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Glosario de términos

Inclusién parasporal: Cristales de naturaleza proteica producidos por Bt.

Proteina Cry: Proteina formadora de cristales producidas por Bt con actividad
especifica a diferentes 6rdenes de insectos.

Parasporina: Proteina Cry con actividad especifica contra células cancerigenas.

Oligopéptido: secuencia de 10 o mas péptidos (péptido como unidad 2 a.a),
incluyendo proteinas.

Control biolégico: Método de control de plagas que usa depredadores, parasitos,
herbivoros u otros medios naturales.

0-endotoxinas: Término empleado para referirse a las proteinas que componen los
cristales parasporales producidos por Bt.

Actividad antiproliferativa: Actividad citotoxica que detiene el crecimiento de células,
en este caso, cancerigenas.
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1. RESUMEN

Bacillus thuringiensis es una bacteria ampliamente estudiada debido a su uso como
bioinsecticida sobre diferentes tipos de insectos plaga. En los ultimos afios, se ha
descrito que algunas proteinas Cry producidas por esta bacteria, llamadas y
reclasificadas como parasporinas, tienen la capacidad especifica de inhibir la
proliferacion de diferentes lineas celulares cancerigenas. En la Universidad del
Papaloapan se han aislado cepas de este bacilo (AX y A34), de las que se han
obtenido proteinas con actividad contra lineas celulares de cancer de mama (MCF-
7), sin embargo, dichas proteinas no han sido caracterizadas por lo que no se tiene
mayor informacion acerca de los posibles mecanismos de accién de la actividad
mostrada. El objetivo principal de este trabajo fue identificar y clasificar estas
proteinas, para lo cual se buscé detectar los genes responsables de su produccion,
asi como la morfologia de los cristales en el que se liberan dichas proteinas, y
obtener la secuencia peptidica de las mismas. Los resultados obtenidos muestran
que de las bandas proteicas obtenidas, la producida por la cepa AX de 50 kDa
aproximadamente tiene el mayor efecto antiproliferativo, inhibiendo el crecimiento
de las células MCF-7 en un 90% aproximadamente. También se encontré que los
cristales producidos por estas cepas, presentaron morfologias irregulares y
semiesféricas, mientras que no se identificaron genes de proteinas Cry. La
identificacion de las proteinas por espectrometria de masas permitié identificar
fragmentos peptidicos de las proteinas Aldehido deshidrogenasa, Factor de
elongacion TU y Represor pleiotropico CodY a partir de la cepa AX, mientras que
se identificaron péptidos de Piruvato cinasa, Formiato acetil transferasa y una
secuencia no caracterizada de Bacillus thuringiensis para las bandas de la cepa
A34. Esto proporcioné la informacion necesaria para sugerir que la actividad de
dichas bandas, se debia a proteinas implicitas en el metabolismo primario de
Bacillus thuringiensis, siendo la de mayor actividad (50 KDa) el Factor de elongacion
TU. No obstante, se han encontrado reportes donde algunas de estas proteinas
indentificadas (intrinsecas de las células), participan como reguladores y
promotores (+ y/o -) de la proliferacion de células cancerigenas. No existe

informacion sobre el efecto antagonistas que las proteinas identificadas en esta

1



investigacion, ejercen sobre células cancerigenas. Mediante este trabajo se
pudieron identificar proteinas participes del metabolismo primario de Bacillus
thuringiensis con efecto antagonista sobre células MCF-7 de cancer de mama, las

cuales no pueden ser clasificadas como proteinas Cry o parasporinas.



2. ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a bacterium widely studied, because have been used as a
biopesticide against different types of insect pests. In recent years, it has been
described that some Cry proteins from Bt, also called as parasporins, and that have
specific ability to inhibit the proliferation of different cancer cell lines. The strains AX
and A34 of Bt were isolated in the University of Papaloapan from which proteins with
activity against breast cancer cell lines (MCF-7) have been obtained. However, these
polipeptides have not been characterized, this is, we unknow if these proteins are
parasporins or some other protein. The main objective of this work was to identify
and classify these proteins, starting of with detect the genes responsible for their
production, as well as the determinated of morphology of the crystal of protein, from
which polipeptides are released, and obtain the peptide sequence of them. The
results show that the proteins obtained of band of 50 KDa, produced by the strain
AX had greater antiproliferative effect, inhibiting the growth of MCF-7 cells by about
90%. We also found that the crystals produced by these strains showed irregular
morphologies hemispherical, while genes of PS proteins were not identified. The
identification of the proteins by mass spectrometry allowed to identify peptide
fragments of the proteins Aldehyde dehydrogenase, Elongation factor-TU and
pleiotropic repressor CodY from the AX strain. Another hand, pyruvate kinase
peptides, formate acetyl transferase and an uncharacterized sequence of Bacillus
thuringiensis were identified for the bands of strain A34. This provided the necessary
information to show that the activity of these bands was due to proteins implicit in
the primary metabolism of Bacillus thuringiensis, being the most active (50 KDa) the
Elongation factor-TU. However, reports have been found where some of these
identified (intrinsic cells), proteins participate as regulators and promoters (positive
and/or negative) of the proliferation of cancer cells, there is no information on the
antagonistic effect that the proteins identified in this research have on cancer cells.
In this work, has been identified proteins participate primary metabolism of Bacillus
thuringiensis with antagonistic effect on MCF-7 breast cancer cells, which cannot be

classified as Cry or parasporins proteins.



3. INTRODUCCION

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria gram positiva, que pertenece al grupo de
Bacillus cereus junto a otras 5 especies: Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus
mycoides, Bacillus pseudomycoides y B. weihenstephanensi (Xu et al., 2014). Sin
embargo, Bt, a diferencia de estos otros miembros del grupo, produce inclusiones
parasporales de formas irregulares, naturaleza proteica y en forma de cristales
durante la fase esporulativa, con propiedades insecticida, considerandolo un

patdgeno oportunista (De Maagd et al., 2001).

Se sabe que las inclusiones parasporales producidas por Bt, pueden estar formadas
por diversas proteinas, en su mayoria &-endotoxinas también llamadas Cry o Cyt.
Estas proteinas tienen distintas clasificaciones dependiendo de su porcentaje de
homologia en su estructura primaria, asi como la forma de los cristales (Bravo et al.,
2007; Palma et al., 2014).

Algunas de las proteinas Cry que no tuvieron propiedades insecticida, han
demostrado tener actividad antiproliferativa sobre distintas lineas celulares de
cancer (Mizuki et al., 2000; Okumura et al., 2008; Yasutake et al., 2006). Estas
proteinas Cry, han recibido una nueva clasificacién llamada Parasporinas (PS),
basada en el mismo principio de la clasificacion de las proteinas Cry, es decir, en el

porcentaje de homologia de la cadena polipeptidica (Okumura et al., 2010).

A pesar de que se ha descrito la maquinaria de toxicidad de Bt a través de las
proteinas Cry, Cyt y las parasporinas, se sabe que cuenta con otros oligopéptidos
que pueden contribuir directa o indirectamente con la toxicidad de dichas proteinas
(Raymond et al., 2010). Sin embargo, de muchas de estas proteinas aun no se ha
descrito si estas macromoléculas, por si solas, pueden desencadenar una reaccion

sobre los distintos blancos que atacan las endotoxinas.



4. GENERALIDADES
4.1Bacillus thuringiensis como herramienta biotecnoldgica

Bt es una bacteria ubicua, gram positiva, de forma bacilar (en forma de bastén) y
esporulante, que ha sido aislada de una gran diversidad de ecosistemas (Raymond,
2010). Fue aislada por primera vez a partir de la palomilla mediterranea de la harina
Anagasta kuehniella en la region de Thuringia, Alemania, por la cual recibe su
nombre (Okassov et al., 2015).

Los distintos aislados de Bt presentan en general caracteristicas bioquimicas
comunes; poseen la capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trealosa, maltosa y
ribosa, y de hidrolizar gelatina, almidén, glucégeno, esculina y N-acetil-glucosamina
(Sauka and Benintende, 2008). Sin embargo, su caracteristica mas importante es la
capacidad de producir cristales de naturaleza proteica con actividad insecticida
(Figura 1), con lo cual se ha convertido en uno de los mejores organismos utilizados

para el control biolégico (Palma et al., 2014).

A)

Figura 1. Micrografia a una cepa de Bt en estado de esporangio. A) Cepa C18 subs.
morrisoni en la que se observan la espora y cristales parasporales (Spore= estructura de la
espora; Parasporal crystals= cristales parasporales). B) Cristales de forma Bipiramidal
producidos por la cepa NT0423 subs. kurstaki. Fotos tomadas y modificadas de Bulla et al.,
2010; Roh et al., 2007.

Durante los ultimos 50 afios, Bt ha sido utilizado de forma segura para el control de
entomopatdégenos del orden Lepiddptera, Coledptera y Diptera en diferentes
cultivos gracias a las proteinas con actividad insecticida que produce y libera al
medio en forma de cristales (Bravo et al., 2007; Guerrero et al., 2004). Estas

moléculas conjuntan un grupo diverso y heterogéneo, también conocido como &-
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endotoxinas (Crickmore et al., 1998), divididas en dos grupos de proteinas: Cyt y
Cry. Por un lado, Cry presenta alta especificidad contra insectos de diferentes
géneros y especies de importancia agronémica, ver figura 2 (Boonserm et al,. 2004;
Palma and Berry, 2016). Aunque los productos desarrollados a partir de Bt son los
biopesticidas mas exitosos para el control de insectos, la mayor aplicacion de Bt
para el control de plagas en los cultivos, es a través de plantas transgénicas que

producen proteinas Cry, particularmente maiz y algodén (Adang et al., 2014)

Figura 2. Diferentes organismos afectados por proteinas Cry. Imagen tomada de Palma et
al., 2014.

Algunas de las proteinas que comparte homologia con las proteinas Cry, no
presentan actividad insecticida, no obstante, estudios han revelado que estos
polipéptidos presentan actividad antagonista contra otros organismos como

tricomonas (Kondo, 2002; Palma et al., 2014), y algunas otras especies de diferente



orden, asi como, actividad antiproliferativa contra células cancerigenas (Mizuki et
al., 2000).

4.2 Proteinas parasporales

Bt durante su fase esporulativa, produce d-endotoxinas en forma de inclusiones
cristaloides, estas proteinas, anteriormente eran clasificadas en 2 grandes grupos
Cyt y Cry (Namba et al., 2003) en la que se incluian proteinas con y sin actividad
insecticida. En la actualidad, se consideran 3 grupos distintos con diferentes
aplicaciones: Cyt y Cry con alta especificidad hacia insectos (Jisha et al., 2013) y
las Parasporinas (PS). Estas han tomado importancia en los ultimos afios, debido a
su actividad antiproliferativa contra lineas de células tumorales (Mizuki et al., 2000;
Ohba et al., 2009; Okumura et al., 2008).

Los cristales formados por las d-endotoxinas, comprenden 20-30% del peso seco
de las células (Bulla et al., 1979). Estos cristales deben ser solubilizados por el
medio basico del sistema digestivo de los insectos para que se liberen los
fragmentos téxicos con actividad insecticida (en el caso de las proteinas Cry). De la
misma forma las PS, deben sufrir un proceso de solubilizacién in vitro, para liberar
los fragmentos con propiedades antiproliferativa (Akiba and Okumura, 2016; Bravo
et al., 2013)

Las proteinas que pertenecen a la familia de toxinas Cry estan formadas
estructuralmente por tres dominios altamente conservados, sin embargo, presentan
algunas diferencias en sus secuencias de aminoacidos entre dichas familias (Adang
et al., 2014; Palma et al., 2014; Palma and Berry, 2016).



Figura 3. Estructura tipica de los tres dominios de las toxinas Cry. La estructura
tridimensional mostrada, pertenece a la proteina Cry2Aa, y es representativa de las toxinas
Cry de 3 dominios producidas por Bt. Imagen tomada de Palma et al. (2014).

En la Figura 3 se muestra la conformacion estructural tipica de 3 dominios de las &-
endotoxinas. El dominio | o perforante, situado hacia el extremo N-terminal, se
constituye por un grupo de 7 a-hélices, las cuales se someten a hidrélisis durante la
solubilizacion, a este dominio se le atribuye la insercién a la membrana por parte de
la toxina, y la formacion de poro. El dominio Il o central, esta formado por 3 B-laminas
antiparalelas, y tiene un rol importante en las interacciones toxina-receptores. Por
altimo, el dominio I, puede ser escindido por activacién proteolitica en algunas
proteinas, su funcion esta relacionada a las interacciones con los receptores y la

formacion de poro en las membranas (Palma and Berry, 2016).

Ademas de la mayoria de proteinas Cry que presentan este tipo de estructura como
se muestra en la figura 4(A) en azul, existen casos de toxinas que tienen una
conformacién tridimensional distinta, ejemplo de ellas son las proteinas que estan
estructuradas de forma similar a las toxinas Epsilon (ETX's) de Clostridium
perfringes (por ejemplo Cryl5, Cry33, Cry45), de la misma forma, se ha reportado
gue la proteina Cry34 presenta una estructura similar a la aerolysina producida por
Aeromonas hydrophila. No obstante, también existen proteinas que no tienen una

relacion estructural a otras conocidas.



Figura 4. Agrupamiento por estructura de las distintas proteinas Cry producidas por Bt

imagenes modificadas de Adang et al., 2014; Palma and Berry, 2016.

4.3 Parasporinas

Las PS se definen como: proteinas parasporales producidas por Bt, que no son
hemoliticas y que preferencialmente tienen la capacidad de matar células
cancerigenas (Katayama et al., 2005). Por lo tanto, las definiciones de PS y la toxina
Cry no se excluyen mutuamente: algunas PS pueden ser capaces de matar a plagas

de insectos y células cancerosas (Akiba and Okumura, 2016).



La capacidad antiproliferativa de las PS fue descrita por primera vez en 1999,
cuando se encontraron proteinas Cry sin actividad insecticida, pero si con efecto
antagonista sobre células T leucémicas T (Mizuki et al., 1999). Estas cepas no
hemoliticas pero toéxicas para las células leucémicas, pertenecian a varios
serovares, incluyendo dakota, neoleonensis, shandongiensis, coreanensis y otros
serogrupos no identificados (Mizuki et al., 1999; Okassov et al.,, 2015). Las
inclusiones parasporales purificadas de 3 cepas seleccionadas, mostraron actividad
contra células tumorales de leucemia de células T (Mizuki et al., 1999). Ademas
fueron capaces de discriminar entre las células tumorales de leucemiay las células
T normales, matando especificamente las células leucémicas, a partir de esto,
investigadores concluyen en la posibilidad de introducir a las PS, como alternativa
terapéutica (Okassov et al., 2015).

4.4 Clasificacion

El Comité para la Clasificacion y Nomenclatura de las Parasporinas (Committee of
Parasporin Classification and Nomenclature), clasifica a las PS en 6 grupos distintos
(PS1-PS6), y siguen el mismo patron de nomenclatura en base a la identidad en la
cadena polipeptidica de las proteinas Cry (Figura 5) (Okumura et al., 2010). Cabe
mencionar que las parasporinas anteriormente recibian el nombre y clasificacion de
Cry (Figura 4 A).

Figura 5. Sistema de nomenclatura para proteinas producidas por Bt. Adaptada de Palma
et al. (2014).
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El nombre de las toxinas se basa unicamente en la identidad de la secuencia de
aminoacidos y no tiene en cuenta su toxicidad, sean &-endotoxinas (Cry, Cyt o PS)
o exotoxinas (Vip o Sip) (Palma et al., 2014); Por lo tanto, las toxinas que son activas
contra el mismo orden de insectos (tal es el caso de las Cry), no necesariamente
comparten similitud en sus nombres. EI nombre de una toxina consta de cuatro
niveles, por ejemplo, para Cry41Ab1l el primer numero es el nivel primario y todas
las toxinas que comparten este primer numero (41 en el ejemplo anterior)
compartiran identidad significativa en la secuencia de aminoéacidos (a.a), de al
menos 45%. Las toxinas que comparten los descriptores del nivel primario,
secundario y terciario tendran una identidad de secuencia creciente. Las que
difieren solamente en el descriptor del nivel cuaternario (por ejemplo, Cry41Abl y
Cry41Ab2) tendran al menos un 95% de identidad de secuencia (Adang et al., 2014).

