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RESUMEN

Las proteinas que selectivamente matan células tumarales in vitro
tienen un gran potencial como agentes anticancerigenos. En el presente
trabajo describimos el mecanismo de accién de la oncotoxina de Bacillus
thuringiensis var. thuringiensis. La identificacion de la oncotoxina se basd
en su actividad citotdxica in vitro contra diferentes lineas de células
tumorales, especificamente cantra el linfoma histiocitica humano (U-937),
sin afectar células normales. Mediante ensayos de union por
compsetencia, la oncotoxina marcada con yodo 125 se une
especificamente a sitios de unién de las celulas U-937, su union fue
inhibida por una competencia homdloga con la oncotoxina no radioactiva.
El mecanismo molecular, de la actividad citotéxica de la oncotoxina, €s
mediante la activacién de uno de los factores de transcripcion NF-kB, que
controla la expresion, de una gran variedad de genes involucrados en la
respuesta inmune e induccion de |a fragmentacion del DNA de las células
del linfoma histiocitico humano U-937, la cual es una de las
caracteristicas de la muerte celular por apoptosis. Mediante ensayos de
hibridacion del DNA encontramos que otros serotipos de B8acillus

thuringiensis presentan secuencias similares a la oncotoxina.
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ABSTRACT

Proteins that selectively kill tumor cells in vitro have potential as
anticancer agents. In the present report, we describe the mechanism of
action by oncatoxin of Baciflus thuringiensis var. thunngiensis. The
identification of oncotoxin was based on its cytotoxic activity against a
wide variety of different human tumor cell lines, specifically on human
histiocytic lymphoma U-937 cells, but not normal cells. By radioreceptors
assay, the oncotoxin labeled with iodine-125 bound specifically to U-937
cells. Its binding to the human tumor cells was competitively inhibited by
non-iodinated oncotoxin. The mechanism of cytotoxic activity of oncatoxin
is by activation of a nuclear transcription faclor NF-xB, that regulates the
expression of a large number of genes that play essential roles in inmune
response and alse the oncotoxin induces DNA fragmentation in human
histiocytic lymphoma U-937 cells which is one of the hallmarks of
apoptotic mechanism of cell death. By western blot analysis and southern
blot hibridization of DNA, different subspecies of Bacillus thuringiensis

have shown sequences of the oncotaxin.
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CAPITULQ 1

INTRODUCCION

1.1 La oncotoxina de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis

Agentes que presentan actividad citotoxica selectiva hacia celulas
tumorales tienen un gran potencial como drogas anticancerigenas. Dicha
clase de agentes se han obtenido tanto de fuentes naturales como
sintéticas, de naturaleza proteica 0 no proteica. Es conacido que tanto as
bacterias gram-negativas como las gram-positivas sintetizan proteinas
que son toxicas a céiulas eucarioticas (1).

La bacteria Bacillus thuringiensis (Bf) 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 inclusian cristalina de naturaleza praoteica, en forma de
diamante o bipiramidal, designada como delta-endotoxina (2). Esta toxina
presenta varias actividades bioldgicas, la primera y mas ampliamente
estudiada es su actividad toxica especifica contra larvas de insectos plaga
de importancia agricola y en Salud Pablica sin afectar a mamiferos (3, 4).
La delta-endotoxina de Bt presenta actividad nematicida, ya que
preparaciones del cristal proteico scn letales a huevecillos y larvas de
nematodaos zooparasitos tanto in vivo come in vitro (5, 6, 7, 8). El cristal
proteico de Bt incrementa la respuesta inmune al actuar como adyuvante
en ratas y cobayos que han sido inmunizados a diversos antigenos (9,
10). 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 (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17).



Hemos determinado que una proteina de 20 kilodaltones (kDa), designada
como oncectoxina (Figura 1), purificada a partir de la 3-endotoxina de
Bacillus thuringiensis variedad thuringiensis presenta actividad citotdxica
in vitro hacia diferentes lineas de células tumorales humanas, incluyendo
mieloide (U-937, THP-1, HL-60), linfoide (Raiji, Jurkat), eritroblastoide (K-
562), carcinoma de mama (CLO, MCF-7), de ovario (OVCA-429, OVCA-
432, OVCA-433), de rifidon (A-293), de higado (Hep3B, HepG2), pera sin
afectar ceélulas normales. La actividad biologica de la proteina purificada
fue sensible a varias enzimas proteoliticas, incluyendo tripsina,
quimiotripsina y pronasa. También fue sensible a condiciones acidas (pH
menaor de 4), dcida trifluoroacético (0.1%) y acetonitrilo (50%). Fue
resistente a altas temperaturas (100°C durante 30 minutos) y a
condiciones reductoras, ditiotreitol TmM (Tabia 1). Se secuenciaron los
primeros 20 aminoécidos de la porcidn amingo terminal de la oncotoxina
(Figura 2), encontrandose que es una secuencia unica al hacerse
comparacion con (as secuencias de otras proteinas. Se sintetizo el
palipéptido correspondiente a estas primereos 20 aminoacidos, el cual se
usd para preparar anticuerpos policlonales en conejos, con €s0s mMismos
anticuerpos se neutralizd la actividad bioldgica de la oncotoxina (Figura
3). Mediante analisis de westemn blot estos mismos anticuerpos
reconaocieron la banda de la oncotoxina de 20 kDa (Figura 4). Ademas se
ha observado que fa oncotoxina es capaz de inducir ia produccian de
oxido nitico y TNF-o en macrofagos activados (18). Las inclusiones
cristalinas de 8t disueltas en el intestino media de los insectos liberan una
0 mas proteinas insecticidas de 27 a 140 kDa; la clasificacion de los
genes de las prateinas insecticidas del cristal se basa en su espectro
insecticida ademas de la estructura primaria de las proteinas, asignados



en dos grupos: genes cry {proteinas insecticidas del cristal) y genes cytA
(proteinas citoliticas del cristal) (19).

1.2 Breve historia de Bacillus thuringiensis

El descubrimiento de la bacteria Bi se realizd en 1901 por el
ttvestigador japonés Ishiwata, quien la aisl¢ a partir de larvas enfermas
del gusano de seda Bombix mon y |la denomino Bacilfus sotto (2, 20). En
1911, el aleman Berliner aisld una bacteria similar a ésta a partir de larvas
enfermas de la palomilla de 1a flor del mediterraneo Anagasta kuhniella y
en 1915 la denomind Bacilius thuringiensis; la describe como un bacilo
esporulado, gram-positive, con flagelos peritricos, observd que después
de terminar su crecimiento vegetativo el bacilo cantiene ademas de la
gspora una inciusion parasporal a la cual designd como “restkorper” o
cuerpo de desecho, sugiriendo que estaba formado de material celular
que no se requiere para la formacion de la espora; también describid que
este cuerpo de desecho inicialmente era esférico incrementandose en
tamario hasta llegar a tener una forma romboidal (21). En 1954 Angus
demostré que la toxicidad en el insecto estaba asociada principalmente
con la inclusion cristalina (22, 23). Posteriormente en 1955 Hannay y Fitz-
James reportaron que [a inclusion cristalina parasporal era de naturaleza
proteica y su ingestion era suficiente para causar la muerte a larvas de
insectos susceptibles {24). Asi en 1967 Heimpel agrupé a las bacterias
cristaliferas como variedades de Bt y denomind a la toxina del cristal
como delta-endotoxina (2).



1.3 Clasificacion de Bacillus thuringiensis

La clasificacion de 8¢ ha tomado gran relevancia por su enorme
potencial industrial ¥ cientifico. De esta manera se han disefado dos
sistemas béasicos de identificacion: el seroldgico, en base al antigeno
flagelar "H"; y el que se basa en el espectro de accion de las toxinas,
denominado patatipo (25).

En 1959 y 1967 Heimpel y Angus en base a criterios morfolagicos y
bioquimicos, sugieren que el microorganismo aislado por Berliner sea el
cultivo tipo para la especie, y que las otras bacterias formadoras de cristal
fueran variedades de este, ademas proponen el nombre de delta-
endotoxina para la proteina del cristal {(26).

En 1962 de Barjac y Boneffoi describieron un método de
clasificacién para diferentes especies de bacilos entomopatégenos
productores del cristal mediante pruebas bioquimicas y serolégicas con
24 cepas. Su identificacion se baso en reacciones especificas contra el
antigeno flagelar "H" presente en las células vegetativas madviles de estas
gspecies (27, 28). En 1964 Norris estudidé 46 cepas de bacterias
productoras del cristal. Los resultados que se obtuvieron indicaron que
las pruebas bioquimicas son muy amplias y no permiten establecer una
clasificacion, debido a que solo proparcionan informacidn de las
reacciones bioquimicas que realizan las bacterias, y no de la naturaleza
de las enzimas involucradas en dichas reacciones, observd también que
las reacciones antigenc-anticuerpo eran de suma importancia para la
clasificacion taxondmica, debido a que es una técnica de alta
especificidad y afinidad que proporciona informacion sobre la estructura
molecular de los antigenos flagelares (29).

Otra tecnica propuesta para agrupar especies de Bacillus

thuringiensis diferentes del antigeno flagelar "H" fue la descrita par



Sekijima y Ono en 1982, donde utiliza antigenos somaticos termoestables
"Q", mediante la técnica de aglutinacidn en tubo de células vegetativas,
sin establecer diferencia entre las variedades kurstaki, galleniae y aisawa,
asi como alesti y darmstadiensis que pertenecen a diferentes serotipos H.
Resultande ser un sistema confuso (30).

En 1989, Héfte y Whiteley propusieron un esquema de clasificacion
diferente a todos los que se habian descrito hasta ese momento, este
sistema de clasificacidn de la proteina del cristal se basa en la secuencia
de los amino&cidos y en su especificidad de insectos, identificando 14
genes de diferentes toxinas, 13 de los cuales se hayan relacionados entre
si (Cry) y uno no relacionado que calocaron en un lugar aparte (Cyl),
estos genes se dividieron en cinco clases. Con el tiempo se fueron
descubriendo mas genes de las toxinas y este sistema comenzé a ser
poco entendible, ya que genes con secuencias similares presentaban una
diferencia significativa en |la especificidad insecticida (31).

Neil Crickmore, en 1996, propuso un nuevo sistema de clasificaciéon
unicamente en base a la identidad de los aminoacidos. Recientemente se
ha revisado esta nomenclatura y se ha organizado una gran cantidad de
datos proporcionados por la secuencia gendmica, para elio se ha
propuesto un modelo de acuerdo a bases conceptuales y un formato de
nomenclaturas. Este tipo de sistemas 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 ralz mnemodnica una serie de
numeros y letras asignados en orden jerarquico para indicar los grados de
divergencia filogenética, de acuerdo a esta nueva nomenclatura muchos



de los nombres originales se han mantenido, aunque un namera de ellos
ha sido reclasificado (Tabla (1), (32).

1.4 Actividad antitumoral del cristal proteico de Bacillus

thuringiensis

En 1974 Prasad y Shethna demastraron que (a proteina purificada a
partir del cristal prateico de Bacilius thunngiensis variedad thuringiensis
inhibié el crecimiento del sarcoma ascitico de Yoshida tanto in vive como
in vitro (12). La administracion de una dosis de proteina a una
concentracion de 0.1 mg/kg durante cinco dias por via intraperitoneal a
ratas Wistar que presentaban el sarcoma, resultdé en una completa
regresion del tumor. En condiciones in vitro se observd que una dosis de
1 mg/ml reducia la viabilidad de las células tumaorales en un 60% (13).
Ademas observaron que esta proteina inhibid 1a captacion € incarporacion
de precursores marcados radioactivamente en las macromoléculas; paor lo
que limita el pool de precursores necesarios para la sintesis de DNA,
RNA y proteinas al dafar |a integridad de la membrana celular. Esto fue
confirmado por la salida de constituyentes celulares marcados con #P,
proteinas y material que absorbe a 260 nm. Estas observaciones
sugieren que la actividad citotoxica de esta proteina se efectia al dafiar la
permeabilidad de la membrana de las células tumorales (14).

