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Resumen

Bacillus thuringiensis es un microorganismo que se caracteriza por producir
varios tipos de proteina; Cry, Cyt, Vip, Sip y parasporinas. Adicional a estas,
produce una proteina denominada proteina capa s, que esta formada por
arreglos monomoleculares de glicoproteinas y cubre gran parte de la superficie
externa de la célula bacteriana. A esta proteina se le atribuyen varias
aplicaciones; desde actividad insecticida, hasta su funcionamiento como
antimicrobiano, pero no como anticancerigeno.

Por tal motivo, en este trabajo se purifico e identific6 una proteina capa s de
una cepa de Bacillus thuringiensis (AP11), recolectada de la region de Baja
California.

La proteina identificada se sometié a ensayos in vitro utilizando la linea celular
de cancer MDA-MB-231. HaCat se us6 como control celular no canceroso. Se
obtuvo la dosis letal media (DLso), usando 0.25 pg/ml de concentracion de
proteina capa s para las células de cancer de mama, mientras que HaCat con la
misma concentracién, mostr6 90% de sobrevivencia en los ensayos de
viabilidad celular.

Este es el primer trabajo que demuestra que una proteina capa s proveniente
de una cepa de Bacillus thuringiensis (AP11), presenta actividad citotoxica
especifica sobre esta linea celular. Esto resultados convierten a la proteina
capa s en una molécula con posibles aplicaciones terapéuticas en la lucha
contra el cancer de mama.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis; proteina capa s; cancer de mama;
citotoxicidad; anticancerigeno; MDA-MB-231
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l. INTRODUCCION
El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, tanto en
hombres como en mujeres. La organizacion Mundial de la Salud (OMS) refiere
gue hasta el aflo 2012, hubo 8.2 millones de muertes asociadas a esta
enfermedad. La situacion en México no es muy diferente de la expuesta a nivel
mundial, ya que el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI) cita que hasta el afilo 2014, las muertes por cancer representaban el
14.84% del total de muertes en el pais. Se espera que estas cifras vayan en
aumento en las proximas dos décadas. En ambos casos, mundial y nacional, el
cancer de mama se distingue por ser uno de los mas devastadores con un

elevado porcentaje de muertes.

Actualmente, los tratamientos contra el cancer siguen siendo la remocion del
tumor, quimioterapia o radiacion, 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 busqueda 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 busqueda de alternativas, se ha demostrado que Bacillus

thuringiensis (Bt) produce proteinas que tienen actividad citotoxica hacia lineas



celulares de cancer 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 proteinas Cry
las cuales usualmente son reconocidas por su actividad insecticida, pero
recientemente se les ha reportado actividad anticancerigena (Mendoza et al,
2011; Olmos et al, 2011). Se puede inferir que esta actividad podria estar
modulada por el reconocimiento de algun receptor de la célula por parte de la

proteina Cry.

En los dltimos afos, se ha presentado evidencia de que el cancer esta asociado
a diferentes vias de sefializacion, las cuales pueden ser moduladas por
compuestos proteinicos o peptidicos, al reconocer receptores especificos en la
célula y producir efectos en la regulacion 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. Ademas
produce otras proteinas conocidas como SLP (por su siglas a inglés: Surface
Layer Protein), de las cuales no se ha reportado que esta proteina tenga
actividad citotéxica contra lineas celulares de cancer. Es por ello que en este
trabajo se purificd, caracterizo e identifico el perfil de una proteina SLP de la
cepa Bt AP11 de la region, para evaluar su citotoxicidad contra la linea celular

de cancer de mama, MDA MB 231.



[I. ANTECEDENTES

[I.1. Bacillus thuringiensis y sus proteinas

El género Bacillus fue identificado por primera vez en 1872 por Ferdinand Cohn.
Es una bacteria gram positiva, esporulada, en forma de baston, 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 aerbbica y anaerObicamente en su mayoria, son cosmopolitas, habitan
en el agua, tierra y aire. Las especies de este género se distinguen por su gran
aplicacion comercial en varios campos, principalmente la industria,

biotecnologia 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 um de largo por 1 a 1.2 um de ancho (figura
1). Es un microorganismo quimioorganétrofo 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 metabdlica o morfol6égica de B. anthracis y B. cereus sin embargo, lo
que lo distingue de estas especies es la presencia de una inclusion parasporal
con propiedades insecticidas. Puede ser aislado del suelo, agua, hojas de

plantas, insectos muertos, telarafias, etc. (Gordon, 1973; Harwood, 1989;



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 Il: transicion a esporulacion, fase Ill: esporulacion y fase 1V: Maduracién de

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

—

SU3500 29.0kV 5.5mm x8.50k SE 04/15/2015 1I1 :{I:.\ES 5.00pm

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

Bt se caracteriza porque en su proceso de esporulacion dentro del esporangio
(célula madre), produce wuna inclusiébn parasporal formada por uno 0o mas
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 esporulacion
(Sauka y Benintende, 2008). Estas proteinas o cristales son conocidas como

7

proteinas Cry O &-endotoxinas y son toxicas para distintos invertebrados,



especialmente larvas de insectos del género Lepidoptera, Diptera y Coledptera.
Hay reportes de algunas &-endotoxinas que muestran su efectividad contra
insectos del orden Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera, Mallophaga y algunos
nematodos, acaros y protozoarios, asi como contra células de cancer humano
lo que se ilustra con la figura 2 (Bravo et al.,, 2012; Palma et al., 2014). Las
proteinas pueden tener morfologia bipiramidal, cubica, cuadrada, aplanada,
esférica o ser atipicas (Luckevich and Beveridge, 1989: Crickmore et al., 1998;
Schnepf et al., 1998; Gilereca y Bravo, 1999; Sauka y Benintede, 2008; Ohba et

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

Lepidoptera Diptera

U

Coleoptera

Rhabditida AN
Celulas de
cancer
humano
Hemiptera %{} Gastropoda

Hymenoptera

Figura 2. Blancos de las proteinas Cry 0 é-endotoxinas. Pueden estar
constituidos por insectos de diferente orden, asi como células de cancer
humano (Modificado de Palma et al., 2014).



Las inclusiones cristalinas se clasifican principalmente como proteinas Cry que
van de 60 a 140 kDa y como proteinas Cyt que van de 22 a 30 kDa. Ambas
pertenecen a una clase de toxinas bacterianas conocidas como formadoras de
poro (TFP), cuya caracteristica es que son secretadas como proteinas solubles
a pH basico y se someten a cambios conformacionales para insertarse en la
membrana del huésped y alterar su homeostasis. Por esta razon y por su
inocuidad en seres humanos, las proteinas Cry son utilizadas frecuentemente
en insecticidas comerciales a nivel mundial (Glereca 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 basico y de las proteasas presentes se activan las
toxinas Cry. Estas se unen a receptores especificos en la membrana del
insecto, induciendo su muerte, debido al desequilibro iénico (Bravo et al., 2007,

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

Las proteinas Cry se clasifican en grupos de acuerdo a su homologia 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 si por su
diferencia en la secuencia de aminoacidos, pero comparten una estructura
similar y conservada de tres dominios. (Pardo Lopez et al., 2012; Bravo et al.,

2013; Adang et al., 2014).



Dominio NI

Dominio |

Dominio 1

Figura 3. Modelo esquematico de una proteina Cry y su estructura de tres
dominios (Modificado de Bravo et al., 2012).

El segundo grupo de proteinas 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 esta
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 proteinas y hasta el momento se han
caracterizado MTX1, MTX2 y MTX3, las cuales estan 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
qgue las proteinas Cry, forman poros para dafiar a su huésped (Adang et al.,

2014).



El tercer grupo de proteinas pertenece a la familia de las toxinas Binarias (Bin),
gue también son producidas por Bacillus sphaericus y Bacillus thuringiensis var
israenlensis (Bravo et al., 2012; Adang et al., 2014; Palma et al.,, 2014). La
proteina Bin consiste en dos toxinas; BinA con tamafio de 42 kDa y BinB con
tamafio 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 esporulacion al igual que las proteinas Cry, pero ambas difieren en su

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

Otro tipo de proteinas son las Cyt, que tienen actividad hemolitica y citolitica in
vitro e in vivo y presentan toxicidad especifica contra lepiddpteros (de Maagd et
al., 2003; Sauka y Benintende, 2008; Bravo et al., 2012;). La diferencia entre las
proteinas Cry y Cyt esta dada por el mecanismo de accion insecticida. Cabe
destacar que las proteinas Cyt actlan de manera sinérgica con algunas
proteinas Cry, aumentando su actividad insecticida (Wu et al., 2008; Soberdn et

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

Existen otras proteinas denominadas como proteinas insecticidas vegetativas
(Vip), pero estas no entran dentro de la clasificacion de las inclusiones
parasporales, ya que no forman dicha inclusion 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



conforman una toxina binaria con potencial insecticida contra coledpteros, VIP3
presenta 40 genes clasificados en A y B con actividad insecticida contra
lepidopteros (de Maagd et al., 2003; Sauka y Benintede, 2008; Palma et al.,
2014). Aunque presentan potencial actividad insecticida contra Lepiddpteros, su
modo de accién las hace diferentes de las proteinas Cry. De las proteinas 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 proteina secretada por Bt
denominada; Proteina insecticida secretada (Sip: por sus siglas en inglés).
Donovan y colaboradores (2006) reportaron la proteina SiplA con actividad
insecticida contra el orden Coledptera. Aunque es poco lo que se sabe de ella,
se cree que esta proteina es secretada como parte del efecto espora, es decir,
al ingerir los insectos a las proteinas Cry en conjunto con esporas, las proteinas
Cry dafian la membrana del insecto y las esporas consumidas germinan dentro
de él, dando lugar a nuevas células de Bt que secretan a las proteinas Sip con
actividad insecticida (Donovan et al., 2006; Sauka y Benintede, 2008; Palma et

al., 2014).

Bt produce otras proteinas parasporales conocidas como parasporinas (PS)
que entran dentro de la clasificacion de las proteinas Cry por la produccion de

cristales. La diferencia de estas proteinas con las anteriores, es que no tienen
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actividad insecticida, pero si presentan una actividad citotoxica contra lineas
celulares de cancer (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 proteinas no presentaban
actividad hemolitica ni insecticida, sin embargo, si tenian un efecto citocido
contra células de leucemia. Otros trabajos reportan la actividad en otras lineas
celulares de cancer como HelLa y Molt4. Tener esta actividad sobre diferentes
lineas celulares de cancer, hace de las PS un posible candidato para figurar
como agente anticancerigeno de uso médico (Ohba et al. 2009; Okasov et al.
2015). La tabla I, muestra el efecto de 4 PS sobre diferentes lineas celulares de
cancer en humanos.

