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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La bacteria Bacillus thuringiensis es un bacilo del suelo, gram-
positivo, aerdbico, esporulado, con flagelos peritricos, que se
caracteriza porque después de terminar su crecimiento vegetativo,
contiene ademas de la espora una inclusidn cristalina de naturaleza
proteica, en forma de diamante o bipiramidal, a la que en 1967
Heimpel designd como delta-endotoxina (1). Esta toxina presenta
varias actividades biolégicas; la primera y mas ampliamente
estudiada es su actividad tdéxica especifica contra larvas de insectos
plaga de importancia agricola y en Salud Publica sin afectar a
mamiferos (2, 3), las inclusiones cristalinas de Bacillus
thuringiensis disueltas en el intestino medio de los insectos liberan
una o mas proteinas insecticidas de 27 a 140 kilodaltones (kDa); la
clasificacién de los genes de las proteinas insecticidas del cristal

se basa en su espectro insecticida ademds de la estructura primaria



de las proteinas, asignados en dos grupos: genes cry (proteinas
insecticidas del cristal) y genes cytA (proteinas citoliticas del
cristal). Los genes cry! codifican proteinas del cristal de 131-138
kDa con actividad especifica hacia Lepiddpteros, los genes cryll
codifican proteinas de 70 kDa con actividad especifica hacia
Lepidépteros y Dipteros, los genes crylll codifican proteinas del
cristal de 73.1 kDa especificas hacia Coledpteros, los genes crylV
codifican proteinas del cristal de 72.4-134.4 kDa con actividad
téxica especifica hacia Dipteros, los genes cytA codifican para una
proteina de 27 kDa que presenta actividad citolitica contra una
variedad de células de vertebrados e invertebrados (4). Se ha
reportado una nueva clase de genes de las proteinas insecticidas del
cristal; cryV, codifican proteinas de 81 kDa tdxicas a larvas de
Lepidépteros y Coledpteros (5), y se han clonado dos tipos de genes
cryV; cryVi y cryVses (6). La delta-endotoxina de Bacillus
thuringiensis presenta actividad nematicida, ya Que preparaciones
de! cristal proteico son letales a huevecillos y larvas de nematodos
zooparasitos tanto in vivo como in vitro (7, 8, 9, 10). El cristal
proteico de Bacillus thuringiensis incrementa la respuesta inmune al

actuar como adyuvante en ratas y cobayos que han sido imnunizados



a diversos antigenos (11, 12). Ademas se ha reportado su actividad
antitumoral en modelos experimentales murinos que presentaban
sarcoma ascitico de Yoshida, carcinoma pulmonar Lewis, leucemia L-
1210, carcinoma de Ehrlich, melanoma B16 y fibrosarcoma meth A
(13, 14, 15, 16, 17, 18, 19). En este trabajo estudiamos el efecto
citotdxico que presenta una proteina purificada a partir del cristal
proteico de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis en cultivos de
células normales y tumorales humanas; asi también determinamos la
estabilidad de dicha molécula a diferentes condiciones de pH,

temperatura y digestion enzimatica.

1.1 Breve Historia de Bacillus thuringiensis

El descubrimiento de la bacteria Bacillus thuringiensis se
realizé en 1901 por el investigador japonés Ishiwata, quien la aislé
a partir de larvas enfermas del gusano de seda Bombix mori y la
denominé Bacillus sotto (1, 20). En 1911, el aleman Berliner aislé
una bacteria similar a ésta a partir de larvas enfermas de la
palomilla de la flor del mediterrAneo Anagasta kuhniella y en 1915

la denomind Bacillus thuringiensis;, |la describe como un bacilo



esporulado, gram-positivo, con flagelos peritricos, observé que
después de terminar su crecimiento vegetativo el bacilo contiene,
ademas de la espora una inclusidn parasporal a la cual designé como
“Restkorper” o cuerpo de desecho, sugiriendo que estaba formado de
material celular que no se requiere para la formaciéon de la espora;
también describié que éste cuerpo de desecho inicialmente era
esférico incrementandose en tamano hasta llegar a tener una forma
romboidal (21). Mattes en 1927 confirmé las observaciones de
Berliner y afiadié que el crecimiento del cuerpo de desecho cambiaba
el alineamiento de las esporas (22). Posteriormente en 1946 Smith,
Gordon y Clarke describieron a Bacillus thuringiensis como una
variedad de Bacillus cereus, porque aparte de su patogenicidad para
ciertos insectos y de la forma oblicua de la espora en las células, el
organismo era casi indistinguible de Bacillus cereus (23). Hannay en
1953, estudiando la esporulacién de este microorganismo redescubre
el “Restkorper” y confirma las cbservaciones de Berliner, reportando
que las esporas fueron invariablemente acompanadas de cristales en
forma de diamante (24). En 1954 Angus demostré que la toxicidad en
el insecto estaba asociada principalmente con la inclusién cristalina

del bacilo y requeria ser solubilizada en soluciones alcalinas o jugo



intestinal del insecto para ser activa (25).

En 1955 Hannay y Fitz-James reportaron que la inclusion
cristalina parasporal era de naturaleza proteica y su ingestién era
suficiente para causar la muerte a larvas de insectos susceptibles.
Las primeras fotografias al microscopio electrénico del cristal
parasporal de Bacillus thuringiensis demostraron que tiene una
forma bipiramidal cuya estructura superficial esta formada por
estrias en direccidon paralela a la base plana del cristal (26). Asi en
1967 Heimpel agrupé a las bacterias cristaliferas como variedades
de Bacillus thuringiensis y denomind a la toxina del cristal como

delta-endotoxina (1).

1.2 Clasificacidn de Bacillus thuringiensis

El concepto de dividir a Bacillus thuringiensis en variedades fue
propuesto por Toumanoff y Vago en 1951, cuando aislaron un
microorganismo entomopatégeno formador de esporas a partir de
larvas enfermas del gusano de seda, al que llamaron Bacillus cereus
variedad alesti y sugieren que el aislado de Ishiwata y el de Berliner

sean también considerados como variedades de Bacillus cereus (27).



En base a criterios morfolégicos y bioquimicos; sugieren que el
aislado de Berliner sea el cultivo tipo para la especie, nombrandolo
Bacillus thuringiensis variedad thuringiensis, el de Ishiwata
Bacillus thuringiensis variedad sotto y el de Toumanoff y Vago
Bacillus thuringiensis variedad alesti (28).