En 1985 Zamola y colaboradores observaron que al exponer
cultivos de Bacillus thuringiensis var. thurningiensis a radiacion ultravioleta
a 254 nm (60 mVW) durante 35 a 45 minutos incrementaba
considerablemente la actividad antitumoral de la proteina en modelos
experimentales murinos de la linea C57BL-6 que presentaban carcinoma
pulmonar Lewis (15).



En 1988 Yokoyama y colaboradores purificaron una proteina de 25
kDa a partir de |a inclusidn parasporal producida por Bacillus thuringiensis
subespecie israelensis. Esta proteina inhibid en un 50% el crecimiento
del cultivo de células de leucemia murina L-1210 con 0.9 mg/mi.
Interactuando con constituyentes lipidicos de la membrana celular,
principalmente con fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina.
Cuando esta proteina se utilizo en combinacion con farmacos
anticancerigenos, hubo un efecto sinérgico, siendo la de mayor efecto
potenciador la bleomicina. El mecanismo de potenciacion aun no esta
claro, pera la interaccion entre la proteina de 25 kDa y los lipidos de la
membrana celular puede jugar un papel muy importante (16).

En 1991 Yokoyama y colaboradores evaluaron €l sinergismo que
existe entre la proteina de 25 kDa purificada a partir del cristal de Bt
subespecie israelensis y la bleomicina en modelos experimentales de
ratones que presentaban tumores sdlidos; carcinoma de Ehrlich,
melanoma B16 y fibrosarcoma meth A. Observando que aquella dosis de
la proteina 0.3 mg/kg/dia inefectiva cuando se utilizaba por si sola,
presentaba una apreciable inhibicion del crecimiento del tumor al
utilizarse en combinacion con bleomicina. La citotoxicidad de esta
proteina pudiera deberse a su interaccion con fosfolipidos de la
membrana celular formando paros que darian origen a una lisis osmotica
coloidal (17).

En 1994 Yokoyama y Kohda determinaron que una proteina de 25
kDa purificada a partir de |a delta-endotoxina de Bacillus thuringiensis
subespecie israelensis incrementa (a citotoxicidad in vitro de a bleomicina
contra las c€lulas de la leucemia murina L-1210, aparentemente por un
rompimiento en la cadena del DNA (18).



Hemos determinado que una proteina de 20 kDa, designada como
oncotoxina, purificada a partir de ia S-endotoxina de Bt variedad
thurningiensis presenta actividad citotéxica hacia diferentes lineas de
células tumorales humanas, incluyendo mieloide (U-837, THP-1, HL-60),
linfoide (Raiji, Jurkat), eritroblastoide (K-562), carcinoma de mama (CLO,
MCF-7), de avario (OVCA-429, OVCA-432, OVCA-433), de rifidn ( A-293),
de higado (Hep3B, HepG2) (dates sin publicar).

1.5 Mecanismo de accién de la 3-endotoxina de Bacillus

thuringiensis

Los sintomas que se observan a partir del primer minuto posterior a
que las larvas de insectos susceptibles ingieren los cristales y esporas de
Bt son, cese de la ingesta, paralisis del intestino, paralisis total y
finalmente muerte del insecto (33).

El mecanismo de accidén de las proteinas de la delta-endotoxina de
Bacillus thuringiensis involucra solubilizacién del cristal en el intestino
medio de los insectos, protedlisis de la protoxina por las proteasas del
intestino medio, union de las proteinas Cry a receptores del intestino, e
insercion de las proteinas a |a membrana para crear canales idnices o
poros. Los cristales estan compuestos de protoxinas. Fara que las
protoxinas se activen deben ser ingeridas por insectos susceptibles. La
mayoria de los inseclos, solubilizan las protoxinas bajo condiciores
alcalinas del intestino medio, diferencias en el grado de solubilizacidn
explican las diferencias en el grado de toxicidad entre las proteinas Cry.
Después del proceso de solubilizacion, la maycria de las protoxinas son
activadas a toxinas, al ser procesadas por las proteasas del intestino
medio de los insectos, tales como enzimas del tipo de |a tripsina o la
quimiotripsina. Las toxinas Cry activadas se unen a receptores



especificos en las microvellosidades de las células del intestino medio de
los insectos susceptibles: lepiddpteros, coledpteros y dipteros (34). La
unién puede ser de tipo reversible o irreversible. Posteriormente se
puede efectuar una fuerte unidon entre la toxina y el receptor, 0 una
insercion de la toxina dentra de la membrana, © ambos procesos (35).

Se ha demostrado que la union de las proteinas Cry a sitios
especificos localizados en la microvellosidad de las células del intestino
medio de las larvas de insectos es |a etapa determinante de la alta
especificidad de las d-endotoxinas. La metodologia mas utilizada ha
consistido en llevar a cabo estudios cinélicos de unidn y competencia
utilizando proteinas marcadas radioactivamente con yodc y vesiculas de
membrana de la microvellosidad apical (VMMA). Con la finalidad de
estimar los parametros de unidn, la constante de disociacion (Kd) y la
concentracion de sitios de unién (Bmax), se han hecho experimentos
donde la toxina marcada se pone a competir con la toxina no radioactiva
(competencia homdloga), mientras que para conocer si dos toxinas Cry
comparten un mismo sitio de union se han llevado a cabo experimentos de
competencia heterdloga. En la mayor parte de los andlisis se ha
encontrado que existe una correlacidon positiva entre los parametros de
unidn y toxicidad. Los resultados de los primeros experimentos en [0s que
S€ usaron insectos resistentes para estudiar este proceso apoyaron (a idea
de que la unidn esta correlacionada con la susceptibilidad, dado que los
insectos resistentes mostraron pérdida de los sitios de unidon (36). Los
estudios de competencia heteraloga han revelado que la unién no es un
proceso simple ya que las toxinas pueden unirse a mas de un sitio en el
intestino de su blanco, y también se presenta el caso en el que varnas
toxinas pueden competir por un mismo sitio de unidén. Un ejemplo que
ilustra esta complejidad es el de Heliothis virescens, especie en la que la



toxina Cry1Ac se une a varios sitios y éstos son diferentes de aquél por el
que compiten dos toxinas muy relacionadas, Cry1Aa y Cry1Ab (37).

Los experimentos en los que se analiza la cantidad de toxina unida
de manera irreversible a la membrana y que no puede ser desplazada en
ensayos de competencia hamologa o heterdloga han mostrado ser mas
atiles en el entendimiento de este fenomeno. Ahora se sabe que la
interaccion inicial entre la toxina y su sitio de union (unién reversible) es
un requisitc para la toxicidad pero no es suficiente. Los eventos
postericres tales como la unidn irreversible y la insercion en la membrana
parecen estar mas carrelacionados con la toxicidad (38).

Se han hecho importantes esfuerzos dirigidos a la identificacion,
purificacion y caracterizacion de las moléculas que sirven de receptores a
las S-endotoxinas en la microvellosidad apical de |as células del intestino
medio de los insectos. La metodologia més empleada ha sido separar las
proteinas de las VMMA en eleciroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y posteriormente transferirlas a membranas
de nitrocelulosa, la union especifica de la toxina a alguna de las bandas
se revela con un anticuerpo antitoxina y luege con un segundo anticuerpo
dirigido contra el primero o bien con la marca de la toxina (biotina-
estreptavidina o yodo 128). Es discutible que la proteina de unién
conserve su estructura nativa en estas condiciones y que pueda
interactuar de manera especifica con la toxina, perc al parecer asi acurre.
Esta evidencia sugiere que el sitio que reconoce la toxina en la proteina
de unién es un epitape muy pequefio o bien un carbohidrato, dado que
una gran parte de las proteinas de la microvellosidad apical estan
glicosiladas. Haciendo este tipo de experimentos se ha encontrado que
para [a mayoria de las toxinas Cry1 estudiadas las moiéculas a ias que
se unen con alla afinidad son glicoprateinas. Se propone que la
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interaccidn inicial es la existerte entre la toxina y el carbohidrato del
receptor, mientras que la unién irreversible se asocia con una interaccion
mas estrecha entre la toxina y la parte proteica de éste (39). En la Tabla
(Il se enflistan los mayares avances en el establecimiento de la naturaleza
bioquimica de las proteinas de union, los posibles receptores para las
proteinas Cry1, muestran que son miembros de la familia de las
aminopeptidasas de tipo N con peso molecular cercano a 120 kDa. Se ha
demostrado que al menos una porcion de la aminopeptidasa esta unida a
la membrana mediante un ancla de glicosilfosfatidilinosital (GFi). El
andlisis de la secuencia de dos de las proteinas de unidn para Cry1a en
Manduca sexta que se han clonado indica que el GF| esta unido a la
proteina en su extrema carboxilo terminal. El ancla de GF| es susceptible
a la accién de una fosfolipasa C especifica endogena del insecto que la
convierte en una forma soluble de 115 kDa. Esta forma soluble retiene su
capacidad de unir a latoxina y lo hace de manera especifica (48).

1.6 Activacién del factor de transcripcion NF-xB

Todos los seres vivos requieren de una dinamica respuesta a
cambios de su medio ambiente para sobrevivir. En los organismos
superiores dicho fendmeno incluye una respuesta defensiva al estrés,
darfio y microorganismos patégenos. Para ello requieren de un sistema
que actue rapida y especificamente; par ejemplo, el sistema inmune es
capaz de reconocer como extrafias & los agentes patégenos por sus
propiedades antigénicas. Para eliminarlos, varias células del sistema
inmune son activadas y/o diferenciadas. Laos anticuerpos son sintetizados
y la respuesta inmune celular es activada. Para esto, el reconocimiento
del agente invasor por las células T, células B, macréfagos y células
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endoteliales desarrolla pragramas genéticos bien definidos para inducir la
sintesis de mediadores solubles (citocinas, factores de crecimiento, etc.) y
sus receptores. La expresion de genes es mediada a través de factores
que controlan su transcripcion. Entre esos factores que conftribuyen a [a
induccion de esa respuesta geneética, esta el factor de transcripcion NF-
xB. EIl factor de transcripcion NF-xB regula la expresion de un gran
nuamero de genes que juegan un papel importante en la respuesta inmune
€ inflamatoria. Los miembros de la familia del factor de transcripcion
Rel/NF-kB se caracterizan porque son un complejo de multiproteinas que
induce |a sintesis de proteinas de defensa y sefalamiento en ceélulas que
han sido expuestas a una gran variedad de estimulos. Tres subunidades
proteicas controlan las funciones bioldgicas del NF-xB; |kB, p50 y p6s.
IxB es una subunidad de 35-43 kDa que inhibe |a union del NF-xB y sirve
para retenerlo en una forma inducible en el citoplasma de células que no
han sido estimuladas. En respuesta a una amplia variedad de estimulos
IkB se va a disociar del complejo inactivo p50-p85 y una vez que ha
quedada libre este complejo p50-p&S se va a translocar hacia el nucleoc e
inducir la transcripcion de genes (Figura 8). La proteina p50, una de las
dos subunidades de union al ONA del NF-xB, se caracteriza porque
reconoce secuencias altamente conservadas en |as regiones decamericas
de las secuencias consenso GGGRNNYYCC; en donde R=bases puricas,
Y= bases pirimidicas, N=cualquier nucledtido. La proteina pdS0 presenta
homologia a las proteinas rel y dorsal, involucradas en el sefialamiento
citoplasmatico y nuclear, es idéntica a factores conocidos como KBF1,
H2TF1 y EBP-1, y es sintetizada como un precursor inactivo de 110 kDa.
La otra subunidad de unidn al DNA del NF-«xB es la proteina p65, se une a
secuencias menos canservadas de la region xB y aparentemente también
es homdlaga a las proteinas rel/dorsal. La combinacion de las
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subunidades de unign al DNA, pS0 y p85, del NF-xB extienden el
repertorio de las regiones de unidn reconocidas con una alta afinidad.

Una de las caracteristicas fisiolégicas del NF-xB es la de inducir la
expresion de genes de defensa bajo condiciones amenazantes, como en

infecciones virales y bacterianas o en estres fisico. (49).

1.6.1 NF-<B como un activador de la transcripcion

El papel del NF-xB en la regulacion celular es actuar como un
mediador de la transcripcidn de una amplia variedad de genes. Es de
importancia remarcar su habilidad para transportar sefiales desde el
citoplasma hacia el nuicleo y transactivar genes especificos al unirse
directamente a sus promotores.

