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Resumen 
 

Bacillus thuringiensis es un microorganismo que se caracteriza por producir 
varios tipos de proteína; Cry, Cyt, Vip, Sip y parasporinas. Adicional a estas, 
produce una proteína denominada proteína capa s, que está formada por 
arreglos monomoleculares de glicoproteínas y cubre gran parte de la superficie 
externa de la célula bacteriana.  A esta proteína se le atribuyen varias 
aplicaciones; desde  actividad insecticida, hasta su funcionamiento como 
antimicrobiano, pero no como anticancerígeno. 
 
Por tal motivo, en este trabajo se  purificó e identificó una proteína capa s de 
una cepa de Bacillus thuringiensis  (AP11), recolectada de la región de Baja 
California.  
 
La proteína identificada se sometió a ensayos in vitro utilizando la línea celular 
de cáncer MDA-MB-231. HaCat se usó como control celular no canceroso. Se 
obtuvo la dosis letal media (DL50), usando 0.25 µg/ml de concentración de 
proteína capa s para las células de cáncer de mama, mientras que HaCat con la 
misma concentración,  mostró 90%  de sobrevivencia en los ensayos de 
viabilidad celular. 
 
Este es el primer trabajo que demuestra que una proteína capa s proveniente 
de una cepa de Bacillus thuringiensis (AP11), presenta actividad citotóxica 
específica sobre esta línea  celular. Esto resultados convierten  a la proteína 
capa s en una molécula con posibles aplicaciones terapéuticas en  la lucha 
contra el cáncer de mama. 
 

 

 
Palabras clave: Bacillus thuringiensis; proteína capa s; cáncer de mama; 
citotoxicidad; anticancerígeno; MDA-MB-231 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, tanto en 

hombres como en mujeres. La organización Mundial de la Salud (OMS) refiere 

que hasta el año 2012, hubo 8.2 millones de muertes asociadas a esta 

enfermedad. La situación en México no es muy diferente de la expuesta a nivel 

mundial, ya que el Instituto Nacional de Estadística, Geografía e Informática 

(INEGI) cita que hasta el año 2014, las muertes por cáncer representaban el 

14.84% del total de muertes en el país. Se espera que estas cifras vayan en 

aumento en las próximas dos décadas. En ambos casos, mundial y nacional, el 

cáncer de mama se distingue por ser uno de los más devastadores con un 

elevado porcentaje de muertes.  

 

Actualmente, los tratamientos contra el cáncer siguen siendo la remoción del 

tumor, quimioterapia o radiación, los cuales suelen ser efectivos, pero 

generalmente si se aplican en fases tempranas de la enfermedad. Sin embargo, 

estos tratamientos son muy costosos y conllevan muchos efectos adversos al 

paciente. Por ello, la búsqueda de sustancias bioactivas tanto en ecosistemas 

terrestres como marinos es interminable (Amaro et al., 2013; Olmos et al., 2015; 

Paniagua et al., 2015; Phonnok et al., 2010; Priya y Jayachandran, 2001).  

 

Dentro de la búsqueda de alternativas, se ha demostrado que Bacillus 

thuringiensis (Bt) produce proteínas que tienen actividad citotóxica hacia líneas 
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celulares de cáncer humano, sin actividad insecticida y a las cuales se les 

denomina parasporinas (Jung et al, 2006; Kitada et al, 2006; Mizuki, et al, 2000; 

Ohba et al, 2009; Yamashita et al, 2005). Asimismo, produce las proteínas Cry 

las cuales usualmente son reconocidas por su actividad insecticida, pero 

recientemente se les ha reportado actividad anticancerígena  (Mendoza et al, 

2011; Olmos et al, 2011). Se puede inferir que esta actividad podría estar 

modulada por el reconocimiento de algún receptor de la célula por parte de la 

proteína Cry.  

 

En los últimos años, se ha presentado evidencia de que el cáncer está asociado 

a diferentes vías de señalización, las cuales pueden ser moduladas por 

compuestos proteínicos o peptídicos, al reconocer receptores específicos en la 

célula y  producir efectos en la regulación del ciclo celular. Estos  compuestos 

pueden ser sintéticos u obtenidos a partir de animales, plantas o bacterias (Chu 

y Radhakrishnan, 2008; Chu et al., 2010; Phonok et al., 2010;).  

 

Por consiguiente, Bt adquiere un gran valor por sus antecedentes. Además  

produce otras proteínas conocidas como SLP (por su siglas a inglés: Surface 

Layer Protein), de las cuales no se ha  reportado que esta proteína tenga 

actividad citotóxica contra líneas celulares de cáncer. Es por ello que en este 

trabajo se  purificó, caracterizó e identificó el perfil de una proteína SLP de la 

cepa Bt AP11 de la región, para evaluar su citotoxicidad contra la línea celular 

de cáncer de mama, MDA MB 231. 
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II. ANTECEDENTES 

 

II.1. Bacillus thuringiensis y sus proteínas 

El género Bacillus fue identificado por primera vez en 1872 por Ferdinand Cohn. 

Es una bacteria gram positiva, esporulada, en forma de bastón, en la etapa 

estacionaria de crecimiento produce una endospora, la cual es altamente 

resistente al calor y otros factores ambientales. Las cepas de Bacillus pueden 

crecer aeróbica y anaeróbicamente en su mayoría, son cosmopolitas, habitan  

en el agua, tierra y aire. Las especies de este género se distinguen por su gran 

aplicación comercial en varios campos, principalmente la industria, 

biotecnología y la medicina (Gordon, 1973; Harwood, 1989).  

 

Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria que contiene peritricos en su 

membrana externa,  mide de 3 a 5 µm de largo por 1 a 1.2 µm de ancho (figura 

1). Es un microorganismo quimioorganótrofo que  pertenece a la familia 

Bacillaceae y se ubica dentro del grupo 1 del género Bacillus. Forma parte del 

grupo de Bacillus cereus, que incluye a Bacillus anthracis, B.cereus, B. 

mycoides, B. Pseudomycoides y B. weihenstephanensis. No tiene mucha 

diferencia metabólica o morfológica de B. anthracis y B. cereus sin embargo, lo 

que lo distingue de estas especies es la presencia de una inclusión parasporal 

con propiedades insecticidas. Puede ser aislado  del suelo, agua, hojas de 

plantas, insectos muertos, telarañas, etc. (Gordon, 1973; Harwood, 1989; 
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Schnepf et al., 1998; Sauka y Benintede, 2008; Palma et al. 2014). Las etapas 

de crecimiento  de Bt pueden dividirse en 4 fases; fase I: crecimiento vegetativo, 

fase II: transición a esporulación, fase III: esporulación y fase IV: Maduración de 

la espora y lisis celular (George y  Crickmore, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Morfología de una cepa de Bacillus thuringiensis. Se observa 
Imagen tomada con microscopio electrónico de barrido (MEB) (Alonso, 2015). 
 

Bt se caracteriza porque en su proceso de esporulación dentro del esporangio 

(célula madre), produce  una inclusión parasporal formada por uno o más 

cuerpos cristalinos de naturaleza proteica, los cuales son liberados al medio 

después de la lisis celular que tiene lugar al final de la etapa de esporulación 

(Sauka y Benintende, 2008). Estas proteínas o cristales son conocidas como 

proteínas Cry ó δ-endotoxinas y son tóxicas para distintos invertebrados, 
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especialmente larvas de insectos del género Lepidóptera, Díptera y Coleóptera. 

Hay reportes de algunas δ-endotoxinas que muestran su efectividad contra 

insectos del orden Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera, Mallophaga y algunos 

nemátodos, ácaros y protozoarios, así como contra células de cáncer humano 

lo que se ilustra con la figura 2 (Bravo et al., 2012; Palma et al., 2014). Las 

proteínas pueden tener morfología bipiramidal, cúbica, cuadrada, aplanada, 

esférica o ser atípicas (Luckevich and Beveridge, 1989: Crickmore et al., 1998; 

Schnepf et al., 1998; Güereca y Bravo, 1999; Sauka y Benintede, 2008; Ohba et 

al., 2009; Rosas-García 2009; Adang et al., 2014;).   

 

Figura 2. Blancos de las proteínas Cry ó δ-endotoxinas. Pueden estar 
constituidos por insectos de diferente orden, así como células de cáncer 
humano (Modificado de Palma et al., 2014). 
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Las inclusiones cristalinas se clasifican principalmente como proteínas Cry que 

van de 60 a 140 kDa y como proteínas Cyt que van de 22 a 30 kDa. Ambas 

pertenecen a una clase de toxinas bacterianas conocidas como formadoras de 

poro (TFP), cuya característica es que son secretadas como proteínas solubles 

a pH básico y se someten a cambios conformacionales para insertarse en la 

membrana del huésped y alterar su homeostasis. Por esta razón y por su 

inocuidad en seres humanos, las proteínas Cry son utilizadas frecuentemente 

en insecticidas comerciales a nivel mundial (Güereca y Bravo, 1999; Rukmini et 

al., 2000; Jung et al., 2006; Guo et al., 2008; Frankenhuyzen, 2009; Ohba et al 

2009). Los cristales al ser ingeridos son solubilizados en el intestino del insecto, 

donde por efecto del pH básico y de las proteasas presentes se activan las 

toxinas Cry. Estas se unen a receptores específicos en la membrana del 

insecto, induciendo su muerte, debido al desequilibro iónico (Bravo et al., 2007, 

2012; George and Crickmore, 2012; Palma et al., 2014; Xu et al., 2014).  

 

Las proteínas Cry se clasifican en grupos de acuerdo a su homología y 

estructura molecular. Algunos trabajos indican que hay alrededor de unos 75 

subgrupos primarios de toxinas Cry y que pertenecen al grupo denominado 

como clase de tres dominios (Figura 3). Estos se distinguen entre sí por su 

diferencia en la secuencia de aminoácidos, pero comparten una estructura 

similar y conservada de tres dominios. (Pardo López et al., 2012; Bravo et al., 

2013; Adang et al., 2014).  
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Figura 3. Modelo esquemático de una proteína Cry y su estructura de tres 
dominios (Modificado de Bravo et al., 2012). 
 

El segundo grupo de proteínas Cry se identifica como MTX (mosquitocidal 

toxins por sus siglas en inglés),  que difiere de las anteriores por su estructura 

proteica terciaria. Presenta similitud con la secuencia de la toxina épsilon ETX 

de Clostridium perfingens, por lo que se llega a denominar ETX/MTX y está 

relacionada con la toxina MTX de Lysinabacillus sphaericus (Wirth et al., 2013; 

Adang et al., 2014;).  Bacillus sphaericus y Bacillus thuirngiensis var 

israenlensis, pueden producir este tipo de proteínas y hasta el momento se han 

caracterizado MTX1, MTX2 y MTX3, las cuales están presentes en la fase 

vegetativa de la bacteria pero no produce cuerpos cristalinos o cristales 

(Charles et al., 1996; Park et al., 2010; Rahman et al., 2012;). Se cree que igual 

que las proteínas Cry, forman poros para dañar a su huésped (Adang et al., 

2014).  
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El tercer grupo de proteínas pertenece a la familia de las toxinas Binarias (Bin), 

que también son producidas por Bacillus sphaericus y Bacillus thuringiensis var 

israenlensis (Bravo et al., 2012; Adang et al., 2014; Palma et al., 2014).  La 

proteína Bin consiste en dos toxinas; BinA con tamaño de  42 kDa y BinB con 

tamaño de 51 kDa que en conjunto producen una alta actividad insecticida, 

principalmente contra los mosquitos Culex y Anopheles (Pauchet et al.,  2005; 

Opota et al., 2011; Rahman et al., 2012). Las toxinas Bin se producen durante 

la esporulación al igual que las proteínas Cry, pero ambas difieren en su 

mecanismo de producción.  (Poopathi et al., 2010; Allievi et al., 2014). 

 

Otro tipo de proteínas son las Cyt, que tienen actividad hemolítica y citolítica in 

vitro e in vivo y presentan toxicidad específica contra lepidópteros (de Maagd et 

al., 2003; Sauka y Benintende, 2008; Bravo et al., 2012;). La diferencia entre las 

proteínas Cry y Cyt está dada por el mecanismo de acción insecticida. Cabe 

destacar que las proteínas Cyt actúan de manera sinérgica con algunas 

proteínas Cry, aumentando su actividad insecticida (Wu et al., 2008; Soberón et 

al., 2011a; Soberon et al., 2012b; Adang et al., 2014; Xu et al., 2014).   

 

Existen otras proteínas denominadas como proteínas insecticidas vegetativas 

(Vip), pero estas no entran dentro de la clasificación de las inclusiones 

parasporales, ya que no forman dicha inclusión y son secretadas durante el 

crecimiento de la bacteria. Actualmente, se han identificado a 4 familias Vip, de 

las cuales tres toxinas Vip han sido caracterizadas; VIP1/VIP2 en conjunto 
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conforman una toxina binaria con potencial insecticida contra coleópteros, VIP3 

presenta 40 genes clasificados en A y B con actividad insecticida contra 

lepidópteros (de Maagd et al., 2003; Sauka y Benintede, 2008; Palma et al., 

2014). Aunque presentan potencial actividad insecticida contra Lepidópteros, su 

modo de acción las hace diferentes de las proteínas Cry. De las proteínas Vip4 

no se conoce mucho hasta el momento (Estruch et al., 1996; Lee et al., 2003; 

de Maagd et al., 2003; Bhalla et al., 2005; Sauka y Benintede, 2008; Bravo et 

al., 2012; Palma et al., 2014). 

 

Recientemente se ha descrito una nueva proteína secretada por Bt 

denominada; Proteína insecticida secretada (Sip: por sus siglas en inglés). 

