922 95% 97% 97% 99% - - - - - -
PS1Aa4  AB274826 95% 97% 97% 99% - - - - - -
PS1Aa5 AB274827 95% 97% 97% 99% - - - - - -
PS1Aa6  AB375062 93% 95% 97% 99% - - - - - -
PS1Abl  AB250923 95% 95% 97% 99% - - - - - -
PS1Ab2  AB274825 95% 95% 97% 99% - - - - - -
PS1Acl  AB276125 93% 96% 97% 98% - - - - - -
PS1Ac2  AB731600 93% 96% 97% 98% - - - - - -
PS1Ad1l  AB375062 93% 95% 97% 99% - - - - - -
PS1Ad2 KC914622 93% 95% 97% 98% - - - - - -
PS2Aal  AB099515 - - - - - - 100% 99% - -
PS2Aa2  AB454419 - - - - - - 100% 99% - -
PS2Abl  AB186914 - - - - - - 100% 89% - -
PS3Aal AB116649 - - - - 98% 98% - - - -
PS3Abl AB116651 - - - - 98% 98% - - - -
PS4Aal AB180980 - - - - - - - - 98% 99%
PS5Aal  AB555650 - - - - - - - - - -
PS5Aa2 KC960014 - - - - - - - - - -
PS6Aal AB375063 - - - - - - - - - -

C: Porcentaje de cobertura; I: Porcentaje de identidad.
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|1 | 1,000 [ 2,000 |3,

pslAal
I :.c"ci2 codficante (2,171 p)
L 1 Secuencias de las toxinas de 15 kDa (412 ph)
essss— y 56 kDa (1,282 pb)

L1
————— SecuenciaCL3-1 (200 pb)
Secuencia CL9-3 (524 pb)

ps2Aal
| Secuencia codificante (1,107 pb)
_ Secuencia de la toxina de 28 kDa (765 pb)
C— Secuencia IB88 (238 pb)
P53A01 Secuencia codificante

1 12,478 pb)
sss—— Secuencia de la toxina de 64 kDa

(1,680 ph aprox.)
— SecuenciaCL9-21

(201 phb)

psdAal
| . | Secuencia codificante (828 ph)
_ Secuencia de la Toxina 27 kDa [1,282 pb]
— SecuencialB84 (173 pb)

Figura 8. Localizacion de los fragmentos secuenciados de las cepas del estud
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6.1.2.1Validacion de los ensayos de citotoxicidad

Los testigos para la validacion de los ensayos de citotoxicidad consistieron en
células de leucemia en suspigm MOLT-4 (90 €l) expuestagondiferentes bufferg§l0
el), incluyendo el buffer de carbonatos comoteinasa Ky PMSF con el que fueron
activados los cristales paraesporales de todas las cepas. La vidodidadnitoreada
con el kit CellTiter GloPramega)a las 24 hTambién fueronncluidas células(100¢l)
sin ninguna solucién o buffer adicionatélulasadicionadagon agua estér{tlO¢l). El
resultado fue que no hubo diferencias significativas en ninguna de las condiciones,
descartando que deod componentes usados pdea activacion de los cristales

interfirieran con la viabilidad de las lineas celulatets ensayos posteriorésig. 9).

Los controles positivogsadogara todos los ensayos de citotoxicidad fueron los
cristales activadosedlas cepas de referencia A1190, A1547, A1462 y A14ACCE;
fue calculada en base al efecto de diferentes diluciones de cristales activos sobre las
células MOLF4 (Fig. 10. La actividad antleucémicade estascepasfue muy similar a
lo reportade ya que para los extractos crudake este estudio se obtuvieronsgEuy
cercanas a lo descrito enlit@ratura (Leeet al, 2000; Mizukiet al, 2000; Yamashitat
al., 2000), con excepciéon de la cepa A1547 (kinal, 2000),que en nuestros ensayos
tuvo ura CEsp mayor No obstante.es necesario tomar en cuenta que al no estar
reportados los limikede confianzaen la literatura no se puede hacer un analisis
comparativo mas preciso dstosresultads.

Por otra partela comparacion de nuestros resultados los reportados para las
PS purificadas no es tamilar (lto et al, 2004; Katayamat al.,, 2005; Okumurat al,
2005; Yamashiteet al, 2005) Este es un comportamiento esperado debido a que la
proteina total de los extractos crudos no necesarianesté constituidanicamenteor
parasporinasEn resumen, nuestros resultadosnfirman la correcta activacion y
conservacion de los cristales paraesporaggscomo la inocuidad de los componentes
para la activacion de los mismagspaldando los resatios de citotoxicidadle los

ensayos posteriores.
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Figura 10. Efecto citotoxico medio de los cepas de referencia contra MOLT

Las barras blancas indican las &lBbtenidas en este estudio con los extractos cru
las barras grises indican las §gEeportadas en la literatura para extractos; las be
negras indican las Ggreportadas en la literatura para las PS purificadas.
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6.1.2.2Ensayos de selecciéoon células de leucemia

Una vez estandarizados y validados los ensayos, fueron realizados varios ensayos
de citotoxicidactontra las liras de leucemia MOL# y Jurkat, para probar la actividad
biolégica ddos extractos crudostivos de 1Zepas que dieron resultados negativos por
PCRYy que en estudios previos mostraron baja o nula actividad §poi@optera exigua
y Trichoplusia ni(Campos 2007 Moreno, 200Y. Inicialmentefueron probados contra
MOLT-4, los extractos actbs combinados de 3 cepas (Fig)1Como tres de las cuatro
grupos de extractos mostraret60 % de viabilidad, se procedié a analizar los cristales
de cada cepa por separado tanto con M@Ldomo con Jurkat (Figl2). La mayor
actividad biologica contra lastlulas de leucemia fue registrada por la cepa IB79, que
tuvo una notable citotoxicidad incluso desde el primer ensayo en el que fue combinada
con los cristales de IB¥8 e IB63. Como resultado, esta cepa también fue seleccionada

para su caracterizaciéneypsayos de citotoxicidad posteriores.
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Figura 11. Ensayos preliminares de citotoxicidad con células M@ALT

El porcentaje de sobrevivencia fue calculado en base al conteo de células no
como el 100 %.

48



140

122.2
120 1113
106.5 —
100 100 100 100 100 100.81
100 517 96.7
T —
o
p 20 80.22
g 71.54 70.8 73.9
= . —= 63.4 B MOLT-4
v ®0S8| | 5854 58.5 57.7
O 60 O Jurkat
Q
wy 43.9
X 40
20
4.88
[} T T T T - D T T T T T T T
IB75 IB77-1 IB78-1 IB78-2 IB79 IB63 IB66 IB74-1 IB74-2 IB80-1 IB8O-2 IB83
L ]| J | ]\ J
| | | |
Grupo | Grupo 1 Grupo M1 Grupo IV

Figura 12. Ensayos de seleccion con células de leucemia MOY Durkat.

Los cristales activados fueron suministrados a una concentracién finatdenii®. El porcentaje de sobreviveia fue determinado e
base al conteo de células sin tratamiento como el 100%.
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6.2 Descripcionde lascepasseleccionadas

En total fueron selecamadas 7 cepas para este estuldiscepasiB-84, 1B-88,
CL9-1, CL93 y CL921 quepor PCRmultiple amplificarongenesparapsl, ps2, ps§
ps4 la cepa IB79 que mostré fuerte actividad deticémica en los ensayos preliminares
de citotoxicidad, y la cepa GM18, que en la literatura ha sido reportada con actividad
anticancerigena y sin actividad inseda (Mizuki et al, 1999; RodriguePadilla et
al., 1990).

En la tablaIX se resumen las principales caracteristicas de las cepas
seleccionadas para este estudio. Estgggesentan un grupo heteéogo, ya que
muestrardiferencias tanto en el tipo de P&egproducen, la morfologia de sus cristales,
espectro citotoxico y sensibilidad a antibiotichs. este Ultimo aspecto, destacé la cepa
IB88 que fue la Unica en mostrar sensibilidad hacia ampicilina, una caracteristica poco
usual entre las gram positivasn especiadel géneroBacillus (Luna et al, 2007).
También fue la Unica de nuestras cepas seleccionadas en sintetizar cristales
bipiramidales caracteristica queera detallademas a fondpjunto a otras importantesn

las siguientes secciones.

6.3 Caracterizacion de los cristales paraesporales de las cepas seleccionadas

La produccién de cristales paraesporales fue constantemente monitoreada en los
cultivos de las cepas seleccionadas y la mayoria mostré caracteristicas muy particulares.
Para su carderizacion morfolégica se usaron microscopia optica y electrénica; para el
analisis de sus proteinas se hicieron geles de poliacrilamida en una y dos dimensiones;
la actividad antcancerigena fue puesta a prueba mediante ensayos de citotoxicidad
contra células normales y de cancer, mientras que el posible modo de accion fue

analizado con ensayos multiple de viabilidad, necrosis y apoptosis.
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TABLA IX

Descripciénde las cepas productoras gegsporinasle este estudio

Clavede Localidad de Parasporinas Morfologiadel Resistencia a antibioticos

la cepa aislamiento identificadas Cristal Am Cf Fep CTX CazCxm Dc P Cro C TE VA
A1190" Hiroshima, Japon PS1Aal Esférico R R R R R R R I S S S
A1547" Fukuoka, Japén PS2Aal Esférico R R R R R R R R I I S S
A1462" Tokio, Jap6n PS3Aal, PS3AL Bipiramidal R R R R R R R R | S | I
A1470° Tokio, Japén PS4Aal, PS2A: Irregular R R R R R R R R I S I S
IB-84  San Luis Potosi PS4 Irregular R R R R R R R R I S S |
IB-88  San Luis Potosi PS2 Bipiramidal S R R R R R R R I S s S
IB-79  San Luis Potosi PS1/PS4 Irregular R R R R R R R R R S I S
GM18 Guanajuato Nd Irregular R R R R R R R R R S I I
CL9-1 Nuevo Lebn PS1 Esférico Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
CL9-3 Nuevo Leon PS1 Esférico Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
CL9-21 Nuevo Leobn PS2, PS3, PS:  Irregular R R R R R R R R R I S |

* Cepas de referencia. Abreviaciones: Nd, no determifdd@sistente; S, sensible; I, intermedim), ampicilina; Cf, cefalotina; Fep, cefepin
Ctx, cefotoxamina; Caz, ceftazidima; Cro, ceftriaxona; Cxm, cefuroxima; Dc, didloaad®, penicilina; C, cloramfenicollE, Tetraciclina;

VA, vancomicina.
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6.3.1Morfologia de los cristales

Los cultivos de las cepas fueragonstantementenonitoreados al microscopio
Opticoy posteriormente tambiéiueronvistas en microscopia electronica de barrigo
excepcion de la cepa CiZ. La Unica cepa en mostrar cristales con la morfologia
bipiramidal tipica fue la IB88, cuyosistalessonde un tamafio aproximado de 1.2 x 0.5
em (Fig. 13). Los cristales de la cepa IB84 y GR2 fueron los mas dificilege
caracterizar debido al tamafio y baja proporcién con respecto a la cantidad de esporas.
Para ambas, los cristales vistos al microscopio Optico tuvieron formas irregulares muy
pequefias, flmientemente se encuentran adheridos a uno de los polos de la espora. En el
caso dda cepa IB84, la microscopia electronica revelo cristales irregulares ligeramente
alargadosigualmente, localizados hacia un polo de la espora. Aunque esta cepa codifica
para la PS4, sus cristales fueron muy diferentes a los de la cepa de referencia A1470,
que en la literatura también estan reportados como irregiflaze®t al, 2000),y en

nuestras imagenes fueron vistos con configuraciones ligeramente trianfigreg).

