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RESUMEN

El objetivo de la investigacién se ha enfocado en la importancia que tienen algunas
proteinas de origen bacteriano con actividad antitumoral, especificamente una proteina de
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis cuyo peso molecular es de 20 kDa, la cual ha sido
denominada Oncotoxina} En estudios previos con diferentes lineas celulares tumorales se
demostré el efecto citotoxico de esta proteina, cuya actividad se presenta como una
alternativa para el tratamiento del cancer.

Lo primero que se hizo fue determinar la actividad de esta proteina sobre el
crecimiento del linfoma murino L-5178Y (H-29), de origen subcutaneo y de estirpe timica.
Para tal efecto, se desarrolld un modelo experimental en ratones BALB/¢, para determinar el
porciento de mortalidad. El linfoma se inoculé de manera subcutanea a diferentes dosis 2 x
104, 1 x 108, 2.5 x 10% S5 x 10% 10 x 10% 20 x 10°células. Estos experimentos fueron
realizados por triplicado, los resultados que se obtuvieron fueron 0, 10, 25, 30, 60 y 100% de
mortalidad respectivamente, a 10s 30-40 dias después de la inoculacion del tumor. (Fig. 5).
En la dosis de 20 X 108 células que fue donde se obtuvo el 100% de mortalidad se formd un
tumor con crecimiento progresivo que finalmente se disemind a otros tejidos causando la
muerte de los ratones a los 30 - 40 dias, por lo que utilizamos esta dosis para inocular tres
grupos de ratones (5 en cada grupo), 7 dias después se les administrd intratumoralmente
diferentes dosis (50ug, 1000ug y 1500ug / Kg. de peso) de la proteina de 20 kDa de Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis.

En los resultados se observd que con las tres dosis utilizadas hay una sobrevivencia
del 100% en los tres grupos tratados, con la dosis mas alta se vid que la eliminacion total del
tumor fue en 25 dias, mientras que en las demas dosis fue de 29-31 dias. Esto se reflejo en
el crecimiento del tumor, que con dosis bajas comenzd a desarrollarse hasta llegar a un
volumen aproximado de 7.03 a 9.76 cm?. Con las dosis elevadas el crecimiento del tumor fue
menor (5.0 cm?), a los 15 dias de la inoculacién del tumor, lo que probablemente indica que a
dosis bajas es mas el tiempo que se necesita para la eliminacién del tumor. (Fig. 6)

El experimento se repitid 3 veces en las mismas condiciones mencionadas y los
resultados fueron similares. Los ratones fueron dejados un afio mas, después de haberse
tratado con la oncotoxina. Encontrandose todos ellos en condiciones aparentemente sanas,
ademas en el sitio de inoculacién no se observéd ni se aprecid al tacto tumoracion alguna.



Se corrieron por triplicado controles negativos con tumor y tratados con albumina
(1500 pg/Kg. de peso). Estos se comportaron como el control, se desarrollé el tumor y los
ratones murieron 30-40 dias igual que los controles inoculados solamente con las celulas

tumorales.



IMPORTANCIA

Los estudios realizados acerca de la 3-endotoxina de Bacillus thuringiensis por mucho
tiempo se han abocado principalmente a su actividad biocinsecticida. Recientemente, han
surgido nuevas lineas de interés sobre a la actividad de esta proteina, basadas en su
actividad antitumoral. Esta ha surgido como una respuesta al incremento estadistico de casos
de cancer en afios recientes.

Varios grupos de investigacion, han mostrado el efecto antiproliferativo de la proteina
de 25 kDa de Bacillus thuringiensis var. isralensis contra una amplia variedad de células
tumorales in vivo e in vitro.

Ultimamente en estudios realizados en nuestro laboratorio, hemos observado que la
Oncotoxina de 20 kDa de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis, presenta actividad sobre
una variedad de lineas tumorales humanas in vitro. La importancia del presente trabajo,
radica principalmente en determinar la actividad in vivo de esta proteina.



INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (B.t.) es un bacilo aerobio, gram-positivo con flagelos peritricos™,
excepto un biotipo®, Es una bacteria de suelo que se halla ampliamente distribuida en todo
el mundo, aunque se le ha encontrado en mayor proporcion en Asia ® ® %. Una de sus
caracteristicas es la de ser esporulada, fase durante la cual la bacteria forma un cuerpo
parasporal cristalino de naturaleza proteica de forma variable (bipiramidal, redonda,
triangular, ovoide, cuadrada, rectanguiar o amorfa)* 3, aunque su morfologia no se haya
correlacionada con su toxicidad 32 73.78,

Este microorganismo, sintetiza diferentes tipos de toxinas, la a-exotoxina, la -
exotoxina y la 8-endotoxina, esta Ultima llamada proteina del cristal insecticida (PCIl), la
naturaleza bioquimica de cada tipo de toxina varia de cepa a cepa. Las dos primeras son
toxicas para una variedad de ordenes de insectos entre los gue se hallan los artrépodos,
mientras que la 8-endotoxina act(ia sobre diferentes ordenes de insectos Lepiddptera, Diptera
y Coledptera 42 ', en reportes mas recientes se ha mencionado su actividad sobre otros
ordenes Himenoptera, Homoptera, Orthoptera y Malofaga, Nematoda ®, Aracnida, Acari,
Protozoa, asi como en célutas tumorales 727477

Los genes de la 8-endotoxina, han sido aislados y secuenciados. Actualmente mas de
50 genes han sido clonados y se les ha dividido en dos familias: Cry y Cyt, nomenclatura
basada en su actividad. Las proteinas Cry constituyen un grupo de proteinas del cristal de B.t.
que presentan algun efecto toxico verificable experimentalmente sobre organismos blanco o
cualquier proteina que tenga una secuencia similar a la proteina Cry conocida.

Por otra parte, las proteinas Cyt tienen actividad hemolitica, o bien, que tengan una
secuencia similar a la proteina Cyt conocida'®. Estos genes son codificados por dos
megaplasmidos, y de acuerdo a su espectro toxico se clasifican como especificos de:
Lepidopteros (Cry l), Lepidoptero-Diptero (Cryll), Coledptero (Crylll), Diptero (CrylV) y
Nematodos (Cry V y V1) 31.46.7  Una misma cepa puede contener mas de un tipo de toxina de
cristal, con un rango de toxicidad para mas de un orden de insectos®, ademas se ha
demostrado que es inocua para el hombre®' y para animales superiores y que no presenta
residualidad, por todo eilo se considera su importancia en la Industria y en la ciencia
biomedica 21.31.35,75,80



ANTECEDENTES

Bacillus thuringiensis (B.t) es un bacilo flagelado aerobio, gram-positivo, que se

caracteriza por su capacidad para producir un cuerpo parasporal cristalino de naturaleza

proteica durante la fase de esporulacién (8-endotoxina) 2 & 2. 40.52.7 Fig 1

Fig.1. Ampliacion de una célula vegetativa de Bacillus
thunngiensis; espora y cristal de la §-endotoxina (estructura

en forma bipiramidal) 16.

Esta bacteria produce ademas, otras dos proteinas, la a-exotoxina, (fosfolipasa C)
una lecitinasa tipo C termolabil, que hidroliza lecitina y esfingomielina y que es sintetizada
durante la fase de crecimiento exponencial. La B-exotoxina, es una toxina sintetizada
durante ia fase de crecimiento’ que es termoestable, altamente tdxica para una amplia
variedad de ordenes de insectos > *" ® denominada thuringiensina. Se ha encontrado que
interfiere con la RNA polimerasa DNA dependiente y que inhibe la mitosis en meristemos
de raiz, simulando el efecto de la colchicina y la vinblastina **. La 8-endotoxina, llamada
proteina del cristal, tienen una actividad insecticida altamente especifica contra larvas de
diversos ordenes Lepidoptera***® Coleoptera*?,  Diptera®®’,  Nematoda®®8'62:
Himenoptera, Homoptera, Orthoptera y Malofaga, Aracnida, Acari, Protozoa, asi como en
células tumorales 7" 74 7.7 82 por lo que es conocida y utilizada como una bacteria

entomopatégena. 2* %



Este organismo fue aislado por vez primera por su descubridor, el investigador
japonés Ishiwata, a partir de larvas enfermas del gusano de la seda Bombix mon * en
1801 y fa denominé Bacillus sotto % . 8 Posteriormente, en 1911 Beriner aislo la
bacteria de larvas enfermas de la paiomilla de la flor del mediterranec Anagasta kuhniella,
y de otras larvas de insectos encontradas en graneros en ia ciudad de Thiringen,
Alemania. Esta bacteria era similar a la descrita por Ishiwata, y la llamo Bacillus
thuringiensis en 1915 . Doce afios mas tarde, Mattes confirmé las observaciones de
Berliner y afadio que el crecimiento del cuerpo de desecho cambia el alineamiento de las
esporas*®, En 1946, Smith y col. describieron a Bacillus thurihgiensis como una variedad
de Bacillus cereus, por su similitud, aunque este organismo presentaba patogenicidad para
ciertos insectos asi como una inclusién parasporal .