En 1958 y 1959 Heimpel y Angus proponen que los cultivos
entomopatégenos podrian estar relacionados con Bacillus cereus, sin
embargo, presentaban dos diferencias importantes: eran patdgenos a
insectos y la presencia de un cuerpo parasporal dentro de la célula;
lo cual permitié colocarla como una especie separada (29). La
clasificacion de Heimpel y Angus fue utilizada por varios afos, hasta
que en 1962 De Barjac y Bonnefoi establecieron los parametros para
la clasificacidn de Baciflus thuringiensis al realizar una serie de
pruebas bioquimicas y seroldgicas con 24 cepas. Dicho estudio
sefnaldé que las pruebas basicas para cualquier clasificaciéon eran en
primer lugar, la produccién de lecitinasa, seguida esta prueba por la
utilizacién de diferentes azucares. Mediante éstas pruebas se
lograron distinguir 6 diferentes grupos de Bacillus thuringiensis. La
identificaciéon de éstas mismas cepas se efectué mediante métodos

serolégicos utilizando antisueros especificos contra el antigeno



flagelar, también llamado “antigeno H”, que poseen las células
vegetativas méviles de éstas especies; quedando establecido por
primera vez el criterio serolégico para la clasificacion de Bacillus
thuringiensis. En base a éstos estudios establecieron 6 grupos,
llamandolos serotipos H (H1-HB6) (30).

J. R. Norris en 1964 realizé un estudio con 46 cepas de bacterias
cristaliferas y las sometié a métodos de clasificacién en base a
pruebas bioquimicas, pruebas seroldégicas con antigeno H y analisis
de esterasa en geles de almiddn. Norris concluyd que las pruebas
biogquimicas son insuficientes para establecer una clasificacién
debido a que solamente dan informacién acerca de las reacciones
bioquimicas que pueden ser llevadas a cabo por bacterias, pero no
proporcionan informaciéon acerca de la naturaleza molecular de las
enzimas involucradas, por lo tanto no informan claramente si dos
bacterias comparten una caracteristica, ya sea porque estan
estrechamente relacionadas en algin momento de la evolucion y
producen enzimas idénticas, o porque simplemente muestran
similitudes en la funcién de ciertas enzimas pero sus estructuras
moleculares son diferentes. En cambio, el uso de las reacciones

antigeno-anticuerpo de alta especificidad, son de gran importancia



en la taxonomia ya que dan informacién de la estructura de grandes
moléculas; por ésta razén la clasificaciébn basada en reacciones
antigénicas tiene mayor significado en la taxonomia de éste tipo de
bacterias. Por otra parte, el analisis electroforético de la enzima
esterasa es de gran ayuda en la clasificacién especialmente porque
es mas rapido que los métodos bioquimicos y serolégicos (31).

En 1967 Heimpel propone que la toxina producida por Bacillus
thuringiensis sea llamada delta-endotoxina, sin embargo, también se
ha sugerido que sélo la porcién activa del cristal debe de ser
considerada como delta-endotoxina (32). En 1977 Krywienczyk
reportd que los cristales podrian ser diferenciados serolégicamente
y propuso que la serotipificacion del cristal seria una herramienta
util en la identificacién de los aislados de Bacillus thuringiensis
(33). Posteriormente en 1978-1981, demostré una correlacion entre
el tipo de cristal y el espectro de actividad insecticida de las
variedades de Bacillus thuringiensis. Ademas se comprobé que el
85% de las cepas con antigenos del cristal idénticos, pertenecen a un
serotipo “H” determinado (34). Igualmente reali(zé un amplio estudio
serolégico del cristal con 332 aislados de Bacillus thuringiensis el

cual proporciond caracteristicas que permiten clasificarlos en



grupos diferentes (35).

La novena edicién del Manual de Bergey, publicada en 1986,
distingue a Bacillus thuringiensis de Bacillus cereus por su
patogenicidad a larvas de lepidépteros y por la produccion dentro de
la célula de un cristal parasporal de naturaleza proteica, paralelo
con la formacién de la espora. Bacillus thuringiensis es clasificado
de acuerdo al antigeno flagelar H, forma del cristal, nimero de
antigenos, ciertas propiedades fenotipicas y patrones de ADN de
plasmidos, éstos pequefios grupos han sido llamados variedades y
subespecies. En 1986 Bergey utiliza el término de variedades para
describir a grupcs de cepas de Bacillus thuringiensis en base al
antigeno flagelar, pero que de acuerdo al Cédigo Internacional de
Nomenclatura de Bacterias solamente el término subespecie es
apropiado para subgrupos taxondmicos de Bacillus thuringiensis.
Actualmente, H. De Barjac reporta 45 serotipos de Bacillus
thuringiensis basados en el antigeno H, de los cuales algunos estan

divididos por subfactores antigénicos (36).



1.3 Actividad Antitumoral del Cristal Proteico de Bacillus

thuringiensis

En 1974 Prasad y Shethna demostraron que la proteina purificada
a partir del cristal proteico de Bacillus thuringiensis variedad
thuringiensis inhibié el crecimiento del sarcoma ascitico de Yoshida
tanto in vivo como in vitro (13). La administracién de una dosis de
proteina a una concentracién de 0.1mg/kg durante cinco dias por via
intraperitoneal a ratas Wistar que presentaban el sarcoma, resulté
en una completa regresion del tumor. En condiciones in vitro se
observé que a una dosis de la proteina de 1mg/ml reducia la
viabilidad celular en un 60% (14). Ademdas observaron que esta
proteina inhibié la captacion e incorporacién de precursores
marcados radioactivamente en las macromoléculas; por lo que limita
el pool de precursores necesarios para la sintesis de ADN, ARN y
proteinas al danar la integridad de la membrana celular. Esto fue
confirmado por la salida de constituyentes celulares marcados con
32P, proteinas y material que absorbe a 260 nm a partir de las
células tumorales que estaban en presencia de esta proteina. Estas

observaciones sugieren que la actividad citotéxica de esta proteina
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se efectia al dafar la permeabilidad de la membrana de las células
tumorales (15).