Donovan y colaboradores (2006) reportaron la proteína Sip1A con actividad 

insecticida contra el orden Coleóptera. Aunque es poco lo que se sabe de ella, 

se cree que esta proteína es secretada como parte del efecto espora, es decir, 

al ingerir los insectos a las proteínas Cry en conjunto con esporas, las proteínas 

Cry dañan la membrana del insecto y las esporas consumidas germinan dentro 

de él, dando lugar a nuevas células de Bt que secretan a las proteínas Sip con 

actividad insecticida (Donovan et al., 2006; Sauka y Benintede, 2008; Palma et 

al., 2014).  

 
 
Bt produce otras proteínas parasporales conocidas como parasporinas (PS)  

que entran dentro de la clasificación de las proteínas Cry por la producción de 

cristales. La diferencia de estas proteínas con las anteriores, es que no tienen 
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actividad insecticida, pero si presentan una actividad citotóxica contra líneas 

celulares de cáncer  (Mizuki et al., 2000; Yamashita et al., 2005; Jung et al., 

2006; Ohba et al., 2009; Adang et al., 2014). Mizuki y colaboradores en 1999, 

fueron los encargados de demostrar que estas proteínas no presentaban 

actividad hemolítica ni insecticida, sin embargo, si tenían un efecto citócido 

contra células de leucemia. Otros trabajos reportan la actividad en otras líneas 

celulares de cáncer como HeLa y Molt4. Tener esta actividad sobre diferentes 

líneas celulares de cáncer, hace de las PS un posible candidato para figurar 

como agente anticancerígeno de uso médico (Ohba et al. 2009; Okasov et al. 

2015). La tabla I, muestra el efecto de 4 PS sobre diferentes líneas celulares de 

cáncer en humanos. 

Tabla I. Espectro citotóxico de 4 parasporinas sobre diferentes líneas celulares 
de cáncer (Modificado de Ohba et al., 2009). (+)Con efecto citotóxico (–)Sin 
efecto citotóxico 
 

Línea 
celular 

humana 

Origen PS1 PS2 PS3 PS4 

HeLa Cáncer cervico uterino +++ - - - 
Sawano Adenocarcinoma 

endometrial 
- ++++ - +++ 

TCS Cáncer cervico uterino - - - +++ 
UtSMC Músculo uterino normal  - ++ - - 
MOLT-4 Leucemia linfoblástica 

aguda 
++ ++++ - +++ 

HL-60 Leucemia promielocítica +++ ++++ ++ +++ 
Jurkat Leucemia células T - ++++ - - 
T-cell Linfocito Normal T - +++ - - 
HepG2 Carcinoma Hepatocelular ++ ++++ ++ ++ 
HC Hepatocito normal - - - - 
A549 Adenocarcinoma de pulmón - +++ - - 
MRC5 Fibroblasto de pulmón 

normal - + - - 
Caco 2 Carcinoma colorectal - + - +++ 
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Hasta el momento existen 6 clases de parasporinas; La PS1, la PS3 y las PS6 

pertenecen a las Cry de tres dominios, mientras que las PS4 y PS5 se asocian 

a las Cry MTX. La PS 2 no presenta similitud con ninguna Cry pero si con 

hidralisina (Adang et al., 2014; Okasov et al., 2015). A la fecha se han aislado 

13 PS de 11 cepas de Bt, 8 pertenecen al tipo PS 1, 2 al tipo PS2, 2 al PS3 y 1 

a PS4 (Okasov et al., 2015; Ohba et al., 2009). Los mecanismos de acción de 

las PS son diferentes entre ellas, las PS de tres dominios son asociadas a la 

formación de poro, además presentan un efecto en alguna cascada de 

señalización. Las PS2 y PS4 que son similares a las proteínas ETX/MTX, están 

relacionadas con el reconocimiento de lípidos. Para la PS5 aún es desconocido 

su mecanismo de acción (Adang et al., 2014). En años recientes se han 

realizado técnicas de ingeniería genética para la producción de parasporinas y 

se ha logrado expresar el gen de esta proteína en Escherichia coli, obteniendo 

resultados muy similares con los obtenidos de PS2 silvestre (Okumura et al. 

2004: Okasov et al. 2015).  La figura 4, muestra la relación estructural y 

funcional de las proteínas producidas por Bt, así como la presencia de la 

proteína SLP. 
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Figura 4. Diagrama de Venn que muestra la relación estructural y funcional 
entre las diferentes proteínas de Bacillus thuringiensis. Cada tipo de 
proteína está representada por un círculo de color específico. Los círculos 
abiertos de color rojo, representan los grupos estructurales que contienen 
miembros que comparten características con toxinas binarias, parasporinas o 
ricina. Los círculos abiertos con color azul, representan grupos de proteínas o 
toxinas que no pertenecen a Bt, pero tienen secuencias similares. (Modificado 
de Adang et al., 2014).  
 

II.2. Proteínas de capa superficial ó capa s (s-layer ó SLP, por sus siglas 

en inglés) 

Además de producir las proteínas Cry, Cyt, Vip, Sip y PS mencionadas 

anteriormente, Bt produce otras proteínas extracelulares conocidas como SLP 

(Guo et al., 2008). Estas proteínas son frecuentemente localizadas en bacterias 

Gram positivas, Gram negativas y en mayor grado en arqueas (Fagan y 
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Fairweather, 2014). Fueron reportadas por primera vez en 1952, cuando 

Houwink y Le Poole observaron en un microscopio electrónico fragmentos de la 

pared celular de la bacteria Spirillum serpens. Sin embargo, no fue tanto su 

impacto hasta la actualidad (Engelhardt, 2007; Sleytr et al., 2014). La proteína 

SLP forma parte de la estructura de la superficie de la célula de algunas 

especies bacterianas que las provee de una capa adicional  (capa s) (Luckevich 

y Beveridge 1989; Sará y Sleytr 2000; Sleytr 1997; Sleytr y Beveridge1999). Se 

han identificado alrededor de 19 miembros del género Bacillus que poseen 

proteína SLP (Luckevich y Beveridge, 1989).  

 

Estas proteínas se caracterizan por ser arreglos cristalinos de dos dimensiones 

(2D) y cubrir toda la célula, representando desde un 10 a un 15% del total de 

las  proteínas presentes en la célula. Por ello, se convierte en un modelo 

interesante para estudiar los procesos involucrados en la síntesis, secreción y 

ensamblaje de proteínas extracelulares. Además, puede considerarse una de 

las proteínas más abundantes en el planeta, dado que hay más organismos 

procariotes que eucariotes y está presente en todos los estadios del crecimiento 

y división celular (Allievi et al., 2012; Sleytr et al., 2014).  Se caracterizan por 

tener una masa molecular entre 66 y 255 kDa para el género Bacillus 

(Luckevich y Beveridge, 1989; Deblaere, 1999; Peña et al., 2006; Sun et al., 

2013). Estudios han demostrado que a altas velocidades de crecimiento 

aproximadamente 500 unidades por segundo pueden ser sintetizadas y 

traslocadas a la superficie celular e incorporadas en la matriz de proteínas SLP 
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(Sleytr et al., 2014). 

 

II.2.1 Estructura de las proteínas SLP 

Estas proteínas se conforman por arreglos monomoleculares cristalinos de una 

o varias glicoproteínas, que se autoensamblan a una forma multimérica.  La 

proteína SLP representa el único componente de la pared celular fuera de la 

membrana plasmática (Sleytr et al., 2014). La figura 5, muestra la estructura de 

la proteína SLP. En la mayoría de las arqueas, las proteínas SLP representan el 

único componente externo de la membrana plasmática (Sleytr et al., 2014). Las 

bacterias Gram positivas y algunas arqueas poseen una pared rígida (como 

pseudomureina o peptidoglicano), donde se une la proteína SLP y además 

funciona como intermediaria entre la membrana plasmática y la proteína SLP. 

Las bacterias Gram negativas presentan a la proteína SLP adherida a los 

liposacáridos externos de la membrana (Sleytr et al., 2000). 
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Figura 5. Estructura de la proteína SLP en arqueas, bacterias Gram 
positivas y Gram negativas. Se muestra: a) Proteína SLP como componente 
exclusivo de arquea con dominios hidrofóbicos o subunidades de glicoproteína 
modificada por lípidos; b) Pocas arqueas poseen una pared celular rígida  como 
una capa intermedia entre membrana plasmática y la capa s; c) En bacterias 
gram positivas, la proteína SLP se une al peptioglicano, via Polímero 
secundario de pared celular (SWCP); d) en bacteria gram negativa, la proteína 
SLP se asocia con lipopolisacáridos de la membrana exterior  (Tomado de 
Sleytr et al., 2014). 
 

Las proteínas SLP pueden clasificarse de acuerdo a su entramado, el tamaño 

de la unidad celular y la posición de los protómeros y poros que están 

relacionados a la simetría del entramado. Las proteínas SLP exhiben un 

entramado oblicuo (p1, p2), cuadrado (p4) o hexagonal (p3, p6), esta última es 

predominante en arquea (Sleytr et al., 2000). Dependiendo de la estructura del 

entramado las unidades morfológicas consisten en uno, dos, tres, cuatro y seis 
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monómeros de proteínas, que pueden tener una separación centro  a centro en 

un rango de 2.5  a 35 nm  (Sleytr et al., 2000; Sleytr et al., 2014). Las proteínas 

SLP en bacterias, exhiben un grosor entre 5-10 nm, que es menor en 

comparación al grosor en arquea, que son muchos más gruesas. Estudios de 

permeabilidad demuestran que las proteínas SLP, son altamente permeables ya 

que presentan poros que van desde el 30 a un 70% en toda la superficie, 

siendo estos de tamaño uniforme y una morfología entre 2-8 nm, aunque hay 

proteínas SLP con dos o más clases de poros (Sleytr et al., 2000; Sleytr et al., 

2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Diferentes entramados de la proteína SLP. La unidad morfológica 
de la proteína se muestra en rojo. En color gris se muestra su unidad celular y 
su eje correspondiente (Tomado de Sleytr et al., 2014). 
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II.2.2. Bioquímica y dominios SLP 

La mayoría de las proteínas SLP son débilmente ácidas, con puntos 

isoeléctricos en el rango de pH de 4.0 a 6.0. Existen excepciones en algunas 

especies de arquea y en las especies de Lactobacillus, donde su punto 

isoeléctrico va de pH de 8.0 a 10.0. Análisis químicos y genéticos revelan que 

muchas proteínas SLP tienen composición similar. La mayoría de las proteínas 

SLP en bacterias contienen entre un 40-60% de aminoácidos hidrofóbicos y 

poseen pocos o ningún aminoácido que tenga sulfuro (Sleytr et al., 2000; Sleytr 

et al., 2014). En la mayoría de las SLP el 40% de los aminoácidos están 

organizados como hojas β y de 10-20% como α-hélices (Sleytr et al., 2000). 

 

Las proteínas SLP presentan dos regiones morfológicas separadas: una 

responsable de la unión a pared celular y otra encargada del autoensamblaje. 

La posición del anclaje a la pared celular puede variar entre las especies. En el 

caso de Bacillus se ha revelado la existencia de dominios de unión del N-

terminal para polímeros secundarios de la pared celular (SWCP), que a su vez 

se unen covalentemente a la pared celular (Sleytr et al., 2014). 

 

Las modificaciones postraduccionales que se conocen son; el corte del 

fragmento carboxy o amino terminal, la fosforilación de la proteína y la 

glicosilación de la proteína (Sleytr et al., 2014). 

 

 



18 
 

II.2.3. Diversidad genética 

La capa s comúnmente está formada por una sola proteína, sus genes 

estructurales pueden estar vinculados a genes que codifican componentes de 

rutas de secreción o modificación (Fagan y Fairweather, 2014). Las proteínas 

SLP en bacterias y arqueas predominan más que otras proteínas, por lo que se 

necesitan genes de alta expresión (Mesnage et al., 2001; Sun et al., 2013). 

 

Diferentes especies bacterianas muestran variación genética en la expresión de 

proteínas SLP. En algunas especies se ha podido determinar que más de un 

gen interviene en su síntesis y que estos no se expresan simultáneamente 

(Pollman et al., 2005), indicando que responden a diferentes estados o 

condiciones ambientales (Mignot et al., 2002; Pollman et al., 2005). Como 

ejemplo de lo anterior, se encuentra Campylobacter fetus cuya expresión se 

encuentra bien estudiada y caracterizada. El serotipo A de esta especie, 

contiene 8 arreglos homólogos del gen A (sapA) y un solo promotor (Fagan y 

Fairweather, 2014). 

 

La primer secuencia caracterizada de un gen slp fue de Bacillus brevis 47 y a la 

fecha hay más de 4000 reportes en la base de nucléotidos del banco de genes 

del National Center for Biotechnology Information (NCBI), donde muchos de 

ellos han sido clonados en la última década (Mesnage et al., 2001; Sleytr et al., 

2014). Aunque la homología de las secuencias de genes slp es baja, muestran 

un orden en su estructura organizacional (Mesnage et al., 2001). 
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Los ejemplos mejor estudiados de la familia de genes slp se encuentran en 

Bacillus anthracis y Clostridium difficile. Las proteínas SLP de B. anthracis son 

producidas en diferentes etapas de crecimiento y son dos: Sap y EA1.  La 

primera se manifiesta en la fase exponencial y es reemplazada en la fase 

estacionaria por EA1 (Mesnage et al., 2001; Peña et al., 2006; Sleytr et al., 

2014). Por otra parte, Lactobacillus acidophilus posee dos genes que codifican 

proteína SLP, slpA y slpB, los cuales dependen de las condiciones de 

crecimiento, ya que mientras slpA se encuentra activo en la fase exponencial, 

slpB se mantienen como un gen inactivo (Kalheghi y Kermanshahi, 2012). En el 

caso de Lactobacillus crispatus, se ha logrado aislar hasta tres genes slpA, slpB 

y slpC (Sun et al., 2013). 

