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RESUMEN

Las parasporinas (PS) representan una nueva clase de proteinas de los cristales de
Bacillus thuringiensis con actividad bioldgica hacia células de cancer de diversos
origenes. Se caracterizan por presentar baja o nula citotoxicidad hacia células normales,
ademas de inducir la apoptosis o necrosis de las células blanco. En este trabajo fueron
detectadas siete cepas de B. thuringiensis productoras de PS, por medio de ensayos de in
vitro de citotoxicidad y amplificacion génica por PCR multiple. Todas desplegaron
actividad preferencial contra las diversas lineas celulares de cancer y baja citotoxicidad
hacia células normales de piel. Como resultado de la caracterizacion de las proteinas
paraesporales, fueron identificadas las siguientes parasporinas: PS1 (cepas CL9-1, CL9-
3, IB79), PS2 (1B88, CL9-21), PS3 (CL9-21), PS4 (IB84, IB79, CL9-21). Unicamente
no fue posible la caracterizacion del tipo de PS presente para la cepa GM18, ya que las
proteinas de su cristal no mostraron relacion con las PS de referencia en ninguna de las
técnicas empleadas. Con respecto al modo de accidn, la evidencia experimental sobre los
cristales de GM18, CL9-1 y CL9-3 apunta a la induccion de apoptosis en las células de
leucemia MOLT-4. Mientras que para las cepas restantes, se propone la muerte por
necrosis, producida por pérdida de la integridad de membrana. Adicionalmente, por
medio de microarreglos de ADN, se llevé a cabo un estudio mas detallado del efecto de
los cristales de 1B84 en células MOLT-4. Mismo que revel6 la activacion de humerosas
rutas implicadas en la respuesta celular a toxinas formadoras de poros (TFP). Entre las
principales figuran la proteina quinasa activada por mitdgeno (MAPK), sefializacion por
calcio, endocitosis e hipoxia. La validacion reiterd la regulacion de genes de importancia
en dichas rutas que codifican para ciertos receptores y moléculas de membrana, asi
como algunos ligandos y moléculas de sefializacion intracelular. En conclusion, los
resultados confirman la presencia de diversos tipos de PS en varios de nuestros aislados,
gue poseen caracteristicas Unicas de gran potencial para su aplicaciébn como nuevos

agentes terapéuticos.
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ABSTRACT

The parasporins (PS) represent a new class of crystal proteins from Bacillus
thuringiensis with biological activity against cancer cells from different origins. They
are characterized by having low or null cytotoxicity to normal cells as well as the
induction of apoptosis or necrosis of target cells. In this study there were detected seven
B. thuringiensis strains PS producers, through cytotoxic in vitro assays and genic
amplification by multiplex PCR. 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 following parasporins: PS1
(CL9-1, CL9-3, IB79 strains), PS2 (1B88, CL9-21), PS3 (CL9-21), PS4 (IB84, IB79,
CL9-21). Only it was not possible the PS type characterization for the GM18 strain,
because their crystal proteins have no association to reference PS by any of the used
techniques. In respect to the mode of action, the experimental evidence from GM18,
CL9-1 and CL9-3 crystals suggests the apoptosis induction in MOLT-4 leukemia cells.
Meanwhile, to the rest of the strains it is proposed the necrotic cell death by loss of
membrane integrity. Additionally, through DNA microarrays we conducted a more
detailed study of the effect of IB84 crystals on the MOLT-4 cells. That one revealed the
activation of numerous pathways implicated in the cellular response to pore forming
toxins (PFT). Among of the main pathways figure the mitogen activated protein kinase
(MAPK), calcium signaling, endocytosis and hypoxia. The validation reiterates the
regulation of importance genes from those pathways whose codify to certain 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 isolates which

have unique characteristics of great potential for application as novel therapeutic agents.
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1. INTRODUCCION

El Bacillus thuringiensis es 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 como la zwitermicina A (Stabb et al., 1994) vy i)
bacteriocinas (Abriouel et al., 2011). Entre los principales factores de virulencia contra
eucariotas, se distinguen tres grupos de proteinas sintetizadas por B. thuringiensis: i) las
proteinas VIP, que son producidas y excretas al medio durante la fase vegetativa
(Selvapandiyan et al., 2001); ii) exotoxinas, una serie de toxinas termolabiles o solubles
que presentan actividad enzimatica inespecifica (Perani et al., 1998) y iii) 3-endotoxinas,
gue son sintetizadas como inclusiones durante la fase de esporulacion, y al término de
esta, son liberadas como cristales de diferentes formas geométricas (de Maagd et al.,
2001).

Las &-endotoxinas comprenden a las proteinas Cyt, que son hemoliticas e
inespecificas, y a las proteinas Cry, que son altamente especificas y de una gran
variabilidad entre las diferentes cepas de B. thuringiensis, asi como un enorme espectro
de organismos blanco (Schnepf et al., 1998). Dentro del espectro de toxicidad, la
actividad insecticida de las proteinas Cry, constituye la propiedad mas explotada de B.

thuringiensis.



Actualmente los formulados hechos a base de estas proteinas, integran la mayor
parte de los productos empleados para el control bioldgico de plagas (de Maagd et al.,
2001). No obstante, en afios mas recientes se han encontrado proteinas Cry con
propiedades igualmente interesantes y con un enorme potencial para otras areas
econdmicas. Entre ellas, se encuentran la actividad hacia hongos, nematodos,
protozoarios y células cancerigenas de diferentes origenes (Jouzani et al., 2008; Bagley
et al., 1993; Kondo et al., 2002; Mizuki et al., 1999).

La actividad anti-cancerigena, desplegada por el grupo de proteinas Cry
conocidas también como parasporinas, llama la atencion por presentarse en condiciones
completamente artificiales, que no podrian reproducirse en la naturaleza. En primer
lugar, las proteinas paraesporales necesitan ser solubilizadas a pH muy alcalinos o
acidos y posteriormente, requieren de la hidrélisis proteolitica especifica para la
adquisicién de su conformacion toxica (Mizuki et al., 2000; Okumura et al., 2006). Pese
a esto, su aplicacion en ensayos in vitro e in vivo ha sido exitosa, demostrando que las
PS son altamente citotoxicas contra las células de cancer y practicamente inocuas para
las células normales (Kim et al., 2003; El-Hag y Safhi, 2011).



2. HIPOTESIS

Una o varias cepas de la coleccion de B. thuringiensis del Instituto de Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas-UANL sintetizan proteinas Cry con actividad

bioldgica in vitro contra células de cancer.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e ldentificar y caracterizar las parasporinas presentes en las cepas de Bacillus

thuringiensis, de la coleccion del Instituto de Biotecnologia FCB-UANL.

3.2 Objetivos particulares

e Detectar por PCR multiple, genes de parasporinas en cepas de la coleccion de B.
thuringiensis del Instituto de Biotecnologia FCB-UANL.

e Realizar ensayos preliminares de citotoxicidad en células de leucemia, para
evaluar el potencial anti-cancerigeno de las inclusiones de cepas negativas por
PCR.

e Definir la Concentraciéon Efectiva Media (CEsp) y el Efecto Citotoxico (EC) de
los cristales activados de las cepas seleccionadas, sobre siete lineas celulares.

e Determinar el modo de accién de los cristales de las cepas seleccionadas
mediante ensayos multiple de viabilidad, necrosis y apoptosis.

e Establecer un modelo de accidn detallado para las inclusiones con un mayor EC,

en base al analisis de la respuesta celular a nivel 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 organismo. Inicia con la transformacion de una
sola célula que se divide 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 organos. Su complejidad radica en que no se trata de una sola
enfermedad, sino que engloba mas de 200 tipos de padecimientos. Ademas, su desarrollo
implica una gran cantidad de factores, desde genéticos hasta medio ambientales (Wong,
2012).

En la actualidad, el cancer es una de las primeras causas de muerte 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 pulmoén, seno y colorectal,
como se describen en la tabla | (Ferlay et al., 2013). También representa una de las
enfermedades més costosas. En 2008 se invirtio 20% mas en el tratamiento del cancer
que en otras enfermedades mayores (American Cancer Society and Livestrong, 2010).
En los Estados Unidos, el costo en gastos médicos relacionados al cancer fue de $201.5
y ocasiond cerca de $124 billones en pérdidas de productividad debido a muertes
prematuras (Luo et al., 2013). No obstante, en la actualidad méas gente sobrevive al
cancer que en el pasado. Para el 2012 hubo casi 2 millones mas de sobreviviente de lo
estimado, superando las expectativas de sobrevivencia calculadas desde el 2008 para ese
afio. Esto, en gran medida como resultado de la inversidn en investigacion enfocada en
el estudio, prevencion y tratamiento de los diferentes tipos de cancer (Siegel et al.,
2013).



TABLA

Principales tipos de cancer para ambos sexo en el afio 2012

No. Tipo de Cancer? %  No. Tipo de Céancer? %
1. Pulmoén 13.0 15. Labios, cavidad oral 2.1
2. Seno 11.9 16. Tiroides 2.1
3. Colorectal 9.7 17. Cerebro, sistema nervioso 1.8
4.  Prostata 7.9  18. Ovario 1.7
5. Estomago 6.8  19. Melanoma de piel 1.6
6. Higado 56  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. Mieloma multiple 0.8
10. Linfoma (no 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. Rifién 2.4  27. Sarcoma de Kaposi 0.3
14. Endometrio 2.3

% Excluyendo el cancer de piel no melanoma. Datos obtenidos del reporte de la
International Agency for Research on Cancer para 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 muy invasivos y con
un gran numero de efectos secundarios o secuelas. Recientemente, nuevos métodos de
deteccidn, diagndstico y tratamiento del cancer, han surgido gracias a décadas de
investigacion. Entre las mas prometedoras tecnologias se encuentran: i) la
inmunoterapia, que utiliza moléculas que estimulan el sisma inmune para la destruccion
de cierto tipo de tumores (Clynes et al., 2000); ii) terapias moleculares, dirigidas hacia
tipos especificos de células cancerosas, blogueando su crecimiento anormal por
interferencia en la sefializacién intracelular (Verma et al., 2012) vy iii) nanotecnologia,
para la implementacion de farmacos por medio de nano particulas (Socinski et al.,
2012).



Dentro del desarrollo en investigacién de nuevos farmacos, existe una rama
dedicada al descubrimiento e implementacion de compuestos de origen natural para el
combate de celulas cancerosas. Especificamente, compuestos con actividades anti-
cancerigena producidos por microorganismos, como las bacterias, presentan algunas
ventajas sobre otras fuentes naturales. Una muy evidente, es su alta tasa de crecimiento,
que favorece a una acelerada produccion de compuestos, al igual que su versatilidad
para crecer en medios de cultivo preparados a partir de residuos agroindustriales, lo que
reduce costos de produccién, sin dejar de lado su amplia biodiversidad, que aumenta el
potencial para la busqueda de nuevos compuestos. Adicionalmente, las bacterias pueden
manipularse facilmente e incluso modificarse genéticamente, para una incalculable

cantidad de aplicaciones biotecnoldgicas (Harvey, 2008).

Es por todo esto, que este estudio esta enfocado en la caracterizacion de nuevas
proteinas bacterianas con actividad anti-cancerigena. Especificamente, aquellas
denominadas parasporinas (PS) que son producidas por B. thuringiensis, una bacteria de

gran interés biotecnoldgico.

4.2 Bacillus thuringiensis como recurso biotecnoldgico

El B. thuringiensis es una bacteria Gram positiva, aerobia facultativa y
esporulada, que se caracteriza de otros bacilos estrechamente relacionados, como
Bacillus cereus y Bacillus anthracis, por la formacion de cristales de naturaleza proteica
durante la fase de esporulacion (Schnepf et al., 1998). Esta es una caracteristica
destacable, ya que existe una amplia variedad de proteinas contenidas en los cristales,
principalmente proteinas Cry, que exhiben efectos citotoxicos hacia un gran nimero de
especies. La popularidad de las proteinas Cry ha radicado principalmente en su actividad
bioldgica contra insectos (de Maagd et al., 2001) y neméatodos (Jouzani et al., 2008), y
en menor medida, contra algunos acaros y protozoarios (Bagley et al., 1993; Kondo et
al., 2002).



Aunque existe una extensa variedad de proteinas Cry con actividad insecticida,
un numero importante de cepas de B. thuringiensis producen inclusiones proteicas que
no manifiestan toxicidad hacia insectos, nematodos o protozoarios; representando
incluso una mayor distribucion en los ambientes naturales, que aquellas cepas que si
presentan actividad contra estos organismos (Meadows et al., 1992; Ohba and Aizawa,
1986).

En afos mas recientes, el estudio de las proteinas Cry no insecticidas, ha
revelado nuevas propiedades, como se esquematiza en la figura 1. Tal es el caso de las
lectinas (Akao et al., 1999), la actividad anti-tricomonas (Kondo et al., 2002) y la anti-
cancerigena (Mizuki et al., 2000). Siendo esta Ultima, la parte central de este estudio, ya
gue presenta un gran potencial terapéutico, mediante el uso de un nuevo grupo de

proteinas Cry denominadas parasporinas, detalladas a continuacion.

Clasificacion funcional actual
de las proteinas Cry

Clasificacion funcional

anterior de las toxinas Cry Actividad

desconocida

de lectina

Crys
insecticidas

Figura 1. Diagrama conceptual de las actividades bioldgicas de B. thuringiensis



4.3. Parasporinas

Las parasporinas (PS) son definidas como un nuevo grupo de proteinas Cry
sintetizadas por B. thuringiensis o bacterias relacionadas, que presentan actividad
bioldgica especifica contra células de cancer y tienen baja o nula actividad hacia células
normales (Mizuki et al., 2000). Las principales caracteristicas de las PS son: i) no
presentan actividad insecticida conocida (Lee et al., 2000); ii) son sintetizadas como
protoxinas, es decir, necesitan ser hidrolizadas por proteasas en puntos especificos para
su activaciéon (Okumura et al., 2006); iii) tienen una alta toxicidad a células humanas de
cancer, pero una baja o nula hacia células sanas (Ohba et al., 2009) y 4) poseen bajos

porcentajes de identidad con proteinas Cry insecticidas (Ichikawa et al., 2007).

Las PS son clasificadas y nombradas por el “Comité para la Clasificacion y
Nomenclatura de Parasporinas” (Okumura, et al., 2010), en base al mismo principio de
clasificacion de Cry, fundamentado en el grado de identidad de sus secuencias de amino
acidos (Crickmore et al., 1998). Por lo tanto, estas proteinas poseen dos claves, PS y

Cry.

Actualmente, existen seis grupos o familias de parasporinas PS1-PS6, y aunque
hay 29 secuencias parciales o completas de PS reportadas en el Gen Bank, solo 19
cuentan con una nomenclatura oficial (Okumura et al., 2010). En cuanto a su ubicuidad,
el mayor numero de aislados de B. thuringiensis productores de PS provienen de Asia,
de paises como Japdn (Mizuki et al., 1999; Uemori et al., 2007), Vietnam (Yasutake et
al., 2008), Malasia (Nadarajah et al., 2006) e India (Poornima et al., 2010); pero también
existen reportes mas recientes de este tipo de cepas en el continente americano, como de
islas de islas del Caribe (Gonzalez et al., 2011), Canada (Jung et al., 2007) y México, en
este estudio (Espino Vazquez, et al., 2012).