Por otra parte, los cristales de las cepas IB79 y GM18 fueron los mas peculiares.
Mientras que lamicroscopio Optico, logristalesde la IB79 mostraban morfologias
esféicas ylos de la GM18omo de gotas de agua de tamafio meumo microscopia
electronicade barrido, los cristales de amstvavelaronformas céncavas irregular@sig.

15). En el caso de la IB79, lasistalestuvieron laapariencia de glébulosen la GM18,

una morfologia cercana a la piramidal. Cabe sefialar que para esta cejsiales tan

sido reportados como triangulares, vistos por microscopia electronica de transmision
(RodriguezPadillaet al, 1990),peroen este estudipudimos observar unestructura
tridimensional piramidal céncava o irregulaEn el caso déas cepasCL9-1y CL9-3

hubo mucha similitud con la cepa A1190 de referencia que también produce la PS1. Las
tres cepas mostraron bacilos de formas polimérficas durante su crecimiento,
especialmente en la fase de esporulacion. Igualmente, los cristales produciesspo
cepas fueron de forma esféricke tamafo grandgsimilar al de la esporafon poca
afinidad hacia el colorante (cristal violetaggneralmentedheridos hacia uno de los

polos de las esporéBig. 16.
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Figura 13. Microscopia electrénica de las esporas y cristales la cepa 1B88.

A, aumento de 2,2000 x; B, aumento de 12,000 x; E, esporas; C, cristales. Las
blancas en la esquina inferior derecha indican la longitud de 10 (&)m1 ( B)
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Figura 14. Microscopia electronica de las esporas Yy cristales las cepas A1470 e

A, cepa Al1479 (6,000X); B, cepa 1B84 (3,500X); E, esporas; C, cristales. Las t
blancas en la esquina inferior derecha indican la longitud de 2 (&hy(B).
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Figura 15. Microscopia electronica de las esporas Y cristaleslaas IB79 y GM18.

A, cepa IB79 (9,000X); B, cepa GM18 (11,000X); E, esporas; C, cristales. Las |
blancas en la esquina inferior derecha indican la longitud de 2 (&)ry(B).
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Figura 16. Microscopia electrénica das esporas y cristales las cepas QLHCL9S-3.

A, cepa CL91 (10,000X); B, cepa CL8 (10,000X); E, esporas; C, cristales. Las bar
blancas en la esquina inferior derecha indican la longituccde 1
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6.3.2 Perfilesproteicos

El analisis de los perfiles proteicos de los cristales paraesporales fue bevado
las siguientes finalidades: Ijonitorear la correcta activaciode los cristales, para
garantizar su actividad en l@nsayos de citotoxicidad®) la caracterizacién de los
perfiles de las proteinas mayoritarias solubilizadas y activadas, para siafi@imanos

moleculares y puntos isoeléctriop8) analisis comparativo con las PS de referencia

6.3.2.1. SDSPAGE

La validacion de nuestro procesoatgivacion, fue reiterada mediante el analisis
los perfiles proteicos de los cristales solubilizados y digeridos de nuestro estudio y lo
reportado en la literatur@Kim et al, 2000; Leeet al, 2000; Mizukiet al, 2000;
Yamashitaet al, 2000).Basicamate fueron observados los mismos patrones y pesos
moleculares, aunque con una mayor cantidad de bandas minoritarias, ya que se trabajé
con los extractos crudos y no con las PS purificadas. En la figura 17 se resaltan los

fragmentos toxicos de las toxinastivas y sus respectivos pesos moleculares.

A excepcion de las cepas Cl9y CL93, todas las demas cepas presentan
patrones unicos, sobre todo en forma nativa y solubilizada. No obstante, el analisis
comparativo de los perfiles de proteinas activadagla la presencia de bandas muy
similares de entre los 26 y 29 kDa para las 5 de las 7 cepas seleccionadas. La cepa 1B84
expuso proteinas de tamafios cercanos a los esperados para la protoxina y PS4 activa; sin
embargo, no se iguald a la cepa A1470, yaagie cepa ademas de la PS4Aal, también
sintetiza PS2Aa2. Extrafiamente las proteinas solubilizadas de la cepa IB88, con
tamafnos >50 kDa, fueron totalmente diferentes a los de la cepa A1547, aunque tras ser
digerida si presentd una banda cercana a la P82 aon ca. 27 kDa. Las proteinas
nativas, solubilizadas y digeridas de CLY CL9-3 fueron practicamente idénticas en

pesos y densidades a los exhibidos por la cepa A1190 de referenci®)Fig. 1
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Interesantemente, a pesar de que la cepaXlldio pogdivo por PCR a genes de
P2, ps3Yy pst, los perfiles de sus proteinas no correspondieron a la produccion de todas
estas PS. En estado nativo y solubilizado resalté una banda de ca. 42.5 kDa, mientras
que digerida revelé una banda mayoritaria de ca. 29 IkBa@uales unicamente pudieran
relacionarse con PS2. Este patron sugiere que 1a22Clsdlo sintetiza un solo tipo de PS
y posiblemente los demas genes PS que codifica se encuentran inactivos.

En cuanto a las cepas IB79 y GM18, cuyos tipos de PS nadwmastablecidos,
presentaron patrones de proteinas nativas y solubilizadas que no se pudieron relacionar a
ninguna de las PS reportadas. Por otra parte, los perfiles de ambas en estado activo
tuvieron una banda principal de ca. 26 kDa, que pudiera cosepi@ato con PS2 como
PS4. Aunque en la cepa IB79, esta banda estuvo acompafiada de otras de mayor y menor
peso con intensidades cercanas. En la figura 18 se resalta la banda de ca. 22.4 kDa, cuya
densidad y peso molecular también pudiera estar relacianaldan tipo de PS.

Por altimo, cabe mencionar las diferencias en rendimientos de proteina total
obtenidas al final de la activacion de nuestras cepas y las de referencia. Como
recomendacion del Dr. Eiichi Mizuki, la activacion se hizo a partir de osltiv
esporulados en medio solido, crecidos en cajas Petri de 100 x 15 mm. En donde las
cepas con mayor rendimiento fueron las A1190, A1547, A1462, IB88,1GLEL9-3,
con las que fue posible alcanzar concentraciones de hasta 1 mg, a partir del cultivo
espoulado de una sola caja Petri. En segundo plano fueron agrupadas las cepas A1470,
IB79 y GM18, que mostraron rendimientos de 1 mg de proteina total a partir de 3 cajas
Petri. Mientras que en ultimo lugar quedaron las cepas 1B84 y2C| %onde se
requirieon hasta 10 cajas para lograr la concentracibn de 1 mg, por lo que
invariablemente tuvieron que ser concentradas y dializadas lograr las concentraciones
requeridas para los experimentos posteriotglsrendimiento observado para todas las
cepas, incluidasas de referencia estuvo estrechamente relacionado al tamafo de los
cristales paraesporales, ya que las cepas de menor rendimiento también fueron las
productoras de los cristales mas pequefios, mientras que las que tuvieron los cristales

mas grandes fueraon las que se recupero la mayor cantidad de proteina final.
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Figura 17. Perfiles proteicos de los cristales de las ceea®ferencia
M: marcador de peso molecular (228 kDa); N: proteinas nativas; S: proteir

solubilizadas; D: proteinas activadas. Las flechas grises sefialan las protoxing
negras los fragmentos téxicos.
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Figura 18. Perfiles proteicosle los cristales de las cepas IB84, 1B88, IB79 y GM1
M: marcador de peso molecular (226 kDa); N: proteinas nativas; S: proteir

solubilizadas; D: proteinas activadas. Las flechas grises sefialan las posibles pre
y las negras los posibles fragmes toxicos.
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Figura 19. Perfiles proteicos de los cristales de las cepas A11901CC293 y CL9-21.

M: marcador de peso molecular (228 kDa); N: proteinas nativas; S: proteir
solubilizadas; D: proteinas activadas. Las flechas grises sefialan las posibles protc
las negras los posibles fragmentos téxicos.
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6.3.2.2 Bectroforesisen doble dimensiéon

Los gelesbidimensionales se corrieron para los cristales solubilizaddasde
cepasiB88, IB84, GM18 e IB79y para losactivadode 1B88, 1B84, GM18 ya A1470
como referenciaEn esta Ultimaaunquefueron observadasumerosas pretras de
diversos pesog puntos isoelécitos (pl), la resolucion fue optima ya quiee posible
localizar y diferenciatas dos toxinasPS2Aa2de pl 5.9(27kDa) y PS4Aale pl 6.1
(26 kDa) asi como la proteinasadé pl 8.9 y 28.9 kD&-ig. 20 A).