 

Para el caso de B. thuringiensis subsp galleria se ha encontrado un gen slpA 

similar al gen sap de B. anthracis. Asi mismo, B. thuringiensis finimitus muestra 

alta similitud con la proteína SLP del gen ea1 de B. anthracis (Peña et al., 

2006). 

 

Se ha atribuido que las bacterias que tienen proteína SLP, hacen uso de la 

variación genética expresando diferentes genes slp, esto como respuesta a 

factores de estrés o cambios ambientales (Kalheghi y Kermanshahi, 2012). 
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II.2.4. Secreción  

Las proteínas SLP son transportadas a la superficie celular donde se 

autoensamblan, anclándose a la pared celular y formando la estructura de la 

proteína SLP en la célula. Como se sabe, la estructura de la proteína SLP en 

Gram negativas y Gram positivas es diferente, por lo que el sistema de 

secreción también lo es.  

 

En el caso de Gram positivas, como son B. anthracis y C. difficile, la secreción 

de la proteína SLP depende de un sistema llamado Sec. Este sistema fue 

identificado en Mycobacterium tuberculosis y los organismos que lo poseen 

tienen dos copias de ATPase SecA (SecA1 y SecA2), algunos organismos 

como B. anthracis puede tener un tercero SecY2.  La figura 7, muestra el 

proceso de secreción de estas proteínas. En la imagen se puede ver en el caso 

de Gram positivas, donde la proteína contiene un péptido señal en la parte 

amino terminal, el cual dirige al polipéptido al aparato de secreción y es anclado 

en la membrana con ayuda de ATPase Sec. Posteriormente, el polipéptido es 

traslocado a través de la membrana por medio de un poro (Fagan y 

Fairweather, 2014).  

 

Para el caso de bacterias Gram negativas se requiere de otro tipo de sistema, 

denominado tipo II. Este tipo de sistema de secreción consiste en dos pasos; 

primero, el precursor desplegado es traslocado a través de la membrana 

citoplasmática por el sistema Sec y segundo, la proteína se pliega y es 
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transportada a través de la membrana externa por un complejo multiproteico 

(Fagan y Fairweather, 2014). 

 

Figura 7. Secreción de las proteínas SLP en bacterias Gram positivas y 
Gram negativas. En bacterias Gram positivas, como Clostridium difficile o 
Bacillus anthracis, por ejemplo, la secreción de las proteínas SLP está mediada 
por el sistema Sec. El péptido señal se dirige y ancla con la membrana 
citoplasmática para ser traslocado (flecha negra). Una vez reconocido por 
SecA2, el péptido es traslocado a través de la membrana por medio de un poro 
que consiste en SecY, SecY2, Sec E, y SecG. En bacterias Gram negativas 
como Aeromona salmonicida o Aeromona hydrophila o Campilobacter fetus, se 
requiere de un sistema de secreción tipo II que consiste en dos pasos. El 
péptido se trasloca a través de la membrana citoplasmática por el sistema Sec y 
la proteína se pliega y es transportada a la membrana externa por un complejo 
multiproteico de secreción. Significado de ApsE, proteína de secreción; CWP, 
Proteína de pared celular; HMW, peso molecular alto; LMW, peso molecular 
bajo, Sap y EA1, proteína SLP (Modificado de Fagan y Fairweather, 2014).  
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II.2.5. Anclaje  

Las proteínas SLP no están unidas covalentemente entre sí, ni tampoco a la 

pared celular, lo que facilita que puedan desagregarse con agentes como 

cloruro de litio (LiCl) e Hidrocloruro de Guanidina. Las subunidades de las 

proteínas SLP pueden volver a formar una estructura cristalina sobre soportes, 

interfaces líquidas, films, liposomas o en suspensión, una vez que se remueva 

el agente desagregante, lo que es muy común en nanotecnología (Ilk et al., 

2011; Sleytr et al., 2011).  

 

Las proteínas SLP exhiben en su mayoría dos regiones separadas; una es la 

responsable de la unión a la pared celular y la otra es requerida para el 

autoensamblaje (Sleytr et al., 2014). La posición de la región de anclaje a la 

pared celular, puede variar entre especies bacterianas. En arqueas ocurre una 

asociación natural de las proteínas SLP con la membrana citoplasmática 

(Engelhardt, 2007). En el caso de bacterias Gram negativas la proteína SLP es 

anclada a través de su N-terminal o C-terminal de forma divalente a los 

lipopolisacáridos (LPS) (Engelhardt, 2007; Fagan y Fairweather, 2014; Sleytr et 

al., 2014). Para el caso de bacterias Gram positivas la proteína SLP se une a 

los polímeros secundarios de la pared celular (SWCP) (Sleytr et al. 2014).  

 

En el género Bacillus se ha encontrado que las proteínas SLP  presentan 

dominios específicos en su N-terminal, los cuales se pueden unir directamente 

al  péptidoglicano (PEG) ó a los polímeros secundarios de la pared celular 
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conocidos como SCWP (secondary cell wall polymer), estos últimos a su vez se 

unen covalentemente al peptidoglicano de la pared celular  (Engelhardt, 2007; 

Sleytr et al. 2014).  Estos dominios se conocen como homólogo S layer (SLH, 

por sus siglas en inglés) y también se encuentran en especies de Clostridium, 

Thermus, Deinococcus, entre otras (Fagan y Fairweather, 2014). El dominio 

SLH se caracteriza por ser un motivo estructural de aproximadamente 55 

aminoácidos, que se encuentra por triplicado generalmente en la parte N 

terminal de la proteína SLP (Engelhardt, 2007; Sleytr et al. 2014). En bacterias 

Gram positivas, los motivos SLH han sido localizados en su mayoría en el N- 

terminal de la proteína y muy rara vez en la parte media ó C-terminal (Sleytr et 

al. 2014).  Existe un segundo dominio denominado CWB2 que es un dominio en 

CwlB, una autolisina en la pared celular de Bacillus, que también es común en 

especies de Clostridium. De este dominio no se conoce el tipo de ligando que 

se une a la pared celular, pero se cree que puede ser una unión a un 

polisácarido que se une al peptidoglicano. Al igual que el dominio SLH, las 

proteínas SLP poseen tres copias del motivo estructural CWB2, lo que es 

análogo al motivo SLH de otras proteínas SLP (Fagan y Fairweather, 2014).  

 

II.2.6. Glicosilación  

La primera descripción de una glicosilación en proteínas SLP fue en 

Halobacterium salinarium y desde entonces se ha encontrado esta 

característica en una gran cantidad de bacterias y arqueas (Fagan y 

Fairweather, 2014; Sleytr et al., 2014).  Se cree que la adición de azúcares 
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(glicanos) a moléculas no glicosiladas pueden cambiar su tamaño y forma, 

afectando su solubilidad, estabilidad térmica y propiedades químicas y físicas. 

Basados en lo anterior, la glicosilación en las proteínas de la superficie celular 

pueden proteger a la célula procariota del estrés ambiental y facilitar su 

adhesión a sustratos sólidos. Se ha reportado que los glicanos de las proteínas 

SLP aportan una ventaja de selección para la bacteria en su hábitat natural, ya 

que se ha comprobado que estos pueden modificarse o incluso perderse, al ser 

procesados con medios de cultivo en el laboratorio (Ristl et al., 2011). Estas 

glicosilaciones pueden considerarse como un factor importante en simbiosis, 

patogénesis, interacción célula-célula, procesos celulares que incluyen 

respuestas inmunes como reconocimiento intercelular y plegamiento de 

proteínas. Sin embargo, solo son hipótesis ya que la mayoría de las funciones 

de las proteínas SLP no han sido determinadas aún (Messner et al., 1996; Ristl 

et al., 2011; Schuster y Sleytr, 2015).  

 

La mayoría de los microorganismos procariotas pueden presentar N-glicanos u 

O-glicanos. Son pocos casos en los que se presentan ambas modificaciones en 

una proteína al mismo tiempo, como por ejemplo Halobaterium volcanii. Los 

glicanos de las proteínas SLP en arqueas son heteropolisacáridos cortos, que 

no presentan unidades repetitivas y se unen a la proteína por N-glicosilación. 

En el caso de bacterias se da la O-glicosilación, para Bacillus, este O-glicano se 

une generalmente a residuos de serina, treonina y tirosina. Ejemplos como 

Clostridium difficile normalmente no produce proteínas SLP glicosiladas (Fagan 
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y Fairweather, 2014). Hay más de quince estructuras diferentes de glicanos 

reportadas, por lo que el grado de glicosilación de las proteínas SLP puede 

variar entre el 1 y 10% (peso/peso) (Ristl et al., 2011; Sleytr et al., 2014). 

 

Las rutas de glicosilación de las proteínas SLP han sido descritas en varias 

especies como G. stearothermophilus, donde se ha propuesto una ruta 

biosintética que involucra la transferencia de galactosa de UDP-α-galactosa a 

un vehículo lipídico.  Donde se da la unión de glicanos para la formación de una 

cadena de glicosilación la cual es dirigida a través de la membrana por la 

proteína transportador ABC, que está integrada por los componentes Wzt y 

Wzm que a su vez son los responsables de unir a la cadena O-glicano a la 

proteína SLP Figura 8.  Es importante mencionar que la secreción de la 

proteína SLP no depende de la glicosilación de esta (Ristl et al., 2011; Fagan y 

Fairweather 2014,). 
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Figura 8. Propuesta de biosíntesis de glicanos en G. stearothermophillus 
(Tomado de Ristl et al., 2011). 
 

 

II.2.7. Funciones y aplicaciones 

La función de las proteínas SLP no ha sido definida por completo, la mayoría de 

los trabajos mencionan que sus funciones permanecen hipotéticas. Por otra 

parte, la clonación y caracterización de los genes de la proteína SLP, han hecho 

pensar que la funcionalidad puede variar (Sleytr  et al., 2014) 

 

Algunas funciones que se le atribuyen a las proteínas SLP son mantener la 

integridad y forma de las células, principalmente en arqueas, ya que esta 

proteína es el único componente de la pared celular, que determina la forma de 
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los microorganismos. Esto se ha demostrado al ser removidas las proteínas 

SLP y perder su forma celular (Eggelser et al., 1996; Sleytr et al., 2014).  

 

Al presentarse las proteínas SLP en la parte más externa de la célula se le 

puede considerar como un intermediario importante entre la célula y el medio 

ambiente. Participan además en los procesos de adhesión celular y 

reconocimiento de superficie. Las proteínas SLP pueden unirse a materiales 

con cargas negativas o positivas, hidrofílicos e hidrofóbicos, debido a que 

presentan cargas neutras. Además, pueden servir como barreras de protección 

contra enzimas líticas como muramidasas y proteasas o de depredadores como 

Bellavibrio, en el caso de bacterias Gram negativas. Por otra parte, las 

proteínas SLP también se encuentran presentes en la envoltura celular de 

bacterias consideradas patógenas como B. anthracis, por lo que se asocian con 

la virulencia (Sleytr et al. 2014).  

 

Se ha reportado la función de las proteínas SLP como tamiz molecular y como 

moléculas de adhesión a exoenzimas (Sleytr et al. 2014). Así como captador de 

iones y/o metales pesados, sin embargo, hasta el momento todas estas 

funciones requieren de mayor experimentación (Beveridge et al., 1997; Sleytr et 

al 2001; Prado et al., 2008; Martínez et al., 2012).  La figura 9 presenta un 

esquema con las principales funciones de la proteína SLP. 
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Figura 9. Funciones de la proteína SLP.  Posible participación en infecciones: 
a)interacción de proteína SLP con el receptor TRL4 que está vinculada a la 
inmunidad en Clostridium difficile; b) en Campilobacter fetus, la unión de 
proteínas SLP al factor del complemento C3b inhibe la fagocitosis; c) resistencia 
a depredadores como Bellavibrio; d) integridad celular; la interacción proteína 
SLP con el PEG que tiene actividad de hidrolasa, puede remodelar la 
constitución del PEG; Filtro de selección de moléculas; e) la inactivación de la 
proteína SLP puede presentar aumento en la longitud de la cadena bacteriana; 
f) agregación de biofilms y nado “swimming”; g) captador de iones o metales 
pesados . (Modificado de Fagan y Fairwethear, 2014). 
 

Por lo que se refiere a las aplicaciones de la proteína SLP, el trabajo de 

Martínez y colaboradores (2012), demuestra la unión que se da entre la 

proteína SLP y el receptor DC-Sign (ICAM-3-no integrina DC específico) y el 

efecto que se consigue con esta unión. Como antecedente, se sabe que el 

receptor DC-Sign facilita la internalización de virus como JUNV, ébola, VIH, 



29 
 

entre otros. En este mismo trabajo se demuestra que células humanas que 

expresan el receptor DC-Sign, al estar expuestas a la proteína SLP inhiben la 

internalización del virus. 

 

Por otra parte, se ha demostrado que las proteínas SLP tienen actividad de 

hidrolizar mureína o peptidoglicano en cepas como Salmonella entérica serovar 

Newport (Prado et al., 2008). En otros trabajos se ha documentado que existen 

más de 185 especies de bacterias que poseen proteína SLP, reconociendo que 

al menos 19 pertenecen al género Bacillus y confirmando su presencia en Bt. 

En ese sentido, se han realizado estudios para probar el efecto insecticida con 

resultados óptimos para Coléopteros (Peña et al., 2006). Sin embargo, hasta el 

momento no se ha reportado la aplicación de proteína SLP en células 

cancerígenas. 