Tabla I. Espectro citotoxico de 4 parasporinas sobre diferentes lineas celulares

de cancer (Modificado de Ohba et al., 2009). (+)Con efecto citotoxico (—)Sin
efecto citotdxico

Linea Origen PS1 PS2 PS3 PS4
celular

humana

Hela Cancer cervico uterino +++ - - -

Sawano Adenocarcinoma - 44+ - +++
endometrial

TCS Cancer cervico uterino - - - +++

UtsMC Musculo uterino normal - ++ - -

MOLT-4 Leucemia linfoblastica ++ F++ - +++
aguda

HL-60 Leucemia promielocitica +++ ++++ ++ +++

Jurkat Leucemia células T - F++ - -

T-cell Linfocito Normal T - 4+ - -

HepG2 Carcinoma Hepatocelular ++ ++++ ++ ++

HC Hepatocito normal - - - -

A549 Adenocarcinoma de pulmoén - +++ - -

MRC5 Fibroblasto de pulmén - + - -
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 PS3y 1
a PS4 (Okasov et al., 2015; Ohba et al., 2009). Los mecanismos de accion de
las PS son diferentes entre ellas, las PS de tres dominios son asociadas a la
formacion de poro, ademas presentan un efecto en alguna cascada de
sefalizacion. Las PS2 y PS4 que son similares a las proteinas ETX/MTX, estan
relacionadas con el reconocimiento de lipidos. Para la PS5 aun es desconocido
su mecanismo de accion (Adang et al.,, 2014). En afios recientes se han
realizado técnicas de ingenieria genética para la produccion de parasporinas y
se ha logrado expresar el gen de esta proteina 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 relacién estructural y
funcional de las proteinas producidas por Bt, asi como la presencia de la

proteina SLP.
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Figura 4. Diagrama de Venn que muestra la relacién estructural y funcional
entre las diferentes proteinas de Bacillus thuringiensis. Cada tipo de
proteina esta representada por un circulo de color especifico. Los circulos
abiertos de color rojo, representan los grupos estructurales que contienen
miembros que comparten caracteristicas con toxinas binarias, parasporinas o
ricina. Los circulos abiertos con color azul, representan grupos de proteinas o
toxinas que no pertenecen a Bt, pero tienen secuencias similares. (Modificado
de Adang et al., 2014).

[I.2. Proteinas de capa superficial 6 capa s (s-layer 6 SLP, por sus siglas
en inglés)

Ademas de producir las proteinas Cry, Cyt, Vip, Sip y PS mencionadas
anteriormente, Bt produce otras proteinas extracelulares conocidas como SLP

(Guo et al., 2008). Estas proteinas 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 electronico 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 proteina
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; Sara y Sleytr 2000; Sleytr 1997; Sleytr y Beveridge1999). Se
han identificado alrededor de 19 miembros del género Bacillus que poseen

proteina SLP (Luckevich y Beveridge, 1989).

Estas proteinas 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 proteinas presentes en la célula. Por ello, se convierte en un modelo
interesante para estudiar los procesos involucrados en la sintesis, secrecion y
ensamblaje de proteinas extracelulares. Ademas, puede considerarse una de
las proteinas mas abundantes en el planeta, dado que hay méas organismos
procariotes que eucariotes y esta presente en todos los estadios del crecimiento
y division 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; Pefa 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 proteinas SLP
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(Sleytr et al., 2014).

[1.2.1 Estructura de las proteinas SLP

Estas proteinas se conforman por arreglos monomoleculares cristalinos de una
o varias glicoproteinas, que se autoensamblan a una forma multimérica. La
proteina SLP representa el unico componente de la pared celular fuera de la
membrana plasmatica (Sleytr et al., 2014). La figura 5, muestra la estructura de
la proteina SLP. En la mayoria de las arqueas, las proteinas SLP representan el
anico componente externo de la membrana plasmatica (Sleytr et al., 2014). Las
bacterias Gram positivas y algunas arqueas poseen una pared rigida (como
pseudomureina o peptidoglicano), donde se une la proteina SLP y ademas
funciona como intermediaria entre la membrana plasmatica y la proteina SLP.
Las bacterias Gram negativas presentan a la proteina SLP adherida a los

liposacaridos externos de la membrana (Sleytr et al., 2000).
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Figura 5. Estructura de la proteina SLP en arqueas, bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Se muestra: a) Proteina SLP como componente
exclusivo de arquea con dominios hidrofébicos o subunidades de glicoproteina
modificada por lipidos; b) Pocas arqueas poseen una pared celular rigida como
una capa intermedia entre membrana plasmatica y la capa s; ¢) En bacterias
gram positivas, la proteina SLP se une al peptioglicano, via Polimero
secundario de pared celular (SWCP); d) en bacteria gram negativa, la proteina
SLP se asocia con lipopolisacaridos de la membrana exterior (Tomado de
Sleytr et al., 2014).

Las proteinas SLP pueden clasificarse de acuerdo a su entramado, el tamafio
de la unidad celular y la posicion de los protobmeros y poros que estan
relacionados a la simetria del entramado. Las proteinas SLP exhiben un
entramado oblicuo (pl, p2), cuadrado (p4) o hexagonal (p3, p6), esta ultima es

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

entramado las unidades morfoldgicas consisten en uno, dos, tres, cuatro y seis
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monomeros de proteinas, que pueden tener una separacion centro a centro en
un rango de 2.5 a 35 nm (Sleytr et al., 2000; Sleytr et al., 2014). Las proteinas
SLP en bacterias, exhiben un grosor entre 5-10 nm, que eS menor en
comparacion al grosor en arquea, que son muchos mas gruesas. Estudios de
permeabilidad demuestran que las proteinas SLP, son altamente permeables ya
que presentan poros que van desde el 30 a un 70% en toda la superficie,
siendo estos de tamafo uniforme y una morfologia entre 2-8 nm, aunque hay
proteinas SLP con dos o mas clases de poros (Sleytr et al., 2000; Sleytr et al.,

2014).

Oblicuc Cuadrado

Figura 6. Diferentes entramados de la proteina SLP. La unidad morfol6gica
de la proteina 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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[1.2.2. Bioquimica y dominios SLP

La mayoria de las proteinas SLP son débilmente &cidas, 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. Analisis quimicos y genéticos revelan que
muchas proteinas SLP tienen composicion similar. La mayoria de las proteinas
SLP en bacterias contienen entre un 40-60% de aminoacidos hidrofébicos y
poseen pocos 0 ningun aminoacido que tenga sulfuro (Sleytr et al., 2000; Sleytr
et al., 2014). En la mayoria de las SLP el 40% de los aminoacidos estan

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

Las proteinas SLP presentan dos regiones morfologicas separadas: una
responsable de la union a pared celular y otra encargada del autoensamblaje.
La posicion del anclaje a la pared celular puede variar entre las especies. En el
caso de Bacillus se ha revelado la existencia de dominios de unién del N-
terminal para polimeros 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 fosforilacion de la proteina y la

glicosilacion de la proteina (Sleytr et al., 2014).
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[1.2.3. Diversidad genética

La capa s comunmente estd formada por una sola proteina, sus genes
estructurales pueden estar vinculados a genes que codifican componentes de
rutas de secrecidon o modificacion (Fagan y Fairweather, 2014). Las proteinas
SLP en bacterias y arqueas predominan mas que otras proteinas, por lo que se

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

Diferentes especies bacterianas muestran variacion genética en la expresion de
proteinas SLP. En algunas especies se ha podido determinar que mas de un
gen interviene en su sintesis y que estos no se expresan simultaneamente
(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 expresion se
encuentra bien estudiada y caracterizada. El serotipo A de esta especie,
contiene 8 arreglos homologos 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 mas 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 ultima década (Mesnage et al., 2001; Sleytr et al.,
2014). Aungue la homologia 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 proteinas SLP de B. anthracis son
producidas en diferentes etapas de crecimiento y son dos: Sap y EALl. La
primera se manifiesta en la fase exponencial y es reemplazada en la fase
estacionaria por EA1 (Mesnage et al.,, 2001; Pefa et al., 2006; Sleytr et al.,
2014). Por otra parte, Lactobacillus acidophilus posee dos genes que codifican
proteina SLP, slpA y sIpB, los cuales dependen de las condiciones de
crecimiento, ya que mientras sIpA 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 proteina SLP del gen eal de B. anthracis (Pefia et al.,

2006).

Se ha atribuido que las bacterias que tienen proteina SLP, hacen uso de la
variacion genética expresando diferentes genes slp, esto como respuesta a

factores de estrés o cambios ambientales (Kalheghi y Kermanshahi, 2012).
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[1.2.4. Secrecion

Las proteinas SLP son transportadas a la superficie celular donde se
autoensamblan, anclandose a la pared celular y formando la estructura de la
proteina SLP en la célula. Como se sabe, la estructura de la proteina SLP en
Gram negativas y Gram positivas es diferente, por lo que el sistema de

secrecion también lo es.

En el caso de Gram positivas, como son B. anthracis y C. difficile, la secrecién
de la proteina 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 (SecAl y SecA2), algunos organismos
como B. anthracis puede tener un tercero SecY2. La figura 7, muestra el
proceso de secrecion de estas proteinas. En la imagen se puede ver en el caso
de Gram positivas, donde la proteina contiene un péptido sefial en la parte
amino terminal, el cual dirige al polipéptido al aparato de secrecion 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 Il. Este tipo de sistema de secrecion consiste en dos pasos;
primero, el precursor desplegado es traslocado a través de la membrana

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

(Fagan y Fairweather, 2014).

Gram positiva Gram negativa
Agromonas salmonicida  Campylobacter fetus
Clostridium difficile  Bacillus anthracis or Aeromonas hydrophila SapA
Waph i A
Cwpl @ e o g ( ( | :’t;{.\gjl Protzinas capa s
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Figura 7. Secrecion de las proteinas SLP en bacterias Gram positivas y
Gram negativas. En bacterias Gram positivas, como Clostridium difficile o
Bacillus anthracis, por ejemplo, la secrecion de las proteinas SLP esta mediada
por el sistema Sec. El péptido sefal se dirige y ancla con la membrana
citoplasmatica para ser traslocado (flecha negra). Una vez reconocido por
SecAz2, el péptido es traslocado a través de la membrana por medio de un poro
gue 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 secrecion tipo Il que consiste en dos pasos. El
péptido se trasloca a través de la membrana citoplasmatica por el sistema Sec y
la proteina se pliega y es transportada a la membrana externa por un complejo
multiproteico de secrecion. Significado de ApsE, proteina de secrecion; CWP,
Proteina de pared celular; HMW, peso molecular alto; LMW, peso molecular
bajo, Sap y EAL, proteina SLP (Modificado de Fagan y Fairweather, 2014).
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[1.2.5. Anclaje

Las proteinas SLP no estan unidas covalentemente entre si, 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
proteinas SLP pueden volver a formar una estructura cristalina sobre soportes,
interfaces liquidas, films, liposomas o en suspension, una vez que se remueva
el agente desagregante, lo que es muy comun en nanotecnologia (llk et al.,

2011; Sleytr et al., 2011).