En 1953 Hannay, estudiando la esporulacién de esta bacteria, redescubrieron el
“Restkorper” o cuerpo de desecho, reportando que las esporas siempre se presentaban
acompafiadas de cristales en forma de diamante®. Angus en 1954, demostrd que el
cristal del bacilo estaba asociado con la toxicidad hacia los insectos y que requeria para
ser activado, un tratamiento con soluciones alcalinas 0 con el jugo intestinal del insecto
mismo *°,

Posteriormente, Hannay y Fitz-James en 1955, reportaron que la inclusién
cristalina era de naturaleza proteica y que su forma era bipiramidal y su estructura
superficial estaba formada por estrias en direccion paralela a la base plana del cristal 7 .
Bacillus thuringiensis habia sido clasificada, por Toumanoff y Vago en 1951, como una
variedad de Bacillus cereus, debido a su similitud en cuanto a sus propiedades
bioquimicas las cuales fueron utilizadas para su clasificacién taxonémica #, sin embargo,
en 1958 Heimpel y Angus senalaron como caracteristicas diferenciales entre ambas, la
presencia de la inclusidn parasporal (cristal) y su patogenicidad hacia larvas de
Lepidopteros por lo que proponen que Bacillus thuringiensis se clasifique aparte de

Bacillus cereus *'.

|l. Caracteristicas Y Mecanismo de Accion del Cristal de B. t.

La proteina del cristal (8-endotoxina), puede estar constituida por mas de una
proteina y ser de diferentes tipos * 4, se presenta como una protoxina, la cual debe ser
solubilizada, y pasar por un proceso de protedlisis® para liberar del el extremo N-terminal
una proteina activa de 60 kDa. La porcidon amino-terminal de esta proteina es rica en
regiones hidrofébicas, mientras que el extremo C-terminal en regiones hidrofilicas con



sitios altamente conservados, localizados en la parte central de la toxina *. Una vez que la
toxina ha sido activada, se une e inserta dentro de la membrana de las células epiteliales
del intestino de la larva % ® 8. Su alta especificidad depende de receptores especificos
presentes en dicha membrana 2 ® cuya afinidad en la unién esta relacionada con su
toxicidad 12,14,15, 43,48,49, 54

La proteina Cry activada tiene dos funciones : 1.- Unirse a un Receptor Especifico
expuesto hacia la superficie de la membrana celular, 2.- Insertarse dentro de la membrana
permitiendo la formacidén del poro, haciendo a la célula permeable a cationes
monovalentes y solutos neutros, causando lisis celular y la muerte del insecto ®. (Fig 2)

Ellar y col. han identificado a estos receptores como glicoproteinas
transmembranales que exponen una parte de la proteina hacia el exterior de la célula 2,

En reportes recientes®®, en donde se estudid el Mecanismo de Accién de la
Oncotoxina de Bacillus thuningiensis var. thuningiensis (B.tt), observaron mediante
ensayos de union por competencia, que la oncotoxina marcada con 'Z|, interactia
especificamente con receptores de las células dei linfoma histiocitico humano (U-937).
Mendoza Gamboa y col. mencionan, que el mecanismo molecular de la actividad citotoxica
es mediante apoptosis, entre ellos la produccion del factor de transcripciéon NF-«xB, inductor
del TNF (Factor necrético Tumoral), que ademas controla, una gran cantidad de genes
involucrados en la respuesta inmune.

Por otra parte, mediante ensayos con western blot e hibridacion del DNA,
encontraron que el gen que codifica para la oncotoxina no solo esta presente en B.LL sino
también en otros serotipos de Bacillus thuringiensis.

En estudios realizados por cristalografia de rayos X, se ha mostrado que la
estructura de la toxina (Cry) estd compuesta por tres dominios, aparentemente
independientes %°. El Dominio | formado por siete a-hélices, anfipaticas que rodean a otra
central de caracter hidrofdbico ¥, se ha sugerido que este dominio es el responsable de la
formacion del poro en la membrana intestinal de las larvas, ademas, se haya involucrado
en la unién reversible o irreversible a la membrana celular ya que la unién irreversible esta
exclusivamente asociada a la insercién de este dominio 7. El Dominio |l formado por tres
laminas fB-plegadas antiparalelas, unidas en una topologia tipica, que termina en tres
asas, formando un p-prisma. Su funcion es la de reconocer el receptor en la membrana de
las células epiteliales del intestino larval. El Dominio Il consiste de una estructura, de dos
laminas p-plegadas antiparalelas, entrelazadas, formando un B-sandwich, cuya funcién es
la de mantener la integridad de la estructura de la toxina "2 13.14.77 (g4 3y



Modo de Accion de Bacillus thuringiensis

b [ Epiulio del inestino nedio
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Fig. 2 En condiciones naturales, durante su alimentacion, las larvas
ingieren esporas y cristales. a).- Estos (ltimos, presentes como
una protoxina, son disueltos en el intestino medio, y activado en
condiciones alcalinas mediante proteasas. b).-La porcién téxica
activada, se une a receptores especificos localizados en |a
membrana de las células epiteliales del intestino formando poros
haciendo permeable a la célula a cationes monovalentes y
solutos neutros, causando lisis celular. Por otra parte, c).- las
esporas dan origen a una proliferacién celular de Bacillus
thuringiensis que causan una infeccion secundaria y la muerte

del insecto®:.



Dominio III

Dominio 11

Fig.3 Esquema de la estructura de la Toxina Cry 3A, constituida por tres
Dominios. EIl Dominio |, formado por siete a-hélices, anfipaticas que
rodean a otra central de caracter hidrofébico, EI Dominio Il formado por
tres laminas B-plegadas antiparalelas, unidas en una topologia tipica,
que termina en tres asas (sefialadas con numeros), formando un B-
prisma. El Dominio Ill consiste en una estructura, de dos laminas -
plegadas antiparalelas, entrelazadas, formando un B-sandwich, cug
glsmcién es la de mantener la integridad de la estructura de la toxina.>



Il. Clasificaciéon De B. t.

En 1959 y 1967 Heimpel y Angus en base a criterios morfolégicos y bioquimicos,
sugirieron gue el microorganismo aislado por Berliner fuera el cultivo tipo para la especie, y
que las ofras bacterias formadoras del cristal fueran variedades de éste 7 *', ademas
propusieron el nombre de déendotoxina, para la proteina del cristal ®2.

En 1962 de Barjac y Boneffoi describieron un método de clasificacién para diferentes
especies de bacilos entomopatégenos productores de cristal, para tal efecto, realizaron
pruebas bioquimicas y seroldgicas, con 24 cepas. En este estudio las pruebas basicas para
la clasificacién eran la produccion de lecitinasa asi como la utilizacidbn de azucares diferentes.
Mediante estas pruebas se describieron & grupos seroldgicos pertenecientes a la especie de
B. t., y su identificacion se basd en reacciones especificas contra el antigeno flagelar (H),
presente en las células vegetativas méviles de estas especies'®. En 1964, Norris realizé un
trabajo similar al anterior ®. El estudié 46 cepas de bacterias productoras de cristal, donde
todas las cepas fueron sometidas a métodos de clasificacién en base a pruebas bioquimicas,
serolodgicas y a un andalisis posterior en geles de almidon para identificacion de esterasas.
Los resuitados que se obtuvieron de este estudio indicaron que las pruebas bioguimicas
fueron muy amplias y no permitieron establecer una clasificacion, debido a que solo
proporcionaron informacién de las reacciones bioquimicas que realizan las bacterias, y no de
la naturaleza de las enzimas involucradas en dichas reacciones. Observo también que las
reacciones antigenodanticuerpo, eran de suma importancia para la clasificacidon taxondmica,
debido a que la técnica era de alta especificidad y con afinidad que proporcionaba
informacion sobre la estructura molecular de los antigenos flagelares. Por otra parte, la
utilizacion del analisis electroforético de la esterasa resultd muy conveniente ya que era mas
rapido que los métodos anteriores, sin embargo, no pudieron diferenciar los grupos
serologicos galleriae y aizawai mediante este método .