La versatilidad del sistema NF-«B es evidente debido al gran
numero de agentes capaces de regular los niveles de unidn del NF-«B en
el nucleo. A diferencia de los factores de transcripcion que responden a
un limitado numero de agentes inductores como el shock termice o
receptores especificos de estercides, diferentes senales desde diversas
direcciones convergen sobre el NF-xB para ser transmitidas hacia el
nucleo. Senales que pasan a fraves del NF-xB son lanzadas desde
diferentes partes de la célula. En la Tabla VI se muestra una lista de
agentes que son capaces de inducir la activacion del factor de

transcripcion NF-xB (50).
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1.6.2 El factor de transcripciéon NF«xB regula la expresion de una
gran variedad de genes

En la Tabla VIl se muestra una lista de los genes cuya expresion
es controlada por el factor de transcripcion NF-xB. El NF-xB induce
muchas efectores de la respuesta inmune, inflamatoria o de la respuesta
de fase aguda. Particularmente numerosos genes que codifican para
citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas, mensajeros biologicos
que contralan y coordinan las funciones de muchas células, son sensibles
al NF-kB. Algunos de esos mensajeros pueden utilizar al NF-xB para
amplificar su sefial mediante un mecanismo de autoregulacién positiva;
las citocinas TNF-a, TNF-j3, IL-1 no solamente activan al NF-xB, sino que
¢llas mismas son inducidas por el NF-xkB. En el caso del gen del TNF-q,
la importancia observada del NF-xB para su expresion puede depender

del tipo de celula y del segmento de la regidn analizada del promotor (51).

1.6.3 NF-xB como un blanco en terapias

EL NF-xB presenta un amplic rango de efectos que son controlados
por medio de un compiejo sistema regulatorio de inhibidores y co-
activadores. Dada la intima coneccién entre las reacciones de defensa y
NF-xB, éste factor de transcripcion y sus reguladores podrian
proporcionar un blanco central para la intervencion terapeutica en varias
enfermedades © condiciones patoldégicas como shock sépticoftéxico,
reacciones de huésped contra injerto, condiciones inflamatorias agudas,
respuesta de fase aguda, danos por radiacion, arterosclerosis y cancer.
NF-xB podria ser un blanco terapedtico contra infecciones por virus como
HIV-1. Blancos especificos para pequerics inhibidores sintéticos podrian
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ser el mismo factor de transcripcion o cualquiera de las proteinas
esenciales de senalamiento incluyendo proteinas quinasas especificas y
las proteasas que digieren IxB-a. A diferencia de los tratamientos de
corto plazo, un tratamiento a largo plazo bloquearia la actividad del NF-
xB, suprimiendo severamente muchas funciones importantes del huésped
(52).

1.7  Apoaoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso mediante
el cual estimulos ambientales ¢ fisiolégicos activan un programa genetico
que desencadena una serie de eventos especificos que cuiminan con ia
muerte y eficiente eliminacién de la célula. La apoptosis es esencial para
el desarrollo normal, juega un papel muy importante en procesos como la
regulacion inmune, embriogenesis y homeostasis de tejidos; cualquier
alteracion del procesa conduce a un amplio rango de defeclos, desde
letalidad embrionaria, a una alteracion especifica de tejidos del desarrollo
postnatal, hasta una elevada susceptibilidad al cancer. Terapias que
modulan la regulacion de la apoptosis proporcionan una nueva
oportunidad para el tratamiento de numerosas enfermedades incluyendo
cancer, enfermedades virales, degeneracion neuronal, linfoproliferacion,
inflamacion, inmunodeficiencias, entre otras (Tabla VIll). En situaciones
como cancer y linfoproiiferacion, por ejemplo, la restauracion de la
respuesta apoptética mediante tratamientos terapeuticos podria resultar
ventajosa. En cambio, cuando la degeneracion celular resulta de un
procesc patologico, 1a restauracion de la inhibicion de la apoptosis
tambien resultaria benéfica. Por lo que es necesario comprender e

identificar tanto a los reguladores positivos y negativos de la apoptosis.
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Seé han identificado una gran variedad de genes que coadifican productos
que regulan la apoptosis y sirven de blanco para el desarrollo de nuevas
drogas en (a intervencioén de procesos patoldgicos. lLa mayoria de los
genes que controlan la apoptosis se han conservado a través de la
evolucién desde mamiferos a nematoedos, moscas y virus. Los eventas
bioquimicos basicos involucradas en €l control de la apoptasis son muy
similares y la informacion obtenida de un sistema para el estudio de la
apoptosis puede ser directamente aplicable a otro (53).

1.71 Indicios de la apoptosis

La muerte celular puede ocurrir tanto por necrosis o apoptosis. La
necrosis es usualmente considerada como resultado de un dafio fisico y
no es controlada genéticamente, mientras que la apoptosis es una
respuesta celular genéticamente controlada por estimulos fisiologicos
especificos y del medio ambiente. Los sintomas entre la necrosis y
apoptosis generalmente son diferentes. La necrosis se caracteriza por la
desfruccion de organeios citoplasmicos y pérdida de (a integridad de la
membrana plasmatica, mientras que la apoptosis se asocia a una
condensacion del nucleo y el citoplasma y una fragmentacion del DNA
nuclear (54). Las cambios estructurales durante la apoptosis se llevan a
cabo en dos etapas; |a primera comprende una condensacian del nucleo y
del citoplasma y el rompimienta de la ¢élula en un numero de fragmentos
estructuraimente bien preservados. En |la segunda etapa esos cuerpos
apoptéticos son fagocitados por otras células y son rapidamente
degradados por enzimas lizasomales. El rompimiento de la doble cadena
del DNA entre los nucleosomas para producir multiples fragmentos de

aproximadamente 185 pares de bases ocurre de una manera sincrénica
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con la compactacion de la cromatina. Esos fragmentos pueden ser
observados mediante electroforesis en geles de agarosa a manera de una
fipica escalera. Este método ha sido ampliamente utilizado para
identificar apoptosis. Se presume que |a responsable del rompimiento del
DNA nucleasomal es una endonucieasa dependiente de calcio. Una
diferencia in vivo entre apoptosis y necrosis es que la completa
eliminacion de las células apoptdticas previene una respuesta
inflamatoria, mientras que esto no sucede con la necrosis. E| proceso de
apoptosis para matar células se lleva a cabo con el minimo dafo a
células y tejidos que se encuentran a su alrrededor, lo cual probablemente
acentua su importancia durante el desarrollo normal. Aunque las rutas de
apoptosis y necrosis pueden ser distintas, pudieran interconectarse in
vivo. Algun evento que produce necrosis pudiera activar el proceso de
apoptosis en los tejidos de alrrededor, como resultado de la acumulacion
de restos celulares e inflamacian. Como tambien, en algunas
circunstancias pudiera ser pasible que la induccion de apoptosis activara
indirectamente el proceso de necrosis.

Existen diversos métodos para (a determinacién de |la apoptosis;
pérdida de la viabilidad celular (falla para la exclusion de colorantes
vitales o ingestion de MTT), fragmentacion del DNA (mediante
electroforesis en geles de agarosa, electroforesis PFG, marcaje in situ de
la transferasa termminal, tunnel), morfologia celular y nuclear ({estudic
microscopico para visualizar la condensacion de la cromatina,
organizacion del DNA e integridad del citoplasma), activacion de |a
proteasa de la cisteina (PARP © ruptura de laminas /n vivo 0 in vitro e
inhibicién de |a proteasa de la cisteina), sub pico G1 mediante analisis de
FACS, e inhibiciéon de Bcl 2, son algunos de los métodos mas utilizados

para la determinacion de la apoptasis (55).
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1.7.2 Agentes reguladores de la apoptosis

La apoptosis es requlada por factores fisiologicos y ambientales.
Los factares de sabrevivencia (Rb, IGF-1, NGF, I1G-3) in vivo e in vitro
promueven la viabilidad celular y son un aspecta esencial para el
desarrolio normal. Su ausencia podria ser una serial potente para activar
la apoptosis. Ademas de la eliminacidn de los factores de sobrevivencia,
la presencia de factores especificos de muerte (fas, c-myc, TNF, p53, Hid)
también inducen la apoptosis. Se requiere de una adecuada regulacion
de los factares de sobrevivencia y de muerte para prevenir una excesiva o
inapropiada sobrevivencia 0 muerte celular durante numerosos procesos
del desarrollo fisiologico (56).

La apoptosis es también regulada por factores ambientales. Para
aquellas células que han sufrido de un imeparable dano al DNA, la
apoptosis es fa principal forma de eliminacion de esas ceélulas, cuya
presencia podria resultar dainina al organismo. La proteina supresora de
tumores, p53, funciona en parte al responder al DNA danado e inducir
apoptosis, lo cual es un aspecto crucial para la funcidon de p53 como un
supresor de tumores. Otros eslimulos daninos que se asccian con
apoptosis; infeccidén viral, inapropiada desregulacion del control del
crecimiento celular, dano celular y pérdida del contacto célula-célula ¢
célula-substrato (Tabla (X). Se presume que [a apoptosis existe como un
guardian para prevenir |a persistencia de células dafiadas que podrian ser
perjudiciales a un organismo multicelular (§7).

La regulacion de la apoptosis involucra un gran nimero de genes
que pueden ser clasificados dentro de tres categorias: 1) Los genes
supresores de la apoptosis que incluyen a los miembros de |a familia de
genes bcl-2 (bcl-2, bel-xL, bel-w, mcl-1, A1, ced-9, adenovirus E1B 139K,
virus Epstein-Bar BHRF-1 y LMWS5; 2) los genes que actian como
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efectores de la apoptosis e incluyen a |la familia de genes ICE (Interleukin-
1p Converting Enzyme), ademds de algunos miembros de (a familia bcl-2;
bax, bak, nbk/bik1, bad, y bcl-xS; y 3) los genes intermediarios de la
apoptosis como Fas/ Fas ligando, pS3, myc, y WAF1 (58).

Los genes de |a familia bcl-2 son esenciales para la regulacion de
la apoptosis y contribuyen a la patogenesis de muchas enfermedades. La
expresion constitutiva de bcl-2 en algunos linfomas y feucemias causa un
escape de esas células de la apoptosis en los centros germinales y
contribuyen como principal elemento de |a patogenesis. La inhibicién de
bel-2 con oligonucieétidos antisentido induce |a apoptosis en la leucemia
mieloblastica e incrementa su sensibilidad a los agentes
quimioterapeuticos. Los genes de fas y fas ligando llevan a cabo
funciones durante la apoptosis necesarias para el desarrollo, funcion y
regulacion del sistema inmune. Estudios efectuados tanto in vivo como in
vitro sugieren que los genes fas/fas ligando estan involucrados en |a
delecion clonal de células T autoreactivas en organes linfoides periféricos
y en la eliminacion de células T activadas despues de haber respondido a
antigenos extranos. Factores de la transcripcion como myc, fos, jun, y
pS3 estan estrechamente asociados con [a proliferacion celular y son de
importancia en |a apoptosis. La activacion de ¢-myc induce apoptosis y
requiere de la presencia de p53. La expresion constitutiva de c-myc
incrementa la susceptibilidad de las células a la apoptosis inducida por
shock térmico, cicloheximida y por una amplia variedad de agentes
antitumorales (59).

Uno de los mas importantes efectores de la apoptosis son los
miembros de la familia de genes ICE. La homologia que existe entre el
producto del gen ced-3 de Caenorhabdilis efegans, requerido para |a
muerte celular en gusanos, y las proteasas de |a cisteina de la familia ICE
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de humanos; sugieren la importancia de las proteasas de (a cisteina en la
apoptosis. Se han identificado una gran variedad de proteasas de |a
cisteina en mamiferos, cuya actividad se incrementa durante la apaptaosis:
nedd-2/ich-1, TX/Ich-2/|CErel-ll, ICErel-lll, Mch-2 y CPP32. Inhibidores de
los miembros de la familia de ICE inhiben la apoptosis, indicando el
requerimiento de una degradacion proteolitica especifica en la muerte
celular de mamiferos. Existen diferentes substratos para las proteasas de
ICE, que al efectuarse su ruptura proteclitica se producen eventos

nucleares y citoplasmicas asociados con la apoptasis (60).

