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V. RESUMEN. 
 
Las parasporinas (PS) son proteínas que se han encontrado dentro del cristal proteico producido 

por Bacillus thuringiensis. Algunas PS, han demostrado tener acUvidad citotóxica sobre líneas de 

cáncer, como MCF-7, MDA MB 231, SiHa etc. Algunas de estas células, Uenen la capacidad de 

formar colonias en condiciones in vitro, que se asemejan a los tumores in vivo. La línea celular 

MCF-7 Uenen la capacidad de formar colonias, con base a esta caracterísUca se usó este Upo de 

células para el ensayo de formacion de colonias en agar noble, para probar si compuestos 

específicos, como las parasporinas u otro farmacos, Uenen acUvidad citotóxica sobre células 

neoplásicas. El recuento y el tamaño de las colonias, son lecturas cuanUtaUvas del ensayo, que 

pueden compararse entre los grupos de control y de tratamiento, para evaluar las diferencias en 

la capacidad de formacion de tumor. En este trabajo se observó que la formación de colonias está 

inversamente relacionada con la muerte de las celulas tumorales, la proteína A24-2, es capaz de 

evitar la proliferación y creación de un tumor. En este trabajo se ocupó la cepa A24 de Bacillus 

thuringiensis, aislada la proteína dos que corresponde a la parasporina A24-2 cuyo peso molecular 

se encuentra entre los 25 a 30 kDa, se realizó la estandarización del ensayo de formación de 

colonias en agar noble y agarosa, uUlizando la linea celular MCF-7. Posterior a la estandarización 

se aplicanron tratamientos con la PS A24-2 en un lapso de 21 dias para evaluar el efecto sobre la 

capacidad de formación de tumor, encontrando una disminución del número de colonias con 

respecto al control negaUvo en medio DMEM.  
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VI. ABSTRACT.  
 
Parasporins (PS) are proteins that have been found within the protein crystal produced by Bacillus 

thuringiensis. Some PS have been shown to have cytotoxic acUvity on cancer lines, such as MCF-

7, MDA MB 231, SiHa, etc. Some of these cells have the ability to form colonies under in vitro 

condiUons, which resemble tumors in vivo. The MCF-7 cell line has the ability to form colonies, 

based on this characterisUc, this cell type was used for the som agar colony formaUon assay to 

test whether specific compounds, such as parasporins or other drugs, which have been shown to 

have cytotoxic acUvity on neoplasUc cells. Colony count and colony size are quanUtaUve readings 

from the assay that can be compared between the control and treatment groups to assess 

differences in tumor-forming ability. In this work it was observed that colony formaUon is 

inversely related to tumor cell death, the A24-2 protein is able to prevent proliferaUon and tumor 

creaUon. In this work, strain A24 of Bacillus thuringiensis was used, protein two was isolated, 

which corresponds to parasporin A24-2 whose molecular weight is between 25 and 30 kDa, and 

the standardizaUon of the colony formaUon assay was performed in som agar and agarose, using 

the MCF-7 cell line. Following standardizaUon, treatments with PS A24-2 were applied for 21 days 

to evaluate the effect on the capacity of tumor formaUon, finding a tendency of decrease in the 

number of colonies with respect to the negaUve control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

14 

1. INTRODUCCIÓN. 

Las parasporinas (PS) son proteínas genealógicamente heterogéneas y sinteUzadas por Bacilllus 

thuringiensis. Este microorganismo produce un cristal proteico, o también conocidas como 

inclusiones proteicas (Ohba et al., 2009). El cristal está consUtuido por una gran diversidad de 

proteínas, dentro de las cuales se destacan 2, las endotoxinas conocidas como Cry y las PS (Akiba 

et al., 2009; Schinepf  et al., 1998), ambas de importancia biotecnológica, la primera por su 

acUvidad como bioinsecUcida y la segunda por su acUvidad anUcancerígena (Bravo et al., 2005; 

Kotze et al., 2005). Las PS Uenen dos caracterísUcas primordiales: a) no muestran acUvidad 

insecUcida ni hemolíUca, y b) Uene una acUvidad citotóxica selecUva sobre las células de origen 

canceroso, sin afectar a las células no cancerosas (Ammons et al., 2016; Ohba et al., 2009). Los 

estudios muestran que las PS pueden poseer acUvidad citotóxica o anU proliferaUva, sobre 

diferentes Upos de cáncer (Brasseur et al., 2015). Por lo tanto, las PS han surgido como una nueva 

alternaUva y potencial herramienta terapéuUca contra el cáncer. Sin embargo, es necesario 

conocer a detalle los mecanismos acción de estas proteínas. En la actualidad, no hay estudios 

sobre el efecto que pueden tener las PS sobre los mecanismos asociados con los procesos de 

invasión, migración, adhesión celular y proliferación, que en su conjunto están directamente 

relacionados con el grado de agresividad de un cáncer.    