4.5 Mecanismos de accion de las proteinas parasporales

Existe poca evidencia de los mecanismos de accion de las PS sobre las células
diana, sin embargo, se conoce que no todas actian de forma similar.
Particularmente, las PS1, aumentan la concentracion de iones Ca*?,
desencadenando la muerte celular denominada apoptosis, el incremento de este
ion conduce a la formacion de poros en la membrana a causa de la proteina, y el
subsecuente desequilibrio osmético (Katayama et al.,, 2007). Para las PS de 3
dominios (Parasporinas 3 y 6), existe poca informaciéon al respecto, aunque en la
mayoria de ensayos se presenta el mismo efecto de hinchazon de las células y la

formacion de poros (Adang et al., 2014).

En el caso de las PS2, que forman parte del grupo similar a la familia de ETX (Akiba
et al., 2009). Se cree que su mecanismo de accién, esta dado por la formacién de
poros en diferentes pasos; primero, se da el anclaje a receptores de membrana, los
cuales se encuentran en los embalses lipidicos de la membrana, posteriormente
una concentracion de las toxinas en esta region membranal, ocasionando, por
altimo, la formacion de poros que dafian la permeabilidad de la membrana (Kitada
et al, 2009)
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4.6 Otras proteinas y péptidos de interés producidos por Bt

4.6.1 Bacteriocinas

Generalmente al hablar de proteinas producidas por Bt, es comun referirse a las
proteinas cristal involucradas en procesos que afecten a los insectos u otros
organismos asi como a las proteinas Cyt hemoliticas (Barboza-Corona et al., 2007;
Bravo et al, 2007), y recientemente las PS que atacan a células cancerigenas (Akiba
and Okumura, 2016). Sin embargo, al igual que muchas otras bacterias, Bt cuenta
con la facultad de producir algunas bacteriocinas (BCN) para garantizar su
crecimiento en el medio en que se encuentre y no verse afectado por otros
organismos (Ahern, et al., 2003). El tipo de BCN producidas por Bt son conocidos
como thuricinas y BLIS (por sus siglas en inglés Bacteriocin-like inhibitors
substances), ambas corresponden a péptidos pequefios que inhiben el crecimiento

de otras bacterias (Barboza-Corona et al., 2007).

Para el caso de algunas thuricinas se ha descrito su efecto especifico sobre
organismos del mismo grupo de Bacillus cereus asi como otras cepas de la misma
especie Bt, por lo qué, la liberacion de estos péptidos favoreceria al aislamiento e
identificacion de cepas especificas en medio natural (Ahern, et al., 2003; Cherif et
al., 2001). La produccion de estos péptidos se da durante la fase exponencial del
cultivo, manteniéndose constante hasta la fase estacionaria, y suelen ser altamente
termoestables y resistentes a cambios de pH (Cherif et al., 2003; Kamoun et al.,
2005). Rang et al., mencionan que genes codificantes de BCN se encuentran
activos durante la produccion de proteinas que conforman la maquinaria necesaria
para desencadenar la actividad insecticida, sin embargo, al analizar el proteoma,
dichas BCN no fueron encontradas (Rang et al., 2015). Al producirse durante la fase
exponencial-estacionaria y por ser extracelular, no se tienen reportes de que
péptidos similares o pertenecientes a BCN, hayan sido encontrados en cristales
proteicos, sin embargo, se tienen referencias, a que estan involucradas durante los
procesos infecciosos en insectos, donde la funcidn que se especula, presentan

estas biomoléculas, es la de garantizar la colonizacion de los nuevos bacilos
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generados por las esporas recién eclosionadas en el tracto intestinal de los insectos
(Palma and Berry, 2016; Raymond et al., 2010).

4.6.2 Proteasas asociadas al cristal

Distintos autores relatan la importancia de proteasas intracelulares y extracelulares
producidas por Bt ya que estan relacionadas con la sintesis de oligopéptidos y
aminoacidos a través de protedlisis de proteinas extracelulares, que ya no son
necesarias para las células en crecimiento vegetal, cuando se empieza a formar la
espora, las serinas proteasas realzan modificacion postraduccional de los
precursores de proteinas cristalinas y esporas y con la hidrélisis de estructuras
superficiales de las células para promover la liberacion de las esporas (Brar et al.,
2007; Carroll et al., 1989; Donovan et al., 1997). Ha sido descrito que diferentes
proteasas pueden actuar de forma sinérgica durante el proceso de infeccion de las
proteinas Cry sobre las células de los insectos, las cuales activan a las mismas
proteinas Cry para realizar la perforacion de membranas, o posteriormente a la
infeccion, ayudando a la proliferacidbn de esporas en el tracto intestinal de los
insectos infectados (Raymond et al., 2010). Se ha reportado que al inhibir la sintesis
de proteasas durante el cultivo de Bt, se observa la ausencia de polipéptidos en el
cristal proteico (Carroll et al., 1989), lo que abre pauta a la presencia de proteasas
dentro de los cuerpos parasporales liberados al medio, al final del ciclo de vida de
la bacteria, aunque se desconoce si la funcion de estas proteasas van mas alla de
la escision de proteinas para generar los cristales, o si influyen en la disociacion de
los cristales y activacion de las proteinas. También se ha observado que si se
agregan proteasa (proteinasa K) al medio de crecimiento de Bt, la tasa de formacién
de cristales proteicos se ve reducida hasta no detectar la presencia de dichos
cristales (Roldan-Sabino, 2017). Lo cual permite especular que la presencia de
proteasas especificas producidas por Bt, dentro de los cristales, pueden tener una

relacion directa en la toxicidad de las proteinas que forman al cristal.

Con los datos anteriores en relacion a proteinas que Bt produce independientes a

los cristales, se ha descrito que guardan relacion a la toxicidad en células de
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insectos, sin embargo, no hay informes que describan mecanismos de accion que

involucren la presencia de proteinas &-endotoxinas, afectando células tumorales.

4.7 ldentificacion de nuevas proteinas

El avance de técnicas moleculares para la identificacion, secuenciacion de genes y
proteinas, durante los ultimos afios, ha facilitado el descubrimiento y la
caracterizacion de nuevas proteinas, asi como la deduccién de su mecanismo de
accion. Anteriormente, la identificacion de las toxinas Cry, se iniciaba con la
caracterizacion de la proteina, seguido, de una extensa identificacion y clonacién de
la secuencia del gen. Mientras mas genes fueron clonados, mayor informacion se

fue adquiriendo sobre las similitudes en sus secuencias (Adang et al., 2014).

En los dltimos afos, el uso de metodologias basadas en PCR, han hecho posible la
identificacion de nuevos genes Cry (Bravo et al., 1998). Hoy en dia, el uso de
softwares predictivos, facilita el hallazgo de estos genes en nuevas cepas, de las
cuales no se tenian registros de que producian proteinas Cry. Asi mismo, surgen
datos tedricos sobre la conformacion secuencial y estructural de las proteinas
adjudicadas a estos genes. A la par, la secuenciacién masiva del genoma de Bt, 0
los plasmidos en los que la proteina se encuentra, ha facilitado la generacion de
pipelines computacionales, que permiten la prediccion e identificacion de genes
putativos para estas proteinas. Sin embargo estas tecnologias, limitan la
identificacion de secuencias genéticas de toxinas totalmente nuevas. (Adang et al.,
2014). Una de las soluciones propuestas a estas problematicas, era volver a
analizar la proteina y posteriormente encontrar el gen responsable de su
produccion. Actualmente con las técnicas proteémicas mas avanzadas, como la
espectrometria de masas (Lee et al., 2006), se facilita la identificacion de las toxinas
putativas del cristal Bt, 0 mediante la expresion de proteinas en diferente fase de

crecimiento del organismo (Adang et al., 2014; S. Huang et al., 2012).

Junto las herramientas y técnicas mencionadas, la cromatografia de liquidos
acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS), se ha convertido en la piedra

angular para la deteccion y caracterizacion de metabolitos de muestras bioldgicas
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complejas, asi como, para obtener secuencias proteicas complejas (Rang et al.,
2015; Schauer et al., 2005), por lo cual, es una propuesta viable para la
identificacion de la secuencia de nuevas parasporinas y proteinas con actividad

biolégica con diferentes aplicaciones producidas por Bt.
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5. ANTECEDENTES

A nivel mundial, los seis diferentes tipos de parasporinas han podido ser
identificados en distintos paises (Gonzalez et al., 2011). Asi como, dentro del
territorio mexicano, se han aislado diferentes cepas productoras de proteinas Cry,
en diversos ecosistemas, mientras que la identificacion de los genes de estas
proteinas, se ha realizado por PCR, dando como resultado, gran cantidad de
diversas proteinas identificadas en el pais (Bravo et al., 1998; Noguera and Ibarra,
2010), sin embargo, solo unas cuantas han sido relacionadas con actividad
antiproliferativa sobre lineas celulares cancerigenas (Espino-Vazquez, 2012).

En la region del Papaloapan han sido aisladas distintas cepas de Bt (Tabla 1), de
las cuales, se detectdé que producen diferentes inclusiones parasporales (Cruz-
Nolasco, 2014).

Tabla 1: Cepas de Bt aisladas en la regién del Papaloapan.

Cadigo Clasificacion serovar Ecosistema de origen

AC-1 : o . .

AC.2 Bacillus thuringiensis alesti Suelo no cultivado

A-9 ND Suelo cultivado con platano y cafia
AC-3 Bacillus thuringiensis higo Suelo cultivado con platano
A-24 ND

A-34 Bacillus thuringiensis tolworthi Suelo cultivado con cafia
A-X ND

ND: Datos no determinados.
*S6lo se determiné que pertenecia a la especie thuringiensis.
Adaptada de Cruz-Nolasco (2014)

De las cepas A34 y AX, se identificaron dos bandas proteicas por cada cepa, de las
gue se describe que tienen actividad antiproliferativa contra las lineas celulares
MCF-7 y MDA de cancer de mama. Los tamafios de las toxinas solubilizadas con
buffer de Laemmli, fue de 50-75 kDa (aproximadamente), a estas bandas proteicas
con base a los antecedentes, fueron nombradas como PS, identificadas como PS
A34-1y A34-2 de la cepa A34, mientras que de la cepa AX, se nombraron PS AX-
1y AX-2 (Cruz-Nolasco, 2017).
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De estas bandas proteicas solo fue descrita su actividad mediante ensayos
citotéxicos con MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), por
lo que no han podido ser identificadas ni clasificadas como nuevas PS o Cry en su
defecto, debido a esto, el presente trabajo tiene como objetivo identificar y clasificar

las proteinas responsables de la actividad antiproliferativa.
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6. JUSTIFICACION

La region del Papaloapan es considerada un nicho de abundantes de recursos
biotecnoldgicos, entre los que destacan los microorganismos, quienes juegan un
papel importante, por ejemplo como sistemas de control biolégico de plagas.
Nuestro grupo de trabajo ha aislado de la region, distintas cepas de Bt. En las cuales
se han podido identificar proteinas de diferentes pesos moleculares, y algunas han
sido probadas contra distintas lineas celulares de cancer de mama, presentando
actividad antiproliferativa sobre éstas. Sin embargo, dichas proteinas no han podido
ser identificadas ni caracterizadas segun la nomenclatura reportada para las -
endotoxinas. El hallazgo de estos polipéptidos representa una nueva alternativa en
el campo terapéutico contra el cancer. Por lo que, la determinacion de la secuencia
y estructura de dichas macromoléculas resulta vital para entender el posible
mecanismo de accién de estos polipéptidos, involucrados con su actividad
antiproliferativa, asi como, dar la clasificacién correspondiente al tipo de proteina
del que trate. Lo que permitira hacer uso de una herramienta con gran potencial
biotecnolégico en uno de los mas importantes campos y con gran repercusion
terapéutica, como lo es la lucha contra el cancer. Por lo que este proyecto de
investigacién tiene como objetivo identificar estas proteinas que demostraron

actividad antiproliferativa y poder clasificarlas.
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7. HIPOTESIS

Los polipéptidos con actividad antiproliferativa contra células MCF-7 producidos por
las cepas de Bacillus thuringiensis AX y A34, presentaran homologia estructural
como en la secuencia aminoacidica y nucleotidica a algin grupo de parasporinas

reportadas.

8. OBJETIVOS

8.1 General

Identificar y clasificar a los polipéptidos AX-1, AX-2, A34-1 y A34-2 que presentan

actividad antiproliferativa contra las lineas celulares de cancer de mama.

8.1 Especificos

¢ l|dentificar los genes que codifican para los polipeptidos identificadas como AX-
1, AX-2, A34-1y A34-2.

e Caracterizar microscopicamente la morfologia de los cristales parasporales que
contienen a las polipeptidos con actividad antiproliferativa.

e Obtener la secuencia aminoacidica de las bandas proteicas producidas por las
cepas A34 y AX.

e Proponer un modelo in silico de la estructura tridimensional de los polipéptidos
con actividad antiproliferativa AX-1, AX-2, A34-1y A34-2.
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Cultivos y
caracterizacion
morfolégica de

cristales

Recuperacion
de proteinas

Pruebas de
citotoxicas

Deteccion
molecular de
genes ps

Obtencion de
secuencias y
modelos
tedricos

9. METODOLOGIA

* Cinéticas de crecimiento para la deteccion de tiempos de
fermentacion.

* Recuperacion y lavados de cristales proteicos
» Evacluacion microscépica de los cristales

* Electroforesis SDS-PAGE
 Escision de bandas, elucion y dialisis de proteinas

* Pruebas de viabilidad de células MCF-7 frente a las proteinas
purificadas

» Deteccion de genes ps por PCR

* Identificacion de péptidos por LC-MS/MS
» Obtencion de secuencias péptidos y alineamientos con proteinas
reportadas

* Generacion de modelos teoéricos de proteinas con actividad
antiproliferativa

|
|
|
|
|
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9.1 Establecimiento de cultivos de Bt y cinéticas de crecimiento

Las cepas A34 y AX de Bt se cultivaron en medio Gerry Rowe con la siguiente

composicion (Tabla 2).

Tabla 2: Composiciéon del medio Gerry Rowe

Componente Proporcién (por cada 100 mL)
Glucosa 15¢g
Extracto de levadura 0.32¢g
Peptona caseina 0.32¢g
Sol. Stock A (Cloruros) 1mL
Sol. Stock B (Sulfatos) 1mL
Sol. Stock C (Citratos) 1mL
Sol. Stock D (Fosfatos) 1mL

La composicion de las soluciones stock (A, B, C y D) se muestran en el anexo 1. El
medio fue ajustado a un pH de 7.4 para el Optimo crecimiento bacteriano y
posteriormente esterilizado en autoclave 120 °C y 15 Ib de presion. El medio fue
inoculado con discos de papel filtro que contenian esporas viables de Bt. La cinética
se llevé a cabo con mediciones a cada 8 horas durante un periodo de 88 horas en
matraces con agitacién de 180 rpm y a temperatura constante de 30 °C. En cada
muestra (8 h) se midié la concentracidén de bacilos y esporas por cuenta directa en
camara de neubauer, y con esta se determinaron los tiempos para la extraccidén de
material genético es al momento que se alcanza la fase de transicion entre la fase
exponencial y la estacionaria, y los tiempos minimos de esporulacién al final de la

fermentacion.

9.2 Obtenciodn de cristales parasporales

Se realizaron cultivos en matraz con agitacion, en medio Gerry-Rowe y caldo
nutritivo, durante 6-7 dias a 30 °C y 180 rpm. Al término de la fermentacién el mosto
fue centrifugado a 5200 XG por 20 minutos en tubos centrifuga de 50 mL para la
recoleccion de las esporas con los cristales. El precipitado obtenido de los cultivos
en matraz corresponde a los elementos insolubles entre ellos, proteinas insolubles,
fue lavado siguiendo la metodologia propuesta por Cruz-Nolasco (2017), que
incluye lavados por triplicado con solucién isoténica al 0.85% (P/V) a 5200 XG,

seguido de un segundo lavado por triplicado de agua acidificada a un pH de 2 y
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5200 XG por 15 min. La pastilla resultante, la cual contiene en su mayoria cristales
proteicos asociados a esporas Yy trazas de elementos insolubles, fue resuspendido
en 10 mL de agua destilada estéril.