1.7.3 Eliminacién de los restos celulares

Uno de los principales factores que distinguen la apoptosis de la
necrosis es la eficiente degradacion y eliminacion de los residuos
celulares lo que previene una respuesta inflamatoria y posiblemente una
inapropiada disposicion de antigenos del hospedero. Este es uno de los
aspectos menos entendido de la apoptosis en mamiferos, aunque se han
identificado un grupo de genes requeridos para la degradacion y
eliminacién de los residucs celulares en C. eflegans. Estos genes
codifican proteinas que regulan la fagocitosis, y que controlan |a actividad
de una nucleasa. Se cree que andlogos de esas actividades también
existen en mamiferos (61).

1.7.4 Significado de la apoptosis durante el desarralio y en
enfermedades

La presencia de la apoptosis se ha asociado con numerosaos
aspectos durante el desamrollo de mamiferos y en enfermedades
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gspecificas. También se ha demostrado que cualquier alteracién para
que se efectie el procesa de apoptosis afecta el desarrollo del organismo
y contribuye a la presencia de enfermedades. En moscas y gusanos la
activacion e inhibicion de apoptosis es requerida para el desarrollo
normal. Esto es muy similar a lo que sucede en mamiferos aunque mas
complejo debido al gran numero de genes involucrados en la regulacion
de la muerte celular. La funcién de Bcl-2 es requerida para mantener la
viabilidad de los linfocitos, melanocitos, epitelio intestinal, y células de
rinon durante el desarrallo del organismo. Bcl-x se requiere para inhibir la
muerte celular durante la embriogenesis, principalmente en el sistema
nervioso. En cambio, Bax se requiere para la apoptosis en timocitos y
para mantener la viabilidad de los espermatozooides. La pérdida de la
capacidad para regular la apoptosis se relaciona directamente con
enfermedades. Procesos de linfoproliferacion y enfermedades
semejantes al lupus en ratones se atribuyen a una pérdida de la funcién
en Fas o Fas ligando. La expresion de Fas ligando previene rechazo de
injertas en transplantes. La pérdida de la funcidn de p&3 o |a activacién
de Bcl-Z2 se relacionan directamente con la presencia de cancer. La
apoptosis es parte de |a patologia de una infeccian viral en el caso de
adenovirus, baculovirus, HIV e influenza. La inhibicidn de |a apoptosis se
ha asociado a una infeccion persistente, latencia, 0 una incrementada
produccion viral en el caso de adenovirus, baculovirus, virus sindbis,
herpesvirus, EBV y HIV, mientras que la apaptosis facilita la liberacién
viral. Por lo que se ha establecido una directa coneccion de la apoptosis
a numerosaos procesos patolagicos, permitiendo la identificacion de genes
que regulan la apoptosis y enfermedades, asi como sus actividades
bioquimicas, ofreciendo a posibilidad de establecer nuevas terapias (62).
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1.8 Hipdtesis

La oncotoxina de Bacillus thuringiensis var. thuningiensis interactua
con receptares especificos en la membrana de células del linfoma
histiocitico humano (U-937) activando sefales de transcripcidn para
efectuar su actividad citotoxica.

1.9 Objetivos
1. Determinar el mecanismo de accion de la oncotoxina en células de

linfoma histiocitico (U-937):

a) Radioreceptores
b) Activacién del factor de transcripcion NF-xB
c) Fragmentacion del DNA

22



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Marcaje radioactivo de la oncotoxina con '#

La oncotoxina (5 ug) fue marcada radioactivamente con Na'®

(1mCi, lodine-125, Amersham) mediante ¢l método de yodogen (63):

1.

Equilibrar la columna PD-10 Sephadex G-25 M (cat. no., 51-5107-
00-AB, Pharmacia Biotech).

a) Fijar la columna PD-10 a un soporte metalico, al igual que un
tubo cénico de 50 mi con un tubo capilar que pase a traves de su
tapa, procurando que su posicion sea en un nivel mas alto que el de
la columna.

b) Preparar gelatina al 0.1% en buffer de fosfatos salina (Gelatin,
Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, cat. no. 14190-144, Gibco
BRL).

c) Llenar el tubo de 50 ml con la solucion de gelatina al 0.1% en
PBS y permitir que pase a través del tubo capilar.

d) Drenar la solucidn de |a columna PD-10.

€) Lavar la columna PD-10 con 50 ml de la solucion de
gelatina/PBS, regulando el flujo de la misma al ajustar la altura del
tubo de 50 ml.

f) Permitir que los 50 ml de la solucién de gelatina/PBS drenen a
través de la columna y estara lista para ser utilizada en el
procedimiento de yodinacidn.

Cubrir el tubo con yodogen.

a) Pesar 2 mg de yodogen y disolverlos en 2 ml de cloroformo.



b) Agregar 50 ul de 1a solucion de yodogen en un tubo de plastico

de 12 x 75 mm cubierto con aluminio y secarlo con gas N,

mediante rotacion constante del tubo.

c) Secar los tubos por 10 menos 30 minutos si se van a utilizar
inmediatamente, 0 si na mantenerios en un desecador al vacio.

Yodinacion.
a) Mantener en bara de hielo:

a1) Oncatoxina (5 1g).

a2) Tubos cubierios con yodogen.

a3) 50 ml de la solucion de gelatina al 0.1%/PBS.

a4) buffer de fosfatos salino (PBS).
b) Al tubo que esta cubierto con yodogen agregarle 30 ul de PBS, 5
ug de la ancotoxina y 1 mCi de Na'®|; mezclar suavemente y cubrir
el tubo con parafilm, incubar en hielo durante 10 minutos y mezclar
después de 5 minutos.
c) Agregar 440 ul de la solucion de gelatina al 0.1% en PBS.
d) Cargar la columna PD-10 con la mezcla anterior.
e) Agregar 700 u! de la solucidn de gelatina al 0.1%/PBS al tubo
que contenia los reactivos en el inciso b) y posteriormente pasarlos
a la columna PD-10C.
f) Colectar toda la solucidn en el tubo 1,
g) Agregar 0.6 ml x 2 (1.2 ml) gelatina al 0.1%/PBS y colectar la
fraccion en el tubo 2; de igual manera colectar cuatro fracciones
mas para hacer un total de 6 fracciones.
h) Contar la radioactividad en 20 ul de cada una de las fracciones.
Posteriormente, combinar las fracciones 3 y 4 (con la maxima
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radioactividad) y detemminar la radioactividad en el contador de
radiacion Gamma (Cobra-Auto-Gamma, Packard Instrument Co.).

4 Precipitacion con acido tricloroacetico.

a) Colocar 20 ul de la mezcla de las fracciones 3 + 4 en un tubo
eppendorf en un bafio de hielo y mezclarlo con 980 ul de una
solucién de acido tricloroacético al 10% en medio de cultivo con
suera fetal bovino (100 wl de &cido tricloroacético mas 900 pl de
medio de cultiva conteniendo 10% de suero fetal bovino). Incubar
en hielo durante 30 minutos, centrifugar y determinar las cuentas
por minuto en el pellet y en el sobrenadante.

Calcular la Actividad Especifica.

(Oncotoxina® X 108 cpm) (1Ci) 21 (1uCi)
%

2.2 X 10%cpm Oncotoxina (g) Oncotoxina (ug)

Oncotoxina* = Oncotoxina- 27
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2.2 Ensayo de radioreceptores de la oncotoxina-'*’| en células de
linfoma histiocitico humano (U-937)

Celulas del linfoma histiocitico (U-937) se utilizan a una densidad
de 1 X 10° células/pozo en 100 pl de medio de cultivo RPMI-1640
con 10% de suero fetal bovino, en 18 pozos de una placa flexible de
96 pozos con fondo en "U". Mantener las células £n bano de hielo.
Preparar una solucién stock de la oncotoxina marcada con 2| de 2
x 10° cpm/100 pl.
Preparar una solucion stock de la oncotaxina no radioactiva de 1
uM.
Preparar diluciones seriadas de |a ancotoxina no radioactiva para
obtener concentraciones de 1000 nM, 100 nM, 10 nM y 1 nM,
mezclarlas con la proteina marcada con '%|. Mantener todas las
soluciones en bano de hielo.
Centrifugar la placa con células a 1000 rpm durante 1 minuto a 4 C
y remover el sobrenadante.
Agregar 100 ul de las soluciones de cada una de los tratamientos
(par triplicado).
Incubar la placa durante 1 hora en bario de hielo.
Centrifugar la placa a 1000 rpm durante 1 minuto a 4°C y remover
el sobrenadante, colocanda el material radioactivo en un
contenedor especial para desecho radioactivo.
Lavar las células 3 veces con 100 pul de medio de cultivo RPMI-
1640 previamente enfriado, mezclando, centrifugando y removiendo
el sobrenadante. Después del (ltimo lavado colocar |a placa en
una estufa a 70°C durante 15 minutos.
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10. Cortar el fondo de cada uno de los pozos de la placa 96 de cada
uno de los tratamientos, colocarios en un tubo de plastico y
determinar las cpm en un contadar de radiacian gamma (64).

2.3 Activacion del factor de transcripcion NF-xkB por la oncotoxina
en ceélulas del linfoma histiocitica (U-937)

Tratamiento de las células.

1. Contar las células U-937 y centrifugarlas para colectar el paquete
celutar. Resuspenderlas en medio de cultivo fresco (RPMI-1640
con 10% de suero fetal bovino) para obtener una concentracion
celular de 1x10%mi. Transferir 1 ml de la suspension celular en
placas de 24 pozos para el tratamiento con la oncotoxina (0, 10 y
50 ug/ml). Mezclar las células con la micropipeta P-1000 después
de haber agregado la oncotoxina.

Incubar a 37°C durante el tiempo deseado.
Mientras las células se estan incubando, marcar tubos eppendorf y
colocarlos en bano de hielo.

4. Después de que se ha completado el periodo de incubacion,
transferir las células a jos tubas eppendorf previamente enfriados.

2.3.1 Preparacion del extracto nuclear y citoplasmico.

Todos los subsequentes pasos deben efectuarse en bafo de hielo.

1. Centrifugar los tubos eppendorf en una microcentrifuga refrigerada
a la maxima velocidad durante 1 minuto. Remover el
sobrenadante, cuidando de no perder el paquete celular.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Adicionar 1 ml de PBS previamente enfriado en hielo, resuspender
las celulas con la ayuda de una micrapipeta P-200.

Centrifugar y aspirar €l sobrenadante como en el paso #1.

Agregar 100 ul de buffer de lisis previamente enfriado en bario de
hielo y resuspender ! paquete celular.

Incubar |a suspension celular durante 15 minutos en bafo de hielo.
Adicionar 3.1 ul de NP-40 al 10%.

Agitar vigorosamente la suspension celular durante 45 segundos
utilizando el vortex.

Centrifugar durante a 13 000 rmp durante 2 minutos. Remover el
sobrenadante (extracto citoplasmico) con ayuda de una P-200.
Transferir el extracto citoplasmico a un tubo eppendorf previamente
enfriado en bario hielo y conservarlo a -70°C.

Asegurarse de que el sobrenadante (extracto citolpasmico) ha sido
completamente removido.

Agregar 20 ui dei buffer de extraccion nuciear previamente enfriado
en baho de hielo.

Incubar en bafio de hielo durante 30 minutos, agitandao
constantemente en vortex.

Centrifugar a 13 000 rpm durante 5 minutos.

Transferir el extracto nuclear a un tubo eppendorf previamente
enfriado en bafio de hielo. Utilizar de 2 a 3 pl para la determinacién
de proteinas.

Congelar el extracto nuclear en nitrdgena liquido y almacenar
a-70°C.
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Marcaje radioactivo del extremo 5°del oligonucledtido del NF-xB.

El oligonucledtido NF-«B (wild-type) utilizado para EMSA es una

secuencia de 45-mer derivada del HIV-LTR que contiene dos sitios de

union para el NF-xB (GIBCO-BRL). Las secuencias son las siguientes:
NF-5 (5 TTG TTA CAA GGG ACT TTC CGC TGG GGA CTT TCC AGG
GAGGCG TGG 3))

NF-3" (6°CCA CGC CTC CCT GGA AAG TCC CCA GCG GAA AGT CCC
TTG TAACAAZ)

Se prepara una salucion stock a una concentracion de 1 000 pmoles/ml

en agua destilada estéril y almacenarlos a -20°C.