El cáncer puede definirse, según la Organización Mundial de la Salud (OMS), como una alteración 

celular, que la lleva a que las células proliferen de forma descontrolada, adquirir la capacidad de 

formar tumores malignos, y diseminarse a otros tejidos provocando metástasis (OMS, 2015). 

La metástasis es fase final del cáncer y la principal causa de muerte por cáncer. La metástasis es 

un proceso en el que están implicados múlUples e intrincados pasos, necesarios para la invasión 

de las células tumorales, destacando: 1) la célula cancerosa se desprende del tumor primario; 2) 

entra a los vasos sanguíneos (intravasación); 3) sobrevive en la circulación (supervivencia y 

crecimiento independientes del anclaje); 4) sale del sistema circulatorio en los siUos metastásicos 

(extravasación); y por úlUmo coloniza y prolifera en el nuevo entorno para formar un nuevo tumor 

metastásico (Riggio et al., 2021; Gao et al., 2017). La migración de las células tumorales es un 

mecanismo importante en la metástasis. Por ello, diferentes estudios se han centrado en disectar 

la fase de la migración y las funciones celulares que envuelven a este proceso (Karakus et al., 

2018). La formación de colonias parece ser el paso clave en el proceso de metástasis. En el caso 
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del cáncer de mama, la recaída metastásica puede producirse meses o décadas después del 

diagnósUco y del tratamiento inicial (Riggio et al., 2021). 

Desafortunadamente, la mayoría de las ocasiones cuando el paciente recae con cáncer, la 

recurrencia vendrá acompañada con un proceso metastáUco, el cual se manifiesta después del 

tratamiento definiUvo (Seltzer et al., 2020). La metástasis en la recurrencia es un problema 

importante en las pacientes con cáncer de mama, siendo la segunda causa de muerte relacionada 

con el cáncer entre las mujeres de todo el mundo (OMS, 2020). 

Actualmente, es di]cil predecir qué probabilidades Uene una persona de recurrencias, sin 

embargo, cuando sucede, el proceso neoplásico es más di]cil de tratar, ya que las células 

proliferan más rápido, son resistentes a los tratamientos y se propaga amplia y rápidamente 

(Riggio et al., 2021). Es por ello que es indispensable evaluar si los nuevos tratamientos Uenen la 

capacidad de eliminar en su totalidad las células cancerosas, o bien, que las células de origen 

canceroso pierdan la capacidad de proliferar y generar un nuevo tumor.  
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2. MARCO TEÓRICO. 
 

2.1 Bacillus thuringiensis. 
 
Bacilllus thuringiensis es una bacteria formadora de esporas, aerobia, Gram +, perteneciente al 

mismo grupo que Bacillus cereus. Este organismo produce inclusiones proteicas en su fase de 

muerte, que se liberan al medio durante su esporulación (Figura 1). Estas inclusiones proteicas, 

conUenen entre otras proteínas,  endotoxinas conocidas como proteínas Cry  por su naturaleza 

cristalina. Estas proteínas Cry son tóxicas para una gran variedad de plagas de insectos. Bacillus 

thuringiensis es una bacteria cosmopolita, es decir; se ha aislado de diferentes ambientes 

naturales, como el suelo, filoplanos de diversos granos y productos almacenados (MarUn y 

Travers, 1989). 

 

 

Figura 1. Micrograaa de transmisión electrónica barrido de Bacillus thuringiensis. Se muestra la 

espora y el cristal proteico (Sanchis, 2010). 

Bacillus thuringiensis presenta dos fases principales durante su ciclo de vida: un crecimiento 

exponencial en el cual la bacteria se mulUplica por fisión binaria, y una fase de esporulación que 

consiste en la formación de esporas de resistencia (Sanchis, 2010).  

Durante la fase de esporulación, Bacillus thuringiensis libera un cristal proteico que conUene, 

proteínas de diferentes Upos y acUvidades, entre ellas Cry y Cyt (citolíUcos ) (Schinepf et al., 1998). 

Las proteínas Cry y Cyt, recibieron su nomenclatura actual después de la creación del comité de 

Nomenclatura de Toxinas de Bacillus thuringiensis. Además, se han reportado que algunas 
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proteínas Cry y Cyt no presentan toxicidad contra insectos y son altamente tóxicas para diferentes 

Upos de células cancerosas (Ito et al., 2004). A estas proteínas se les conoce como Parasporinas 

(PS) y han sido estudiadas debido a su selecUvidad citotóxica por células tumorales (Katayama et 

al., 2007). 