Las proteinas SLP exhiben en su mayoria dos regiones separadas; una es la
responsable de la union a la pared celular y la otra es requerida para el
autoensamblaje (Sleytr et al., 2014). La posicion de la region de anclaje a la
pared celular, puede variar entre especies bacterianas. En arqueas ocurre una
asociaciéon natural de las proteinas SLP con la membrana citoplasmatica
(Engelhardt, 2007). En el caso de bacterias Gram negativas la proteina SLP es
anclada a través de su N-terminal o C-terminal de forma divalente a los
lipopolisacéaridos (LPS) (Engelhardt, 2007; Fagan y Fairweather, 2014; Sleytr et
al., 2014). Para el caso de bacterias Gram positivas la proteina SLP se une a

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

En el género Bacillus se ha encontrado que las proteinas SLP presentan
dominios especificos en su N-terminal, los cuales se pueden unir directamente

al péptidoglicano (PEG) 6 a los polimeros secundarios de la pared celular
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conocidos como SCWP (secondary cell wall polymer), estos ultimos a su vez se
unen covalentemente al peptidoglicano de la pared celular (Engelhardt, 2007;
Sleytr et al. 2014). Estos dominios se conocen como homodlogo 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
aminoacidos, que se encuentra por triplicado generalmente en la parte N
terminal de la proteina SLP (Engelhardt, 2007; Sleytr et al. 2014). En bacterias
Gram positivas, los motivos SLH han sido localizados en su mayoria en el N-
terminal de la proteina y muy rara vez en la parte media 6 C-terminal (Sleytr et
al. 2014). Existe un segundo dominio denominado CWB2 que es un dominio en
CwIB, una autolisina en la pared celular de Bacillus, que también es comun 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 unién a un
polisacarido que se une al peptidoglicano. Al igual que el dominio SLH, las
proteinas SLP poseen tres copias del motivo estructural CWB2, lo que es

analogo al motivo SLH de otras proteinas SLP (Fagan y Fairweather, 2014).

[1.2.6. Glicosilacion

La primera descripcibn de una glicosilacibon en proteinas SLP fue en
Halobacterium salinarium y desde entonces se ha encontrado esta
caracteristica en una gran cantidad de bacterias y arqueas (Fagan y

Fairweather, 2014; Sleytr et al., 2014). Se cree que la adicidon de azlcares
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(glicanos) a moléculas no glicosiladas pueden cambiar su tamafio y forma,
afectando su solubilidad, estabilidad térmica y propiedades quimicas y fisicas.
Basados en lo anterior, la glicosilacion en las proteinas de la superficie celular
pueden proteger a la célula procariota del estrés ambiental y facilitar su
adhesion a sustratos solidos. Se ha reportado que los glicanos de las proteinas
SLP aportan una ventaja de seleccion para la bacteria en su habitat 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, interaccion ceélula-célula, procesos celulares que incluyen
respuestas inmunes como reconocimiento intercelular y plegamiento de
proteinas. Sin embargo, solo son hipotesis ya que la mayoria de las funciones
de las proteinas SLP no han sido determinadas aun (Messner et al., 1996; Ristl

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

La mayoria de los microorganismos procariotas pueden presentar N-glicanos u
O-glicanos. Son pocos casos en los que se presentan ambas modificaciones en
una proteina al mismo tiempo, como por ejemplo Halobaterium volcanii. Los
glicanos de las proteinas SLP en arqueas son heteropolisacaridos cortos, que
no presentan unidades repetitivas y se unen a la proteina por N-glicosilacion.
En el caso de bacterias se da la O-glicosilaciéon, para Bacillus, este O-glicano se
une generalmente a residuos de serina, treonina y tirosina. Ejemplos como

Clostridium difficile normalmente no produce proteinas SLP glicosiladas (Fagan
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y Fairweather, 2014). Hay mas de quince estructuras diferentes de glicanos
reportadas, por lo que el grado de glicosilacion de las proteinas SLP puede

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

Las rutas de glicosilacion de las proteinas 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-a-galactosa a
un vehiculo lipidico. Donde se da la union de glicanos para la formacion de una
cadena de glicosilacion la cual es dirigida a través de la membrana por la
proteina transportador ABC, que esta integrada por los componentes Wzt y
Wzm que a su vez son los responsables de unir a la cadena O-glicano a la
proteina SLP Figura 8. Es importante mencionar que la secrecion de la
proteina SLP no depende de la glicosilacion de esta (Ristl et al., 2011; Fagan y

Fairweather 2014,).
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Figura 8. Propuesta de biosintesis de glicanos en G. stearothermophillus

(Tomado de Ristl et al., 2011).

[1.2.7. Funciones y aplicaciones

La funcién de las proteinas SLP no ha sido definida por completo, la mayoria de

los trabajos mencionan que sus funciones permanecen hipotéticas. Por otra

parte, la clonacion y caracterizacion de los genes de la proteina SLP, han hecho

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

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

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

proteina es el Unico componente de la pared celular, que determina la forma de
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los microorganismos. Esto se ha demostrado al ser removidas las proteinas

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

Al presentarse las proteinas SLP en la parte mas externa de la célula se le
puede considerar como un intermediario importante entre la célula y el medio
ambiente. Participan ademas en los procesos de adhesion celular y
reconocimiento de superficie. Las proteinas SLP pueden unirse a materiales
con cargas negativas o positivas, hidrofilicos e hidrofébicos, debido a que
presentan cargas neutras. Ademas, pueden servir como barreras de proteccion
contra enzimas liticas como muramidasas y proteasas o de depredadores como
Bellavibrio, en el caso de bacterias Gram negativas. Por otra parte, las
proteinas SLP también se encuentran presentes en la envoltura celular de
bacterias consideradas patégenas como B. anthracis, por lo que se asocian con

la virulencia (Sleytr et al. 2014).

Se ha reportado la funcién de las proteinas SLP como tamiz molecular y como
moléculas de adhesién a exoenzimas (Sleytr et al. 2014). Asi como captador de
iones y/o metales pesados, sin embargo, hasta el momento todas estas
funciones requieren de mayor experimentacion (Beveridge et al., 1997; Sleytr et
al 2001; Prado et al., 2008; Martinez et al., 2012). La figura 9 presenta un

esquema con las principales funciones de la proteina SLP.
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Figura 9. Funciones de la proteina SLP. Posible participacion en infecciones:
a)interaccion de proteina SLP con el receptor TRL4 que esta vinculada a la
inmunidad en Clostridium difficile; b) en Campilobacter fetus, la union de
proteinas SLP al factor del complemento C3b inhibe la fagocitosis; c) resistencia
a depredadores como Bellavibrio; d) integridad celular; la interaccion proteina
SLP con el PEG que tiene actividad de hidrolasa, puede remodelar la
constitucién del PEG; Filtro de seleccion de moléculas; €) la inactivacion de la
proteina SLP puede presentar aumento en la longitud de la cadena bacteriana;
f) agregaciéon de biofilms y nado “swimming”; g) captador de iones o metales
pesados . (Modificado de Fagan y Fairwethear, 2014).

o

Por lo que se refiere a las aplicaciones de la proteina SLP, el trabajo de
Martinez y colaboradores (2012), demuestra la unidon que se da entre la
proteina SLP y el receptor DC-Sign (ICAM-3-no integrina DC especifico) y el
efecto que se consigue con esta unidon. Como antecedente, se sabe que el

receptor DC-Sign facilita la internalizacién de virus como JUNV, ébola, VIH,
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entre otros. En este mismo trabajo se demuestra que células humanas que
expresan el receptor DC-Sign, al estar expuestas a la proteina SLP inhiben la

internalizacion del virus.

Por otra parte, se ha demostrado que las proteinas SLP tienen actividad de
hidrolizar mureina o peptidoglicano en cepas como Salmonella entérica serovar
Newport (Prado et al., 2008). En otros trabajos se ha documentado que existen
mas de 185 especies de bacterias que poseen proteina 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 6ptimos para Coléopteros (Pefia et al., 2006). Sin embargo, hasta el
momento no se ha reportado la aplicacion de proteina SLP en células

cancerigenas.

[1.3. Cancer

El cancer inicia cuando las células somaticas comienzan a dividirse sin parar y
diseminarse por los tejidos (INC, 2016). Las fallas en los mecanismos que
controlan el crecimiento y la proliferacion celular, dan origen al cancer. Estas
pérdidas de regulacion celular se deben principalmente a dafios genéticos. En
la aparicién del cancer, 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 promocion del crecimiento y division celular. Los
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genes supresores de tumores normalmente restringen el crecimiento y algunos
inducen la apoptosis, por lo que si se dafian 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 da
como resultado una proliferacion continua. Estas mutaciones pueden estar
causadas por agentes quimicos, radicales libres, radiacion ionizante, productos
del metabolismo intracelular o por terapias especificas que inducen alteraciones
en el ADN (Malumbres y Barbacid, 2009). Estas alteraciones pueden ser
controladas por diferentes vias de sefalizacion que permiten el arresto del ciclo

celular y la apoptosis.

[1.3.1. Cancer de mama; MDA-MB-231

Las glandulas femeninas conocidas como mamas son dos formaciones situadas
simétricamente en la cara anterior del térax. La mama madura esta formada por
tres estructuras, piel, tejido subcutaneo y glandula mamaria. La glandula
mamaria esta formada por 15 a 20 Iébulos glandulares de forma conica, cada
uno de los cuales tiene independencia funcional. Cada Iébulo est4 formado por
la uniébn de numerosos lobulillos donde se encuentran los alvéolos. Cada uno
de estos I6bulos posee un conducto excretor conocido como galactéforo. Este a
su vez, presenta un seno galactéforo donde se almacena la secrecion lactea

(Aguilar Cordero et al., 2005; Laterjet et al., 2006). La glandula mamaria se
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desarrolla en cinco etapas: embriogénesis, desarrollo puberal, desarrollo en el
embarazo, lactancia e involucion (Aguilar Cordero et al., 2005). La mayoria de

los canceres de mama inician en esta glandula.

Canceres llamados adenocarcinoma, que es el carcinoma que comienza en el
tejido glandular. Otros tipos de cancer son los sarcomas que empiezan en las
células del masculo, grasa o tejido conectivo. Puede decirse que hay dos clases
de cancer 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 cancer se puede considerar no letal, ya que crece en su lugar de origen
dentro de los ductos o I6bulos, es decir, solo es un crecimiento anormal de las
células epiteliales. Sin embargo, este tipo de cancer es muy importante porque
puede ser precursor del cancer invasivo (Allred, 2010). La figura 10, representa
al carcinoma ductal in situ, que es el inicio del cancer de mama y casi siempre

puede curarse con algun tratamiento.