TABLAI

Caracteristicas principales de las parasporinas reportadas

Pro-toxina  Punto .
Gen Toxina(s)
Parasporina No. Cry Cepa Pais Referencia
(pb) kDa Isoeléctrico kDa
PS1Aal Cry31Aal A1190 2,169 81 5.95 15y 56 Japon (Mizuki et al., 2000)
PS1Aa2 Cry3lAa2 M15 2,226 83 5.93 Canada (Jung et al., 2007)
PS1Aa3 Cry3l1Aa3 B195 2,169 81 5.95 Japon (Uemori et al., 2008)
PS1Aa4  Cry31Aa4 Bt79-25 2,169 81 5.95 Vietnam (Yasutake et al., 2008)
PS1Aa5 Cry31Aa5 Bt92-10 2,169 81 5.95 Vietnam (Yasutake et al., 2008)
PS1Aa6 Cry3lAa6 64-1-94, M15, M019 2,262 84 5.97 15y 55  Japon, Caribe, Canada (Nagamatsu et al., 2010)
PS1Abl1 Cry31Abl B195 2,178 82 5.97 Japon (Uemori et al., 2008)
PS1Ab2  Cry31Ab2 Bt31-5 2,178 82 5.97 Vietnam (Yasutake et al., 2008)
PS1Acl  Cry31Acl Bt87-29 2,331 87 5.92 Vietnam (Yasutake et al., 2008)
PS1Ac2 Cry31Ac2 B0462 2,331 87 5.96 15y 60 Japdn (Kuroda et al., 2013)
PS1Adl Cry31Adl 64-1-94, M15, M019 2,262 84 5.92 15y 55 Japoén, Caribe, Canada (Nagamatsu et al., 2010)
PS1Ad2 Cry31Adl 64-1-94* 2,277 85 5.92 Caribe (GenBank AGO57767.1)
PS2Aal  Cry46Aal A1547 1,014 37 5.91 28 Japon (Ito et al., 2004)
PS2Aa2  Cry46Aa2 A1470 1,011 37 5.90 30 Japon (Okumura et al.,, 2013)
PS2Abl  Cry46Abl TK-E6 912 33 5.91 Japon (Hayakawa et al., 2007)
PS3Aal Cry4lAal A1462 2,475 94 6.00 64 Japdn (‘Yamashita et al., 2005)
PS3Abl  Cry4lAbl Al462 2,487 94 6.00 Japdn (Yamashita et al., 2005)
PS4Aal Cry45Aal A1470, T98* 2,487 30 5.99 26.8 Japon (Okumura et 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, Canada (Nagamatsu et al., 2010)

* Datos no publicados
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4.3.1 Estructura de las principales parasporinas

Las PS son sintetizadas como protoxinas y para adquirir su conformacion toxica,
primero necesitan ser solubilizadas a pH alcalino (Mizuki et al., 2000) o &cido
(Okumura et al., 2006) y posteriormente ser digeridas por serin proteasas, como la
proteinasa K (Ohba et al., 2009). Como se observa en la tabla Il, solo se conocen los
fragmentos tdéxicos de algunas PS, ya que estos solo pueden ser determinados
experimentalmente, mediante digestion, ensayos in vitro y secuenciacion aminoacidica.
A lo largo de esta seccion, se detallardn las PS mejor caracterizadas en cuanto a su
estructura y conformacion toxica (Fig. 2).

La PS1 fue identificada en los cristales de la cepa A1190. En su forma nativa, la
constituye una protoxina de 81 kDa con la estructura tipica de los tres dominios de
proteinas Cry, cuya secuencia aminoacidica contiene los cinco bloques conservados,
comunmente descritos para las Crys insecticidas. Tras ser hidrolizada, son generados
tres péptidos, dos de ellos toxicos: uno pequefio de 15 kDa y otro de 56 kDa.
Interesantemente, los dos fragmentos forman un heterodimero muy dificil de disociar,

que compone el fragmento toxico de la PS1Aal (Katayama et al., 2005).

Las dos parasporinas del grupo 2, producidas por las cepas A1547 (PS2Aal) y
A1470 (PS2Aa2), son proteinas pequefias de 37 kDa en su forma nativa, que no poseen
ninguno de los bloques conservados tipicos de las proteinas Cry (Kitada et al., 2006). Se
diferencian tan solo en cuatro residuos de aminoacidos y en el sitio de digestion con
proteinasa K; donde al ser cortadas hacia los extremos amino y carboxilo terminal, se
generan toxinas monomeéricas de 26 y 30 kDa (Ito et al., 2004; Okumura et al., 2013).
El andlisis de la estructura tridimensional de la PS2Aal, indica que estd compuesta por
tres dominios, conformados principalmente de barriles . Esta estructura no se asemeja a
la de tres dominios de las Cry’s clasicas, sino a las toxinas formadoras de poros (TFP)
del tipo de las aerolisinas (Akiba et al., 2009).
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Las dos parasporinas del grupo 3 (Cry41Aal y Cry41Abl), son sintetizadas por
la cepa A1462 y representan las de mayor masa molecular entre las PS, con un peso 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 dos extremos,
son generados tres fragmentos, en donde el mas grande, corresponde a la toxina de 64
kDa (Yamashita et al., 2005). Como dato interesante, las secuencias aminoacidicas de
estas parasporinas, son similares a la hemaglutinina HA-33 de Clostridium botulinum,
la bacteria causante del botulismo (Ohba et al., 2009; Tsuzuki et al., 1990).

Por otra parte, aunque existen tres secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
correspondientes a parasporinas del grupo 4 en el Gen Bank (No. Acceso: AB180980.1;
KC832500.1; KC832499.1), 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 tdxica (Okumura et 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 &cido, ya que
tras ser solubilizada en HCI 10 mmol, se observé un incremento del 25% en su efecto
citopatico hacia varias lineas celulares, en comparacion 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 (Okumura et al., 2006).

Con respecto a la PS5, solo se cuenta con su secuencia nucleotidica y
aminoacidica correspondientes a la PS5Aal, de la cual ain no hay publicaciones sobre
su efecto citotoxico o0 modo de accion. Sin embargo, por medio de un alineamiento con
la herramienta DELTA-BLAST, es posible determinar que 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 por Clostridium perfringens, el cual es el
causante de la formacion del canales en la membrana lipidica de las células (Knapp et
al., 2009).
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El cuanto dltimo grupo de parasporinas, solo se cuenta con un miembro
correspondiente a la PS6Aal, que es una proteina en algunos aspectos relacionada a la
PS1. Las tres 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 pro-toxinas de PS1 y PS6 comparten un secuencia conservada
en sus primeros 50 residuos de aminoécidos y tras ser activadas por prote6lisis, dos de
sus tres péptidos generados, conforman un heterodimero téxico (Gonzalez et al., 2011,
Nagamatsu et 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 (Nagamatsu et al., 2010).

Ademas de las PS ya mencionadas, cabe destacar la deteccion de una PS
producida por la cepa Bt 18 originaria de Malasia, la cual no cuenta con numeracion de
PS o Cry, ya que se desconoce su secuencia aminoacidica completa. Esta presenta
actividad preferencial hacia células de cancer, y aunque también tiene actividad contra
Aedes aegypti, no fue toxica hacia eritrocitos humanos o de rata (Chan et al., 2007,
Nadarajah et 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 toxico, como en la PS1 (Chan et al., 2012). Las
secuencias N-terminal parciales de ambos fragmentos demostrd que la proteina de 68
kDa presenta similitud hacia las Cry24Aa y Cry25Aa producidas por B. thuringiensis
serovariedad jegathesan, mientras que el péptido de 28 kDa fue similar a la Cry15Aa de
B. thuringiensis serovariedad israelensis (Nadarajah et 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 leucemia la susceptibilidad
disminuye ante la toxina de 68 kDa, mientras que en otra linea el efecto aparentemente

se incrementa (Chan et al., 2012).

En retrospectiva, podemos resumir que tras hacer el analisis general de la
estructura de las PS, se observan dos grupos 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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secuencias conservadas. Y que en su conformacion 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 no tienen tanta relacion con
las proteinas Cry clasicas, pero si 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

e ——rd
PS2Aa1 (37 kDa)

v Toxina 28 kDa A 4

[ | R |
PS3Aal (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. Esquematizacion de los fragmentos toxicos de las principales parasporinas
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4.3.2 Espectro citotoxico

En esta seccion serd resumida la informacion disponible sobre actividad
bioldgica de las PS mejor caracterizadas. Como se puede observar en la tabla 1llI, las
parasporinas tienen efecto citopatico preferencial hacia cierto tipo de linea celular, méas
que por un tipo de cancer en particular.

La PS1 no fue toxica hacia la mayoria de las lineas contra las que fue probada;
sin embargo presenta toxicidad alta hacia las células de cancer cérvico uterino HelLa
(Katayama et al., 2005). De igual manera la PS4, que tuvo mayor citotoxicidad hacia las
células de cancer de colon (Okumura et al., 2005) y la PS de Malasia, que parece tener
selectividad hacia las células de leucemia (Chan et al., 2007; Nadarajah et al., 2008).Por
otra parte, la PS2 parece ser la parasporina de mayor espectro citotoxico, ya que tuvo un
importante efecto citopatico hacia cinco de las nueve lineas celulares de cancer probadas
(Ito et al., 2004). No obstante, también presentd toxicidad alta hacia las células T

normales, lo cual indica que su selectividad no es tan buena.

Finalmente, la citotoxicidad de las PS3 y PS6 hacia las lineas probadas fue nula o
baja (Nagamatsu et al., 2010; Yamashita et al., 2005). Aunque no se descarta un mayor
efecto citopatico hacia otras lineas celulares que no hayan sido probadas, como en el
caso de la PS1.
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TABLA 111

Espectro citotdxico de las principales parasporinas

Linea celular  Descripcion

PS1Aal PS2Aal PS3Aal PS4Aal PS6Aal PS Malasia
CEsp EC CEso EC CEsx EC CEsp EC CEsp EC CEsp EC

Células normales de humano
Linfocitos T  Células T

HC Células hepaticas
UtSMC Células de utero
MRC-5 Células de pulmon
Células de cancer humano
MOLT-4 Leucemia

Jurkat Leucemia

HL-60 Leucemia
CEM-SS Leucemia
U-937-DE4 Linfoma

K562 Leucemia

HepG2 Cancer hepatico
HelLa Cancer cervical
Sawano Cancer endometrial
TCS Cancer cervical
A549 Cancer pulmonar
CACO-2 Cancer de colon

>10.0 - 0148 +++ >10.0 - >20 - Nd >32.0 -
>10.0 - >10.0 - >10.0 - >20 - >10.0 - Nd
>10.0 - 9.28 - >10.0 - >20 - Nd Nd
>10.0 - 115 - >10.0 - >20 - Nd Nd

2.2 + 0.044 ++++ >10.0 - 047 ++ Nd Nd
>10.0 - 0.015 ++++ >10.0 - >20 - Nd Nd
0.32 ++ 0.066 ++++ 1.32 + 0.73 + Nd Nd

Nd Nd Nd Nd Nd 0.122 +++

Nd Nd Nd 0.98 + Nd Nd

Nd Nd Nd >2.0 - Nd Nd

3.0 - 0.023 ++++ 2.8 + 1.9 + 2.3 + Nd
0.12 +++ >10.0 - >10.0 - >20 - 7.2 - >05 ++
>10.0 - 0.041 ++++ >10.0 - 025 ++ nd Nd

Nd >10.0 - >10.0 - 072 + nd Nd
>10.0 - >10.0 - >10.0 - >20 - nd Nd
>10.0 - 486 - >10.0 - 012 +++ >10 - Nd

CEsg, Concentracion efectiva media (ug ml™); EC, Efecto citotéxico basado en las CEso (Mizuki et al., 2000), en donde: ++++,
extremadamente toxico; +++, altamente tdxico; ++, moderadamente toxico; +, poco toxico; -, no toxico. 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 accion. A este 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 acttan de la

misma manera sobre las células cancerigenas susceptibles.
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 interacciéon de las toxinas con un
receptor de membrana especifico. El receptor es definido como una molécula,
generalmente una proteina, que se encuentra en la superficie celular y actta en el primer
paso de reconocimiento y unién de la toxina Cry a su célula blanco (Pigott and Ellar,
2007). La identificacion de receptores ha sido un punto poco estudiado en las PS, pero se
cree que al igual que las Cry plaguicidas, existe una interaccion especifica de PS-

Receptor que confiere la especificidad hacia las células de cancer.

Para la PS1Aal, la molécula que actta como receptor ha sido identificada y
patentada para su uso como marcador de células susceptibles (Katayama et al., 2011).
Esta molécula es la beclina-1, que es una proteina que en células normales actla
intracelularmente en procesos como la autofagia, desarrollo y apoptosis; pero en las
celulas HelLa, fue localizada extracelularmente y es reconocida de manera especifica por
la PS1Aal (Zhong et al., 2009; Katayama et al., 2011).

De igual manera, el receptor para la PS de Malasia fue identificado en células de
leucemia CEM-SS. Inicialmente se demostro la adhesion y alta afinidad del fragmento
de 68 kDa hacia la superficie de estas células por marcaje con biotina (Wong et al.,
2010) y un afio después, fue identificado el Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa
(GADPH) como la proteina de union o receptor para esta parasporina. El GADPH es una

enzima altamente estudiada, de gran importancia en el metabolismo celular, que en afios
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mas recientes, también ha sido asociada a procesos de cancer y muerte celular por

apoptosis (Tsuchiya et al., 2005).

Aunque se desconoce el porqué de la localizacion de estas moléculas en la
membrana de las células blanco, y si alin conservan alguna funcion bioldgica en este
estado, su ausencia o baja proporcion en la superficie de las células normales, es 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 mecanismo de accion ha sido descrito para algunas de las Cry anti-
cancerigenas. Este es el caso de la PS1Aal y la PS de malasia, en donde es observada la
induccion de apoptosis en lineas celulares HeLa y CEM-SS (Chan et al., 2007;
Katayama et al., 2007).

El modo de accion de la PS1 en células HelLa (Fig. 3) comienza por la unién al
receptor (beclina 1), seguido por un aumento del Ca** intracelular desde los primeros
minutos de exposicidn y en consecuencia una disminucion de la sintesis global de DNA
y proteinas. La muerte celular programada es puesta en evidencia a las 8 h por la
activacion de pro-Caspasa 3 y poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP). En este proceso, el
Ca®* parece ser un factor importante en el modo de accién, ya que tanto la inhibicién de
Caspasa 3, como del Ca*" por agentes quelantes o eliminacién del medio de cultivo,
disminuyen considerablemente la actividad de la PS1Aal (Katayama et al., 2007;
Katayama et al., 2011). Adicionalmente, en ningun punto fueron detectados cambios en

el potencial de membrana (Katayama et al., 2007).

Para la PS de Malasia, la muerte apoptoética inicialmente fue detectada por un
aumento de células en la fase S, indicando el arresto del ciclo celular. Posteriormente,
fue confirmada mediante ensayos de Caspasa 3 y estudios morfolégicos por microscopia
electronica; en donde la activacion de Caspasa 3 alcanz6 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 PS (Chan et al., 2012).
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4.3.3.3 Necrosis

El segundo modelo de accion 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 TFP, que en insectos y
nematodos, lisan las células epiteliales del intestino medio (de Maagd et al., 2003).

Tipicamente, la formacion de poros es llevada a cabo mediante los siguientes
pasos: 1) union de la toxina monomérica a receptor(es) de membrana especificos, 2)
segunda unién (irreversible) a receptor(es) y activacion del mondmero, 3)
oligomerizacion de las toxinas, 4) insercion de los oligdbmeros y formacién de los poros
en la membrana plasmética y finalmente 5) desequilibrio osmético que da paso a la
muerte celular (Gonzélez et al., 2008).

Para las parasporinas 2 y 4, se propone la muerte celular por necrosis (Fig. 4),
apoyada en parte por su estructura tridimensional, altamente similar a B-TFP como la
aerolisina o citolisina y sustentada por la evidencia experimental (Akiba et al., 2004;
Mahalakshmi y Shenbagarathai, 2010; Okumura et al., 2011). Los datos que se tienen
sobre la 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 a dodecilsulfato sédico (SDS), de ca. 200 kDa, de manera
dependiente de la temperatura. Esta oligomerizacién, no se lleva a cabo en la membrana
citoplasmatica de células poco susceptibles como HelLa o en membranas mitocondriales
y del reticulo endoplasmico (Abe et al., 2008, 2005). Los cambios morfolégicos para
células adherentes HepG2, son la formacion de “ampollas” en la periferia celular, dentro
de los primeros minutos de exposicion; hinchamiento a las 2 h; desprendimiento vy lisis,
a partir de las 4 h. Para las células en flotacion MOLT-4, los cambios consistieron en
hinchamiento y vacuolizacion, sin formacion de ampollas. Adicionalmente, estas células
expuestas a altas dosis de la PS2, no tuvieron activacion de Caspasa 3/7 ni
fragmentacion del DNA cromosomico (Ito et al., 2004; Kitada et al., 2006).