  

II.3. Cáncer 

El cáncer inicia cuando las células somáticas comienzan a dividirse sin parar y 

diseminarse por los tejidos (INC, 2016).  Las fallas en los mecanismos que 

controlan el crecimiento y la proliferación celular, dan origen al cáncer. Estas 

pérdidas de regulación celular se deben principalmente a daños genéticos. En 

la aparición del cáncer, se han implicado mutaciones en dos clases de genes: 

los protooncogenes y los genes supresores de tumores.  Los primeros son 

activados mediante mutaciones para volverse oncogenes, lo que los hace 

excesivamente activos en la promoción del crecimiento y división celular. Los 
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genes supresores de tumores normalmente restringen el crecimiento y algunos 

inducen la apoptosis, por lo que si se dañan se produce un crecimiento celular 

inapropiado  (Lodish, 2002; Whitfield et al. 2006; Malumbres y Barbacid 2009). 

 

Las mutaciones asociadas a tumores frecuentemente desregulan los complejos 

Cdks/ciclinas lo que evita el arresto celular en cierta fase del ciclo celular y dá 

como resultado una proliferación continua. Estas mutaciones pueden estar 

causadas por agentes químicos, radicales libres, radiación ionizante, productos 

del metabolismo intracelular o por terapias específicas que inducen alteraciones 

en el ADN (Malumbres y Barbacid, 2009). Estas alteraciones pueden ser 

controladas por diferentes vías de señalización que permiten el arresto del ciclo 

celular y la apoptosis.  

 

II.3.1. Cáncer de mama; MDA-MB-231 

Las glándulas femeninas conocidas como mamas son dos formaciones situadas 

simétricamente en la cara anterior del tórax. La mama madura está formada por 

tres estructuras, piel, tejido subcutáneo y glándula mamaria. La glándula 

mamaria está formada por 15 a 20 lóbulos glandulares de forma cónica, cada 

uno de los cuales tiene independencia funcional. Cada lóbulo está formado por 

la unión de numerosos lobulillos donde se encuentran los alvéolos. Cada uno 

de estos lóbulos posee un conducto excretor conocido como galactóforo. Este a 

su vez, presenta un seno galactóforo donde se almacena la secreción láctea 

(Aguilar Cordero et al., 2005; Laterjet et al., 2006). La glándula mamaria se 
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desarrolla en cinco etapas: embriogénesis, desarrollo puberal, desarrollo en el 

embarazo, lactancia e involución (Aguilar Cordero et al., 2005).  La mayoría de 

los cánceres de mama inician en esta glándula. 

 

Cánceres llamados adenocarcinoma, que es el carcinoma que comienza en el 

tejido glandular. Otros tipos de cáncer son los sarcomas que empiezan en las 

células del músculo, grasa o tejido conectivo. Puede decirse que hay dos clases 

de cáncer de mama, in situ e invasivo (ACS, 2015). El carcinoma ductal in situ 

(DCIS) y el carcinoma lobular in situ, representan a la primera clase. Este tipo 

de cáncer se puede considerar no letal, ya que crece en su lugar de origen 

dentro de los ductos o lóbulos, es decir, solo es un crecimiento anormal de las 

células epiteliales. Sin embargo, este tipo de cáncer es muy importante porque 

puede ser precursor del cáncer invasivo (Allred, 2010).  La figura 10, representa 

al carcinoma ductal in situ, que es el inicio del cáncer de mama y casi siempre 

puede curarse con algún tratamiento. 

 

El cáncer invasivo o infiltrante, se caracteriza porque ha roto las paredes de las 

glándulas o ductos donde se originó y crece alrededor del tejido mamario. El 

pronóstico del cáncer de mama infiltrante está dado por la etapa de la 

enfermedad, utilizando la clasificación TNM  (tejido, nodo linfático, metástasis), 

la cual determina la fase en que se encuentra en base al tamaño del tumor y su 

expansión. El cáncer de mama se puede propagar a través del sistema linfático 

(ACS, 2015). 
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El cáncer de mama se ha clasificado al menos en 21 subtipos histológicos y 4 

subtipos moleculares. Estos subgrupos moleculares están en función de las 

proteínas o biomarcadores que se encuentran sobre la superficie de las células 

cancerosas o dentro de ellas. Por ejemplo; la presencia o ausencia de los 

receptores HR+ o HR- (Hormone receptor, por sus siglas en inglés) de las 

hormonas progesterona (PR) o estrógeno (ER) y el exceso del factor de 

crecimiento epidérmico humano 2 (HER2+ / HER2-), una proteína que 

promueve el crecimiento. Con base a lo anterior, los grupos en que se clasifica 

el cáncer son; Luminal A (HR+/HER2-) que pueden expresar PR y/o ER pero no 

HER2; Luminal B (HR+/HER2+) que puede expresar PR y/o ER y HER2; 

Exceso de HER2 (HR-/HER2+) que puede expresar HER2 pero no PR ni ER; 

Basal ó triple negativo (HR-/HER2-) no expresa PR-, ER- ni HER2- (Perou y 

Borresen, 2011; Dieci et al., 2014; Parise y Caggiano, 2014;). 

 

La línea celular MDA-MB-231 que es triple negativo fue obtenida de un 

adenocarcinoma grado III de glándula mamaria, de una paciente de 51 años 

caucásica (ATTC, 2016). 
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Figura 10. Esquema que representa  carcinoma ductal in situ (DCIS). 
Comparación de un conducto normal de la glándula mamaria con un conducto 
canceroso (Tomado de American Cancer Society). 
 
 

La genética hereditaria y mutaciones, principalmente en los genes BRCA1, 

BRCA2 y p53 elevan el riesgo de padecer cáncer de mama, aunque también 

influye el estilo de vida, la alimentación, actividad física, estrés, entre otros 

factores (OMS, 2014; ACS, 2015;).  

 

Estadísticamente el cáncer de mama es el más común en las mujeres, tanto en 

países desarrollados como no desarrollados; representando el 16% del total de 

cánceres femeninos (OMS, 2012). En México, el cáncer de mama ocupa el 

primer sitio como el tipo de cáncer más frecuente en la mortalidad de mujeres 

con un 15.24% (INEGI, 2014).  
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Actualmente, la lucha contra el cáncer de mama va más dirigida a crear 

conciencia y prevención. La Secretaría de Salud en México, centra la estrategia 

de detección en la autoexploración y la exploración clínica a mujeres a partir de 

los 20 y 25 años de edad respectivamente y la mastografía de tamizaje en 

mujeres de 40 a 69 años de edad. Sin embargo, aún la cultura de prevención no 

es lo suficientemente significativa para reducir el número de muertes anuales 

(SSA, 2016). El control integral del cáncer abarca la prevención, la detección 

precoz, el diagnóstico y tratamiento, la rehabilitación y los cuidados paliativos 

(OMS, 2016). 

 

II.3.2. Genes supresores de tumor 

Dentro de las proteínas involucradas en la supresión de tumores está p53 y 

retinoblastoma (Rb), así como también existen otros genes que se caracterizan 

por ser supresores de tumor como el gen BRCA. Estas proteínas actúan como 

puntos de control del ciclo celular. 

 

La proteína p53 se activa en respuesta a una gran variedad de estímulos 

nocivos como puede ser daño del ADN, hipoxia, estrés metabólico y la 

activación de oncogenes. Esta proteína modula la transcripción de genes que 

se encargan del arresto del ciclo celular, la apoptosis, el mantenimiento de la 

integridad genética, la inhibición de angiogenesis y senescencia celular, 

mecanismos que conforman la mayor defensa contra el crecimiento de tumores 
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(Ohnishi et al., 2005; Whibley et al., 2009).Las células que tienen mutado o 

suprimido a p53 se convierten en células cancerígenas, debido a que pierden la 

estabilidad genética y las mutaciones se acumulan. (Garbe et al., 2000). 

 

La otra proteína importante en la supresión de tumores es Rb ya que participa 

en la regulación del ciclo celular y por lo tanto en el desarrollo y proliferación de 

células. Además de la replicación del DNA, reparación del mismo, apoptosis, 

diferenciación celular y senescencia. Rb funciona como regulador del punto de 

chequeo G1 en el ciclo celular y algunos cánceres de mama presentan una 

irregularidad en ese punto, por lo que se puede asociar como un factor 

importante en este tipo de cáncer  (Malumbres et al., 2009; Morris et al., 2008). 

 

Los genes BRCA1 y BRCA2, además del cáncer de mama también están 

asociados con el cáncer de ovario. Estos genes se encargan de reparar el ADN 

dañado y así evitar el crecimiento anormal de células, pero una mutación en 

ellos aumenta la probabilidad de que esto no suceda y da como resultado 

cáncer (Scully, 2000; Scully y Livingston, 2000; Whelcsh y King, 2001; ACS, 

2015). No solo las mutaciones en estos genes pueden llevar a padecer cáncer, 

también otros genes como CDH1 y CDH11, que pueden verse afectados y 

aumentar el riesgo. CDH1 es una caderina que funciona como supresora de 

tumores, mientras que CDH11 se encarga de incrementar la habilidad de migrar 

a las células cancerígenas (Feltes et al., 2002; Berx et al., 2009; Sarrió et al., 

2009; Andrews et al., 2012).  
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III. JUSTIFICACIÓN 

En las últimas décadas, el cáncer se ha convertido en una enfermedad 

devastadora.  Y es que hasta el momento, los tratamientos actuales siguen con 

la misma problemática; altos costos y por ende baja accesibilidad al público. 

Además de que son efectivos solo en un pequeño porcentaje de los enfermos, 

es decir, dependiendo de la etapa en que se encuentre la enfermedad es cómo 

funciona el tratamiento, aunado a la aparición de efectos adversos. Por lo 

anterior, es incesante la búsqueda de alternativas que sean económicas, 

factibles de producir, efectivas y que además generen efectos adversos 

mínimos, comparados con los tratamientos actuales como son la radio y 

quimioterapia.  

 

En este sentido, se ha encontrado que proteínas producidas y aisladas de la 

especie Bacillus thuringiensis tienen actividad citotóxica contra líneas celulares 

de cáncer humano, como es el caso de las parasporinas (Jung et al., 2006; 

Kitada et al., 2006; Ohba et al., 2009) y las proteínas Cry (Olmos et al., 2010; 

Mendoza et al., 2012;). Por ello, existe la posibilidad de que las proteínas SLP 

que son producidas por Bacillus thuringiensis, puedan presentar actividad 

citotóxica sobre líneas celulares de cáncer. 

 

Por tal motivo, se busca aislar, purificar e identificar molecularmente a las 

proteínas SLP de las cepas de Bacillus sp, que tengan efecto citotóxico sobre la 

línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231. Esto dará  lugar a identificar 
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una molécula con alto potencial de convertirse en un fármaco con las 

propiedades requeridas. 
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IV. OBJETIVOS 

Objetivo General: 

Aislar e identificar proteínas SLP en Bacillus thuringiensis, que presenten 

actividad citotóxica sobre la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231. 

 

IV.1. Objetivos específicos 

1.- Identificar cepas de Bacillus thuringiensis que produzcan proteínas SLP. 

2.- Determinar las condiciones de cultivo para el crecimiento de las cepas 

seleccionadas y la producción de las proteínas SLP. 

3.- Caracterizar molecularmente a los genes que codifiquen para las proteínas 

SLP en Bacillus thuringiensis. 

4.- Extraer, purificar y caracterizar a las proteínas SLP de las cepas 

seleccionadas. 

5.- Evaluar la citotoxicidad de las proteínas SLP aisladas sobre la línea celular 

de cáncer de mama MDA-MB-231, mediante ensayos in vitro.  

6.- Determinar la DL50 de las proteínas SLP identificadas con actividad 

citotóxica. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

V.1. Diagrama de flujo del protcolo del diseño experimental 
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V.2. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento 

Se emplearon diferentes cepas de Bacillus thuringiensis almacenadas en el 

cepario del laboratorio de Microbiología Molecular de CICESE. Todas las 

muestras fueron recolectadas de la región de Baja California, principalmente del 

suelo. Las cepas bacterianas se crecieron por separado en agar Luria Bertani 

(LB) a 30ºC por 24 h.  Se sembró una colonia en 20 ml de medio líquido LB en 

un matraz de 250 ml y  se incubó en un orbital Max Q 5000 Thermo Scientific, a 

una temperatura de 30ºC durante 12 h, con una agitación constante de 200 

rpm. Lo anterior, se hizo por separado para cada cepa. Pasado ese tiempo, se 

tomó el 10% del cultivo para inocular nuevo volumen de medio líquido, el cual 

se incubó por dos horas con las mismas condiciones de temperatura y 

agitación. Nuevamente se realizó otro inóculo del 10%. Para ello, se probaron 

dos condiciones diferentes de oxígeno modificando el volumen de medio líquido 

en el matraz, usando un matraz 250 ml  y otro de 1000 ml para un volumen final 

de 150 y 200 ml, respectivamente.  Esto corresponde a nivel bajo de oxígeno 

(relación medio oxígeno: 1.5:1) y nivel alto de oxígeno (relación medio oxígeno 

1:5), respectivamente. Los matraces se incubaron bajo las mismas condiciones 

de temperatura y agitación por  6 y 7 h. Del total de 12 cepas empleadas, se 

eligió la cepa denominada AP11 para hacer posteriores análisis. Para medir el 

crecimiento se tomaron muestras del cultivo cada hora a lo largo de su fase 

exponencial y estacionaria, tomando lectura de la densidad óptica a 600 nm 

usando un espectrofotómetro Hach DR 5000. 
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V.3. Microscopía electrónica 

La proteína SLP fue estudiada por medio de un microscopio electrónico de 

barrido Hitachi SU3500 Scanning Electron Microscope o Microscopio 

Electrónico de Barrido (MEB). Las muestras se tomaron de los cultivos de las 

cepas AP11 y Bacillus subtilis W168 a las  7 h. En un portaobjetos se colocaron 

unas gotas del concentrado de la muestra y se dejaron secar a temperatura 

ambiente. Una vez fijadas las muestras, el portaobjetos fue cubierto con carbón 

o con oro para ser observado en el microscopio electrónico de barrido. 