Lavisual i zaci - n y c (puntoeomanclihs delprotginag) papao t s 0
las proteinas de las cepdy9, IB88 e IB84fue menoren comparacion a la cepa de
referencia Paralos cristales solubilizados de t@pa IB88, hubain spot mayoritario
entre los 50 y5kDa con urpl estimado de 5.2 y otro mas pequeficae23kDapl 4.9
(Fig. 21A). En este gel no es claomal corresponde & protoxina, ya que ninguno de
ellos se acerca al peso o pl estimado para lassBlBBilizadh, que se estima alrededor
de un pH 5.9No obstante, para en las proteinas digeridas se detectd un pequefio spot
con caracteristicas mas cercanas a las PS2, de 28 kDa y pl 7.3 @jgYZ2al igual que
en el primer gel de I1B8&s dificil establecer elpst de la pretoxina enlos cristales
solubilizados de la cepa IB®uyos spots principalese posicionaron a pH acidbig.

20 B), ya que todos los precursores de PS conocidasakziarian alrededor del pH 6

Por otra parte, los perfiles de losstales de I1B84 si tuvierospots con los
atributossimilares a logle la PS4, tanto en su forma solubilizada como en su forma
activa (Fig. 22). Cabe sefialar que en las proteinas solubilizadas se apreciaron varios
spots consecutivasonlos mismos pesos maelares pero distintgd (Fig.22A).

En donde, deacuerdo a la literaturda protoxina corresponderia al spdd pH 5.9 Sin
embargo no se descartids demas spots conparala posible pretoxina, debido a que

a lo largo de la caracterizacion s cristales de 1B84, hemos encontrado diferencias
importantes con la cepa de referencia y la evidencia experimental apunta hacia la

presencia de una PS4 distinta a la reportada.
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En cuanto a | os geles de | a cepaosGM18,
de ellos con caracteristicas potencigasaPS. En las proteinas solubilizada&ssefialan
dos spotsviables para ser m-toxinas (Fig. 23 A) aunque no se encuentran bien
definidas debido altraslape de la mayoria de los spetsesta parte del gdPara este
caso en particular, el perfil proteico pudiera ser mejorado en al cargar con una menor
concentracion de proteina para el isoelectroenfoque, y ademas se sugiere también el uso
de tiras con diferente rango de pH, por ejentj@d a 7, para la mejor separacion de los
Aspot so de |Fmnaneate erel get dends pratinas activas de GM18,
también vimos el traslape de varios de los spots, sobre todo Huraala entre los 25 y
30 kDa, aunque en este caso no ses&jaria el uso de tiras con diferente rango de pH
por el rango mas amplio de pl de los spétsn asi, detectamos vari@pots conun

perfil factible paraonsiderarse como la forma téxica de una PS (Bi@)2
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Figura 20. Geles de 2D para lasistales de las cepas A1470 e IB79.

A, proteinas activadas de A1470; B, proteinas solubilizadas de IB79, M, marca
peso molecular. Las flechas negras indican las posibles PS y la blanca la proteine
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Figura 21. Geles de 2D para los cristatdsla cepa IB88

A, proteinas solubilizadas; B, proteinas activadas; M, marcador de peso molecul
flechas negras indican las posibles PS y la blanca la proteinasa K.
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Figura 22. Geles de 2D para los cristales de la cepa 1B84.

A, proteinas solubilizadas; B, proteinas activadas; M, marcador de peso molecul
flechas negras indican las posibles PS v la blanca la proteinasa K.
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Figura 23. Geles de 2D para los cristales de la cepa GM18.

A, proteinassolubilizadas; B, proteinas activadas; M, marcador de peso molecula

flechas negras indican las posibles PS y la blanca la proteinasa K.
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6.4Inmunodeteccidn de parasporinal y parasporina4

La inmunodetecdn con los anticuerpos aRiS1fue positiva para los cristales
solubilizadosy digeridosde las cepas Al19@ontrol positivo) CL9-1 y CL9-3, con una
clara sefatle las proteinasonca. 80kDaen las muestras solubilizadasleca.56 kDa
en las digeridagFig. 2425). Las tres cepas fueron pogas por PCR y este resultado
confirma que si expresan la P¥k importante mencionar que los anticuerpos RSt
fueron levantados sobre las proteinas solubilizadas de la cepa,A1{60 lo tanto
reconocen mas de una sola bamamo se demuestra emestras cepas y el control
positivo.

Ademas de las tres cepas anteriogd;arril con lasproteinas de los cristales
digeridosde la cepa IB79, también tuuma sefial positivdEn esta muestra destaca que
la bandadetectada con los anticuerpos @M1 es muy diferente a la PS1 de referencia,
ya quetiene un peso molecular mucho menor, de26akDa en comparacion albanda
de56 kDa de la PS1AaDtro punto a considerar, es quefue posible la amplificacion
deninguna PS por medio PCR, con el ADN de la cepa IB318.embargo, la principal
diferencia es que ademas de sefial para PS1, también dio una clara sefial positiva para la
PS4 (Fig. 25, 27).En ambos casos, la deteccién se hizo en una banda cercana a los
25kDa, aunque no es posible determinar si se trata de la misma proteina o corresponde a
proteinas distintas con pesos moleculares muy cercanos. En dado caso, seria necesario
hacer el Westen blot a partir de un gel bidimensional para determinar la o &egwot

positivas para cada sefial.

Continuando con la deteccion de PS4, ademas de la muestra digerida de IB79
soloobtuvimos sefial econtrol positivo, el cual consistié en los cristales solubilizados y
digeridos de la cepa A147Bn esbsexperiments, llama la atencion que las cepas I1B84
y CL9-21, que fueron positivas por PCR para la PS4, no dieron sefial en el Western blot.
Esto pudiera ser producto de la sintesis de un tipo diferenfeStlecon variantes
importantes a la secuencraportada, lo que dar pie a la presencia de epitopes

diferentes a los que son reconocidos por los anticuerpos usados.
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Con esteexperimento se confirm@or una parte la presencia de PS1 en las cepas
CL9-1 y CL93, y por otrala presencia dproteinas paraesporalegedentes a 1&#S1 y
PS4 de referencia para el resto de nuestras cepas. Especificaheas® de la cepa
IB79 fue muy peculiar, ya quen su forma activandico epitopes similares a las PS1 y
PS4, por lo que sintetiza una PS completamente diferentes aref@ortadas y
posiblementgudiera clasificarse dentro de umewo grupo o familia.
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A Controles Proteinas solubilizadas Controles Proteinas solubilizadas

kDa M PS1 PS4 A1190 A1547 A1547 A1470 B84 1B88 IB79 GM18 CL9-1 CL9-3 CL9-21 KDa PST PS4 A1190A1547 A1547 A1470 |BB4 B33 IB79 GM18 CLS-1 CL&-3 CLO-21
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Figura 24. Inmunodeteccién de PS1 para los cristales solubilizados de todas las cepas.

A, gel de poliacrilamida tefiido con azul deomassie; B, membrana de nitrocelulosa incubada co#&fti M, marcador de pes
molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1Aal y PS4Aal activadas y purificadas, proporcionadas por Qidjm
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A Controles Proteinas Digeridas B Controles Proteinas Digeridas

M PS1 PS4 A1190 A1547 A1547 A1470 IB84 IB88 IB79 GM18 CL9-1 CLS-3 CL9-21 M PS1 PS4 A1190 A1547 A1547 A1470 1B84 1B88 IB79 GM18 CL9-1 CL9-3 CL9-21
kDa . kDa
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Figura 25. Inmunodeteccién de PS1 para los cristales activados de todas las cepas.

A, gel de poliacrilamida tefiido con azul de coomassie; B, membrana de nitrocelulosa incubadaR®#h; aviimarcador de pes

molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1 y PS4 activadas y purificadas, proporcionadas por Okumiuua
fecha indica la banda mas tenue.

71



A Controles Proteinas solubilizadas B Controles Proteinas solubilizadas

kDa M PS1 PS4 A1190 A1547 A1547 A1470 I1B84 1B88 IB79 GM18 CL9-1 CL9-3 CL9-21 kDa M PS1 PS4 A1190 A1547 A1547 A1470 1B84 1B88 IB79 GM18 CL9-1 CL9-3 CL9-21
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Figura 26. Inmunodeteccion de PS4 para los cristales solubilizados de todas las cepas.

A, gel de poliacrilamida tefiido con azul de coomassie; B, membrana de nitrocelulosa incubadaR®4; davtimarcadode peso
molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1 y PS4 activadas y purificadas, proporcionadas por Okumiuua
fecha indica la banda mas tenue.
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A Controles

Proteinas Digeridas B Controles Proteinas Digeridas
kDa M PS1 PS4 A1190 A1547 A1547 A1470 |B84 IB88 IB79 GM18 CL9-1 ClﬁiiLg-ﬁ KDa PS1 PS4 A1190 A1547 A1547 A1470 I1B84 |B88 IB79 GM18 CL9-1 CL9-3 CLS-21
250 < 250
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Figura 27. Inmunodeteccién de PS4 para ¢oistales activados de todas las cepas.

A, gel de poliacrilamida tefiido con azul de coomassie; B, membrana de nitrocelulosa incubadaR®4; avtimarcador de pes
molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1 y PS4 activadas y purificagas;ionadas por Okumura (2014). |
fecha indica las bandas mas tenues.
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6.5Actividad anticancerigena de los cristales paraesporales

La actividad biolégica fue puesta a prueba mediante ensayos de citotoxicidad
contrados lineas celulares de cancer maycuatro Ineas deancethumanoy una linea
normal de piel, también deimano. Ya quel eultivo de las célulagurkat de leucemia y
las normalesno pudo ser establecido por mucho tiempo, no pudieron ser probados los
cristales de las cepas CGl19 CL9-3 y CL9-21, debido aque fueron incorporadasn
etapas avanzadas del estu®m embargopara el resto de las lineas celulares si fue
posible ladeterminacién de la concentracion efectiva mé@kso) de todos los cristales
de las cepas seleccionadas.

6.5.1 Ensayos con células normales de piel

Los primeros ensayosde citotoxicidad consistieron enla actividad anti
cancerigena especifick los cristales de las cepas seleccionddas extractosctivos
delas cepas IB84, IB88, IB79 y GM198eron probadogn ensays de una sola dosis
contralas lineas A375, Jurkat y HsZon el kit CellTiter Glo (Promega).as células
leucemiay melanomamalignofueron susceptibles en mayor o menor mediata todos
los extractosincluidos los de las cepas de referenei@entras que las células normales
de piel tuvieron unefecto mucho menor Dada la alta concentracién de proteinas
paraesporales con la que fueron probadas las células nqrehafscto citotoxico (EC)
es consideradeomo muy bajo o nul@ante todos nuesis extractosEn cuanto alas
cepas de referencial ECde los cristales de 141470 fue significativamente mas alto,

aunguepuedesea considerdo comopoco toxico (Fig28).
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Figura 28. Ensayos dena sola Dosis en tres lineas celulares.