19



En cuanto al mecanismo de la PS4Aal, se ha demostrado su union en membrana
lipidica, aunque sin presencia de colesterol (Okumura et al., 2011). Al igual que en la
PS2, hay formacion oligémeros resistentes a SDS, de 90-200 kDa, de forma exclusiva
en la membrana de células susceptibles. Los cambios morfoldgicos inducidos en MOLT-
4 y CACO-2, también comienzan desde los primeros minutos. En los primeros 10 min se
observé condensacién nuclear, la cual llegd a su méximo punto 1 h después;
posteriormente ocurre el hinchamiento de las células a las 2 h aproximadamente, y la
lisis dentro de las 24 h de exposicion (Okumura et al., 2005). Ademas, para las MOLT-4
también se han descrito encogimiento nuclear, formacion de ampollas en la periferia
celular y nuclear. Como evidencia sobre la necrosis como modo de accion, se demostrd
la permeabilizacion de la membrana en las susceptibles mediante la liberacién de lactato
deshidrogenasa (LDH) y la internalizacion de dextranos de diferentes pesos moleculares.

Asi mismo, no hubo activacion considerable de Caspasas 3/7 (Okumura et al., 2011).

Finalmente, para la PS3, también se sugiere que una muerte necrética por la
formacion de poros de membrana, dada su estructura y gran relacion a las proteinas Cry
insecticidas. Como evidencia también fue observada una progresiva liberacion de LDH,
que fue inversamente proporcional a la tasa de sobrevivencia de células HepG2
(Yamashita et al., 2005). Para el resto de las PS no existe evidencia experimental sobre

su modo de accion.
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5. METODOS

5.1 Material biolégico

5.1.1 Cepas de Bacillus thuringiensis

Para este estudio fueron utilizadas 103 cepas de B. thuringiensis de la coleccion
de microorganismos entomopatégenos del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la UANL (Tabla IV). Paralelamente, también fueron incluidas las
cepas de referencia A1190 (PS1Aal), A1547 (PS2Aal), A1462 (PS3Aal, PS3Abl) y
Al1740 (PS2Aa2, PS4Aal), como controles positivos de los experimentos, las cuales
fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Eiichi Mizuki del Biotechnology and

Food Research Institute, Fukuoka Industrial Technology Center.

Todas las cepas fueron conservadas en criogenia a -20°C con 15% de glicerol,
segun lo descrito por Sambrook y Russell (2006). Para su para su activacion, las cepas
fueron inoculadas en agar nutritivo y para su propagacion, las bacterias fueron
sembradas en agar nutritivo suplementado con extracto de levadura (Thorne et al., 1986)
e incubadas a temperatura ambiente hasta su completa esporulacion. EI monitoreo de las
inclusiones, se llevd a cabo mediante frotis bacterianos tefiidos con cristal violeta y

Vvistos en un microscopio éptico marca Leica a un aumento de 1,000X.
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Cepas de Bacillus thuringiensis analizadas en este estudio

TABLA IV

No. Clave No. Clave No. Clave No. Clave No. Clave
1. GM2 22. HD968  43. 1B20 64. 1B68 85. 1B83
2. GM7 23. 1B2-1 44, 1B21 65. 1B69-1 86. 1B84
3. GM10 24. 1B2-2 45. 1B22 66. 1B69-2 87. 1B88
4. GM13 25. 1B5 46. 1B23 67. 1B70 88. J1

5. GM18 26. 1B6 47. 1B24 68. 1B71-1 89. J12
6. GM18-B 27. I1B8-1 48. 1B25 69. 1B71-2 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. 1B46 72. 1B74-2 93. J5
10. GM58 31. 1B11-2 52. 1B48 73. 1B75 94. J6
11. GM62 32. 1B14-1 53. 1B49 74. 1B76-1 95. J7
12. GM109  33. IB14-2  54. IB50 75. 1B76-2 96. J9
13. HD1 34. IB15-1  55. IB53 76. 1B77-1 97. K1
14. HD2 35. 1B15-2 56. I1B57 77. 1B77-2 98. 20034
15. HD12 36. 1B16-1 57. 1B62 78. 1B78-1 99. 225-1
16. HD29 37. IB16-2  58. 1B63 79. 1B78-2 100. VEA
17. HD73 38. IB17-1  59. 1B64 80. IB79 101. CL9-1
18. HD146 39. I1B17-2 60. 1B65 81. 1B80-1 102. CL9-3
19. HD511 40. 1B18 61. 1B66 82. 1B80-2 103. CL9-21
20. HD542 41. 1B19-1  62. 1B67-1  83. IB81

21. HD567 42. 1B19-2  63. IB67-2  84. IB82
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5.1.2 Lineas celulares

La actividad biologica de los cristales fue evaluada sobre 7 lineas celulares, las
cuales fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC) y conservadas
en criogenia a -70°C con 5% de DMSO (Tabla V). Para su activacion y propagacion
fueron utilizados los medios de cultivo recomendados por la ATCC y mantenidas en

incubacion a 37°C con 5% de CO..

5.2 Microscopia electrénica

La morfologia de los cristales paraesporales de algunas las cepas de B.
thuringiensis, fue observada por microscopia electronica de barrido en el centro de
Centro de Investigacion e Innovacién en Ingenieria Aeronautica (CIHIA) de la UANL.
Los cultivos esporulados fueron previamente suspendidos en agua destilada estéril y
lavados dos veces por centrifugacion y re suspension. Posteriormente 10 pl de cada
suspension fueron colocados en porta muestras y fijados por calor por unos segundos.
Las muestras fijadas fueron cubiertas con particulas de oro en el CIIIA y vistas en un

microscopio marca FEI-NovananoSEM 200.

5.3 Deteccion de PS por PCR multiple

5.3.1 Extraccién de ADN genémico

El ADN fue obtenido mediante la técnica descrita por Cheng y Jiang (2006), en
donde el ADN bacteriano es extraido por lisis quimica con fenol y posteriormente
purificado con lavados con cloroformo. EI ADN genémico de todas las cepas fue

almacenado a -20°C hasta su uso.
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TABLAV

Lista de lineas celulares del estudio

No. ATCC Nombre Organismo Morfologia/Tejido  Propiedades Enfermedad Medio de Cultivo®
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 Suspension 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 MEMa S/N
CRL-2218 BpRcl Mus musculus  Epitelial/Higado Adherente Hepatoma DMEM

% Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% de Suero Fetal Bovino. Abreviaciones. DMEM: Medio de Eagle Modificado
de Dulbecco; MEMa: Medio Minimo Esencial alfa sin nucledsidos; RPMI: Medio del Instituto Roswell Park Memorial.
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5.3.2 Disefio de iniciadores

El sistema de PCR multiple fue disefiado en base a los siguientes criterios: i) alta
especificidad hacia todos los genes de PS, ii) temperaturas de hibridacién de los
iniciadores cercanas, iii) tamafios de amplicones diferentes, capaces de ser diferenciados
facilmente por electroforesis 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 iniciadores fueron el software libre
GENtle para la identificacion de regiones conservadas por medio de alineamientos
maultiples, el Primer-BLAST del NCBI para el disefio de los iniciadores sobre las
secuencias consenso obtenidas con el GENtle y para evaluar la especificidad de cada
juego, se utilizd la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la
pagina del NCBI, y para validar sus propiedades; tales como temperatura de hibridacion,
porcentaje de Guaninas/Citosinas, estructuras de horquilla, entre otras, se efectud el
analisis de cada iniciador con la herramienta en linea “Oligo Analyzer” de la pagina de

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
cuatro o cinco cepas Y analizados en una sola reaccion de PCR mudltiple. 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

simplex para corroborar el tipo de parasporina amplificada.

Para determinar las condiciones Optimas para la PCR multiple fueron hechos
gradientes de temperaturas de hibridacién en un termociclador Veriti® Thermal Cycler

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

La secuenciacion de los productos de PCR fue hecha directamente a partir de
productos de PCR purificados con el estuche comercial (kit) Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) o por clonacion en el vector pGEM-T easy (Promega). La
transformacion fue hecha por choque térmico con células de E. coli JM109 calcio
competentes, “plaqueadas™ en agar LB/IPTG/X-Gal suplementado con 100 pg ml™* de
ampicilina, para la seleccion de colonias blancas(Sambrook y Russell, 2001). 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 el kit Wizard® Plus SV

Minipreps DNA Purification (Promega).

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 Maryland, EUA. Las secuencias nucleotidicas fueron
determinadas con nuestros iniciadores para los productos de PCR y con el iniciador
universal T7 (5"-TAATACGACTCACTATAGGG-3"). Los electroferogramas recibidos
fueron analizados e interpretados son el programa GENtle y las secuencias fueron

comparadas en la base de datos del GenBank.

5.4 Activacion de las inclusiones paraesporales

Los cristales paraesporales fueron solubilizados y digeridos proteoliticamente
para su activacion. Para la solubilizacion, se partié de cultivos en placa completamente
esporulados, colectados y diluidos en agua bidestilada en tubos para centrifuga de 1.5
ml. El complejo cristal-espora recuperado, fue lavado dos veces con agua bidelstilada
estéril y re-suspendido en buffer de Carbonatos pH 10.5 (50 mM de NaCOg3, 10 mM de
DTT, 1 mM de EDTA) de acuerdo a Mizuki et al. (1999), a excepcidon de la cepa A1470,
la cual fue solubilizada en Buffer de HCI 10 mM para una mejor eficiencia (Okumura et
al., 2006). Las muestras fueron incubadas durante 60 min a 37°C y posteriormente
ajustadas a pH 8.0 con HCI o NaOH 1N.
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Para la activacion, los cristales solubilizados fueron digeridos con 10 pg pl™ de
proteinasa K para las cepas de nuestra coleccion y la cepa de referencia A1470
(Okumura et al., 2006). Para las cepas de referencia, se afiadié la concentracion de
proteinasa K correspondiente a lo reportado como éptimo: 30 pg ml™ para la A1190
(Mizuki et al., 2000), 300 pg ml™ para la A1547 (Kim et al., 2000) y 3 pg ml™ para la
A1462 (Yamashita et al., 2000). Posteriormente, todas las muestras se pusieron a
incubacion por 90 min a 37°C y al téermino la digestion fue detenida con 1mM de PMSF.
Consecutivamente, las esporas contenidas en los extractos crudos fueron eliminadas por
centrifugacion a 10,000 g por 5 min o por filtracion en membranas de Poliéter sulfona
(PES) de 0.2 um.

La concentracion de proteina fue estimada por el método de Bradford (Bradford,
1976) y ajustadas a 1 mg ml™. Aquellas muestras que no alcanzaron la concentracion
necesaria, fueron dializadas en con membranas de tamafio de poro de 12,000 Da y
concentradas en un concentrador CentriVap Benchtop Vacuum a 40°C. Finalmente,

todos los cristales activados fueron alicuotados y conservados a -20°C hasta su uso.

5.5 Analisis de los cristales paraesporales en geles de poliacrilamida

5.5.1 Geles de una dimension

Los perfiles de las proteinas de los extractos crudos fueron caracterizados por
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).
Estableciendo los pesos moleculares de las proteinas nativas, solubilizadas 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 fueron tefiidos con azul de coomassie R-250 al 1% (Laemmli, 1970). Todos los
geles fueron foto documentados con un densitometro GS-800 (Biorad) y analizados con

el software Quantity One® (Biorad).
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5.5.2 Geles bidimensionales

Para el andlisis de las proteinas paraesporales en geles de doble dimension, los
extractos solubilizados o activados fueron purificados con el kit 2-D Clean-Up (GE) a
partir de 100 g de proteina total. Una vez purificadas, las proteinas fueron re
suspendidas en 125 ul de buffer DeStreak Rehydration Solution (GE) adicionado con
0.5% de IPG Buffer pH 3-10 (GE). La hidratacion activa se hizo en tiras ReadyStrip™
IPG (Biorad) de 7 cm, cargadas con 125 pl de solucién a 20°C a 50 V hasta por 16 h. El
isoelectroenfoque fue corrido a 200 V por 1h, 500 V 1 hy 1,000 V 1 h. La segunda
dimension se corrid en geles de poliacrilamida al 10%, tefiidos con azul de coomassie R-
250 o con Oriole Fluorescent Gel Stain (Biorad). Los geles fueron foto documentados y

analizados con el software PD Quest 2-D (Biorad).

5.6 Inmunodeteccién

La inmunodeteccion por Western blot fue realizada con los anticuerpos
proporcionados por el Dr. Shiro Okumura del Biotechnology and Food Research
Institute, Fukuoka Industrial Technology Center. Los anticuerpos poli-clonales de
conejo anti-PS1 y anti-PS4, fueron levantados contra las proteinas solubilizadas de la
cepa A1190 (protoxina PS1Aal) y la PS4Aal digerida y purificada (activada).

Inicialmente las proteinas solubilizadas y activadas de los extractos fueron
separadas en geles al 10% de poliacrilamida. Consecutivamente se hizo la electro-
transferencia a membranas de nitrocelulosa durante 3 h a 300 mA. Después de un lavado
de 15 min en Buffer Tris Salino (TBS) con 10mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NacCl, las
membranas fueron bloqueadas con Tween 20 al 2%. Posteriormente se les dieron otros
dos lavados de 5 min con Buffer TBS y se afiadio la solucidn de anticuerpos (Anti-PS1
0 Anti-PS4) a una dilucién 2,000X en Buffer TBS. Tras 1 h d incubacion, las
membranas se lavaron dos veces con Buffer TBS, adicionado con Tween 20 al 0.05%.
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Consecutivamente, las membranas fueron incubadas por otra hora con el conjugado
Anti-1gG de conejo con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich). Finalmente el resultado fue

visualizado con solucion cromogénica NBT/BCIP (Sigma-Aldrich).

5.7 Ensayos de citotoxicidad

Las proteinas activadas fueron probadas contra las lineas celulares en placas de
96 pozos, incluyendo los respectivos controles como se describe en la tabla VI. Todas
las placas de los ensayos fueron incubadas por 24 h a 37 °C en incubadora con 5% de
CO..

TABLA VI

Componentes para los ensayos de citotoxicidad

Componente Control  Control  Tratamiento Blanco
positivo  negativo

Suspension de 2x10* células ml™ 90 ul 90 ul 90 pl -
Cristales activados de nuestras cepas ] ] 10 ul
(1,000-0.01pg ml™) H
Cristales activados de las cepas de 10 ul i ] )
referencia (1,000-0.01pg m1™) H
Medio de cultivo sin células - - - 90 ul
Buffer d bonatos pH 8.0

uffer de carbonatos p con ) 10 ul ] 10 ul

proteinasa K
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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 célculo del nimero de células
fue empleada 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.

[Sumatoria de células en 4 cuadrantes][10x*]
4

Ecuacion 1 Células ml~1 =

[No. de células tratadas con PS]*100

(No. de células sin Tratamiento)

Ecuacién 2 % Sobrevivencia:

5.7.2 Conteo con kit de bioluminiscencia

El segundo tipo de conteo de células viables fue hecho con el kit CellTiter-Glo ®
Luminescent Cell Viability Assay (Promega) que estima la cantidad de células
metabolicamente activas, por medio de la luminiscencia emitida en proporcion 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 inclusiones activas sin

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

La bioluminiscencia fue cuantificada en un luminémetro GloMax Multi+
Detection System con el Software Instinct (Promega). El porcentaje de sobrevivencia
fue estimado en base a las unidades relativas de luminiscencia (URL) de las células sin

tratamiento como el 100 % de sobrevivencia con la siguiente ecuacion.

[(URL de las células tratadas)—(URL del medio S/C-C/I) ]+100
(URL de células sin tratamiento)—(URL del medio S/C)

Ecuacion 3 % Sobrevivencia:

31



5.7.3 Determinacion de la concentracion efectiva y efecto citotoxico

Para los ensayos de una sola dosis con las lineas MOLT-4, Jurkat y Hs27, las
concentraciones finales los cristales fueron de 10 y 5 pg ml™ para las células de
leucemia y de 100 pg ml™* para las células normales. Para el resto de las lineas celulares,
los cristales fueron probados a diferentes concentraciones (100-0.01 pg ml™) para la
determinacion de la Concentracion Efectiva media (CEsp). Estos datos fueron obtenidos
con un analisis log-Probit (limites de confianza al 95%) con el Software SPSS Statistics
20.0.0 (International Business Machines Corporation, Armonk, State of New York,
USA). Por medio de los valores de la CEsp se hizo una escala cualitativa del efecto
citotoxico (EC), en base a estudios previos (Mizuki et al., 1999), de acuerdo a los
siguientes parametros: >100 pg ml™ ningln efecto o muy baja citotoxicidad (-); <100-10
ug ml?, poca citotoxicidad (+); <10-1 ug ml™ citotoxicidad moderada (++); <1-0.1 pg
ml™ citotoxicidad alta (+++); < 0.01 pg mI™* citotoxicidad extremadamente alta (++++).