 

2.2 Parasporinas 
 
Las PS están dentro de un conjunto de proteínas Cry, que son genealógicamente heterogéneas y 

son producidas única y exclusivamente por Bacilllus thuringiensis. Una de las caracterísUcas que 

están relacionadas a las PS, es la fuerte acUvidad citocida sobre las células cancerosas humanas 

de diferentes orígenes (Ohba et al., 2009). La estructura química general de las PS (Figura 2), está 

conformada por a) representación en cinta del monómero de PS-2 con estructuras secundarias 

que están eUquetadas como H1-H4 para las α-hélices y S1-S14 para las hebras β. Las flechas 

verUcales eUquetadas a la izquierda indican las regiones de los dominios 1-3. La cadena 

polipepvdica se muestra en una rampa de arcoíris desde el azul en el N-terminal hasta el rojo en 

el C-terminal. b) Diagrama topológico del monómero. Las α-hélices y las β-hélices se representan 

como rectángulos azul oscuro y flechas magenta, respecUvamente, con números de serie (Figura 

2) (Akiba et al., 2009).   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura de la forma acCvada de la PS-2. (Akiba et al., 2009). Recuperado del protein 
data bank (PDB) 2D42. 
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Las PS Uenen menos del 25% de homología en la secuencia de aminoácidos con las toxínas Cry 

(Figura 2) (Ohba et al., 2019). Las PS no inducen acUvidad hemolíUca pero pueden o no tener 

acUvidad insecUcida, no obstante, muestran una citoxicidad preferente por las células cancerosas 

en ensayos in vitro (Akiba y Okamura, 2016).  

 

2.2 Familias de PS. 
 

Las PS son clasificadas en 6 familias, a conUnuación se describen brevemente cada una de ellas. 

Incluyendo mecanismos de acción propuestos, se cree que al igual que las proteínas Cry, las PS 

reconocen receptores de membrana específicos en las células cancerosas para desencadenar la 

muerte celular (Figura 3) (Kotze et al., 2005). 

 

2.3.1 Familia PS1. 
 
La familia PS1 Uene efectos citotóxicos contra ciertas líneas celulares de cáncer como HeLa 

(cáncer de cuello uterino) (Mitzuki et al., 2000) HL60 (leucemia) (Okamura et al., 2005), Jurkat 

(leucemia) y HepG2 (cáncer de hígado) (Jung et al., 2007). Los hallazgos sugieren que entre las 

toxinas PS1, 10 de 22 reconocen un receptor común en estas líneas celulares, idenUficado como 

beclin-1 (Katayama et al., 1999). En las células sanas, la proteína de beclin-1 es intracelular y está 

implicada en los procesos de autofagia y apoptosis, sin embargo, en las células suscepUbles, la 

beclina-1 es extracelular y actúa como receptor de PS1 (Kitada et al., 2006). La familia PS1 incluye 

a las siguientes parasporinas, PS1Aa1 (Cry31Aa1), PS1Aa2 (Cry31Aa2), PS1Aa3 (Cry31Aa3), 

PS1Aa4 (Cry31Aa4), PS1Aa5 (Cry31Aa5), PS1Aa6 (Cry31Aa6), PS1Ab1 (Cry31Ab1), PS1Ab2 

(Cry1Ab2), PS1Ac1 (Cry31Ac1), PS1Ac2 (Cry31Ac2) (Okamura et al., 2010). 

 

2.3.2 Familia PS2. 
 
Las proteínas PS2Aa1 (Cry46Aa1), PS2Aa2 (Cry46Aa2) y PS2Ab2 (Cry46Ab1) consUtuyen la familia 

PS2 (Okamura et al., 2010). Se ha informado de que la cepa Bt A1547 produce PS2Aa1 y PS2Aa2 

(Mitsuki et al., 1999). Las PS de esta familia son pequeñas toxinas de alrededor de 30 kDa que son 

citotóxicas para líneas celulares de cáncer como HepG2 (cáncer de hígado), Sawano (cáncer de 

endometrio), HL60, Caco-2 (cáncer de colon), Jurkat (leucemia) y MOLT-4 (Kitada et al., 2006 y 
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Akiba et al., 2009). Una caracterísUca de las toxinas de la familia PS2 es que su estructura 

tridimensional es similar a la de PFT-aerolisina, que está formada principalmente por láminas 

alargadas (Kitada et al., 2006; Akiba et al., 2009). En 2009, Akiba et al., (2009) propusieron que 

las toxinas PS2 son capaces de producir oligómeros que inducen poros de membrana y muerte 

celular al unirse a las balsas lipídicas (Figura 3). En 2017, Abe  et al. (2017) informaron de que la 

GPI era un correceptor esencial para la acUvidad tóxica de las parasporinas PS2. El mecanismo de 

acción de los miembros de la familia PS2 acUva la apoptosis en su mayoria de casos, que se asocia 

a un aumento de la expresión del gen supresor de tumores PAR-4 y a través de la inhibición de la 

vía PI3K/AKT (Brasseur et al., 2015).  