Marcaje radioactivo:

1.

Descongelar en hielo los ologonucledtidos, y *P-ATP, buffer de T4
palynucledtide quinasa. Mezclar los siguientes componentes en un
tubo eppendorf en bafio de hielo: 2ul de NF-5' 0 NF-3' (2 pmoles), 5
wl del buffer T4 polynucledtido quinasa al 10X (1X), 37 ul de
agua destilada, 2 pl de v-P-ATP (200 pCi), 4 ul T4 polynucledtido
quinasa.

Mezclar y centrifugar. incubar a 37°C durante 30 minutos.

Detener la reaccion agregando 2 pl de EDTA al 0.5M, pH 80y
colocar en bafno de hielo.

Freparar una columna desechable de 5 ml Bio-Rad. Colocar una
columna (esterilizada) en un tubo de §0 ml Falcon con un orificio en
su tapa para fijar la columna, Empaquetar aproximadamente & mi
de Sephadex G-50 (hasta el cuello de |a columna).
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10.

1.

12.

13.

14,

Centrifugar la columna manteniendola en el soporte improvisado
del tuba Falcon de 50 ml a 2 000 rom durante 4 minutos a
temperatura ambiente.

Detener 12 centrifuga exactamente a los 4 minutas.

Retirar la columna y transferila a otro estante improvisado que
ahora va a contener un tubo eppendorf para colectar el material de
elucion.

Aplicar la mezcla de reaccién en la columna.

Para la elucion, centrifugar exactamente como en el paso #5. El
material eluido contiene al oligonucledtido marcado con *P.

Todo el y ¥P-ATP que no ha side incorporado es atrapado en la
columna. Por lo que habra que depositarla en el contenedor
especial para basura radicactiva.

Determinar las cpm del material eluido. Un buen marcaje podria
darnos entre 7 a 9 x 10° cpm. Lo que significa que la actividad
especifica del oligo podria ser de 3.5 a 4.5 x 10° cpm/pmale.
Agregar 1ml del oligonucledtido complementario correspondiente
de una concentracion de 100 pmoles/ml. Por ejemplo, si se utilizo
el oligonucledtido NF-5" para marcarse con **P, entonces utilizar el
oligo NF-3". Utilizar urm exceso de 20 a 50 molar del oliganucledtida
complementario sin marcar, para asegurarse de una completa
conversion de una simple cadena radioactiva a una doble cadena
de oligonucledtida.

Hervir en bano de agua durante 3 minutos. Centrifugar.
(Desnaturalizacién).

Dejar incubandose a temperatura ambiente durante 15 a 30
minutos. (Alineacidn).
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18.

Transferir @ un bafio de hielo. Diluir a una concentracion de 4
fmole/ml utilizando agua destilada estéril. Esto es si se utilizaron 2
pmoles para el marcaje radioactivo y para la alineacion, y si se
diluye a 500 ul que podria ser de una concentracion de 4 fmoles/ml,
Almacenar a -20°C.

2.3.2 EMSA. Ensayo del cambio de mobilidad electroforética

Preparacion del gel de poliacrilamida.

1.

Montar las placas de vidrio para la electroforesis. Preparar un gel
de poliacrilamida al 7.5% mezclando: 12.5 ml de acrilamida:bis
(29.2:0.8), 10 ml EMSA buffer al X, 27.06 ml de agua bidestilada,
0.40 ml persulfata de amonio al 10%, 0.04 ml TEMED.

Dejar polimerizar el gel durante 30 a 45 minutos.

Ya que ha polimerizado, remover el peine y el espaciador del fondo
del gel. Enjuagar con agua. Fijar el gel a la camara. Agregar
buffer EMSA 1X y remover burbujas de aire del fondo del gel.
Precarrer el gel en buffer EMSA 1X a 150V (~40mA) a una

temperatura ambiente durante 30 minutos como minimo.

Reaccion de union.

1.

Sacar el extracto nuclear del congelador de -70°C, y dejarlo
descongelar en bario de higlo.
Preparar la reaccion de wunion al mezclar los siguientes

componentes en un tubo eppendarf: 6l de agua destilada, 2pl del
buffer de unién al 10X, 2ul de poly di:dC (1ug/pl), 4ul del
oligonucléetide NF-xB-2P y 21l de NP-40.

Agregar 4yl del exracto nuclear a la mezcla anterior. Mezclar.
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4. Centrifugar (pulse spin) en una microcentrifuga refrigerada.
Incubar en un bafio de agua a 37°C durante 15 minutos.
Transferir los tubos a un bafc con hielo. Agregar 4.l del buffer de
muestras para DNA, mezclar, centrifugar rapidamente y transferir
de nuevo en un baro con hielo.
Detener el precorrimiento del gel.
Cargar las muesiras en €l gel y correr la elecroforesis a 150 V (40
mA) durante 3 horas, hasta que el colorante azul de bromafenol
haya migrado unos 2 cm cerca del fondo del gel.

9, Remover el gel de la camara de electroforesis. Colocar una pieza
de papel filtro sobre la superficie del gel, presionando uniforme y
suavemente. Levantar cuidadosamente el gel que ahora esta
firmemente adherido al papel filtro y cubririo con papel saran-wrap.

10. Colocar el gel en un desecador de geles a 80°C durante 1 hora.

11.  Exponer €l gel en una pantalla del Phosphrimager.

12.  Analizar &l gel en el Molecular-Dynamics Phosphrimager (65).

2.4 Analisis de fa Fragmentacion del DNA de células de linfoma
histiocitico (U-837) en geles de agarosa

Después del tratamiento con la oncotoxina (0, 10, 50 100 pg de
oncotoxina/ml durante 6, 12, 24, 48, 72 horas en una atmosfera de 95%
de 02y 5% de CO; a 37°C), las células del linfoma histiocitico (1 X 10°
células/mi RPMI 1640 con 10% Suero Fetal Bovino) se centrifugaron, se
lavaron con buffer de fosfatos salino y se resuspendieron en un volumen
de 40 ul de buffer de lisis (tris-Cl 10mM pH=8.0, NaCl 100mM, EDTA 25
mM y SDS 0.5% conteniendo 20 pg de ribonucleasa A). Después de
incubarse a 50°C durante 30 minutos, se les agregaron 1pl de Proteinasa
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K {20 mg/ml) y se incubaron nuevamente a 50°C durante 30 minutos.
Mezclar los 40 ul de muestra con 8 pl del buffer de muestras 6 X (0.025g
bromophenol blue, 3 ml glycerol y 0.7 ml agua destilada) y se sometieron
a un corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1% en buffer TAE
5 X (242 ¢ tris base, 57.1 ml acido acético glacial, 100 ml EDTA 0.5M
pH=8.0). Las bandas fueron visualizadas por tincion con bromuro de
etidio (66).

2.5 Aislamiento del DNA Cromosomal de Btt

(B Inocular 100 ml de caldo nutritivo con la bacteria Bacilus
thuringiensis var. thuringiensis. Incubar a una temperatura de 30°C
y en agitacion constante hasta que el cultivo alcance su saturacion.
Centrifugar a 4 000 rpm durante 10 minutos.
Resuspender el pellet bacterial en 9.5 m| de buffer TE (Tris al 10
mM pH=7.4 -7.5, EDTA al 1 mM pH=8), 0.5 m!| de SDS al 10%, y 50
ul de proteinasa K (20 mg/ml). Mezclar € incubar 1 hora a 37°C.
Agregar 1.8 ml de NaCl al 5M. Mezclar.
Agregar 1.5 m! de la solucion CTAB (hexadecylfrimethyl ammonium
bramide)/NaCl (CTAB al 10% en NaCl al 0.7 M) y mezclar. Incubar
a 65°C durante 20 minutos.

6. Extraer con un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). Centrifugar a 4 000 rpm durante 10 minutos.

7.  Transferir la fase acuosa a otro tubo. Precipitar el DNA con 0.6
volumenes de isopropanol. Lavar el precipitado con etanol al 70%.
Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en buffer TE.

8. Determinar {a concentracion de DNA (67}.
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2.6 Southern blot e hibridacion del DNA de Bacillus thuringiensis

Después del corrimiento electroforético de las muestras de DNA,
colacar el gel de agarosa en una solucion de HCI al G.25 M hasta
que el colorante haya cambiada de cuolor, y dejarlo en agitacioén
durante 10 minutos adicionales.

Enjuagar el gel en agua destilada y colocario en una solucién de
desnaturalizacion (NaCl al 1.5 M, NaOH al 0.5 M) que lo cubra
completamente. Dejarlo en agitacion durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Enjuagar el gel en agua destilada y colocarlo en una solucion de
neutralizacion ( NaCl al 1.5 M, Tris-Cl al 0.5 M pH=7.2, EDTA al
0.001 M). Dejario en agitacion durante 30 minutos a temperatura
ambiente (68).

2.6.1 Transferencia del DNA a la membrana de Hybond-N+

Llenar un contenedor de vidrio con el buffer de transferencia (20X
SSPE). Preparar una plataforma y cubrirla con un puente hecho de
tres piezas de papel filtro Whatman 3MM, saturados can el buffer
de transferencia.

Colocar el gel sobre el puente de papel filtro evitando atrapar
burbujas de aire. Cubrir con papel seran wrap alrrededor del gel
para evitar que el buffer sea absorbido directamente en las toallas
de papel absarbente que se utilizaran mds adelante.

Cortar una pieza de la membrana de Hybond-N+ (Catalogo
RFN203 B, Amersham), al tamafic exacto del gel (previamente
humedecida en agua destilada durante 5 minutos) y colocarla sobre
la superficie del gel. Evitando atrapar burbujas de aire.
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Colocar tres piezas de papel filtro 3MM, del mismo tamano del gel y
humedecidas con el buffer de transferencia, sobre la superficie de
la membrana de nitrocelulosa.

Colocar un stack de toallas de papel absorbente, de
aproximadamente 5 cm de altura, sobre el papel fiitro 3MM.

Colocar una placa de vidrio sobre el tope de las toallas de papel
ademas de algun objeto que pese entre 0.75 a 1 kg. Pemmitir que
proceda la transferencia durante 16 horas.

Después de que se ha efectuado la transferencia desmantele
cuidadasamente el sistema. Marcar la membrana con un lapiz para
permitir 1a identificacion de las pozos.

Lavar la membrana en el buffer 2X SSPE para remover cualquier
resuido de agarosa (68).

2.6.2 Fijacion del DNA

Fijar a una temperatura de 80°C durante 2 horas (68).

2.6.3 Protocolo de hibridacion del DNA

Preparar una solucién de prehibridacion coma sigue:

Solucidn Valumen Concentracion Final
20 X SSPE 6.25 ml 5 X SSPE
100 X Denhardt's 1.25 ml S X Denhardt's
10% (w/v) SDS 1.25 mi 0.5 % (wiv) SDS

Ajustar a un volumen de 25 ml con agua destilada. Agregar a la
membrana en una bolsa o recipiente para hibridacion.
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Desnaturalizar 0.5 ml de una solucién de 1 mg/ml de DNA no
homologo al calentario a 100°C durante S minutos. Enfriar en hielo
y agregario a la sofucién de prehibridizacion.

Prehibridizar a 50°C durante 1 hora en agitacion constante.
Desnaturalizar la zonda radioactiva (a menos de que se vaya a
utilizar DNA 0 RNA de una sola cadena) a 100°C durante 5 minutos.
Agregar la zonda a la solucion de prehibridacion.

Incubar por lo menos durante 12 horas a 50°C en agitacion
constante.

Después de que se ha completado el tiempo de hibridacion, lavar la
membrana en una solucion de SSPE 2X, SDS al 0.1% durante 10
minutos a temperatura ambiente y en agitacion.

Secar la membrana a temperatura ambiente sobre papel filtro.
Cubrirla con seran wrap.