5.8 Determinacion del modo de accion

El posible modo de accién 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 IB84. En todos los experimentos
fueron incluidos cristales de las cepas de referencia para sustentar y validar los
resultados.

5.8.1 Ensayo multiple de Viabilidad, Necrosis y Apoptosis

Los ensayos mdaltiple de modo de accion fueron llevados a cabo con la linea
MOLT-4 usando el kit ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Promega), el cual, en un primer
paso, utiliza la actividad de proteasas intracelulares de células 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.
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En un paso posterior, la muerte celular por apoptosis determinada por la
activacion de Caspasas 3/7. Los testigos consistieron en células sin tratamiento, medio
sin células y medio sin células méas cada uno de los tratamientos. Como control positivo
de apoptosis se usaron los cristales de la cepa A1190 y como controles de necrosis los
cristales de las cepas A1547 y A1470.

Estos ensayos fueron montado en placas de 96 pozos opacas con fondo claro, con
90 ul de 2X10* células mI™ incubadas con los cristales activados a concentraciones de
100 pug ml™. Los tres eventos fueron cuantificados a las 24 h con el GloMax Multi+
Detection System (Promega). Para la viabilidad y citotoxicidad, que son cuantificadas
por fluorescencia, fueron usados filtros de EXs/Emsps hm y  EXsgs/Emsyy nm,
respectivamente. Mientras que para la estimacion de apoptosis fue usado el mddulo de

luminiscencia.

5.8.2 Microarreglos de ADN

El modo de accién de la parasporina 4 de la cepa IB-84 se examin0O a detalle
identificando, por medio de Microarreglos de ADN, los procesos implicados en la
respuesta celular de las células MOLT-4. En total fueron hechos 3 chips; en donde el
primero consistid en la respuesta génica ante la actividad de los cristales de 1B84, en el
segundo se evalud la respuesta ante los cristales de 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 cinética del efecto citotoxico de la los cristales de 1B84 para determinar
los tiempos letales (TL). A partir de estos datos, el disefio experimental se ideo a partir

de tres placas de cultivos con células MOLT-4 incubadas con las toxinas a un TLys.
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En la primera placa se colocaron Unicamente 10 ml de células a una
concentracion final de 2X10° como la condicién basal. En la segunda, fueron colocados
9 ml de células més 1ml de cristales activos de la cepa 1B84 (Img ml™) y en la tercera,
la misma cantidad de células mas 1m de cristales de la cepa A1470 (Img ml™). Las
placas fueron incubadas a 37 °C hasta la TLys. Posteriormente, las células fueron
recuperadas transfiriendo todo el contenido de las placas en tubos de 15 ml y puestas en
centrifugacion a 1000 g durante 3 min. El sobrenadante fue descartado, el paquete
celular re suspendido en 1ml de TriReagent (Molecular Research Center, Inc.) y

almacenado a -70°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
TriReagent (Chomczynski y Sacchi, 1993). La integridad del ARN total fue comprobada
en un gel de agarosa al 1%, mientras que la concentracion se determind por
espectrofotometria una OD,go Y la calidad fue ratificad con la relacion de las lecturas
OD260/ OD2go. Una vez purificados, los ARN’s fueron precipitados afiadiendo un décimo
del volumen de acetato de sodio 3M (pH 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 enviaron a la Unidad de
Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM en donde se realizaron los
procesos restantes de sintesis, marcaje, hibridacion de las sondas, la lectura vy

cuantificacion de los chips.
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5.8.2.3 Marcaje e hibridacion

El marcaje de las sondas 0 ADN complementario (ADNCc) se hizo de manera
directa durante la retrotrasncripcion, con deoxinucleotidos marcados con Alexasss Yy
Alexags7 con el kit ChipShot™ Indirect Labeling System (Promega). Los tres chips
usados fueron microarreglos de ADN con sondas para 35,764 genes (H35K). Las
sondas marcadas con fluoroforos diferentes pertenecientes a dos condiciones
experimentales, fueron combinadas en concentraciones equimolares e hibridadas en un
mismo chip de acuerdo a la figura 5. Finalmente los chips fueron leidos en un ScanArray
4000 (Packard Biochips) y la cuantificacién de la expresion génica se llevo a cabo con el
programa GenArise (Instituto de Fisiologia Celular UNAM) que arroja los datos de la
cuantificacion con anotadores ENSGXXXXXX (base de datos Ensemble EMBL - EBI).

5.8.2.4 Anélisis de los datos

Los transcritos con cambios en su expresion mayor 0 menor a un Zscore de 1.5,
fueron tomados en cuenta para el analisis ontoldgico por medio de agrupamientos
(clustering) con el software DAVID 6.7 (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery) (Huang et al., 2009). La identificacién de las principales rutas
implicadas en la respuesta a la PS4, fue hecha con el enriquecimiento de los genes
anotados para la ontologia de procesos bioldgicos y funciones moleculares usando las
bases de datos de la Enciclopedia de Kioto de Genes y Genomas (KEGG) y la “Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships” (PANTHER), que se encuentran
disponibles como herramientas del software DAVID (Kanehisa et al., 2014; Thomas et
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.
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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 medio de PCR
cuantitativa (qPCR). El criterio de seleccion de los genes consistio en su importancia
bioldgica dentro de las principales rutas encontradas, asi como cambios importantes en
su expresion (Zscore > 6 <2.0). Paralelamente fueron seleccionados dos genes como
constitutivos para el andlisis de la expresion génica, sin cambios significativos en su

expresion (Zscore > 6 < 0.1).

5.8.3.1 Disefio de iniciadores para gPCR

Los iniciadores fueron disefiados en base a las secuencias de los genes
seleccionados reportadas en el GenBank (NCBI) con el programa Primer-BLAST
(NCBI). Los criterios para el disefio fueron: especificidad, tamafios de amplicones de
50-200 pb, amplificacién de todas las formas alternativas de splicing de los transcritos,
temperaturas de hibridacion >60 °C, contenido de GC alrededor de 50%, bajo nivel de
apareamiento hacia si mismos y su par (Delta G < -3.0 kcal mol™) y baja formacién de
horquillas (<30 °C).

5.8.3.2 Extraccion 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 Transcription System
(Promega) a partir de 1 pg de RNA total con los siguientes componentes: 5 mM MgCl,,
1X Buffer Reverse Transcription, 1mM de cada dNTP, 1u pl™ de inhibidor de RNAsas
RNasin®, 15u pg™' de transcriptasa reversa AMV); 0.5ug oligo (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 inactivacion de la enzima. Los ADNc fueron almacenados a -20°C.
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Las reacciones de PCR fueron montadas en placas de 96 blancas LightCycler®
480 Multiwell Plate 96 (Roche) con el kit Master Mix GoTaq ® gPCR (Promega), 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 0.5 pM de cada iniciador, las cuales fueron. Las reacciones fueron
corridas y cuantificadas en tiempo real con el termociclador Light Cycler 480 (Roche).

Las curvas de disociacién y el analisis de la expresion relativa fueron analizados con el

Light Cycler 480 Software version 1.5 (Roche)

Sintesis de cDNA y marcaje Hibridacién
con Alexa555 - Alexa647 de microarreglos

CHIP 1:
Condicion basal
Vs
PS4 |1B-84

cDNA de células MOLT-4
e

sin tratamiento (basal)
\ CHIP 2:
Condicion basal
Vs
P54 referencia (A1470)

W%.

cDNA de células MOLT-4
tratadas con PS4 (I1B-84)

cDNA de células MOLT-4
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 Seleccidn de cepas de B. thuringiensis productoras de parasporinas

Para este estudio fueron consideradas un total de 103 cepas de la coleccion de
entomopatogenos del Instituto de Biotecnologia FCB-UANL para la deteccion de PS y
posterior caracterizacion. La deteccion fue hecha por PCR mudltiple y por ensayos
preliminares de citotoxicidad con células de leucemia. Adicionalmente incluimos la cepa
GM18, que inicialmente fue aislada de muestras de suelo de Guanajuato y nombrada
como subespecie neoleonensis. No present6 actividad biologica contra seis especies de
insectos (Rodriguez-Padilla et al., 1990), pero nueve afios después fue reportada como

toxica contra células de leucemia e inocua para eritrocitos de oveja (Mizuki et al., 1999).

6.1.1 Identificacién de genes de parasporinas

Para una deteccién rapida de genes reportados para PS, inicialmente se intentd
hacer un juego de iniciadores universales para todas las secuencias de PS reportadas. Sin
embargo, no encontramos ninguna secuencia conservada exclusiva para todas las PS,
gue no se encontrase también en otras proteinas Cry. Asi que optamos por el disefio de
varios juegos de iniciadores para la amplificacion de todas las PS reportadas en el
GenBank (Agosto 2010).
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6.1.1.1 Disefio de iniciadores y estandarizacion de PCR multiple

En total fueron obtenidos seis juegos de iniciadores, descritos en la Tabla VII.

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

los cuatro iniciadores dirigidos para los genes de las psl, ps2, ps3, y ps4, mismos que

fueron estandarizados al siguiente programa de PCR (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), 0.04 uM de cada iniciador (12 iniciadores
en total), 1U de GoTagq ADN Polimerasa (Promega) y 5 ng ml™* de ADN genémico

como templado. Adicionalmente, durante la estandarizacion, también fueron incluidos

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

PCR, usando el ADN genomico de la cepa HD1 que amplifica para ambos genes

(resultados no mostrados) (Bravo et al., 1998; Ibarra et al., 2003).

1 ciclo

94 °C 94 °C

5 min 1 min

35 ciclos 1 ciclo
72 °C 72°C
525°C 1 min 5 min
1 min 4 °C

Figura 6. Programa estandarizado para la programadas para la PCR multiple
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Iniciadores disefiados para deteccion de PS por PCR mdltiple

TABLA VII

Nombre

Secuencia (5'-3)

nt

Tm (°C) % GC Producto (pb)

Genes que amplifican

PS1 F TACAAGCAGGGCGTCCAG

PS2

PS3

PS4

PS5

PS6

R

A T XV M W T

A T O M

TCTGCTGGAATTTGCAATGCT

TGTTGGGACTGTTCAGTACG
GTAGTAGAGAATGAAACTTCTCCACC
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, pslAaz2, pslAa3, pslAa4,
pslAab, ps1Aab, pslAbl, pslAb2,
pslAcl, pslAdl
ps2Aal, ps2Aa2, ps2Abl

ps3Aal, ps3Abl

ps4Aal

psSAal

ps6Aal

Abreviaciones: nt, nucledtidos; Tm, temperatura de fusién, % GC, porcentaje de guaninas-citocinas; pb, pares de bases.

40



6.1.1.2 Deteccion por PCR mdltiple

Una vez establecidas las condiciones para la PCR multiple, 100 de las cepas
fueron analizados por grupos de mezclas de ADN de 4 o 5 cepas, con el fin de hacer la
deteccion més rapida. De estos grupos, solo el Gltimo con el ADN de las cepas 1B82,
IB83, 1B84 e 1B88, amplificd productos de PCR. El andlisis de por separado de cada
ADN, reveld que las cepas 1B84 e IB88 amplifican productos los productos de PCR

usando los iniciadores para PS4 y PS2, respectivamente.

Posteriormente, un nuevo grupo de 21 cepas recién aisladas de muestras de
suelos de Nuevo Leon, fueron incorporadas al estudio ya que varias de ellas poseian
cristales redondos o e irregulares que frecuentemente estan asociados a actividades
alternativas de B. thuringiensis como la anti-cancerigena (Ibarra, 2013). Dos de ellas
con las claves CL9-1 y CL9-3 amplificaron productos correspondientes a los genes de
las psl y sorprendentemente una tercera con la clave CL9-21 amplifico para los genes de
ps2, ps3 y ps4. Aunque este resultado fue dificil de reproducir, ya que la eficiencia de las
reacciones resulté muy baja con el ADN de esta cepa en particular. La amplificacion de
todas estas cepas se corrobor6 mediante reacciones de PCR simplex (Fig. 7), pero el
bajo rendimiento y la baja reproducibilidad de los productos de la cepa CL9-21 también

permanecieron incluso en estas condiciones.
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M+ 1 2 3 4 5 6 M+ + 1 2 3 4 5 6
1,500 pb
1,500 pb 1,000 =
y P [ —
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 el
500
‘L 500 e
v -
A
100
100
C M+ + 1 2 3 4 5 6
1,500 pb
1,000
— S0P

500

100

Figura 7. Productos de PCR de las cepas IB88, 1B84, CL9-1, CL9-3 y CL9-21.

A, reaccion para la cepa IB84; B, reaccion para la cepa IB88; C, reaccidn para la cepa
CL9-1; D, reaccion para la cepa CL9-3; E, reaccion para la cepa CL9-21.Carriles: M,
marcador de 100 pb; +, control positivo con PS1, PS2, PS3 y PS4; +’, control positivo

para la PS1; 1-6 reacciones simplex con iniciadores para PS1-PS6; -, control sin DNA.

Las flechas indican los productos de PCR con menor concentracion.
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6.1.1.3 Secuenciacion de los productos amplificados

Los amplicones de las cepas 1B84 (ps4), 1B88 (ps2), CL9-1 (psl), CL9-3 (psl) y
CL921 (ps3) fueron clonados en el vector pPGEM-T easy y mandados a secuenciar.
Todos los productos secuenciados mostraron un alto porcentaje de identidad con las PS
reportadas, entre el 95 y 100% (Tabla VIII), confirmando la presencia de los genes de
PS correspondientes. Aunque es necesario enfatizar que solo se secuenciaron
correctamente 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 secuencias completas codificantes (Fig. 8).

Cabe sefialar que durante el proceso, la cepa GM18 que anteriormente no habia
amplificado ningun producto de PCR, mostr6 una banda de baja intensidad al ser
probada con los iniciadores PS1F-PS1R y una nueva ADN polimerasa de la marca
GenScript. Aunque este producto no fue clonado, si fue mandado secuenciar
directamente como producto de PCR con los iniciadores PS1F. La secuencia obtenida no
mostréd ninguna homologia con las PS reportadas, pero en cambio si mostré un alto
porcentaje de identidad (>92 %) con secuencias de ARN de transferencia (ARNt) de
varias especies bacterianas del grupo de B. cereus, incluidas el B. thuringiensis. Como
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 Seleccién de cepas con actividad anti-cancerigena in vitro

Ademas de la deteccion por PCR, se hicieron ensayos preliminares de toxicidad
con células MOLT-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 VIII

BLAST de los productos secuenciados contra todas las parasporinas

) CL9-1 CL9-3 CL9-21 IB88 IB84
Parasporina  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% - - - - - -
PS1Ad1 AB375062 93% 95% 97% 99% - - - - - -
PS1Ad2 KC914622 93% 95% 97% 98% - - - - - -
PS2Aal AB099515 - - - - - - 100% 99% - -
PS2Aa2 AB454419 - - - - - - 100% 99% - -
PS2Ab1 AB186914 - - - - - - 100% 89% - -
PS3Aal AB116649 - - - - 98% 98% - - - -
PS3Ab1 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 estudio.

45



6.1.2.1 Validacion de los ensayos de citotoxicidad

Los testigos para la validacion de los ensayos de citotoxicidad consistieron en
células de leucemia en suspension MOLT-4 (90 ul) expuestas con diferentes buffers (10
ul), incluyendo el buffer de carbonatos con proteinasa K y PMSF con el que fueron
activados los cristales paraesporales de todas las cepas. La viabilidad fue monitoreada
con el kit CellTiter Glo (Promega) a las 24 h. Tambiéen fueron incluidas células (100 pul)
sin ninguna solucion o buffer adicional y células adicionadas con agua esteril (10 ul). El
resultado fue que no hubo diferencias significativas en ninguna de las condiciones,
descartando que de los componentes usados para la activacion de los cristales,

interfirieran con la viabilidad de las lineas celulares de los ensayos posteriores (Fig. 9).