El cancer invasivo o infiltrante, se caracteriza porque ha roto las paredes de las
glandulas o ductos donde se originé y crece alrededor del tejido mamario. El
pronéstico del cancer de mama infiltrante esta dado por la etapa de la
enfermedad, utilizando la clasificacion TNM (tejido, nodo linfatico, metastasis),
la cual determina la fase en que se encuentra en base al tamafo del tumor y su
expansion. El cancer de mama se puede propagar a través del sistema linfatico

(ACS, 2015).
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El cancer de mama se ha clasificado al menos en 21 subtipos histolégicos y 4
subtipos moleculares. Estos subgrupos moleculares estan en funcion de las
proteinas o biomarcadores que se encuentran sobre la superficie de las células
cancerosas o0 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 estrogeno (ER) y el exceso del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2+ / HERZ2-), una proteina que
promueve el crecimiento. Con base a lo anterior, los grupos en que se clasifica
el cancer 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 HERZ2;
Exceso de HER2 (HR-/HER2+) que puede expresar HER2 pero no PR ni ER;
Basal 6 triple negativo (HR-/HER2-) no expresa PR-, ER- ni HER2- (Perou y

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

La linea celular MDA-MB-231 que es triple negativo fue obtenida de un
adenocarcinoma grado Ill de glandula mamaria, de una paciente de 51 afios

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

La genética hereditaria y mutaciones, principalmente en los genes BRCAL,
BRCA2 y p53 elevan el riesgo de padecer cancer de mama, aunque también
influye el estilo de vida, la alimentacién, actividad fisica, estrés, entre otros

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

Estadisticamente el cancer de mama es el mas comun en las mujeres, tanto en
paises desarrollados como no desarrollados; representando el 16% del total de
canceres femeninos (OMS, 2012). En México, el cancer de mama ocupa el
primer sitio como el tipo de cancer mas frecuente en la mortalidad de mujeres

con un 15.24% (INEGI, 2014).
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Actualmente, la lucha contra el cancer de mama va mas dirigida a crear
conciencia y prevencion. La Secretaria de Salud en México, centra la estrategia
de deteccion en la autoexploracion y la exploracion clinica a mujeres a partir de
los 20 y 25 afios de edad respectivamente y la mastografia de tamizaje en
mujeres de 40 a 69 afios de edad. Sin embargo, aun la cultura de prevencion no
es lo suficientemente significativa para reducir el nimero de muertes anuales
(SSA, 2016). El control integral del cancer abarca la prevencion, la deteccion
precoz, el diagnéstico y tratamiento, la rehabilitacion y los cuidados paliativos

(OMS, 2016).

[1.3.2. Genes supresores de tumor

Dentro de las proteinas involucradas en la supresion de tumores esta p53 y
retinoblastoma (Rb), asi como también existen otros genes que se caracterizan
por ser supresores de tumor como el gen BRCA. Estas proteinas actian como

puntos de control del ciclo celular.

La proteina p53 se activa en respuesta a una gran variedad de estimulos
nocivos como puede ser dafio del ADN, hipoxia, estrés metabdlico y la
activacion de oncogenes. Esta proteina modula la transcripcién de genes que
se encargan del arresto del ciclo celular, la apoptosis, el mantenimiento de la
integridad genética, la inhibicion 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 cancerigenas, debido a que pierden la

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

La otra proteina importante en la supresion de tumores es Rb ya que participa
en la regulacion del ciclo celular y por lo tanto en el desarrollo y proliferacion de
células. Ademas de la replicacion del DNA, reparacion del mismo, apoptosis,
diferenciacion celular y senescencia. Rb funciona como regulador del punto de
chequeo G1 en el ciclo celular y algunos canceres de mama presentan una
irregularidad en ese punto, por lo que se puede asociar como un factor

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

Los genes BRCA1l y BRCA2, ademas del cancer de mama también estan
asociados con el cancer de ovario. Estos genes se encargan de reparar el ADN
dafado y asi evitar el crecimiento anormal de células, pero una mutacién en
ellos aumenta la probabilidad de que esto no suceda y da como resultado
cancer (Scully, 2000; Scully y Livingston, 2000; Whelcsh y King, 2001; ACS,
2015). No solo las mutaciones en estos genes pueden llevar a padecer cancer,
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 cancerigenas (Feltes et al., 2002; Berx et al., 2009; Sarri6 et al.,

2009; Andrews et al., 2012).
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l1l. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas, el cancer se ha convertido en una enfermedad
devastadora. Y es que hasta el momento, los tratamientos actuales siguen con
la misma problematica; altos costos y por ende baja accesibilidad al publico.
Ademas de que son efectivos solo en un pequefio porcentaje de los enfermos,
es decir, dependiendo de la etapa en que se encuentre la enfermedad es como
funciona el tratamiento, aunado a la aparicion de efectos adversos. Por lo
anterior, es incesante la busqueda de alternativas que sean econdmicas,
factibles de producir, efectivas y que ademas generen efectos adversos
minimos, comparados con los tratamientos actuales como son la radio y

quimioterapia.

En este sentido, se ha encontrado que proteinas producidas y aisladas de la
especie Bacillus thuringiensis tienen actividad citotéxica contra lineas celulares
de cancer humano, como es el caso de las parasporinas (Jung et al., 2006;
Kitada et al., 2006; Ohba et al., 2009) y las proteinas Cry (Olmos et al., 2010;
Mendoza et al., 2012;). Por ello, existe la posibilidad de que las proteinas SLP
que son producidas por Bacillus thuringiensis, puedan presentar actividad

citotoxica sobre lineas celulares de cancer.

Por tal motivo, se busca aislar, purificar e identificar molecularmente a las
proteinas SLP de las cepas de Bacillus sp, que tengan efecto citotoxico sobre la

linea celular de cancer de mama MDA-MB-231. Esto dard lugar a identificar
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una molécula con alto potencial de convertirse en un farmaco con las

propiedades requeridas.
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IV. OBJETIVOS
Objetivo General:
Aislar e identificar proteinas SLP en Bacillus thuringiensis, que presenten

actividad citotdxica sobre la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231.

IV.1. Objetivos especificos

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

2.- Determinar las condiciones de cultivo para el crecimiento de las cepas
seleccionadas y la produccion de las proteinas SLP.

3.- Caracterizar molecularmente a los genes que codifiquen para las proteinas
SLP en Bacillus thuringiensis.

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

5.- Evaluar la citotoxicidad de las proteinas SLP aisladas sobre la linea celular
de cancer de mama MDA-MB-231, mediante ensayos in vitro.

6.- Determinar la DLso de las proteinas SLP identificadas con actividad

citotdxica.



V. MATERIAL Y METODOS
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Estandarizacion de
condiciones de cultivo de
cepas de Bt almacenadas en
cepario de Laboratorio de
Microbiologia Molecular

39

Curvas de crecimiento de Bt

Microscopia
Opticay MEB

Extraccion de DNA
cromosomal

Disefio de
oligonucléotidos
especificos para
genslp

200 ml de LB
Tiempo de
cultivo 6 h, 200
rpm, 30°C

Extraccion y purificacion
de proteina SLP con LiCl

!

Geles de
agarosa

Cromatografia
Liquida de Alta
Resolucién

v
PCR

2

Secuenciacion de producto PCR

Cultivo
celular

MDA MB 231
HaCat

Diluciones

!

HPLC

Y

|

Gel SDS PAGE

>

Secuenciacion
de proteina por
LC-MS /MS

Cuantificacion de proteina

Ensayos
MTT

-
=

Determinar actividad citotoxica
Cualitativa; Microscopio invertido
Cuantitativa; Espectrofétometro

.......

|



40

V.2. Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se emplearon diferentes cepas de Bacillus thuringiensis almacenadas en el
cepario del laboratorio de Microbiologia Molecular de CICESE. Todas las
muestras fueron recolectadas de la region de Baja California, principalmente del
suelo. Las cepas bacterianas se crecieron por separado en agar Luria Bertani
(LB) a 30°C por 24 h. Se sembr6 una colonia en 20 ml de medio liquido LB en
un matraz de 250 mly se incub6 en un orbital Max Q 5000 Thermo Scientific, a
una temperatura de 30°C durante 12 h, con una agitaciéon constante de 200
rpm. Lo anterior, se hizo por separado para cada cepa. Pasado ese tiempo, se
tomd el 10% del cultivo para inocular nuevo volumen de medio liquido, el cual
se incubd por dos horas con las mismas condiciones de temperatura y
agitacion. Nuevamente se realizé otro in6culo del 10%. Para ello, se probaron
dos condiciones diferentes de oxigeno modificando el volumen de medio liquido
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 oxigeno
(relacion medio oxigeno: 1.5:1) y nivel alto de oxigeno (relacion medio oxigeno
1:5), respectivamente. Los matraces se incubaron bajo las mismas condiciones
de temperatura y agitacion por 6y 7 h. Del total de 12 cepas empleadas, se
eligio la cepa denominada AP11 para hacer posteriores analisis. 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 oOptica a 600 nm

usando un espectrofotometro Hach DR 5000.
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V.3. Microscopia electrénica

La proteina SLP fue estudiada por medio de un microscopio electronico de
barrido Hitachi SU3500 Scanning Electron Microscope o0 Microscopio
Electrénico 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 carbén

0 con oro para ser observado en el microscopio electrénico de barrido.

También fueron observadas en un microscopio Optico de contraste de fases
Olympus BX60, con el objetivo de inmersion a 100X, se tifieron con verde de
malaquita. En este caso se emplearon muestras de los tiempos 7, 18, 40y 84 h

y se observo la produccion de cristales.

V.4. Identificacion molecular del gen slp

Para la identificacion de los genes slp, se emple6 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 realiz0 la extraccibn de ADN cromosomal por técnica
de fenol-cloroformo (Sambrock et al. 1989). Se realiz6 la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), para corroborar que existia la presencia de
genes slp que codifican para las proteinas SLP. Para poder realizar el PCR, se
disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar un fragmento del gen slp.