También fueron observadas en un microscopio óptico de contraste de fases 

Olympus BX60, con el objetivo de inmersión a 100X, se tiñeron con verde de 

malaquita. En este caso se emplearon muestras de los tiempos 7, 18, 40 y 84 h 

y se observó la producción de cristales.  

 

V.4. Identificación molecular del gen slp 

Para la identificación de los genes slp, se empleó una muestra de cultivo de las 

cepas AP11 y B. subtilis que fue recolectada a las 6 h de crecimiento en medio 

LB. De estas muestras, se realizó la extracción de ADN cromosomal por técnica 

de fenol-cloroformo (Sambrock et al. 1989). Se realizó la técnica de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), para corroborar que existía la presencia de 

genes slp que codifican para las proteínas SLP. Para poder realizar el PCR, se 

diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar un fragmento del gen slp. 

Este diseño se llevó a cabo por medio de un alineamiento de las secuencias del 
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gen slp entre especies del  género Bacillus tomadas del banco de genes NCBI 

(Figura 12) las siguientes especies fueron las analizadas : B. thuringiensis 

serovar vazensis (HM626285.1), B. thuringiensis serovar poloniensis 

(HM626284.1), B. thuringiensis serovar pingluonsis (HM626296.1), B. 

weihenstephanensis (HM626280.1), B. cereus (HM626283.1), B. mycoides 

(HM626282.1). Las secuencias fueron alineadas con el programa Clustal W y 

se obtuvieron los oligonucleótidos siguientes: 

Sentido 5’TGACAGCAGCAATGGTAG’3 (FwSLP) y antisentido 

5’GCTGCTTCTGCTTTaGTTA’3 (RvSLP)  (Tabla II). 

  

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 100 µl 

conteniendo 50 ng de DNA y 20 ng de cada oligonucleótido. Las condiciones 

del termociclador fueron las siguientes: un ciclo inicial de 3 min a  95 ºC, 25 

ciclos de 1 min a 95ºC, 1 min a 54ºC y 2 min a 72ºC.   

 

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1.2% 

utilizando el amortiguador TBE (Tris Borato EDTA), los geles fueron teñidos con 

Bromuro de Etidio y visualizados con luz UV en un transiluminador UV Eagle.  

Se empleó el marcador de peso molecular DNA Ladder (Thermo Fisher 

Scientific®). 
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Figura 11. Alineamiento de secuencias del gen slp entre especies del 
género Bacillus. Especies utilizadas; B. thuringiensis serovar vazensis 
(HM626285.1), B. thuringiensis serovar poloniensis (HM626284.1), B. 
thuringiensis serovar pingluonsis (HM626296.1), B. weihenstephanensis 
(HM626280.1), B. cereus (HM626283.1), B. mycoides (HM626282.1) 
 

Tabla II. Oligonucleótidos específicos del gen slp  para especies del género 
Bacillus 

Nombre Longitud Secuencia Tm (°C) 

FwSLP 18 bp 5’TGACAGCAGCAATGGTAG’3 56 

RvSLP 19 bp 3’GCTGCTTCTGCTTTaGTTA 5’ 58 

*Letras mayúsculas = 100% conservados 
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V. 5. Secuenciación de productos de PCR 

Los productos de PCR correspondientes a la cepa AP11, se purificaron de 

acuerdo al método de fenol-cloroformo de Sambrock, 1989. Una vez 

purificados, estos se verificaron a través de un gel de agarosa al 1% y fueron 

cuantificados con ayuda de un nanodrop modelo 2000 Thermo Scientific®. Una 

vez cuantificados, se prepararon las muestras para ser secuenciadas en el IBT 

(UNAM), en Cuernavaca Morelos. 

 

V. 6. Extracción y purificación de proteína SLP 

Las proteínas SLP fueron extraídas de muestras de cultivos de AP11 

recolectados a las 6 h. Los paquetes celulares se lavaron con agua destilada 

purificada estéril a 3000 rpm por 10 min a 4ºC (Konstantinov et al., 2008). 

Posteriormente, se adicionó 10 ml de una solución Tris-HCl 20 mM con un pH 

de 8 y se homogenizaron con ayuda de un homogenizador automático Tissue 

Tearor 985370 (Biospec products). Una vez homogenizadas las muestras, se 

centrifugaron a 2000 g por 10 min a 4ºC y posteriormente se lavaron con agua 

destilada estéril. El botón (pellet) bacteriano obtenido se trató con 0.1 volumen 

de LiCl 1M, a temperatura ambiente por un tiempo de 30 min y en agitación 

constante. Pasado ese tiempo, la muestra se centrifugó  a 2000 g por 10 min a 

4ºC y al pellet bacteriano se le adicionó 0.1 volumen de LiCl 5M y se incubó a 

temperatura ambiente, en agitación por 1 hora con la presencia de inhibidor de 

proteasas. Se centrifugó de nuevo la solución y el sobrenadante que contiene a 

las proteínas extraídas fue pasado a través de un filtro de 0.2 µm, para 
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finalmente concentrarse con un filtro amicon de Millipore de 50 kDa.  Las 

muestras se guardaron a -20ºC hasta su uso. 

 

V. 7. Cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) 

La muestra concentrada se sometió a un análisis cromatográfico con ayuda de 

un equipo Agilent 1100 con un detector G1365B, usando una columna de fase 

reversa Eclipse XDBC8 con 4.6 mm ID x 150 mm y 5 µm de tamaño de 

partícula (Agilent Technology). La proteína SLP fue eluída a temperatura 

ambiente usando como solvente A (0.1% TFA en agua destilada estéril y 

solvente B (0.1% TFA en acetonitrilo). El gradiente fue lineal como se presenta 

en la tabla 3:  

 

Tabla III. Gradiente utilizado para eluir a la proteína SLP de la cepa AP11.  

Tiempo (min) Porcentaje (%) 

0-30 30% 

31-32 100% 

 

La proteína eluída se obtuvo con una velocidad de flujo de 0.2ml/min y se 

monitoreó a 210 nm. 
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V.8. Identificación y cuantificación de proteína SLP 

De los concentrados obtenidos de los centricones, así como muestras sin 

concentrar empleadas como control y las obtenidas del HPLC, se prepararon 25 

µl con 5µl del amortiguador de carga, se desnaturalizaron a 100ºC y cargaron 

en un gel SDS-PAGE, con el objetivo de separar las proteínas SLP por su peso 

molecular. El gel contaba con un gel concentrador al 5% y un gel separador al 

10% de poliacrilamida, el cual fue colocado en un sistema Mini–Protean 

(BIORAD), se realizó a  0.20 mA constante por una hora y 25-30 mA por dos 

horas. Se usó el marcador molecular Precision Plus Protein Dual Color 

Standard (BIO-RAD).  Los geles se tiñeron con azul de coomasie R-250 ó con 

la tinción de Nitrato de Plata. Por otra parte, las proteínas se cuantificaron 

mediante el método de Bradford (Bradford, 1975). 

 

V.9. Identificación de proteína SLP por medio de espectrometría de masas 

de alta resolución (LC MS/MS). 

Una banda de 86 KDa se identificó en el gel y fue  cortada para ser identificada 

posteriormente por LC-MS/MS en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la 

UNAM. La muestra fue previamente reducida con ditiotreitol (DTT), alquilada 

con iodoacetamida (Sigma-Aldrich®) digerida “in gel” con tripsina (Promega 

Sequencing Grade Modified Trypsin). Los péptidos resultantes fueron aplicados 

en un sistema LC-MS bomba de nanoflujo EASY-nLC II (Thermo-Fischer ®Co. 

San Jose, CA) acoplado a un espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Velos 
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(Thermo-Fisher®) con sistema de ionización tipo nano-electrospray (ESI). La 

calibración del espectrómetro fue realizado con una solución Calmix (N-

butilamina, cafeína, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621 se utilizan para 

calibrar Thermo Scientific LTQ Velos de trampa de iones y Orbitrap 

espectrómetros de masas en el modo de ionización positiva ESI. La N-

butilamina, se incluye para extender a menor rango de calibración de masas, 

esto permite determinaciones con exactitudes menores a 5 ppm (partes/millón). 

En el sistema de cromatografía de líquidos, se utilizó un sistema gradiente de 

10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de ácido fórmico) en 120 

minutos, utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 µm y 10cm 

largo RP-C18). El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto. Para la 

fragmentación de los péptidos se utilizó los métodos de CID (Collision-Induced 

Dissociation) y HCD (High energy Collision Dissociation) donde solamente los 

iones con carga 2+, 3+ y 4+ fueron seleccionados para  los eventos de 

fragmentación. Fueron desconsiderados los iones con cargas 1+, superiores a 

5+ y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de 

detección positivo. La ejecución y captura de los datos de fragmentación fueron 

realizados de forma dependiente del escaneo total de iones según las cargas 

pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energía de colisión 

normalizada de 35 unidades arbitrarias, activación Q de 0.250, tiempo de 

activación de 10 milisegundos y tiempo máximo de inyección de 10 

milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automática de los datos 

fue utilizado la exclusión dinámica de iones: (i) lista de exclusión de 400 iones, 
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(ii) tiempo de pre-exclusión de 30 segundos y (iii) tiempo de exclusión de 300 

segundos.  

 

V.10. Cultivo celular 

La línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231 y células de HaCat 

(queratinocitos normales), fueron crecidas por separado en medio DMEM 

(Thermo Fisher®) suplementado con 10% SFB (Suero Fetal Bovino ATTC®) y 

con 1% antibiótico-antimicótico 100X (Invitrogen®), dejando incubar a 37ºC con 

5% de CO2 y atmósfera humidificada. Las células se mantuvieron en 

crecimiento exponencial haciendo subcultivos cada tercer día, que consistían en 

quitar el medio de cultivo de la caja, para después lavar con una solución estéril 

de PBS (P3030 Spectrum), la cual se descartaba, para posteriormente disociar 

con tripsina 0.25% (Invitrogen®) por 5 minutos a 37ºC. Una vez separadas las 

células de su soporte se concentraron y se resembraron en un frasco nuevo 

para el caso del subcultivo, o bien, se cuantificaron con ayuda de una cámara 

de Neubauer o hematocitómetro, para los ensayos in vitro. Para evitar cambios 

significativos en las características de las células, se usaron entre el pase 6 y 

10 en los ensayos. 

 

V.11. Ensayos de viabilidad celular 

La viabilidad celular fue determinada por ensayos con Bromuro de 3-[4,5-

dimetil-tiazol-2-ilo]-2,5-difeniltetrazol (MTT). Este ensayo se caracteriza por la 

reducción del MTT a formazán y se manifiesta por el cambio de color amarillo a 
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morado. Esta reducción se lleva a cabo por las enzimas reductasas 

mitocondriales de las células vivas o activas, y se mide cuantitativamente por su 

absorbancia con un espectrofotómetro. De los cultivos crecidos 

exponencialmente y una vez que alcanzaron el 80% de confluencia, se realizó 

la técnica descrita en el apartado anterior para realizar un subcultivo, solo que 

aquí una vez separadas las células de su soporte, estas se cuentan en el 

hematocitómetro y en base a este conteo se sembraron en una placa de 96 

pozos para efectuar el ensayo. 

 

La cantidad de células sembradas por pozo fue de 1x104 células/ml, 

considerando los ajustes necesarios para tener un volumen final de 100 µl por 

pozo. La placa se incubó por 5 horas con las condiciones ya mencionadas en el 

apartado de cultivo celular. Pasado este tiempo de incubación y una vez 

adheridas a su soporte (placa), se detiene el ciclo celular descartando el medio 

de todos los pozos y se sustituye con medio de cultivo sin suplementar, dejando 

incubar por 18 horas. Posteriormente, se descarta este medio y las células se 

incubaron con diferentes concentraciones de proteína SLP (0.25, 0.5, 1 µg/ml) a 

las condiciones ya establecidas de 37C, 5% CO2 por un periodo de 24 hrs. Es 

importante mencionar que para obtener esas concentraciones  de proteína SLP, 

se realizaron los ajustes necesarios basados en la  cuantificación de proteína 

obtenida por el método de Bradford.  Todos los ensayos se hicieron por 

triplicado. Paralelo a los ensayos de citotoxicidad, se empleó como control 

negativo, células sin ningún tipo de tratamiento y como control positivo células 
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tratadas con DMSO al 10%, en lugar de la proteína SLP, que garantiza efecto 

citotóxico. 

 

A las 24 horas de incubación con la proteína SLP, se observan en el 

microscopio invertido de contraste de fases Olympus modelo CKX41, el efecto 

que se tiene en las líneas celulares de forma cualitativa, así como de los 

controles. 

 

Después de hacer ese análisis microscópico, se agrega 100 µl de MTT con una 

concentración de 5mg/ml a cada pozo y se incubó por 3 hrs a 37 ºC y 5% de 

CO2. La cantidad de cristal de formazán formado se disolvió con Isopropanol y 

posteriormente se cuantificó en un espectrofotómetro Microplate Manager de 

Biorad, por medio de un lector de ELISA a 595 nm.   La figura 13, ilustra el 

montaje de los ensayos citotóxicos con sus controles en una placa de 96 pozos 

 

Para obtener el porcentaje de viabilidad celular, se considera a las 

absorbancias obtenidas de cada pozo respecto al control negativo el cual es 

considerado como  100%, ya que se trata de células control sin tratamiento de 

ningún tipo. Para ello se emplea la siguiente fórmula: 

 

f1. 

 

% sobrevivencia= (Abs de la muestra experimental/ Abs muestra control negativo) x100 
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Figura 12. Representación esquemática de una placa de 96 pozos con los 
ensayos citotóxicos y sus controles de una sola línea celular. Cada 
triplicado de color, representa un ensayo de citotoxicidad o bien, el control 
negativo o positivo de la línea celular que se trabaja. 
 