En 1985 Zamola y colaboradores observaron que al exponer
cultivos de Bacillus thuringiensis variedad thuringiensis a radiacién
ultravioleta a 254 nm (60uW) durante 35 a 45 minutos, la actividad
antitumoral de su proteina se incrementaba considerablemente en
modelos experimentales murinos de la linea C 57BL-6 que
presentaban carcinoma pulmonar Lewis (186).

En 1988 Yokoyama y colaboradores purificaron una proteina de 25
kDa a partir de la inclusién parasporal producida por Bacillus
thuringiensis subespecie Jjsraelensis. Esta proteina inhibié el
crecimiento del cultive de células de leucemia murina L-1210 a una
concentracién inhibitoria del 50% de 0.9 ug/ml. Interactuando con
constituyentes lipidicos de la membrana celular, principalmente con
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina. Cuando
esta proteina se utilizd en combinacidn con farmacos
anticancerigenos, su actividad citotéxica se incrementd, siendo la de
mayor efecto potenciador la bleomicina. ElI mecanismo de
potenciacion adn no esta claro, pero la interacciéon entre la proteina

de 25 kDa y los lipidos de la membrana celular puede jugar un papel

11



muy importante (17).

En 1991 Yokoyama y colaboradores evaluaron el sinergismo que
existe entre la proteina de 25 kDa purificada a partir del cristal de
Bacillus thuringiensis subespecie israelensis y la bleomicina en
modelos experimentales de ratones que presentaban tumores sdélidos;
carcinoma de Ehrlich, melanoma B16 y fibrosarcoma meth A.
Observando que aquella dosis de la proteina (0.3mg/Kg/dia)
inefectiva cuando se utilizaba por si sola, presentaba una apreciable
inhibicion del crecimiento del tumor al utilizarse en combinacién
con bleomicina. La citotoxicidad de esta proteina pudiera deberse a
su interaccion con fosfolipidos de la membrana celular formando
poros que darian origen a una lisis osmética coloidal (18).

En 1994 Yokoyama y Kohda determinaron que una proteina de 25
kDa purificada a partir de la delta-endotoxina de Bacillus
thuringiensis subespecie israelensis incrementa la citotoxicidad in
vitro de la bleomicina contra las células de la leucemia murina L-

1210, aparentemente por un rompimiento en la cadena de ADN (19).

12



1.4 Objetivos

1.- Purificar las fracciones del cristal proteico de Bacillus

thuringiensis var. thuringiensis.

2.- Determinar en que fraccidn (es) del cristal proteico de Bacillus

thuringiensis var. thuringiensis se encuentra la actividad citotoxica.

3.- Caracterizar la (s) fraccién (es) citotdxicas del cristal proteico

de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis.

13



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismos y Condiciones de Crecimiento

La cepa de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis fue
proporcionada por el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la U. A. N. L. Se conservé mediante
resiembras periddicas cada tres meses en tubos de ensaye con agar
nutritivo inclinado pH=7.0 y mediante liofilizacién, utilizando como
soporte l|eche desnatada estéril al 19% y Sse& mantuvieron en

refrigeracion a 4°C.
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2.2 Produccién del Extracto de Cristales y Esporas de

Baciilus thuringiensis

La cepa de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis fue
reactivada en tubos con agar nutritivo inclinado durante 18-24 horas
a 30°C. Para la preparacion del inéculo se tomé una asada, se sembré
en un matraz con 100 ml. de caldo nutritivo, agitandolo
constantemente a 200 rpm durante 18 horas a 30°C (Controlled
Enviroment Incubator Shaker). Se tomd un volumen del indculo y con
él se cubri6 la superficie del agar de las botellas planas de
crecimiento. A partir de las 48 horas se hicieron frotis de los
cultivos, hasta que en sus preparaciones se observaran un gran
porcentaje de cristales libres y pocas formas vegetativas. El
extracto de cristales y esporas se obtuvo a partir de la superficie
del agar de las botellas planas de crecimiento con solucién de NaCl
1M (Sodium Chloride. Sigma.S$-9625). Se centrifugd a 10 000 rpm
durante 30 minutos (Centrifuga Beckman J2-21). Se descartdé el
sobrenadante y el precipitado se lavé tres veces con la misma
solucion, para finalmente resuspenderlo en agua bidestilada pH=7.0,

se guardd en congelacién hasta su uso (37, 38).
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2.3 Purificacion del Cristal Proteico de Bacillus

thuringiensis

El cristal proteico de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis
fue purificado por el método de centrifugacién zonal en gradientes
de densidad de bromuro de sodio. Se prepararon los gradientes de
densidad de bromuro de sodio (Sodium Bromide. Sigma.S-8756) en
tubos de centrifuga de polyallomero de 31/2” de largo X 1" de
diametro a una concentracion de 30, 31.5, 33, 34.5, y 36%. Se
mantuvieron en refrigeracion durante toda la noche para que se
formara el gradiente. Con la ayuda de una pipeta pasteur se adiciond
de 1 a 1.5 gramos del extracto rico en cristales y esporas por las
paredes del tubo. Se centrifugéd a 25 000 rpm durante 90 minutos
(Ultracentrifuga Beckman L5-50E, rotor SW-27). Se obtiene una
interfase blanquesina que contiene los cristailes en abundancia. Se
separaron cada una de dichas bandas blanquesinas y se centrifugdé a
30 000 rpm durante 30 minutos (Ultracentrifuga Beckman L5-50E,
rotor Ty-30), se descarté el sobrenadante y se lavd el precipitado
con agua bidestilada tres veces. Se dializé contra agua bidestilada

(utiizando una membrana de dialisis Spectrapor membrane tubing
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10-12 kDa, no. 132703) durante tres dias con 3 a 4 cambios diarios.
Se determind la concentracion de proteinas, se liofilizé y guardd en

congelacion hasta su uso (39).