Las lineas Jurkat y A375 fueron expuestaseg Bl y la HS27 a 10@g mI' de cada extractd! porcentaje de sobrevivencia ft
estimado en base a la luminiscencia de células sin tratamiento como el 100&#6r Ekacto de sobrevivencia es dado en la p
superior de las barras.
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6.5.2 Ensayos contra las lineas de cancer humano y murino

Los valores de€CEsp obtenidoscontra las siete lineas celulasesresumae en la
tabla Xy suinterpretaadn, planteada comefecto citotoxico (EC)es esquematizada en

la figura 29 en base la simbologia propuesta por Mizukol (1999)

El analisis vsto del punto de vista de susceptibilidadkmostré quéas células
normales fueron las menagasceptiblesa todoslos extractos mientras queas células
cancerosas tuvieron diversos grados de susceptibilidad. La linesust&éptibldue la
de hepatoma murino BpRcduetuvo demoderad a extremasensibilidad; sguidadela
linea A375con sensibilidadle moderada a althacia los diferentes tratamient&n otro
plano,las lineas MOL¥4 y 1clc7tuvieron los efectosmas contrastanteya que por
una parte, tuvieron alta sensibilidad hacia los cristalessa®pes IB79 y CL9-21, pero

por otrg fueron poco sensibdeonta IB88 y CLI1, respectivamente.

En cuanto da perspectivalel EC delos cristalegparaesporalesas cepagon un
promedio de citotoxicidad mas afaeron la CL921 e IB84, con EC de moderad@a
extremadamente akoMientras que las de menor citotoxiad mediafueron las CL91
y CL9-3, que presentaron EC moderados o bdjuduso el efecto de la cefal9-1
contralclc7, tuvo el limite confianza mas alto, pudiéndose considerar como no téxica
hacia esta linea celuldra cepalB88 por su partemostrd el espectro mas contrastante
de todos. Mientras qus CEsg hacia la lineaMOLT-4 fue de 66.22g mlt, considerado
como poco toxico, contda BpRcl fue extremadamente toxica con ung,Gh.001eg
ml™. Finalmente, las cepas IB79 y GMi@mbiénmostraron un rango amplio en sus
espectrs de citotoxicidagd desde bajo con las lineas 1clc7 y A431 hasi#to y
extremadamente altmntra lineas como A375BpRcl(Fig. 29).
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Figura 29. Efecto citotoxico de las cepasleccionadas ante cinco lineas de cancer.

La altura de las barras indica la 4g8e los cristales, mientras que las barras de error indican los limites de confianza al 95%. |
del efecto de citotéxico (EC) es dado por los simbolos en el lado derecho
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TABLA X

CEsy de los cristales paraesporales de las cepas selecciaoatiaslas siete lineas celulares

Cepas Hs27 Jurkat MOLT -4 A375 A431 1clc7 BpRcl

IB84 >100 <5 6.058 (1.0912.72) 0.439 (0.30.64) 8.282 (6.8%.69) 1.133(0.1811.04) 0.068 (0.055.083)
IB88 >100 <5 66.279 (47.91.7) 1.467 (0.263.94) 9.664 (6.7212.87) 3.416 (1.1139.36) <0.001
IB79 >100 <5  0.367(0.240.49) 0.337 (0.190.55) 5.991 (1.0312.83) 20.720 (19.521.8)  0.548 (0.360.919)
GM18 >100 <5  1.309 (8.7€0.21) 0.211 (0.151.46) 10.927 (8.8413.93) 12.30 (3.4633.82) 0.084 (0.0490.141)
cLor NP ND 7026 (3.6534.4) 2.456 (0.776.68)  1.253 (0.134.19) 39.823 (7.3477.9) 3.621 (0.62212.49)
cLo3 ND  ND 1537(0.861.72) 1.159 (0.223.49)  1.155 (0.4582.26) 24.017 (7.6@25.1)  1.203 (0.2063.66)
cLo21 NP ND 1 055(0.007%4.7) 0.436(0.08..02) 2.958 (2.063.95) 0.527 (0.13L.702)  0.844 (0.362L.65)

dConcentraci

. n e f klostintewalos decahiianza & 95% £gan dathdse paréntesis. ND: No determinado
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6.6 Modo de accionde los cristalegparaesporales

Para tener un acercamiento al modo de accion de los cridealasestras cepas
se hicieron ensayomsultiples en placas de 96 pozos con células MGLTLos tes
parametros medidos fueron) iiabilidad dada por la actividad de proteasas
intracelulares @ células intactadj) necrosis, estimadpor la actividad de proteasas
liberadas por célulasonmembrana pkematicadafiaday iii) apoptosisconsiderada por
la activacionde Caspasas 7. Adicionalmente, se hizo un estudio mas profundo del
mecanismo de accion de la P$#oducida por la cepa IB84por medio de tres
microarreglos déADN. En donde se compard &presion génica de células MOUT

tras ser expuestadas cristalesle I1B84 yalos cristalesle A1470 como referencia.

6.6.1 Ensayomultiple de modo de accién pardodas las cepas

El mecanismo de muerte celular producido por los cristales de rauespas fue
evaluado con el kilnpoTox-G| o E  Tr i p(Premregajgsieseam yn mismo ensayo
determina lacantidad de células viablgsque han perdido la integridad de membrana
por medio de fluorescenc{®RF), y cantidad de células que han entrado en apoptosis
por luminiscencigURL).

6.6.1.1 Viabilidad

Como se esperaba, dantidad de células viables disminuyd con la aplicacién de
los cristales de todas las cepas, a excepcion de 1a3QJLE supero la sefakdas
células sin tratamient-ig. 30 A). Este parametro solo fue considerado para corroborar
el efecto de los cristales, asi como garantizar los valores de necrosis y apoptosis que son

lo que verdaderamente nos dan un indicio del mecanismo de accion.
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Curiosamente solo en este punto, las cepas-LLP CL93 mostraron
diferencias, ya que a lo largo de la caracterizacion de sus cristales, todos los resultados
obtenidos apuntaron a que no existen diferencias significativas entre una y otra y
probablemente s@ dos clonas de una misma cepa. Es importante sefalar, que la
desviacibrmostrada en los cristales de la GB9fue muy alta y este resultado debe ser
tomado corcautela.

6.6.1.2 Necrosis

La sefal decélulas con pérdida de integridadeda membrana plasética tuvo
diferentes intensidades en cada uno de los tratamientos. Por meldiopdesba de
Tukey fue posible agrupar en trggupos o categoriasl efecto de los cristales

dependiendo del nivel de significancia con respecto al cqfigpI30B).

Las cepas GM18 y CL-9, pertenecientes al primer grupo,(ajuvieron una
relacion de células necrosadas equivalente a las encontradas sin ningun tratgrorento,
lo que se considera que no dafian significativamente la integridad de mer&brama.
segundogrupg encontramos los cristales de las cepas-Z1L.® IB79 con un efecto
considerable en la cantidad de células necrosadas que fue significativamente mas alta
gue el control. Pertenecientes aasstlos categoriase encuentran los cristalds las
cepasde referenciague tuvieron un incremento moderado de células lisaddss
cristales de la cep&L9-3, cuyos imites de confianza no dieron posible una

diferenciacioén clara entre un tratamiento u otro.

Finalmente, en el tercer nivel (sg agruparon los cristales con el efecto mas
drastico en el aumento de células dafiadas a nivel de membrana. En este, fueron
agrupadas las cepas I1B84 e IB§8e a pesar de no tener un impacto tan marcado en la
disminucién de viabilidad, si impactaron sfigativamente la integridad de las células

MOLT-4 a un nivel incluso mayor que las cepas de referencia.
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6.6.1.3 Apoptosis

Como ultimo punto evaluado fua activad de las Caspasa ,3¢émomarcador
directo de la induccién de una muerte celular prograntad&ste casel efecto ddos
tratamientoscon los cristales de todas las cepas, dio lugar a la diferenciacion de cinco
grupos en donde el control de células sin tratamiento tuvo una sefial mas alta de lo
esperada por lo que fue agrupado en dos derlgsog intermediogFig. 30 C). Los
tratamientos que manifestaron niveles evidentes de activacion de caspasas, fueron el a, d
y e. En el primero (a), claramente se encontraron los cristales de las cepas Al547,
A1470 y CL921, que no tuvieron sefales considdes de las Caspasas.3fentras
gue en etuarto yultimo (d, e) se localizaron ls tratamientscon los cristalede A1190
y GM18, respectivamentegue fueon los queindujeron una mayor cantidad de células
al proceso de apoptosis. Dentro de los gsuptermedios, fueron agrupados el resto de

los cristales, cuyas sefales fueron iguales o menores a los de las células sin tratamiento.

6.6.1.4 Analisis global del ensaymultiple

El andlisis de los tres pardmetros medidos nos da una caracterizadistecos
para el mecanismo de muerte celular inducida por la mayoria de los cristales.
HB8 y CL921 sobre

Claramente, el dafio provocado por los cristales de las cepad
MOLT-4, fue a nivel de membrana, provocando una muerte celular por necrosis.
Igudmente @ra los cristales de la cepa IBT@mbién se presume el mismo mecanismo

de accion aunque con un efecto menos marcado que etodasepasanteriores.
Contrariamente para la cepa GM18, el mecanismo de accidn propuesto para sus cristales
esla apopbsis. Mientras que para las cepas ALY CL9-3, no hubo una tendeia clara

en el modo de accion; aungdada su extraordinaria similitud con la cepa AllI90 de
referencia, se puedeesumirque tambiénnducen unanuerte celulaprogramadaPor

altimo, es importante recalcar que este es un primer acercamiento al modo de accion y
paratener un dictamen definitiv@s necesario hacer mas estudios confirmatorios, sobre

todo en las cepas cuyos cristales no tuvieron sefales bien definidas.
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Figura 30. Modo de accién de los cristales paraesporales.