Sin embargo se ha visto que la PS2 es citotóxica en líneas celulares de hepatocarcinoma (HepG2) 

y de leucemia humana de células T (MOLT-4), sin embargo, las evidencias indican que es poco 

probable que genere apoptosis en esta línea celular (Ito et al., 2004). Se ha visto que estas toxinas 

se anclan a la membrana de las células cancerosas, al igual que las cadherinas, las cuales son 

responsables de la adhesión célula-célula (Kitada et al., 2006).  

 

2.3.3 Familia PS3. 
 
PS3Aa1 (Cry41Aa1) es el único miembro de esta familia (Okamura et al., 2010). Esta parasporina 

es la única con un dominio de ricina que juega un papel en la estabilización de la interacción entre 

las toxinas y los residuos de carbohidratos de la membrana (Hazes B, 1996). En 2018, un grupo de 

invesUgación dirigido por Crickmore, estudió la proteína PS3 y observó que está estructuralmente 

relacionada con las toxinas insecUcidas, excepto por el dominio de la ricina. UUlizando 

mutagénesis siUo dirigido, concluyeron que el dominio de la ricina, no está asociado con la 

acUvidad citotóxica selecUva de PS3 contra la línea celular de cáncer HepG2 (Krishnan et al., 

2017). En contraste, al igual que el mecanismo de acción uUlizado por PS2, propusieron que PS3 

induce la muerte celular por necrosis, a través de la formación de un poro en las membranas de 

las células cancerosas, lo que se evidenció por un aumento en la liberación de lactato 

deshidrogenasa (LDH), principalmente en las líneas celulares de cáncer HL60 y HepG2 (Krishnan 

et al., 2017). 
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2.3.4 Familia PS4. 
 
La familia PS4 incluye al PS4Aa1 (Cry45Aa1) como único miembro (Okamura et al., 2010). La PS4 

es similar en tamaño y estructura a los miembros de la familia PS2, su forma acUva es de alrededor 

de 27 kDa, y presenta una citotoxicidad selecUva contra las líneas celulares de cáncer MOLT-4, 

CaCo-2, HL60, U937, HepG2, Sawano, DE-4 (leucemia), TS (cáncer de útero) y TCS (cáncer de 

cuello de útero) (Inouye et al., 2008; Okamura et al., 2008). La toxina PS4, es que puede acUvarse 

tanto en pH alcalino como ácido (Gonzáles et al., 2011), mientras que la mayoría de las 

parasporinas se solubilizan en pH alcalino. De hecho, el pH ácido aumenta su efecto citotóxico en 

varias líneas celulares de cáncer (Okamura et al., 2008). 

En cuanto al mecanismo de acción de las PS4, las evidencias sugieren que la muerte celular se 

produce por necrosis, estas evidencias incluyen la unión no específica a la membrana, la liberación 

de LDH y la entrada en la célula de dextranos con diferentes pesos moleculares, sugieren que la 

muerte celular se produce por necrosis (Inouye et al., 2008; Okamura et al., 2008; Okamura et al., 

2011).   

 

2.3.5 Familia PS5. 
 
PS5Aa1 (Cry64Aa1) es el único miembro de la familia PS5; esta proteína se ha aislado de la cepa 

Bacillus thuringiensis tohokuensis A1100 (Okamura et al., 2010). La forma acUva de la PS5Aa1 

Uene un tamaño aproximado de 30 kDa (Ekino et al., 2014). La PS5 muestra una mayor similitud 

con la aerolisina PFT que con las otras parasporinas (Ekino et al., 2014; Moniaxe et al., 1996). Se 

ha informado de que la PS5, es tóxica para las líneas celulares de cáncer MOLT-4, Jurkat, HL-60, 

HepG2, HeLa, Sawano, TCS, CaCo-2 y K562 (Ekino et al., 2014). Sin embargo, todavía no hay 

pruebas sobre su mecanismo de acción (Almanza et al., 2020). 

2.3.6 Familia PS6. 
 
La PS6, está estrechamente relacionada con la PS1, comparUendo una secuencia conservada de 

cincuenta aminoácidos. La PS6 es tóxica específicamente para HepG2 y HeLa (Nagamatsu et al., 

2010), pero su mecanismo de acción es aún desconocido. La familia PS6 incluye sólo el PS6Aa1 

(Cry63Aa1), que ha sido aislado del Bacillus thuringiensis M019 (Okamura et al., 2010 y 

Nagamatsu et al., 2010).  
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2.4 Mecanismo de acción de la PS.  
 