2.4 Solubilizacién del Cristal Proteico de Bacillus

thuringiensis

A 100 mg del cristal purificado de Bacillus thuringiensis var.
thuringiensis se le afiadieron 20 ml de una solucion de NaOH 1M
(NaOH. Sigma S-5881) en buffer de glicina 0.1M (Glycine. Sigma. G-
8898). Se mantuvo en agitacién constante durante 5 horas a
temperatura ambiente, con un pH inicial de 12.0. Se centrifugé a 20
000 rpm durante 30 minutos (Centrifuga Beckman J2-21). Se dializé
el sobrenadante contra buffer de fosfatos salino pH=7.2 (Spectrapor
membrane tubing, 10-12 kDa, no. 132703), durante 3 a 4 dias con
tres cambios diarios, finalmente la muestra presenté un pH=7.0 (40).
Se determindé la concentracion de proteinas de la muestra

solubilizada, se liofiliz6 y guardé en congelacion hasta su uso.
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2.5 Cromatografia DEAE-Affigel blue

Se aplicaron 2 mg/ml del cristal solubilizado de Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis a una columna de DEAE-Affigel blue
(BIO-RAD, No. cat. 153-7307) de 1.0 X 6.5 cm en un volumen de 1ml.
Previamente equilibrada con 30 ml de buffer tris 20 mM pH=8.0
(Trizma Base. Sigma. T-6791). Posteriormente se lavé con 5 ml del
mismo buffer. La eluciéon de la proteina se efectué al aplicar un
volumen de & ml de NaCl al 0.05 M en buffer tris pH=8.0, seguido por
la adiciéon de 5 ml de cada una de las siguientes concentraciones de
NaCl; 0.1, 0.15, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 y 1.0 M en buffer tris pH=8.0,
obteniendo fracciones de 5 ml cada una. Las fracciones eluidas se

analizaron en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (41).

2.6 Determinacion de Ia Concentracion de Proteinas del

Cristal Proteico de Bacillus thuringiensis

Para determinar la concentracion de proteinas de cada uno de los
tratamientos anteriores del cristal de Bacillus thuringiensis var.

thuringiensis, se utilizé el procedimiento de Bradford (42), con el
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reactivo de color concentrado de BIO-RAD (BIO-RAD, No. cat. 500-
0006). El microensayo se realizé en microplacas, mezclando 10 pl de
la muestra ( blanco, estandar o muestra problema) con 250 ul del
reactivo de color, determinandose la densidad dptica a una longitud
de onda de 595 nm (Spectrophatomer Dynatech DL-1000). Se utilizé

la albumina sérica bovina como estandar (Albumin. USB. Cat. 10868).

2.7 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida Dodecil

Sulfato de Sodio

La electroforesis de cada uno de los tratamientos de la delta-
endotoxina de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis se realizd de
acuerdo al procedimiento de Laemli (43), utilizando un gel separador
al 15% y un gel concentrador al 5% de poliacrilamida dodecil sulfato
de sodio. Se colocaron alicuotas de las muestras a analizar en el gel
ya adaptado a la camara de electroforesis (BIO-RAD Protean Il Model
1000/500. Cat. No. 165-4710), bajo las siguientes condiciones; 150
volts, 5 watts, 30 ma durante 2 horas aproximadamente.

Posteriormente el gel fue tefiido en nitrato de plata (44). Para
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determinar el peso molecular de cada una de las bandas
polipeptidicas del cristal proteico de Bacillus thuringiensis
observadas en el gel, se utilizaron marcadores de peso molecular
conocido (kDa): fosforilasa b (97.4), albimina sérica (66.2),
ovalbumina (45), anhidrasa carbdénica (31), inhibidor de tripsina
(21.5) y lisozima (14.4) (Molecular Low Weight. BIO-RAD. Cat. No.

161-0314) (45).

2.8 Lineas Celulares

Se utilizaron las siguientes lineas celulares humanas: linfoma
histiocitico (U-937), leucemia monocitica aguda (THP-1), leucemia
promielocitica (HL-60), carcinoma hepatocelular (Hep-3B, Hep-G2),
leucemia aguda de células T (Jurkat), linfoma de Burkitt (Raji),
adenocarcinoma de mama ( MCF-7, CLO), leucemia mielocitica
crénica (K-562), adenocarcinoma de ovario (OVCA-429, OVCA-432,
OVCA-433), glioblastoma (U-251). Asi como también células
normales de fibroblastos de piel de humano (HFF), celulas

mononucleares normales de sangre periférica de humano (PBMN).
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Estas lineas celulares se obtuvieron del American Type Cell Culture
Collection. El medio de cultivo utilizado para las lineas celulares
Hep-3B, Hep-G2, U-251 y para los linfocitos de sangre periférica fue
el Medio Esencial Minimo Eagle (EMEM. Bio-Whittaker. Cat. No. 12-
125B); mientras que para el resto de las lineas celulares se utilizé
el medio RPMI-1640 (Bio-Whittaker. Cat. No. 12-702Q). Ambos
medios fueron suplementados con suerc fetal bovino al 10%, 50ug de
gentamicina, 100 U/ml de penicilina, en frascos para cultivo de
células de 175 cm2 (Falcon 3028, Becton Dickinson). Se incubaron a
37°C en una atmésfera de 95% de Oz y 5% de CO» (Incubator Forma
Scientific). El medio de cultivo se cambié cada tres dias y las
células se subcultivaron una vez por semana. Para las pruebas de
citotoxicidad, las células adherentes se disgregaron por un corto
tratamiento con una mezcla de tripsina (0.05%) y EDTA (0.5 mM)
durante 5 minutos a 37°C, tal como se utiliza rutinariamente para

hacer subcultivos de dichas lineas celulares (46).
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2.9 Ensayo de Citotoxicidad

La actividad citotéxica del cristal proteico de Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis se determindé en base a ensayos de
proliferacién celular de acuerdo a la incorporacién de timidina
tritiada por las células incubadas en presencia 0 ausencia de dicha
proteina. Cada una de las lineas celulares se incubaron a una
densidad de 5 X 103 células en 200 ul del medio de cultivo en placas
de 96 pozos (Falcon, 3072, Becton Dickinson) durante toda la noche a