Otra técnica propuesta para agrupar especies de Bacillus thuringiensis diferentes del
antigeno flagelar (*"H"), fue la descrita en 1982 por Sekijima y Ono, donde se utilizaron
antigenos somaticos termoestables ("O"), mediante la técnica de aglutinacién en tubo de
células vegetativas. Con esta tecnica no pudieron establecer diferencia entre las variedades
kurstaki, galleriae y aisawai, asi como alesti y darmstadiensis, que pertenenecen a serotipos

diferentes “H", aunque este sistema resulté ser confuso®,
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En 1988, Hofte y Whiteley*® propusieron un esquema de clasificacion diferente a todos
los que se habian descrito hasta ese momento, este sistema de clasificacién de la proteina
del cristal se basaba en la secuencia de aminoacidos y en su especificidad de insectos, ellos
identificaron 14 genes de toxinas diferentes, 13 de los cuales se hayaron relacionados entre
si (Cry) y menos uno, el cual fue colocado en un lugar aparte (Cyt), estos genes se dividieron
en 5 clases. Con el tiempo se fueron descubriendo mas genes de toxinas y este sistema
comenzd a ser poco entendible, ya que genes con secuencias similares presentaban una
diferencia significativa en la especificidad insecticida 1°-1.20,

Neil Crickmore, en 1996, propuso un nuevo sistema de clasificacion el cual se basé
unicamente en la identidad de aminoacidos. Recientemente se ha revisado esta
nomenclatura, y se ha organizado una gran cantidad de datos proporcionados por la
secuencia gendémica, para ello se ha propuesto un modelo de acuerdo a bases conceptuales
y un formato de nomenclaturas. Este tipo de sistema se basa en la asignacion de nombres a
los miembros de los genes de las superfamilias de acuerdo a su grado de divergencia
evolucionaria, estimado por el arbol de algoritmos filogenéticos. El formato de Nomenclatura,
es un sistema disefiado para convertir la informacién contenida acerca de estas
interrelaciones, se basa en anexar a la raiz mhemoénica una serie de nimeros y letras
asignados en orden jerarquico para indicar los grados de divergencia filogénetica,'” de
acuerdo a esta nueva nomenclatura, muchos de los nombres originales se han mantenido,
aunque un namero de ellos ha sido reclasificado. (tabla 1)

lll. Actividad Bioinsecticida
La alta especificidad de las proteinas del cristal de B.f. con actividad insecticida ha

incrementado el interés de los cientificos y de la Industria, debido a que las PCI pueden ser
producidas rapidamente por fermentacion, desarrollando asi bioinsecticidas relativamente
baratos. Desde principios de sigio B.t. ha sido considerada como una bacteria patdégena a
insectos, pero fue hasta 1961 cuando se registré originalmente para su uso como insecticida
y ha sido utilizada por décadas como control biolégico. Otro punto de interés de los cientificos
sobre esta proteina es que no es tdxica para humanos ni para animales superiores .

Desde 1983, diversos genes Cry han sido introducidos en plantas como el tabaco,
algoddn y maiz creando asi plantas transgénicas para la proteccién de los cultivos contra
insectos plaga?.7?,
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IV. Actividad Adyuvante

En 1976, Prasad y Shethna demostraron que la proteina del cristal de Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis incrementaba la respuesta inmune™ humoral en ratas y
cobayos inmunizados con globulos rojos de carnero. Este incremento se observo en los
anticuerpos IgG e IgM 2. Roman Calderén, en 1997, midid el efecto de los cristales de
Bacillus thuringiensis (GM-1) y de sus proteinas sobre la respuesta inmune humoral y celular
en ratones BALB/c. El observé que las proteinas del cristal eran reconocidas por los
anticuerpos CrylA(a) y la CrylA(b), pero no por los anticuerpos CrylllA, CryllIC y a-Otp, lo que
indicd que la proteina compartia los genes que codificaban para las proteinas CrylA(a) y
CrylA(b), en el cristal con el serotipo aizawai “¢. Debido a que parte de su composicién
proteica pertenece serolégicamente a este grupo. Por otra parte, encontrd que las proteinas
digeridas con tripsina, producian una respuesta inmune primaria de anticuerpos in vivo, asi
mismo vid que la reaccion de hipersensibilidad retardada, tenia una respuesta maxima a las
3hr. y que se encontraba mediada por linfocitos polimorfonucleares’. Oftros estudios
realizados por Gomez Flores y col. demostraron que la proteina de 20 kDa de B.LL. activo la

actividad fagocitica de macrofagos™.
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Nomenclatura de las Toxinas de Bacillus thuringiensis
Tabla 1. Lista actualizada de los genes de las delta-endotoxinas

Clave de Acceso

Nombre al Bance de Genes Referencia, Afio  Revista Cédigo
crylAal M11250 Schnepf et al 1985  JBC 260 6264-6272 527-4054
crylAa2 M10917 Shibano et al 1985  Gene 34 243-251 153->2955
crylAa3 D00348 Shimizu et al 1988 ABC 52 1565-1573 73-3603
cryl Aad X13535 Masson et al 1989 NAR 17-446-446 1-3528
crylAas D17518 Udayasuriyan et al 1994 BBB 58 830-835 81-361t
crylAaéb 43605 Masson et al 1994 Mol Micro 14 851-860  1->1860
cryl Abl M13898 Wabiko et al 1986 DNA 5 305-314 142-3606
cryl Ab2 M12661 Thorne et al 1986  J Bact 166 801-811 155-3625
crylAb3 M15271 Geiser et al 1986 Gene 48 109-118 156-3623
crylAb4 D00117 Kondo et al 1987 ABC 51 455-463 163-3630
crylAb5 X04698 Hofte et al 1986 EJIB 161 273-280 141-3605
crylAbé M37263 Hefford et al 1987  J Biotech 6 307-322 73-3540
crylAb7 X13233 Haider & Ellar 1988 NAR 16 10927-10927 1-3465
cryl AbS M16463 Oeda et al 1987 Gene 53 113-119 157-3624
cryl Ab9 X54939 Chak & Jen 1993 PNSCRC 17 7-14 73-3540
crylAblO A29125 Fischhoff et al 1987  Bio/technology 5 807-813 sec.
peptido
crylAcl . M11068 Adang et a] 1985  Gene 36 289-300 388-3921
crylAc2 M35524 Von Tersch et al 1991  AEM 57 349-358239-3772
crylAc3 X54159 Dardenne et al 1990 NAR 18 5546-5546 339->2192
crylAcd M73249 Payne et al 1991  USP 4990332 1-3537
crylAcS M73248 Payne et al 1992  USP 5135867 1-3534
crylAc6 U43606 Masson et al 1994 Mol Micro 14 851-860  1->1821
crylAc7 U87793 Herrera et al 1994  AEM 60 682-690976-4512
crylAc8 UB7397 Omolo et al 1997  Curr Micro 34 118-121 153-3686
crylAc9 Ug9872 Gleave et al 1992 NZICHS 20 27-36 388-3921
crylAclo AJO02514 Sun and Yu 1997  no publicado 388-3921
crylAdl M73250 Payne & Sick 1993  USP 5246852 1-3537
crylAel M65252 Lee & Aronson 1991  JBact 173 6635-6638 81-3623
cryl Afl Ug2003 Kang et al 1997  no publicado - 172->2905
crylBal X06711 Brizzard & Whiteley 1988 NAR 162723-2724 1-3684
crylBa2 X95704 Soctacrt 1996  no publicado 186-3869
crylBbl L32020 Donovan et al 1994  USP 5322687 67-3753
crylBel 746442 Bishop et al 1994  no publicado 141-3839
crylBdl U70726 Chak 1996 no publicado
crylBel Payne et al 1998  USP 5723758 1-3681
crylCal X07518 Honee et al 1988 NAR 16 6240-6240 47-3613
crylCa2 X13620 Sanchis et al 1989 Mol Micro 3 229-238 241->2711
crylCa3 M73251 Payne & Sick 1993  USP 5246852 1-3570
crylCad A27642 Van Mellaert et al 1990 EP 0400246 234-3800
crylCas X96682 Strizhov 1996  no publicado 1->2268
crylCab X96683 Strizhov 1996  no publicado 1->2268
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Nomenclatura de las Toxinas de Bacillus thuringiensis
Continuacion Tabla.l Lista actualizada de los genes de las delta-endotoxinas