A, viabilidad; B, necrosis; C, apoptosis; URF, unidades relativas de fluoresc:
URL, unidades relativas de luminiscencia. Las letras minusculas arriba de las
(a-d), indican los gruposstablecidos por un analisis de varianza seguido de una t
Tukey, con un nivel de confianza del 95%.
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6.6.2 Modo de accioén de los cristales de IB&bbre la linea MOLT-4

Para los cristales de la cepa IB84 que contiene la PS4, se decidi6 hacer una
analisis mas extensivo de su mecanismo de accioén por medio de microarreglos, debido a
que fue una de las primeras en ser seleccionadas y mostr6 un importante efecto
citotoxico solbe varias de las lineas de cancer evaluadadaEmimer etapa fueron
hechas cinética por conteo directo de célulpara la estimacion del tiempo letal medio
(TL) y un monitoreo del efecto citotoxioamn el kit deApoTox-Gl o E Tr i pl ex A
(Promega). Psteriormente, fueron realizados tres chips de microarreglé®de para
evaluar la expresion de las células MGLTbajo el tratamiento con los cristales
paraesporales de la cepa IB84. Finalmente con el analisis de todos estos los resultados,

se desarrofil un modelo integral del mecanismo de accion de la PS4.

6.6.2.1 Cinéticas de citotoxicidad

El TLsode los cristales de la cepa IB84 sobre la linea M@lftlie alrededor de
las6 h. En la figura31l se muestra la gréafica con los resultados de las cinéticas. Sobre
este resultado se decidifue el tiempo de exposicion de la PS4 para la extraccion de
ARN de las células MOLR, fuese de 4h (Tds) para Ie microarreglosEn este punto,
aungque ya hay un 2b de células muertas, las restantes deberian expresar genes

relacionados a la muerte celular o sobrevivencia.

El monitoreo del modo de accion a las 8, 16 y 24 h, coincidi6 con el
comportamiento observado paos Icristales dedB84 y mostré una tendenciaas clara
para los extractos de lagpas de referencidddemas las células sin tratamiento, asi
como el medio sin células no mostraron niveles sefiales significativas de necrosis o

apoptosis, lo cual valida estas mediciones.
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Respecto aa viabilidad delas células MOL¥4 expuestas a los cristales
activados de IB84 A1547, seregistrd un descenggadual alcanzando su nivel minimo
a las 24 h en donde dismimuyastael nivel del medio sin células (fondo). Pdos
cristales de la cepa A119( disminuddn de la viabilidad fue muy bajga que la
PS1Aal es considerada poco toxica ante la linea MO(Hg. 32A). No obstante, este
fue el Unico tratamiento que tuvo una sefal significativa de activacion de Caspasas 3/7
lo que demostré que a pesar de su bajavidad, es posible utilizarla como control de

positivode apoptosis con MOL-% (Fig. 3Z0).

En cuanto ala determinacion de necrosilg mayor sefial se obtuvo con el
tratamiento de A1547 que tuvo los niveles mas altosétidas con dafios a nivel de
membrana seguida por la IB84 que alcanzé esta sefal a las 24 h. Los demas
tratamientos se mantuvieron en un nivel basal de fluorescendiajoi de m bajo

namero de célulasonpérdida de la integridad de membrégRay. 32B).
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Figura 31. Cinéticade los tiempos letales para los cristales paraesporales de IB
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Figura 32 Cinética del modo de accion de los cristales de la cepa 1B84.

El porcentaje de sobrevivencia fue estimado en base a la sefal de fluorescenci
células natratadas; URF, unidades relativas de fluorescencia; URL, unidades rel
de luminiscencia.
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6.6.2.2 Microarreglos deADN

Para el analisis del transcriptoma de las células M®@Ilekpuestas a la PS4, se
planted la realizacion de tres chips de micrago® En el primer chip fue comparado el
efecto de células tratadas con los cristales activos de la IB84 contra célulasq\VDLT
tratamiento. El segundo igualmente consistié en el efecto de los cristales de la cepa de
referencia A1470 contra células ¢mtar y en el tercer chip, se comparé la expresion

génica de las células tratadas con los cristales de IB84 y A1470.

6.6.2.2.1 Analisis comparativo de los tres chips

Un primeranalisis de los transcritos sobre expresados y reprimidos a un Zscore
de >2.0 (P <0.05, revelé quealrededor deR0% de los genes reguladfgeron los
mismosen los tres chips de microarregl&n embargo, la mayor similitud entre los tres
experimentos fue observada a nivel de rutas, en donde del total de rutas encontradas,
cercadel 70% fueron lasnismas en los tres chips (Fig3).Tanto el porcentaje de
transcritos como el de rutas compartidas es considerado alto, tomando en cuenta la gran
cantidad de variables lasque son enfrentados los microarregidssde la eficiencia de
la extraccion y purificacion de I0ARNs, hastal correcto marcaje e hibridacion en los

chips.

En este punto con los datos del ensaydltiple, la alta similitud de los
microarreglos y la informacion de la literatura, es pedilelducir que el mecanismo de
accion deds cristales de la cepa A1470 y los de la IB84] mismglo cual indica que
de manera general, estas toxinateractlan especificamente con receptores en la
superficie delas células blancy dafian irreparablem& la membrana plasmatica,

provocando la lisis celular.
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Figura 33. Diagramas de conjuntos para los genes y rutas encontrados en los tre

A, diagrama para los transcritos con Zscore 1.5; B, diagrama para todas le
encontradas,; v, transcritos con re
negativa; chip 1, efecto de la PS4 de la cepa 1B84; chip 2, efecto de las PS de
chip 3, efecto de las PS de la cepa A1470 contra la 1B84.

87



6.6.2.2.2 Ontologia de los genes anotadpara el primer chip

De acuerda la ontologia de geneara componentes celulargsie nos indica la
localizacion en la célulale susproductos la PS4 impacté principalmenten los
componentes del citoplasma y nucl&ara la ontologide funciones moleculareks
genes mayormente activados participademtro de la categoria denion de iones
metalicos de transici@nla cual estuvaomprendidgpredominantemente por factores de
transcripcion pertenecientada familia de dedos de zin&n una segunda posicion, un
namero importante de genes fueron clasificados dentrofieon de adenil
ribonucledtidos, que inclyé a miembrosprotehastrans membranalede transporte
dependientes de ATP numerosagproteinas quinasaMientras queen laontologia de
procesos biolégicodas categorias principales fueron vias de sefializacion intracelular,
procesos metabdlicos d&RN, transportefransporte de proteingsprocesamiento de
ARN. Asi mismo, con un porcentaje menor, fueron clasificadas otras categorias de gran
importancia para nuestro estudio como la regulacién negativa de la proliferacién celular,

ensamblaje y des ensamblaje de lamatina o procesos de inflamaci@¥ig. 34.

Como descripcion general andlisis ontoldgico revelgue las células expuestas
a la PS4 tienen ajustes metabdlicgnificativos que impactan principalmente en el
procesamiento y regulacion de la informacg#nica la cual a su vez es consecuencia
de la activacibn de numerosas vias de sefializacidon intraceldns reajustes
metabdlicos y procesos biolégicos implicados tienen que sessgltado de un estrés

celular importante
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Funciones Moleculares

O Unidn de iones metalicos de transicidn

O Unidn de ribonuclestidos

O Actividad proteicinasa

OTransporte transmembranal de cationes

O Actividad de canal sustrato-especifico

O Actividad de canal de iones

O Actividad de coactivador de la transcripcidn
M Actividad transportadora transmembranal de aniones
E Unidn a receptor nuclear

M Actividad de rece ptor scavenger

B Unidn afilamentos de actina

B Actividad exonucleasa

M Actividad carbohidrato quinasa

W Actividad de proteina integral de membrana
M Proteinas activadoras de la actividad GTPasa
B Unidn de colesterol

O Adtividad lisofosfolipasa

O Unién de glucosa

Procesos Biologicos

[ Cascadas de sefializacién intracelular

O Procesos metabdlicos de RNA

O Transporte de proteinas

OProcesamiento de RNA

O Proliferacidn negativa de proliferacidn celular
O Transporte intracelular de proteinas

B Traduccidn

@ Splicing

M Regulacion de traduccién de sefial GTPasa

O Procesos metabdlicos de RMA no codificante
O Hipotesis de la sefial

H Ensamblaje y desensam blaje de cromatina
[ Elongacion traduccional

M Ensamblaje del nucleosoma

H Ensamble de complejos DNA-proteinas

M Organizacion del nucleosoma

M Respuesta inflamatoria aguda

O Vias de sefializacion mediadas por receptores
[ Procesos metabdlicos de fosfoinositol

O Procesos biosintéticos de coenzimas

M Regulacidn de laterminacidn traduccional

Figura 34. Ontologia géica del primer chip de microarreglos.
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6.6.2.2.3 Principales rutas implicadas en la respuesta a la PS4

En total 19 rutas fueron encontradas, en su mayoria pertenecieatestegoria
de procesamigo de la informacion ambiental grocesamiento de la iofmacion
genética. Principalmente, estas rutagn relacionadaslirectamente a la respuegtar
estimulos en la superficie celul®e manera general, las principales rutas activadas en
este punto de la exposicion a la PS4, tiegee vercon una serie de cascadas
intracelulares en donde la via de sefalizacion de Proteina Quinasa Activadas por
Mitdgeno (MAPK) y sefializacion por calcio tienen un papel cenidédmas de varias
vias que presuponen una respuestaestrés celularcomo la respuesta a hipoxia,
endocitosis yprotedlisis mediada por ubiquitingue puede ser parte del sistema de
respuesta a proteinas desplegadas (UPR). De igual foesataron las dosutas
metabdlicagque corresponden ahetabolismo de taurina y de athina B6 ya que se
sabe que la taurina es un aminoacido no esencial que tiene actividadesgsiaaoras
y de estabilizacion de membraoaya sintesis depende de la presencia de vitamina B6
(Bouckenoogheet al, 2006; Huxtable, 1992Ademas, recientemée se ha descrito su
funcion protectoran vitro ante el incrementde C&* intracelularen neuronas(Wu et
al., 2005).