Los controles positivos usados para todos los ensayos de citotoxicidad fueron los
cristales activados de las cepas de referencia A1190, A1547, A1462 y A1470. La CEs
fue calculada en base al efecto de diferentes diluciones de cristales activos sobre las
células MOLT-4 (Fig. 10). La actividad anti-leucémica de estas cepas fue muy similar a
lo reportado, ya que para los extractos crudos de este estudio se obtuvieron CEsy muy
cercanas a lo descrito en la literatura (Lee et al., 2000; Mizuki et al., 2000; Yamashita et
al., 2000), con excepcion de la cepa A1547 (Kim et al., 2000), que en nuestros ensayos
tuvo una CEsy mayor. No obstante, es necesario tomar en cuenta que al no estar
reportados los limites de confianza en la literatura, no se puede hacer un anlisis

comparativo mas preciso de estos resultados.

Por otra parte, la comparacion de nuestros resultados con los reportados para las
PS purificadas no es tan similar (Ito et al., 2004; Katayama et al., 2005; Okumura et al.,
2005; Yamashita et al., 2005). Este es un comportamiento esperado debido a que la
proteina total de los extractos crudos no necesariamente esta constituida unicamente por
parasporinas. En resumen, nuestros resultados confirman la correcta activacion vy
conservacion de los cristales paraesporales asi como la inocuidad de los componentes
para la activacion de los mismos, respaldando los resultados de citotoxicidad de los

ensayos posteriores.
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Figura 9. Testigos de los ensayos de citotoxicidad en células MOLT-4.
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Figura 10. Efecto citotoxico medio de los cepas de referencia contra MOLT-4.

Las barras blancas indican las CEsg obtenidas en este estudio con los extractos crudos;
las barras grises indican las CEszg reportadas en la literatura para extractos; las barras
negras indican las CEsg reportadas en la literatura para las PS purificadas.
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6.1.2.2 Ensayos de seleccidn con células de leucemia

Una vez estandarizados y validados los ensayos, fueron realizados varios ensayos
de citotoxicidad contra las lineas de leucemia MOLT-4 y Jurkat, para probar la actividad
bioldgica de los extractos crudos activos de 12 cepas que dieron resultados negativos por
PCR y que en estudios previos mostraron baja o nula actividad hacia Spodoptera exigua
y Trichoplusia ni (Campos, 2007; Moreno, 2007). Inicialmente fueron probados contra
MOLT-4, los extractos activos combinados de 3 cepas (Fig. 11). Como tres de las cuatro
grupos de extractos mostraron <60 % de viabilidad, se procedi6 a analizar los cristales
de cada cepa por separado tanto con MOLT-4 como con Jurkat (Fig. 12). La mayor
actividad bioldgica contra las células 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 IB78-2 e 1B63. Como resultado, esta cepa también fue seleccionada

para su caracterizacion y ensayos de citotoxicidad posteriores.
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Figura 11. Ensayos preliminares de citotoxicidad con células MOLT-4.

El porcentaje de sobrevivencia fue calculado en base al conteo de células no tratadas
como el 100 %.
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Figura 12. Ensayos de seleccion con células de leucemia MOLT-4 y Jurkat.

Los cristales activados fueron suministrados a una concentracion final de 10 pg ml™. El porcentaje de sobrevivencia fue determinado en
base al conteo de células sin tratamiento como el 100%.
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6.2 Descripcion de las cepas seleccionadas

En total fueron seleccionadas 7 cepas para este estudio: las cepas 1B-84, I1B-88,
CL9-1, CL9-3 y CL9-21 que por PCR mudltiple amplificaron genes para psl, ps2, ps3 y
ps4; la cepa IB79 que mostré fuerte actividad anti-leucémica en los ensayos preliminares
de citotoxicidad, y la cepa GM18, que en la literatura ha sido reportada con actividad
anti-cancerigena y sin actividad insecticida (Mizuki et al., 1999; Rodriguez-Padilla et
al., 1990).

En la tabla IX se resumen las principales caracteristicas de las cepas
seleccionadas para este estudio. Estas representan un grupo heterogéneo, ya que
muestran diferencias tanto en el tipo de PS que producen, la morfologia de sus cristales,
espectro citotoxico y sensibilidad a antibioticos. En este ultimo aspecto, destac la cepa
IB88 que fue la Unica en mostrar sensibilidad hacia ampicilina, una caracteristica poco
usual entre las gram positivas, en especial del género Bacillus (Luna et al., 2007).
También fue la Unica de nuestras cepas seleccionadas en sintetizar cristales
bipiramidales, caracteristica que sera detallada mas a fondo, junto a otras importantes, en

las siguientes secciones.

6.3 Caracterizacion de los cristales paraesporales de las cepas seleccionadas

La produccion de cristales paraesporales fue constantemente monitoreada en los
cultivos de las cepas seleccionadas y la mayoria mostro caracteristicas muy particulares.
Para su caracterizacién morfologica se usaron microscopia optica y electrénica; para el
analisis de sus proteinas se hicieron geles de poliacrilamida en una y dos dimensiones;
la actividad anti-cancerigena 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 mdltiple de viabilidad, necrosis y apoptosis.
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TABLA IX

Descripcion de las cepas productoras de parasporinas de este estudio

Clave de Localidad de Parasporinas  Morfologia del Resistencia a antibioticos

la cepa aislamiento identificadas Cristal Am Cf Fep CTX Caz Cxm Dc P Cro C TE VA
A1190" Hiroshima, Japon PS1Aal Esférico R R R R R R R R |1 S S S
A1547" Fukuoka, Jap6n PS2Aal Esférico R R R R R R R R 1 1 S S
A1462" Tokio, Jap6n PS3Aal, PS3Ab1 Bipiramidal R R R R R R R R I S 1| |
A1470" Tokio, Japén PS4Aal, PS2Aa2  Irregular R R R R R R R R 1 S 1 S
IB-84  San Luis Potosi PS4 Irregular R R R R R R R R | S S |
IB-88  San Luis Potosi PS2 Bipiramidal S R R R R R R R |1 S S S
IB-79  San Luis Potosi PS1/PS4 Irregular R R R R R R R R R S |1 S
GM18 Guanajuato Nd Irregular R R R R R R R R R S 1 I
CL9-1  Nuevo Ledn 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 Ledn PS2, PS3, PS4 Irregular R R R R R R R R R 1 S |1

* Cepas de referencia. Abreviaciones: Nd, no determinado; R, resistente; S, sensible; I, intermedio; Am, ampicilina; Cf, cefalotina; Fep, cefepime;
Ctx, cefotoxamina; Caz, ceftazidima; Cro, ceftriaxona; Cxm, cefuroxima; Dc, dicloxacilina; P, penicilina; C, cloramfenicol; TE, Tetraciclina;
VA, vancomicina.
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6.3.1 Morfologia de los cristales

Los cultivos de las cepas fueron constantemente monitoreados al microscopio
oOptico y posteriormente también fueron vistas en microscopia electronica de barrido, a
excepcion de la cepa CL9-21. La Unica cepa en mostrar cristales con la morfologia
bipiramidal tipica fue la 1B88, cuyos cristales son de un tamafio aproximado de 1.2 x 0.5
um (Fig. 13). Los cristales de la cepa 1B84 y CL9-21 fueron los mas dificiles de
caracterizar debido al tamafio y baja proporcidn con respecto a la cantidad de esporas.
Para ambas, los cristales vistos al microscopio Optico tuvieron formas irregulares muy
pequerias, frecuentemente se encuentran adheridos a uno de los polos de la espora. En el
caso de la cepa IB84, la microscopia electrénica revel6 cristales irregulares ligeramente
alargados, igualmente, 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 irregulares (Lee et al., 2000), y en

nuestras imagenes fueron vistos con configuraciones ligeramente triangulares (Fig. 14).

Por otra parte, los cristales de las cepas IB79 y GM18 fueron los mas peculiares.
Mientras que al microscopio 6ptico, los cristales de la 1B79 mostraban morfologias
esféricas y los de la GM18 como de gotas de agua de tamafio medio; por microscopia
electronica de barrido, los cristales de ambas revelaron formas concavas irregulares (Fig.
15). En el caso de la IB79, los cristales tuvieron la apariencia de glébulos y en la GM18,
una morfologia cercana a la piramidal. Cabe sefialar que para esta cepa los cristales han
sido reportados como triangulares, vistos por microscopia electronica de transmisién
(Rodriguez-Padilla et al., 1990), pero en este estudio pudimos observar una estructura
tridimensional piramidal concava o irregular. En el caso de las cepas CL9-1 y CL9-3
hubo mucha similitud con la cepa A1190 de referencia que también produce la PS1. Las
tres cepas mostraron bacilos de formas polimdrficas durante su crecimiento,
especialmente en la fase de esporulacion. Igualmente, los cristales producidos por estas
cepas fueron de forma esférica, de tamafio grande (similar al de la espora), con poca
afinidad hacia el colorante (cristal violeta) y generalmente adheridos hacia uno de los

polos de las esporas (Fig. 16).
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Figura 13. Microscopia electronica 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 barras
blancas en la esquina inferior derecha indican la longitud de 10 (A) y 1 um (B).
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Figura 14. Microscopia electronica de las esporas y cristales las cepas A1470 e 1B84.

A, cepa A1479 (6,000X); B, cepa IB84 (3,500X); E, esporas; C, cristales. Las barras
blancas en la esquina inferior derecha indican la longitud de 2 (A) y 5 um (B).
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Figura 15. Microscopia electronica de las esporas y cristales las cepas IB79 y GM18.

A, cepa I1B79 (9,000X); B, cepa GM18 (11,000X); E, esporas; C, cristales. Las barras
blancas en la esquina inferior derecha indican la longitud de 2 (A) y 1 um (B).
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Figura 16. Microscopia electronica de las esporas y cristales las cepas CL9-1y CL9-3.

A, cepa CL9-1 (10,000X); B, cepa CL9-3 (10,000X); E, esporas; C, cristales. Las barras
blancas en la esquina inferior derecha indican la longitud de 1 um.
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6.3.2 Perfiles proteicos

El analisis de los perfiles proteicos de los cristales paraesporales fue llevado con
las siguientes finalidades: 1) monitorear la correcta activacion de los cristales, para
garantizar su actividad en los ensayos de citotoxicidad, 2) la caracterizacion de los
perfiles de las proteinas mayoritarias solubilizadas y activadas, para definir sus tamafios

moleculares y puntos isoeléctricos y 3) analisis comparativo con las PS de referencia.

6.3.2.1. SDS-PAGE

La validacion de nuestro proceso de activacion, fue reiterada mediante el analisis
los perfiles proteicos de los cristales solubilizados y digeridos de nuestro estudio y lo
reportado en la literatura (Kim et al., 2000; Lee et al., 2000; Mizuki et al., 2000;
Yamashita et al., 2000). Béasicamente fueron observados los mismos patrones y pesos
moleculares, aunque con una mayor cantidad de bandas minoritarias, ya que se trabajo
con los extractos crudos y no con las PS purificadas. En la figura 17 se resaltan los

fragmentos toxicos de las toxinas activas y sus respectivos pesos moleculares.

A excepcidn de las cepas CL9-1 y CL9-3, todas las deméas cepas presentan
patrones Unicos, sobre todo en forma nativa y solubilizada. No obstante, el andlisis
comparativo de los perfiles de proteinas activadas, revela 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 tamarfios cercanos a los esperados para la protoxina y PS4 activa; sin
embargo, no se iguald a la cepa A1470, ya que esta cepa ademas de la PS4Aal, también
sintetiza PS2Aa2. Extrafiamente las proteinas solubilizadas de la cepa 1B88, con
tamafos >50 kDa, fueron totalmente diferentes a los de la cepa A1547, aunque tras ser
digerida si presentd una banda cercana a la PS2 activa con ca. 27 kDa. Las proteinas
nativas, solubilizadas y digeridas de CL9-1 y CL9-3 fueron practicamente idénticas en

pesos y densidades a los exhibidos por la cepa A1190 de referencia (Fig. 19).
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Interesantemente, a pesar de que la cepa CL9-21 dio positivo por PCR a genes de
ps2, ps3 'y ps4, 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 kDa, las cuales Unicamente pudieran
relacionarse con PS2. Este patron sugiere que la CL9-21 solo 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 no han sido establecidos,
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 comparase tanto 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 relacionado a algun 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 cultivos
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, CL9-1 y CL9-3,
con las que fue posible alcanzar concentraciones de hasta 1 mg, a partir del cultivo
esporulado 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 IB84 y CL9-21, donde se
requirieron hasta 10 cajas para lograr la concentracion de 1 mg, por lo que
invariablemente tuvieron que ser concentradas y dializadas lograr las concentraciones
requeridas para los experimentos posteriores. EIl rendimiento observado para todas las
cepas, incluidas las de referencia estuvo estrechamente relacionado al tamario 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 fueron con las que se recuper6 la mayor cantidad de proteina final.
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Figura 17. Perfiles proteicos de los cristales de las cepas de referencia.
M: marcador de peso molecular (225-10 kDa); N: proteinas nativas; S: proteinas

solubilizadas; D: proteinas activadas. Las flechas grises sefialan las protoxinas y las
negras los fragmentos toxicos.
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Figura 18. Perfiles proteicos de los cristales de las cepas 1B84, 1B88, IB79 y GM18.

M: marcador de peso molecular (225-10 kDa); N: proteinas nativas; S: proteinas
solubilizadas; D: proteinas activadas. Las flechas grises sefialan las posibles protoxinas
y las negras los posibles fragmentos toxicos.
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Figura 19. Perfiles proteicos de los cristales de las cepas A1190, CL9-1, CL9-3 y CL9-21.

M: marcador de peso molecular (225-10 kDa); N: proteinas nativas; S: proteinas
solubilizadas; D: proteinas activadas. Las flechas grises sefialan las posibles protoxinas y
las negras los posibles fragmentos toxicos.
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6.3.2.2 Electroforesis en doble dimension

Los geles bidimensionales se corrieron para los cristales solubilizados de las
cepas 1B88, 1B84, GM18 e IB79, y para los activados de IB88, 1B84, GM18 y la A1470
como referencia. En esta ultima, aunque fueron observadas numerosas proteinas de
diversos pesos y puntos isoeléctricos (pl), la resolucion fue 6ptima ya que fue posible
localizar y diferenciar las dos toxinas: PS2Aa2 de pl 5.9 (27kDa) y PS4Aal de pl 6.1
(26 kDa), asi como la proteinasa K de pl 8.9 y 28.9 kDa (Fig. 20 A).

La visualizacion y conteo de los “spots” (puntos o manchas de proteinas) para
las proteinas de las cepas IB79, IB88 e 1B84, fue menor en comparacion a la cepa de
referencia. Para los cristales solubilizados de la cepa 1B88, hubo un spot mayoritario
entre los 50 y 75 kDa con un pl estimado de 5.2 y otro mé&s pequefio de ca. 23kDa, pl 4.9
(Fig. 21 A). En este gel no es claro cual corresponde a la pro-toxina, ya que ninguno de
ellos se acerca al peso o pl estimado para las PS2 solubilizada, que se estima alrededor
de un pH 5.9. No obstante, para en las proteinas digeridas se detecté un pequefio spot
con caracteristicas mas cercanas a las PS2, de 28 kDa y pl 7.3 (Fig. 21 B). Y al igual que
en el primer gel de IB88, es dificil establecer el spot de la pro-toxina en los cristales
solubilizados de la cepa IB79 cuyos spots principales se posicionaron a pH acido (Fig.

20 B), ya que todos los precursores de PS conocidas se localizarian alrededor del pH 6.

Por otra parte, los perfiles de los cristales de 1B84 si tuvieron spots con los
atributos similares a los de 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 consecutivos con los mismos pesos moleculares pero distintos pl (Fig.22 A).