Ciave de Acceso

Nombre a2l Banco de Genes Referencia. Aiio Revista Cadigo
crylCa7 X96684 Strizhov 1996 no publicado 1->2286
cryl1Chbl M97880 Kalman et al 1993 AEM 59 1131-1137 296-3823
crylDal X54160 Hofte et al 1990 NAR 18 5545-5545 264-3758
crylDbl 222511 Lambert 1993  no publicado 241-3720
crylEal X53985 Visser et al 1990  J Bact 172 6783-6788 130-3642
crylEa2 X56144 Bosse et al 1990 NAR 18 7443-7443 1-3516
crylEa3 M73252 Payne & Sick 1991  USP 5039523 1-3516
crylEa4 U94323 Ibarra et al 1997  no publicado 388-3900
cry1Ebl M73253 Payne & Sick 1993  USP 5206166 1-3522
crylFal M63897 Chambers et al 1991  J Bact 173 3966-3976 478-3999
crylFa2 M73254 Payne & Sick 1993  USP 5188960 1-3525
crylFbl Z22512 Lambert 1993  no publicado 483-4004
cryl1Fb2 ABO012288 Masuda & Asano 1998  no publicado B4-3587
crylGal 722510 Lambert 1993  no publicado 67-3564
cry1Ga2 Y09326 Sheveley et al 1997  Febs Lett 404 148-152  692-4210
crylGbl U707235 Chak 1996  no publicado

crylHal 722513 Lambert 1993  no publicado 530-4045
crylHbl U35780 Koo et al 1995  no publicado 728-4195
cryllal X62821 Tailor et al 1992 Mol Micro 6 1211-1217 355-2511
crylla2 M98544 Gleave et al 1993  AEM 59 1683-1687 1-2160
crylla3 L36338 Shin et al 1995 AEM 61 2402-2407 279-2438
cryllad L49391 Kostichka et al 1996 JBact 178 2141-2144 61-2217
crylla$ Y08920 Selvapandiyan 1996  no publicado 524-2680
crylia6 AF076953 Zhong et al 1998  no publicado 1-2157
cryllbl 07642 Shin et al 1995  AEM 61 2402-2407 237-2393
crylJal L32019 Donovan et al 1994  USP 5322687 99-3519
crylJbl U31527 Von Tersch & Gonzalez 1994  USP 5356623 177-3686
crylKal U28801 Koo et al 1995 FEMS 134 159-164 451-4098
cry2Aal M31738 Donovan et al 1989  JBC 264 4740-4740 156-2054
cry2Aa?2 M23723 Widner & Whiteley 1989  J Bact 171 965-974 1840-3741
cry2Aa3l Dg6064 Sasaki et al 1997  Curr Micro 35 1-8 2007-3911
cry2Aad AF047038 Misra et al 1998  no publicado 10-1908
cry2Abl M23724 Widner & Whiteley 1989 T Bact 171 965-974 1-1899
cry2Ab2 X55416 Dankocsik et al 1990 Mol Micro 4 2087-2094 874-2775
cry2Acl X57252 Wu et al 1991 FEMS 81 31-36 2125-3990
cry3Aal M22472 Hermnstadt et al 1987 Gene 57 37-46 25-1956
cry3Aa2 02978 Sekar et al 1987 PNAS 84 7036-7040 241-2175
cry3Aal Y00420 Hofte et al 1987 NAR 15 7183-7183 566-2497
cry3Aad M30503 McPherson et al 1988  Bio/technology 6 61-66 201-2135
cry3Aas M37207 Donovan et al 1988 MGG 214 365-372 569-2503
cry3Aaé6 U10985 Adams et al 1994 Mol Micro 14 381-389 569-2503
cry3Bal X17123 Sick et al 1990 NAR 18 1305-1305 25->1977
cry3Ba2 A07234 Peferoen et al 1990  EP 0382990 342-2297
cry3Bbl Mg9794 Donovan et al 1992  AEM 58 3921-3927 202-2157
cry3Bb2 U31633 Donovan et al 1995  USP 5378625 144-2099
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Nomenclatura de las Toxinas de Bacillus thuringiensis
Continuacién Tabla.1 Lista actualizada de los genes de las delta-endotoxinas

Nombre

Clave de Acceso

al Banco de Genes Referencia. Afio Revista Codigo
cry3Cal X59797 Lambert et al 1992  Gene 110 131-132 232-2178
cry4Aal Y 00423 Ward & Ellar 1987 NAR 15 7195-7195 1-3540
crydAa2 D00248 Sen et al 1988 ABC 52 873-878 393-3935
cry4Bal X07423 Chungjatpornchai etal 1988 EJB 173 9-16 157-3564
cry4Ba2 X07082 Tungpradubkul et al 1988 NAR 16 1637-1638 151-3558
cry4Ba3 M20242 Yamamoto et al 1988  Gene 66 107-120 526-3933
cry4Ba4 D00247 Sen et al 1988 ABC 52 873-878 461-3868
cry5Aal L07025 Sick et al 1994  USP 5281530 1->4155
cry5Abl L07026 Narva et al 1991 EP 0462721 1->3867
crySAcl 134543 Payne et al 1997  USP 5596071 1->3660
cry5Bal u19725 Payne et al 1997  USP 5596071 1->3735
cry6Aal L07022 Narva et al 1993  USP 5236843 1->1425
cry6Bal L07024 Narva et al 1991 EP 0462721 1->1185
cry7Aal M64478 Lambert et al 1992 AEM 58 2536-2542 184-3597
cry7Abl U04367 Payne & Fu 1994  USP 5286486 1->3414
cry7Ab2 U04368 Payne & Fu 1994  USP 5286486 1->3414
cry8Aal U04364 Foncerrada et al 1992  EP 0498537 1->3471
cry8Bal u04365 Michaels et al 1993 WO 93/15206 1->3507
cry8Cal U04366 Ogiwara et al. 1995  Curr Micro 30 227-235  1-3447
cry9Aal X58120 Smulevitch et al 1991 FEBS 293 25-28 5807-9274
cry%Aa2 X58534 Gleave et al 1992  JGM 138 55-62° 385->3837
cry9Bal X75019 Shevelev et al 1993  FEBS 336 79-82 26-3488
cry9Cal 237527 Lambert et al 1996 AEM 62 80-86 2096-5569
ery9Dal D8&5560 Asano et al 1997  AEM 63 1054-1057 47-3553
cry9Da2 AF042733 Wasano & Ohba 1998  no publicado <1->1937
crylOAal M12662 Thome et al 1986  J Bact 166 801-811 941-2965
cryllAal M31737 Donovan et al 1988  J Bact 170 4732-4738 41-1969
cryllAa2 M22860 Adams et al 1989  J Bact 171 521-530 <1-235
cryl1Bal X86902 Delecluse 1995 AEM 61 4230-4235 64-2238
cryl2Aal L07027 Narva et al 1991 EP 0462721 1->3771
cryl3Aal L07023 Narva et al 1992 WO 92/19739 1-2409
cryld4Aal 13955 Narva et al 1994 WO 94/16079 1-3558
cryl5Aal M76442 Brown & Whiteley 1992  J Bact 174 549-557 1036-2055
cryl6Aal X94146 Barloy et al 1996  J Bact 178 3099-3105 158-1996
cryl7Aal X99478 Barloy et al 1998  Gene 211 293-299 12-1865
cryl8Aal X99049 Zhang et al 1997  J Bact 179 4336-4341 743-2860
cryl9Aal Y07603 Rosso and Delecluse 1996 AEM 63 4449-4455 719-2662
cryl9Bal D88381 Hwang et al 1998 SAB 21 179-184 626-2671
cry20Aal U82518 Lee & Gill 1997 AEM 63 4664-4670 60-2318
cry2lAal 132932 Payne et al 1996  USP 5589382 1-3501
cry22Aal 134547 Payne et al 1997  USP 5596071 1-2169
cytlAal X03182 Waalwijk et al 1985 NAR 13 8207-8217 140-886
cytlAa2 X04338 Ward & Ellar 1986 JMB 191 1-11 509-1255
cytlAa3 YO00135 Earp & Ellar 1987 NAR 15 3619-3619 36-782
cytlAad M35968 Galjart et al 1987  Curr Micro 16 171-177  67-816
cytlAbl X98793 Thiery et al 1997 AEM 63 468-47328-777
cytlBal U3i7196 Payne et al 1995  USP 5436002 1-795
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Nomenclatura de las Toxinas de Bacillus thuringiensis
Continuacion Tabla.1 Lista actualizada de los genes de las delta-endotoxinas