Exponer |la membrana en un film de rayas X durante 12 a 16 horas
a —70°C en una pantalla intensificadora

Efectuar |la autoradiografia (68).
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CAPITULC 3

Resultados

3.1 Marcaje Radioactivo de la Oncotoxina con '

La oncotoxina fue marcada radioactivamente con '®| mediante el
método de yodogen; 81% del total de |a radioactividad se unié a Ia
oncotoxina de Btt (Figura 6). La actividad especifica de la oncatoxina-'2|
fue de 48 uCi/mg de proteina.

Determinacién de las cuentas por minuto (cpm) de las fracciones

durante el proceso de la yodinacion de |a oncotoxina:

Fraccion No. cpm
1 38
2 445
3 5257743
4 3212373
5 1406247
6 1087363
3+4 4419906

4.4 X 10°%cpm/20 pl= 528 X 10°cpm/2400 pl/S pg oncotoxina.
Actividad especifica= 48 Ci/ug oncotoxina.

Cuentas precipitables con acido tricloroacético:

Fraccion cpm % de incorporacian de '%| a la oncotoxina
Pellet 3785560 81%
Saobrenadante 909223 19%
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3.2 Ensayo de radioreceptores de la oncotoxina-'?’| en células de
linfoma histiocitico (U-937)

En la Figura 7 se muestra la curva de competicién para la unién de
la oncotoxina-'?’| en presencia de concentraciones crecientes de la
oncotoxina no radioactiva. La unién fue saturable con la proteina no
radioactiva en un rango de 1 a 1 000 nM.

3.3 Activacién del factor de transcripcién NF-«xB por la oncotoxina
en células del linfoma histiocitico humano (U-937)

Determinamos la activacion del factor de transcripcion NF-xB por la
oncotoxina en células del linfoma histiocitico humano U-937 mediante
EMSA. Como se muestra en la Figura S y 10 el factor de transcripcion
NF-xB fue activado por la oncotoxina a una dosis de 10 ug/ml hasta las 24
horas de tratamiento. Similar a lo que sucede al utilizar TNF a una dosis
de 10 pM como control positivo.

3.4 Analisis de la fragmentacion del DNA de células de linfoma
histiocitico humano (U-937)

En la Figura 11 observamos una fotografia al microscopio éptico de
las células U-937 bajo el proceso de apoptosis después de haber sido
tratadas con diferentes concentraciones de la oncotoxina. Analizamos el
DNA aislado de las células del linfoma histiocitico (U-937) de diferentes
tratamientos con la oncotoxina mediante electroforesis en geles de
agarosa tenidos con bromuro de etidio. Los resultados de la Figura 12 y
13 claramente indican que la oncotoxina induce la fragmentacién del
DNA, una de las principales caracteristicas de muerte celular por
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apoptosis. Observando que la minima dosis de la oncotoxina para inducir

la fragmentacién del DNA es de 10 ug/ml durante 72 horas.

3.5 Aislamiento del DNA cromosomal de Bt

El DNA cromosomal de la bacteria de Bft se purific6 mediante un
protocolo basico que nos permite aislarlo libre de polisacaridos y
proteinas contaminantes mediante una selectiva precipitacion con CTAB
(Hexadecyltrimethyl ammonium bromide). Ademas el DNA de Bft se
sometié a un tratamiento a 65°C durante 10 minutos para comprobar que
este libre de enzimas contaminantes. También se digirio con diferentes
enzimas de restriccion, ECOR1 y Sau3A1, para crear una libreria de DNA
disponible para detectar el gen de la oncotoxina mediante ensayos de
hibridacién utilizando una zonda radicactiva con **P (Figura 15) preparada
en base a |la secuencia de los amineacidos de la porcion amino terminal
de la oncotoxina.

3.6 Souther blot hibridacion del DNA de Bit

Se aisl6 DNA cromosomal de diferentes serotipos de Bacillus
thuringiensis y mediante southern blot hibridacidn con el oligonucleétido
radioactivo de la oncotoxina encontramos que la secuencia de |a
oncotoxina no sblo esta presente en el DNA de Bff sino también en otros

serotipos de Bacillus thuningiensis (Figura 16).

39



CAPITULO 4

DISCUSION

El mecanismo de accion a través del cual las proteinas derivadas
de Bacillus thuringiensis matan células tumorales se desconoce, pero se
ha sugerido que estas proteinas se unen a receptores especificos de
membrana farmando paros que alteran la permeabilidad de |a misma,
ocasionando lisis celular (Vadlamudi, R. K. et al, 1995). Maediante
ensayos de union por competencia demostramos que la unidon de |a
oncotaxina-'%"| a las células del linfomna histiocitico humano (U-937) puede
ser inhibida competitivamente por |la oncotoxina sin marca radioactiva.
Esto nos sugiere una interaccion especifica de la oncotoxina a receptores
de la membrana celular. Estudios similares efectuados por Hofmann, C.
et al, 1988 han reportade que delta-endotaxina de Bacillus thuringiensis
subsp. berfiner marcada con '®| se unid a sitios de unidn especificos o
receptores de una manera saturable y con una alta afinidad en
membranas de la microvellosidad apical del intestino medio de larvas de
Manduca sexta y Pieris brassicae, ¢on una directa relacidn entre toxicidad
y sitios de union especifica. Asi mismo, Vadlamudi, R. K. et al., 1995,
mediante experimentos de unidon por competencia demostraron que las
membranas de la microvellosidad apical de las larvas de Manduca sexta
presentan dos sitios de union para las proteinas crylA de Bacillus
thuringiensis subsp. berliner, uno que reconoce a todas las tres toxinas
cry1A (a), cry1A (b) y cry1A (c), y el alra que reconoce solamente cry1A
(b}). Posiblemente una glicoproteina este involucrada en la union de las
proteinas de Bacillus thuringiensis a las membranas de las células
sensibles (Hofman et al, 1986). Los mayores avances en el
esclarecimiento de la naturaleza bioquimica muestran que |as proteinas
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de union para las toxinas crylAa, cry1Ab, cry1Ac y cry1C en Manduca
sexta (Knight et al., 1994, Sangadala ef al., 1994; Luo et al., 1996),
Heliothis virescens (Gill ef al., 1995), Lymantna dispar (Valaitis ef al.,
1995), Plutella xylostella (Denolf ef al., 1996; Luo et al., 1997) y Bombyx
moni (Yaoi et al., 1997), son miembros de la familia de las
aminopeptidasas de tipo N con peso molecular cercano a 120 kDa. Se
conoce muy poco acerca de la actividad citotdxica de las proteinas de
8acillus thuringiensis en contra de las células tumorales; la oncotoxina de
Bacillus thuringiensis var. thuringiensis es citotdxica contra una amplia
variedad de celulas tumorales humanas, sin afectar células normales
(Cristina Rodriguez ef al., 1996 datos no publicades). Como la cncotoxina
puede distinguir células normales de células tumorales tampoco esta
entendido. Yokoyama et a/., 1991 han demostrado que una proteina de
25 kDa de Baciflus thuningiensis var. israelensis es citotdéxica a células
tumorales murinas y que ademéas potencia el efecto citotéxico de ciertos
agentes antitumorales tanto in vivo como in vitro. Se ha demostrado que
las proteinas derivadas de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis son
citotoxicas a celulas tumorales murinas tanto in vivo como in vitro (Prasad
and Shethna, 1973,1974). Al igual que una gran variedad de moleculas la
oncotoxina es capaz de activar el factor nuclear de la transcripcion NF-xB
que controla la expresion de una gran variedad de genes esenciales en |a
respuesta inmune e inflamatoria. El NF-xB participa ¢comec una sefal de
transduccién y activacion de genes en el proceso de muerte celular
programada; senales apoptéticas conducen a su activacion, y el factor de
transcripcién NF-xB activado induce la transcripcion de genes cuyos
productos son requeridos para llevar a cabo el proceso de apoptosis
(Grimm, S. et al, 1996). Lo cual explicaria el mecanismo de accion de la

oncotoxina al inducir la fragmentacion del DNA en células del linfoma
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histiocitica (U-937), una de las caracteristicas de muerte celular por
apoptosis. Este proceso representaria un blanco ideal para la
intervencion terapeutica de las enfermedades humanas, no sélo cancer,
sino también en enfermedades virales, degeneracidn neuronal,
linfoproliferacion, inflamacion, inmunodeficiencias, entre otras; ya que se
han identificado una gran variedad de moléculas que son capaces de
activar la apoptosis como punto final de la biologia celular, tanto in vivo
como in vitro. Nos preguntamos que sistema efectar es activado debido
a la interaccién de la oncotoxina a receptores especificos para inducir la
activacion del NF-xB y la fragmentacion del DNA en las células del
linfoma histiocitico humano (figura 14).

El gen para la oncotoxina no solamente esta presente en el DNA
genomico de Baciflus thunngiensis var. thuningiensis, sino también en
diferentes serotipos; Bacillus thuringiensis var. Israelensis, Bacillus
thuringiensis var. kurstaki, Bacillus thuringiensis var. sotfo, presentan
secuencias similares a la oncotoxina, permitiéndonos considerar el uso de
las proteinas del cristal de Baciffus thuringiensis para propésitos
terapeuticos.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La oncotoxina de Bacillus thuringiensis var. thuiringiensis se une a
receptores especificos en membrana de las células del linfoma
histiocitico humano (U-937).

La oncotoxina activa el factor de la transcripcion NF-«xB en las
células U-937.

La oncotoxina induce fragmentacion del DNA de las células U-937,
una de las principales caracteristicas de muerte celular por

apoptasis.

La secuencia de la oncotoxina no sélo esta presente en el DNA
cromosomal de Bacillus thuringiensis var. thuringiensis sino también
en otros serotipos de Bacillus thuringiensis (Bacillus thuringiensis
var, Israelensis, Bacillus thunngiensis var. Kkursfaki, Bacillus
thuringiensis var.softo).
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Tabla |
Caracterizacion Bloldgica y Fisicoguimica de la Oncotoxina

Fuente: Bacillus thuringiensis var. thuningiensis

Actividad citotaxica: linfarma histiacitico (U-937)
leucemia monocitica aguda (THP-1)
leucemia promielocitica (HL-60)
leucemia aguda de celulas T (Jurkat)
linfoma de Burkitt (Raji)
leucemia mielogena cronica (K-562)
carcinoma hepatocslular (Hep-38)
carcinoma hepatocelular {(Hep-G2)
adenocarcinoma de mama (MCF-7)
adenocarcinoma de mama (CLO)
adenocarcinoma de ovario (CVCA-429)
adenocarcinoma de ovario (OVCA-432)
adenocarcinoma de ovario (OVCA-433)

Protedlisis: Sensible a tripsina, quimiotripsina y pranasa.
Estabilidad al pH: Sensible a condiciones acidas (pH < 4).
Termoestabilidad: Estable a 100°C durante 30 minutos.

Peso molecular: 20 kDa.