V.12. Análisis estadístico: se realizaron pruebas estadísticas con el programa 

statistics. Se utilizó una prueba ANOVA de una vía. El nivel de p >0.05 fue 

considerado estadísticamente significativo. 
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VI. RESULTADOS 

 

VI.1.Identificación de la cepa Bt AP11 

VI.1.1 Curvas de crecimiento 

La figura 13 muestra las curvas de crecimiento de 4 de las 12 cepas que se 

trabajaron, incluyendo la cepa AP11. Estas cepas previamente fueron 

identificadas como Bt por Mendoza en el 2012. Todos estos cultivos se 

realizaron con la condición de nivel bajo de oxígeno, lo que se obtuvo utilizando 

grandes volúmenes de cultivo con respecto al volumen del matraz.  
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Figura 13. Curvas de crecimiento de 4 cepas de Bt. Las cepas están 
reservadas en el laboratorio de Microbiología molecular de CICESE a) Cepa AD 
2-2 b) Cepa A 4-5    C) Cepa A 6-3 d) Cepa AP11. 
 

Como se observa en la figura 13, el crecimiento de todos los cultivos fue muy 

similar, solo AP11 alcanzó mayor absorbancia. Se puede determinar que en el 

rango entre las  6-8 horas (a partir del inóculo) se obtuvieron las fases antes 

mencionadas, ya que presentan los valores de mayor absorbancia. Las 
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muestras recolectadas de las curvas se procesaron para detectar la presencia 

de la proteína SLP, pero primeramente se identificó si estas cepas presentaban 

genes slp que son los encargados de codificarlas. 

  

La cepa elegida fue la denominada AP11, la cual fue identificada como Bt.  Los 

productos de PCR obtenidos con oligonucleótidos específicos para genes slp 

fueron secuenciados. Así mismo, la proteína SLP fue secuenciada una vez 

extraída y purificada.  

 

Como se mencionó en la sección de material y métodos, se trabajaron dos 

condiciones de oxígeno, por lo que se realizaron curvas de crecimiento en 

función de una mayor cantidad de oxígeno. En este caso,  se observó que la 

cepa AP11 tiene su crecimiento máximo aproximadamente una hora antes del 

tiempo establecido en cultivos con menos oxígeno. La figura 14, muestra la 

curva de crecimiento de la cepa AP11 con esta nueva condición y se puede 

observar que crece más rápido y en mayor proporción.  
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Figura 14. Curva de crecimiento de cepa AP11 con la condición de 
crecimiento de nivel alto de oxígeno. Relación medio-oxígeno; 1:5. 
 

VI.1.2. Análisis microscópico 

Con muestras recolectadas a las 6 h, así como a las 18, 40 y 84 horas del 

cultivo, se realizó una tinción verde de malaquita para identificar la morfología 

celular y examinar la producción de cristales. En estas tinciones se pudo 

observar  a las células vegetativas en color rosa, las esporas en color verde y 

los cristales en color blanco.  

 

De esta manera, se puede observar que en el tiempo de 6 horas no hay 

formación de cristales ni de esporas (figura 15), pero en los tiempos siguientes 

si se presenta la producción de cristales, característico de las cepas de Bt, los 

cuales se encuentran liberados en el medio y se pueden identificar por ser 
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blancos refringentes como se puede observar en los incisos b, c y d de la figura 

15.  
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a)                                                              b) 

c)                                                                    d) 

Figura 15. Morfología celular de la cepa AP11 en diferentes tiempos de 
cultivo. A) 6 h, b) 18 h c) 40 h d) 84 h. Tinción verde malaquita. Observadas 
con microscopio a 100x. 
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Además, utilizando un microscopio electrónico de barrido se visualizó a la cepa 

AP11 en el tiempo de 6 h, la cual se ilustra en la figura 16.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Morfología de la cepa Bt AP11 a las 6 h. Esta imagen fue 
observada con microscopio electrónico de barrido MEB. 
 

La pared celular puede observarse en la parte externa de la célula y es allí 

donde se tiene una inclusión que corresponde a la proteína SLP. En la figura 

17, se observa la morfología que corresponde al estado en crecimiento 

exponencial de la cepa AP11 y Bacillus subtilis W168. Es evidente la diferente 

morfología entre ambas especies y de destacar que Bacillus subtilis no tiene 

proteína SLP (Engeldhardt, 2007). Además, es importante hacer notar que en 

ese tiempo no hay producción de cristales como se observa en la imagen.   
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Figura 17. Morfología de cepa Bt AP11 y cepa Bacilus subtilis W168. La 
imagen fue observada con microscopio electrónico de barrido MEB. a) cepa Bt 
AP11 b) Bacillus subtilis W168.  
 

 

VI.2. Identificación y producción de proteína SLP en Bt 

VI.2.1. Identificación molecular del gen slp en la cepa Bt AP11 

La identificación de los genes slp se realizó por medio de la técnica de PCR. 

Para ello, a la muestra recolectada a las 6 h de la cepa antes mencionada, se le 

realizó extracción de ADN cromosomal. Para corroborar que fue una extracción 

limpia, el ADN se obsevó en un gel de agarosa al 1.2%.  Una vez verificado lo 

anterior, se procesaron las muestras para efectuar PCR con los oligos 

específicos para los genes slp. 
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En la figura 18, se muestra el gel de agarosa que confirma la presencia del gen 

slp en  los productos de PCR de la cepa AP11, empleando los oligos 

específicos diseñados.  La temperatura de amplificación fue de 54ºC y en el 

carril 2 y 3 se puede observar un fragmento del tamaño esperado que 

corresponde a 540 pb aproximadamente, con lo que se comprueba la 

especificidad de los oligos y la presencia del gen slp en AP11.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Productos de PCR en Gel de agarosa 1.2% Carril 1) Marcador 
molecular; carril 2) PCR de la cepa AP11 con fragmento amplificado de 540 pb; 
carril 3) Cepa Bacillus thuringiensis control positivo del laboratorio de 
Microbiología molecular del  CICESE con fragmento de 540 pb; carril 4) Control 
negativo de la cepa Bacillus subtilis W168, sin amplificación. 
 

Además de verificar la presencia del tamaño esperado en AP11, se secuenció 

el producto de PCR obtenido, con el objetivo de confirmar que se trataba de un 

gen slp. Lo cual se pudo comprobar una vez que los resultados fueron 

analizados en el programa BLAST del NCBI. 
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La secuencia del producto de PCR concuerda en un 87% con una secuencia 

previamente identificada HM626296.1 de Bacillus thuringiensis. A partir de ese 

momento, a la cepa AP11 se le identificó como cepa Bt AP11. 

 

VI.2.2. Producción de proteínas SLP en Bt AP11 utilizando diferentes 

condiciones de oxígeno 

La cepa Bt AP11, se sometió a dos condiciones de cultivo en función del 

oxígeno. Para ello, se ajustó el volumen de cultivo en los matraces utilizados 

para obtener una relación de 1.5:1 medio- oxígeno (nivel bajo) y de 1:5 de 

medio-oxígeno (nivel alto). Las proteínas obtenidas en ambas condiciones 

fueron analizadas por SDS-PAGE. 

 

La figura 19, muestra el gel SDS-PAGE teñido con coomassie, donde se puede 

observar la comparación entre dos concentrados de proteína SLP con 

diferentes condiciones de oxígeno. Ambas muestras contenían a la proteína 

SLP con el mismo tamaño de 80-90 KDa. Verificándose la intensidad de la 

banda con la cantidad de proteína, se puede observar que está ligeramente 

más concentrada la procesada con nivel alto de oxígeno. De lo anterior se 

puede interpretar que a mayor oxígeno, se tiene mayor densidad celular y 

mayor concentración de proteína consecuentemente. 
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Figura 19. Identificación de proteína SLP en Gel SDS Page teñido con azul 
de Coomassie. Carril 1) marcador molecular; Carril 2) concentrado de la 
proteína SLP procedente de un cultivo con nivel alto de oxígeno; Carril 3) 
concentrado de la proteína SLP procedente de un cultivo con nivel bajo de 
oxígeno. 
 

VI.2.3. Extracción y purificación de la proteína SLP de la cepa Bt AP11 

Partiendo de un cultivo con alto nivel de oxígeno, la extracción de la proteína 

SLP se realizó con LiCl que es un agente que la desagrega de la membrana 

celular, sin romper la célula. Se sabe que éste agente es el que efectúa 

extracciones más limpias, es decir, sin extraer tantas impurezas y con mayor 

rendimiento (Lortal et al., 1992; Sleytr et al., 2014).  Una vez extraída la proteína 

de la membrana celular, se purificó por medio de un filtro de 0.2 µm y de un 
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centricón de 50 kDa con lo cual se obtuvo a la proteína SLP con un alto 

porcentaje de pureza (fig. 19). La misma muestra fue analizada a través de un 

cromatógrafo de líquidos de alta resolución (HPLC), para identificar el tiempo de 

retención, la pureza y la concentración en que se encontraba la proteína SLP.  

De esta manera, en la figura 20, se puede observar que en el minuto 18 

aparece un pico definido que corresponde a la proteína SLP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Cromatograma de la muestra concentrada que contiene a la 
proteína SLP de la cepa Bt AP11. El pico que aparece en el minuto 18 
corresponde a la proteína de interés. 
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Una vez identificado el tiempo donde se obtiene a la proteína SLP, se recolectó 

la muestra y se verificó por medio de un gel SDS- PAGE con las características 

descritas en la metodología. En la figura 21, se aprecia una comparación entre 

muestras procedentes de diferentes etapas del proceso de extracción y 

purificación de la proteína SLP. Como se puede observar, todos los carriles 

presentaron una banda de aproximadamente 80-90 kDa, la que puede atribuirse 

a la proteína SLP de la cepa Bt AP11. Se puede notar que la intensidad de las 

bandas es diferente en todos los procesos, lo que se puede correlacionar con la 

cantidad de proteína. En este sentido, los carriles 2 y 3 mostraron una banda 

única a lo largo del carril, siendo la banda del carril 3  ligeramente más intensa 

que la del carril 2. Por otra parte, las muestras que no fueron completamente 

procesadas, presentaron otra serie de bandas a lo largo del carril (carril 4 y 5), 

demostrando la presencia de otras proteínas o impurezas.  

 

Paralelo a este gel, se puede apreciar el gel SDS PAGE teñido con Nitrato de 

Plata. La presencia de una sola banda que corresponde a la proteína SLP (carril 

4). Mientras que los demás carriles, mostraron una serie de bandas que 

indicaron la presencia de impurezas proteicas en las muestras. 
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Figura 21. Identificación de proteína SLP con diferentes condiciones en 
Gel SDS PAGE con diferentes tinciones A) Teñido con Coomassie Carril 1) 
Marcador molecular; Carril 2) concentrado de la proteína SLP; Carril 3) 
concentrado procesado por HPLC; Carril 4) Muestra tratada con LiCl 5M sin 
concentrar; Carril 5) Muestra tratada con LiCl 1M solamente. B) Teñido con 
Nitrato de plata. Carril 1) Muestra tratada con LiCl 1M solamente; Carril 2) 
Muestra tratada con LiCl 5M sin concentrar; Carril 3) concentrado de la proteína 
SLP; Carril 4) concentrado procesado por HPLC. 
 
 

 

VI.2.4. Identificación de proteína SLP con espectrometría de masas de alta 

resolución (LC-MS/MS) 

El análisis de espectrometría de masas indicó una masa molecular de 86,575.4 

Da, lo que confirmó el tamaño de 86 KDa encontrado para la proteína presente 

en los geles SDS-PAGE.  La secuencia obtenida fue analizada a través de 
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bases de datos, arrojando más del 50 % de similitud con una proteína SLP de 

una cepa de Bt (ADU04485.1).  En ese sentido, la proteína identificada y la 

proteína que se obtiene de la secuencia de DNA ADQ08580.1,  presentan un 

98% de similitud entre ellas. 

A continuación se presenta la secuencia parcial de la proteína SLP obtenida de 

la cepa Bt AP11 (Figura 22): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Secuencia de la proteína SLP de la cepa Bt AP11. Se muestra en 
color gris los péptidos identificados. 
 

 

VI.3.Actividad anticancerígena de proteína SLP de la cepa Bt AP11 

VI.3.1. Cultivo celular 

Para evaluar si la proteína SLP obtenida de la cepa Bt AP11 presentaba efecto 

citotóxico se utilizaron dos líneas celulares; MDA-MB-231 de cáncer de mama y 

HaCat que es una línea no cancerígena. Para obtener las diferentes 
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concentraciones de proteína SLP, se consideró el valor obtenido por el método 

de Bradford como concentración de proteína total 1.8 µg/µl. A partir de ese 

valor, se hicieron las adecuaciones necesarias para obtener concentraciones de 

0.25, 0.5 y 1 µg/ml, empleando medio de cultivo para las diluciones.  

 

VI.3.2. Efecto de la proteína SLP en MDA-MB-231 

Para la línea celular MDA-MB-231, después de agregar las diferentes 

concentraciones de proteína SLP y pasado el tiempo de incubación, se detectó 

de forma visual con el microscopio, que hubo un efecto citotóxico. La figura 23, 

muestra el efecto en las células MDA-MB-231 con la exposición a la proteína 

SLP, previo a agregar el reactivo MTT. Como puede observarse en la figura, las 

células muertas o metabólicamente inactivas, presentaron una morfología 

circular o con lisis celular (control positivo), a diferencia de las células vivas que 

se presentaron refringentes, ovaladas y diferenciadas (control negativo). De 

esta manera se pudo determinar de forma cualitativa, que las células expuestas 

a la proteína SLP presentaron mucha semejanza al control positivo, el cual fue 

expuesto a un porcentaje de DMSO que garantizaba su muerte.  
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Figura 23. Microfotografias del ensayo de viabilidad celular de MDA-MB-
231. a) Exposición de 24 h a la proteína SLP b) Ctrl - Control negativo y c) Ctrl + 
Control positivo observados a 10X en contraste de fases. 
 