En donde, de acuerdo a la literatura, la pro-toxina corresponderia al spot de pH 5.9. Sin
embargo no se descartan los demas spots como para la posible pro-toxina, debido a que
a lo largo de la caracterizacion de los 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 los geles de la cepa GM18, se observaron numerosos “spots”, varios
de ellos con caracteristicas potenciales para PS. En las proteinas solubilizadas se sefialan
dos spots viables para ser pro-toxinas (Fig. 23 A), aungque no se encuentran bien
definidas debido al traslape de la mayoria de los spots en esta parte del gel. Para 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 ejemplo de 4 a 7, para la mejor separacion de los
“spots” de la parte central. Finalmente, en el gel de las pretinas activas de GM18,
también vimos el traslape de varios de los spots, sobre todo a una altura de entre los 25y
30 kDa, aunque en este caso no se aconsejaria el uso de tiras con diferente rango de pH
por el rango mas amplio de pl de los spots. Aun asi, detectamos varios spots con un

perfil factible para considerarse como la forma toxica de una PS (Fig. 23 B).
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Figura 20. Geles de 2D para los cristales de las cepas A1470 e IB79.

A, proteinas activadas de A1470; B, proteinas solubilizadas de 1B79, M, marcador de
peso molecular. Las flechas negras indican las posibles PS y la blanca la proteinasa K.
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Figura 21. Geles de 2D para los cristales de la cepa 1B88

A, proteinas solubilizadas; B, proteinas activadas; M, marcador de peso molecular. Las

flechas negras indican las posibles PS y la blanca la proteinasa K.

65



A

kDa

250
150
100

75

50

37

25

20

kDA
250
150

100
75

35

25

20

M pH3.0 10.0

- - '

38 kDa
pl5.9 625 6.7

. 2R
XX

—
-
M pH3.0 10.0
e
]
-
- ‘e
oy y
-— t X .
.- S .4 -
-
| « B e T
- - _pI89
|
.-
- "‘ » ® . T

Figura 22. Geles de 2D para los cristales de la cepa 1B84.

A, proteinas solubilizadas; B, proteinas activadas; M, marcador de peso molecular. Las
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, proteinas solubilizadas; B, proteinas activadas; M, marcador de peso molecular. Las
flechas negras indican las posibles PS y la blanca la proteinasa K.



6.4 Inmunodeteccion de parasporina-1y parasporina-4

La inmunodeteccidn con los anticuerpos anti-PS1 fue positiva para los cristales
solubilizados y digeridos de las cepas A1190 (control positivo), CL9-1 y CL9-3, con una
clara sefial de las proteinas con ca. 80kDa en las muestras solubilizadas y de ca. 56 kDa
en las digeridas (Fig. 24-25). Las tres cepas fueron positivas por PCR vy este resultado
confirma que si expresan la PS1. Es importante mencionar que los anticuerpos anti-PS1
fueron levantados sobre las proteinas solubilizadas de la cepa A1190, y por lo tanto,
reconocen méas de una sola banda, como se demuestra en nuestras cepas y el control

positivo.

Ademas de las tres cepas anteriores, el carril con las proteinas de los cristales
digeridos de la cepa IB79, también tuvo una sefial positiva. En esta muestra destaca que
la banda detectada con los anticuerpos anti-PS1 es muy diferente a la PS1 de referencia,
ya gue tiene un peso molecular mucho menor, de ca. 26 kDa, en comparacién a la banda
de 56 kDa de la PS1Aal. Otro punto a considerar, es que no fue posible la amplificacién
de ninguna PS por medio PCR, con el ADN de la cepa IB79. Sin 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 las proteinas

positivas para cada sefial.

Continuando con la deteccion de PS4, ademés de la muestra digerida de IB79,
solo obtuvimos sefial en control positivo, el cual consistié en los cristales solubilizados y
digeridos de la cepa A1470. En estos experimentos, llama la atencion que las cepas 1B84
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 diferente de PS4, con variantes
importantes a la secuencia reportada, lo que daria pie a la presencia de epitopes

diferentes a los que son reconocidos por los anticuerpos usados.
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Con este experimento se confirma, por una parte la presencia de PS1 en las cepas
CL9-1 y CL9-3, y por otra, la presencia de proteinas paraesporales diferentes a la PS1y
PS4 de referencia para el resto de nuestras cepas. Especificamente, el caso de la cepa
IB79 fue muy peculiar, ya que en su forma activa indico epitopes similares a las PS1 y
PS4, por lo que sintetiza una PS completamente diferente a las reportadas y

posiblemente pudiera clasificarse dentro de un nuevo grupo o familia.
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Figura 24. Inmunodeteccién de PS1 para los cristales solubilizados de todas las cepas.

A, gel de poliacrilamida tefiido con azul de coomassie; B, membrana de nitrocelulosa incubada con anti-PS1; M, marcador de peso
molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1Aal y PS4Aal activadas y purificadas, proporcionadas por Okumura (2014).
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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 incubada con anti-PS1; M, marcador de peso

molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1 y PS4 activadas y purificadas, proporcionadas por Okumura (2014). La
fecha indica la banda mas tenue.
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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 incubada con anti-PS4; M, marcador de peso
molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1 y PS4 activadas y purificadas, proporcionadas por Okumura (2014). La
fecha indica la banda mas tenue.
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Figura 27. Inmunodeteccidn de PS4 para los cristales activados de todas las cepas.

A, gel de poliacrilamida tefiido con azul de coomassie; B, membrana de nitrocelulosa incubada con anti-PS4; M, marcador de peso
molecular. Los controles positivos consistieron en las PS1 y PS4 activadas y purificadas, proporcionadas por Okumura (2014). La
fecha indica las bandas més tenues.

73



6.5 Actividad anticancerigena de los cristales paraesporales

La actividad biologica fue puesta a prueba mediante ensayos de citotoxicidad
contra dos lineas celulares de cancer murino, cuatro lineas de cancer humano y una linea
normal de piel, también de humano. Ya que el cultivo de las células Jurkat de leucemia 'y
las normales no pudo ser establecido por mucho tiempo, no pudieron ser probados los
cristales de las cepas CL9-1, CL9-3 y CL9-21, debido a que fueron incorporadas en
etapas avanzadas del estudio. Sin embargo, para el resto de las lineas celulares si fue
posible la determinacién de la concentracion efectiva media (CEsp) de todos los cristales
de las cepas seleccionadas.

6.5.1 Ensayos con células normales de piel

Los primeros ensayos de citotoxicidad consistieron en la actividad anti-
cancerigena especifica de los cristales de las cepas seleccionadas. Los extractos activos
de las cepas I1B84, IB88, IB79 y GM198 fueron probados en ensayos de una sola dosis
contra las lineas A375, Jurkat y Hs27 con el kit CellTiter Glo (Promega). Las células
leucemia y melanoma maligno fueron susceptibles en mayor o menor medida ante todos
los extractos, incluidos los de las cepas de referencia, mientras que las células normales
de piel tuvieron un efecto mucho menor. Dada la alta concentracion de proteinas
paraesporales con la que fueron probadas las células normales, el efecto citotoxico (EC)
es considerado como muy bajo o nulo ante todos nuestros extractos. En cuanto a las
cepas de referencia, el EC de los cristales de la A1470 fue significativamente mas alto,

aunque puede ser considerado como poco téxico (Fig. 28).
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Figura 28. Ensayos de una sola Dosis en tres lineas celulares.

Las lineas Jurkat y A375 fueron expuestas a 5 pg ml™ y la HS27 a 100 pg ml™ de cada extracto. El porcentaje de sobrevivencia fue
estimado en base a la luminiscencia de células sin tratamiento como el 100 %. El valor exacto de sobrevivencia es dado en la parte
superior de las barras.
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6.5.2 Ensayos contra las lineas de cAncer humano y murino

Los valores de CEsg obtenidos contra las siete lineas celulares se resumen en la
tabla X y su interpretacion, planteada como efecto citotoxico (EC), es esquematizada en

la figura 29, en base la simbologia propuesta por Mizuki y col. (1999).

El andlisis visto del punto de vista de susceptibilidad, demostré que las celulas
normales fueron las menos susceptibles a todos los extractos, mientras que las células
cancerosas tuvieron diversos grados de susceptibilidad. La linea mas susceptible fue la
de hepatoma murino BpRc1, que tuvo de moderada a extrema sensibilidad; seguida de la
linea A375 con sensibilidad de moderada a alta hacia los diferentes tratamientos. En otro
plano, las lineas MOLT-4 y 1clc7 tuvieron los efectos mas contrastantes; ya que por
una parte, tuvieron alta sensibilidad hacia los cristales de las cepas IB79 y CL9-21, pero

por otra, fueron poco sensibles contra IB88 y CL9-1, respectivamente.

En cuanto a la perspectiva del EC de los cristales paraesporales, las cepas con un
promedio de citotoxicidad més alta fueron la CL9-21 e IB84, con EC de moderados a
extremadamente altos. Mientras que las de menor citotoxicidad media fueron las CL9-1
y CL9-3, que presentaron EC moderados o bajos. Incluso el efecto de la cepa CL9-1
contra 1c1c7, tuvo el limite confianza mas alto, pudiéndose considerar como no tdxica
hacia esta linea celular. La cepa IB88 por su parte, mostr6 el espectro mas contrastante
de todos. Mientras que su CEsp hacia la linea MOLT-4 fue de 66.27 pug ml™, considerado
como poco toxico, contra la BpRcl fue extremadamente toxica con una CEsg >0.001 ug
ml™. Finalmente, las cepas IB79 y GM18 también mostraron un rango amplio en sus
espectros de citotoxicidad, desde bajo con las lineas 1clc7 y A431 hasta alto y

extremadamente alto contra lineas como A375 y BpRcl (Fig. 29).
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La altura de las barras indica la CEsg de los cristales, mientras que las barras de error indican los limites de confianza al 95%. EIl grado

del efecto de citotdxico (EC) es dado por los simbolos en el lado derecho.
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TABLA X

CEso® de los cristales paraesporales de las cepas seleccionadas contra las siete lineas celulares

Cepas Hs27 Jurkat MOLT-4 A375 A431 1clc7 BpRcl

IB84 >100 <5  6.058(1.09-12.72) 0.439 (0.30-0.64)  8.282 (6.88-9.69)  1.133(0.18-11.04) 0.068 (0.055-0.083)
IB88  >100 <5  66.279 (47.5-01.7) 1467 (0.26-3.94) 9.664 (6.72-12.87)  3.416 (1.11-39.36) <0.001
IB79  >100 <5  0.367(0.24-0.49) 0.337 (0.19-0.55) 5991 (1.03-12.83) 20.720 (19.58-21.8)  0.548 (0.36-0.919)
GM18 >100 <5  1.309(8.78-0.21) 0.211(0.15-1.46) 10.927 (8.84-13.93) 12.30 (3.46-33.82) 0.084 (0.049-0.141)
cLo-1  ND - ND 7026 (365-34.4) 2.456(0.77-6.68)  1.253(0.13-4.19) 39.823 (7.34-277.9)  3.621 (0.622-12.49)
cLo-3 ND  ND  9537(0.86-1.72) 1.159(0.22-3.49)  1.155(0.45-2.26) 24.017 (7.69-225.1)  1.203 (0.206-3.66)
cLo21 ND  ND 4 055(0.007-47) 0.436(0.08-1.02)  2.958 (2.06-3.95) 0.527 (0.13-1.702)  0.844 (0.362-1.65)

® Concentracion efectiva media en pg ml™; los intervalos de confianza al 95% estan dados entre paréntesis. ND: No determinado



6.6 Modo de accion de los cristales paraesporales

Para tener un acercamiento al modo de accion de los cristales de nuestras cepas
se hicieron ensayos multiples en placas de 96 pozos con células MOLT-4. Los tres
parametros medidos fueron: i) viabilidad, dada por la actividad de proteasas
intracelulares de células intactas; ii) necrosis, estimada por la actividad de proteasas
liberadas por células con membrana plasmatica dafiada Y iii) apoptosis, considerada por
la activacion de Caspasas 3 y 7. Adicionalmente, se hizo un estudio mas profundo del
mecanismo de accién de la PS4 producida por la cepa 1B84, por medio de tres
microarreglos de ADN. En donde se comparé la expresion génica de células MOLT-4

tras ser expuestas a los cristales de IB84 y a los cristales de A1470 como referencia.

6.6.1 Ensayo multiple de modo de accién para todas las cepas

El mecanismo de muerte celular producido por los cristales de nuestras cepas fue
evaluado con el kit ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Promega), que en un mismo ensayo
determina la cantidad de células viables y que han perdido la integridad de membrana
por medio de fluorescencia (URF), y cantidad de células que han entrado en apoptosis
por luminiscencia (URL).

6.6.1.1 Viabilidad

Como se esperaba, la cantidad de células viables disminuyd con la aplicacion de
los cristales de todas las cepas, a excepcion de la CL9-3 que supero la sefial de las
células sin tratamiento (Fig. 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 CL9-1 y CL9-3 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 sean dos clonas de una misma cepa. ES importante sefialar, que la
desviacién mostrada en los cristales de la CL9-3, fue muy alta y este resultado debe ser

tomado con cautela.

6.6.1.2 Necrosis

La sefial de células con pérdida de integridad de la membrana plasmatica tuvo
diferentes intensidades en cada uno de los tratamientos. Por medio de la prueba de
Tukey fue posible agrupar en tres grupos o categorias el efecto de los cristales,

dependiendo del nivel de significancia con respecto al control (Fig. 30B).

Las cepas GM18 y CL9-1, pertenecientes al primer grupo (a), tuvieron una
relacién de células necrosadas equivalente a las encontradas sin ningun tratamiento, por
lo que se considera que no dafian significativamente la integridad de membrana. En un
segundo grupo, encontramos los cristales de las cepas CL9-21 e IB79, con un efecto
considerable en la cantidad de células necrosadas que fue significativamente més alta
que el control. Pertenecientes a estas dos categorias, se encuentran los cristales de las
cepas de referencia que tuvieron un incremento moderado de células lisadas, y los
cristales de la cepa CL9-3, cuyos limites de confianza no hicieron posible una

diferenciacion clara entre un tratamiento u otro.

Finalmente, en el tercer nivel (c) se agruparon los cristales con el efecto mas
drastico en el aumento de células dafadas a nivel de membrana. En este, fueron
agrupadas las cepas 1B84 e 1B88, que a pesar de no tener un impacto tan marcado en la
disminucion de viabilidad, si impactaron significativamente 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 fue la activad de las Caspasa 3/7, como marcador
directo de la induccion de una muerte celular programada. En este caso, el efecto de los
tratamientos con 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 de los grupos intermedios (Fig. 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 A1547,
Al1470 y CL9-21, que no tuvieron sefiales considerables de las Caspasas 3/7. Mientras
que en el cuarto y ultimo (d, e) se localizaron los tratamientos con los cristales de A1190
y GM18, respectivamente; que fueron los que indujeron una mayor cantidad de células
al proceso de apoptosis. Dentro de los grupos intermedios, fueron agrupados el resto de

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

6.6.1.4 Andlisis global del ensayo multiple

El andlisis de los tres pardmetros medidos nos da una caracterizacion consistente
para el mecanismo de muerte celular inducida por la mayoria de los cristales.
Claramente, el dafio provocado por los cristales de las cepas 1B84, IB88 y CL9-21 sobre
MOLT-4, fue a nivel de membrana, provocando una muerte celular por necrosis.
Igualmente para los cristales de la cepa IB79, también se presume el mismo mecanismo
de accion aunque con un efecto menos marcado que en las dos cepas anteriores.
Contrariamente para la cepa GM18, el mecanismo de accion propuesto para sus cristales
es la apoptosis. Mientras que para las cepas CL9-1y CL9-3, no hubo una tendencia clara
en el modo de accion; aunque dada su extraordinaria similitud con la cepa All90 de
referencia, se puede presumir que también inducen una muerte celular programada. Por
ultimo, es importante recalcar que este es un primer acercamiento al modo de accion y
para tener un dictamen definitivo, es necesario hacer mas estudios confirmatorios, sobre

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

A, viabilidad; B, necrosis; C, apoptosis; URF, unidades relativas de fluorescencia;
URL, unidades relativas de luminiscencia. Las letras minusculas arriba de las barras
(a-d), indican los grupos establecidos por un analisis de varianza seguido de una test de
Tukey, con un nivel de confianza del 95%.
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6.6.2 Modo de accion de los cristales de 1B84 sobre la linea MOLT-4

Para los cristales de la cepa 1B84 que contiene la PS4, se decidié hacer una
analisis mas extensivo de su mecanismo de accion por medio de microarreglos, debido a
que fue una de las primeras en ser seleccionadas y mostr6 un importante efecto
citotoxico sobre varias de las lineas de céncer evaluadas. En la primer etapa fueron
hechas cinéticas por conteo directo de células para la estimacion del tiempo letal medio
(TL) y un monitoreo del efecto citotdxico con el kit de ApoTox-Glo™ Triplex Assay
(Promega). Posteriormente, fueron realizados tres chips de microarreglos de ADN, para
evaluar la expresion de las células MOLT-4 bajo el tratamiento con los cristales
paraesporales de la cepa IB84. Finalmente con el andlisis de todos estos los resultados,

se desarroll6 un modelo integral del mecanismo de accion de la PS4.