Nomenclatura de ias toxinas de Bacillus thuringiensis
Tabla Il. Lista actualizada de los genes de las delta-endotoxinas®

Clave de Acceso

Nombre al Bunco de Genes Referencia Aflg Revista Codigo
crylAal M11250 Schnepf et al 1985 JBC 260 56264-6272 527-4054
crylAaZ M10917 Shibano et al 1985 Genvy 34 243.251 153.>2955
crylAad D00348 Shimizu ¢t al 1988 ABC 52 1565-1573 73.3603
cry | Aad X13535 Masson et al 1989 NAR 17 446446 1-3528
crylAad DI7518 Udayasuriyan et al 1994 BBB 58 830-8358 1-3611
crylAag U43605 Masson et al 1994 Mol Micra 14 $51-360  1->1860
crylAbl M13898 Wabiko et al 1986 DNA 5305-314 142-3606
crylAb2 M12661 Thorne et al 1986 I Bact 166 801-§11 155-3625
cry LAb3 MLs27L Geiser et al 1986 Gene 48 109-118 156-1623
crylAbd DootLL? Konda et al 1937 ABC 51 455-463 163-3630
cry lAbS X04698 Hafte et al 1986 EJB 161 273-280 141-3605
crylABG M37263 Hef¥ord =t al 1987 I Biatech & 307-322 73-3540
crylAb X13233 Haider & Ellar 1988 NAR 16 10927-10927 1-3465
crylAbd Mi6463 Qeda et al 1987 Gene 53 113-119 157-3624
cry LAb9 X54939 Chak & Jen 1993 PNSCRC 17 7-14 73-3540
crylAblO A29125 Fischhoft et al 1987 Bia/ technalogy 4807-8135cc
pépado
crylAc! MIL1068 Adang etal 1985 Gene 36 289-300 38;-“3921
crylAc2 M35524 Von Tersch ct al 1991 AEM 57 349-358 239-3772
crylAc3 X54159 Dardenne et al 1990 NAR 18 5546-5546 339->2192
crylAcd M73249 Payne et al 1991 USP 4990332 1-3537
crylAcS M73248 Payne ct al 1992 USP 5135867 1-3534
crylAc6 U43506 Masson et al 1994 Mol Micro 14 851-860  1->182]
cryl Ac? UR7793 Hetrera et al 1994 AEM 60 682-690 976-4512
cry[Acs (J8§7397 Omola ct al 1997 Curr Micro 34 118-121 153-3686
srylAc9 U89872 Gleave ct al 1992 NZICHS 20 27-16 388-3921
crylacll Al002514 Sun and Yu 1997 no publicada 388-3921
crylAdl M73250 Payne & Sick 1993 USP 5246352 1-35317
crylAel M65252 Lee & Aronson 1991 JBact 173 6635-6638  81-3623
crylAfl U82003 Kaung et al 1597 oo publicado 172->2905
crylBal Xo6711 Brizzard & Whitelcy 1988 NAR 1627232724 1-3684
crylBa2 X95704 Soctaert 1996 no publicado 186-3869
crylBbl 132020 Donovan et al 1994 USP 5322687 67-3753
crylBel 746442 Bishop =t gl 1994 no publicado 141-3319
crylBdl U70726 Chak 1996 no publicado
crylBel Payne et al 1998 USP 5723758 1-3681
crylCal X07518 Hopee et al 1988 NAR 16 6240.6240 47-3613
crylCa2 X13620 Sanchis et al 1989 Mol Micro 3 229-238  241->2711
crylCaj M73251 Payne & Sick 1993 USP 5246852 1-3570
crylCad A27642 Van Mellaert et al 1990 EP 0400246 234-3300
ctylCa$ X96582 Strizhov 1996 1o publicado 122268
¢rylCab X96633 Strizhav 1996 o publicado 1->2268
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Nomenclatura de las toxinas de Bacillus thuringiensis
Continuacion Tabla i

Clave de Acceso

Nombre ul Banco de Genes  Referencia ARQ Revista Codige
crylCa? X96684 Strizhov 1996  no publicado 1->2286
cry1Cbl M97880 Kalmanetal 1993 AEM591131-1137 296-3823
cry |l X54160 Hofte ct al 1990 NAR 18 5545-5545 264-3758
crylDbl 222511 Lambert 1993  no publicado 241-3720
crylkal X53985 Visser et al 1990 I Bact 172 6783-6788 130-3642
crylla2 X56144 Bosse <t al 1990 NAR 18 7443-7443 1-3516
cry|Ea} M73252 Payne & Sick 1991  USP 5039523 1-31516
cryiEad 94323 Ibarra et al 1997  no publicado 388-3900
crylEbl M73253 Pame & Sick 1993 TSP 5206166 1-3522
crylFal M63837 Chambers etal 1991  J Bact 173 3966-3976  478-3999
crylFa2 222512 Lambert 1993  no publicada 433-4004
cry IFb2 AB012283 Masudz &Asano 1998 no publicado 84-3587
cry 1 Gal 722510 Lambert 1993 no publicado 67-3564
crylGa2 Y09326 Shevelevetal 1997  Febs Lett 404 148-152  692-4210
crylGbl U7072s Chak 1596  no publicado

crylHal Z22513 Lambert 1993  no publicada 530-4045
cry1Hbl U35780 Koo 1995  no publicado 72841935
cryllal X62821 Tailor etal 1992 Mol Micro 6§ 1211-1217  355-2511
crylla2 M98544 Gleave et al 1993  AEM 59 1683-1637 1-2160
crylla3 L36338 Shin ct al 1995 AEM 6l 2402-2407 279-2438
cryllad L£49391 Kastichkactal 1996 T Bact 178 2141-2144 61-2217
cry 11a5 Y08920 Selvapandiyan 1996 oo publicado $24-2680
crylla AFQ76953 Zhang ct al 1998  no publicado 1-2157
cryilbl U07642 Shin et al 1995 AEM 61 2402.2407 237-2393
<ryllal L32019 Donovanetal 1994  USP 5322687 99-3519
¢crylJbl U31527 V.Tersch & Gzz. 1994  USP 5356623 177-3686
crylKal U28801 Koo et al 1995  FEMS 134 159-164 4514098
cry2Aal M31738 Donovanetal 1989  JBC 264 47404740 156-2054
cry2Aa2 M23723 W. & Whiteley 1989 JBact 171 965-974 1840-3741
cry2Aa DE&6064 Sasaki et al 1997  Curr Micro 35 -8 2007-3911
cry2Aad AF047038 Mista et al 1998  @o publicado 10-1908
Cry2Abl M23724 W. & Whiteley 1989 T Bact 171 965-974 1-1899
Cry2Ab2 X55416 Dankocsik etal 1990 Mol Micro 4 2087-2094  874-2775
CryZAcl X57252 Wu etai 1991 FEBEMS 8L 31-26 2125-3990
cry3Aal M22472 Hermstadtetal 1987  Gene 57 37-46 25-1956
crydAal 102978 Sekar et al 1987 PNAS 84 7036-7040 241-2175
cry3Aal Y00420 Hofle etal 1987 NAR 15 7183-7183 566-2497
cry3Aad M30503 McPhersoa etal 1988  Bio/technology 6 61-66  201-2135
cry3Aas M37207 Donovanetal 1988 MGG 214 365-372 569-2503
cry3Aaé U10985 Adams et al 1994 Mol Micro 14 381-38  569-2303
cry3Bal X17123 Sick et al 1990 NAR 18 [305-1305 25->1971
cry3Ba2 A07234 Pefercenetal 1990  EP 0382990 342-2297
cry3Bbl M89794 Donovanetal 1992 AEM 58 3921-3927 202-2157
<ry3Bb2 V31633 Donovanetal 1993 USP $378625 144-2099
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Nomenclatura de las toxinas de Bacillus thuringiensis

Continuacion Tabla Il

Clave de Acceso
Nombre 1l Banco de Genes  Referencis Ao Revista Cddigo
cry3Cal X59797 Lambert et al 1992  Gene 110 131-132 232-2178
crydAal Y00423 Ward & Ellar 1987 NAR 1S 7195-7195 1-3540
crydAal D00248 Sen st al 1988  ABC 52 §73-878 393.3935
crydHal X07423  Chuagjatporachaictal 1988  ETH 173 9-16 157-3564
crydBa2 X07082 Tungpradubkuletal (988 NAR 16 1637-1638 151-3558
crydBal M20242 Yamamotactal 1988  Gene 66 107-120 526-3913
crydBa4 D00247 Senetal 1988 ABCS52 873-378 461-3868
crySAal 107025 Sick etal 1994 USF 5281530 1->4155
cry5Abl LO7026 Narva et al 1991 EP 0462721 1->3867
ery5Acl 134543 Payne <t al 1997  USP 5596071 1->3660
crySBal Ul19725 Payne et al 1997  USP 5396071 1->3735
cryidal LQ7022 Narva et al 1993  USP 5236843 1->1425
cry6Bal L07024 Narva et al 1991 EP 0462721 1->1185
cry7Aal M64478 Lambertetal 1992 AEM 58 2536-2542 184-3597
cry7Abl UQ4367 Payne & Fu 1994 USP 5286486 1->3414
cry?Ab2 U04368 Payne & Fu 1994  USP 5286486 1->3414
cry8Aal U04364 Foncerrada etal 1992  EP (4938537 1->3471
cry8Bal U04365 Michacls etal 1993  WQ 93/15206 1->3507
cry8Cal U04366 Ogiwaraetal, 1995  Curr Micro 30 227-235  1-3447
crydAal X58120 Smuleviich etal 1991  FEBS 293 25-28 5807-9274
crySda2 X58534 Gleave et al 1992  JGM 138 55-62 385-23837
cry9Bal X75019 Shevelev etal 1953  FEBS 336 79-82 26-3438
cry9Cal 237527 Lambertetal 1996 AEM 62 80-36 2096-5569
cry9Dal D85560 Asano etal 1997  AEM 63 1054-1057 47-3553
cry9Da2 AF042733 Wasano & Ohba 1998  no publicado <1->1937
cryl0Aal M12662 Thorue et al 1986  JBact 166 §801-811 941-2965
cevilAal M31737 Donovanetal 1988  JBact1704732-4738  41-1969
cryllaa2 M22860 Adams eral 1989  IBact171 521-530 <1-235
cryl1Bal X86902 Delecluse 1995  AEM 6142304235 64-2238
cryl2Aal LQ7027 Narva et al 1991 EP 0462721 1->3771
cryl3Aal L07023 WNarva et al 1992 WO 92/19739 1-2409
cryldAal U13955 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 I Bact 178 3099-31105  158-1996
cryl7Aal X99473 Barloy et al 1998  Gene 211 293-299 12-1865
cryl8Aal X99049 Zbang et al 1997 I Bact 179 43364341  743.2860
cryl9Aal Y07603  Russo and Delecluse 1996  AEM 63 4449-4455 719-2662
eryl9Bal D383838! Hwang et al 1998  SAB 21 179-184 §26-2671
ery20Aal U82s18 Lee & Gill 1997  AEM 63 4664-4670 60-2318
cry2lAal [32932 Payne et al 1996 USP 5589382 1-3501
cry22Aal 134547 Payue <l al 1997  USP 5596071 1-2169
tytl Aal X03182 Waalwijk etal 1985 NAR 13 8207-8217 140-386
cytl Aaz X04338 Ward & Ellar 1986 JMB 191 1-11 509-1255
CytlAa3 Y00135 Earp&Ellar 1987 NAR 153619-3619 36-782
cytlAad M35968 Galjart et al 1987 Cum Micro 16 171-177  67-816
cytl Ab] X98793 Thuery et al 1997 AEM 63 463-473 28-777
CytlBal U37196 Payne et al 1995  USP 5436002 1-795
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Nomenclatura de las toxinas de Bacillus thuringiensis

Continuacidén Tablza ||
Clave de Acceso
Nombre al Banco de Genes Referencla Afllo Revista Codigo
cyt2Bal 1Us2043 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 287-655
cyt2Aal 214147 Koni & Ellar 1993 IMB 229 319-327 270-1046
cyt2Ba2 AF020789 Guerchicoff et al 1997  AEM 63 2716-2721 <]->469
cyt2Ba3 AF022834 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <]1->469
cyt2Bad AFQ02283¢% Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <1->469
cytzRa$ AFQ22886 Guerchicoff et al 1997 AEM632716-2721 <1->471
cyt2Ra6 AF(34926 Guerchicoff et al 1997 AEM 63 2716-2721 <1->472
cyt2Bhbl Ug2s19 Cheong & Gill 1997 AEM 63 3254-3260 416-1204

*Tabla tomada de N, Crickmore, et al., 1998 (32).

INota | Las siguientes toxinas o prateinas parecidas a toxlnas no han sido inclutdas en
{a nomenclatura debido a que no se sncuentran dentro del cristal o porgue no
han presentedo cnterios salisfactonos para su inclusién.