Nombre Clave de Acceso
al Bance de Genes Referencia. Aifio Revista Cadigo

cyt2Bal Us52043 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 287-655
cyt2Aal Z14147 Koni & Ellar 1993 JMB 229 319-327 270-1046
cyt2Ba2 AF020789 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <1->469
cyt2Ba3 AF022884 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <1->469
cyi2Ba4 AF022885 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <]1->469
cyt2Ba5 AF022886 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <1->471
cyt2Bab AF034926 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <1->472
cyt2Bbl Ug2519 Cheong & Gill 1997  AEM 63 3254-3260 416-1204

*Tabla tomada de Revision of the Nomenclatura for the Bacillus thuringiensis Pesticidal Crystal
Proteins'’.

Nota : Las siguientes toxinas o proleinas parecidas a foxinas no han sido incluidas en la
nomenciatura debido a que no se encuentran dentro del cristal o porque no han
presentado crilerios satisfactorios para su inciusion.

Nombre Acceso Referencia Aiio Revista Codigo
40kDa . M76442 Brown and Whiteley 1992  J Bact 174 549-557 45-971
cryC35 X92691 Juarez-Perez et al1995  no publicado 1-981

cryTDK D26346 Hashimoto 1996 no publicado 177-2645
cryC53 X98616 Juarez-Perez ¢t al1996  no publicado 1-1005

vip3A(a) L48811 Estruch et al 1996 PNAS 93 5389-5394 739-3105
vip3A(b) 148812 Estruch et al 1996 PNAS 93 5389-5394 118-2484
p21med X98794 Thiery et al 1997  AEM 63 468-4731-552
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V. Actividad Antitumoral

A mediados de la década de los 70° s Prasad y Shethna descubrieron, tanto in vivo
como in vitro, que el cristal completo de B.t.t. era capaz de inhibir el crecimiento del
sarcoma ascitico de Yoshida. Elios administraron 0.1 mg/kg. de proteina por via
intraperitoneal en ratas portadoras de sarcoma por un periodo de 5§ dias, resultando en
una regresion completa del tumor y la inmunidad a futuros retos con células tumorales, la
cual podria ser transferida a animales singénicos mediante suero inmune y linfocitos de
ratas no portadoras del tumor pero tratadas con la &-endotoxina in vitro. Otros de los
aspectos que observaron fue que, a una dosis de 1 mg/kg. Esta proteina redujo la
viabilidad de las células tumorales en un 60% ; ademas, limita la fuente de precursores
necesarios para la sintesis de DNA, RNA y proteinas, debido al dafio en la membrana
celular. Todo esto sugiere que la actividad citotoxica de esta proteina actia en la
membrana celular %71,

Posteriormente, en 1985 Zamola y col. observaron que al exponer cultivos de B.t.t.
a radiacion ultravioleta (250nm 60 mW) se incrementaba la actividad antitumoral de la
proteina en ratones C57BL/ 6, los cuales eran portadores de carcinoma pulmonar %, En
1988, Yokoyama vy col. trabajando con células de leucemia murina L-1210 y demostraron
que la fraccién de 25 kDa de Bacillus thuringiensis var. israelensis, (B.it.i. ) era capaz de
inhibir en un 50 % el crecimiento de dichas células. Ademas observaron un efecto
potenciador cuando se combinaba con farmacos anticancerigenos® especialmente con
Bleomicina. Esto fue corroborado en 1991, cuando realizaron una investigacién similar a la
anterior donde continuaron evaluando el sinergismo entre la proteina de 25 kDa de B.t.i. y
la bleomicina 2*95, jn vivo con ratones portadores de carcinoma de Erlich, melanoma B16 y
fibrosarcoma methionina A. Los resultados obtenidos mostraron que la proteina fue a esas
concentraciones inefectiva cuando se utilizaba por si sola, pero que al combinarse con la
bleomicina se apreciaba la inhibicion del crecimiento del tumor, lo que podria deberse a la
posible interaccidn de la proteina con los fosfolipidos de la membrana celular que
conducen a la formacién de poros, a la lisis y asi la muerte celular 3,

Mas recientemente en 1996, Rodriguez-Padilla observé que la proteina purificada
de B.Lt. presentdé actividad citotdxica contra células tumorales humanas de diferentes
origenes: mieloide, linfoide, eritroblastoide, hepatoma, carcinoma de mama, de ovario y de
rindn, asi mismo indicd que la unica linea celular resistente fue glioblastoma. En este
trabajo se determind que el peso molecular de esta proteina, fue de 20 kDa, ademas se
demostré que la accion citotoxica de la proteina fué dependiente de dosis 83. 74
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Todos estos reportes demuestran la capacidad que tienen las S-endotoxinas para
matar células tumorales de ratén y ratas, asi como de humano y de modular la respuesta
inmune 8 71.72.74.92.94.98_ Sin embargo a pesar de conocer los efectos de estas proteinas a
nivel celular, se desconoce en su mayoria las caracteristicas fisicoquimicas y su relacion
estructural y/o funcional con las toxinas insecticidas descritas para otras subespecies.
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Tabla 2. Actividad antitumoral y citotoxica de las proteinas purificadas de
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis y var. israelensis

ACTIVIDAD
ANTITUMORAL

Bt

La proteina purificada del cristal compieto de B.t.t. inhibe el crecimiento del
sarcoma ascitico de Yoshida, causa regresion completa de este sarcoma y
confiere inmunidad a futuros retos con células tumorales: Reduce la
viabilidad de las células tumoraies del sarcoma en un 60% (1 mg/kg.) 2.

Cuando se exponen cultivos de B.tt a radiacién ultravioleta (250nm 60
mW), se incrementa la actividad antitumoral de la proteina contra carcinoma
pulmonar®,

La fraccién purificada de B.t.f. de 20 kDa (oncotoxina), tiene actividad in
vitro hacia células tumorales humanas de diferentes origenes (linfoide,
mieloige. eritroblastoide, hepatoma, carcinoma de mama, de ovario y de
ninon) ™.

La fraccién purificada de 25 kDa tiene actividad in vivo e /in vitro®

La fraccion purificada de 25 kDa, tiene un efecto potenciador cuando se
combina con farmacos anticancerigenos como la bleomicina e inhibe en
un50% el crecimiento de células de leucemia murina L-1210%

La fraccion purificada de 25 kDa Tiene actividad antitumoral in vivo e in
vitro®.

Inhibe en un 50 % el crecimiento de célutas de leucemia murina L-1210%.

La fraccion purificada de 25 kDa, tiene un efecto potenciador cuando se
combina con farmacos anticancerigenos como la bieomicina®.

MECANISMO DE
ACCION

Bte

La oncotoxina interactaa especificamente con receptores de las células del
linfoma histiocitico humanc (U-937). Hay produccion de NF-xB el cual

induce al TNF ( Factor necrético tumoral)™

La oncotoxina causa fragmentacion en el DNA de las céiulas tumorales %7

Se sugiere que el mecanismo molecular de la actividad citotéxica de la
oncotoxina sea por apoptosis™

La reaccion cruzada de la oncotoxina con otros serotipos de Bacillus
thuringiensis , sugiere que el gen que codifica para esta proteina no solo
esté presente en B.Lt sino también en otros serotipos®.

Bei

El cristal completo limita la fuente de precursores necesarios para la
sintesis de DNA, RNA y proteinas. ™'
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Hipotesis:

La proteina de 20 kDa de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis presenta actividad
antitumoral in vivo en ratones portadores del Linfoma subcutaneo Murino L-5178Y

(H-2¢).

Objetivo General:

Evaluar la capacidad antitumoral de la oncotoxina de Bacillus thuringiensis var,
thuringiensis.

Objetivos Particulares:

1.Determinar la DL{100 para diferentes dosis de la linea celular Leucémica Murina
L-5178Y.