Sin embargo, lo anterior también se evaluó de forma cuantitativa, determinando 

la absorbancia del producto formado con la reacción de MTT. El resultado 

obtenido indicó que la concentración de 0.25 µg/µl fue la dosis letal media DL50, 

ya que como se puede observar en la figura 24 que hay un 50% de la población 

total con efecto citotóxico. Este porcentaje fué en aumento de acuerdo a la 

curva de dosis-respuesta, que en este caso se representa en forma de gráfica 

de barras (Fig. 24).  
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Figura 24. Efecto citotóxico de forma cuantitativa en la línea celular MDA-
MB-231. Las concentraciones empleadas fueron 1, 0. 5, 0.25 µg /ml de proteína 
SLP. Se muestra en color azul obscuro el efecto citotóxico de la línea celular 
MDA-MB-231, en color azul claro el control negativo que son células sin 
tratamiento y en color gris el control positivo DMSO. P> 0.05 (*) diferencia 
significativa. 
 

 

VI.3.3. Efecto de la proteína SLP  en células HaCat 

La línea celular HaCat también fue evaluada con la proteína SLP de la cepa Bt 

AP11, de la misma forma que MDA-MB-231. Las células se trataron con las 

mismas concentraciones usadas en el ensayo de MDA-MB-231. La figura 25, 

muestra las células HaCat después del periodo de incubación con la proteína 

SLP, así como sus controles negativo y positivo. Los resultados visuales 
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muestran que no hubo efecto citotóxico aparente en las células, ni cambios 

morfológicos en las 24 h de exposición a la proteína. 

 

Figura 25. Microfotografias del ensayo de viabilidad celular de la proteína 
SLP sobre HaCat. Ensayo de viabilidad celular de HaCat. a) Exposición a la 
proteína SLP por 24 h, b) Ctrl  - (control negativo) c) Ctrl + (control positivo) 
observados a 10X y contraste de fases. 
 

Al igual que las células MDA-MB-231, las células HaCat también se evaluaron 

cuantitativamente usando el reactivo MTT. La figura 26 muestra la gráfica de 

barras con el efecto citotóxico en HaCat, así como sus controles positivo y 

negativo.  En este caso, se puede observar que hubo un 90% de sobrevivencia 

con respecto al control negativo y la concentración de 0.25 µg/ml. Para las 

concentraciones de 0.5 y 1 µg/ml el porcentaje fue ligeramente menor.  



71 
 

 

Figura 26. Efecto citotóxico de forma cuantitativa en la línea celular HaCat. 
Se muestra en color azul obscuro el efecto citotóxico de la proteína SLP sobre 
la línea celular HaCat, en color azul claro el control negativo células sin 
tratamiento y en color gris el control positivo DMSO. P> 0.05 
 

VI.3.4. Ensayos comparativos de citotoxicidad in vitro. 

Con el fin de tener un resultado más claro y  contundente, se realizó una 

comparativa con otras toxinas, que por resultados preliminares del laboratorio 

de Microbiología Molecular de CICESE, se tenía conocimiento de su efecto 

citotóxico sobre  la línea celular MDA-MB-231.  

El resultado obtenido con la proteína SLP de la cepa Bt AP11 fue muy similar al 

de la proteína Cry 1Ab, que hasta el momento es la más potente de todas las 

proteínas evaluadas como citotóxica  en el laboratorio (Hernández, 2014). 
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VII. DISCUSIÓN 

 

VII.1. Aislamiento y caracterización de la cepa Bt AP11  

Una manera de distinguir la importancia de un microorganismo, puede 

encontrarse en el grado de respuesta que produce a nivel celular. En otras 

palabras, se sabe que un microorganismo patógeno actúa diferente de un 

probiótico o comensal. Por lo tanto,  la magnitud de la respuesta puede definirse 

como fuerte, intermedia u homeostática según sea el caso  (Leeber et al., 

2010). En este sentido, identificar moléculas bacterianas que produzcan este 

tipo de  respuestas es clave para dilucidar mecanismos moleculares implicados 

en la regulación de las células. Identificar moléculas de esta naturaleza, podría 

inducir al desarrollo de terapias más seguras para los tratamientos de 

enfermedades específicas como el cáncer (Taverniti y Guglelmetti, 2011).  

 

Bt puede aislarse de cualquier ecosistema, en este caso, se utilizaron muestras 

del cepario del laboratorio y de las cuales se tenía conocimiento que provenían 

del suelo (Mendoza, 2010). Distinguir entre las especies de Bacillus cereus, 

Bacillus anthracis y Bacillus thuringiensis es complicado ya que presenta alta 

similitud filogenética (Mesnage et al., 2001), por lo que diferenciar 

molecularmente a través de las secuencias rADN 16S no es suficiente (Peña et 

al., 2006). Sin embargo,  existe una característica muy propia de Bt, que es la 

producción de cristales al final de la esporulación (Mendoza et al., 2012), 
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característica que se hizo presente en el caso de la cepa Bt AP11 seleccionada.  

Por lo que se puede inferir que la cepa AP11, produce proteínas CRY. 

 

Con el fin de demostrar que la cepa AP11 producía la proteína SLP, fue 

necesario realizar curvas de crecimiento para recolectar muestras al final  de la 

fase exponencial e inicio de la fase estacionaria, que es el tiempo idóneo para 

producir el mayor número de proteína SLP. Debido a que en este tiempo no se 

presenta la producción de esporas ni de cristales. Actualmente, no hay reportes 

de las proteínas SLP presentando actividad citotóxica contra células de cáncer, 

lo que hace novedoso este proyecto. Las proteínas SLP están presentes en 

todas las etapas celulares por lo que a mayor crecimiento de células 

bacterianas, se tendría mayor producción de proteína SLP (Luckevich y 

Beveridge, 1989).   

 

Por otra parte, se analizaron dos condiciones de cultivo particularmente 

dirigidas al nivel de oxígeno. Los resultados arrojaron que había una 

disminución en el tiempo para alcanzar la fase estacionaria, esto en el cultivo 

que correspondía a nivel alto de oxígeno y que además había un aumento en 

su densidad óptica con respecto al cultivo de baja oxígenación. Para el caso de 

Bacillus thruringiensis es importante el oxígeno ya que la asimilación de los 

nutrientes depende de este, por ende se tendrá un mejor crecimiento y 

desarrollo de la cepa Bt AP11 a mayor concentración de oxígeno.  En este 

sentido, como el objetivo era tener una mayor concentración de proteínas SLP 
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se concluye que es mejor un cultivo con nivel alto de aireación, para que la 

producción de proteína SLP sea mayor. Por lo tanto, la cantidad de oxígeno si 

afecta en el crecimiento de la cepa AP11. 

 

VII.2. Genes slp 

Existe una variación en la expresión de las proteínas SLP entre diferentes 

especies bacterianas y esto puede atribuirse a que más de un gen puede 

codificar estas proteínas (Pollman etal, 2005). Muchos genes slp han sido 

clonados y sus secuencias revelan una baja homología entre ellos, (Mesnage et 

al., 2001; Sleytr et al. 2014). Sin embargo, estas si muestran un orden en su 

conformación (Mesnage et al., 2001). Por otra parte,  el dominio SLP que se 

une a la pared celular y está involucrado en el anclaje de las proteínas al 

peptidoglicano se mantiene conservado (Sará et al., 2000). Para el caso de B. 

thuringiensis subsp galleria se ha encontrado un gen slpA similar al gen Sap de 

B. anthracis que muestra alta similitud con la proteína SLP del gen EA1 de B. 

anthracis (Peña et al., 2006). 

 

En este trabajo, se analizó la presencia del gen slp en la cepa Bt AP11 usando 

los oligonucleótidos específicos diseñados de regiones conservadas de 

diferentes especies de Bacillus. A pesar de que no fueron muchos genes los 

que se utilizaron del banco de datos, todos mostraron una alta conservación en 

la región donde se diseñaron los oligonucléotidos.  Es importante mencionar 

que estos oligonucleótidos que provienen de varias especies del género 
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Bacillus, son los primeros en poder detectar de manera fácil, precisa y rápida 

genes slp de especies de Bacillus thuringiensis 

 

El resultado arrojado por la PCR de la cepa Bt AP11, confirmó la presencia del 

gen slp, ya que pudo amplificar el fragmento esperado de 540 pb. Esto indica 

que hay una proteína SLP presente al final de la fase exponencial e inicio de la 

fase estacionaria. Los oligonucléotidos son específicos ya que Bacillus subtilis 

W168 utilizado como control negativo no amplificó, lo que corrobora lo 

reportado para esta especie (Engelhardt, 2007). 

 

En algunas especies bacterianas, se ha reportado la expresión de genes que 

codifican diferentes proteínas SLP, pero no necesariamente lo hacen de forma 

simultánea, demostrando que la expresión responde a factores de estrés, 

estadios o cambios ambientales (Kalheghi y Kermanshahi, 2011; Mignot et al., 

2002;  Pollman, 2005).  Por ejemplo, B. anthracis produce dos tipos de 

proteínas SLP, Sap y EA1, pero una aparece en su fase exponencial y la otra 

en su fase estacionaria  (Mesnage et al. 2001; Peña et al. 2006; Sleytr et al. 

2014). Por otra parte, Lactobacillus acidophilus posee dos genes que codifican 

proteína SLP, slpA y slpB, los cuales dependen de las condiciones de 

crecimiento, ya que mientras slpA se encuentra activo slpB se mantiene 

apagado (Kalheghi y Kermanshahi, 2012).   
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Para determinar que se trata de una proteína SLP en la cepa AP11, se 

secuenció el producto de PCR, el cual permitió establecer un 87% de similitud 

con un gen  de Bacillus thuringiensis (HM626296.1). Este mismo gen codifica 

una proteína SLP ADQ08580.1 (Soufiane et al., 2011).   

 

Considerando los argumentos anteriores no se debe descartar la posibilidad de 

tener otro gen slp en otro estadio celular o con otras condiciones de cultivo. Y 

por ende, esto genera la posibilidad de tener otra proteína SLP codificada por 

un gen diferente, que pueda tener otra actividad,  pero esto solo queda como 

una perspectiva a futuro. 

 

VII.3. Producción, extracción y purificación de proteína SLP 

Las proteínas SLP tienen un papel importante en el crecimiento, sobrevivencia y 

mantenimiento de la integridad celular, además de la interacción que tienen con 

el huésped y su sistema inmune. También se han reportado trabajos que 

demuestran sus actividades antibacteriales y antivirales (Fagan y Fairweather, 

2014; Li et al., 2011; Martínez et al., 2012; Sleytr et al., 2014).  

 

Aunque la mayoría de trabajos reportan la diálisis como método ideal para 

purificar a la proteína SLP (Allievi et al., 2011; Sleytr et al., 2014; Martínez et al., 

2012), en el laboratorio se buscó un método eficiente y rentable que garantizara 

obtener a la proteína SLP.  Inicialmente, se le dio un tratamiento con una 

solución buffer de Tris HCl 20 mM, para así eliminar alguna otra proteína que 
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pudiera estar presente y posteriormente se trató con LiCl. La proteína SLP 

producida por la cepa Bt AP11 fue extraída al final de su fase exponencial, que 

en este caso fue a las 6 horas. Hacerlo en este tiempo evitó que las células 

llegaran a una etapa de lisis y la proteína quedará liberada en el medio junto 

con esporas y cristales, de esta manera al continuar ensamblada en la pared 

facilitó su purificación. Para extraer a la proteína después del tratamiento con 

Tris HCl, se empleó LiCl como agente desagregante, el cual ha sido reportado 

en la mayoría de trabajos como el más apropiado para su extracción, dado que 

si se usan solventes estos rompen las células bacterianas lo cual no es 

apropiado (Lortal et al., 1992; Konstantinov  et al., 2008; Allievi, 2012; Taverniti 

et al., 2013). Esta extracción es mucho más fácil, ya que las proteínas SLP se 

unen de forma no covalente a través de su dominio N-terminal a otras 

moléculas accesorias, como lipopolisacáridos o polisacáridos que se 

encuentran en la pared celular o peptidoglicano (Engelhardt, 2007; Khaleghi y 

Kermanshahi, 2012; Prado et al., 2008). Estas asociaciones de la proteínas SLP 

con peptidoglicano, es mediado por unos dominios denominados SLH, por lo 

que es más sencillo disociar ese tipo de unión con el LiCl (Engelhardt et al., 

2007; Kalegui, y Kermanshahi, 2012; Sánchez, 2008).  

 

Para tener más certeza de obtener a la proteína SLP, se empleó al LiCl 1M 

como pre-tratamiento, para eliminar cualquier otra proteína o impureza 

(Taverniti et al., 2013), lo que se puede corroborar con la figura 21, donde se 
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pueden observar varias bandas que indican la presencia de otras proteínas, 

además de la proteína SLP. El tratamiento principal fue el LiCl 5M, que 

solamente extrae a la proteína SLP de interés con un peso molecular entre  80 

y 90 kDa. Este resultado corrobora la masa molecular de 86,575.4 Da obtenida 

de la espectrometría de masas.  

 

La identificación de la proteína por medio de LC MS/MS se determinó con su 

secuencia parcial, confirmando que se trataba de una proteína SLP. Esta 

identificación presentó más del 50% de similitud con respecto a la proteína 

ADU04485.1 reportada para Bt  (Zhou et al., 2011). Es importante mencionar 

que la secuencia proteica identificada presentaba alrededor del 50% de 

aminoácidos hidrófobos, una característica muy particular de las proteínas SLP 

en Bacillus.   