De la solucion resultante, se tomaron 5 mL en tubos centrifuga de 50 mL de
capacidad, estos se congelaron a -20 °C por 24 h. Después del congelamiento, las
muestras fueron liofilizadas por 24 h a una presion de 0.050 mBar a -50 °C en un

liofilizador Labconco.

9.3 Determinacion morfoldgica de los cristales parasporales

Para obtener micrografias por microscopia electrénica de barrido (MEB), se
emplearon los sistemas de recubrimiento de carbono y de oro. Para el primero, las
muestras se prepararon en dados de aluminio y se fijaron mediante cinta adhesiva
de carbdn, en la que se colocé la muestra liofilizada. Posteriormente se sometié a
un recubrimiento de carbono al vacio en un evaporador. Dicho tratamiento fue usado
para todas las muestras y fueron analizadas en un microscopio electronico de
barrido de bajo vacio JEOL JSM-5600LV en el departamento de microscopia del
Instituto de Fisica de la UNAM. En cuanto a los recubrimientos de oro, se estudiaron
muestras diferentes lotes de cultivos de Bt, las cuales fueron preparadas de forma
similar en dados de aluminio, solo cambiando la fuente o elemento de cubrimiento.
Se empled un microscopio electronico de barrido marca Phenom Pro Desktop Sem.
Las micrografias resultantes permitieron determinar los tamafios promedio de los

cristales empleando el software ImageJ de libre acceso.

9.4 Andlisis por difraccién de rayos X de los cristales parasporales

Con lafinalidad de poder generar una caracterizacion mas especifica de los cristales
las muestras liofilizadas, fueron llevadas a un Difractometro de Rayos X (DRX) de
polvos, para obtener los patrones de difraccion de cada una de las muestras. Las
muestras fueron analizadas en la region que va de 5°- 50° con 0.01° de tamafio de

paso y 8 segundos por cada uno a 40 kV y 30 mA en el Angulo 26.
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9.5 Purificacién de proteinas provenientes del cristal

Para aislar y recuperar las proteinas de interés, una fraccion del material lavado y
resuspendido (0.7 mL), obtenido de los cultivos liquidos, fue solubilizado con buffer
Laemmli 2X e incubado a 95°C por 5 min. Garantizando la disociacion y liberacion

de las proteinas que forman los cristales.

Las muestras solubilizadas fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 10% y
12% separadas por electroforesis a 150 V por 150 minutos. Los geles fueron tefiidos
con azul de coomasie durante toda la noche, posteriormente fueron lavados con
soluciones destefiidoras (Anexo 3). Las bandas de interés fueron visualizadas y
cortadas del gel para su recuperacion. Adicional a las bandas de interés, fue cortada
una banda de tamafio aproximado a 30 kDa. Las proteinas fueron eluidas mediante
un electroelutor (BIORAD) a 10 mA durante 5 h, para separar las proteinas del gel
de acrilamida. El producto de la elucion, fue dializado con membranas (Dialysis

sacks) con un tamafo de poro de 12 kDa.

9.6 Ensayos de citotoxicidad (MTT)

Una curva dosis respuesta fue realizada empleando diferentes concentraciones de
proteinas (0, 6, 9, 12 y 15 ug/uL) en la linea celular MCF-7 de cancer de mama
siguiendo el protocolo reportado por Cruz-Nolasco en 2017. Para ello se cultivaron
2x10% células en placas de 96 pozos con medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino (10%), y se incubaron a 37 °C con una atmoésfera de 5% de CO.-.
Posteriormente, se agregd a cada pozo las concentraciones mencionadas
anteriormente y se incubaron a 37 °C por 48 h. Posteriormente se realizé la prueba
de MTT, para ello se afiadieron 200 yL de MTT a una concentracién 0.25 mg/mL, y

esto fue incubado por 4 h.

Al término de la incubacion, se retir6 el sobrenadante y se agregaron 100 uL de
isopropanol. Se hizo la lectura a una longitud de onda a 595 nm, y fueron realizados
3 ensayos independientes. Para el analisis estadistico se aplicé un ANOVA de una

via seguido de la prueba post hoc de Dunnett. Los valores con p <0.05 fueron
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considerados estadisticamente significantes. Siendo * p<0.05, ** p<0.01 y ***
p<0.001.

9.7 Busqueda bioinformética en bases de datos

A la par del establecimiento de los cultivos, se realizaron los analisis pertinentes con
las secuencias de genes ps reportados en bases de datos. Se obtuvieron las
distintas secuencias consenso de los diferentes grupos de PS (PS1-PS6),

reportadas en el GeneBank del NCBI con los siguientes ID de acceso (Tabla 3).

Tabla 3. ID de las secuencias utilizadas en el anélisis bioinformatico.

Grupo PS Nombre PS ID Acceso Grupo PS Nombre PS ID Acceso
PS1Aal AB031065.1 PS2Aal AB099515.1
PS1Aa2 AY081052.1 PS2 PS2Aa2 AB454419.1
PS1Aa3 AB250922.1 PS2Ab1 AB186914.1
PS1Aa4 AB274826.1 PS3Aal AB116649.1
PS1Aa5 AB274827.1 PS3 PS3Ab1 AB116651.1
PS1 PS1Aa6 AB375062.1 PS4 PS4Aal AB180980.2
PS1Abl AB250923.1 PS5 PS5Aal AB555650.1
PS1Ab2 AB274825.1 PS6 PS6Aal AB375063.1
PS1Acl AB276125.1
PS1Ac2 AB731600.1
PS1Ad1 AB375062.1

Dichas secuencias se sometieron a alineamientos multiples, empleando el software
MEGAY7, para identificar regiones homoélogas entre los distintos genes ps, lo cual
garantiza la especificidad de los oligonucleétidos para cada uno de los genes que

codifican a los diferentes grupos de PS.

9.8 Disefio de oligonucleotidos

El alto porcentaje de identidad entre las secuencias reportadas de cada grupo,
observada tras los alineamientos con el software MEGA7, y comprobados con el
software online Clustal Omega, permitio el disefio especifico de un par de

oligonucledtidos para cada una de las 6 diferentes familias de ps (PS1-PS6). Estos
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fueron disefiados con ayuda del software Primer-Blast del NCBI, para detectar las
regiones especificas a cada grupo de ps. En el caso de los primers disefiados para
identificar el gen ps4, el oligonucleétido directo, se empareja en una region no
codificante de la secuencia AB180980.2, mientras que el reverso cubre hasta el
codon 23 de la region N-Terminal de la secuencia de a.a. reportada. Los
oligonucledtidos fueron sintetizados por la unidad de sintesis del Instituto de
Biotecnologia (IBT) de la UNAM. Los oligonucleétidos disefiados para este trabajo

se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4: Oligonucleoétidos disefiados para cada grupo de PS

GrFtJSpO Secuencia5 a 3’ %G-C  Tamafio Tm Amp
pPs1 F | ACCTCCTGAGACTAACATGAGC 50 22 56 651 pb
R | CCCCACACAGAAGTCGTTGC 60 20 58.8
PS2 F | CAATCCACTACAGACGTTATTCG 43 23 53.4 115 pb
R | CGGGATTAGTACCATAAATAGAGG 42 24 52.2
Ps3 F | TTTGAACCTGTACGGGATAATTGC 42 24 55.5 236 pb
R | GACACTTCCCCACCAGTACC 60 20 57.4
PS4 F | CATCAAATAGAACACGGTCAATAGG 40 25 53.8 135 pb
R | GTATCCCCTTGCAGCACACC 60 20 58.5
PS5 F | GGCCCGTTTGTTGTTCCTGC 60 20 59.9 53 pb
R | GTGCCTTTCCCTTGTATAGTTGC 48 23 56.1
PS6 F | TAGGAACCACTATTGGAGGTGC 50 22 56.4 1117 pb
R | GGAAGTCCAGCAACATTTACTCC 48 23 55.9

9.9 Extraccién de material genético

El DNA plasmidico se extrajo a partir de 1.5 mL de medio con Bt, tomados a las 32
horas de la fermentacion, mediante el protocolo miniprep de lisis alcalina (Ausubel
et al., 2003; Birnboim, 1983), asi como, DNA gendmico, esto mediante un protocolo

de extraccion con solventes organicos (Anexo 2).

La calidad del DNA se comprob6 por corrimiento electroforético en geles de agarosa
al 0.8 % a 90 V durante 40 minutos.

9.10 Deteccion de genes ps por PCR punto final

Se realizaron pruebas de PCR punto final con DNA gendmico y plasmidico para la
busqueda de genes codificantes de parasporinas. Las condiciones de corrida y la

composicidon de la mezcla de reaccion se presentan en las tablas 4 y 5.
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Tabla 5: Condiciones de reaccion

de PCR

Tabla 6 Componentes de la mezcla de

reaccion
Cantidad
Reactivo Concentracion
(pL)

Buffer 10x 3 (10x)
MgCl, 25 50 mM
dNTPs 1 10 mM

Oligo directo 2 10 pmol/pL
Oligo reverso 2 10 pmol/pL
Muestra DNA 1 10-50 ng/pL
NZyTaq pol ll 0.5 5 u/pL
H,0 libre de
36
nucleasas
Vol. final 50

Los productos de PCR de cada uno de los genes evaluados se corrieron por

electroforesis en gel de agarosa (3%) a 90 volts por 45 minutos, posteriormente

fueron revelados con un fluoréforo (EpiQuik DNA Stain). Para visualizar las bandas

obtenidas fueron observadas en un foto documentador (SYNGENE).

9.11 Identificacién de proteinas por espectrometria de masas

Para conocer las secuencias de las proteinas de interés, se enviaron bandas

cortadas directamente de geles de acrilamida al 10 y 12% de concentracion, los

tamafos de las bandas se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 7: Tamafios de bandas de proteinas enviadas a secuenciacion.

Cepa Muestra (Id) Tamafo aproximado
(kDa)
AX AX-55 55
AX-50 50
AX-30 30
A34 A34-75 75
A34-65 65
A34-30 30

El protocolo empleado por el laboratorio de proteOmica se encuentra en el anexo 4.
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9.12 Analisis bioinformatico de las secuencias de aminoacidos obtenidos

Las secuencias de los fragmentos peptidicos fueron analizadas con el programa

Scaffold version 4.8.8 (recomendado por el laboratorio de prote6mica).

Los péptidos fueron seleccionados y recuperados tomando como parametros de
seleccién: 1) el porcentaje de probabilidad de identificacion para cada péptido, 2)

para cada proteina se empled el porcentaje maximo de cobertura.

Los péptidos fueron analizados por separado mediante alineamientos multiples y
BLAST, para encontrar regiones homologas con proteinas Cry y PS. Asimismo, las
secuencias de los péptidos fueron sometidas a un BLAST por homologia de
estructura secundaria en el servidor en linea de JPred
(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/), donde el alineamiento obtenido, fue
basado en las interacciones y propiedades fisicoquimicas de los péptidos, para la
generacion de estructuras secundarias. Por otra parte, se realizaron alineamientos
de los péptidos obtenidos por secuenciacion con péptidos identificados y reportados
en la literatura, que tienen actividad membranolitica sobre células cancerigenas, y

en especifico contra lineas de cancer de mama.

Para obtener los modelos de las secuencias de proteinas y péptidos obtenidos:
primero se realizaron alineamientos por homologia con JPred y se seleccionaron
las secuencias proteicas con las que mejor valor de emparejamiento tuvieron, de
estas secuencias fue descargada su estructura tridimensional del PDB (Protein Data
Bank). Seguido a esto, mediante el software Chimera v1.12, se realiz6 el modelado
por homologia de nuestras secuencias, basado en la estructura 3D obtenidas del
PDB. Para cada secuencia de interés se obtuvieron 20 modelos tedricos, de los que
se selecciond el que mejor puntaje de zDope obtuvo (mayor valor negativo) y de
GA341 donde >0.7 es indicativo de una probabilidad >95% de que el modelo sea
correcto (Pettersen et al., 2004; Yang et al., 2012).
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10. RESULTADOS Y DISCUSION
10.1 Cinéticas de crecimiento

Se realizaron las cinéticas de crecimiento para las cepas AX y A34, para poder
identificar los tiempos necesarios para obtener material genémico y al final de la
fermentacion, esporas junto con cristales parasporales. Las cinéticas de ambas
cepas se realizaron midiendo por triplicado a cada 8 h, por cuenta directa en
camara, la concentracion de esporas y bacilos como se presenta en la figura 6. En
ambas cepas se observa el comportamiento tipico de crecimiento de los
microorganismos, una fase de adaptacion durante las primeras 14 h, la exponencial
de 14-30 h y la fase estacionaria 30-40 horas, para el caso de la cepa A34, esta se
prolongd hasta la hora 50, y la fase de muerte, para la cepa A34 fue alrededor de
las 72 h la concentracion de bacilos fue minima, mientras que la cepa AX al final de
la fermentacién (88 h) aun se podian encontrar bacilos viables. A partir de estas
curvas se determino que el tiempo necesario para obtener una buena concentracion
de material gendémico, es entre las 28 y 32 h para ambas cepas. La cepa A34
reportd un crecimiento mas acelerado, aproximadamente de 10 veces mayor que la
cepa AX (7X10° > 8X108), y por lo tanto, el mismo comportamiento se reporta al
final de la fermentacion donde las esporas y los cristales se encuentran en mayor
concentracion en A34 que en AX. Sin embargo, una clara diferencia que se observa
en la cepa AX es que al pasar la fase estacionaria y entrar en la fase de muerte (40
h), se ve una segunda fase estacionaria, la cual se prolonga hasta las 70 horas, el
mismo fendmeno relaciona con la estabilidad en la presencia de esporas que se
mantiene estable durante este mismo periodo. Durante la fase estacionaria, se sabe
que la velocidad de muerte de los bacilos es igual a la velocidad de formacion de
nuevos bacilos a partir, de las esporas presentes en el cultivo, por lo cual, el

aumento de la concentracion de esporas no deberia verse afectado.
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Figura 6. Cinéticas de crecimiento de las cepas A) AX y B) A34. Para la cepa AX, obtuvo
una maxima concentracién promedio de 7.5 x 10® bacilos/mL, mientras que para esporas
de la misma cepa alrededor 1.2 x 10° esporas/mL. En el caso de la cepa A34 se observo
una maxima concentracion de bacilos arriba de 7 x 10° bacilos/mL y mayor a 2 x 10°
esporas/mL.

Las diferencias encontradas en la produccién de biomasa, y por ende, de esporas
al final de la fermentacion, puede deberse a multiples variables en nuestro sistema
de cultivo, entre las que podemos encontrar los niveles de oxigeno disuelto, la
cantidad de indculo inicial, la diferencia en el aprovechamiento de nutrientes por
cada una de las cepas, entre otros (Liu and Tzeng, 2000). Alguno de estos factores,
pueden ser los responsables de las diferencias encontradas en el crecimiento de
estas 2 cepas y con otras especies del mismo género que han sido descritos dentro
del grupo de trabajo (Cruz-Nolasco, 2014; Roldan-Sabino, 2017). Por otro lado
diferentes estudios tratan de homogeneizar estos parametros, haciendo uso de
distintos sistemas como los biorreactores, donde se tiene el control de todas las
variables, si se utiliza un medio similar al utilizado en este trabajo, se maximiza la
produccion y se reducen tiempos (Rowe et al., 2003). Sin embargo para los fines de
este proyecto, solo es necesario que exista una produccidén constante y que los
resultados sean reproducibles en el contexto de calidad y cantidad de esporas y

cristales.
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10.2 Caracterizacion microscopica de cristales

10.2.1 Micrografias cepa control HD-73

Para poder determinar la morfologia de los cristales y comprobar que nuestras
cepas producian cristales, las muestras liofilizadas fueron observadas con MEB
obteniendo lo siguiente. En la Figura 7 se muestran en diferentes puntos (circulos
rojos), cristales de forma bipiramidal caracteristicos de la cepa HD-73 de Bt var
kurstaki, productora de proteina CrylAc, donde se encontraron estructuras
cristalinas tienen un tamafo medio de 1.5 um de largo y 0.6 pum. La figura 7(A)
muestra un acercamiento de 2000 veces en la cual se alcanzan a observar cristales
bien definidos, mientras que en la figura 7(B), se pueden visualizar perfectamente
la morfologia caracteristica de estos cristales de forma bipiramidal. Esta muestra
fue empleada como control de la produccion de cristales por las cepas de Bty la

visualizacion de los cristales por MEB.
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Figura 7. Micrografias de cristales de Bt var Kurstaki cepa HD-73, empleada como control
positivo.