2.Determinar la dosis Optima terapéutica de la Oncotoxina de Bacillus thuringiensis
var. thuringiensis.
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Fig. 4 Diagrama de Flujo
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MATERIAL Y METODOS

I. Linea Celular Tumoral ,

La linea tumoral utiizada fue el linfoma murino denominado linfoma murino L-
5178Y. Este linfoma, es una leucemia transplantable obtenida de un tumor ascitico
inducido con 3-metilcolantreno en ratones hembras DBA/2 (H-2d), es de origen
espontaneo y de estirpe timica, mantenido en fase ascitica por transplantes periddicos en
ratones BALB/c, proporcionado por el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
Facultad de Ciencias Biolbégicas.

. Animales de Experimentacion

Se usaron ratones de ambos sexos de la cepa BALB/c (H-zd) de 6-8 semanas de
edad, proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Ciencias Biolbgicas de la U. A. N
.L., los cuales se alojaron en jaulas colectivas de acrilico con cama directa de aserrin y
tapa de acero inoxidable, con alimento y agua de libre acceso.

lll. Oncotoxina de B. t. t. de 20 kDa.
La proteina utilizada fue proporcionada por el cepario del Laboratoric de
Inmunologia y virologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la U.A.N.L.

IV. Produccion de la Proteina del Cristal de Bacillus thuringiensis 01001 var.
thuringiensis

1. Un cultivo de 24 hr que sirvid como inoculo se sembré en agar nutritivo a pH 7.2 a 7.6,
en botellas que tienen una superficie de 22 por 23 cm. y se incubaron a 30 °C. por un
periodo de 72 hr a 96 hr.

2. Después de este tiempo se determind la presencia de esporas y cristales, asi como de

células vegetativas, mediante un frotis tefido con cristal violeta y se observéd al
microscopio éptico .
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V. Obtencioén de los Cristales.
El complejo de esporas y cristales crecidos en el agar nutrtivo, se cosechd de la
siguiente manera:

3. El cultivo de cada botella se recuperd con 50 ml. de solucién de lavado (NaCl 1M).*

Se puede dejar de 24 a 48 hr en esta solucién de lavado para que lisen
las células vegetativas que aun se encuentren presentes y se libere el
cristal.

4. La muestira se lavd 2 veces con 100 mi. de una solucién de lavado y se centrifugd a
6,000 r.p.m. /15 min. a 4°C. Tirar sobrenadante.

5. La pastilla se lavé nuevamente, ahora con 100 de una solucidén de lavado 2 (0.2M de
NaCl) y se centrifugd a 6,000 r.p.m. /15 min. a 4°C. Tirar sobrenadante.

6. La pastilla se resuspendié en Tritdn X-100 0.01% y se lavé por centrifugacion a 6,000
r.p.m. /15 min. a 4°C. Tirar sobrenadante.

El tntén lisa las células vegetativas que pudieran esta presentes aun en
fa muestra y se libere el cristal.

7. La pastilla se resuspendié en agua destilada estéril pH 7 y se centrifugé a 6,000 r.p.m.
/15 min. a 4°C.

Este paso se repitié 2 veces antes de guardar la muestra en refrigeracién hasta la
purificacion de los cnstales.

VL. Purificacién de los Cristales.
Los cristales fueron purificados en un sistema acuoso bifasico adaptado en el
laboratorio de Inmunologia y virologia de esta Facultad de la siguiente manera:

a) Preparacion del Sistema bifasico
9. En un tubo Falcon (Corning) de 50 ml, se agregaron 11.18 gr. de Polietilenglicol 3350
(PG) y 34.1 ml. de solucion de fosfatos 1M., se agitd vigorosamente para solubilizar el
PG. Se formaron 2 fases.
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10.A cada tubo con sistema bifasico se agregaron 5 ml. de la muestra del complejo
espora-cristal, se agitod vigorosamente y se centrifugd a 2500 r. p. m. por 3 min.

11.Se formdé una interfase blanquecina que contiene los cristales concentrados libres de
esporas; se cosechd cuidadosamente esta interfase con una pipeta pasteur. Se hizo un
frotis y se tifié con cristal violeta y observé al microscopio éptico.

Si persiste la presencia de esporas, el proceso se repite las veces que
sean necesanas hasta no observar esporas contaminantes en los

frotis y confirmar su pureza.

12.Los cristales fueron lavados 2 veces con agua destilada pH7 estéril, y centrifugados a
10,000 r.p.m. por 15 min. a 4°C.

13.Finalmente los cristales fueron concentrados en un volimen minimo de agua destilada

estéril, liofilizados y congelados a -20 °C hasta su uso > 75,

VIL Solubilizacién de los Cristales de B.L.t.

14.Los cristales purificados en el sistema bifasico se solubilizaron en una solucién de
NaOH 0.1 My Glycina 0.02 M. a pH12.

15. Se disuelven de 1 a 4mg/ml de cristales en la solucién anterior. La suspensién se agita

con una barra magnética por 5 hr.

16.Centrifugar a 10,000 r. p. m. /15 min. a 4°C. El sobrenadante contiene la proteina por lo

gue se desecha el precipitado.

17 .Dializar el sobrenadante contra 80 volumenes de agua destilada para eliminar las sales

de la muestra.

18.Finalmente fueron colectadas en volimenes de 1ml,, licfilizadas y congeladas hasta su
69,75
uso V.

VIil. Obtencion de la Proteina de 20kDa en una Columna de DEAE-Sepharosa.

24



Esta coiumna es de intercambio idnico que permite la separacién de proteina en
base a sus cargas eléctricas netas. Las matrices de intercambio idnico deben activarse
con HCl o NaOH. La matriz tiene una resoluciébn maxima de 10 gr. de hemogiobina por
cada 100 ml de gel, y de 11.4 gr. de albdimina por cada 100 ml de gel.

19.Montar con la matriz, una columna de 6 cm de largo por 1.3 cm de diametro. Esto da
una cama de 7.9 mi, con una resolucion maxima de 800 mg de proteina.

20.Pasar por la columna la muestra de proteinas solubilizadas, dejando salir libremente el

fluido y desechandolo.

21. Lavar ia columna con 10 ml. de Tris Cloro estéril pH8*. Inmediatamente después se
pasa por la columna un gradiente lineal de NaCl con las siguientes concentraciones y

volumenes.

Concentracion Vol./Columna
(Moles) {ml)
0.05 9
0.10 9
0.15 9
0.20 9

22.Colectar en frascos limpios cada fraccién eluida, de cada concentracion  moiar de la

solucion de NaCl.

23.Dializar en 80 vol. de agua con 3 cambios a 4°C. En membranas independientes cada
fraccién eluida contra agua destilada para eliminar las saies de NaCl L.7=

IX. Determinacién de la Concentraciéon de la Proteina

Se prepard una linea de regresion utilizando un estandar de BSA de 0.5 mg/ml de
concentracion inicial. Al mismo tiempo que se prepararon estandares, se prepararon las
muestras problema, haciendo diluciones apropiadas de ambos, de tal manera que las
lecturas de absorvancia de los problemas estén dentro de las lecturas de los estandares
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para poder extrapolar en la linea de regresion, al momento de calcular la concentracion de
proteina desconocida para los problemas.

56
Determinaciéon cuantitativa de las proteinas por el método de Lowry

Linea de regresién con un estandar de BSA de 0.5 mg/ml.*

Tubo Estandar H20 NaOH 1N Concentracion
(ml) (ml) {mi) (mg/mil)
1 - 0.5 ' 0.5 -
2 0.1 0.4 0.5 0.05
3 0.2 0.3 0.5 0.10
4 0.3 0.2 0.5 0.15
5 0.4 0.1 0.5 0.20
6 0.5 - 0.5 2.5
Problema 0.5 ?
ml. dilucién
apropiada

*Tomado de Actividad adyuvante de los cristales y las proteinas de Bacillus thunngiensis GM-1 var. aisawai,
efecto sobre la respuesta inmune humoral y celular. ; Roman-Calderon 7%

24 Preparar el reactivo A* Na2COg3 al 5%.

25.Preparar el reactivo B*
a).- Preparar una solucion de Tartrato al 1%
b).- Colocar 0.5gr de CuSO4. 5 H20 aforado a 100 ml con ta solucién de Tartrato
de Nay K al 1%.
26.Preparar el reactivo C* (a 50 ml del reactivo A, agregar 2 ml del Reactivo B).