 

En este sentido, ADU04485.1 y ADQ08580.1 obtenidos de la secuencia de 

proteína y la secuencia de DNA, respectivamente, presentaron un 98% de 

similitud entre ellos, corroborando el origen de una proteína SLP de Bacillus 

thuringiensis, con un tamaño de 86 kDa.  Sin embargo, la relación filogenética 

de las proteínas SLP entre las especies Bacillus cereus, Bacillus sphaericus, B. 

anthracis, B. licheniformis y B. thuringiensis, indican que esta proteína puede 

pertenecer a un grupo multiespecie con origen similar (WP_001140751.1). 
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VII.4. Actividad citotóxica de la proteína SLP en células MDA MB 231  

Según estadísticas, el cáncer de mama es de las principales causas de muerte 

a nivel mundial (INEGI; OMS). La búsqueda de compuestos bioactivos contra el 

cáncer de mama es algo que hasta el día de hoy se sigue realizando (Olmos et 

al., 2015; Priya y Jayachandran, 2011).  Actualmente, se han reportado al 

menos 6 proteínas PS producidas por cepas de Bacillus thuringiensis, que han 

mostrado tener efectos citotóxicos contra líneas celulares de cáncer humano  

(Adang et al., 2014; Jung et al., 2006; Mizuki et al., 2000; Ohba et al., 2009).  

Previamente se reportó esta actividad citotóxica con las proteínas Cry  (Olmos 

et al., 2011), las cuales se caracterizan más por su actividad insecticida al 

interactuar específicamente con el receptor celular de insectos (Bt-R1) sin 

afectar células de vertebrados, plantas o animales (Bravo et al., 2012; Griko et 

al., 2007; Peña et al., 2006).  Sin embargo, de todas las proteínas que produce 

Bacillus thuringiensis, a la fecha no existe un reporte publicado de los efectos 

de proteínas SLP contra células de cáncer.  

No obstante, los trabajos disponibles sobre la proteína SLP están enfocados a 

otras aplicaciones, por ejemplo, en cepas de Bacillus anthracis y Bacillus 

cereus, se han reportado que estas proteínas interaccionan con leucocitos 

humanos para contribuir de forma directa en la patogénesis (Kotiranta et al., 

1998, Mesnage et al., 2001). Contrario a las anteriores, están las bacterias 

probióticas como Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Lactobacillus 
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helveticus, donde proteínas SLP interactúan con receptores de superficie 

celular como DC SIGN y Toll, pero presentando efectos benéficos; como la 

inhibición de la virulencia del patógeno o estimulando el sistema inmune, 

respectivamente (Martínez et al., 2012; Taverniti et al., 2013).  

 

La proteína SLP aislada de la cepa Bt AP11 fue evaluada en MDA-MB-231, una 

línea celular de cáncer de mama y en HaCat, que es una línea no cancerosa 

usada como control. Los resultados obtenidos mostraron que la proteína SLP 

de 86 kDa, presentó un efecto citotóxico en MDA-MB-231 con todas las 

concentraciones evaluadas en el ensayo in vitro, siendo la dosis letal media 

(DL50) la concentración de 0.25 µg/ml. En el caso de HaCat solo se presentó 

10% de mortalidad. Estos resultados reflejan una nueva actividad para las 

proteínas SLP que a la fecha no había sido reportada, aunque todavía se 

desconoce el mecanismo de acción para que esto suceda. 

Lo que sí es claro, es que la proteína SLP aislada de la cepa Bt AP11 puede 

causar alteraciones en la morfología de las células de cáncer de mama 

utilizadas, lo que se puede ver en las imágenes tomadas del microscopio. 

Probablemente esto se deba a un aumento de permeabilidad de la membrana 

como sucede con las proteínas PS o Cry (Mizuki et al., 2000).  Esto puede estar 

relacionado con el reconocimiento de algún receptor presente en MDA-MB-231 

por parte de la proteína SLP, que aparentemente no está presente en HaCat, ya 

que en esta no se presenta el mismo efecto. 
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Por otra parte, al analizar la comparativa del efecto de la proteína SLP con la 

proteína Cry 1Ab (Hernández, 2014), la cual se tomó como antecedente por ser 

de las proteínas más potentes en el laboratorio, se pudo demostrar que ambas 

presentan efecto citotóxico similar. Sin embargo, falta por analizar con pruebas 

específicas el posible mecanismo de acción, quizás SLP  reconoce al mismo 

receptor que la proteína Cry1Ab la cual pudiera estar activando una vía de 

señalización que induzca a una muerte celular programada, como lo reportó 

Mendoza (2012). Además, otras proteínas como Cry1Ac interactúan 

específicamente con el receptor del insecto, denominado Bt-R1 (Griko etal., 

2007; Bravo etal., 2012). 

Considerando lo anterior y haciendo una comparativa de las secuencias de los 

diferentes receptores BtR1Msexta, BtR1Hvirescens, CDH11MDAMB231, DC-SIGNCTL y 

CDH1HaCat se muestra una gran similitud a excepción de CDH1 (Fig. 27). La 

región analizada representa uno de los sitios más importantes para que se lleve 

a cabo la interacción proteína-receptor entre Cry1Ab-BtR1Ms / Cry1Ac-BtR1Hv. 

Esta región está localizada adyacente al dominio extracelular de las caderinas 

que pueden actuar como receptores (Griko et al., 200; Berx et al., 200)  

Figura 27. Árbol filogenético de diferentes receptores que interactúan con 
las proteínas CRY y SLP. 

 



82 
 

Como puede verse en la figura 28, la ausencia de la conservación del 

aminoácido Valina (V) en CDH1 puede explicar porque la proteína SLP de 86 

KDa no interactúa con las células de HaCat pero si con MDA-MB-231. 

 

 

 

 

 

Figura 28. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de diferentes 
receptores que interactúan con proteínas CRY y SLP. 

 

Por lo tanto, se puede sugerir como una futura hipótesis que si el 

comportamiento de las proteínas CRY y SLP es similar, el receptor involucrado 

puede estar presente en MDA-MB-231 mas no en HaCat, como se reporta en 

este trabajo. A este respecto, MDA-MB-231 se caracteriza por presentar a la 

caderina CDH11, mientras que HaCat expresa a la caderina CDH1. CDH1 se 

sabe que es una proteína supresora de tumores mientras que CDH11 

incrementa la migración de células cancerosas (Feltes et al., 2002; Sarrio et al., 

2009).  Por lo que la interacción de la proteína SLP con el receptor CDH11 

podría activar la vía de señalización que induce una muerte celular programada 

en las células de cáncer de mama. Esto solo queda como una hipótesis que 



83 
 

tendría que ser explorada a futuro. Lo anterior puede apoyarse con trabajos que 

demuestran el efecto de la proteína SLP,  como es la inhibición del virus JUNV 

donde se sugiere que existe un receptor en las células que reconoce a la 

proteína SLP, denominado DC-Sign  y al darse la interacción entre ambos, se 

impide el reconocimiento de los glicanos de superficies virales, bloqueando de 

esta manera la entrada del virus al huésped (Martínez  et al., 2012).  Así los 

trabajos reportados demuestran que los receptores DC SIGN y Toll interactúan 

directamente con la proteína SLP en Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus 

helveticus inhibiendo la virulencia del patógeno y estimulando el sistema 

inmune (Taverniti et al., 2013; Martínez et al., 2012). 

Lo que se ha demostrado con este trabajo, es que la proteína SLP de 86 kDa 

aislada de la cepa Bt AP11, tiene efecto citótoxico sobre la línea celular de 

cáncer de mama MDA-MB-231, y podría estar reprimiendo alguna vía de 

señalización vinculada a la proliferación celular. Esto lleva a que posteriormente 

se determine que vía de señalización es la afectada y convierte a esta proteína 

en una molécula prometedora para desarrollar algún compuesto contra el 

cáncer. 
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VIII. CONCLUSIÓN 

 

1. Los cultivos de Bacillus thuringiensis con un nivel alto de oxígeno, 

producen mayor cantidad de proteína SLP. 

2. De las 12 cepas de Bacillus thuringiensis pertenecientes al laboratorio de 

Microbiología Molecular de CICESE, se demostró que todas presentan el 

gen que codifica a la proteína SLP. 

3. La morfología microscópica de las células vegetativas, la producción de 

cristales y la secuenciación de 16S ADNr, determinan que la cepa AP11 

corresponde a Bacillus thuringiensis. 

4. La secuenciación del producto de PCR y la secuenciación de la proteína 

por espectrometría de masas de alta resolución, demostró la presencia 

de una proteína SLP de Bacillus thuringiensis. 

5. El método de extracción con LiCl, utilizando filtro Centricon y HPLC 

resultó ser efectivo para la obtención de proteínas SLP.  

6. La proteína SLP de 86 kDa aislada de la cepa AP11, tiene actividad 

citotóxica específica sobre la línea celular de cáncer de mama humano, 

MDA-MB-231. 

7. La proteína SLP de 86 kDa de la cepa AP11, no tiene actividad citotóxica 

específica sobre la línea celular HaCat no cancerosa. 

8. In vitro la dosis letal media de 0.25 µg/ml de proteína SLP es la dosis 

ideal de trabajo para un efecto citotóxico en la línea celular MDA-MB-

231, sin representar un daño a células no cancerosas, como HaCat 
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IX. PERSPECTIVAS 

 

1. Realizar cultivos con diferentes medios para analizar la posibilidad de 

encontrar una nueva proteína SLP  

2. Realizar ensayos in vitro con otras líneas celulares de cáncer que 

contengan CDH11 y CDH1 para identificar al receptor. 

3.  Identificar la vía de señalización sobre la que actúa la proteína SLP de 

86 kDa de la cepa AP11. 

4. Evaluar actividad in vivo con la proteína SLP de 86 kDa de la cepa AP11. 
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ANEXOS 
 
 
Abreviaturas 
 
Abs Absorbancia 
ACS American Cancer Society 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ATCC American Type Culture Collection, por sus siglas en inglés 
ATP Adenosin trifosfato 
CDH1 Caderina 1 
CDH11 Caderina 11 
CO2 Dióxido de carbono 
CTL Receptor celular tipo lectina 
DL50 Dosis Letal media 
DC-SIGN Células dendríticas específicas a proteína no integrina ICAM-3 
DMSO Dimetil sulfóxido 
DO Densidad óptica 
EDTA Ácido etilen diamino tetra acético 
g gramos 
h horas 
HPLC Cromatografía Líquida de Alta Resolución 
INC Institute National Cancer 
INEGI Instituto Nacional de Estadísticas, Geografía e Informática 
kDa Kilodatones 
L litro 
LB Luria Bertani 
LC MS/MS Espectrometría de masas de alta resolución  
M Molar 
MEB Microscopio electrónico de barrido 
min minutos 
mA miliamperes 
ml mililitros 
mM milimolar 
mV milivolts 
ng nanogramos 
OMS Organización Mundial de la Salud 
pb pares de bases 
ppm partes/millón 
rpm revoluciones por minuto 
SDS PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico  
SWCP Polímero secundario de pared celular  



 

TBE Tris Borato EDTA 
TFA Ácido Trifluoroacético 
Toll Receptores tipo toll o TLR’s  
α Alfa 
β Beta 
δ Delta 
Λ Longitud de onda 
µl Microlitros 
µg Microgramos 
µM Micromolar 
® Marca registrada 
 
 
 
Medio Luria Bertani (LB) (Manual práctico del Laboratorio de Microbiología 
Molecular, 1999, CICESE) 
 
  
Triptona 10g 
Extracto de levadura 5 g 
Cloruro de sodio NaCl 0. 5g 
Para medio sólido Agar 1. 5 % 
Agregar 1L de agua destilada  
 
 
 
Buffer TBE 5X 
Tris base 54 g 
Ácido bórico 28 g 
EDTA 0. 5 M 20 ml 
Ajustar pH a 8 y c.b.p. 1L de agua 
destilada 

 

  
De esta solución, hacer una solución de trabajo 1X 
 
 
 
Composición gel SDS PAGE 
 Gel separador 10% Gel concentrador 5% 
Acrilamida 30/0.8% 3.33 ml 830 µl 
Tris 1. 5 M pH 8.8 2. 5ml   - 
Tris  1M pH 6.8  - 630 µl 
SDS 10  100 µl 50 µl 
PSA 100 µl 50 µl 
TEMED 4 µl 5 µl 



 

 
Buffer para corrida de proteínas 5X 
Tris base 15.1 g 
Glicina 72 g 
SDS  5 g 
c.b.p 1 L de agua destilada   
 
De esta solución, hacer una solución de trabajo 1X 
 
 
 
Tinción Coomassie 
Azul coomassie brillante 0.25 g 
Metanol 225 ml 
Ácido acético 46 ml 
Agua desionizada 230 ml 
 
Solución desteñidora de Coomassie 
Metanol 200 ml 
Etanol 100 ml 
Ácido acético 50 ml 
Agua desionizada 650 ml 
 
 
Tinción de Nitrato de plata (Manual práctico de técnicas selectas en Biología 
Molecular, 2013, UABC) 
 
Solución A 
Etanol 10% 
Ácido acético 0. 5% 
Agua desionizada 
 
Solución B 
Nitrato de plata al 0.25% 
Agua desionizada 
 
Solución C 
Hidróxido de sodio al 1. 5% 
Formaldehido al 0.15% 
Agua desionizada 
 
Solución D 
Carbonato de sodio al  7.5% 
Agua desionizada 
 



 

 
PCR Mezcla de reacción por muestra 
 
Buffer 10X 5 µl 
MgCl2 1. 5 µl 
dNTPS 1 µl 
H2O 38. 5 µl 
Taq polimerasa 1  µl 
Oligonucleotido 
sentido 

 
1 µl 

Oligonucleotido 
antisentido 

 
1 µl 

ADN muestra 1 µl 
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