10.2.2 Micrografias de las cepas A34 y AX con recubrimiento de carboén.
En la figura 8 se pueden apreciar en distintas campos, estructuras cristalinas
producidas por la cepa A34, las cuales muestran una morfologia irregula. El tamafo

promedio de la superficie de estos elementos es de 0.7 x 0.3 um, mientras que las

esporas tienen un tamafio de 2 x 1 um aproximadamente.
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Figura 8. Imagen de microscopia electrénica de barrido de la cepa A34 cubierta con
carbono. En donde E indica esporas y C indica cristal de proteina.
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Figura 9. Imagen de microscopia electrénica de barrido de la cepa AX cubierta con carbono.
En donde E indica esporas y C indica cristal de proteina.

Para mejorar y complementar la caracterizacion morfolégica de los cristales de
ambas cepas, se realizaron nuevas micrografias con recubrimiento de oro para

obtener una mayor definicién y nitidez en las imagenes.

10.2.1 Micrografias cepa A34 con recubrimiento de oro.

Las micrografias de la cepa A34 con recubrimiento de oro, ver figura 10, confirmaron

la presencia de cuerpos cristalinos de formas irregulares y semiesféricas.
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Figura 10. Imagen de microscopia electrénica de barrido de la cepa A34 a diferentes
aumentos cubiertas con oro. En donde C indica cristal de proteina.

10.2.1 Micrografias cepa AX con recubrimiento de oro
Al igual que con las estructuras observadas de la cepa A34, estas micrografias
permiten definir mejor la morfologia de las estructuras cristalinas producidas por la

cepa AX, donde podemos ver cristales semiesféricos e irregulares, aunque de un

tamafio menor a 0.4 um de didmetro en promedio (Figura 11).
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Figura 11. Imagen de microscopia electrénica de barrido de la cepa AX a diferentes
aumentos cubiertas con oro. En donde E indica esporas y C indica cristal de proteina.

Desde la primera vez que fue identificado Bt en 1902 por Ishiwata, esta bacteria ha
sido aislada de diferentes ecosistemas y estudiada ampliamente. Sin embargo,
debido a que existen regiones donde aun no se han buscado cepas de Bt, se cree
que se pueden encontrar cepas con distintas aplicaciones (Nair et al., 2018). En
particular de la morfologia de las inclusiones parasporales producidas por Bt, han

sido descritas diversas morfologias, no obstante, la mas abundante es la bipiramidal
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(producida por la variedad kurstaki por ejemplo) que podemos ver en la figura 7,
esta morfologia es asociada a la produccion de proteina CrylAc, una de las mas
utilizadas en productos para el control biolégico (Feng et al., 2001; Roh et al., 2007;
Schinemann et al., 2014). Existen reportes de formaciones cristalinas esféricas,
cubicas entre otras (Deng et al., 2014; Feng et al., 2001; Nair et al., 2018;
Schinemann et al., 2014), sin embargo las cepas de interés en este estudio,
presentaron inclusiones cristaloides de morfologias irregulares y semiesféricas
(Figuras 8-11). lbrahim y colaboradores (2010) menciona que muchas cepas
productoras de cristales que no tienen actividad insecticida, son de morfologia
irregular, esto se puede relacionar directamente con investigaciones que dan a
conocer las proteinas producidas por Bt, con efecto citotoxico sobre células
cancerigenas (Ps), donde describen que la forma de los cristales en los que se
encuentran las proteinas, es irregular (Ibrahim et al., 2010; Kitada et al., 2005; D.
W. Lee et al., 2000; Lenina et al., 2014). En cuanto la cepa A34, investigaciones
previas describen que pertenece a la variedad Tolworthi, como observamos en la
figura 10 los cristales que produce son de morfologia irregular semiesférica (Bravo-
D et al., 2015; Cruz-Nolasco, 2014). Sin embargo, un reporte de la cepa Btt01,
perteneciente a esta misma variedad, aislada en Brasil, describe la presencia de
cristales bipiramidales con potencial insecticida (Argblo-Filho et al., 2014), siendo
diferente a lo descrito por nuestro grupo de trabajo, no obstante, los cristales y su
morfologia al ser dependientes del tipo de proteina que lo compone, pueden variar
de una cepa a otra, dependiendo del lugar donde fue aislada dicha cepa y su

interaccion con el ambiente para generar la forma de dichos cristales.
10.2.2 Difractogramas de las cepas AX y A34.

Con la finalidad de asociar la morfologia de los cristales analizados con patrones de
difraccion de rayos X (DRX), sé realizo el analisis por DRX con las muestras
seleccionadas, obteniendo los siguientes difractogramas. En la figura 12(A) se
observan los difractogramas con las muestras alineadas donde se muestra la
convergencia de picos en las mismas posiciones mientras que en la figura 12(B) se
pueden ver los patrones de difraccion por separado de los cristales de dos cultivos
de AX crecidas en caldo nutritivo (AX2401CN y AX1403CN), asi como los cristales
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de dos cultivos A34, A341405LI con un tratamiento de lavado incompleto y crecida
en caldo nutritivo, y A340303 con tratamiento de lavado completo crecida en medio

Gerry-Rowe.

Figura 12. Difractogramas de las muestras AX y A34 en diferentes cultivos. A)
Difractogramas obtenidos de cada muestra, donde se observan picos que sefalan el alto
grado de cristalinidad en la region 13y 17 del angulo 26. B) muestra los difractogramas opr
separado de cada muestra, se pueden observar las similitudes entre las regiones cristalinas
(13-27 del angulo 26) y la zona amorfa (28-50 del angulo 26). En el recuadro (A) se notan
las similitudes con los difractogramas descritos previamente por Martinez-Garcia 2018.

Podemos observar que los picos coinciden a las mismas regiones del angulo 26
entre si, por lo que no podemos aseverar si solo se debe a la presencia de cristales

en nuestra muestra, o a un arreglo similar de las agrupaciones de proteinas que
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conforman los cristales. En un trabajo previo por Martinez-Garcia (2018), y el Gnico
de su tipo hasta este momento, menciona las diferencias en los grados de
cristalinidad de mediante DRX de polvos, obtenidos de dos géneros de Bacillus,
donde la cepa HD-73, que produce cristales bipiramidales, genera un patron de
difraccidon muy parecido a los obtenidos en nuestro trabajo, mientras que la cepa de
Bacillus subtillis var. 168 que no produce cristales, solo se observa una regién con
amorfa (Martinez-Garcia, 2018, p. 51). En la figura 12A podemos observar que los
picos de mayor intensidad convergen en la posicion 13y 17 de la region 26 al igual
que en 22 y 27 aproximadamente como describe Martinez-Garcia (recuadro de la
figura 12A).

Si bien los resultados de esta técnica esta técnica no son suficientes para obtener
una relacion directa, comparando los patrones de difraccion con las morfologias
observadas por MEB, puede ser muy util para determinar el grado de cristalinidad
de las muestras de Bt al final de la esporulacion, lo cual garantiza un éxito al aislar,
purificar e identificar bandas de interés producidas por el bacilo. En conjunto ambas
cepas demostraron poseer cristales de morfologia irregular con patrones de
difraccion que corresponden a difractogramas reportados para cepas de Bt

productoras de proteinas Cry.

10.3 Purificacion de proteinas

Para llevar a cabo las pruebas citotéxicas, las proteinas de interés descritas por
Cruz-Nolasco (2017), fueron purificadas a partir de bandas recuperadas de geles
SDS-PAGE, como se muestra en las siguientes imagenes. En las figuras 19 Ay B,
y 20 A y B se presentan los geles SDS-PAGE al 10 y 12% de concentracién de
acrilamida, en los que se observan bandas proteicas correspondientes a los
tamafos indicados anteriormente en la tabla 4 para las cepas A34 y AX
respectivamente. En dichas figuras se pueden observar, para el caso de la cepa
A34 (Figura 13), bandas dentro de los recuadros rojo, naranja y verde, las cuales
fueron recortadas y enviadas a secuenciacion e identificacion. Para la cepa AX
(Figura 14) dichas bandas se encuentran encerradas en los cuadros rojo, negro y

azul.
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Figura 13. Andlisis electroforético de las proteinas parasporales de la cepa A34 de Bt. El
carril uno presenta el marcador de peso molecular con los tamafios de referencia, para
ambos geles, los carriles 2-10 presentan muestras de la cepa A34 de diferentes cultivos.

Figura 14. Analisis electroforético de las proteinas parasporales de la cepa AX de Bt. El
carril uno presenta el marcador de peso molecular con los tamafios de referencia, para
ambos geles, los carriles 2-10 presentan muestras de la cepa AX de diferentes cultivos

Diferentes autores mencionan que las protoxinas que componen los cristales
proteicos de Bt, suelen tener tamafios de 130-140 KDa, los cuales disminuyen al
momento de activar a dichas protoxinas mediante hidrolisis, liberando los
fragmentos toxicos (K. xue Huang et al., 2007; Song et al., 2008; Whiteley and
Schnepf, 1986). Con base a lo mencionado, solo se purificaron bandas que
mostraron actividad antiproliferativa en trabajos previos (Cruz Nolasco, 2017), como
muestran los geles (Figuras 13 y 14). Estas bandas fueron eluidas y dializadas para

recuperar la proteina soluble, y con ella poder hacer las pruebas citotéxicas.
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10.4 Ensayos dosis respuesta de las proteinas aisladas

Se realizaron ensayos citotdxicos dosis respuesta en células MCF-7 de cancer de
mama, los resultados indicaron que las proteinas AX-50 y A34-65 tuvieron una
actividad antiproliferativa estadisticamente significativa a una concentracion de 9,
12 y 15 pg/mL para las muestras de AX-50 y de 6 ug/mL para la muestra A34-65
respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Viabilidad de células MCF-7 frente a las proteinas AX-50 y A34-65.

CN: Control negativo (células sin tratamiento). Buf: Blanco, Tratamiento con buffer de
dialisis (sin proteinas). Para el estadistico, el CN fue considerado como el 100 % de células
viables, para cada ensayo. El analisis estadistico fue realizado mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett. * p <0.05 vs control, y *** p <0.001 vs
control.

En la figura 16 se presentan los graficos de los ensayos de citotoxicidad del resto
de las bandas proteicas purificadas con las células MCF-7. Podemos observar que
mas de una tuvo efecto sobre el crecimiento de la célula, sin embargo, estos efectos
no fueron significativos comparados con el grupo control (CN) y el control mas
vehiculo (Buf).

Estos resultados son similares a los reportados por Cruz-Nolasco (2017), quien
describié que las bandas proteicas A34-75, A34-65, AX-55 y AX-50, tuvieron
actividad antiproliferativa contra células MCF-7, con la diferencia que solo A34-65y
AX-50 fueron las que mayor actividad mostraron en este trabajo. El tratamiento con
AX-50 alcanzé una IC50 (concentracion inhibitoria 50) de 9 ug/mL, mientras que
para las proteinas de la cepa A34 la IC50 no fue alcanzada.
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Figura 16. Viabilidad de células MCF-7 frente a proteinas purificadas de las cepas AX y A34
CN: Control negativo (células sin tratamiento). Buf: Blanco, Tratamiento con buffer de
dialisis (sin proteinas). Para el estadistico, el CN fue considerado como el 100 % de células
viables, para cada ensayo. El andlisis estadistico fue realizado mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba post hoc de Dunnett. * p <0.05 vs control, y *** p <0.001 vs
control.

Brasseur y colaboradores demostraron que 1 pg/mL de parasporina tipo 2 (PS2),
previamente digerida con proteinasa K, inhibié cerca del 90% de la proliferacion de
células MCF-7 (Brasseur et al., 2015). Resultados que son semejantes al efecto
alcanzado por la fraccién proteica AX-u50. Si bien, los mecanismos que siguen las
PS para inhibir la proliferacién celular en la células cancerosas aun no estan bien
elucidados, se cree que estas proteinas se unen a receptores de membrana
dafiandola y conduciendo a procesos apoptéticos (Soberdn et al., 2018). Debido a
que entre las células cancerigenas presentan caracteristicas diferentes, entre ellas
el nimero de receptores que contienen a nivel de membrana, es posible que estas
proteinas aisladas interactiien con estos receptores llevando a desencadenar las
reacciones que culminaran en la muerte de las células (Wong et al., 2010). Es por
ello, que se recomienda ampliar el panorama de accion de la actividad
antiproliferativa de nuestras proteinas aisladas, probando a estas contra diferentes

cultivos celulares de distintos tipos de cancer.
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10.5 Deteccidn de genes PS por PCR punto final

Para poder confirmar que el efecto encontrado sobre la proliferacion de las células
era ocasionado por PS, se realizaron las PCR correspondiente a cada par de
oligonucledtidos, para determinar los genes ps presentes en las cepas AX y A34.
Los amplificados obtenidos con los oligonucleétidos disefiados, mostraron
diferentes patrones de especificidad, impidiendo obtener bandas acordes a los
tamarfos esperados, haciendo dificil definir si nuestras cepas contienen o no genes
PS. Por lo que se busco una alternativa para determinar la presencia de estos

genes, empleando oligonucleétidos reportados.

10.5.1 Deteccion de genes ps con oligonucledtidos reportados

Con los oligonucleétidos reportados por Espino-Vazquez en 2012 (Anexo 5), se
encontrd que la cepa AX amplifica a para los genes ps3 y ps5, mientras que la cepa

A34 amplifico para ps3 y ps6.

Figura 17. Andlisis electroforético de los amplificados con oligonucleétidos para los genes
ps3 (A) y ps5 (B) de la cepa AX. A) muestra los amplicones de 1047 pb aproximadamente,
correspondientes al gen ps3 en 3 diferentes muestras de la cepa AX, ademas que presenta
bandas inespecificas de diferentes tamafios. B) presenta amplicones de 414 pb
aproximadamente, correspondientes al gen ps5 en 3 diferentes muestras de la cepa AX,
también se observan bandas de tamafios inespecificos. El marcador de peso utilizado fue
de 50 a 1500 pb.
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Figura 18. Analisis electroforético de los amplificados de PS3 (A) y PS6 (B) de la cepa A34.
A) muestra los amplicones de 1057 pb aproximadamente, que corresponden al gen ps3 en
3 diferentes muestras de la cepa A34, ademas que presenta bandas inespecificas de
diferentes tamafios. B) presenta amplicones de 647 pb aproximadamente,
correspondientes al gen ps6 en 3 diferentes muestras de la cepa A34, también se observan
bandas de tamafios inespecificos. El marcador de peso utilizado fue de 50 a 1500 pb.