27 Reactivo D (Folin Ciocatteu 1N, diluciéon 1:2).

28.Colocar 0.5 mi de la muestra y agregue 0.5 ml de NaQOH. Calentar todos ios tubos a
ebullicién por 5 min. y dejar enfriar a temperatura ambiente.

29 Agregue 2.5 mt del reactivo C, agitar rapidamente y se deja reposar por 10 min.
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30.Anadir 0.5 ml. del reactivo D. se agita rapidamente y dejar reposar por 30 min.

31.Un Blanco conteniendo 0.5 ml de agua destilada en vez de la muestra y una serie de
soluciones de proteina estandar, son tratados de la misma forma incluyendo la etapa
de calentamiento.

32.Después de reposar 30 min. para permitir que se desarrolle por completo el color medir
la densidad éptica a 750 nm. en un espectrofotdmetro Beckman DU 650. Todos los
tubos se preparan por duplicado.

33.Trazar una curva estandar con la densidad éptica contra los mg de la proteina estandar
y se use esta para leer las concetraciones de las muestras.

X. Transplante Y Mantenimiento Del Linfoma L-5178Y

1. Extraer el liquido de ascitis de la cavidad peritoneal de ratones Balb/c, sacrificados por
dislocacién cervical, 13 dias después de haber sido inoculados con células del linfoma
L-5178Y.

2. Colectar el liquido en un tubo cénico estéril con tapén de rosca (50 mi), conteniendo 10
ml de PBS a pH 7.2 { mantener en frio durante la coleccion del liquido peritoneal).

3. Lavar las células por centrifugacion a 2000 r.p.m. por 10 min.

4. Tirar el sobrenadante y resuspender nuevamente en 10 ml de PBS.

5. Hacer una dilucién de la muestra.

6. Realizar una cuenta celular y cuenta viable con Azul tripan (Sigma Chemical Co.
#T8154) (Dil. 1:2).

7. Ajustar el volumen a 5 )(106 células/ml.

8. inocular 0.2ml del volumen ajustado intraperitonealmente en ratones BALB /c de 6-8

semanas.

XI. Determinacién de la Mortalidad de Ratones BALB/c Inoculados a Diferentes
Dosis con Células del Linfoma L- 5178Y.
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1. Se evalué el porciento de Mortalidad del Linfoma a ios 30-40 dias. Para tal efecto se
utilizaron ias siguientes dosis :
* 2X 104 Células/raton
+ 1Xx 106 Células/raton
2.5x 106 Células/ratén
* 5x 106 Células/ratén
10 x 10° Células/raton
20 x 106 Céluias/ratén

*

*

*

2. Cada dosis se inoculd en grupos (lotes) de 10 ratones, todos se realizaron por
Triplicado. La inoculacién fue hecha sobre la extremidad posterior derecha iniciando

por la concentracion mayor.

Xil. Determinacién de la Dosis Optima de Regresiéon de la Oncotoxina de B.L.L

1. Evaluamos el Efecto de la Oncotoxina de B.t.t. sobre el Linfoma L-5178Y, para ello

utilizamos las siguientes dosis .

* 500ug por Kg de peso

* 1000p1g por Kg de peso

* 1500ug por Kg de peso

* Control (+) Sin tratamiento

+ Control {-) Con albumina (1500ug por Kg de peso)

2. En grupos de 5 ratones por dosis, se administré via intratumoral, una dosis unica, en un
volumen de 0.2 ml. a los 7 dias después de haber sido inoculado el linffoma.
Posteriormente se monitoreé el efecto de la oncotoxina, evaluamos el incremento del
peso y del volumen de [a masa tumoral, y ia sobrevivencia de ios grupos tratados en un

periodo de 30-40 dias.

Nota :La actividad del tumor fue evaluado por la diferencia de peso
comparado con el control. El peso del tumor fue estimado por la
medicion calibrada del largo (A) y del ancho (B) del tumor usando la

siguiente formula.

Peso (mg) = A (mm) X B2 (mm)/2
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Y el volumen tumoral fue calculado mediante la relacion.

V= 4TI(R1+ R2’
3 2

Los datos fueron analizados por Anova

3. La evaluacién de la actividad antitumoral se realizé en términos del incremento del

porcentaje, comparado con el control 56,93
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RESULTADOS

I. Determinacién de la Dosis Letal al 100% del Linfoma Subcutaneo Murino en
Ratones BALB/c

Con la finalidad de establecer un modelo experimental de Cancer, se empled el
linfoma murino L-5178Y. Este linfoma, es una Ieucerhia transplantable obtenida de un
tumor ascitico inducido con 3-metilcolantrenc en ratones hembras DBA/2 (H-2d), es de
origen espontanec y de estirpe timica, mantenido en fase ascitica por transplante en
ratones BALB/c.

Para tener parametros medibles del desarrollo del tumor, se inocularon de manera
subcutanea, sobre la extremidad posterior derecha, diferentes dosis de células del linfoma
L-5178Y, necesarnas para causar la muerte en un 100% de la poblacion, en un tiempo
estimado de 30 dias. Para tal efecto, medimos la mortalidad en los grupos de ratones (10
ratones por grupo), inoculados a 2 x 104, 1x 106, 2.5 x 106, 5 x 106, 10 x 106, 20 x 106,
celulas del linfoma. Estos experimentos fueron realizados por triplicado, los resultados que
se obtuvieron fueron 0,10,25,25,55,100% de mortalidad respectivamente, a los 30 dias
después de {a inoculacién del tumor (Fig.5). Con la dosis de 20 X 10° células se obtuvo
el 100% de mortalidad, con ésta dosis se forma un tumor con crecimiento progresivo que
finaimente se disemina a otros tejidos causando la muerte de los ratones entre los 30-40
dias.

Observamos también el aspecto fisico de estos ratones ; todos ellos presentaron
perdida de apetito, abultamiento abdominal, diarrea sanguinolenta, pelo erizado, volumen
tumoral medible y bien definido, en la zona de inoculacion y subsecuentemente paralisis
de ambas extremidades posteriores. Por o que utilizamos, esta dosis para ver el efecto de
la oncotoxina de 20 kDa de B.t.L. sobre e! linfoma.

il. Actividad Antitumoral de la oncotoxina de 20kDa.

Utilizamos diferentes dosis (500ug, 1000ug y 1500ug por Kg. de peso) de la
proteina de 20 kDa de Bacillus thuringiensis var. thuningiensis. Con ellas se inocularon
intratumoralmente tres grupos de ratones (5 ratones por grupo), 7 dias después de la
induccidén del tumor.
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Observamos que con las tres dosis utilizadas hay una sobrevivencia del 100% en
los tres grupos tratados, y que la eliminacion total del tumor se realizé en un termino de 30
dias en todos ellos. Esto se reflejo en el crecimiento del tumor, que con las dosis de 500,
1000 y 1500, el tumor se desarrolla hasta alcanzar un volumen aproximado de 7.5, 10.5 y
5 cm® y un peso tumora! de 2.0, 3.3 y 1.2mg respectivamente a los 15 dias de la
inoculacién del tumor. Posteriormente observamos una visible regresién del tumor hasta su
desaparicion a los dias 27, 29 y 31 (1500,1000 y 500) (Fig. 6 )

Los ratones se dejaron un afo mas, después de haberse tratado con la
oncotoxina, no encontrando crecimiento alguno del tumor.

Corrimos grupos controles por triplicado, control + (tumor) y control - (tumor y
tratados con albimina), en ambos casos se comportaron de manera muy similar; se
desarrollé el tumor hasta alcanzar un volumen de 34 y 24cm’ y con un peso tumoral de
10.2 y 9.1mg respectivamente a los 15 dias. (Fig. 6 - 8).