La acUvidad citopáUca por las PS, ha sido estudiada desde su descubrimiento en diferentes células 

cancerosas como se ha descrito previamente, por ejemplo; HeLa (cáncer cervical uterino), HepG2 

(carcinoma hepatocelular) y Molt-4 (leucemia linfoblásUca aguda) (Kitada et al., 2009). 

Observándose que las células HeLa, fueron vulnerables a la aplicación de PS1, HepG2 mostró daño 

citopáUco cuando se expuso a PS2 y la toxicidad Molt4 fue causada por PS4. Jurkat (células T 

leucémicas), Sawano (carcinoma de endometrio) y Caco-2 (carcinoma colorrectal), también 

fueron suscepUbles al tratamiento con diferentes toxinas de Bacillus thuringiensis, lo que 

demuestra, la eficacia de la PS contra diferentes Upos de celulas cancerosas (Akiba y Okumura, 

2017) .  

 

Figura 3. Mecanismo de acción de la PS2. (Modificada de Espino, 2014). 

El mecanismo de acción de las PS contra las células cancerosa es poco conocido, sin embargo, la 

información disponible ha demostrado que las parasporinas presentan mecanismos de selección 

específicos para las células cancerosas. Sabe que estas proteínas actúan de forma similar a las 

toxinas Cry, ya que son altamente específicas para un Upo de celular, además, la especificidad de 

las toxinas Cry depende del reconocimiento de receptores de membrana celular, como las 

cadherinas, aminopepUdasa-N y fosfatasa alcalina, entre otros. La interacción de la PS con los 

receptores de la membrana celular sigue siendo objeto de invesUgación, y se han publicado y 

patentado varias moléculas que actúan como posibles receptores para las parasporinas en las 

células cancerosas (Almanza et al., 2020). 
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2.5 Cáncer 
 
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer se define como una alteración celular, 

cuya caracterísUca primordial es la falta de control de la proliferación de las células cancerosas, 

volviéndose capaces de formar tumores malignos, y diseminarse a través de los tejidos 

provocando metástasis (Figura 4) (OMS, 2015). El cáncer es una patología mulUfactorial,  se 

origina debido a cambios genéUcos (mutaciones), que pueden ser adquiridos o heredados. Estas 

mutaciones provocan fallas como la inacUvación de genes supresores de tumores (por ejemplo 

p53) y la acUvación de oncogenes (genes que controlan la división celular). Por lo anterior, las 

células cancerosas se diferencian de las células normales por su proliferación descontrolada, la 

pérdida de la capacidad de diferenciación, y se tornan invasivas generando metástasis (Dale y 

Rang, 2008). 

 

 

Figura 4. Micrometástasis. InmunoUnción con queraUna AE1 y AE3 a 400X (Córdoba et al., 2004).  

El cáncer es la segunda causa de muerte en todo el mundo (Salaverry, 2013). Tan sólo en el 2018, 

ocasionó cerca de 9.6 millones de defunciones a nivel mundial, esUmándose que, una de cada 

seis personas diagnosUcadas con alguna neoplasia mueren (OMS, 2020).  

Existen más de 100 Upos de cáncer, por lo general, el nombre que reciben se debe a los tejidos u 

órganos en donde se forman, o según el Upo de célula que los forma (NCI, 2018). Entre los que 
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los más comunes se encuentran: cáncer pulmonar, colorrectal, de próstata, de piel y gástrico. 

(OMS, 2020). 

2.5.1 Cáncer de mama en México y el resto del mundo  
 
En México el cáncer de mama consUtuye la principal causa de morbilidad hospitalaria por tumores 

malignos entre la población de 20 años y más, con 24 muertes de cada 100 egresos hospitalarios 

para este grupo de edad; en las mujeres, estos tumores malignos representan 37 de cada 100 

egresos y en los hombres, 1 de cada 100 egresos (DGIS, 2020). Mientras que la tasa de incidencia 

por edad esUmada en el mundo refleja una diferencia entre cada país, los colores mas intensos 

hacen referencia en un aumento de la incidencia y conforme disminuye la incidencia es baja 

(Figura 5). 

 
Figura 5. Incidencia estandarizada por edad esCmada en el Mundo en el 2020. Los colores en 

tonos más fuertes indican una mayor incidencia de cáncer por edad en el mundo. 

Modificada de Globocan, 2020. 