6.6.2.1 Cinéticas de citotoxicidad

El TLso de los cristales de la cepa 1B84 sobre la linea MOLT-4 fue alrededor de
las 6 h. En la figura 31 se muestra la grafica con los resultados de las cinéticas. Sobre
este resultado se decidid que el tiempo de exposicion de la PS4 para la extraccion de
ARN de las células MOLT-4, fuese de 4h (TL,s) para los microarreglos. En este punto,
aunque ya hay un 25% 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, coincidié con el
comportamiento observado para los cristales de I1B84 y mostré una tendencia mas clara
para los extractos de las cepas de referencia. Ademas las células sin tratamiento, asi
como el medio sin celulas no mostraron niveles sefiales significativas de necrosis o

apoptosis, lo cual valida estas mediciones.
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Respecto a la viabilidad de las células MOLT-4 expuestas a los cristales
activados de 1B84 y A1547, se registré un descenso gradual alcanzando su nivel minimo
a las 24 h en donde disminuyé hasta el nivel del medio sin células (fondo). Para los
cristales de la cepa A1190, la disminucién de la viabilidad fue muy baja ya que la
PS1Aal es considerada poco toxica ante la linea MOLT-4 (Fig. 32A). No obstante, este
fue el Unico tratamiento que tuvo una sefal significativa de activacion de Caspasas 3/7,
lo que demostrd que a pesar de su baja actividad, es posible utilizarla como control de
positivo de apoptosis con MOLT-4 (Fig. 32C).

En cuanto a la determinacion de necrosis, la mayor sefial se obtuvo con el
tratamiento de A1547 que tuvo los niveles mas altos de células con dafios a nivel de
membrana, seguida por la IB84 que alcanzd esta sefial a las 24 h. Los demas
tratamientos se mantuvieron en un nivel basal de fluorescencia, indicio de un bajo

namero de células con pérdida de la integridad de membrana (Fig. 32 B).
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Figura 31. Cinética de los tiempos letales para los cristales paraesporales de 1B84.
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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 sefial de fluorescencia de las
células no tratadas; URF, unidades relativas de fluorescencia; URL, unidades relativas
de luminiscencia.
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6.6.2.2 Microarreglos de ADN

Para el analisis del transcriptoma de las células MOLT-4 expuestas a la PS4, se
planteo la realizacion de tres chips de microarreglos. En el primer chip fue comparado el
efecto de células tratadas con los cristales activos de la 1B84 contra células MOLT-4 sin
tratamiento. El segundo igualmente consistio en el efecto de los cristales de la cepa de
referencia A1470 contra células sin tratar y en el tercer chip, se comparé la expresion

génica de las células tratadas con los cristales de 1B84 y A1470.

6.6.2.2.1 Andlisis comparativo de los tres chips

Un primer analisis de los transcritos sobre expresados y reprimidos a un Zscore
de >2.0 (P <0.05), revel6 que alrededor del 20% de los genes regulados fueron los
mismos en los tres chips de microarreglos. Sin embargo, la mayor similitud entre los tres
experimentos fue observada a nivel de rutas, en donde del total de rutas encontradas,
cerca del 70% fueron las mismas en los tres chips (Fig. 33).Tanto el porcentaje de
transcritos como el de rutas compartidas es considerado alto, tomando en cuenta la gran
cantidad de variables a las que son enfrentados los microarreglos, desde la eficiencia de
la extraccion y purificacion de los ARNS, hasta el correcto marcaje e hibridacion en los

chips.

En este punto con los datos del ensayo multiple, la alta similitud de los
microarreglos y la informacion de la literatura, es posible deducir que el mecanismo de
accion de los cristales de la cepa A1470 y los de la 1B84 es el mismo, lo cual indica que
de manera general, estas toxinas interactlan especificamente con receptores en la
superficie de las células blanco y dafian irreparablemente la membrana plasmatica,

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

A, diagrama para los transcritos con Zscore 1.5; B, diagrama para todas las rutas
encontradas; 1, transcritos con regulacién positiva; |, transcritos con regulacion
negativa; chip 1, efecto de la PS4 de la cepa IB84; chip 2, efecto de las PS de A1470;
chip 3, efecto de las PS de la cepa A1470 contra la 1B84.
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6.6.2.2.2 Ontologia de los genes anotados para el primer chip

De acuerdo a la ontologia de genes para componentes celulares, que nos indica la
localizacion en la célula de sus productos, la PS4 impactd principalmente en los
componentes del citoplasma y ndcleo. Para la ontologia de funciones moleculares, los
genes mayormente activados participaron dentro de la categoria de “union de iones
metalicos de transicion”, la cual estuvo comprendida predominantemente por factores de
transcripcion pertenecientes a la familia de dedos de zinc. En una segunda posicion, un
nimero importante de genes fueron clasificados dentro de “union de adenil
ribonucleotidos”, que incluyé a miembros proteinas trans membranales de transporte
dependientes de ATP y numerosas proteinas quinasas. Mientras que en la ontologia de
procesos bioldgicos, las categorias principales fueron vias de sefializacion intracelular,
procesos metabdlicos de ARN, transporte, transporte de proteinas y procesamiento 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 la cromatina o procesos de inflamacion (Fig. 34).

Como descripcidn general, el analisis ontoldgico revel6 que las células expuestas
a la PS4 tienen ajustes metabdlicos significativos que impactan principalmente en el
procesamiento y regulacion de la informacién génica, la cual a su vez es consecuencia
de la activacion de numerosas vias de sefializacion intracelular. Estos reajustes
metabdlicos y procesos bioldgicos implicados tienen que ser el resultado de un estrés

celular importante.
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Figura 34. Ontologia génica 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 pertenecientes a la categoria
de procesamiento de la informacion ambiental y procesamiento de la informacion
genética. Principalmente, estas rutas estan relacionadas directamente a la respuesta por
estimulos en la superficie celular. De manera general, las principales rutas activadas en
este punto de la exposicion a la PS4, tienen que ver con una serie de cascadas
intracelulares en donde la via de sefializacion de Proteina Quinasa Activadas por
Mitdgeno (MAPK) y sefalizacion por calcio tienen un papel central, ademéas de varias
vias que presuponen una respuesta al estrés celular, como la respuesta a hipoxia,
endocitosis y protedlisis mediada por ubiquitina, que puede ser parte del sistema de
respuesta a proteinas desplegadas (UPR). De igual forma, resaltaron las dos rutas
metabdlicas que corresponden al metabolismo de taurina y de vitamina B6, ya que se
sabe que la taurina es un aminoé&cido no esencial que tiene actividades osmo-reguladoras
y de estabilizacion de membrana cuya sintesis depende de la presencia de vitamina B6
(Bouckenooghe et al., 2006; Huxtable, 1992). Ademas, recientemente se ha descrito su
funcién protectora in vitro ante el incremento de Ca”* intracelular en neuronas (Wu et
al., 2005).

Contrariamente a todas las rutas anteriormente descritas, solo las vias de
sefializacion de receptores de células T y receptores tipo NOD, implicadas en la
respuesta inmune, sufrieron regulacién negativa. Interesantemente, 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 dependiente (Gekara et al., 2010;
2008). Por otra parte, la aparicion las rutas de apoptosis y p53, que a primera vista
pudiera indicar una muerte celular programada, pudieran estar relacionadas con el
arresto del ciclo celular, el cual se refleja en la regulacion negativa de la activacion de
las células T y de manera més general al regulacion negativa de la proliferacion celular

vista a nivel de ontologia de procesos biologicos.
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Ademas, es importante mencionar que el mecanismo de muerte por apoptosis es
descartado por que los genes implicados practicamente son los mismos que participan en
otras vias, como la sefializacion como la del calcio o de proteina quinasa activada por
mitogeno (MAPK), cuyo valor de P es mucho menor ya que tienen un mayor nimero de
genes regulados. Por otra parte, la via de la p53 est4 alterada en las células MOLT-4 por

una mutacion que es lo que las hace inmortales.

Todas estas vias ratifican el estrés al que estan sometidas las células en presencia
de PS4. Incluso varias de ellas han sido reportadas en la literatura como rutas maestras
de respuesta a TFP (Bellier et al., 2009; Bischof et al., 2008; Chen et al., 2010; Kao et
al., 2011). E n conjunto, los procesos bioldgicos implicados denotan 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 informacion genética para

producir los ajustes necesarios para la sobrevivencia celular.

El siguiente paso, una vez establecidas las principales rutas en la respuesta
celular a la PS4, fue el analisis y la seleccion de genes implicados en cada una de ellas.
En la figura 30, se esquematizan las interacciones de varios genes anotados para las rutas
principales. Derivado de este analisis, fueron seleccionados algunos genes con un efecto

importante en su expresion, para su validacion por gPCR (Fig. 35, Tabla XII).
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TABLA XiI

Rutas implicadas en el modo de accién de la PS4 de la cepa I1B84

Categoria Ruta Genes P
PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION AMBIENTAL
Traduccion de sefiales
Via de sefializacion MAPK 45 0.0052
Via de sefializacién por calcio 32 0.0069
Via de sefializacion de insulina 29 0.00086
Via de sefializacién de proteinas G heterotriméricas 28 0.043
Sistema de sefializacion por fosfoinositol 21 0.00013
Via de sefializacion Mtor 14 0.004
Respuesta a hipoxia 9 0.036
PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION GENICA
Transcripcion
Espliceosoma 26 0.003
Traduccion
Ribosoma 25 0.000019
Biosintesis de Aminoacil-ARNt 11 0.013
Plegamiento, clasificacidn y degradacion
Proteolisis 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 y muerte celular
Apoptosis 17 0.031
Via de sefializacién de la p53 14 0.037
SISTEMAS
Sistema inmune
Via de sefializacion de receptores de células T 19 0.055
Via de sefializacién de receptores tipo NOD 12 0.083
METABOLISMO
Metabolismo de amino&cidos
Metabolismo de taurina 5 0.019
Metabolismo de vitaminas y cofactores
Metabolismo de Vitamina B6 4 0.022
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Figura 35. Interacciones de los genes implicados en las principales vias encontradas.

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

En base a los datos obtenidos por microarreglos, fueron seleccionados 12 genes
implicados en las principales rutas, ademas de dos genes constitutivos, para el analisis de
la expresion genica relativa por qPCR (Tabla XI). La validacion consistio en el anélisis
de la expresion de estos genes en las células MOLT-4 expuestas a los cristales de 1B84
por 4 h y adicionalmente, fueron incluidos tratamientos con los cristales de las cepas de
referencia A1470 y A1190, para determinar el impacto global de las PS necroticas y

apoptaticas.

En términos generales, el tratamiento con los cristales de 1B84 tuvo el mismo
efecto sobre la expresion de los genes por gPCR y microarreglos. Los genes de CACN,
TNFR, IP3R, PDGF, IL12 y GADD sufrieron sobreexpresion con respecto al control,
mientras que los de PDGFR, 1L29, PI3K, PP3 y PKC se mantuvieron reprimidos (Fig.
36). Estos resultados favorecen la validacion y sustenta en cierta medida la deduccién
del significado bioldgico de la actividad de la PS4 por microarreglos. No obstante, la
excepcion fue la expresion del factor de transcripcion ATF6, que por microarreglos se
encontro sobre expresado y por gPCR mostro valores de expresion negativos, respecto al
control. Cabe sefalar, que los resultados contradictorios en la validacion suelen ser
relativamente frecuentes, debido a la gran cantidad de variables en este tipo de
experimentos y a los cambios constantes en los niveles de expresion génica (Jorge

Ramirez, informacion personal).

Con respecto a los valores obtenidos con los tratamientos de las PS de referencia,
también se encontraron diferencias con respecto al tratamiento de 1B84 y al control. Para
la cepa A1470, no hubo diferencias significativas en la expresion de los genes PDGFR,
PKC y PP3, con respecto al control. Ademas, fue el Unico tratamiento en donde fue
cuantificable la expresién del gen PDGF, donde se esperaba represién. Sin embargo,
para el resto de los genes, la expresion positiva o negativa coincidio a la inducida por los
cristales de 1B84. Las diferencias entre ambos tratamientos se pueden atribuir

principalmente a los tiempos letales diferentes para cada PS.
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En cuanto al tratamiento con los cristales de la cepa A1190, las principales
diferencias fueron monitoreadas con la expresion de los genes CACN, IL12, IL29 y
GADD, que tuvieron un efecto contrario al de los tratamientos con A1470 e 1B84. Estos
genes, aparentemente son los mejores en la distincion del modo de accion entre PS
necrdticas 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 celular a las PS.
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TABLA XIlI

Genes seleccionados para validacion de microarreglos

Categoria/Nombre Descripcion Via o proceso bioldgico Expresion

Receptores y Moléculas de Membrana Chip  gPCR

CACN Canal de calcio, subunidad 1? MAPK, Sefializacion Ca** ! !

PDGFR Receptor de PDGF MAPK, Sefializacion Ca** y endocitosis 0 0

TNFR Receptor de TNF MAPK, apoptosis, citoquinas ! !

IP3R Receptor inositol 1,4,5-trifosfato Sefializacion Ca** y fosfoinositol ! !

Ligandos y Citoquinas ! !

PDGF Factor de crecimiento derivado de MAPK, citoquinas ! !

plaquetas

IL12 Interleucina 12 Citoquinas, defensa contra virus y bacterias ! !

IL29 Interleucina 29 Citoquinas, defensa contra virus y bacterias 0 0

Senalizacion intracelular

PI3K Fosfoinositol 3-quinasa Activ_acié_n célqlas T, apoptosis, sefializacion por 1 1
fosfoinositol e insulina

PKC Proteina quinasa C MAPK, Sefalizacién por Ca”* y fosfoinositol 1 1

GADD45 Arresto del crecimiento y dafio de ADN  MAPK, p53 ! !

PP3 Fosfoproteina fosfatasa 3 (2B) MAPK, Sefializacién Ca**, activacion células T y 1 1
apoptosis

ATF6 Factor de transcripcion activador 6 Respuesta a proteinas desplegadas 1 !

Genes constitutivos

GADPH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa Metabolismo de carbohidratos ns ns

B2M Beta 2 microglobulina Presentacion de antigenos ns ns

# Expresion con tratamiento de PS4 de IB84 con respecto al control; 1, sobreexpresion, |, represion, ns: cambios no significativos en la expresion.
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Figura 36. Expresion genica relativa de los genes seleccionados para gPCR.

Las barras bajo diferentes letras (a, b, ¢ o d) representan los tratamientos con cambios significativos a una P<0.05, mientras que los
tratamientos con letras iguales no tuvieron cambios significativos en su expresion.
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6.6.2.4 Modelo del mecanismo de accién de la PS4

Dados los resultados reportados en la literatura, mas la evidencia experimental de
este estudio, es posible determinar que la PS4 de la cepa 1B84 provoca la lisis celular por
medio de dafios irreversible en la célula plasmatica de las células susceptibles. Més aun,
no solo se encontré una estrecha relacion en el mecanismo de accion de su PS
homologa, sino con otras TFP que desencadenan eventos celulares muy similares o

idénticos.