37°C, en una atmoésfera de 95% Osy 5% de CO, (Incubator Forma

Scientific). Posteriormente el medio de cultivo se desechd y 200 p |
de una dilucién seriada de la proteina purificada del cristal proteico
de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis (oncotoxina) de 0, 10,
20, 40, 60, 80, y 100 pg/ml se anadié a cada uno de los pozos. Las
células se incubaron durante 72 horas a 37°C, en una atmosfera de
95% de Oz y 5% de CO,. La proliferacidon celular se determind por la
adicion de timidina tritiada ([methyl-3H] Thymidine, TRA 120 B361,
Amersham Life Science) a una concentracién de 0.5 uCi/pozo en un
volumen de 50 ul, 6 horas antes de cosecharlas. Después de que las

células fueron marcadas radioactivamente, se desechd el medio de



cultivo, las células fueron disgregadas con una solucién de tripsina
(0.5%) con EDTA (5.3 mM) 100 ul/pozo (Trypsin-EDTA, Cat. No.
15400-013, Life Technologies, Gibco BRL). La suspension celular fue
cosechada utilizando el equipo Harvester (Packard A. Canberra
Company, Filtermate 196) y lizada con lavados de agua destilada. La
radioactividad unida al filtro (Glass fiber filters, Cat. No. 6005416,
Packard) se determind en el equipo Direct Beta Counter (Matrix
9600, Packard A. Canberra Company). El porcentaje de viabilidad
celular relativa se calculé como la incorporacién de timidina
tritiada en cuentas por minuto (cpm) en aquellas células que
estuvieron en presencia de alguna concentracidon de la oncotoxina
dividido entre las cpm de las células que estuvieron solamente en el

medio de cultivo correspondiente y se multiplicé por 100:

cpm células + oncotoxina
%VCR= X 100
cpm células - oncotoxina

% VCR= porcentaje de viahilidad celular relativa.
cpm = cuentas por minuto.

Cada una de las determinaciones se realizaron por triplicado y los

resultados se expresan como la media + la desviacidn estandar (46).
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2.10 Efecto del pH en la Bioactividad de la Oncotoxina

Se dializé la oncotoxina a una concentracién de 1mg/ml en 50 ml
de cada una de las siguientes soluciones; glicina 100 mM pH=2.0,
acetato de sodio 100 mM pH=4.0, acetato de sodio 100 mM pH=6.0,
trizma base 100mM pH=7.0, trizma base 100mM pH=8.0 e hidroxido
de amonio 100 mM pH=10.0; durante 2 horas a temperatura ambiente,
utilizando una membrana de didlisis con un poro de 6-8,000 de peso
molecular (Spectra/por, molecularporous membrane tubing, MWCO:
6-8,000). Posteriormente se dializé en buffer trizma base 50 mM
pH=7.4 durante 4 horas a temperatura ambiente e inmediatamente se
estudid su bioactividad en cultivo de células de linfoma histiocitico
(U-937), utilizando una concentracion de 25 pug/200 pl. Cada una de
estas determinaciones se realizaron por ftriplicado y los resultados

se expresan como la media + la desviacién estandar (47).

2.11 Etfecto de la Temperatura en la Bioactividad de la

Oncotoxina

Se utilizé 1mg/ml de la oncotoxina y se incubd bajo las siguientes
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condiciones: -20°C/30 min., 4°C/30 min., 25°C/30 min., 37°C/30
min., 60°C/30 min., 90°C/30 min., 100°C/30 min. Posteriormente se
estudié su bioactividad en cultivo de células de linfoma histiocitico
(U-937), utilizando una concentracion de 25 pg/200 pl. Cada una de
estas determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados

se expresan como la media + la desviacidn estandar (47).

2.12 Efecto de las Enzimas Proteoliticas en la Bioactividad

de la Oncotoxina

Se utilizaron 100 pl de oncotoxina a partir de una concentracién
de 1mg/ml, y se incubaron durante 24 horas a 37 °C con 10ul de cada
una de las siguientes enzimas; tripsina (Trypsin, T-8642, SIGMA),
quimiotripsina (Chymotrypsin, C-3142, SIGMA), pronasa (Protease,
pronase E, P-6911, SIGMA) de una concentracion de 1mg/ml en buffer
tris 50 mM pH=8.0; quedando en una proporcidon de 10% (peso/peso).
Posteriormente la reaccidn se detuvo por la adicién de 100 pl de
suero fetal bovino al 10%, e inmediatamente se estudid su

bioactividad en cultivo de células de linfoma histiocitico (U-937),
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utilizando una concentracion de 25 wg/200 pl. Cada una de estas
determinaciones se efectuaron por triplicado y los resultados se

expresan como la media 1 la desviacién estandar (48).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida Dodecil

Sulfato de Sodio

El perfil electroforético del cristal proteico de Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis solubilizado en condiciones
alcalinas nos revela la presencia de dos bandas polipeptidicas con un
peso molecular aproximado de 25 y 20 kDa respectivamente (Figura
No. 2). Las fracciones proteicas resultantes se separaron al pasarlas
a través de una columna de DEAE-Affigel blue, previamente
equilibrada con buffer tris 20 mM pH=8.0, la fraccién proteica de 20
kDa fue eluida con NaCl al 0.05 M y la de 25 kDa con un gradiente de

NaCl al 0.10 M (Figura No. 3).
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3.2 Ensayo de Citotoxicidad en Cultivos de Células

Normales y Tumorales Humanas

Se estudié la actividad citotoxica de las fracciones de 25 y 20
kDa en cultivos de células tumorales, encontrandose que solamente
la fraccién de 20 kDa tiene actividad citotéxica, designandosele
como oncotoxina. En la tabla No. 1 observamos los porcentajes de
viabilidad celular relativa de cada una de las lineas celulares
estudiadas, de acuerdo a la incorporacién de timidina ftritiada (cpm)
a diferentes concentraciones de l|a oncotoxina. No se observd
citotoxicidad sobre células normales dentro de las dosis utilizadas
(Figuras No. 5 - 13). La tabla No.2 nos muestra la dosis de oncotoxina
(ug/ml) necesaria para inhibir en un 50% la proliferacién celular

(Clso) de cada una de fas iineas tumorales estudiadas.