En las figuras 17 se pueden apreciar los amplificados de tamafios correspondientes
a ps3 y ps5 para la cepa AX, mientras que en la figura 18 se muestran los
amplificados que indican la presencia de ps3 y ps6 para A34. Diferentes
investigadores indican que existe la probabilidad que cepas de Bt tengan la
capacidad de contener 2 o0 mas genes de PS diferentes (Ohba et al., 2009; Okumura
et al., 2011), lo cual no significa que ambas proteinas se expresen al mismo tiempo,
e incluso que otros genes Cry estén presentes en sus plasmidos y cristales como
proteinas independientes. Como podemos distinguir en ambas figuras (17 y 18),
existen bandas que pueden representar amplicones del tamafio esperado para
genes de PS, para el caso de la cepa AX PS3 y PS5, mientras que PS3 y PS6 para
la cepa A34, sin embargo también se muestran bandas que no corresponden al
amplicon esperado, a diferencia del analisis bioinformatico de las secuencias donde
s6lo se observa un tamafio de amplicon. Por lo tanto, el andlisis por PCR no con
oligonucledtidos disefiados para este trabajo y oligonucle6tidos descritos por

Espino-Vasquez (2012), no fue suficiente para determinar la presencia de genes
pS.
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10.6 Identificacidén de proteinas

Puesto que por analisis de PCR para la busqueda de genes PS, no se pudo
establecer si nuestras cepas producen parasporinas, debido a la alta inespecificidad
encontrada. Se realiz0 la identificacion de las proteinas, que previamente se habian
recuperado y probado contra células MCF-7, mediante fragmentacion peptidica y su

identificacion por espectrometria de masas.

10.6.1 Identificacidén de proteinas producidas por las cepas AX y A34

Mediante el analisis por espectrometria de masas, los resultados obtenidos de la
identificacion de proteinas para las cepas A34 y AX, se obtuvieron las siguientes
proteinas, ver tabla 8, con los Identificadores de bases de datos y nombres de

proteinas con mayor porcentaje de identidad de péptidos y porcentaje de cobertura.

Tabla 8: Proteinas identificadas

Muestra ID Nombre C® PU M %ID
A34-75 | AOA231I18M_BACTU Piruvato cinasa 49 20 62 >95
AOA0G4D760 BACTO Formiato acetiltransferasa 41 23 85 >95
AOAOB5NU36_BACTU  Proteina no caracterizada 28 13 66 >95
AOA0G4CU24 BACTO Proteina DnaK Chaperona 27 12 66 >95
A34-65 | AOAOB5NU36 BACTU  Proteina no caracterizada 34 22 66 >95
AX-55 AOA1E8AA22 BACTU  Aldehido deshidrogenasa Put. 46 14 54 >95
AX-50 AOA243NAT9 BACTU  Factor de elongacién TU 16 4 43 >95
Ax-30 AOA084J462 BACMY  CodY Represor pleiotropico 14 3 29 >95
transcripcional dependiente de
GTP

ID= ndmero de acceso UniProt, C= porcentaje de cobertura, P.U= nimero de péptidos Unicos encontrados en la secuencia,
M= masa (KDa) %ID= Porcentaje de identidad.

De las 6 muestras enviadas y procesadas, se pudieron identificar 41 proteinas en la
base de datos de la UniProt. En la figura 19 se observan las proteinas que mostraron
mayor porcentaje de cobertura de las 41 detectadas. Esta figura es una
representacion grafica de la interfaz proporcionada por el software Scaffold 4, con
el que se analizaron los resultados. En el anexo 6 se muestran el resto de proteinas
identificadas con base al porcentaje de cobertura y numero de péptidos unicos. Por
otro lado, en la tabla 8 solo se muestran 4 resultados para una sola muestra (A34-
75), mientras que las restantes solo se indica 1 por cada banda purificada, omitiendo

a la muestra A34-30 debido a que esta no tuvo presencia de proteinas en el analisis.
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Dentro de las 5 muestras que dieron positivo para al menos 1 proteina, 38 proteinas
presentaron identidad a la muestra de A34-75, 16 para A34-65, 4 para AX-30, 2
para AX-50 y solo 1 proteina para AX-55.

Reportes indican que las proteinas presentes en las inclusiones parasporales de Bt
tienen tamanos que van de 50-140 KDa (Roh et al., 2007), lo mismo aplica para las
PS responsables de la actividad citotoxica, y puesto que las bandas aisladas con
mayor actividad estan dentro de este rango de tamario (apartado 10.4), se esperaba
poder identificar proteinas con homologia a alguna parasporina descrita en bases
de datos, o en su defecto, homologia a proteinas Cry que no se hayan descrito su
actividad antagonista contra células cancerigenas. Contrario a esto, las 41
macromoléculas identificadas, la mayoria pertenecen a la maquinaria de estabilidad
y supervivencia de los bacilos (metabolismo primario y esporulacion), entre los que
destacan, proteinas del metabolismo de azlcares (aldehido deshidrogenasa,
Piruvato cinasa, acetiltransferasas), reguladores transcripcionales (represor
pleiotrépico y chaperonas), reguladores del crecimiento (Factor de elongacion Tu),
entre otras secuencias no definidas. Por lo que se cree que la presencia de estas
proteinas en el cristal se deba a los mecanismos de supervivencia de Bt, es decir,
que sean proteinas necesarias para el correcto funcionamiento y que favorezcan

la eclosion de las esporas llegado el momento idéneo por el ambiente.
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Probability Legend:
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50% to 79%
20% to 49%

0% to 19%
Bio View:
Identified Proteins (41)
Including 0 Decoys
Putative aldehyde dehydrogenase Dhas 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=dhas2 PE=3 sVv=1 ADALEBAAZ2 BACTU
Elongation factor Tu O05=Bacillus thuringiensis serovar canadensis OX=180855 GN=tuf PE=3 S5V=1 ADAZAZINATY _BACTU (+1)
GTP-sensing transcriptional pleiotropic repressor CodY 05=Bacillus mycoides 0X=1405 GN=codY PE=3 SW=1 ADADEAIA62_BACMY (+3)
3- hydroxypropionyl-coenzyme A dehydratase 0S=Bacillus thuringiensis OX=1428 GN=AYKS81_ 19945 PE=3 SV... ADAOBSNRG66_BACTU (+28)
Pyruvate kinase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=BK775_ 08820 PE=3 5v=1 ADAZI1TIBME_BACTU (+1)
Formate acetyltransferase O0S=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi OX=1442 GN=KNN_05696 PE=4 SV=1 ADADGADTE0_BACTO (+8)
Uncharacterized protein O05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=BF38_765 PE=3 sVv=1 ADADBSNUSE6_BACTU (+12)
Chaperone protein Dnak O05=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=dnakK PE=2 SV=1 ADADGACUZA BACTO (+11)
Contig0101, whole genome shotgun sequence 0S=Bacillus thuringiensis Sbt003 OX=1235825 GN=C797_26867.. ADAODINKTZ7_BACTU (+15)
Dihydrolipoamide acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex 05S=Bacillus thuringiensi.. AGDAOD1QZ39_BACTU (+5)
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] 05=Bacillus thuringiensis OX=1428 GN=gl... AQ0AOBSNVS6_BACTU (+29)
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Figura 19: Proteinas identificadas por porcentaje de cobertura de secuencia
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Se puede leer en las etiquetas por cédigo de colores la probabilidad de identidad para cada una de las muestras
analizadas, donde verde indica una probabilidad mayor al 95 %, amarillo 80-94 %, naranja de 50-79 %, rojo de 20-
49 % y blanco que va de porcentaje nulo a 19 %. La probabilidad de identidad de la proteina es independiente al

porcentaje de homologia de las secuencias encontradas, como se puede mostrar en la figura 19 y en el anexo 6.
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10.6.2 Péptidos obtenidos de la identificacion de proteinas

En las siguientes tablas 9-14 y figuras 20-25 se presentan las secuencias de los
péptidos obtenidos de cada una de las muestras emparejadas con las proteinas de
mayor cobertura e identidad mencionadas en la tabla 8, dichos péptidos y figuras
fueron obtenidos directamente de los resultados proporcionados por el programa
Scaffold4.

10.6.2.1 Péptidos obtenidos de la muestra AX-55

La muestra AX-55 fue positiva para una sola proteina, la aldehido deshidrogenasa
putativa, de la cual se pudieron obtener 13 péptidos de diferentes tamafios, como
se muestra en la tabla 9.

Tabla 9: Péptidos de la muestra AX-55

N Secuencia P | F M

1 LYVNGSFIESASGK 99% 22 35 D (+1)

2 TPnPATGETLAVVSEAGR 98% 39 56 D (+1)

3 TPNPATGETLAVVSEAGREDIHK  100% 39 61

4 YYAGWATK 97% 130 137

5 IVGQTIPVSGDYFNYTR 99% 138 154

6 MGAALATGCTIVLKPAEQTPLSAL O (+16),
YLAELIEEAGFPK 97% 178 214 C (+57)

7 IAFTGSTPVGK 98% 240 250

8 VTLELGGK 49% 263 270

9 SPNIILPDADLSR 98% 271 283

10 | EEIFGPVISAIPFNDINEVIER 99% 396 417 D (+1)

11 | SQFGLAAGVWTENVK 99% 421 435

12 | AGTVWVNcCYNVFDAASPFGGFK 99% 446 467 C (+57)

13 | EMGSYALNNYTEVK 97% 474 487 O (+16)

N=numero, P=probabilidad de identidad, I=posicién de inicio, F=Posicién final y M=modificaciones.

D= Desaminacion (Asparagina N 'y Ac Glutamico Q), O= Oxidacién (Metionina M) y C= Carbamida metilacion (Cisteina C)
+(#)= nimero de repeticiones de modificaciones en los espectros.

En mindsculas, se muestran los aminoacidos modificados durante el proceso de identificacion.

La figura 20 muestra las zonas de cobertura de los péptidos en la secuencia de la
proteina (amarillo), y los aminoacidos modificados durante el proceso de
identificacion. La mayor zona de cobertura comprende desde la posicion del

triptéfano (Y) 130 hasta arginina (R) en la posicion 283.
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Figura 20. Ubicacion de cobertura de péptidos obtenidos de la muestra AX-55. En amarillo
se marcan la secuencia de los péptidos identificados por MS en contraste de la secuencia
completa de la proteina depositada en la base de datos de la UniProt, mientras que en
verde se indican los péptidos modificados durante el proceso de identificacién.

Las Aldehido deshidrogenasa (ALDH) pertenecen a una familia de enzimas
dependientes de NADP* que catalizan la oxidacién de un gran niumero de aldehidos
alifaticos y aromaticos, ademas de tener participacion activa en las principales rutas
metabdlicas de un gran nimero de organismos de diferentes vertientes evolutivas
(Lindahl, 1992). Diversos autores relacionan modificaciones de estas enzimas asi
como cambios en la concentracion de este tipo de proteinas en diferentes tumores
o tejidos cancerigenos, con la resistencia a diferentes farmacos (Cojoc et al., 2015;
Januchowski et al., 2016; Januchowski et al, 2013; Li et al., 2018; X. Xu et al., 2015).
Sin embargo estas investigaciones tratan sobre isoformas de ALDH’s intrinsecas
del mismo tejido, es decir producidas por el mismo organismo. A la fecha no existen
reportes sobre el efecto que pudiera causar la presencia de alguna ALDH
proveniente de un organismo de diferente naturaleza, como Bt, frente a un tumor o

cultivo de células cancerigenas, como se detectd en el presente estudio.
10.6.2.2 Péptidos obtenidos de la muestra AX-50

La muestra AX-50 dio positivo para dos proteinas, de las cuales se tomo la de mayor
porcentaje de cobertura y con mayor porcentaje de identidad (Factor de elongacién
TU), de esta secuencia se pudieron obtener 4 péptidos (tabla 10). Ninguno presenta
modificaciones y las probabilidades de identidad son bajas en relacion a la proteina

descrita anteriormente.
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Tabla 10: Péptidos obtenidos parala muestra AX-50

N Secuencia P I F M
1 \ TTLTAAITTVLAK 91% 26 38

2 \ GITISTAHVEYETETR 70% 60 75

3 \ DLLSEYGFPGDDIPVIK 91% 156 172

4 \ LLDQAQAGDNIGALLR 91% 266 281

N=numero, P=probabilidad de identidad, I=posicion de inicio, F=Posicién final y M=modificaciones.

D= Desaminacién (Asparagina N 'y Ac Glutamico Q), O= Oxidacién (Metionina M) y C= Carbamida metilacién (Cisteina C)
+(n)= nimero de repeticiones de modificaciones en los espectros.

En mindsculas, se muestran los aminoacidos modificados durante el proceso de identificacion.

Figura 21. Ubicacion de cobertura de péptidos de la muestra AX-50. En amarillo se marcan
la secuencia de los péptidos identificados por MS en contraste de la secuencia completa de
la proteina depositada en la base de datos de la UniProt.

Para el caso de estas secuencias peptidicas, el mapa de cobertura (Figura 21)
observamos que los péptidos se emparejan a distancias considerables dentro de la
secuencia, pero manteniendo altos porcentajes de identidad de dichos péptidos con
la secuencia de esta proteina. Se sabe que el Factor de Elongacién Tu (EF-TU) es
una molécula de gran importancia en el metabolismo y supervivencia de Bt, y en

general para el grupo de Bacillus cereus (Jinshui et al., 2017).

10.6.2.3 Péptidos identificados de la muestra AX-30

La muestra AX-30 dio positivo para 4 proteinas distintas, de las cuales para el
analisis de los péptidos, solo se tomd en cuenta la proteina con el mayor porcentaje
de cobertura y su naturaleza misma (represor pleiotropico transcripcional
dependiente de GTP CodY), con esta se obtuvieron los siguientes péptidos (Tabla

11) y el siguiente mapa de cobertura (Figura 22).
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Tabla 11: Péptidos obtenidos para la muestra AX-30

N Secuencia P I F M
1 LLGYAIHQQIENER 96% 48 61

2 LLGYAIHQQIENER 13% 48 61

3 EKAEEIEEEAR 77% 157 167

4 EKAEEIEEEAR 40% 157 167

5 KLESAGVIESR 99% 223 233

6 KLESAGVIESR 99% 223 233

7 KLESAGVIESR 99% 223 233

N=nGmero, P=probabilidad de identidad, I=posicion de inicio, F=Posicion final y M=modificaciones.

D= Desaminacion (Asparagina N 'y Ac Glutamico Q), O= Oxidacion (Metionina M) y C= Carbamida metilacion (Cisteina C)
+(n)= ndmero de repeticiones de modificaciones en los espectros.

En minlsculas, se muestran los aminoacidos modificados durante el proceso de identificacion.

Figura 22. Ubicacion de cobertura de péptidos de la muestra AX-30. En amarillo se
marcan la secuencia de los péptidos identificados por MS en contraste de la secuencia
completa de la proteina depositada en la base de datos de la UniProt.

La proteina CodY es un polipéptido altamente conservado en bacterias bajas en G
+ C, como el grupo de Bacillus cereus, y que al igual que EF-TU, es dependiente de
GTP, su principal funcién es detectar la concentracion de GTP intracelular como un
indicador de las condiciones nutricionales y regula la transcripcién de los genes de
la fase estacionaria temprana y la esporulacion, lo que permite que la célula se
adapte a la limitacion de nutrientes (Han et al., 2016; Ratnayake-Lecamwasam et
al, 2001). En el caso de Bt, esta proteina participa en la regulacion temprana de la
fase estacionaria de crecimiento, asi como también participan en la regulacion del
inicio de sintesis de las proteinas cristal a través de la regulacién de los genes NprR
y NprX, que participan en la cascada de sefalizacion para la esporulacion (Dubois
et al., 2013). Sin embargo, al ser proteinas intracelulares que participan activamente
en al inicio de la fase estacionaria, se desconoce si tienen participacion activa

posterior a la esporulacion en los mecanismos de accion de las proteinas Cry o en
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la formacion de nuevos bacilos a partir de las esporas liberadas y mucho menos en

procesos citotoxicos contra células cancerigenas.