Contrariamente a todas las rutas anteriormente descritas,lasoloias de
sefalizacion de receptores de células T y receptores #pbD, Nmplicadas en la
respuesta inmunsufrieron regulacion negativinteresantemente, este efecto ya ha sido
descrito para la listeriolisina O (LLO), que logra mitigar la activacion de linfocitos T
tanto in vitro como in vivo, en un sistema calcio dependiefieekaraet al, 2010;

2008). Por otra partela aparicién las rutas de apoptosis y p53, que a primera vista
pudiera indica una muerte celular programada, pudieran estar relacionadas con el
arresto del ciclo celular, eual se refleja en la regulacién negativa de la activacién de
las células T y de manera mas general al regulacién negativa de la proliferaciéon celular

vista a nivel de ontologia de procesos bioldgicos.
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Ademas, es importante mencionar que el mecanisnmoudete por apoptosis es
descartado por que los genes implicgai@sticamentson los mismos que participan
otras vias, como laefalizacion como la del calcio o deoteina quinasa activada por
mitégeno (MAPK) cuyo valor dé® es mucho menor ya queni&n un mayor niamero de
genes regulado®or otra partda via de la p53 esta alterada en las células M®Ipdr

una mutacion que es lo que las hiareortales.

Todasestas viasatifican el estrés al que estan sometidas las células en presencia
de PS4.ncluso varias de ellas han sido reportadas en la literatura como rutas maestras
de respuesta a THBellier et al, 2009; Bischotfet al, 2008; Cheret al, 2010; Kaocet
al., 2011). En conjunto, los procesos biologicos implicadtenotan la activacion de
segundos mensajeros mediante los estimulos de membrana ocasionados por la PS4, que
a su vez impactan en un incremento del procesamiento de la ini@nnganética para

producir losajustes necesarios para la sobrevivencia celular.

El siguiente paso, na ez establecidas las principales rutas en la respuesta
celular a la PS4ue elanalisisy la selecciorde genes implicados en cada una de ellas.
En la figura 30, se esquematizan las interacciones de varios genes anotados para las rutas
principales Derivacb de este andlisis, fueron seleccionados algunos genes con un efecto

importante en su expresion, para su validacion por giFgR35, Tabla XiIl).
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TABLA X1

Rutas implicadas en el modo de acciotadeS4 de la cepa 1B84

CategoriaRuta Genes P
PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION AMBIENTAL
Traduccion de sefales
Via de sefalizacion MAPK 45 0.0052
Via de sefializacion por calcio 32 0.0069
Via de sefalizacion de insulina 29 0.00086
Via de sefalizacion de proteinafhi@erotriméricas 28 0.043
Sistema de sefalizacién por fosfoinositol 21 0.00013
Via de sefalizacioNltor 14 0.004
Respuesta a hipoxia 9 0.036
PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION GENICA
Transcripcion
Espliceosoma 26 0.003
Traduccion
Ribosoma 25 0.00001¢
Biosintesis d&minoaciFARNt 11 0.013
Plegamiento, clasificacion y degradacion
Protedlisis mediada por ubiquitina 22 0.085
Interacciones de SNARE en transporte vesicular 9 0.057
PROCESOS CELULARES
Transporte y catabolismo
Endocitosis 33 0.0074
Crecimiento ymuerte celular
Apoptosis 17 0.031
Via de sefalizaciéon de la p53 14 0.037
SISTEMAS
Sistema inmune
Via de sefializacion deceptores deélulas T 19 0.055
Via de sefalizacién de receptores tipo NOD 12 0.083
METABOLISMO
Metabolismo de aminoacidos
Metabolismo de taurina 5 0.019
Metabolismo de vitaminas y cofactores
Metabolismo de Vitamina B6 4 0.022
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Figura 35. Interaccionesle los genes implicados en las principales vias encontrac

Los genes son representados por circulos y su interacciéon es esquematizada pc
El tamafio y color de los circulos indica el cambio en la expresion dado por los \
de Zscore de los microarrealos.
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6.6.2.3 Validacion por PCR cuantitativa

En base a los datadbtenidospor microarreglos, fueron seleccionados 12 genes
implicados en las principalestas,ademas de dos genes constitutjy@sa el analisis de
la expresion génica relatiygor gPCR (Tabla K. La validacion consistio en el arsid
de la expresion de estos genes en las células MD&puestas a los cristales de I1B84
poar 4 hy adicionalmente, fueron incluidos tratamientos con los cristales de las cepas de
referencia A1470 y A1190, para determinar el impactubal de las PS nediéas y
apoptotica.

En términos generales, el tratamiento con los cristales detiB®4el mismo
efecto sobre la gxesion de los genes por gPCR y microarredlos genes de CACN,
TNFR, IP3R, PDGF, IL12 y GADD sufrieron sobreexpresién con respectontioto
mientras que los de PDGFR, 1L29, PI3K, PP3 y PKC se mantuvieron repri(ridos
36). Estos resultados favorecen la validaciosustenta en cierta medida la deduccién
del significado bioldgico de la actividad de la PS4 pacroarreglos No obstarg, la
excepcionfue la expresion ddhctor de transcripcion ATF6, que por microarreglos se
encontré sobre expresado y por gPCR mostré valores de expnegitivos, respecto al
control. Cabe sefalar, que los resultados contradictorios en la validacfen sser
relativamente frecuentesiebido a la gran cantidad de variables en este tipo de
experimentosy a los cambios constantes en luseles deexpresién génicdJorge

Ramirez, informacién personal).

Con respecto a loslores obtenidos con los tratamios de las PS de referencia,
tambiénse encontrarodiferencias con respecto al tratamiento de 1B84 y al control. Para
la cepa A1470, nbubo diferencias significativas en la expresion de los genes PDGFR,
PKC y PP3 con respecto al conttoAdemas, fue lelnico tratamiento en donde fue
cuantificable la expresion del gen PDGIonde se esperaba represiBin embargo,
para el resto de los genes, la expresion positiva o negativa coincidié a la inducida por los
cristales de IB84.Las diferencias entreambos tratamientos sepueden atribur

principalmente dos tempos letales diferent@ara cada PS
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En cuanto al tratamiento con los cristales de la cepa A1190, las principales
diferenciasfueron monitoreadas con la expresion de los genes CACN, IL12, IL29 y
GADD, que tuvieron un efecto contrario al de los tratamientos con Ad4884. Estos
genes, aparentemente son los mejaesa distincion del modo de accion entre PS
necréticas y apoptéticas, por lo que tienen un buen potencial como marcadores
genéticos.No obstante, es necesario un estudio mas extensivo, para poder validar su

utilidad como marcadores robustos de la respuesta celasiPa.
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TABLA X1 |

Genes seleccionados para validacion de microarreglos

Categoria/Nombre Descripcion Via o proceso biolégico Expresiont
Receptores y Moléculas de Membrana Chip gPCR
CACN Canal de calcio, subunidad 1 MAPK, SefializaciorCa" Z Z
PDGFR Receptor de PDGF MAPK, Sefializaci6rCa" y endocitosis g g
TNFR Receptor de TNF MAPK, apoptosis, citoquinas Z Z
IP3R Receptor inositol 1,4;Fifosfato SefalizaciérCa " y fosfoinositol Z Z
Ligandos y Citoquinas Z Z
PDGF Factor de crecimiento derivado de MAPK, citoquinas 5 5
plaguetas
IL12 I nterl eucina 12b Citoquinas, defensa contvaus y bacterias z z
IL29 Interleucina 29 Citoquinas, defensa contra virus y bacterias Y g
Sefializacion intracelular
PI3K Fosfoinositol 3quinasa Activgcic’)p célu_las T, apoptosis, sefializacion pc ¢ %
fosfoinositol e insulina
PKC Proteina quinasa C MAPK, Sefializacion poiCa* y fosfoinositol y y
GADD45 Arresto del crecimiento y dafio de AD' MAPK, p53 Z Z
PP3 Fosfoproteina fosfatasa 3 (2B) MAPK, SefializaciorCa", activacion células Ty ¢ %
apoptosis ]
ATF6 Factor de transcripcion activador 6 Respuesta a proteinas desplegadas % Z
Genes constitutivos
GADPH Gliceraldehide3-fosfato deshidrogenas Metabolismo de carbohidratos ns ns
B2M Beta 2 microglobulina Presentacion de antigenos ns ns
®Expresioncont r at ami ent o de PS4 de 1 B84 con respecto al c o nehlaexpresion

96



2.5

b
=
Océlulas §/T
C g @
g b # cd
2 C b 4 b M A1470 (PS2/1
1] b C
o b
a
‘E WIB34 (PS4}
o a 3 a aaa a a
[l T T T T T T T
o
b
. D A1190 (PS1)
0.5 — —
0.0
CACN PDGFR TNFR IP3R PDGF IL12 1129 PI3K PKC GADD PP3C ATF6

Figura 36. Expresion génica relativa de los genes seleccionados para qPCR.

Las barradbajo diferentes letras (a, b, ¢ 0 d) representan los tratamientos con cambios significativos@Ommarientras que lo

tratamientos con letras iguales no tuvieron cambios significativos en su expresion.
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6.6.2.4 Modelo del mecanismo de accion de [a32

Dados los resultados reportados en la literatura, mas la evidencia experimental de
este estudio, gmosible determinar que la PS4 de la cepa 1B84 provoca la lisis celular por
medio de dafios irreversible en la célplasmatica de las célulsgsceptiblesMas aun,
no solo se encontr6 una estrecha relacion en el mecanismo de accién de su PS
homologa, sino con otras THRue desencadenaventos celularesnuy similares o

idénticos.

Es asi que formulamos un modo de accion [zRS4(Fig. 37), el cual consiste
en los siguientes punto$) union de la PS4 a la superficie de membrana, dada por la
interaccién de un posible receptor especifico expresado solo en células susc@ptibles;
oligomerizacién y formacion de poros en la membyramadonde la PS4 estimulaetta
o indirectamente algunas moléculas o receptatesmembrana 3) desequilibrio
osmoético por leentrada y salida de ione$) activacion de varias vias de sehation
celular por el estimulo de recetorede membrana mas el incremento d&nes,
principalmente C&* como segundo mensajer&) incremento y regulacién de la
expresion genica para la activacion dasvde defenseelular, talescomo endocitosis,
hipoxiay generacid de moléculas osm@guladoras como la taurin@) sobrevivencia
0 muerte por necrosis, en caso de que la dosis sobrepase las capacidades de la célula

parareparar el dafio

En este modelo propuesto, existen algunos eiltmsefundamentales en el
desencadenamiento de la respuesta celdar. primer lugar, se encuentra la
participacion de un receptor especifico de membrana el cual aun no esta identificado,
pero que representma prioridad para ednalisis de la actividad da PS4 hacia las
células MOLTF4. En segundo lugar, se encuentra la participaciorCegl intracelular,
gue se propone gue juega un papel importante en la activacion de las principales
cascadas de sefalizacion celular. Eeitasvias de sefializacion, sacontraron la p38
y JNK de la MAPK, como principales efectoras en de la respuesta cekgmidas por
sefalizacion por fosfoiositoldiana de rapamicina en células de mamif@end OR) e

insulina
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Comorutasde respuesta a estrés y sobrevivencia, posliasociar la endocitosis,
respuesta a hipoxia y posiblemente el sistema de respuesta a proteinas desplegadas.
Adicionalmente, existen bases tedricas y experimentales para suponer que la taurina,
tambign pudiera actuar como molécula osraguladora en larpteccién celular hacia la

formacioén de poros.