3.3 Propiedades Fisicoquimicas de la Oncotoxina

Se estudié el efecto citotdxico de la oncotoxina expuesta a
diferentes condiciones de pH, temperatura y digestidn enzimatica en

cultivoe de células de linfoma histiocitico (U-937). La oncotoxina fue
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estable a un pH de 4.0 a 8.0 (Tabla No. 3), fue estable a temperaturas
de -20°C a 100°C (Tabla No. 4), pero fue sensible a la digestidn

enzimatica (Tabla No. 5).
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Cultivo de 72 h de Bacillus thuringiensis

Y

Extracto de cristales y esporas

RN

esporas

Cristal proteico purificado

NaOH

+

Cristal proteico solubilizado

DEAE-Affigel blue

|

Oncotoxina
Ensayo de SDS-PAGE
Citotoxicidad pH

Temperatura
Digestion proteolitica

Figura 1. Disefo Experimental.
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Figura 2. Electroforesis en gel de Poliacrilamida Dodecil
Sulfato de Sodio al 15% del Cristal Proteico de
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis
Solubilizado con NaOH 1M. A: marcadores de peso
molecular (kDa); fosforilasa b (97.4), albimina
sérica (66.2), ovalbiamina (45), anhidrasa
carbdnica(31), inhibidor de tripsina (21.5) y
lisozima (14.4). B: se observan dos bandas
polipeptidicas con un peso molecular de 25 y 20
kDa respectivamente.
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Figura 3. Electroforesis en gel de Poliacrilamida Dodecil

Sulfato de Sodio al 15% de las Proteinas
Purificadas del Cristal de Bacillus thuringiensis
var. thuringiensis por Medio de una Columna DEAE-
Affigel blue. A: marcadores de peso molecular
(kDa); fosforilasa b (97.4), albdmina sérica (66.2),
ovalbimina (45), anhidrasa carbénica (31),
inhibidor de tripsina (21.5) y lisozima (14.4). B:
proteina purificada con un peso molecular de 20
kDa, eluida con 0.05 M de NaCl. C: proteina
purificada con un peso molecular de 25 kDa, eluida
con 0.10 M de NaCl.
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Figura 4. Electroforesis en gel de Poliacrilamida Dodecil
Sulfato de Sodio al 15% de la Proteina de 20 kDa
(Oncotoxina) Purificada a Partir del Cristal de
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis. A:
marcadores de peso molecular(kDa); fosforilasa b
(97.4), albiumina sérica (66.2), ovalbimina (45),
anhidrasa carbénica (31), inhibidor de tripsina
(21.5) y lisozima (14.4). B: Oncotoxina con un peso
molecular de 20 kDa.
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Figura 5. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacion
Celular de Lineas Tumorales de Macréfagos.
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Figura 6. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacién
Celular del Carcinoma Hepatico.
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Figura 7. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacion del
Linfoma de Células T (Jurkat) y Células B (Raiji).
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Figura 8. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacién
Celular del Carcinoma Mamario.
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Figura 9. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacion
Celular de la Eritroleucemia.
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Figura 10. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacién
Celular del Carcinoma de Ovario.
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Figura 11. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacién
Celular de Lineas Tumorales del Sistema
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Figura 12. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacién de
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Figura 13. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacién de
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INCORPORACION DE

VIABILIDAD
CELULAR
RELATIVA (%)

CELULAR

32794 + 1313 100 + 4

10 28712 + 3828 875 + 11
20 8319 + 1765 25 + 5.3
U-937 40 3589 t 240 10.8 £ 0.7
60 2903 + 351 8.7 £ 1
80 2041 + 211 6t 08
100 1170 £ 194 3.5+ 05
0 12721 £ 913 100 + 7
10 8271 + 1120 65+8
20 7788 + 196 61 + 1.5
THP-1 40 4943 + 1467 39 + 11
II
60 4479 + 429 35+ 3
80 3576 t 223 28 £ 1.7
100 3050 + 330 239 + 25

0 15755 + 592 100 £ 3.7

11886 t 737 75+ 486

20 9250 + 1148 5817
HL-60 40 8656 + 903 54 £ 5.7
60 7111 + 738 45 + 4.8
80 63683 + 204 40 + 1.2

100 4809 + 539 30.5 £ 34




ONCOTOXINA INCORPORACION DE VIABILIDAD
CELULAR (pg/ml1) JITIMIDINA TRITIADA (cpm) CELULAR

— |
|| o 3148 + 122 100 + 3.8

RELATIVA (%)

0 10399 + 246 100 + 2.3

10 6766 + 1015 65 £ 9.7

20 3826 + 316 36.7 £ 3

|| Hep-3B 40 1444 + 88 13.8 £ 0.8
60 633 t 138 6+13

80 525 + 8B.9 5+ 08

100 384 + 21 36 +02

10 4506 £ 1591 143 + 50
20 4387 + 1706 139 + 54
Hep-G2 40 3332 + 904 105.9 + 28.7
|| 60 2543 + 498 80.8 + 15.8
80 1414 + 297 449 + 9.4
100 601 + 235 19 + 7.4 “
0 4200 + 340 100 £ 8
10 3230 = 320 77+ 786
20 2050 + 520 49 + 123
Jurkat 40 1775 + 610 42 + 14
60 575 + 200 13.6 + 4.7
80 485 + 100 11.6 + 2.3
100 355 t 85 84+ 2




| TIMIDINA  TRITIADA (cpm) CELULAR
RELATIVA (%)

ONCOTOXINA INCORPORACION DE N VIABILIDAD

0 6554 t+ 889 100 £ 13.5

10 6678 + 837 101 £ 12.7
20 5293 + 629 80.7 £ 9.6
Raji 40 4411 + 531 67 + 8.1
60 3348 + 308 51 £ 47
8o 2308 + 279 428 £ 4.2
100 2328 + 249 355 + 3.8
e —e——————]
) 17300 t 2405 100 + 13.9
10 15714 + 3650 90.8 + 21
20 12697 + 1431 73 + 8.2
MCF-7 40 6660 + 1278 38+ 73
60 3532 + 504 204 £ 29
80 2230 + 1034 12.8 £ 5.9
100 1221 + 246 7t14
0 14133 + 1044 100 £ 7.3 ||
10 10894 + 863 77 + 61
20 9937 + 615 70 £+ 4.3
CLO 40 10029 + 530 70 £ 3.7
60 8229 t 352 58 + 24
80 8065 t 628 57 + 44