10.6.2.4 Peéptidos identificados de la muestra A34-75
Los péptidos identificados de A34-75 fueron los méas extensos, un total de 38
probables proteinas, de las cuales para la obtencion de péptidos solo se tomaron
en cuenta las secuencias de mayor porcentaje de cobertura, mayor probabilidad de
identidad y que la secuencia correspondiera a una proteina bien definida y
caracterizada en bases de datos. La proteina que cumplié con estas condiciones
fue la formiato acetiltransferasa, misma que al ser emparejada con el programa
Scaffold4, indicoé que pertenece a la subespecie Bt tolworthi, que como ya se habia
mencionada en apartados anteriores (Cruz-Nolasco, 2014), es a la variedad que
pertenece nuestra cepa A34. La piruvato cinasa es la otra proteina de la que se
obtuvieron péptidos, ambas proteinas tuvieron un porcentaje de cobertura de 41y
49% respectivamente, y de identidad del >95%. En la tabla 12 podemos ver las 20
secuencias de aminoacidos obtenidas a partir del emparejamiento con la proteina
piruvato cinasa. En dicha tabla se muestra que los péptidos 3, 11, 17 y 19 estan por
debajo del 90% de probabilidad de identidad lo que significa que los espectros
obtenidos de esos péptidos, podrian no encajar perfectamente con la secuencia de

esta proteina.
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Tabla 12: Péptidos obtenidos de la muestra A34-75 emparejada con Piruvato cinasa

N Secuencia P I F M

1 IVCTIGPASESIEKLEqQLIEAGMNVAR 94% 6 32 © £, 2
(+1), O (+16)

2 LNFSHGSHEEHGAR 94% 33 46

3 TVGILLDTK 63% 60 68

4 TVGILLDTKGPEIR 100% 60 73

5 THDFVDGQAELVTGAEVVLSTEQVLGTAEK 98% 74 103 D (+1)

6 FSVSYAGLYDDVDPGSR 99% 104 120

7 ILIDDGLIELEVIEK 100% 121 135

8 GVNVPNVSIK 98% 155 164

9 GVNVPNVSIKLPGITEK 100% 155 171

10 | DVKDIIFGIEQK 98% 172 183

11 | DIIFGIEQK 87% 175 183

12 | VDFIAASFVR 100% 184 193

13 | KASDVLEIR 95% 194 202

14 | ELLEEHNAQYIQIVPK 100% 203 218

15 | IENQEGIDNIDSILEVSDGLMVAR 100% 219 242 O (+16)

16 | SPIVAVTSDEQVGRR 99% 394 408

17 | LALVWGVQAFmMAEK 76% 409 422 O (+16)

18 | IHVVGEEIAK 97% 469 478

19 | TAAEAVANVNEGDILVTTSTDKDmIPAIEK 53% 496 525 O (+16)

20 | GIVYnGHAEVL 99% 575 585 D (+1)

N=ndmero, P=probabilidad de identidad, I=posicién de inicio, F=Paosicién final y M=modificaciones.

D= Desaminacion (Asparagina N 'y Ac Glutamico Q), O= Oxidacion (Metionina M) y C= Carbamida metilacion (Cisteina C)
+(n)= nimero de repeticiones de modificaciones en los espectros.

En mindsculas, se muestran los aminoacidos modificados durante el proceso de identificacion.

Mientras que la figura 23 muestra el mapa de cobertura de los péptidos, se nota una
marcada zona de cobertura desde el aminoacido nimero 6 hasta el 242, que a pesar
de contener algunos huecos, se tiene una regién de aproximadamente 90% de

cobertura.

AO0A23118M8_BACTU (100%), 62,313.3 Da
Pyruvate kinase 0S=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=BK775_08820 PE=3 SV=1
20 exclusive unique peptides, 23 exclusive unique spectra, 82 total spectra, 285/585 amino acids (49% coverage)

MRKTKIVCTI GPASESI|IEKL EQLIEAGMNY ARLNFSHGSH EEHGARI KNI REASK
VGILLDTKGP EIRTHDFVYDG QAELVTGAEV VLSTEQVLGT AEKFSYSYAG LYDDYV
ILIDDGLIEL EVIEKADGHNI RTKVLNSGTY KMNKKGVNVPN VSIKLPGITE KDVKD
EQKVDFIAAS FVRKASDVLE IRELLEEHNA QYIQIVPKIE NQEGIDNIDS I'LEVS
ARGDMGYEIP PEEVPLVOKR LIKKCNVLGK PYITATQMLD SMQRNPRPTR AEASD
FDOGTDAIMLS GETAAGQYPVYV EAVIMMANIA VRVEKSLQYE DMFKKRIKEF TPTI T
SVAHTALALD VAAIVAPTES GYTAKMISKY RPKSPIVAVT SDEQVGRRLA LVWGYV
EKRAASTDEM LDTAIl QTGMD AGLIGLGODTY VITAGYPYAE TGTTNLMKIH VVGEE
GIGRKAAKGK VVVAKTAAEA VANVINEGDIL VTTSTDKDMI PAIEKAAALY VEEGG
AVVGVSIGIP VIVGYVNCVYVTA TLKNGQEVTY DAARGIVYING HAEVL

Figura 23. Ubicacion de cobertura de péptidos de la muestra A34-75 emparejada con
Piruvato cinasa. En amarillo se marcan la secuencia de los péptidos identificados por MS
en contraste de la secuencia completa de la proteina depositada en la base de datos de la
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UniProt, mientras que en verde se indican los péptidos modificados durante el proceso de
identificacion.

Para el caso de los péptidos de A34-75 emparejados con formiato acetiltransferasa,
se obtuvieron 22 secuencias (Tabla 13), que de forma general proporcionan una
zona de cobertura a lo largo de toda la secuencia de la proteina, con sus respectivos
gaps o zonas no emparejadas (Figura 24).

Tabla 13: Péptidos obtenidos de la muestra A34-75 emparejada con Formiato acetil
transferasa

N Secuencia P I F M

1 YGNNDDRVDEIAVNLVK 100% 561 577

2 VVGFQTDKPFKR 99% 97 108

3 VALYGIDHLIEAK 100% 185 197

4 TSTFLDIYIER 100% 275 285

5 TPDYNELFSGDPTWVTESIGGMALDGRPLVTK 100% 316 347 O (+16)
6 TmATGIAGLSVVADSLSAIK 100% 516 535 O (+16)
7 SLQPYGGIR 10% 109 117

8 SGVITGLPDAYGR 99% 163 175

9 RVALYGIDHLIEAK 98% 184 197

10 | QLWDQVMDLTTK 97% 53 64

11 | NLVSmMLDGYAVK 99% 679 690 O (+16)
12 | LREELSEQMR 92% 215 224

13 | LPYEDAQDGISNTFSIIPK 100% 649 667

14 | KSGVITGLPDAYGR 100% 162 175

15 | IEMALHDTNVLR 100% 504 515

16 | GALASLLSVAK 99% 638 648

17 | FLHTLDNLGPAPEPNLTVLWSK 100% 352 373

18 | EQQIDVINR 87% 735 743

19 | DTKGALASLLSVAK( 99% 635 648

20 | DLANGTLTEEEVQEIVDHFIMK 96% 286 307 D (+1), O (+16)
21 | DFILNNVNVFEGDESFLAEATEATK 100% 28 52

22 | ALLYAINGGKDEK 99% 436 448 D (+1)

N=ndmero, P=probabilidad de identidad, I=posicién de inicio, F=Posicién final y M=modificaciones.

D= Desaminacion (Asparagina N 'y Ac Glutamico Q), O= Oxidacion (Metionina M) y C= Carbamida metilacion (Cisteina C)
+(n)= ndimero de repeticiones de modificaciones en los espectros.

En mindsculas, se muestran los aminoacidos modificados durante el proceso de identificacion.
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ADAO0G4D760_BACTO (100%), 84,7109 Da
Formate acetyltransferase OS=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=KNN_05696 PE=4 SV=1
23 exclusive unique peptides, 35 exclusive unique spectra, 226 total spectra, 310/749 amino acids (41% coverage)

MTQYVLENYKN AWENFKGEKW KAEIDVRDFI LNNVINVFEGD ESFLAEATEA TKaQLW
LTTKERENGG VLDODMDTKIVS SITSHDPGYL NKDIEKVVGF QTDKPFKRSL QPYGG
QACESYGYEM DKELSRIFRE WRKTHNQGYF DAY TPEMRERNA RKSGVITGLP DAYGR
DYRRVALYGI DHLIEAKKAD LNLTGGYMSE DTMRLREELS EQMRALQELK EMAAS
SKPATNAQEA FOQWLYFAYLA AIKEQMNGAAM SLGRTSTFLD I Y I ERDLANIG TLTEE
VDHFIMKLRL VKFARTPDYN ELFSGDPTWYVY TESIGGMALD GRPLVTKNSF RFLHT
PAPEPNLTVL WSKQLPENFK NYCAKMSIKT SAIQYENDDI MRPEYGDDYG I ACCW
GKOQMQFFGAR ANLAKALLYA INGGKDEKSK AQVGPEY AP TSEVLNYEEY MHKFD
LAGLYLNTLN VIHYMHDKYS YERIEMALHD TNVLRTMATG IAGLSVVADS LSAIK
PIRDENGIAY DFEIEGDFPK YGNNDDRVDE IAVNLVKTFM NKLRKHKTYR NSWVHT
I TSNVVYGKK TGNTPDGRRT GEPFAPGANP MHGRDTKGAL ASLLSVAKLP YEDARW
TFSIIPKALG KEDDVQVRNL VSMLDGYAVK EGHHLNINYF NRETLMDAME HPEKY
RVEGY AVNEFI KLTREQ@QIDYV INRTMHESM

Figura 24. Ubicacion de cobertura de péptidos de la muestra A34-75 emparejada con
Formiato acetil transferasa. En amarillo se marcan la secuencia de los péptidos
identificados por MS en contraste de la secuencia completa de la proteina depositada en la
base de datos de la UniProt, mientras que en verde se indican los péptidos modificados
durante el proceso de identificacion.

10.6.2.5 Péptidos identificados de la muestra A34-65
La muestra A34-65 fue emparejada con 16 proteinas distintas, de las cuales solo 7
tienen arriba del 95% de probabilidad en la identidad y de estas 7 secuencias, por
tamafo y porcentaje de cobertura, se decidio analizar solo a la secuencia de la
proteina no caracterizada (AOAOB5NU36_BACTU), en la que se observa un 34%

de cobertura.

De esta secuencia se obtuvieron 19 péptidos que en su mayoria presentan un
porcentaje de identidad elevado, sin embargo, algunos tienen bajos porcentajes de
identidad como los péptidos numerados 1, 3, 10 y 16. Ademas del nimero 4, el cual

se descartd por su baja probabilidad de identidad (Tabla 14).
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Tabla 14: Péptidos obtenidos de la muestra A34-65 emparejada con la secuencia de
una proteina no caracterizada.

N Secuencia P I F M

1 VSSALIAEK 84% 93 101

2 YLPLLATGEK 95% 135 144

3 LAAYALTEPGSGSDALGAK 78% 145 163

4 LNAEGTHYVLNGEK 12% 168 181 D (+1)
5 TLILEDALVPK 96% 234 244

6 TLILEDALVPKENLLGEIGK 98% 234 253

7 ENLLGEIGK 92% 245 253

8 GHIAFNILNIGR 98% 254 266

9 AVEISAQYANQR 96% 280 291

10 | FPLIQEK 76% 301 307

11 | TYAAESSVYR 96% 315 324

12 | TVGLFESR 91% 325 332

13 | AVAASIAEYAIECSLNK 99% 346 362 C (+57)
14 | IFEGTNEINR 96% 403 412

15 | LIVPGTFLR 95% 413 421

16 | YLVTNAK 68% 459 465

17 | IGLmVAGLAAQK 96% 467 478 O (+16)
18 | HTPLNVIPK 94% 570 578

19 | ILEDERYTV 95% 586 594

N=numero, P=probabilidad de identidad, I=posicién de inicio, F=Paosicién final y M=modificaciones.

D= Desaminacion (Asparagina Ny Ac Glutamico Q), O= Oxidacion (Metionina M) y C= Carbamida metilacion (Cisteina C)
+(n)= ndimero de repeticiones de modificaciones en los espectros.

En mindsculas, se muestran los aminoacidos modificados durante el proceso de identificacion.

La figura 25, nos permite ver las zonas de emparejamiento de los péptidos en esta
secuencia, que comienza en la posicién 93 a lo largo de la parte media de la
proteina, que podria considerarse continua hasta la posicion 421, y algunos
péptidos discontinuos sobre el final de la secuencia. La secuencia descrita
AOAOB5NV36_BACTU tiene actividad deshidrogenasa de AcilCoA la cual tiene
participacion activa en el metabolismo de carbohidratos en Bt
(https://www.uniprot.org/uniprot/AOAOB5NU36, 24/01/2018).
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ADAOB5NU36_BACTU (100%), 65,624.5 Da
Uncharacterized protein 0S=Bacillus thuringiensis OX=1428 GN=BF38_765 PE=3 SV=1
20 exclusive unique peptides, 22 exclusive unique spectra, 471 total spectra, 203/594 amino acids (34% coverage)
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Figura 25. Ubicacion de péptidos de la muestra A34-65 emparejada con la secuencia de
una proteina no caracterizada. En amarillo se marcan la secuencia de los péptidos
identificados por MS en contraste de la secuencia completa de la proteina depositada en la
base de datos de la UniProt, mientras que en verde se indican los péptidos modificados
durante el proceso de identificacion.

En conjunto, las proteinas identificadas de las muestras aisladas de la cepa A34,
tienen participacion activa en el metabolismo de carbohidratos, sin embargo, de
estas proteinas solo se ha descrito que la piruvato cinasa puede tener participacion
en la regulacion de la proliferacion y crecimiento de tumores cancerigenos
(Israelsen and Vander Heiden, 2015). Al igual que como se describié para el caso
de aldehido deshidrogenasa, esta informacion proviene de investigaciones con
isoformas de piruvato cinasa sintetizadas por las mismas células que componen los
tejidos cancerigenos, no hay indicios de la participacion de proteinas provenientes
del metabolismo de Bt, que afecten el crecimiento de este tipo de células. Por lo que
seria interesante evaluar la funcion de esta proteina completa sin fragmentar sobre

este tipo de células.

10.7 Proteinas identificadas y su efecto contra el cancer.

10.7.1 Factor de elongacion TU

Como se mostr6 en el apartado 10.4 el extracto proteico obtenido de la banda de
50 KDa aproximadamente, producido por la cepa AX, fue la que mejor resultado
mostro al inhibir el crecimiento de células MCF-7. Contrario a lo esperado, al
identificar las proteinas contenidas en dicha banda, se encontr6 que la de mayor
probabilidad y homologia fue Factor de elongacién TU (EF-TU), esta proteina esta
involucrada en la sintesis de proteinas bacterianas, en la regulacion de la sintesis
de ARN ribosomal y en general se le encuentra involucrada en procesos

traduccionales de la informacion de algunas bacterias (Beck et al., 1978; Gong et
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al., 2012; Kjeldgaard et al, 1993). En diferentes cepas de Bt, la presencia del EF-
TU se ve incrementada hasta 2 veces méas en la fase estacionaria, cuando la
acumulacion y formacion de los cuerpos cristalinos de naturaleza proteica se lleva
a cabo (Gong et al., 2012), lo cual puede explicar la presencia de estas proteinas
atrapadas entre las redes cristalinas que conforman los cuerpos parasporales
producidos por las cepas de Bt como fue encontrado en nuestros resultados. No
existen reportes que indiguen que en forma aislada, tenga actividad antiproliferativa
sobre células cancerigenas, como se describe en este trabajo. Por lo que es
necesario aislar y purificar esta proteina y probar esta actividad en células
tumorales. Nuestros datos pueden contribuir a un nuevo campo de estudio para el
tratamiento del cancer a partir de proteinas participes del metabolismo de bacterias
como Bt.