Nambre Acceso Referencia Afio Revista Cédigo
40kDa M76442 Brown and Whiteley 1992  J Bact 174 549-557 45-971
cryCl5 X92691 Juarez-Perez et al 1995 no publicado 1-981
cavTDK D86346 Hashimoto 1996 oo publicado 177-2645
¢ryC53 X98616 Juarcz-Perez et al 1996 no publicade 1-1005
vipJA(a) L4B¥11 Estruch et al 1996 PNAS 93 5389-5394 739-3105
vip3A(b) L48¥12 Estruch etal 1996 PNAS 93 5389-5394 118-2484
p2lmed X98794 Thiery et al 1997 ALEM 63463473 1-552
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Figura 1. Electroforesis de la oncotoxina (20 kDa) de Btt
en geles SDS-PAGE al 15%.
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NH,-Pro-Ser-Thr-Val-Val-Asn-Val-Ser-Asn-Leu-Lys-Pro- Gly

-Asp-Thr-lle-Glu- Lys-Glu-Phe

Figura 2. Secuenciacian de los aminoacidos de la porcidn
amino terminal de la oncotoxina de Btt.
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Viabilidad Celular Relativa (%)

Oncotoxina (ug/ml)

Figura3. La actividad biolégica de la oncotoxina es
neutralizada por los anticuerpos especificos al péptido
sintético de la oncotoxina.  Un total de 5 X 10° células
del linfoma histiocitico humano (U-937) se incubaron con
diferentes dosis de oncotoxina (0, 10, 20 y 40 ug/ml) +/-
anti-Otp durante 72 horas a 37°C. 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 el porcentaje de viabilidad
celular relativa.
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kDa A B C OT OTp

Figura 4. Andlisis del western blot durante la purificaciéon
de la oncotoxina utilizando anticuerpos anti-Otp. La elec-

troforesis de las proteinas se realizé en geles SDS-PAGE al

15%, después fueron electrotransferidas a membranas de ni-

trocelulosa e incubadas con el anti-Otp. Posteriormente se le
agrego el conjugado anti-conejo, unido a peroxidasa y revela-
do con el sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham).
Carril A: cristal proteico de Btt solubilizado en condiciones al-
calinas. Carril By C: proteinas eluidas con 0.05 M de NaCl
a través de una columna de intercambio iénico Mono-Q. OT:
oncotoxina purificada. Otp: péptido de la oncotoxina.
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Tabla lll
Proteinas de unidn y probables receptores para las §-endataxinas

Toxina insecto Tamanio (kDa) {dentidad Referencia
CrylA Bombyx mon 120 Amincpeptidasa N Yaoi ef al., 1997
Cry1Ab  Manduca sexta 210 Caderina Vadiamudi ef af., 1995
CoylAb  Manduca sexta 120 Aminopeplidasa N Denolf et al., 1998
Cry1Ab Plutelfa xylastella 120 Aminapeptidasa N Denolf et al., 1996
Cry1Ac Manduca sexta 120 ‘Aminopeptidasa N Knight et al., 1994
Sangadala et a/.,1994
Cry1Ac Heliothis virescens 120 Aminopeptidasa N Gill et al., 1995
CrylAc Lymantra dispar 120 Aminopeptidasa N Valaitis et af , 1995
Cry1Ac Piutelia xylostella 120 Aminopeptidasa N Luo et al, 1997
Cyv1C  Manguca sexta 106 Aminopeptidasa N Luoetal, 1996
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Bacillus thuringiensis var. thuringiensis

Oncotoxina DNA cromosomal

Células U-937 Southern blot

hibridacién

Receptores

Activacion del Factor
de Transcripcion
(NF-xB)

Fragmentacion del DNA
(Apoptosis)

Figura 5. Disefio Experimental,
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Tabla IV
Determinacion de las cpm de las fracciones eluidas
durante el marcaje radioactivo de la oncotaxina con '#°l

Fraccion ('2%1) cpm
No.
1 38
2 445
*3 9257743
o4 3212373
5 1406247
6 1087363
«3+4 4419906
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OT-125 |

Figura 6. Autoradiograma de la oncotoxina marcada

con '25|,  La electroforesis de la oncotoxina-'#°l se rea-
liz6 en geles SDS-PAGE al 15%, el gel se desecé a 80°C
durante 1 hora, se expuso a una pantalla y se analizo en

un Molecular-Dynamics Phosphrimager.
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TablaV

Ensayo de radioreceptores de la oncotoxina-'>*l en células del

linfoma histiocitico humano (U-937)

Tratamiento Unidn cpm % de Union
oT-'# Total 9533 £ 541 100
OT-"3) + A 1nM No Especifica 9140 + 123 96
Especifica 393 4
OT-"®1+ A10 M No Especifica 8360 + 195 88
Especifica 1173 12
OT-'%1 + A100 nM No Especifica 7644 + 164 80
Especifica 1888 20
OT-3% + A1000 nM | No Especifica 1278 + 215 13
Especifica 8254 + 85 87
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Figura 7. Unién competitiva de la oncotoxina-125| y de la

oncotoxina no radioactiva a células del linfoma histioci-

tico humano (U-937). Un total de 1 X 10° células U-937 se
incubaron con la oncotoxina-'2° y con una mezcla de la on-
cotoxina-'25| y diferentes concentraciones de la oncotaxina -
no radioactiva en placas de 96 pozos, se incubaron en bafio

de hielo durante 1 hora, se lavarony posteriormente se tra-
taron a 70°C durante 15 minutos. Se determiné las cpm de

cada uno de los tratamientos en un gamma counter.
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Mitégenos

Bebrana Citocjnas v Otxystimulos
plasmatica
citoplasma

v

kinasas, otros mensajeros secundarios

Transcripcién

NF-xB
PO (ps5:950)
B

Figura 8. Mecanismo de activacion del factor de transcripciéon
NF-xB. Elfactor de transcripcion NF-xB es un complejo de multi-
proteinas que induce la sintesis de proteinas de defensa y sefala-
miento en células que han sido expuestas a una gran variedad de

estimulos. Tres subunidades proteicas controlan las funciones
biologicas del NF-xB. IxB, pS0y p65. IxB es una subunidad que

inhibe |la uniéon del NF-«xB y sirve para retenerlo en una forma indu-
cible en el citoplasma de células que no han sido estimuladas. En

respuesta a una amplia variedad de estimulos IxB se va a disociar
del complejo inactivo p50-p65 y una vez que ha quedado libre este
complejo p50-p65 se va a translocar hacia el nucleo e induce la
transcripcion de genes.
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Tabla VI
Agentes inductores de la activacion del NF-xB

Agente Clase
Factor de Necrosis Tumor (TNF-a) citocina
Linfotoxina (TNF-3) citacina
Interleucina-1 citacina
Interleucina-2 citacina
Interferon-y citocina
Factar Estimulador de las Calonias de Macréfagos citocina
Esteres de forbol mitégeno
Lectinas mitdgeno
Anti-CD28, anti-CD3 mitégeno
Cicloheximida inhibidor de sintesis

de proteinas

Poly(rl)-paly(rC) RNA dolbe cadena
Lipopolisacarido producto bactenal
Citomegalovirus virus
Virus de la Hepatitis B virus
Virus de la Inmunodeficiencia Humana-1 (HIV-1) virus
Virus de la leucemia de células T humana virus
Virus Herpes simplex-1 virus
Perdxide de hidrégeno dario oxidativa
Luz Ultravioleta dario fisico
Pervanadato agentes quimicos
Ceramida agentes quimicos
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Tabla VII
NF-xB activa una gran variedad de genes

Citocinas y Factores de Crecimiento

Inmunoreceptores

Factores de transcripcion

Proteinas de Fase Aguda

Virus

Factor de Necrosis Tumaoral-a (TNF-a)
Linfatoxina (TNF-3)

Interleucina-1

Interleucina-8

Interleucina-6

Intereucina-2

Factor Estimulador de las Colonias de
Macréfagos (M-CSF)

Factor Estimulador de |as Calonias de
Granulocitos/Macrofagos (GM-CSF)
Interferény

MHC-

MHC-I

Cadenas ligeras x de las Ig (Ig-«-LC)
Pz-microglobulina

Receptor p de celulas T

Rel
p105
IxB-o.
Myc

Factor B del complemento
Factor C4 del complemento
Amiloide A sérico

HIv-1
Citomegalovirus
Adenovirus
SV-40
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Figura 9. Activacién del factor de transcripcién NF-xB por |2
oncotoxina. Un total de 1 X 108 células del linfoma histiocitico
humano (U-937) se incubaron con la oncotoxina (0, 10 y 50 pg/mi)
durante 24 horas a 37°C. Después del tratamiento, se prepararon
extractos nucleares y se determiné la activacion del NF-xB como
se describe en materiales y métodos.
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0" 30" 60° 2h 4h 8h 24h TNF
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Figura 10. Cinética de activacion del factor de transcripcion
NF-xB por la oncotoxina. Un total de 1 X 10° células del linfoma
histiocitico humano (U-937) se incubaron en presencia de la
oncotoxina (10 pg/ml) durante diferentes tiempos a 37°C. Después
del tratamiento, se prepararon extractos nucleares y se determiné
la activacion del NF-xB como se describe en materiales y métodos.
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Tabla Vi
Caracteristicas de la Apoptosis

lmportancia Regulacion Inmune
Embriogenesis
Homeostasis de tejidos
Caracteristicas Fisioldgicas Induce una transformacion morfolagica celular
Compactacion del citoplasma
Condensacion de la cromatina
Fragmentacion del DNA
Rompimiento de la célula en fragmentas
Fagocitosis de los cuerpos apoptéticos
Terapia Cancer

Enfermedades virales
Degeneracion neuronal
Linfoprafiferacidn
Inflamacion
Inmunodeficiencias
Otras




Tabla IX
Inductores de |a Apoptosis

Agentes fisicos Luz UV
Shock termico

Agentes antinealpasicos Actinomicina D

Daunorubicina
Bleomicina
Vinblastina

Agentes quimicos Etanol

H20;
Azida de sodio

Citocinas TNF-a
Productos bacterianos  Lipopolisacaridos
Otros Dediciencia de factoras de crecimiento

Qeficiencia de zinc
Acido retinoico
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control 10 pug/ml
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Figura 11. La oncotoxina induce apoptosis en células del
linfoma histiocitico humano (U-937). Fotografia al micros-
copio éptico. Un total de 1 X 10° células U-937 se incubaron
con la oncotoxina (0, 10, 50 y 100ug/ml) durante 72 horas a
37°C y posteriormente se tomaron fotografias al microscopio
Optico observando cambios en la morfologia celular.



Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos
de DNA de células U-937 tratadas con la oncotoxina. Un total
de 1 X 10° células del linfoma histiocitico humano (U-937) se incu-
baron con la oncotoxina (50 ug/ml) durante 24 y 72 horas a 37°C.
El DNA de las células tratadas fue procesado para electroforesis
como se decribe en materiales y métodos. Carril 1: células U-937
+ oncotoxina durante 24 horas. Carril 2: células U-937+ oncotoxina
durante 72horas. Carril 3: células U-937 (control).
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos
de DNA de células U-937 tratadas con la oncotoxina. Un total
de 1 X 108 células del linforna histiocitico humano (U-937) se incu-
baron con la oncotoxina (O, 10, 50 y 100 ug/ml) durante 24, 48 y
72 horas a 37°C. EIDNA de las células de cada uno de los trata-
mientos fue procesado para electroforesis como se describe en

materiales y métodos.
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Activacion del Factor de Transcripcion
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Figura 14. Mecanismo de accién de la oncotoxina.
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AAACCWGGWGATACWATTGAAAAAGAATTT-32p

Figura 15. Oligonucleétido de la oncotoxina.
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Electroforesis en gel de agarosa Autoradiografa
al 1% (bromuro de etidio) (*2P)

Figura 16. Southern blot hibridacion del DNA de diferentes
serotipos de Bacillus thuringiensis. La electroforesis del gel
de agarosa del DNA cromosomal de diferentes serotipos de Bt
y de Escherichia coli se transfiri6 a una membrana de Hybond-+
para hibridizar con la sonda de la oncotoxina-32P.,
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Figura 17.  Analisis del western blot de las proteinas de
diferentes serotipos de Bt utilizando anticuerpos anti-Otp.
La electroforesis de las proteinas se realizé en geles de SDS-
PAGE al 15%, después fueron electrotransferidas a membra-
nas de nitrocelulosa e incubadas con el anti-Otp. Posterior-
mente se le agregd el conjugado anti-conejo, unido a peroxi-
dasa y revelado con el sistema de quimioluminiscencia ECL
(Amersham). OT: oncotoxina purificada, Btt: Bacillus thurin-
giensis var. thuringiensis. Bti: Bacillus thuringiensis var. jsrael-
ensis. Btk: Bacillus thuringiensis var. kurstaki. Bts: Bacillus
thuringiensis var. sotto.
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