Este disefio se llevo 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 oligonucledtidos siguientes:

Sentido 5TGACAGCAGCAATGGTAG'3 (FWSLP) y antisentido

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

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen final de 100 pl
conteniendo 50 ng de DNA y 20 ng de cada oligonucleotido. Las condiciones
del termociclador fueron las siguientes: un ciclo inicial de 3 min a 95 °C, 25

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

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 1.2%
utilizando el amortiguador TBE (Tris Borato EDTA), los geles fueron tefidos con
Bromuro de Etidio y visualizados con luz UV en un transiluminador UV Eagle.
Se empleé el marcador de peso molecular DNA Ladder (Thermo Fisher

Scientific®).
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CAARGACTAACTCTTACAAAARAGTAATCGCAGGTACAATGACAGCAGCAATGGTAGCAG
CAARAGACTAACTCTTACAAAARAGTAATCGCTGGTACAATGACAGCAGCAATGGTAGCAG
CAARAGACTAACTCTTACARAARAGTAATCGCTGGTACAATGACAGCAGCARATGGTAGCAG
CAARAGACTAACTCTTACARRARAGTAATCGCAGGTACAATGACAGCAGCARTGGTAGCAG
CAARGACTAACTCTTACAAAARATTAATCGCTGGTACAATGACAGCAGCAATGGTAGCAG

CAARGACTAACTCTTACAAAARAGTAATCGCTGGTACAATGACAGCAGCAATGGTAGCAG

ACTGGCGGCCRA----TGGGAGCCAGATAARATTCTAACTAAAGCAGAAGCAGCACRATT
ACTGGCGACARA----TGGGAACCAAATAAATCTGTARACGAAAGCAGAAGCAGCTCRATT
ACT-ACAACTACTACTTGGGAGCCTGAAAARACTGTAACTAARGCAGAAGCAGCTCAATT
ACTGGCGACARA----TGGGAGCCAAATAAATCTGTARCTAAAGCAGAAGCAGCTCAATT
ACTGGCGGCCAA----TGGGAGCCAGATAARATTCTARCTAAAGCAGAAGCAGCACAATT

ACT-ACAACTACTACTTGGGAGCCTGARARARACTGTAACTARAGCAGAAGCAGCTCAATT

Figura 11. Alineamiento de secuencias del gen slp entre especies del

género Bacillus.
(HM626285.1), B.

thuringiensis serovar

Especies utilizadas; B.
thuringiensis serovar

thuringiensis serovar vazensis
poloniensis (HM626284.1), B.
pingluonsis (HM626296.1), B. weihenstephanensis

(HM626280.1), B. cereus (HM626283.1), B. mycoides (HM626282.1)

Tabla IlI. Oligonucleétidos especificos 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 Y’ 58

*Letras mayusculas = 100% conservados
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V. 5. Secuenciacion de productos de PCR

Los productos de PCR correspondientes a la cepa AP11l, 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. Extraccion y purificacion de proteina SLP

Las proteinas SLP fueron extraidas 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 4°C (Konstantinov et al., 2008).
Posteriormente, se adiciondé 10 ml de una solucién Tris-HCI 20 mM con un pH
de 8 y se homogenizaron con ayuda de un homogenizador automatico Tissue
Tearor 985370 (Biospec products). Una vez homogenizadas las muestras, se
centrifugaron a 2000 g por 10 min a 4°C y posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril. El boton (pellet) bacteriano obtenido se traté con 0.1 volumen
de LiCl 1M, a temperatura ambiente por un tiempo de 30 min y en agitacién
constante. Pasado ese tiempo, la muestra se centrifugd a 2000 g por 10 min a
4°C y al pellet bacteriano se le adiciond 0.1 volumen de LiCl 5M y se incub6 a
temperatura ambiente, en agitacion por 1 hora con la presencia de inhibidor de
proteasas. Se centrifugd de nuevo la solucién y el sobrenadante que contiene a

las proteinas extraidas fue pasado a través de un filtro de 0.2 pm, para
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finalmente concentrarse con un filtro amicon de Millipore de 50 kDa. Las

muestras se guardaron a -20°C hasta su uso.

V. 7. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La muestra concentrada se sometio a un analisis cromatogréafico 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 um de tamafio de
particula (Agilent Technology). La proteina SLP fue eluida 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 Ill. Gradiente utilizado para eluir a la proteina SLP de la cepa AP11.

Tiempo (min) Porcentaje (%)
0-30 30%
31-32 100%

La proteina eluida se obtuvo con una velocidad de flujo de 0.2ml/min y se

monitored a 210 nm.
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V.8. Identificacion y cuantificacion de proteina SLP

De los concentrados obtenidos de los centricones, asi como muestras sin
concentrar empleadas como control y las obtenidas del HPLC, se prepararon 25
pl con 5ul del amortiguador de carga, se desnaturalizaron a 100°C y cargaron
en un gel SDS-PAGE, con el objetivo de separar las proteinas 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 realiz6 a 0.20 mA constante por una hora y 25-30 mA por dos
horas. Se usO el marcador molecular Precision Plus Protein Dual Color
Standard (BIO-RAD). Los geles se tifieron con azul de coomasie R-250 6 con
la tincion de Nitrato de Plata. Por otra parte, las proteinas se cuantificaron

mediante el método de Bradford (Bradford, 1975).

V.9. Identificacion de proteina SLP por medio de espectrometria de masas

de alta resoluciéon (LC MS/MS).

Una banda de 86 KDa se identificd 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 Il (Thermo-Fischer ®Co.

San Jose, CA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos
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(Thermo-Fisher®) con sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). La
calibracion del espectrometro fue realizado con una solucion Calmix (N-
butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621 se utilizan para
calibrar Thermo Scientific LTQ Velos de trampa de iones y Orbitrap
espectrometros de masas en el modo de ionizacion positiva ESI. La N-
butilamina, se incluye para extender a menor rango de calibracion de masas,
esto permite determinaciones con exactitudes menores a 5 ppm (partes/millon).
En el sistema de cromatografia de liquidos, se utilizd6 un sistema gradiente de
10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) en 120
minutos, utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 pm y 10cm
largo RP-C18). El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto. Para la
fragmentacion de los péptidos se utilizd 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
fragmentacién. Fueron desconsiderados los iones con cargas 1*, superiores a
5* y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de
deteccién positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron
realizados de forma dependiente del escaneo total de iones segun las cargas
pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colisién
normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de
activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyecciéon de 10
milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automética de los datos

fue utilizado la exclusién dinamica de iones: (i) lista de exclusion de 400 iones,
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(ii) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos y (iii) tiempo de exclusiéon de 300

segundos.

V.10. Cultivo celular

La linea celular de cancer 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% antibidtico-antimicético 100X (Invitrogen®), dejando incubar a 37°C con
5% de CO:2 y atmosfera humidificada. Las células se mantuvieron en
crecimiento exponencial haciendo subcultivos cada tercer dia, que consistian en
quitar el medio de cultivo de la caja, para después lavar con una solucion estéril
de PBS (P3030 Spectrum), la cual se descartaba, para posteriormente disociar
con tripsina 0.25% (Invitrogen®) por 5 minutos a 37°C. 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 camara
de Neubauer o hematocitometro, para los ensayos in vitro. Para evitar cambios
significativos en las caracteristicas 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

reduccion del MTT a formazan y se manifiesta por el cambio de color amarillo a
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morado. Esta reduccion se lleva a cabo por las enzimas reductasas
mitocondriales de las células vivas o activas, y se mide cuantitativamente por su
absorbancia con un espectrofotometro. De los cultivos crecidos
exponencialmente y una vez que alcanzaron el 80% de confluencia, se realizé
la técnica descrita en el apartado anterior para realizar un subcultivo, solo que
agui una vez separadas las células de su soporte, estas se cuentan en el
hematocitometro 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 1x10* células/ml,
considerando los ajustes necesarios para tener un volumen final de 100 pl por
pozo. La placa se incubd por 5 horas con las condiciones ya mencionadas en el
apartado de cultivo celular. Pasado este tiempo de incubacion 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 proteina SLP (0.25, 0.5, 1 ug/ml) a
las condiciones ya establecidas de 37C, 5% CO:2 por un periodo de 24 hrs. Es
importante mencionar que para obtener esas concentraciones de proteina SLP,
se realizaron los ajustes necesarios basados en la cuantificacion de proteina
obtenida por el método de Bradford. Todos los ensayos se hicieron por
triplicado. Paralelo a los ensayos de citotoxicidad, se emple6 como control

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

citotoxico.

A las 24 horas de incubacion con la proteina SLP, se observan en el
microscopio invertido de contraste de fases Olympus modelo CKX41, el efecto
que se tiene en las lineas celulares de forma cualitativa, asi como de los

controles.

Después de hacer ese analisis microscopico, se agrega 100 pl de MTT con una
concentracion de 5mg/ml a cada pozo y se incub6 por 3 hrs a 37 °C y 5% de
COs2. La cantidad de cristal de formazan formado se disolvié con Isopropanol y
posteriormente se cuantificd en un espectrofotometro Microplate Manager de
Biorad, por medio de un lector de ELISA a 595 nm. La figura 13, ilustra el

montaje de los ensayos citotoxicos 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

ningun tipo. Para ello se emplea la siguiente formula:

f1.

% sobrevivencia= (Abs de la muestra experimental/ Abs muestra control negativo) X100
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Figura 12. Representacion esquematica de una placa de 96 pozos con los
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ensayos citotéxicos y sus controles de una sola linea celular. Cada

triplicado de color, representa un ensayo de citotoxicidad o bien, el control
negativo o positivo de la linea celular que se trabaja.

V.12. Andlisis estadistico: se realizaron pruebas estadisticas con el programa

statistics. Se utilizé una prueba ANOVA de una via. El nivel de p >0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.
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VI. RESULTADOS

VI.1l.ldentificacion 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 condicion de nivel bajo de oxigeno, lo que se obtuvo utilizando

grandes volumenes de cultivo con respecto al volumen del matraz.
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Figura 13. Curvas de crecimiento de 4 cepas de Bt. Las cepas estan
reservadas en el laboratorio de Microbiologia molecular de CICESE a) Cepa AD
2-2b) CepaA4-5 C)CepaA6-3d)CepaAP11.
Como se observa en la figura 13, el crecimiento de todos los cultivos fue muy
similar, solo AP11 alcanzé mayor absorbancia. Se puede determinar que en el

rango entre las 6-8 horas (a partir del in6culo) 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 proteina SLP, pero primeramente se identificd 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 oligonucleétidos especificos para genes slp
fueron secuenciados. Asi mismo, la proteina SLP fue secuenciada una vez

extraida y purificada.

Como se menciond en la seccion de material y métodos, se trabajaron dos
condiciones de oxigeno, por lo que se realizaron curvas de crecimiento en
funcién de una mayor cantidad de oxigeno. En este caso, se observo que la
cepa AP11 tiene su crecimiento maximo aproximadamente una hora antes del
tiempo establecido en cultivos con menos oxigeno. La figura 14, muestra la
curva de crecimiento de la cepa AP11 con esta nueva condicion y se puede

observar que crece més rapido y en mayor proporcion.
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Figura 14. Curva de crecimiento de cepa AP11 con la condicién de
crecimiento de nivel alto de oxigeno. Relacion medio-oxigeno; 1:5.

VI.1.2. Analisis microscopico

Con muestras recolectadas a las 6 h, asi como a las 18, 40 y 84 horas del
cultivo, se realizé una tincién verde de malaquita para identificar la morfologia
celular y examinar la produccion 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
formacion de cristales ni de esporas (figura 15), pero en los tiempos siguientes
si se presenta la produccion de cristales, caracteristico 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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c) d)

Figura 15. Morfologia celular de la cepa AP11 en diferentes tiempos de
cultivo. A) 6 h, b) 18 h ¢) 40 h d) 84 h. Tincion verde malaquita. Observadas
con microscopio a 100x.
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Ademas, utilizando un microscopio electrénico de barrido se visualiz6 a la cepa

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

5.00pm

SU3500 29.0kV 5.5mm x9.00k SE 04/15/2015 1145

Figura 16. Morfologia de la cepa Bt AP11l a las 6 h. Esta imagen fue
observada con microscopio electrénico de barrido MEB.