En este contexto, Halliday (1983) describié que las proteinas EF-TU comparten
ciertas similitudes funcionales y estructurales con las proteinas RAS de mamiferos,
entre ellas, interactuar con nucleétidos de guanina (GTP) asi como 2 regiones
homologas en secuencia y estructura, responsables de la unién de GTP. Otras dos
regiones homélogas contienen aminoéacidos criticos para la activacion del potencial
de transformacion de las proteinas RAS de los mamiferos (Halliday, 1983;
Simanshu et al., 2017). Las proteinas RAS son interruptores binarios, que alternan
entre los estados ON y OFF durante la transduccién de sefales involucradas en la
proliferacion, migracion, diferenciacion y supervivencia de las células. Estos
interruptores normalmente estan estrechamente controlados, y todas sus
interacciones se llevan a cabo en la membrana plasmatica (Nickerson et al., 2013;
Simanshu et al.,, 2017). Su localizacion esta determinada por la modificacion
especifica de lipidos, composicion local de la membrana y por la naturaleza
electrostatica de las regiones hipervariables propias de la proteina, de 19-20 a.a en
el extremo C-terminal (Abankwa et al., 2010). Mdltiples investigaciones describen el
papel de los oncogenes y proteinas RAS mutadas presentes en el desarrollo de
enfermedades como el cancer (Edkins et al., 2006; Ostrem and Shokat, 2016;
Scheffzek et al., 2010; Simanshu et al., 2017; To et al., 2013). Sin embargo, en la

actualidad ya existen reportes de moléculas y elementos identificados que inhiben
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la proliferacion de células cancerigenas al atacar e inhibir las funciones llevadas a
cabo por las proteinas RAS (Ostrem and Shokat, 2016). Uno de estos reportes habla
de la efectividad que péptidos sintéticos en forma de a-hélice, tiene sobre el sitio de
unién GTP de una mutante de proteina RAS, con lo cual se inhibe la fosforilacién y
se interrumpe la ruta metabdlica impidiendo la proliferacién de células (Patgiri et al.,
2011). Tomando esto en consideracion y la estructura del EF-TU (Figura 26 A) cabe
la posibilidad de que durante el proceso de incubacion de las células MCF-7 con el
extracto proteico AX-50, las proteinas EF-TU que podrian estar integras o
fragmentadas, puedan contener pequefias a-hélice que interactien con las
proteinas RAS, que se ha visto tienen un papel importante en la modulacion del
crecimiento en las células MCF-7 (Datta et al., 2006), y por lo tanto tengan un efecto
similar a los péptidos sintéticos que se ha descrito sobre la disminucion de la

proliferacion de estas células.

Figura 26. Comparacion de las estructuras tridimensionales A) EF-TU consenso expresada
en E. coli y B) K-RAS Homo sapiens. A) EF-TU: estructura consenso expresada en E. coli
(PDB: 5W7Q) obtenida a partir del alineamiento por homologia con Jpred. B) K-RAS.
Proteina KRAS mutada unida a GDP (PDB: 4EPV). Las moléculas en verde indican el sitio
de unién a GDP que comparten ambas proteinas.

57



Los graficos moleculares fueron realizados con el software UCSF Chimera. Chimera fue desarrollado por
Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics de la University of California, San Francisco
(supported by NIGMS P41-GM103311).

Por otro lado, como mencion6 Halliday (1983), al compartir homologia estructural
en los sitios activos (Figura 26 moléculas en color verde), y utilizar el mismo sustrato,
puede que la presencia en altas concentraciones del EF-TU, en el cultivo de células
MCF-7, y que la posicion de las proteinas RAS en la membrana de dichas células,
genere una competencia, donde al estar EF-TU en mayor concentracion, acapare
la mayor cantidad de sustrato (GTP), por el cual, al no disponer de él, la célula
cancerigena no pueda desempefiar sus procesos metabdlicos y comience a morir.
Sin embargo, todo esto deberia ser demostrado como ya se propuso en apartados

anteriores.
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Figura 27. Comparacion entre estructuras EF-TU, modelos generados y K-Ras. A) Indica
las estructuras de la proteina EF-TU (PDB: 5W7Q) y el modelo generado con Chimera de
la secuencia obtenida por MS. B) Muestra el emparejamiento espacial de ambas estructuras
donde la superposicion de estructuras muestra un alto nivel en de homologia y fiabilidad
del modelo. C) Sefiala la superposicion de las estructuras EF-TU (PDB: 5W7Q) y la proteina
K-RAS (4EPV). D) Propone la superposicion y homologia estructural entre el modelo de la

secuencia EF-TU obtenida por MS, y la proteina K-RAS (4EPV).

Los graficos moleculares fueron realizados con el software UCSF Chimera. Chimera fue desarrollado por
Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics de la University of California, San Francisco
(supported by NIGMS P41-GM103311).
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En la figura 27 se muestran modelos bioinformaticos que indican los altos niveles
de homologia estructural encontrado entre las proteinas EF-TU depositada en el
PDB y la secuencia obtenida por MS, asi como la homologia descrita por Halliday
(1983), entre las proteinas EF-TU y proteinas RAS (K-RAS en este caso), al igual
que con el modelo generado de nuestras proteinas identificadas. Como ya se
menciong, estas similitudes en secuencia (Anexo 7), pueden ser las responsables
de la actividad antiproliferativa encontrada de nuestra proteina sobre las células

MCF-7, cuyos mecanismos deben ser estudiados.

En informes recientes, se ha demostrado que los péptidos son una alternativa
interesante en la buasqueda de nuevos tratamientos para el cancer (Ortiz-Martinez
et al., 2014). De estos se ha comprobado que diferentes fragmentos peptidicos
provenientes de diversas fuentes naturales, pueden servir como nuevas dianas
terapéuticas a nivel farmacoldgico contra el cancer (Tabla 15). Se ha descrito que
estos péptidos afectan a las células via perforacion y dafio de la membrana, sin
embargo, al igual que muchas otras investigaciones, no se tienen bien esclarecidos
los mecanismos de accidon de cada uno de estos (Aina et al., 2002; Schweizer,
2009).

Tabla 15 Péptidos con actividad contra cancer.

Péptido Secuencia Actividad
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ Membranoliticos?®
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVP
RTES
Cecropina B | KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEA
KAL
Magainina 2 | GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS
ND VPWMEPAYQRFL Células de cancer de
ND HLQIQPWYPQIS mama (membrana)?

Tabla modificada y adaptada de Schweizer 2009 (1), y Aina et al., 2002 (2). ND: no clasificado.

A partir de estos péptidos reportados (Tabla 15), se realizO un andlisis por
homologia de secuencia y estructura frente al modelo generado del EF-TU
identificado en este trabajo (Figura 27A), sin embargo no se pudo encontrar modelos

con valores adecuados para considerar como modelos fiables. Curiosamente la
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Gnica secuencia que obtuvo un alineamiento parcial la proteina identificada fue con
el péptido Melitina, quien tiene conformacioén helicoidal (Hristova et al., 2001), con
el extremo C-terminal de la secuencia de EF-TU que se identificd y model6 en este
trabajo, donde 9 a.a del péptido alinean en base a sus caracteristicas fisicoquimicas,
tanto en el modelo de EF-TU cristalizada (5W7Q) y el modelo generado de manera
experimental (Figuras 26A y 27A respectivamente), no se muestra una homologia
estructural como se pudiera esperar en base a la secuencia alineada. Sin embargo
esto quiza no esté afectando la actividad antiproliferativa encontrada, si ho que se

deba a otro tipo de mecanismo que no es igual al propuesto para el péptido Melitina.

Con la informacion disponible de proteinas PS que estan en los cristales formados
por Bt y que tienen actividad citotoxica sobre células cancerigenas, asi como
péptidos de diferentes fuentes que han sido estudiados, en este trabajo no se
encontrd una relacion directa tanto en homologia y estructura con las PS y con
algunos péptidos reportados con actividad antiproliferativa con las proteinas
identificadas en este trabajo. No obstante, este trabajo sugiere que otras proteinas
del metabolismo de Bt, incluidas en el cristal también estan involucradas en
procesos de toxicidad contra células MCF-7 de cancer de mama. En conjunto los
hallazgos de este trabajo permiten concluir que la hipétesis planteada inicialmente
es rechazada dado que no se encontré la participaciéon de PS. Sin embargo, esto
abre la puerta a diferentes interrogantes y alternativas que deberan ser estudiadas
en trabajos posteriores y no solo la busqueda de parasporinas del cristal sino a otras

proteinas que puedan estar involucradas en estos procesos contra el cancer.
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11. CONCLUSIONES

Los cristales producidos por las cepas AX y A34 guardan similitud morfol6gica
entre las 2, al encontrarse cristales de forma irregular (superficialmente) y
semiesférica.

De las bandas seleccionadas solo AX-50 y A34-65 mostraron valores de
actividad antiproliferativa estadisticamente significativos.

El andlisis de la identificacion de proteinas permitio identificar 41 proteinas que
podrian estar participando en la actividad antiproliferativa, de las cuales los
analisis por identidad y homologia sugieren que en el caso de AX-50 y A34-
65, las proteinas responsables de dicha actividad son el Factor de elongacién
TU y AcilCoA deshidrogenasa respectivamente.

Los modelos bioinforméaticos obtenidos por modelado y la informacion
bibliografica, sugieren que una de las vias probables de accién de las
proteinas identificadas, sea la interaccion con proteinas de membrana de las
células MCF-7 como las proteinas KRAS.

Los resultados de este trabajo relacionan por primera vez al Factor de
Elongacién TU, producido por Bt, como una proteina con actividad

antiproliferativa contra células de cancer de mama.
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12. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Clonar, aislar y purificar las secuencias de los péptidos identificados de la
proteina EF-Tu para comprobar que sean los responsables de esta actividad
antiproliferativa mostrada en este trabajo.

Ampliar la busqueda de genes y proteinas Cry en ambas cepas, e identificar
si pertenecen a la familia de PS.

Identificar por secuenciacion el resto de bandas proteicas que no fueron
analizadas en este trabajo.

Secuenciar el genoma de las cepas AX y A34 y hacer una busqueda dirigida

de proteinas con actividad de interés.
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13. ANEXOS

13.1 Composicion de las soluciones Stock
Componente Concentracion
Solucién A (cloruros)
Cloruro de Calcio dihidratado 0.106 g/l
Cloruro de potasio 0.5g/l
Soluciéon B (Sulfatos)
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.38 g/l
Sulfato de manganeso 0.05 g/l
Sulfato de zinc heptahidratado 0.0075 g/l
Sulfato de cobre heptahidratado 0.0045 g/l
Solucién C (citratos)
Citrato férrico 0.075 g/l
Solucién D (Fosfatos)
Fosfato de sodio dibasico 1.86 g/l
Fosfato de sodio monobaésico 1.153 g/l

12.2 Protocolo de extraccion DNA

12.2.1 Extraccién de DNA Plasmidico.

El procedimiento de lisis alcalina es el protocolo miniprep cominmente mas
utilizado, el DNA que se puede separar de diferentes tipos de cultivos bacterianos
en pequefas cantidades (1 o 2 ul). Las bacterias son lisadas por una solucién que
contiene dodecilsulfato sédico (SDS) e hidroxido de sodio (NaOH), donde el SDS
desnaturaliza a las proteinas mientras que el NaOH hace lo mismo con el DNA
gendmico y plasmidico. La mezcla es neutralizada con acetato de potasio, haciendo
gue el DNA del plasmido se cierre o reagrupe de forma covalente y de forma rapida.
EI DNA cromosémico es precipitado junto con las proteinas al igual que los residuos
de SDS eliminandose por centrifugacion. El DNA realineado se es separado y
recuperado del sobrenadante mediante precipitacion con etanol.

e Se toma una alicuota de 1.5 mL de medio con las células, son centrifugadas
a maxima velocidad por 1 min y se descarta el sobrenadante.

e EIl pellet es resuspendido en 100 pl de solucion GTE (Glucosa/TRIS
base/EDTA) y se incuba por 5 min a temperatura ambiente.

e Se agregan 200 pul de la solucion NaOH/SDS y se mezcla el tubo por
inversion, se deja incubar en hielo por 5 min.

e Se agregan 150 pl de acetato de potasio y se mezcla vigorosamente por
vortex a maxima velocidad. Se deja incubar en hielo durante 5 min.
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e Terminado el tiempo de incubacion, inmediatamente se centrifuga a 13000
rpm durante 3 min. El sobrenadante es transferido a un tubo nuevo y el pellet
es descartado (DNA gendmico y proteinas).

e Al sobrenadante se le agregan 0.8 ml de EtOH 95% y se deja incubar 2 min
a temperatura ambiente para la precipitacién del DNA plasmidico.

e Se centrifuga 1 min a 13000 rpm, el pellet formado es resuspendido y lavado
con etanol al 70%.

e Nuevamente se centrifuga y descarta el sobrenadante, el pellet es secado
mediante vacio.

e El pellet es resuspendido en 30 ul de buffer TE (TRIS/EDTA) o en agua libre
de DNAasas.

Para lograr una mayor eficiencia en los diferentes procedimientos a realizar con el
DNA obtenido, se recomienda agregar RNAsas al DNA recuperado.

12.2.2 Extraccion DNA gendmico

e Se toma una alicuota de 1.5 mL de medio con las células, son centrifugadas
a maxima velocidad por 1 min y se descarta el sobrenadante.

e EIl pellet es resuspendido en 100 pl de solucion GTE (Glucosa/TRIS
base/EDTA) y se incuba por 5 min a temperatura ambiente.

e Se agregan 200 pul de la solucibn NaOH/SDS y se mezcla el tubo por
inversion, se deja incubar en hielo por 5 min.

e Centrifugar a 13000 rpm por 3 min, transferir el sobrenadante a un microtubo
nuevo.

¢ Afadir un volumen de solucion fenol-cloroformo y mezclar por inversion el
tubo hasta conseguir una solucion blancuzca.

e Centrifugar 13000 rpm por 3 min, transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

e Afadir 2 volumenes de etanol absoluto frio o 0.6 volimenes de alcohol
isopropilico para precipitar el ADN por 15 min. Centrifugar 5 min a 13000 rpm
(el incubar en hielo favorece la precipitacion del ADN).

e Descartar el sobrenadante y lavar la pastilla con 500 pL de alcohol al 70%.
Centrifugar 13000 rpm por 5 min.

Descartar sobrenadante y secar al vacio.
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12.3 Proceso detincion y decoloracion de geles de acrilamida

Solucidn Tiempo

TCA 12.5% 30 minutos

Agua destilada Lavado 3 veces

Azul Comasie 0.1% 1 hora (o toda la noche)
EtOH 50% 10 minutos
EtOH/AACc/H20 (30:7:63) 30 minutos
MetOH/AAc/H20 (25:10:65) 10 minutos

Lavado final y resuspension en agua destilada

12.4 Protocolo para identificacion de proteinas proporcionado por el
laboratorio universitario de proteémica.

Procesamiento quimico de las muestras

Las muestras fueron previamente reducidas con dithiothreitol (Sigma-Aldrich; St
Louis, MO, USA), alquilada con iodoacetamide (Sigma-Aldrich) y digerida “in gel’
con Tripsina (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En
el procesamiento de la muestra con tripsina se utiliz6 una solucién de 50mM
bicarbonato de amonio (pH 8.2) y la incubacion fue de 18 horas a temperatura de
37°C.

Andlisis espectrométrico

Los péptidos producidos por clivaje enziméatico fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto de una bomba de nanoflujo
EASY-nLC Il (Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un espectrémetro
de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente
de ionizacidn tipo nano-electrospray (ESI).

La calibracién del espectrometro fue realizada con una solucion Calmix (N-
butilamina, cafeina, péptido Met-Arg-Phe-Ala y Ultramark 1621). Estos calibrantes
se utilizan para calibrar el médulo LTQ Velos con trampa de iones (IT) y el médulo
Orbitrap con detector de masas FT (Fourier Transform) en modo de ionizacion
positiva ESI. La N-butilamina (73.14 Da) se incluye para extender la calibracion de
masas a menores valores de m/z. Este tipo de calibracion permite determinaciones
de masas moleculares con exactitudes menores a 5 ppm (partes/millon).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utilizé un sistema gradiente
de 5-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) y solvente A
(agua con 0.1 % de acido férmico) en 120 minutos utilizando una columna capilar
hecha en casa (ID 0.75 pum y 10cm largo RP-C18). El flujo del sistema LC fue de
300 nanolitros/minuto.
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El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador Orbitrap con un
poder de resolucion de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 60,000. La
fragmentacion de los péptidos se realizd aplicando los métodos de CID (Collision-
Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation). Todos los
espectros fueron adquiridos en modo de deteccion positivo. La ejecucion y captura
de los datos de fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo
total de iones segun las cargas pre-determinadas (solamente se fragmento iones
con carga z 2+, z 3+y z 4+ ) con un ancho de aislamiento de 2.0 (m/z), energia de
colision normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de
activacion de 10 milisegundos y tiempo méximo de inyeccién de 10 milisegundos
por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos fue utilizado la
exclusién dinamica de iones: (i) lista

de exclusion de 200 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos y (iii) tiempo
de exclusién de 70 segundos.