Finalmentecomo sistema de deteccion molecylatiscernimiento en el modo de
accionde PS necraoticas se proponen el monitoreo de los genes CACN, IL12, IL29 y
GADD a un Tls Ademas, de otrosio validados co gran potencialcomo la
Calmodulina, p38, JNK, factor inducible de hipoyiaisteaminalioxigenasa, implicada

en el metabolismo de la taurina.
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7. DISCUSION

7.1 Incidencia de PS en cepas nativas

La relacién de cepas positivas para PS, de total de cepAs tmuringiensis
probadas en este estudio, figeramente mas alta lo obtenido en otras publicaciones.
Nuestro porcentaje de cepas productoras de P8elue.79 %(7/103 cepa$, mientras
que en otros paises el indice de detecs®rreporta desde.2o (1/82) en la India
(Poornimaet al, 2010), 2.4% (42/1744)Japén(Mizuki et al, 1999), 3.12% (5/16G3!
Caribe (Gonzélezet al, 2011) yhasta6.3% (4/63 para Vietnam(Yasutakeet al,
2006) Es interesante que, aunque la incidencia de PS sea baja en comparacion con otras
proteinas Cry, su localizacion sea global egpedficamente, exista una mayor
prevalencia del grupo de las PS1 sobre los demas grupos o familias YasBtKeet
al., 2006; Junget al, 2007; Uemoriet al, 2007; Poornimat al, 201Q. Inclusive en
nuestro estudio, este fue el grupo dominamegande 3 de las 7 cepas dieron positivo

para PS1 por PCR e inmunodeteccion.

Retomando la PCR como método de deteccidon, pudimos establecer un sistema
efectivoy rapidode deteccion multipleen donde la mayoria de las cepas seleccionadas
(5/7) mostraronalgin tipo deamplificacién. Sin embargogeste tipo de técnica esta
limitada a la deteccion de PS homologas o relacionadas a las ya reportadas y pudiera
excluir a nuevos tipos d@roteinas arttancerigenas con baja similitud a las PS de la
literatura. Por esta razon, es altamente recomendable utilizar varios métodos de
deteccion tanto moleculares como serologicos, en donde la seleccion definitiva de las

cepas esté determinada por la activigagtro contra uno o varios tipos de células.
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7.2 Caracterizacion de los cristales paraesporales

Dentro de las cepas seleccionadas para el estudio, pudimos observar la presencia
de cristales paraesporales con diferentes tamafios y morfologias. De manera practica, los
diferentes tipos de cristal&s thuringiensishan sido asociados a una actividad biologica
en particularY aunque esta caracterizacion prelimieararbitraria, la forma de algunos
de nuestroscristales coincidecon los cristalesde las cepas de referencia con
parasporinas homologas. Tal es el casolalecepa de referencia A1190, cuyas
inclusiones tienen una morfologia idéntica a lapas CL91 y CL93 que también
sintetiza la P$. Asi mismo, los cristales de las cepas IB84 y Ql9que codifican para
PS4, fueron extremadamente similanggjificiles de caracterizar debido a su tamario
irregular y muy reducidoSi bienla cepaAl1470, que también codifica para la PS4,
sintetiza cristales irregulares, los suyos son mas grandes a los de nuestras cepas y
ligeramente triangulares En este casogs importante recordajue la cepa A1470
ademagproduce |8PS2Aa2 (Leet al, 2000; Okumurat al, 2013).

Como dato interesante, solo dos de las cepas del estudio presentaron cristales
bipiramidales; la IB88, que sintetiza PS2 y la de A1462 de referemee sintetiza las
PS3Aal y PS3Abl (Yamashiga al, 2005). Aunque, aparentemente no existe ninguna
otra similitud entre estas dos cepas, ya que, taatperfiles proteicos como su espectro
citotéxico mostraron patrones muy distintoBor otra partelos cristales de las cepas
IB79 y GM18 tuvieron la mayor disparidad losde las cepas de referencia. Ambos
mostraron morfologias irregulares concavas poco comuues mas que relacionarse
con inclusiones deroductoras de PS, morfolégicamente poseesa smilitud hacia
aisladoscon nuevos tipos de proteinas Cry, cuyos cristales son descritos como globos
colapsados(Noguera e Ibaa, 2010) o triangulares carctividad hacia nematodos o
insectoqItoua-Apoyolo et al, 1995; Tamer y Massoud, 2009).
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7.3 Actividad biolégica

En cuanto a la actividad biolidg, todas las cepas mostraron toxicidad
preferencial contra las células de a@ng baja citotoxicidad hacieélulas normales de
piel. Especificamente, las concentraciones pfestdemuestran un espectinico para
cada una de las inclusiones paraespor&esomparacion a los valores reportados para
las PS de referencia, nuestras inclusiones muestran menor toxicidad global. Sin
embargo, estrictamente el efecto no puede ser comparado, ya que nogbajastss
con extractos crudos y el literatura se hace referencia al efecto obtemdas PS
purificadas (Ohba et al, 2009). Este punto quedd bien demostrado durante la
estandarizacion de los ensayos de citotoxiGidimhdelos cristales de las cepas de
referenciamostraron menor citotoxicidad a la reportada al ser administrados como

extractos crudos activgseccion 6.1.2.1).

Como ultimo punto, es importante sefalar que la actividad biol6gica de nuestras
proteinaspudiera estar subestimagmr la naturdeza heterogéneaedlos mismos
cristales.Esto debido ague numerosas cepas &e thuringiensispueden sintetizar
diferentes tipos de proteindsl cristal, y existe la posibilidad de mas de una proteina en

nuestros extractos, llegue a tener actividatiicancerigena.

Por esto es mesario ehislamiento o purificacion de las proteinas que contengan
la actividad biol6gica, preferentemente por expresion homologa eali, o heterdloga

en cepas acristaliferas Bethuringiensis
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7.4 Modo de accia

Con respecto al modo de accién, pudimos comprobar con ensaitqse, que
la mayoria de las inclusiones inducen la lisis de las células por dafios a nivel de
membrana plasmética. Aunque para las cepasiCy €193 este tipo de ensayo no fue
concluyente para las cepas 1B84, IB88 y CGi29, el patron de baja activacion de
caspasas/7 y los altos niveles de células con pérdida en la integridad de membrana,
coinciden con lo esperado de acuerdo al modo de accion reportado para(Abs &S
al., 2008; Kitalaet al, 2006; Okumurat al, 2011).

Dentro de los tratamientos con los cristales de las siete cepas, solamente la
GM18 tuvo una clara activacion de Caspasas 3/7 sugiriendo una muerte celular
programada. El efecto de GM18 fue mucho mayor al de la Adé3@ferencia, que no
tuvo niveles tan altos de activacion de Caspasas 3/7, debido a que tiene poca actividad

contra las células MOL-# con las que fue montado este engdjiauki et al, 2000).

Finalmente, es altamente aconsejable la implementacion pietocolos
adidonales para la confirmacion de lm®das de accion, sobre todo para los cristales de
las cepas CL4 y CL93, cuyos resultados no fueron concluyentes. Dentro de las
diferentes técnicas para determinar la muerte celular se pueden rgatiaabinar
diferentes ensayos como: monitoreo de los cambios morfologicos celulpoes
microscopiaque son basicos para determinar e identificar células en estado apoptético;
fragmentacion del ADN por electroforesis o ensayos TUNEL; monitoreo de la
integridal de membrana por cuantificacion ldetato deshidrogengseuantificacion de
la expresién génica por qPCR o microarreglasneetria de flujp entre muchas otras.
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7.4.1 Modo de accién de la PS4

Recientemente el modo de accion de la PS4Aal ha sido estudiado enéase a
insercion, oligomerizacion y afinidad hacia varios componentes de las membrana
plasmaticas, asi como lammbios morfolégicos inducidos en laseliis susceptibles
MOLT-4 y CaCo(Okumuraet al, 2005; 2008; 20)1En este estudio, el mecanismo de
accion de la PS4 fue evaluado desde otro enfoque, analizando la respuesta

transcripcionatle las células MOL# por medio de microarreglos.

El analisis de loschips de microarregloslemostréuna alta similitud en la
expresion de global de las células MO Expuestas a la PS4 de nuestra cepa IB84 y la
A1470 de referenciaLos diagramas de conjuntos obtenidos con este andlisis exponen
claramente la relacion de los tratamientos, sebde a nivel de rutas, en donde se
encontraron cerca del 70% de las rutas en los tres chips. La alta relacion entre los
tratamientos con las PS2 y PS4 necréticas son reveladoras, tomando en cuenta la gran
cantidad de variables a las cuales estan sujesosxiperimentos por microarreglos y la
naturaleza heterogénea de los extractos activos con los ugwenfhechos los
tratamientos. Estagsultados, mas lo obtenido con el ensawidtiple, forma una base
sélida para establecer que el mismo mecanismo dérapara los cristales de ambas

cepas eanalogo.

7.42 Procesos intracelulares activados por TFP

Debido a que no existen mas puntos de referencia sobre la expresién génica
inducida por PS, también se hizo un analisis comparativo con otros modelggcbm®I|6
cercanos. Tal es el caso de las Cry insecticidas y nematicidas, asi como Q€ biPas

como la aerolisina, con la que la PS4 tiene alta relacion estructural.
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Sorprendentemente, el efecto encontrado en nuestros experimentos, fue muy
similar a losdescritos para las otr&sPFT, incluyendo las proteinas Qplaguicidas.
Dentro de las vias de sefalizacion intracelular, con un papel central encontramos la via
de MAPK, la cual es ampliamente reportada como via de respuesta y proteccion contra
T F P(Pmta, CancineRodezno, Soberdn, y Bravo, 2011). Este es un hallazgo relevante,
ya que la familia de vias de MAPK implica la transduccion de sefiales para numerosos
procesos de gran importancia biologica. Especificamente para las células T, las vias de
MAPK inciden en su maduracion desde el timo, activacion y diferenciacion a células
CD4+ o CD8+ en el sistema inmune periférico (Rincon, Flavell, y Davis, 2000; Rincon,
2001). Mas audn, las vias JNK y MAPK p38 que asociamos en nuestro estudio, se
activan por ésés celular y citoquinas para la mediar la diferenciacion, inflamacion y
muerte celular (Ip y Davis, 1998; Kyriakis y Avruch, 2001). Mientras que la via ERK,
que no figuré en nuestros resultados, normalmente es asociada a la proliferacion y

factores de @cimiento (Marshall, 1995).