La pared celular puede observarse en la parte externa de la célula y es alli
donde se tiene una inclusion que corresponde a la proteina SLP. En la figura
17, se observa la morfologia que corresponde al estado en crecimiento
exponencial de la cepa AP11 y Bacillus subtilis W168. Es evidente la diferente
morfologia entre ambas especies y de destacar que Bacillus subtilis no tiene
proteina SLP (Engeldhardt, 2007). Ademas, es importante hacer notar que en

ese tiempo no hay produccion de cristales como se observa en la imagen.
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(b)

Figura 17. Morfologia de cepa Bt AP11 y cepa Bacilus subtilis W168. La
imagen fue observada con microscopio electronico de barrido MEB. a) cepa Bt
AP11 b) Bacillus subtilis W168.

VI.2. Identificacién y produccién de proteina SLP en Bt

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

La identificacion de los genes slp se realiz6 por medio de la técnica de PCR.
Para ello, a la muestra recolectada a las 6 h de la cepa antes mencionada, se le
realizé extracciéon de ADN cromosomal. Para corroborar que fue una extraccion
limpia, el ADN se obsevo en un gel de agarosa al 1.2%. Una vez verificado lo
anterior, se procesaron las muestras para efectuar PCR con los oligos

especificos 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 AP11l, empleando los oligos
especificos disefiados. La temperatura de amplificacion fue de 54°C y en el
carrii 2 y 3 se puede observar un fragmento del tamafio 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;
carrii 3) Cepa Bacillus thuringiensis control positivo del laboratorio de
Microbiologia molecular del CICESE con fragmento de 540 pb; carril 4) Control
negativo de la cepa Bacillus subtilis W168, sin amplificacion.

Ademas de verificar la presencia del tamafio esperado en AP11, se secuencio
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 identificé como cepa Bt AP11.

VI.2.2. Produccién de proteinas SLP en Bt AP11l utilizando diferentes
condiciones de oxigeno

La cepa Bt AP11, se someti6 a dos condiciones de cultivo en funcién del
oxigeno. Para ello, se ajusté el volumen de cultivo en los matraces utilizados
para obtener una relacion de 1.5:1 medio- oxigeno (nivel bajo) y de 1.5 de
medio-oxigeno (nivel alto). Las proteinas obtenidas en ambas condiciones

fueron analizadas por SDS-PAGE.

La figura 19, muestra el gel SDS-PAGE tefnido con coomassie, donde se puede
observar la comparacion entre dos concentrados de proteina SLP con
diferentes condiciones de oxigeno. Ambas muestras contenian a la proteina
SLP con el mismo tamafio de 80-90 KDa. Verificandose la intensidad de la
banda con la cantidad de proteina, se puede observar que esta ligeramente
mas concentrada la procesada con nivel alto de oxigeno. De lo anterior se
puede interpretar que a mayor oxigeno, se tiene mayor densidad celular y

mayor concentracion de proteina consecuentemente.
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Figura 19. Identificacion de proteina SLP en Gel SDS Page tefiido con azul
de Coomassie. Carril 1) marcador molecular; Carril 2) concentrado de la
proteina SLP procedente de un cultivo con nivel alto de oxigeno; Carril 3)
concentrado de la proteina SLP procedente de un cultivo con nivel bajo de
oxigeno.

VI.2.3. Extraccion y purificacion de la proteina SLP de la cepa Bt AP11
Partiendo de un cultivo con alto nivel de oxigeno, la extraccion de la proteina
SLP se realiz6 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 efectia
extracciones mas limpias, es decir, sin extraer tantas impurezas y con mayor

rendimiento (Lortal et al., 1992; Sleytr et al., 2014). Una vez extraida la proteina

de la membrana celular, se purific6 por medio de un filtro de 0.2 um y de un
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centricon de 50 kDa con lo cual se obtuvo a la proteina SLP con un alto
porcentaje de pureza (fig. 19). La misma muestra fue analizada a través de un
cromatografo de liquidos de alta resolucion (HPLC), para identificar el tiempo de
retencidn, la pureza y la concentracion en que se encontraba la proteina SLP.
De esta manera, en la figura 20, se puede observar que en el minuto 18

aparece un pico definido que corresponde a la proteina SLP.

mAU
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Lu J

tiempo de retencién (min)

Figura 20. Cromatograma de la muestra concentrada que contiene a la
proteina SLP de la cepa Bt AP1l. El pico que aparece en el minuto 18
corresponde a la proteina de interés.
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Una vez identificado el tiempo donde se obtiene a la proteina SLP, se recolect6
la muestra y se verificé por medio de un gel SDS- PAGE con las caracteristicas
descritas en la metodologia. En la figura 21, se aprecia una comparacion entre
muestras procedentes de diferentes etapas del proceso de extraccion y
purificacion de la proteina SLP. Como se puede observar, todos los carriles
presentaron una banda de aproximadamente 80-90 kDa, la que puede atribuirse
a la proteina 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 proteina. En este sentido, los carriles 2 y 3 mostraron una banda
Unica a lo largo del carril, siendo la banda del carril 3 ligeramente mas 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 proteinas o impurezas.

Paralelo a este gel, se puede apreciar el gel SDS PAGE tefiido con Nitrato de
Plata. La presencia de una sola banda que corresponde a la proteina SLP (carril
4). Mientras que los demds carriles, mostraron una serie de bandas que

indicaron la presencia de impurezas proteicas en las muestras.
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Figura 21. Identificacion de proteina SLP con diferentes condiciones en
Gel SDS PAGE con diferentes tinciones A) Tefiido con Coomassie Carril 1)
Marcador molecular; Carril 2) concentrado de la proteina 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) Tefiido 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 proteina
SLP; Carril 4) concentrado procesado por HPLC.

VI.2.4. Identificacion de proteina SLP con espectrometria de masas de alta
resolucion (LC-MS/MS)

El andlisis de espectrometria de masas indicé una masa molecular de 86,575.4
Da, lo que confirm6 el tamafio de 86 KDa encontrado para la proteina presente

en los geles SDS-PAGE. La secuencia obtenida fue analizada a través de
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bases de datos, arrojando mas del 50 % de similitud con una proteina SLP de
una cepa de Bt (ADU04485.1). En ese sentido, la proteina identificada y la
proteina que se obtiene de la secuencia de DNA ADQ08580.1, presentan un
98% de similitud entre ellas.

A continuacion se presenta la secuencia parcial de la proteina SLP obtenida de

la cepa Bt AP11 (Figura 22):

MMAKTNSY KW AGTNMTAANY AGWVVSPVAAA  GESFPOVEAD HWGIDSINYL
VEKGAVIKGND  KGMFEPGKEL  TRAEAATMMA  QILNLPIDKD AKPSFADSOG
OWYTPFLAAV ERAGVIKGTG MGFEPNGKID RVSMASLLVE AYKLDTEWVMNG
TRATHFKDLE TLNWGKEKAN LVELGISVG TGDOWEPKKT  WTKAEAAQF]
AKTDKOFGTE AAKNVES ARAY TTAKVEVEFM KAVEKLTKED VEVTNKANND
KALVKEVTLS EDKKS ATWVEL YEMLAAKOTY TVDVNEVGKT  EVAVGSLEAK
TIEMADOQTVY  ADEPTALOFT AKDEMNGTEVY  SPEGIEFVTP AAEKINAKGE
ITLAKGTSTT VEAVYREDGK WWAESKTVEW SAEGAAVAS SNWTWVAEQNK
ADFTSKDFKQ NNEMYEGDNA  YWOVELKDOF NVVTTGKMEY ESLNTEWVAWY
DEATGENMTVL SAGKAPVENT VKDSKDKELY SKTVEIEAFA OKAMKEIKLE
KTNVALSTED VT DLKVEAPY LDOYGKEFTA PVTVEVLDKD GKELKEQKLE
AKYYNKELVL MAAGOEAGNY  TWWLTAKSGE KEAKATLALK LEKAPGAFSKF
EVRGLEKELD KYMTEENQOKN AMTVSVLPVD  ANGLVIKGAE AAELKVTTTN
KOGHKEVDATD  AQVTWVONNSY  MVGOGAKAG ETYKMVTVVILD GKLITTHSFK
WWVDTAPTAKG LAVEFTSTSL KEVAPMNADLE AALLNILSVD GVPATTAKAT
VENVEFVSAD THNVVAENGTY  GAKGATSIYV KNLTVVEDGK EQKVEFDKAV
OVAVS IKEAK PATK

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

VI.3.Actividad anticancerigena de proteina SLP de la cepa Bt AP11

VI.3.1. Cultivo celular

Para evaluar si la proteina SLP obtenida de la cepa Bt AP11 presentaba efecto
citotoxico se utilizaron dos lineas celulares; MDA-MB-231 de cancer de mama y

HaCat que es una linea no cancerigena. Para obtener las diferentes
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concentraciones de proteina SLP, se considerd el valor obtenido por el método
de Bradford como concentracion de proteina total 1.8 pg/ul. A partir de ese
valor, se hicieron las adecuaciones necesarias para obtener concentraciones de

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

VI1.3.2. Efecto de la proteina SLP en MDA-MB-231

Para la linea celular MDA-MB-231, después de agregar las diferentes
concentraciones de proteina SLP y pasado el tiempo de incubacion, se detecto
de forma visual con el microscopio, que hubo un efecto citotoxico. La figura 23,
muestra el efecto en las células MDA-MB-231 con la exposicion a la proteina
SLP, previo a agregar el reactivo MTT. Como puede observarse en la figura, las
células muertas o metabdlicamente inactivas, presentaron una morfologia
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 proteina 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) Exposicion de 24 h a la proteina SLP b) Ctrl - Control negativo y c) Ctrl +
Control positivo observados a 10X en contraste de fases.

Sin embargo, lo anterior también se evalué de forma cuantitativa, determinando
la absorbancia del producto formado con la reaccién de MTT. El resultado
obtenido indicé que la concentracion de 0.25 ug/ul fue la dosis letal media DLso,
ya que como se puede observar en la figura 24 que hay un 50% de la poblacién
total con efecto citotéxico. Este porcentaje fué en aumento de acuerdo a la

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

de barras (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto citotéxico de forma cuantitativa en la linea celular MDA-
MB-231. Las concentraciones empleadas fueron 1, 0. 5, 0.25 pg /ml de proteina
SLP. Se muestra en color azul obscuro el efecto citotoxico de la linea 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.

VI1.3.3. Efecto de la proteina SLP en células HaCat

La linea celular HaCat también fue evaluada con la proteina 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 incubacién con la proteina

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

morfolégicos en las 24 h de exposicién a la proteina.