 

El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea, con diferencias morfológicas, fisiológicas y 

una evolución clínica disUnta. Aproximadamente el 85% de los casos de cáncer de mama reciben 

la influencia directa de hormonas esteroideas (estrógeno, progesterona), que esUmulan la 

proliferación de las células neoplásicas mamarias y el 15% restante no reciben influencia 
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hormonal, lo que ocasiona que los tratamientos endocrinos no resulten efecUvos (Cleator et al., 

2007).  

De un total de 19,292,798 nuevos casos de cáncer, de los cuales el 11.7% están asociados al cáncer 

de mama (IARC, 2021). El cáncer sigue siendo un importante problema de salud pública en todo 

el mundo (Figura 6 y Figura 7) (Siegel et al., 2020). 

 

 
Figura 6. Número de casos esCmados de cáncer en el mundo en el 2020. Ambos sexos y en todas 

las edades (Modificada de Globocan, 2020). 
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Figura 7. Número de casos de cáncer de mama esCmados en el 2020. Ambos sexos y en todas 

las edades, Modificada de Globocan, 2020. 

2.5.2 La metástasis.  
 
Diferentes mecanismos contribuyen a la formación de metástasis como la alteración de los 

sistemas celulares de adhesión, la síntesis de enzimas proteolíUcas, la moUlidad celular, la 

modificación de señales inducidas por factores de crecimiento y/o los sustratos de adhesión 

ambientales y la ausencia de reconocimiento inmunitario por el sistema inmunológico (Arvelo y 

Poupon, 2001). La metástasis se define como la diseminación de células tumorales, a parUr de la 

neoplasia primaria hacia lugares secundarios, es un proceso en el que ocurren una serie de 

procesos secuenciales: escape del tumor primario e invasión local, intravasación, supervivencia 

en la circulación, extravasación y la siembra metastásica (Figura 8) (Pantel y Brakenhoff, 2004; 

Valastyan y Weinberg, 2011). La cascada mestastásica está involucrada en estos eventos 

secuenciales y está dada principalmente por tres procesos: a) migración b) adhesión y c) la 

formación de tumor secundario. En donde, una célula tumoral se desprende del tumor inicial por 

medio de enzimas proteolíUcas, tales como las metaloproteasas (MMP), e invade los tejidos 

locales cercanos, para poder migrar a otros tejidos mediante factores como el de necrosis tumoral 

(TNF), el cual actúa como factor de moUlidad de las células tumorales y por intravasación, entra 
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al torrente sanguíneo. Para la célula cancerosa esto es un reto ya que debe sobrevivir al recorrido. 

El proceso de extravasación en la circulación le permite a la célula tumoral llegar a lugares 

distantes, para finalmente adherirse a un tejido u órgano nuevo y colonizar formando un nuevo 

tumor (Riggio et al., 2021; Arvelo y Poupon, 2001).  

 

 
Figura 8. Cascada metastásica como un proceso de múlCples pasos. a) Escape del tumor primario 

e invasión local. b) Intravasación y supervivencia en la circulación. c) Extravasación y 

siembra metastásica. Modificada de Riggio et al., (2021). 

2.5.3 Eventos moleculares de la formación de tumor. 
 
Las células circulantes que se extravasan en el lugar de desUno se enfrentan a condiciones 

adversas que dificultan su supervivencia (Valastyan y Weinberg, 2011). Varios factores 

secretados, derivados del tumor y células de la médula ósea, señalan la formación de los nichos 

premetastásicos, en los que las células tumorales colonizan y crecen (Ye y Weinberg, 2015). 

Además de los factores derivados del tumor, los exosomas desempeñan un papel importante. Las 

interacciones célula cancerosa-célula hospedera también son importantes para una colonización 

adecuada. El establecimiento de una red vascular es crucial para una colonización metastásica 

adecuada. El mimeUsmo vascular impulsa la capacidad de algunas células de cáncer de mama 
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para contribuir a las metástasis a distancia mediante la sobreexpresión de SERPINE2 y SLPI. Estos 

dos genes se sobreexpresan preferentemente en pacientes humanos con metástasis pulmonares 

de cáncer de mama, lo que sugiere su potencial para la progresión metastásica (Wagenblast et 

al., 2015). 

Las células cancerosas colonizadoras también son capaces de uUlizar las vías de señalización 

neuronal para su crecimiento y adaptación. La proximidad de las células de cáncer de mama a las 

sinapsis neuronales permite a las células cancerosas secuestrar la señalización del receptor de N-

meUl-D-aspartato (NMDA) para promover la metástasis cerebral (Zeng et al., 2019). La 

protocadherina 7 es una proteína que promueve el ensamblaje de las uniones gap compuestas 

por anexina 43 entre la célula cancerosa y los astrocitos. Las células cancerosas metastásicas 

uUlizan las uniones gap para transferir al segundo mensajero cGAMP a los astrocitos, acUvando 

la vía del esUmulador de genes interferón y produciendo citocinas inflamatorias como el IFNα y 

el factor de necrosis tumoral. A su vez, estos factores acUvan las vías STAT1 y NF-κB en las células 

metastásicas cerebrales, lo que promueve el crecimiento tumoral y la quimiorresistencia (Cheng 

et al., 2016).  