Durante la fase terminal del linfoma en estos grupos, no fue posible determinar el
volumen, ya que en esta etapa, son completamente invadidos y se pierde la delimitacién
del tumor, por lo tanto no son medibles, sin embargo continuamos monitoreandolos hasta
su muerte a los 30-40 dias. (Fig. 10)
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% de Mortalidad

Fig. 5 Grafica de mortalidad de grupos en ratones BALB/c de ambos
sexos inoculados con el linfoma murino L-5178Y a diferentes
dosis. 2 x 10% 1 x 10% 2.5 x 10°; 5 x 10% 10x10°; 20 x10°;

control .
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Fig. 6 Efecto de la oncotoxina de 20 kDa de Bacillus thuringiensis
var. thuringiensis, sobre el volumen (cma) del linfoma murino
L-5178Y, administrada como dosis Gnica via intratumorat en
diferentes tratamientos (500, 1000, y 1500pg/kg de peso), 7
dias después de la inoculacién subcutianea de 20x10°
células tumorales. El control (+), célula tumorales, sin
tratamiento y Control(-) células tumorales + albiimina.
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Fig. 7 Efecto de la oncotoxina de 20 kDa de Bacillus thuringiensis
var. thuringiensis, sobre el peso tumoral (gr) del Linfoma
murino L-5178Y, administrada como dosis uUnica via
intratumoral en diferentes tratamientos (500, 1000, vy
1500pg/kg de peso), 7 dias después de la inoculacién
subcutanea de 20x10° células tumorales. E! control {+),
célula tumorales, sin tratamiento y control (-) células
tumorales + albumina.
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Fig. 8 Efecto de la oncotoxina de Bacillus thuringiensis var.
thuringiensis, en la sobrevivencia de grupos inoculados
con diferentes tratamientos ( 500,1000 y 1500 pg/ kg de
peso), como dosis Unica via intratumoral, 7 dias después
de la inoculacién subcutanea de 20 x 10° células del
linfoma murino L- 5178Y. Control (+), células tumorales

sin tratamiento y control (-) células tumorales +
albamina.
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Fig.9 Efecto de la oncotoxina de 20kDa, sobre ratones BALB/c
portadores del linfoma L-5178Y, administrada como dosis anica
via intratumoral a). Vista superior del grupo de ratones sin
tratamiento (Control); b), c¢), y d) vista superior de ratones
tratados con las dosis de 500, 1000 y 1500ug/kg de peso. 30 dias
después de la administracion del tratamiento.

IR



Fig. 10 Efecto de la oncotoxina de 20kDa, sobre ratones BALB/c portadores
del linfoma L-5178Y, administrada como dosis tnica via intratumoral.
Acercamiento de ejemplares representativos de los grupos a) y b),
vista superior de ratones tratados con las dosis de 500, 1000 na’kg; c)
vista lateral de ratones tratados con las dosis de 1500 pug/kg de peso Yy
d) Vista lateral de un ratén sin tratamiento (Control). 30 dias después
de ja administracién de la oncotoxina
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DISCUSION

La actividad antitumoral de la proteina de 20kDa de B.Lt en la actualidad, es una
linea de investigacibn muy reciente, pocos han sido los estudios realizados para
determinar su papel terapeutico en canceres experimentales.

En el presente trabajo se estudid el efecto antitumoral in vivo de esta oncotoxina.
Para tal efecto, se desarrollé un modelo experimental, el cual se establecié por la inyeccién
de diferentes dosis del linfoma, inoculadas de manera subcutanea, sobre la extremidad
posterior derecha, esto con el propodsito de determinar la concentracion 6ptima letal al
100% de los animales en un tiempo de 30 dias después de la inoculaciéon del tumor.

La linea tumoral que utiizamos para el modelo experimental, es una leucemia
mantenida en fase ascitica portransplante en ratones BALB/c con una dosis de & x
10° células. Existen reportes que indican que a esta dosis, inoculada via intraperitoneal,
causa la.muerte de los ratones entre los 15-20 dias'®, Nosotros hemos observado que
con la dosis de 20 x 10° células se forma un tumor sélido, bien delimitado y medible, que
inicia teniendo un volumen de 0.5cm’ aprox., 3dias después de haber sido inoculado; el
tumor se desarrolla progresivamente hasta alcanzar un volumen de 30 cm® aprox., que
continua diseminandose a otros tejidos causando perdida de apetito, abultamiento
abdominal, diarrea sanguinoienta, pelo erizado, perdida de la funcién de las extremidades
posteriores y finalmente la muerte de los ratones. Por todo lo anterior hemaos visto que
esta dosis, es un buen modelo experimental, por su formacién tumoral sdlida y bien
definida que nos permite observar claramente el efecto de la oncotoxina sobre el linfoma.

La oncotoxina administrada a diferentes dosis (500, 1000 y 1500ug/Kg),
intratumoraimente como dosis unica, tiene un efecto antitumoral y permite la regresion
total del tumor y la sobrevivencia de los ratones en un 100 % en todos los grupos
portadores del linfoma, en un termino de 30 dias.

En los primeros dias, después de la inoculacién del tumor, todos los grupos
presentan volimenes y pesos cercanos entre si. Dias posteriores a la fecha en que se
administran los tratamientos (500, 1000 y 1500ug/Kg), se observa un ligero incremento,
que se ve refiejado en el peso del tumor (1.98, 3.21, 1.22 gr.) y en su volumen (7.03, 9.76,
5.00 cma) respectivamente. Sin embargo los grupos controles presentan incrementos
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marcados en sus pesos y volimenes. Entre los dias 9 al 19, todos los grupos tratados,
entran en una fase estacionaria. Nosotros pudimos observar. que al inicio de esta fase, el
tumor crece, sobre la extremidad posterior derecha, inmovilizandola casi completamente,
posteriormente hay una disminucidn gradual en los tres grupos, hasta su completa
desaparicion en los dias 31, 29 y 25, respectivamente. A diferencia de los grupos controtes
donde el tumor continua desarrolandose hasta invadir compietamente a los animales y
causarles la muerte.

Las tres dosis utilizadas tienen el mismo efecto sobre el linfoma, ya que causan su
regresion compieta. Sin embargo, hemos observado que el grupo tratado con la dosis de
1500p19/Kg no permite el desarrollo del tumor, esto se ve reflejado en su volumen que se
mantiene al rededor de 50 cm® desde ahi disminuye hasta su eliminaciéon total, a
diferencia de las dosis de 500 y 1000ug/Kg que alcanzan un volumen de 7.03, 9.76 cm®
respectivamente. (Figs. 5, 6) Esto indica que la regresién del tumor es dependiente de
dosis. En un estudio anterior al nuestro donde Rodriguez—Padilla" probé in vitro diferentes
concentraciones de la oncotoxina (10-100pg/kg) sobre lineas celulares de diversos
origenes, ella observé que la actividad citotoxica es dependiente de dosis, con nuestros
resultados confirmamos lo antes mencionado.

Poco se conoce del mecanismo de accion de la proteina de 20 kDa, sobre células
tumorales. Yokoyama vy col.®® han mencionado que algunas drogas (bleomicina)
incrementan su actividad tumoricida con la 6-endotoxina de 25kDa de B.ti, ademas
induce la fragmentacién del DNA. Rodriguez Padilla,”® también reporta que la oncotoxina
de 20kDa de B.tt induce fragmentacién del DNA, in vitro. Estudios recientes realizados
por Mendoza Gamboa 64, ha mencionado que la proteina de 20kDa de B.tt., interactaa
especificamente con receptores celulares del linfoma histiocitico humano, ademas sugiere
que el Mecanismo de Accion de [a oncotoxina es por apoptosis, y que hay una produccion
de NF-kB que induce el TNF (Factor necrético tumoral)64. Esto podria explicar la visible
regresion del tumor y la no recurrencia del mismo.
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CONCLUSIONES

La DL 900 para el linfoma subcutaneo murino L-5178Y, es de 20x 10° células

La oncotoxina de Bacillus thuningiensis var. thunngiensis, tiene actividad
antitumoral in vivo sobre el linfoma murino L-5178Y.

La proteina de 20kDa de B.tt administrada como dosis Unica e
intratumoraimente, causa una regresion completa del linfoma en un termino de 30
dias y su nula recurrencia hasta un afio después.

Las tres dosis de la oncotoxina utilizadas ( 500, 1000 y 1500 ug/kg.), presentan
el mismo efecto sobre el linfoma, a diferentes tiempos.

La actividad antitumoral de la proteina de 20 kDa es dependiente de dosis.
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PERSPECTIVAS

Determinar la expresion de citoquinas Th1 y Th2 en el tejido tumoral de
animales tratados con la dosis de 1500 nug/Kg de peso de la oncotoxina por RT-

PCR.
Analizar la respuesta inmune celular por histopatologia.

Estudiar, por citometria de flujo, si el mecanismo de muerte celular ocacionada
por la oncotoxina en el linfoma L-5178Y, es mediante apoptosis.
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