Proteinacapas  Cftrl- Ctrl +

c)

Figura 25. Microfotografias del ensayo de viabilidad celular de la proteina
SLP sobre HaCat. Ensayo de viabilidad celular de HaCat. a) Exposicion a la
proteina 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 grafica de
barras con el efecto citotoxico en HaCat, asi 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 concentracion de 0.25 pg/ml. Para las

concentraciones de 0.5y 1 ug/ml el porcentaje fue ligeramente menor.
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Figura 26. Efecto citotoxico de forma cuantitativa en la linea celular HaCat.
Se muestra en color azul obscuro el efecto citotoxico de la proteina SLP sobre
la linea 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 mas claro y contundente, se realiz6 una
comparativa con otras toxinas, que por resultados preliminares del laboratorio
de Microbiologia Molecular de CICESE, se tenia conocimiento de su efecto
citotoxico sobre la linea celular MDA-MB-231.

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

de la proteina Cry 1Ab, que hasta el momento es la mas potente de todas las

proteinas evaluadas como citotdéxica en el laboratorio (Hernandez, 2014).
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VIIl. DISCUSION

VII.1. Aislamiento y caracterizacion 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 patdégeno actua diferente de un
probiotico o comensal. Por lo tanto, la magnitud de la respuesta puede definirse
como fuerte, intermedia u homeostatica segun 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 regulacion de las células. Identificar moléculas de esta naturaleza, podria
inducir al desarrollo de terapias mas seguras para los tratamientos de

enfermedades especificas como el cancer (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 tenia conocimiento que provenian
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 (Pefia et
al., 2006). Sin embargo, existe una caracteristica muy propia de Bt, que es la

produccion de cristales al final de la esporulacion (Mendoza et al., 2012),
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caracteristica que se hizo presente en el caso de la cepa Bt AP11 seleccionada.

Por lo que se puede inferir que la cepa AP11, produce proteinas CRY.

Con el fin de demostrar que la cepa AP11l producia la proteina 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 idéneo para
producir el mayor nimero de proteina SLP. Debido a que en este tiempo no se
presenta la produccién de esporas ni de cristales. Actualmente, no hay reportes
de las proteinas SLP presentando actividad citotoxica contra células de cancer,
lo que hace novedoso este proyecto. Las proteinas SLP estan presentes en
todas las etapas celulares por lo que a mayor crecimiento de células
bacterianas, se tendria mayor produccion de proteina SLP (Luckevich y

Beveridge, 1989).

Por otra parte, se analizaron dos condiciones de cultivo particularmente
dirigidas al nivel de oxigeno. Los resultados arrojaron que habia una
disminucién en el tiempo para alcanzar la fase estacionaria, esto en el cultivo
gue correspondia a nivel alto de oxigeno y que ademas habia un aumento en
su densidad optica con respecto al cultivo de baja oxigenacién. Para el caso de
Bacillus thruringiensis es importante el oxigeno ya que la asimilacion de los
nutrientes depende de este, por ende se tendra un mejor crecimiento y
desarrollo de la cepa Bt AP11 a mayor concentracion de oxigeno. En este

sentido, como el objetivo era tener una mayor concentracion de proteinas SLP
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se concluye que es mejor un cultivo con nivel alto de aireacion, para que la
produccion de proteina SLP sea mayor. Por lo tanto, la cantidad de oxigeno si

afecta en el crecimiento de la cepa AP11.

VII.2. Genes slp

Existe una variacion en la expresion de las proteinas SLP entre diferentes
especies bacterianas y esto puede atribuirse a que mas de un gen puede
codificar estas proteinas (Pollman etal, 2005). Muchos genes slp han sido
clonados y sus secuencias revelan una baja homologia entre ellos, (Mesnage et
al., 2001; Sleytr et al. 2014). Sin embargo, estas si muestran un orden en su
conformacion (Mesnage et al., 2001). Por otra parte, el dominio SLP que se
une a la pared celular y esta involucrado en el anclaje de las proteinas al
peptidoglicano se mantiene conservado (Sara 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 proteina SLP del gen EA1 de B.

anthracis (Pefa et al., 2006).

En este trabajo, se analizo la presencia del gen slp en la cepa Bt AP11 usando
los oligonucleotidos especificos disefiados de regiones conservadas de
diferentes especies de Bacillus. A pesar de que no fueron muchos genes los
gue se utilizaron del banco de datos, todos mostraron una alta conservacion en
la regién donde se disefiaron los oligonucléotidos. Es importante mencionar

gue estos oligonucleétidos que provienen de varias especies del género
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Bacillus, son los primeros en poder detectar de manera facil, precisa y rapida

genes slp de especies de Bacillus thuringiensis

El resultado arrojado por la PCR de la cepa Bt AP11, confirmé la presencia del
gen slp, ya que pudo amplificar el fragmento esperado de 540 pb. Esto indica
que hay una proteina SLP presente al final de la fase exponencial e inicio de la
fase estacionaria. Los oligonucléotidos son especificos ya que Bacillus subtilis
W168 utilizado como control negativo no amplificd, lo que corrobora lo

reportado para esta especie (Engelhardt, 2007).

En algunas especies bacterianas, se ha reportado la expresion de genes que
codifican diferentes proteinas SLP, pero no necesariamente lo hacen de forma
simultdnea, demostrando que la expresion 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
proteinas SLP, Sap y EAL, pero una aparece en su fase exponencial y la otra
en su fase estacionaria (Mesnhage et al. 2001; Pefia et al. 2006; Sleytr et al.
2014). Por otra parte, Lactobacillus acidophilus posee dos genes que codifican
proteina SLP, sIpA y sIpB, los cuales dependen de las condiciones de
crecimiento, ya que mientras sIpA se encuentra activo slpB se mantiene

apagado (Kalheghi y Kermanshahi, 2012).
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Para determinar que se trata de una proteina SLP en la cepa AP11, se
secuencio el producto de PCR, el cual permitié establecer un 87% de similitud
con un gen de Bacillus thuringiensis (HM626296.1). Este mismo gen codifica

una proteina 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 proteina SLP codificada por
un gen diferente, que pueda tener otra actividad, pero esto solo queda como

una perspectiva a futuro.

VII.3. Produccidn, extraccion y purificacion de proteina SLP

Las proteinas SLP tienen un papel importante en el crecimiento, sobrevivencia y
mantenimiento de la integridad celular, ademas de la interaccion 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; Martinez et al., 2012; Sleytr et al., 2014).

Aungque la mayoria de trabajos reportan la dialisis como método ideal para
purificar a la proteina SLP (Allievi et al., 2011; Sleytr et al., 2014; Martinez et al.,
2012), en el laboratorio se busc6 un método eficiente y rentable que garantizara
obtener a la proteina SLP. Inicialmente, se le dio un tratamiento con una

solucion buffer de Tris HCI 20 mM, para asi eliminar alguna otra proteina que
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pudiera estar presente y posteriormente se traté con LIiCl. La proteina SLP
producida por la cepa Bt AP11 fue extraida al final de su fase exponencial, que
en este caso fue a las 6 horas. Hacerlo en este tiempo evitdo que las células
llegaran a una etapa de lisis y la proteina quedara liberada en el medio junto
con esporas Y cristales, de esta manera al continuar ensamblada en la pared
facilité su purificacion. Para extraer a la proteina después del tratamiento con
Tris HCI, se empled LiCl como agente desagregante, el cual ha sido reportado
en la mayoria de trabajos como el mas apropiado para su extraccion, 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 extraccion es mucho mas facil, ya que las proteinas SLP se
unen de forma no covalente a través de su dominio N-terminal a otras
moléculas accesorias, como lipopolisacaridos o polisacaridos que se
encuentran en la pared celular o peptidoglicano (Engelhardt, 2007; Khaleghi y
Kermanshahi, 2012; Prado et al., 2008). Estas asociaciones de la proteinas SLP
con peptidoglicano, es mediado por unos dominios denominados SLH, por lo
que es mas sencillo disociar ese tipo de unién con el LiCl (Engelhardt et al.,

2007; Kalegui, y Kermanshahi, 2012; Sanchez, 2008).

Para tener mas certeza de obtener a la proteina SLP, se empleé al LiCl 1M
como pre-tratamiento, para eliminar cualquier otra proteina 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 proteinas,
ademas de la proteina SLP. El tratamiento principal fue el LiCl 5M, que
solamente extrae a la proteina 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 espectrometria de masas.

La identificacion de la proteina por medio de LC MS/MS se determind con su
secuencia parcial, confrmando que se trataba de una proteina SLP. Esta
identificacion presentd mas del 50% de similitud con respecto a la proteina
ADUO04485.1 reportada para Bt (Zhou et al., 2011). Es importante mencionar
que la secuencia proteica identificada presentaba alrededor del 50% de
aminoacidos hidrofobos, una caracteristica muy particular de las proteinas SLP

en Bacillus.

En este sentido, ADU04485.1 y ADQO08580.1 obtenidos de la secuencia de
proteina y la secuencia de DNA, respectivamente, presentaron un 98% de
similitud entre ellos, corroborando el origen de una proteina SLP de Bacillus
thuringiensis, con un tamafo de 86 kDa. Sin embargo, la relacion filogenética
de las proteinas SLP entre las especies Bacillus cereus, Bacillus sphaericus, B.
anthracis, B. licheniformis y B. thuringiensis, indican que esta proteina puede

pertenecer a un grupo multiespecie con origen similar (WP_001140751.1).
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VII.4. Actividad citotoxica de la proteina SLP en células MDA MB 231

Segun estadisticas, el cancer de mama es de las principales causas de muerte
a nivel mundial (INEGI; OMS). La busqueda de compuestos bioactivos contra el
cancer de mama es algo que hasta el dia de hoy se sigue realizando (Olmos et
al., 2015; Priya y Jayachandran, 2011). Actualmente, se han reportado al
menos 6 proteinas PS producidas por cepas de Bacillus thuringiensis, que han
mostrado tener efectos citotoxicos contra lineas celulares de cancer humano

(Adang et al., 2014; Jung et al., 2006; Mizuki et al., 2000; Ohba et al., 2009).

Previamente se reportd esta actividad citotoxica con las proteinas Cry (Olmos
et al., 2011), las cuales se caracterizan mas por su actividad insecticida al
interactuar especificamente con el receptor celular de insectos (Bt-R1) sin
afectar células de vertebrados, plantas o animales (Bravo et al., 2012; Griko et
al., 2007; Pefa et al., 2006). Sin embargo, de todas las proteinas que produce
Bacillus thuringiensis, a la fecha no existe un reporte publicado de los efectos

de proteinas SLP contra células de cancer.

No obstante, los trabajos disponibles sobre la proteina SLP estan enfocados a
otras aplicaciones, por ejemplo, en cepas de Bacillus anthracis y Bacillus
cereus, se han reportado que estas proteinas interaccionan con leucocitos
humanos para contribuir de forma directa en la patogénesis (Kotiranta et al.,
1998, Mesnage et al., 2001). Contrario a las anteriores, estan las bacterias

probioticas como Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 y Lactobacillus



80

helveticus, donde proteinas SLP interactian con receptores de superficie
celular como DC SIGN y Toll, pero presentando efectos benéficos; como la
inhibicion de la virulencia del patdogeno o estimulando el sistema inmune,

respectivamente (Martinez et al., 2012; Taverniti et al., 2013).