El proceso metastásico es responsable de más del 90% de las de las muertes relacionadas con la 

patología, debido al deterioro de la función de órganos vitales (Chaffer y Weinberg, 2011; Gupta 

y Massague, 2006).  La enfermedad metastásica puede producirse de novo, esto significa que la 

metástasis ya está presente en el momento del primer diagnósUco, el cáncer se ha extendido 

antes de su detección. Sin embargo, la mayoría de las veces es el resultado de una recaída 

(recurrencia), en la que las metástasis se manifiestan tras el tratamiento (Seltzer et al., 2020).  La 

recaída metastásica puede producirse meses o años después del diagnósUco y tratamiento inicial 

(Crowley et al., 2017). 

Los cambios fenovpicos que sufre una célula en el proceso de transformación maligna, son un 

reflejo de la adquisición secuencial de alteraciones genéUcas. La mutación de genes críUcos, 

incluidos los genes supresores, los oncogenes y los genes implicados en la reparación del ADN, 

conducen a la inestabilidad genéUca y a la pérdida progresiva de diferenciación, lo que promueve 

el inicio, la expansión y la progresión de los tumores malignos (Ajani et al., 2015; Visvader, 2011). 

Un evento clave en el proceso de metástasis es la capacidad de las células tumorales para formar 

colonias. Una célula troncal cancerosa (CSC) puede expandirse y formar un tumor. También 
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pueden estar presentes múlUples grupos de CSC, cada uno de los cuales Uene el potencial de 

converUrse en tumores independientes. La acUvación de las  CSC potencialmente inacUvas 

durante años, puede dar lugar a la reaparición del cáncer en un momento posterior. También 

puede surgir una CSC secundaria disUnta, posiblemente debido a una mutación o a una 

modificación epigenéUca, que puede formar un nuevo tumor (Visvader y Lindeman, 2012).  

 

2.6 Potencial terapéuCco de las PS en la terapia del cáncer. 
 
Las PS puede tener un papel relevante en la terapia del cáncer de mama debido a las 

caracterísUcas de este Upo de cáncer y de su importancia epidemiológica (Tao et al,. 2015). Sin 

una estrategia terapéuUca no invasiva definida, el tratamiento contra esta neoplasia uUliza 

fármacos quimioterapéuUcos no específicos como los taxanos y las antraciclinas, que son 

ampliamente uUlizados en el tratamiento del cáncer de próstata y la leucemia respecUvamente, 

entre otros (De Leeuw et al., 2015; Roboz, 2012). Frecuentemente las células tumorales 

desarrollan resistencia a los fármacos quimioterapéuUcos.  

Basándose en que la línea celular MCF-7 de cáncer de mama está bien caracterizada y 

ampliamente uUlizada en la invesUgación cienvfica. Facilita la evaluación de la eficacia de las 

parasporinas como tratamiento contra el cáncer de mama, ya que se dispone de modelos 

experimentales establecidos para llevar a cabo estudios preclínicos (Zhang et al., 2019). 

Aunque MCF-7 es una línea celular establecida, también muestra cierta heterogeneidad celular, 

lo que refleja la diversidad de las células cancerosas presentes en los tumores de mama en 

pacientes. Esta heterogeneidad puede proporcionar información sobre cómo diferentes 

subpoblaciones celulares responden a las parasporinas, lo que podría ser relevante para el diseño 

de estrategias terapéuUcas más efecUvas (Eeckhoute et al., 2006). 

 

2.7 Ensayo de formación de colonias. 
 
Las líneas celulares de cáncer de mama, como MCF-7, se uUlizan como modelos in vitro que 

representan las caracterísUcas biológicas y genéUcas del cáncer de mama en pacientes. Estudiar 

la formación de colonias en estas líneas celulares proporciona información sobre la capacidad de 

las células cancerosas para crecer y proliferar, lo cual es fundamental para comprender la 

progresión tumoral (Zhang et al., 2019). La formación de colonias es un ensayo comúnmente 
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uUlizado para evaluar la capacidad proliferaUva de las células troncales cancerosas de una 

población de proliferar e iniciar la formación de un tumor. La capacidad de las células MCF-7 para 

formar colonias in vitro se correlaciona con su capacidad para formar tumores in vivo, lo que 

sugiere que este ensayo es relevante para comprender la agresividad tumoral y la respuesta al 

tratamiento (Dai et al., 2017). 