Concretamente, para larvasManduca sexty Aedes aegyptla ruta p38 actla
en respuesta ante las CrylAb y Cryll@ancineRodeznoet al, 2010) en tanto que
para Caenorhabditis eleganda via JNK opera de manera im@mte en proteccion
contra la Cry5B(Kao et al, 2011). Para lineas celulares de mamifero como HaCaT,
HEK-293, A498; la MAPK p38 interviene como mecanismo de defensa contra las TFP's
Utoxina, citolisina, estreptolisina O (SLO) y hemolisina (Kleftal, 2009). De igual
manera | as | 2neas epiteliales A549,- Detro
hemolisina, SLO y antrolisina O (ALO) mediante la fosforilacion de MAPK p38 (Ratner
et al, 2006).

Aparte de esta relacion directa con la via MAPK, asarde las demés rutas
encontradas también poseen relacidbn como activadoras o efectoras de esta. Entre ellas
figuran la sefalizacion deroteinas G, por calcionTOR, fosfoinositol insulina,
receptores de células T y tipo NOD, endocitosis, asi como réspaeproteinas
desplegadas e hipoxia. Dentro de la literatura, existen reportes lsgbrdas de
sefalizacion por insulina| sistema de respuesta a proteinas desplegadas y la respuesta

a hipoxia como auxiliares en la defensa celulaCdelegansontraCry5B (Bischof et
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al., 2008; Chenret al, 2010) En células normales de rifion de rata, la endocitosis
dependiente d€&* es un sistema que interviene en la defensalarteO (Hamonet

al., 2007). Igualmente la regulacién negativa en la activaciondeglas T, mediante la
sefalizacion por calcio, ha sido probadaivo e in vitro tras la administracion de LLO.

En este modelo, se presume que un factor de transcripcion dependiente de calcio es la
pieza central en el silenciamiento de la inmunidad ateptéGekaraet al, 2010,

2008).

En este punto llama la atencidbn que varias de las vias anteriormente
mencionadas, sean activadas de manera dependiente alidaéaelular (Idoneet al,
2008; Kaoet al, 2011; Solettet al, 2010), por lo que se Ee@me que su participacion
es indispensable para el mecanismo de accion las PS. Incluso para la PS1Aal, el
incremento del calcio en las células blanco, es un factor clave en la progresiéon del modo

de accion y posterior muerte celular poopiosis (Katayamat al., 2007).

Por otra parte, ademas de las rutas ya mencionadas, encontramos un impacto
importante en la regulacibn genéticasplicingd alternativo y cambios en el
empaguetamiento de ADN. En este sentido, el Gnico trabajo relacioaaitbohprobado
en células HelLaontra LLO, perfringolisina y neumolisina; en donde se demostraron
modificaciones epigenéticas como la fosforilacion de 1a°Sde la histona H3 y
desacetilacion de la histona H4, como una via para la manipulacion de dsi@xpr
génica en células infectadas dasteria monocytogeng#iamonet al, 2007). Si bien
en nuestro estudio encontramos numerosos genes relacionados con el empaquetamiento
del DNA, principalmente de histonas de la familia H2A, seria muy aventuradoesupo

que las histonas sufren cambios epigenéticos,

Es importante sefialar que para todos los modelos mencionados, fueron utilizadas
concentraciones sub letales de toxina, ya que los estudios estan enfocados hacia la
deteccion de los mecanismos que actuandefiensa para la sobrevivencia celular.
Mientras que en nuestro estudio pudimos encontrar los mismos mecanismos mediante el

uso de altas concentraciones de toxinas pero a tiempos relativamente cortos.
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7.4.3 Genes implicados en el modo de accion de la PS4

Respecto al significado biolégico de los genes con cambios significativos en su
expresion ante la PS4, nuevamente se confirma el papel del flujo de iones de calcio, por
la regulacion negativa del canal de calcio (CACN) en los dos tratamientos con PS4. Este
cambio pudiera explicarse como un intento de la célula para controlar la entrada de iones

al citoplasma, reprimiendo la expresion de proteinas transportadoras de iones.

Mediante microarreglos también vimos una regulacion negativa de la
sefalizacion poreceptores de células T y aumento en la degradacion de proteinas,
mientras que por gPCR, la expresion negativa de la interleucina 12, una citoquina pro
inflamatoria. Estos hallazgos coinciden con el comportamient/o e in vitro de un
modelo murino antéa actividad de la LLO, donde se plantea que esta toxina tiene la
capacidad de silenciar el sistema inmune adaptativo en el huésped. Los principales
eventos observados, también por medio de microarreglos, consistieron en la
sobreexpresiéon de moduladoresgativos de activacion de células T, incremento en la
degradacion de proteinas, modulacion de la transcripcién y regulacion negativa de

elementos que participan en la apopt¢Siskaraet al, 2010).

Por otra parte, también encontramos un importante aongenta expresion de
IL29 y la represion de GADDA45 en presencia de la PS4. La primera es atribuida
principalmente a procesos de defensa celular ante infecciones virales o bacterianas
(Witte et al, 2010), aunque no hay reportes de su expresion ante GiPadVlientras
que la segunda, se confirma que hay una expresion negativa de la una muerte celular
programada, ya que el GADDA45, esté relacionado principalmente a eventos de apoptosis
o arresto del ciclo celular (Sheildt al, 2000), por lo que su sobreegpion en el

tratamiento con PS1, es justificada.
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8. CONCLUSIONES

. Siete de las 103 cepas dBacillus thuringiensis sintetizan proteinas
paraesporaleson actividad biologicain vitro contra células de cancete
diferentes origenes

. Todas las cepaseleccionadas tuvieron efecto citotéxico muy bajo o nulo hacia
células normales de piel.

. Las cepas IB84, IB88, CL9, CL93 y CL921 codifican genes reportados de
parasporinas PS1, PS2, PS3 o PS4; mientras que las cepas GM18 e IB79 no
mostraron similitud &acia ninguna de las parasporinas conocidas.

. El modo de accion de los cristales de las cepas IB84, IB88, IB79 y2Clse

ajusta al modelo de lisis por pérdida de la integridad de la membrana; mientras
gue para las cepas GM18, GL9y CL93 el mecanismo denuerte celular
propuesto es por apoptosis.

. La actividad biolégica de la PS4 de la cepa IB84 sobre células de leucemia,
desencadena procesos biolégicos relacionados al dafio provocado por toxinas
formadoras de poros tipo beta, en donde el incremento déb datiacelular

parece ser un elemento clave para la activacion de rutas de respuesta a estrés

celular y sobrevivencia.
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APENDICES

APENDICE A Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepa IB84
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APENDICE B Electroferograma de la secuennizcleotidica de la cepa IB88
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APENDICE C Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepd CL9
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APENDICE D Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cep2CL9
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APENDICE E Electroferograma de la secuencia nucleotidicka depa CLSB
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APENDICE F Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepa GM18
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APENDICE G Caracteristicas de los iniciadores disefiados para gPCR

Nombre Secuen2dpm (' n GC Tm  Producto

(%)  (°C) (pb)

CACN-1 GCTGAATCTCTTTGTCGCCG 20 55.0 56.5 125

CACN-2 AAGCTGCGGGGTCATACTC 19 59.9 57.2

PDGFR1 GACTAGTGCTTGGTCGGGTC 20 60.0 575 87

PDGFR2 CAGGTTGGGACCGGCTTAAT 20 55.0 575

TNFR-1 GATACGGACTGCAGGGAGTG 20 60.0 57.3 101

TNFR-2 TGACCCATTTCCTTTCGGCA 20 50.0 57.1

IP3R1 GCAGGGAAGAAGAGGGACG 19 63.2 57.8 136

IP3R-2 ACCCCAAGGTGCTGATGAAG 20 55.0 575

PDGF1 TGCGGTCTTTGTTCTCCTCC 20 55.0 57.2 120

PDGF2 ACTGCTTCACCGAGTGCTAC 20 55.0 57.2

IL12-1 CATTGGACTCTCCGTCCTGC 20 60.0 57.9 88

IL12-2 GGGGAGATGCCAGAAAAACC 20 55.0 56.2

IL29-1 TGGGGAAGCAGTTGCGATTT 20 50.0 57.6 74

IL29-2 GCCAAGCCTAGCACCAAAGT 20 55.0 58.2

PI3K-1 GGTTTGGCCTGCTTTTGGAG 20 55 57.2 81

PI3K-2 CCATTGCCTCGACTTGCCTA 20 55 57.4

PKC-1 GAAGTTCGGCATTCGGCTTC 20 55.0 56.8 100

PKC-2 CTTGATGGTGAGGCGAGTGT 20 55.0 57.3

GADD-1 GCAGGAGCGTGAAGGACTTA 20 55.0 57.0 70

GADD-2 AGAAAACGAAGCATTGCCCG 20 50.0 56.5

PP3CG1 GTTGCTCCAGCTCCTGAACA 20 55.0 57.5 184

PP3C2 GGGAGAACACTTTGCTTGCC 20 55.0 56.9

ATF6-1 GACAGGTGCCTCTTTGTCCA 20 50 57.3 71

ATF6-2 TCCCCGCTCACAAAAGTTGA 20 50 57

GAPDH-1 GCCGCATCTTCTTTTGCGTC 20 55.0 57.5 76

GAPDH-2 CGTTGACTCCGACCTTCACC 20 60.0 57.9

B2m-1 AGTATGCCTGCCGTGTGAAC 20 55 57.8 100

B2m-2 GCGGCATCTTCAAACCTCCA 20 55 58.1
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APENDICE H Curvas de disociacion de los amplicones de gPCR
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