100 6397 + 924 45 + 6.5




P — p——

LINEA il ONCOTOXINA INCORPORACION DE ; VIABILIDAD

CELULAR Jl (ng/mn) CELULAR
RELATIVA (%)
T 46657 + 907 100 £ 1.9
10 43504 + 3524 93.2+ 75
20 41570 = 3753 B9t 8
K-562 40 37353 + 3309 B0 t 7
60 30233 + 2171 64 + 4.6
80 22703 + 1258 48 + 2.6
100 10891 + 527 23 1 1.1
0 4340 t 238 100 + 54
10 3720 + 195 85.7 + 44
20 2780 + 263 64 £ B
OVCA-429 40 2278 + 153 52+ 35
60 1766 £ 180 40 + 3.8
80 1748 + 84 40 + 1.9
100 2087 + 847 48 + 7.9
— I S—
0 22514 + 1036 100 + 4.6
10 18580 + 1036 825 + 4.6
20 17049 + 1265 75 + 5.6
OVCA-432 40 12910 + 268 57+ 1.1
60 10859 + 298 48 £ 1.3
80 10733 + 391 A7 £ 1.7
100 7677 + 60 34 + 0.2
L TR —. |
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LINEA ONCOTOXINA INCORPORACION DE VIABILIDAD
CELULAR {ng/ml) [JTIMIDINA TRITIADA (cpm) CELULAR
RELATIVA (%)
0 1811 ¢ 151 100 + 8.3
10 1763 + 131 97.3 £ 7.2
20 1690 + 155 93 t 85
OVCA-433 40 1524 + 291 84 + 16
60 1076 + 211 59 + 11.6
80 974 + 229 53 + 12.6
100 896 + 237 49 £ 13
0 7722 £ 132 100 £ 1.7
10 10352 + 37 134 £ 0.4
20 8615 + 809 1115 £+ 104
U-251 40 8959 £ 1079 116 + 13.9
60 8038 t 885 104 + 11.4
80 8126 + 596 105 + 7.7
100 7010 t 1228 90.7 + 15.9
I .
| 0 5169 t 72 100 + 1.3
10 6434 + 216 126 + 4.1
20 5662 t+ 243 109.5 + 4.7
HFF 40 5354 t 48 103.5 t 0.9
" 60 5305 + 23 100 + 0.4
80 5180 + 66 100 1.2

100

5101 + 121

99 + 2.3
Iﬂ==========4|



LINEA ONCOTOXINA INCORPORACION DE VIABILIDAD
CELULAR {pg/ml) TIMIDINA TRITIADA (cpm) CELULAR
RELATIVA (%)

11215 t 837 100 + 7.4
10 12119 + 1235 108 £ 11 I
20 11860 + 919 106 + 8.1
PBMN 40 12794 + 298 114 £ 2.8
60 11080 + 800C 299 + 71
8o 9848 + 651 94 + 5.8
100 10771 + 1299 96 + 11.5

Tabla No. 1. Efecto de la Oncotoxina en la Proliferacion de Lineas de Células Normales
y Tumorales Humanas. Se utilizé6 una densidad celular de 5 X 103 células/0.2 ml decada
una de las lineas celulares en placas de 96 pozos, incubadas durante 72 horas a 37°C con
diferentes dosis de la oncotoxina. Durante las dltimas 6 horas del tratamiento las células
fueron marcadas con timidina tritiada. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado y los resultados se expresan como la media + la desviacién estandar.



LINEA CELULAR

Mieloide y Linfoide

CONCENTRACION
INHIBITORIA DEL 50%
DEL CRECIMIENTO

(ug/ml)

Linfoma histiocitico (U-937) 15
Leucemia monocitica aguda (THP-1} 32
Leucemia promielocitica (HL-60) 52
Leucemia aguda de células T (Jurkat) 25
Linfoma de Burkitt {Raji) 63
Leucemia mielocitica crénica (K-562) 80
Epitelial
Carcinoma hepatoceiular (Hep-3B) 15
Carcinoma hepatocelular {(Hep-G2) 78
Adenocarcinoma de mama (MCF-7} 35
Adenocarcinoma de mama (CLO} g0
Adenccarcinoma de ovario (OVCA-429) 40
Adenocarcinoma de ovario (OVCA-432) 50
Adenocarcinoma de ovario (OVCA-433) 160
Glioblastoma (U-251) >100

Tabla No. 2. Inhibicién de Ia F’_roliferacién Celular de Varias Lineas Tumorales
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Humanas por la Oncotoxina Derivada del Cristal Proteico de Baciilus thuringiensis var.
thuringiensis. Las células (5X103/0.2 ml) fuercn incubadas en placas de 96 pozos
durante 72 horas a 37°C con diferentes dosis de la oncotoxina. Durante las ultimas 6
horas, las células fueron marcadas con timidina tritiada. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados se expresan como la dosis necesaria de
oncotoxina (ug/ml) para inhibir en un 50% (Clsg} la proliferacién celular de varias
lineas tumorales humanas.
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TRATAMIENTO VIABILIDAD CELULAR RELATIVA (%)

Glicina 100 mM (pH=2.0) 38.3 + 1.9*
Acetato de sodio 100 mM {pH=4.0) 10.6 £ 1.1
Acetato de sodio 100 mM (pH=6.0) 100 £ 1.3

Tris 100 mM (pH=7.0) 13.4 £ 5.6

Tris 100 mM (pH=8.0) 16.3 =+ 3.3

Hidréxide de amonio 100 mM (pH=10.0) 21.7 £ 2.7

Tabla No. 3. Efecto del pH en la Bioactividad de la Oncotoxina. La oncotoxina se dializé
en diferentes soluciones de pH durante 2 horas a temperatura ambiente, después fue
dializada en buffer tris 50 mM pH=7.4 durante 4 horas ¢ inmediatamente se estudié su
bioactividad en cultivo de células de linfoma histiocitico (U-937). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan como la media
+ la desviacién estandar (*=p < 0.05).

— m——

TEMPERATURA (°C) TIEMPO (MIN.} VIABILIDAD CELULAR
RELATIVA (%)

17 £ 0.56

4 30 16.4 + 2.44

37 30 211 £ 29

60 30 164 + 1

90 30 13.6 + 2,66

' 25 30 157 + 1.42

100 30 16 + 1.16

Tabla No. 4. Termeoestabilidad de la oncotoxina. La oncotoxina fue incubada a diferentes
temperaturas durante 30 minutos e inmediatamente se estudié su bioactividad en cuitivo
de células de linfoma histiocitico (U-937). Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado y los resultados se expresan como la media + la desviacién estandar.
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DIGESTION PROTEOLITICAL VIABILIDAD CELULAR RELATIVA

(%)
[ Oncotoxina + medio de cultivo 11 £ 5.9
Oncotoxina + tripsina 89 t 1°*
Oncotoxina + quimiotripsina 721 + 43
|| Oncotoxina + pronasa 83.3 + 2.8" ||