La proteina SLP aislada de la cepa Bt AP11 fue evaluada en MDA-MB-231, una
linea celular de cancer de mama y en HaCat, que es una linea no cancerosa
usada como control. Los resultados obtenidos mostraron que la proteina SLP
de 86 kDa, presentd un efecto citotoxico en MDA-MB-231 con todas las
concentraciones evaluadas en el ensayo in vitro, siendo la dosis letal media
(DLso) la concentracion de 0.25 pg/ml. En el caso de HaCat solo se presento
10% de mortalidad. Estos resultados reflejan una nueva actividad para las
proteinas SLP que a la fecha no habia sido reportada, aunque todavia se

desconoce el mecanismo de accion para que esto suceda.

Lo que si es claro, es que la proteina SLP aislada de la cepa Bt AP11 puede
causar alteraciones en la morfologia de las células de cancer de mama
utilizadas, lo que se puede ver en las imagenes tomadas del microscopio.
Probablemente esto se deba a un aumento de permeabilidad de la membrana
como sucede con las proteinas PS o Cry (Mizuki et al., 2000). Esto puede estar
relacionado con el reconocimiento de algun receptor presente en MDA-MB-231
por parte de la proteina SLP, que aparentemente no esta presente en HaCat, ya

gue en esta no se presenta el mismo efecto.
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Por otra parte, al analizar la comparativa del efecto de la proteina SLP con la
proteina Cry 1Ab (Hernandez, 2014), la cual se tomd como antecedente por ser
de las proteinas mas potentes en el laboratorio, se pudo demostrar que ambas
presentan efecto citotdxico similar. Sin embargo, falta por analizar con pruebas
especificas el posible mecanismo de accion, quizas SLP reconoce al mismo
receptor que la proteina CrylAb la cual pudiera estar activando una via de
sefalizacion que induzca a una muerte celular programada, como lo reporto
Mendoza (2012). Ademas, otras proteinas como CrylAc interactian
especificamente 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 BtR1wsexta, BtR1Hvirescens, CDH11lmpawms231, DC-SIGNcTL Y
CDH1hacat sSe muestra una gran similitud a excepcion de CDH1 (Fig. 27). La
region analizada representa uno de los sitios mas importantes para que se lleve
a cabo la interaccion proteina-receptor entre CrylAb-BtR1ws / CrylAc-BtR1hv.
Esta region esta localizada adyacente al dominio extracelular de las caderinas

que pueden actuar como receptores (Griko et al., 200; Berx et al., 200)

T BTR1Ms
' BTR1Hv
CDH11
- CrL
CDH1

Figura 27. Arbol filogenético de diferentes receptores que interactian con
las proteinas CRY y SLP.
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Como puede verse en la figura 28, la ausencia de la conservacion del
aminoéacido Valina (V) en CDH1 puede explicar porque la proteina SLP de 86

KDa no interactta con las células de HaCat pero si con MDA-MB-231.

BTR1Ms DVTVYVVSS
BTR1Hv EVRYITLL B
CDH11 KVPVAI RVL
CTL GVLVAI LVAQ
CDH1 GreLLl Leb

Figura 28. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de diferentes
receptores que interactian con proteinas CRY y SLP.

Por lo tanto, se puede sugerir como una futura hipétesis que si el
comportamiento de las proteinas 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 proteina supresora de tumores mientras que CDH11
incrementa la migracion de células cancerosas (Feltes et al., 2002; Sarrio et al.,
2009). Por lo que la interaccién de la proteina SLP con el receptor CDH11
podria activar la via de sefializacion que induce una muerte celular programada

en las células de cancer de mama. Esto solo queda como una hipétesis que
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tendria que ser explorada a futuro. Lo anterior puede apoyarse con trabajos que
demuestran el efecto de la proteina SLP, como es la inhibicion del virus JUNV
donde se sugiere que existe un receptor en las células que reconoce a la
proteina SLP, denominado DC-Sign vy al darse la interaccion entre ambos, se
impide el reconocimiento de los glicanos de superficies virales, bloqueando de
esta manera la entrada del virus al huésped (Martinez et al.,, 2012). Asi los
trabajos reportados demuestran que los receptores DC SIGN y Toll interactian
directamente con la proteina SLP en Lactobacillus acidophillus y Lactobacillus
helveticus inhibiendo la virulencia del patdgeno y estimulando el sistema

inmune (Taverniti et al., 2013; Martinez et al., 2012).

Lo que se ha demostrado con este trabajo, es que la proteina SLP de 86 kDa
aislada de la cepa Bt AP11, tiene efecto citbétoxico sobre la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231, y podria estar reprimiendo alguna via de
sefalizacion vinculada a la proliferacion celular. Esto lleva a que posteriormente
se determine que via de sefalizacion es la afectada y convierte a esta proteina
en una molécula prometedora para desarrollar algin compuesto contra el

cancer.
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VIII. CONCLUSION

1. Los cultivos de Bacillus thuringiensis con un nivel alto de oxigeno,
producen mayor cantidad de proteina SLP.

2. De las 12 cepas de Bacillus thuringiensis pertenecientes al laboratorio de
Microbiologia Molecular de CICESE, se demostrd que todas presentan el
gen que codifica a la proteina SLP.

3. La morfologia microscopica de las células vegetativas, la produccion de
cristales y la secuenciacion de 16S ADNr, determinan que la cepa AP11
corresponde a Bacillus thuringiensis.

4. La secuenciacion del producto de PCR vy la secuenciacion de la proteina
por espectrometria de masas de alta resolucion, demostro la presencia
de una proteina SLP de Bacillus thuringiensis.

5. El método de extraccion con LiCl, utilizando filtro Centricon y HPLC
resulto ser efectivo para la obtencion de proteinas SLP.

6. La proteina SLP de 86 kDa aislada de la cepa AP11, tiene actividad
citotoxica especifica sobre la linea celular de cancer de mama humano,
MDA-MB-231.

7. La proteina SLP de 86 kDa de la cepa AP11, no tiene actividad citotoxica
especifica sobre la linea celular HaCat no cancerosa.

8. In vitro la dosis letal media de 0.25 pg/ml de proteina SLP es la dosis
ideal de trabajo para un efecto citotéxico en la linea celular MDA-MB-

231, sin representar un dafio 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 proteina SLP

2. Realizar ensayos in vitro con otras lineas celulares de cancer que
contengan CDH11 y CDH1 para identificar al receptor.

3. ldentificar la via de sefalizacion sobre la que actda la proteina SLP de
86 kDa de la cepa AP11.

4. Evaluar actividad in vivo con la proteina SLP de 86 kDa de la cepa AP11.
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ANEXOS

Abreviaturas

Abs Absorbancia

ACS American Cancer Society

ADN Acido desoxirribonucleico

ATCC American Type Culture Collection, por sus siglas en inglés
ATP Adenosin trifosfato

CDH1 Caderina 1

CDH11 Caderina 11

CO2 Di6xido de carbono

CTL Receptor celular tipo lectina

DLso Dosis Letal media

DC-SIGN Células dendriticas especificas a proteina no integrina ICAM-3
DMSO Dimetil sulfoxido

DO Densidad optica

EDTA Acido etilen diamino tetra acético

g gramos

h horas

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

INC Institute National Cancer

INEGI Instituto Nacional de Estadisticas, Geografia e Informatica
kDa Kilodatones

L litro

LB Luria Bertani

LC MS/MS Espectrometria de masas de alta resolucién

M Molar

MEB Microscopio electrénico de barrido

min minutos

mA miliamperes

ml mililitros

mM milimolar

mV milivolts

ng nanogramos

OMS Organizacién Mundial de la Salud

pb pares de bases

ppm partes/millon

rpm revoluciones por minuto

SDS PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico
SWCP Polimero secundario de pared celular



TBE Tris Borato EDTA
TFA Acido Trifluoroacético
Toll Receptores tipo toll o TLR’s
a Alfa

B Beta

d Delta

A Longitud de onda

pl Microlitros

Mg Microgramos

UM Micromolar

® Marca registrada

Medio Luria Bertani (LB) (Manual practico del Laboratorio de Microbiologia

Molecular, 1999, CICESE)

Triptona

Extracto de levadura

Cloruro de sodio NaCl

Para medio solido Agar
Agregar 1L de agua destilada

Buffer TBE 5X
Tris base
Acido bérico
EDTAO0.5M

Ajustar pH a 8 y c.b.p. 1L de agua

destilada

10g

0. 5g
1.5%

54 ¢
2849
20 ml

De esta solucion, hacer una solucion de trabajo 1X

Composicion gel SDS PAGE

Gel separador 10% Gel concentrador 5%
Acrilamida 30/0.8% 3.33ml 830 ul
Tris 1.5 M pH 8.8 2.5ml -
Tris 1M pH 6.8 - 630 pl
SDS 10 100 pl 50 ul
PSA 100 pl 50 ul
TEMED 4 ul 5ul



Buffer para corrida de proteinas 5X

Tris base 1519
Glicina 729
SDS 59

c.b.p 1 L de agua destilada

De esta solucion, hacer una solucion de trabajo 1X

Tincion Coomassie

Azul coomassie brillante 0.25¢g
Metanol 225 ml
Acido acético 46 ml

Agua desionizada 230 ml

Solucion destefiidora de Coomassie

Metanol 200 ml
Etanol 100 mi
Acido acético 50 ml

Agua desionizada 650 ml

Tincion de Nitrato de plata (Manual practico de técnicas selectas en Biologia
Molecular, 2013, UABC)

Solucion A

Etanol 10%

Acido acético 0. 5%
Agua desionizada

Solucion B
Nitrato de plata al 0.25%
Agua desionizada

Solucién C

Hidréxido de sodio al 1. 5%
Formaldehido al 0.15%
Agua desionizada

Solucién D
Carbonato de sodio al 7.5%
Agua desionizada



PCR Mezcla de reaccién por muestra

Buffer 10X 5ul
MgCl2 1.5l
dNTPS 1
H20 38.5 ul

Taq polimerasa 1
Oligonucleotido

sentido 1l
Oligonucleotido
antisentido 1l

ADN muestra 1l



	Universidad Autónoma de Baja California
	Resumen
	Agradecimientos
	Tabla de Contenido
	Lista de Figuras
	Lista de tablas
	I. INTRODUCCIÓN
	V. MATERIAL Y MÉTODOS
	V.1. Diagrama de flujo del protcolo del diseño experimental
	Bhalla,R., Dalal, M., Panguluri, S., Jagadish, B., Mandaokar, D., Singh, A.K. y Kumar P.A. 2005. Isolation, characterization and expression of a novel vegetative insecticidal protein gene of Bacillus thuringiensis. FEMS Microbiol Lett 243:467-472.

	ANEXOS