Es asi que formulamos un modo de accion para la PS4 (Fig. 37), el cual consiste
en los siguientes puntos: 1) union de la PS4 a la superficie de membrana, dada por la
interaccion de un posible receptor especifico expresado solo en células susceptibles; 2)
oligomerizacién y formacion de poros en la membrana, en donde la PS4 estimula directa
o indirectamente algunas moléculas o receptores de membrana; 3) desequilibrio
osmotico por la entrada y salida de iones; 4) activacion de varias vias de sefializacion
celular por el estimulo de recetores de membrana méas el incremento de iones,
principalmente Ca®* como segundo mensajero; 5) incremento y regulacién de la
expresion génica para la activacion de vias de defensa celular, tales como endocitosis,
hipoxia y generacién de moléculas osmo-reguladoras como la taurina; 6) sobrevivencia
0 muerte por necrosis, en caso de que la dosis sobrepase las capacidades de la célula

para reparar el dafio.

En este modelo propuesto, existen algunos elementos fundamentales en el
desencadenamiento de la respuesta celular. En primer lugar, se encuentra la
participacion de un receptor especifico de membrana el cual ain no esta identificado,
pero que representa una prioridad para el analisis de la actividad de la PS4 hacia las
células MOLT-4. En segundo lugar, se encuentra la participacion del Ca®* intracelular,
gue se propone que juega un papel importante en la activacion de las principales
cascadas de sefializacion celular. Entre estas vias de sefializacion, se encontraron la p38
y JNK de la MAPK, como principales efectoras en de la respuesta celular, seguidas por
sefializacion por fosfoiositol, diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) e

insulina.
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Como rutas de respuesta a estrés y sobrevivencia, pudimos asociar la endocitosis,
respuesta a hipoxia y posiblemente el sistema de respuesta a proteinas desplegadas.
Adicionalmente, existen bases teoricas y experimentales para suponer que la taurina,
también pudiera actuar como molécula osmo-reguladora en la proteccion celular hacia la

formacion de poros.

Finalmente como sistema de deteccion molecular y discernimiento en el modo de
accion de PS necrdticas, se proponen el monitoreo de los genes CACN, IL12, IL29 y
GADD a un TLys. Ademas, de otros no validados con gran potencial como la
Calmodulina, p38, JNK, factor inducible de hipoxia y cisteamina dioxigenasa, implicada

en el metabolismo de la taurina.
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7. DISCUSION

7.1 Incidencia de PS en cepas nativas

La relacion de cepas positivas para PS, de total de cepas de B. thuringiensis
probadas en este estudio, fue ligeramente mas alto a lo obtenido en otras publicaciones.
Nuestro porcentaje de cepas productoras de PS fue del 6.79 % (7/103 cepas), mientras
que en otros paises el indice de deteccidn se reporta desde 1.2% (1/82) en la India
(Poornima et al., 2010), 2.4% (42/1744) Japon (Mizuki et al., 1999), 3.12% (5/160) el
Caribe (Gonzélez et al., 2011) y hasta 6.3% (4/63) para Vietnam (Yasutake et al.,
2006). Es interesante que, aunque la incidencia de PS sea baja en comparacion con otras
proteinas Cry, su localizacion sea global y especificamente, exista una mayor
prevalencia del grupo de las PS1 sobre los deméas grupos o familias de PS (Yasutake et
al., 2006; Jung et al., 2007; Uemori et al., 2007; Poornima et al., 2010). Inclusive en
nuestro estudio, este fue el grupo dominante, en donde 3 de las 7 cepas dieron positivo

para PS1 por PCR e inmunodeteccion.

Retomando la PCR como método de deteccion, pudimos establecer un sistema
efectivo y rapido de deteccion multiple, en donde la mayoria de las cepas seleccionadas
(5/7) mostraron algun tipo de amplificacion. Sin embargo, este tipo de técnica esta
limitada a la deteccion de PS homologas o relacionadas a las ya reportadas y pudiera
excluir a nuevos tipos de proteinas anti-cancerigenas con baja similitud a las PS de la
literatura. Por esta razon, es altamente recomendable utilizar varios métodos de
deteccion tanto moleculares como seroldgicos, en donde la seleccion definitiva de las

cepas esté determinada por la actividad in vitro 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 cristales B. thuringiensis han sido asociados a una actividad bioldgica
en particular. Y aunque esta caracterizacion preliminar es arbitraria, la forma de algunos
de nuestros cristales coincide con los cristales de las cepas de referencia con
parasporinas homologas. Tal es el caso de la cepa de referencia A1190, cuyas
inclusiones tienen una morfologia idéntica a las cepas CL9-1 y CL9-3 que también
sintetiza la PS1. Asi mismo, los cristales de las cepas IB84 y CL9-21, que codifican para
PS4, fueron extremadamente similares, y dificiles de caracterizar debido a su tamafio
irregular y muy reducido. Si bien la cepa A1470, que también codifica para la PS4,
sintetiza cristales irregulares, los suyos son mas grandes a los de nuestras cepas y
ligeramente triangulares. En este caso, es importante recordar que la cepa A1470
ademas produce la PS2Aa2 (Lee et al., 2000; Okumura et 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 referencia, que sintetiza las
PS3Aal y PS3Ab1 (Yamashita et al., 2005). Aunque, aparentemente no existe ninguna
otra similitud entre estas dos cepas, ya que, tanto los perfiles proteicos como su espectro
citotoxico mostraron patrones muy distintos. Por otra parte, los cristales de las cepas
IB79 y GM18 tuvieron la mayor disparidad a los de las cepas de referencia. Ambos
mostraron morfologias irregulares concavas poco comunes, que mas que relacionarse
con inclusiones de productoras de PS, morfol6gicamente poseen mas similitud hacia
aislados con nuevos tipos de proteinas Cry, cuyos cristales son descritos como globos
colapsados (Noguera e Ibarra, 2010) o triangulares con actividad hacia nematodos o

insectos (Itoua-Apoyolo et al., 1995; Tamer y Massoud, 2009).
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7.3 Actividad bioldgica

En cuanto a la actividad bioldgica, todas las cepas mostraron toxicidad
preferencial contra las células de cancer y baja citotoxicidad hacia células normales de
piel. Especificamente, las concentraciones efectivas demuestran un espectro Unico para
cada una de las inclusiones paraesporales. En comparacion 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 nosotros trabajamos
con extractos crudos y el literatura se hace referencia al efecto obtenido con las PS
purificadas (Ohba et al., 2009). Este punto quedé bien demostrado durante la
estandarizacion de los ensayos de citotoxicidad, donde los cristales de las cepas de
referencia mostraron menor citotoxicidad a la reportada al ser administrados como

extractos crudos activos (seccion 6.1.2.1).

Como ultimo punto, es importante sefialar que la actividad bioldgica de nuestras
proteinas pudiera estar subestimada por la naturaleza heterogénea de los mismos
cristales. Esto debido a que numerosas cepas de B. thuringiensis pueden sintetizar
diferentes tipos de proteinas del cristal, y existe la posibilidad de mas de una proteina en

nuestros extractos, llegue a tener actividad anti-cancerigena.

Por esto es necesario el aislamiento o purificacion de las proteinas que contengan
la actividad bioldgica, preferentemente por expresién homologa en E. coli, o heter6loga

en cepas acristaliferas de B. thuringiensis.
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7.4 Modo de accidn

Con respecto al modo de accion, pudimos comprobar con ensayos mdaltiple, que
la mayoria de las inclusiones inducen la lisis de las células por dafios a nivel de
membrana plasmética. Aunque para las cepas CL9-1 y CL9-3 este tipo de ensayo no fue
concluyente, para las cepas 1B84, IB88 y CL9-21, el patron de baja activacion de
caspasas 3/7 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 sus PS (Abe et
al., 2008; Kitada et al., 2006; Okumura et 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 A1190 de referencia, que no
tuvo niveles tan altos de activacion de Caspasas 3/7, debido a que tiene poca actividad

contra las células MOLT-4 con las que fue montado este ensayo (Mizuki et al., 2000).

Finalmente, es altamente aconsejable la implementacion de protocolos
adicionales para la confirmacién de los modos de accion, sobre todo para los cristales de
las cepas CL9-1 y CL9-3, cuyos resultados no fueron concluyentes. Dentro de las
diferentes técnicas para determinar la muerte celular se pueden realizar y combinar
diferentes ensayos como: monitoreo de los cambios morfolégicos celulares por
microscopia, que son basicos para determinar e identificar células en estado apoptotico;
fragmentacion del ADN por electroforesis o ensayos TUNEL; monitoreo de la
integridad de membrana por cuantificacion de lactato deshidrogenasa; cuantificacion de
la expresion génica por qPCR o microarreglos; citometria de flujo, entre muchas otras.
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7.4.1 Modo de accion de la PS4

Recientemente el modo de accion de la PS4Aal ha sido estudiado en base a la
insercion, oligomerizacion y afinidad hacia varios componentes de las membrana
plasmaéticas, asi como los cambios morfoldgicos inducidos en las lineas susceptibles
MOLT-4 y CaCo, (Okumura et al., 2005; 2008; 2011). En este estudio, el mecanismo de
accion de la PS4 fue evaluado desde otro enfoque, analizando la respuesta

transcripcional de las células MOLT-4 por medio de microarreglos.

El andlisis de los chips de microarreglos demostrd una alta similitud en la
expresion de global de las células MOLT-4 expuestas a la PS4 de nuestra cepa I1B84 y la
A1470 de referencia. Los diagramas de conjuntos obtenidos con este andlisis exponen
claramente la relacion de los tratamientos, sobre todo 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 necroéticas son reveladoras, tomando en cuenta la gran
cantidad de variables a las cuales estan sujetos los experimentos por microarreglos y la
naturaleza heterogénea de los extractos activos con los que fueron hechos los
tratamientos. Estos resultados, mas lo obtenido con el ensayo mdaltiple, forma una base
solida para establecer que el mismo mecanismo de accion para los cristales de ambas

cepas es analogo.

7.4.2 Procesos intracelulares activados por TFP

Debido a que no existen mas puntos de referencia sobre la expresion génica
inducida por PS, también se hizo un analisis comparativo con otros modelos bioldgicos
cercanos. Tal es el caso de las Cry insecticidas y nematicidas, asi como de otras B-TFP,

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 los descritos para las otras B-PFT, incluyendo las proteinas Cry plaguicidas.
Dentro de las vias de sefializacion intracelular, con un papel central encontramos la via
de MAPK, la cual es ampliamente reportada como via de respuesta y proteccion contra
TFP’s (Porta, Cancino-Rodezno, Soberon, 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 bioldgica. 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 (Rincén, Flavell, y Davis, 2000; Rincon,
2001). Mas adn, las vias INK y MAPK p38 que asociamos en nuestro estudio, se
activan por estrés 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 figurd en nuestros resultados, normalmente es asociada a la proliferacion y

factores de crecimiento (Marshall, 1995).

Concretamente, para larvas de Manduca sexta 'y Aedes aegypti, la ruta p38 actla
en respuesta ante las CrylAb y Cryl1Aa (Cancino-Rodezno et al., 2010); en tanto que
para Caenorhabditis elegans, la via JNK opera de manera importante 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
a-toxina, citolisina, estreptolisina O (SLO) y hemolisina (Kloft et al., 2009). De igual
manera las lineas epiteliales A549, Detroit 562 y 293 responden ante neumolosina, a-
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, varias de las demés rutas
encontradas también poseen relacién como activadoras o efectoras de esta. Entre ellas
figuran la sefalizacion de proteinas G, por calcio, mTOR, fosfoinositol, insulina,
receptores de células T y tipo NOD, endocitosis, asi como respuesta a proteinas
desplegadas e hipoxia. Dentro de la literatura, existen reportes sobre las vias de
sefializacion por insulina, el sistema de respuesta a proteinas desplegadas y la respuesta

a hipoxia como auxiliares en la defensa celular de C. elegans contra Cry5B (Bischof et
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al., 2008; Chen et al., 2010). En células normales de rifion de rata, la endocitosis
dependiente de Ca”** es un sistema que interviene en la defensa ante la LLO (Hamon et
al., 2007). Igualmente la regulacion negativa en la activacion de células T, mediante la
sefializacion por calcio, ha sido probada in vivo 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 adaptativa (Gekara et al., 2010,
2008).

En este punto llama la atencion que varias de las vias anteriormente
mencionadas, sean activadas de manera dependiente al calcio intracelular (Idone et al.,
2008; Kao et al., 2011; Soletti et al., 2010), por lo que se presume 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 progresion del modo

de accion y posterior muerte celular por apoptosis (Katayama et al., 2007).

Por otra parte, ademas de las rutas ya mencionadas, encontramos un impacto
importante en la regulacion genética, ‘“splicing” alternativo y cambios en el
empaquetamiento de ADN. En este sentido, el Gnico trabajo relacionado ha sido probado
en células HelLa contra LLO, perfringolisina y neumolisina; en donde se demostraron
modificaciones epigenéticas como la fosforilacion de la Ser’® de la histona H3 y
desacetilacion de la histona H4, como una via para la manipulacion de la expresion
génica en células infectadas con Listeria monocytogenes (Hamon et 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 aventurado suponer

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 actuan en defensa 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 bioldgico 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 regulacién negativa de la
sefializacion por receptores de células T y aumento en la degradaciéon de proteinas,
mientras que por gPCR, la expresion negativa de la interleucina 12, una citoquina pro-
inflamatoria. Estos hallazgos coinciden con el comportamiento in vivo e in vitro de un
modelo murino ante la 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
sobreexpresion de moduladores negativos de activacion de células T, incremento en la
degradacion de proteinas, modulacion de la transcripcién y regulacion negativa de
elementos que participan en la apoptosis (Gekara et al., 2010).

Por otra parte, también encontramos un importante aumento de la 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 otras TFP. Mientras
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 (Sheikh et al., 2000), por lo que su sobreexpresion en el

tratamiento con PS1, es justificada.
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8. CONCLUSIONES

Siete de las 103 cepas de Bacillus thuringiensis sintetizan proteinas
paraesporales con actividad biologica in vitro contra células de céancer de
diferentes origenes.

. Todas las cepas seleccionadas tuvieron efecto citotoxico muy bajo o nulo hacia
celulas normales de piel.

Las cepas 1B84, 1B88, CL9-1, CL9-3 y CL9-21 codifican genes reportados de
parasporinas PS1, PS2, PS3 o PS4; mientras que las cepas GM18 e IB79 no
mostraron similitud hacia ninguna de las parasporinas conocidas.

El modo de accion de los cristales de las cepas 1B84, 1B88, IB79 y CL9-21 se
ajusta al modelo de lisis por pérdida de la integridad de la membrana; mientras
que para las cepas GM18, CL9-1 y CL9-3 el mecanismo de muerte celular
propuesto es por apoptosis.

La actividad bioldgica de la PS4 de la cepa 1B84 sobre células de leucemia,
desencadena procesos bioldgicos relacionados al dafio provocado por toxinas
formadoras de poros tipo beta, en donde el incremento del calcio intracelular
parece ser un elemento clave para la activacion de rutas de respuesta a estrées

celular y sobrevivencia.
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APENDICES

APENDICE A: Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepa 1B84
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APENDICE B: Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepa 1B88
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APENDICE C: Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepa CL9-1
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APENDICE D: Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepa CL9-21
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APENDICE E: Electroferograma de la secuencia nucleotidica de la cepa CL9-3
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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 qPCR

Nombre Secuencia (5°-3") nt GC Tm Producto

(%) (°C) (pb)

CACN-1 GCTGAATCTCTTTGTCGCCG 20 55.0 56.5 125

CACN-2 AAGCTGCGGGGTCATACTC 19 59.9 57.2

PDGFR-1 GACTAGTGCTTGGTCGGGTC 20 60.0 57.5 87

PDGFR-2 CAGGTTGGGACCGGCTTAAT 20 55.0 57.5

TNFR-1 GATACGGACTGCAGGGAGTG 20 60.0 57.3 101

TNFR-2 TGACCCATTTCCTTTCGGCA 20 50.0 57.1

IP3R-1 GCAGGGAAGAAGAGGGACG 19 63.2 57.8 136

IP3R-2 ACCCCAAGGTGCTGATGAAG 20 55.0 57.5

PDGF-1 TGCGGTCTTTGTTCTCCTCC 20 55.0 57.2 120

PDGF-2 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

1L29-2 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

PP3C-1 GTTGCTCCAGCTCCTGAACA 20 55.0 57.5 184

PP3C-2 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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