Busqueda en PDB e identificacion de proteinas

La identificacion de proteinas se realizé con los datos espectrométricos en formato
.raw en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA,
USA) a través del motor de busqueda Sequest HT. Para la busqueda de identidad
se utilizo la base de datos de proteinas Bacillus thuringiensis (UniProt). Se utilizé un
FDR-False Discovery Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05 (M&ximo) ademéas de la
base de datos invertida (Decoy database) como herramienta del programa de
validacion “Percolator”. La tolerancia maxima de diferencia de masas moleculares
del ion precursor cuando comparados los valores tedricos contra experimentales
(precursor mass tolerance) fue de 20 ppm y la tolerancia para los fragmentos
oBtenidos por disociacion del ion precursor (fragment mass tolerance) fue de 0.6
Da. Para la busqueda automética fueron establecidas modificaciones constantes
(carbamido-metilacion de cisteinas) y variables como oxidacion de metioninas (M)
y deaminacién de asparagina (N) y glutamina (Q).
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12.5 Oligonucledtidos reportados por Espino-Vazquez 2012

Nombre Secuencia Tm Amplicon
articulo

PS1F | TACAAGCAGGGCGTCCAG 57.5 737
PS1R | TCTGCTGGAATTTGCAATGCT 56.3
PS2F | TGTTGGGACTGTTCAGTACG 54.5 237
PS2R | GTAGTAGAGAATGAAACTTCTCCACC 54.7
PS3F | TGGGCGAATACTGACGTCCT 58.3 1057-1069
PS3R | GCAGTGCTTGTACCCGCTAC 58.5
PS4 F | GACAGAAACGTCTCGGAGTT 59.3 172
PS4 R | TACCAGTGTAACCAGGAGCA 59.1
PS5 F | CGGAGACAACAACAACAACAAATG 65.8 414
PS5 R | CCAGCATAACCTGGTAAAGGCG 66.9
PS6 F | TACAAGCGAGTTAGCATC 53.6 647
PS6 R | GATAAAGTTCAACGGTTCCAGC 54.2
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dentified Proteins (41)

ncluding 0 Decoys
3-hydroxypropionyl-coenzyme A dehydratase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=AYK81_19945 PE=3 &V...
5-methyltetrahydropteroyltrigluitamate--homocysteine methyltransferase 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 ...
60 kDa chaperonin 05=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=groL PE=3 5V=1
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit 05=Bacillus mycoides 0X=1405 GN=clpC PE=3 SV=1
Aconitate hydratase 05=Bacillus thuringiensis subsp. indiana 0X=180850 GN=citB PE=3 SV=1
Alcohol dehydrogenase AdhP 0S=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=CN411_03155 PE=3 SV=1
Alpha-ketoacid dehydrogenase subunit beta 05=Bacillus thuringiensis serovar icus 0X=475791 GN=BK...
Carboxyl transferase domain protein 05=Bacillus mycoides 0X=1405 GN=pccB PE=4 SV=1
Chaperone protein ClpB 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=clpB PE=3 sV=1
Chaperone protein DnaK 05=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=dnaK PE=2 5V=1
Contig0002, whole genome shotgun sequence 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=(797_03829...
Contig0014, whole genome shotgun sequence 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=C797_13198...
Contig0015, whole genome shotgun sequence 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=C797_13718...
Contig0015, whole genome shotgun sequence 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=C797_14153...
Contig0017, whole genome shotgun sequence 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=C797_14907...
Contig0101, whole genome shotgun sequence 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=C797_26867...
Dihydrolipopamide acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex 05=Bacillus thuringiensi...
Dihydrolipoyl dehydrogenase 05=Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 0X=29339 GN=IpdA PE=3 SvV=1
Elongation factor G 05=Bacillus thuringiensis Sbt003 0X=1235825 GN=fusA PE=3 5V=1
Elongation factor Tu 05=Bacillus thuringiensis serovar canadensis 0X=180855 GN=tuf PE=3 SV=1
Enolase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=eno PE=3 V=1
Enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=BF38_767 PE=4 5V=1
Formate acetyltransferase 05=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=KNN_05696 PE=4 SV=1
GTP-binding protein TypA/BipA 05=Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 0X=29339 GN=typA PE=4 5V=1
GTP-sensing transcriptional pleiotropic repressor CodY 05=Bacillus mycoides 0X=1405 GN=codY PE=3 SV=1
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase [isomerizing] 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=q|...
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=ATNO6_25810 PE=3 SvV=1
Hydroxyacetone kinase-like protein 0S=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=KNN_01920 PE=4...
Methionine--tRNA ligase 05=Bacillus thuringiensis T01-328 0X=1324966 GN=metG PE=3 5V=1
Ornithine aminotransferase 05=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=rocD PE=3 V=1
Phosphoglycerate kinase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=pgk PE=3 SV=1
Protein prkA 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=ATN06_02670 PE=4 SV=1
Putative aldehyde dehydrogenase Dhas 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=dha52 PE=3 SV=1
Pyruvate kinase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=BK775_08820 PE=3 SV=1
Succinate dehydregenase/fumarate reductase, flavoprotein subunit 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=s...
Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha 05=Bacillus mycoides 0X=1405 GN=sucD PE=3 SV=1
Threonine--tRNA ligase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=thr5 PE=3 SV=1
Transketolase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=tkt PE=3 5v=1
Triosephosphate isomerase 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=tpiA PE=3 SV=1
Uncharacterized protein 05=Bacillus thuringiensis 0X=1428 GN=BF38_765 PE=3 V=1
Universal stress protein 05=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442 GN=KNN_00969 PE=3 SV=1

Accession Mumber

ADADBSNR66_BACTU (+28)
ADADDINIGS_BACTU (+23)
ADADG4D7Y9_BACTO (+10)
ADADSATTIS_BACHY (+17)
ADADKOSBIO_BACT3 (+10)
ADA2ABP1PG_BACTU (+1)
ADA243DMH9_BACTU (+1)
ADADAOWKWS_BACHY (+...
ADADDIR2PE_BACTU (+57)
ADADG4CUZ4_BACTO (+11)
ADADD1PTI7_BACTU (+13)
ADADDIR2TS_BACTU (+6)
ADADD1R226_BACTU (+18)
ADADD1R2B9_BACTU (+28)
ADADDIR1CI_BACTU (+15)
ADADDINKT7_BACTU (+15)
ADADD10Z39_BACTU (+5)
ADADF6FP38_BACTK (+10)
ADADD1QWX3_BACTU (+5)
ADA243NAT9_BACTU (+1)
ADADMOMIHZ_BACTU (+9)
ADADBSNTVS_BACTU (+47)
ADADGAD760_BACTO (+8)
ADADFEFS53_BACTK (+18)
ADADB41462_BACMY (+3)
ADADBSNVS6_BACTU (+29)
ADADS3C4C2_BACTU (+9)
ADADGACKA5_BACTO (+27)
ADADF6IZ34_BACTU (+10)
ADADGADGM3_BACTO (+16)
ADA1B1LEI6_BACTU (+13)
ADADBSXK51_BACTU (+11)
ADA1EBAA22_BACTU
ADA231I8M8_BACTU (+1)
ADADBSNQS7_BACTU (+11)
ADADDGSQA9_BACHY (+9)
ADA1B1LCTB_BACTU
ADADBSNYY1_BACTU (+29)
ADADS3CAIS_BACTU (+17)
ADADBSNU36_BACTU (+12)
ADADGACVBA_BACTO (+12)

Proteinas identificadas por porcentaje de cobertura de secuencia

Molecular Weight

B kDa
87kDa
57 kDa
91kDa
93 kDa
37kDa
37k0a
57 kDa
97kDa
66 kDa
64 kDa
38 kDa
36 kDa
2940
72kDa
64 kDa
43kDa
43 kDa
76 kDa
43kDa
% kDa
87kDa
85 kDa
69 kDa
2940
66 kDa
36 kDa
61kDa
75kDa
43kDa
42kDa
73k0a
54kDa
62 kDa
66 kDa
31kDa
74k0a
7240a
26 k0a
66 kDa
17kDa

Protein Grouping Ambiguity
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GTP-sensing transcriptionalpleiotropicrepres5orCodYOS=BacillusmYCOItlesOX=14D5GN=codYPE=35V=|  AOA0843462_BACMY (+3)

3-hvdroxypropionvl-coenzyme A dehydratase OS=Bacillus thuringiensis OX=1428 GN=AYK81_19945 PE=3 SV... AOAOB5NR58_BACTU (+28)

Contig0015,wholegenome5hotgunsequenceO5=Badllusthuringiensis51rt003QX=1235825GN=C797_14153,..A0AODIR21J9_BACTU (+28)

Putative aldehyde dehydrogenase DhaS OS=Bacillus thi ringiensis 0X=1428 GN=dha52 PE=3 5V=1 AOAL1E8AA22_BACTU
Uncharacterized pr&tein O5=Bacillusthuringjensis 0X=1428GN=BF3S_765 PE=35V=1 AOAOB5NU3&_BACTU(+12)
Férmate acet'/ItransferaieOS”Bacillusthuringiensissubsp. tC'hv:>rt]-OX=1442GN=KrPI_05696PE=4SV=I AOAOG4D760.BACTO (+8)
factorTuO! illusthurjngiensisserovarcanadensjsOX=18D855 GN=tuf PE=3SV=1 AOA243NATIF_BACTU (+1)
Pyruvate kinase OS=Bacillus th uring itnsis 0X=1428 GN=BK7 75.08820 PE=3 SV=1 ADA23118M8JJACTU (+1)
Chéapeme protein DnakK O5=Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi 0X=1442GN=dnaK PE=2 5V=1 AOAOG4CUZ4_BACTO(+11)

Contig0017,wholegenome shotgun sequenceOS=Badllus thurirgiensi=.Sbt0030K=1235525GN=C757_14907... AOAOD1R1C1_BACTU (+15)
ContigOOIA, v.’holegenomeshotgun sequenceOS=Bacillus thLrngien4is5bt0030X=1235525Gfl=C797_131i>8...AOAODIR2T6_BACTU (+6)
Ek>ngatk>nfactorGOS=Badllusthuringiensis5btOD30X=1235825GN=fusAPE=3SV=I AOAOD1QWX3_BACTU (+5)
Transketolase 05=Bacillus ttiuringiensis 9X=1428 GN=tkt PE=3 SV=1 AOAOBSNYYI_BACTU (+29)

Coirtig0101,wholegenomeshotgunsequeiiceOS=BadllLstliijringiensis5bt0D3aX=1235825GN=C797_26S67...AOAODINKT7_BACruU(+15)

Aconitate hydratase 05=Bacillas thuringiensis subsp, indiana OX=18D850GN=citBPE=35V=I| AOAOKOSBIO_BACT3 (+10)
Hethionire-tRNA ligase 05=Bacillas thuringiensisTDI-3280X=1324966GN=metG PE=35V=1 ACACF61Z34.BACTU (+10)
AkoholdehYdrogenaseAdEP3S=BacillustharingiensisOX=1428Gfl=Cf4411_03155PE=3SV=I AOA2ABP1P6_BACTU(+1)

Dihydrolipoaniideacetyltransferaseconiponentof pyruvatedehydrogenasecomplex O5=Bacillasthuringiensi.,,AOAODIQZ39_BACTU (+5)
Glutamine--fructose-6-phosphateaminotransferase [isomerizing] 05=Bacillustharingiensis 0X=142SGN=gl... A0A0B517V56.BACTU (+29)

Glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenaseO5=Bacillas tharingiensis OX=1428GN=ATN06_25810PE=35V=IAOA053C4C2_BAETU(+9)

rarboxyltransferasedomain prC'teinOS=Bacjllu=.mvcoide=.0X=1405GN=pccB PE=45V=1 AOAOAOWKW9_BACHY (+35)
GTP-bindirg protein TypA/BipA 05=Bacillas tharingiensis subsp, kurstaki OX=29339 GN=typA PE=4 SV=1 ADAOF6F553.BACTK (+18)
Threonine-tRNAligase05=BacillLsthuringiensisOX=1428GN=thr5PE=35V=| AOA1B1LCTS.BACTU

Alph a-ketoacid dehydrogenase subanit beta O5=Bacillas tharingiensis serovar subtoxkus OX=475791 GN=BK... AOA243DHH9_BACTU (+1)
5-niethYltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteme methyltransferaseO5=Bacillusthuringjensijs 5bt003... AOAOD1NK5.BACTU (+23)
Enolase05=BacillastharingiensisOX=1428GN=enoPE=35V=I AOAOMOMIH2_BACTU (+9)

Hyd roxyacetone kinase-like protein O5=Bacilhis tharingiensis sabsp, tolworthi 0X= 1442 GN=KNN_01920 PE=4 , AOAOG4CX45_BACTO (+27)

Universal stress protein 05= Bacillus thuringiensis sabsp, tolworthi 0X=1442GN=KNN_00969PE=3SV=I AOAOGA4CVB4_BACTO[+12)
ATP-dependentClp protease ATP-binding subanit O5=Badllus mycoidesOX=1405GN=dpC PE=3SV=1 AOA084nJ8_BACM¥ (+17)
Enoyl-CoAhydratase/isomerasefamihy proteinOS=Bacilliisthuringjensis 0>:=142SGN=BF38_767PE=4 ?/=|  AOAOBSIITV5.BACTU (+47)

Succinatedebydrogenase/funaratereductase,flavoprotein subunit 05=Bacillas thiringiensisOX=1428GN=s... AOAOB5NQ57.BACTU (+11)

DihydrolipoyldehydrogenaseO5=Bacillastharingiensissubsp kurstakj0OX=29339GN=IpdAPE=35V=| AQAOF6FP38_BACTK(+10)
Phosphogtycerate kinase O5=Bacillas tharingiensis OX=1428 GN=pgk PE=3 SV=1 AOA1BILEI6_BACTU[+13}
Chaperore protein ClpBO5=Bacillusthuringiensjs5bt0030X=1235S25GN=dpBPE=3SV=I AOAOD1R2P6_BACTU (+57)
Protein prkAOS=Bacillusthuringien sis OX=1428GN=ATN06_0267DPE=4SV=1 AOAQB5XK51_BACTU(+11)
Sucdnate-CoA ligase [ADP-forming] subanit alpha 0S=Ba cillas mycoidesOX=1405GN=sucD PE=35V=1 AODAOD6SQA9_BACMY (+9]
60 kDachapeminO5=Bacillus tharingiensis subsp, tolworthiOX=1442GN=groLPE=3SV=| AOAOG4D7Y9.BACTO (+10)

Contig0002,wholegenomeshotgun sequenceO5=Bacillas thuringiensis5bt0030X=1235825GN=C797_03829...AOAODIPTJ7_BACTU (+13)
Ornithjneaminotransferase05=Bacillusthuringiensis subsp. tolworthiOX=1442GN=rocDPE=3SV=I| ACAOG4D6M3.BACTO (+16)
Contig0015rwholegenomeshotgun sequenceOS=Bacillus tharingiensis Sbt0030X=1235825GN=C797_13718...AOAQDIR226_BACTU (+18)

Triosephosphate isomerase O5=Bacillas thuringiensis OX=1428 GN =tpiA PE=3 5V=1 ADA053C418.BACTU (+17)

Proteinas identificadas en base al nUmero de péptidos Unicos
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12.7 Alineamiento entre las secuencias de EF-TU y K-RAS.

Alineamiento entre las secuencias de la proteina EF-TU 5W7Q y la secuencia

obtenida
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Alineamiento entre la secuencia de EF-TU 5W7Q y K-RAS 4EPV
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Alineamiento entre la secuencia de EF-TU obtenida por MS y K-RAS 4EPV
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