Tabla No. 5. Efecto de las Enzimas Proteoliticas en la Bioactividad de la Oncotoxina. La
oncotoxina fue incubada con diferentes enzimas (10% p/p) durante 24 horas a 37°C, en
buffer tris 50 mM pH=8.0, la reaccién fue inhibida por la adicién de suero fetal bovino
al 10% e inmediatamente se estudié su bioactividad en cultivo de células de linfoma
histiocitico (U-937). Todas las determinaciones se realizaron por friplicade y los
resultados se expresan como la media t la desviacion estandar (*=p < 0.05).
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Capitulo 4

DISCUSION

La proteina de 20 kDa purificada de Bacillus thuringiensis var.
thuringiensis se ha designado como oncotoxina por su capacidad
para inhibir in vitro la proliferacién celular de varias lineas
tumorales humanas sin afectar células normales. La actividad de la
oncotoxina, expresada como la concentracidén necesaria para inhibir
en un 50% la proliferacién celular, difiere para cada una de las
lineas tumorales, lo que nos indica diferencias en especificidad
(Tabla No. 2). El mayor efecto de la oncotoxina dentro del grupo de
células tumorales de macréfagos se observé en el linfoma
histiocitico (U-937); con una dosis de 15 pg/ml se logré inhibir en
un 50%, a diferencia de la leucemia monocitica aguda (THP-1) y de la
leucemia promielacitica (HL-60) que requirieron de una dosis de 32 y
52 pg/ml respectivamente (Figura No. 5). En el grupo de carcinoma

hepatico, la linea celular mas sensible a la oncotoxina fue la (Hep-

52



3B); con 15 pug/ml se inhibidé en un 50%, mientras que la linea celular
(Hep-G2) requiri6 de 78 pg/ml (Figura No. 6). La leucemia aguda de
células T (Jurkat) fue mas sensible al efecto de la oncotoxina que
las células B dsel linfoma de Burkitt (Raji); requirieron una dosis de
25 y 63 pg/ml respectivamente para causar el 50% de inhibicién
(Figura No. 7). El principal efecto de la oncotoxina en la proliferacién
celular del adenocarcinoma de mama se observd en la linea celular
(MCF-7); con una dosis de 35 pg/ml se inhibid en un 50%, mientras
que la linea celular (CLO) requiridé de 90 pg/ml (Figura No. 8). La
viabilidad celular relativa al 50% de la leucemia mielocitica crénica
(K-562) a la oncotoxina resultdé en una dosis de 80 pg/ml (Figura No.
9). Dentro del grupo de carcinoma de ovario, las lineas tumorales que
presentaron mayor sensibilidad a la oncotoxina fueron la (OVCA-
429) y (OVCA-432); que requirieron de una dosis de 40 y 50 ug/ml
respectivamente, a diferencia de la (OVCA-433) que requirid de
hasta 100 pg/ml (Figura No. 10). La linea tumoral del Sistema
Nervioso Central, Glioblastoma (U-251) fue resistente al efecto de
la oncotoxina con las dosis utilizadas (Figura No. 11). Bajo
condiciones similares, células meononucleares normales de sangre

periférica (PBMN) y células normales de fibroblastos (HFF) fueron
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resistentes a la actividad de la oncotoxina adn a una dosis de 100
pg/ml. (Figuras No. 12 y No. 13). Estos resultados indican que la
oncotoxina es citotdxica solamente hacia células tumorales.

Se conoce muy poco acerca de la actividad antitumoral de las
proteinas de Bacillus thuringiensis, estudiada solamente en modelos
experimentales murinos. Prasad y Shethna, en 1974, estudiaron una
proteina purificada a partir del cristal proteico de Bacillus
thuringiensis variedad thuringiensis, la cual presentd actividad
insecticida y antitumoral; esta proteina inhibié el crecimiento del
sarcoma ascitico de Yoshida en ratas Wistar tanto in vivo como in
vitro, pero a diferencia de Ja oncotoxina presenta un peso molecular
de 13 kDa (13). El procedimiento de purificacidn de esta proteina
difiere al nuestro, ya que la fracciéon activa la eluyeron con 0.27 M
NaCl en una columna de DEAE celulosa y la oncotoxina se eluyé con
0.05M NaCl en una columna DEAE Affigel blue; la oncotoxina mantiene
estable su actividad biolégica a temperaturas de -20°C a 100 °C, y a
un pH de 4.0 a 8.0, pero es sensible a la digestion enzimatica. Por
otro lado, se ha demostrado que la proteina de 25 kDa purificada a
partir de la delta-endotoxina de Bacillus thuringiensis subespecie

israelensis es citotoxica a células tumorales murinas e incrementa
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el efecto citotéxico in vitro de ciertos agentes antitumorales contra
las células de leucemia murina L-1210 (17, 18, 19). De entre varios
agentes quimioterapeuticos el mayor sinergismo se observd con la
bleomicina (18).

El mecanismo de acciéon de las proteinas de Bacillus thuringiensis
sobre las células tumorales se desconoce, pero se ha demostrado gue
estas proteinas se unen a lipidos especificos de membrana celular,
alterando la integridad de la misma, ocasionando citdlisis (17, 18)
y/o actuando directamente en la cadena de ADN (19). Desconocemos
el mecanismo de acciébn de nuestra oncotoxina contra las células
tumorales, sin embargo; hemos observado que la oncotoxina induce
fragmentacion del ADN, especificamente en el linfoma histiocitico
(U-937), lo que nos sugiere un mecanismo de muerte celular por
apoptosis (49), resultados no presentados en este trabajo.

Los resultados aqui descritos demuestran que Bacillus
thuringiensis variedad thuringiensis presenta una proteina,
denominada oncotoxina, con actividad antiproliferativa contra una
amplia variedad de células tumorales humanas, por lo que es posible
contemplar a esta proteina como un nuevo agente antitumoral que

seria de gran valor en la terapia del cancer.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

1.- Se obtuvieron dos fracciones proteicas purificadas a partir del
cristal de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis, de 25 y 20 kDa

respectivamente.

2.- La proteina de 20 kDa (oncotoxina) tiene actividad citotdxica

hacia células tumorales humanas.

3.- La oncotoxina no tiene efecto citotdxico sobre células normales

humanas.

4 - La actividad biolégica de la oncotoxina se mantiene estable a un

pH de 4.0 a 8.0, es termoestable y sensible a la digestidn enzimatica.

5.- La oncotoxina tiene especificidad de blanco.
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