Un procedimiento habitual para evaluar la supervivencia clonogénica en células adherentes 

comprende tres fases específicas: 1) la fijación de una monocapa de agar/ agarosa en las placas 

de culUvo, 2) la preparación de suspensiones unicelulares y la distribución de una canUdad 

apropiada de células en las placas como segunda capa, y 3) la fijación y coloración de las colonias 

tras un período de incubación perUnente, el cual puede variar entre 1 y 3 semanas (Rafehi et al., 

2011).  Por úlUmo la medición de la muerte celular con colorantes o fluorimétricos como el azul 

tripano y el yoduro de propidio que puede proporcionar una medida del número de células no 

viábles en una población en un momento determinado (Crowley et al., 2017). 

2.8 Antecedentes del grupo de trabajo.  
 
Cruz-Nolasco en el (2014), aisló 22 cepas de Bacillus, de las cuales se han estudiado 8 de ellas. 

Encontrándose 4 parasporinas pertenecientes a dos cepas disUntas (Bacillus thuringiensis 

tolworthi y Bacillus thuringiensis spp) estas parasporinas tuvieron un efecto anUproliferaUvo 

sobre líneas celulares de cáncer de mama MCF-7, MDA MB 231 y además hepatocarcinoma 

(HepG2). Castrejon-Arroyo en el (2019), evaluó la seguridad farmacológica de tres de las 

parasporinas (A13-5, A13-2 y A24-2) y encontró que estas proteínas solo Uenen acUvidad sobre 

las líneas de origen canceroso (MCF-7, MDA MB 231, MDA MB 468) y no sobre las células 

normales. Y que dicha acUvidad no estaba relacionada con daño al ADN o con la producción de 

especies reacUvas de oxígeno. 

Recientemente, se demostró que la parasporina A13-2 que se obtuvo de una cepa de Bacillus 

thuringiensis, aislada de la región de la cuenca del Papaloapan (Oaxaca, México),  Uene acUvidad 

citotóxica preferentemente contra MCF-7 y no sobre células no cancerosas HEK 293 y células 

polimorfo nucleares, lo que representa una alternaUva prometedora para el tratamiento del 

cáncer de mama (Borin et al., 2021). Sin embargo, aún es necesario invesUgar los mecanismos 

celulares por los que las parasporinas Uenen acUvidad en células neoplasicas.  
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3. JUSTIFICACIÓN. 
 

El cáncer representa unas de las enfermedades con mayor incidencia en México y en el mundo. 

En parUcular, el cáncer de mama figura como una de las neoplasias con mayor prevalencia y 

elevada mortalidad en mujeres en México. Su detección en etapas iniciales es indispensable para 

que el tratamiento tengan mayor probabilidad de éxito. Por otro lado, es bien conocido que 

muchos de los pacientes que reciben el alta médica presentan una fase de remisión de la 

enfermedad, sin embargo, meses o años después se presenta una recaída. Esto sucede, como 

consecuencia de la capacidad que Uene una célula tumoral de escapar del tumor primario, invadir, 

proliferar de forma aislada en los tejidos adyacentes y sobretodo resisUr la terapia. Por lo tanto, 

es importante encontrar tratamientos que no solo tengan acUvidad citotóxica sobre las células 

neoplásicas, sino que además puedan inhibir o eliminar la capacidad de proliferar, migrar y de 

formar un nuevo tumor. En este contexto, los estudios in vitro han demostrado que las 

parasporinas representan una buena alternaUva como posible biomoléculas terapéuUcas contra 

el cáncer, debido a su alta selecUvidad por las células de origen canceroso. Sin embargo, no 

existen estudios que evalúen si las parasporinas pueden inhibir la capacidad formadora de 

tumores de una célula neoplásica. Por lo que, en este proyecto se planteó el objeUvo de analizar 

experimentalmente, si la proteína A24-2 es capaz de inhibir la formación de colonias de las células 

MCF-7.  
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4. HIPÓTESIS. 
 

• La proteína A24-2 Uene la propiedad de inhibir la capacidad formadora de tumor de las 

células de cáncer de mama MCF-7. 

5. OBJETIVOS. 
 

5.1 ObjeCvo general. 
 

• Evaluar el efecto de la proteína A24-2 sobre la capacidad formadora de tumor de la línea 

celular MCF-7. 

5.2 ObjeCvos específicos. 
 
• Estandarizar la técnica de formación de colonias empleando como modelo la línea 

celular de cáncer de mama MCF-7. 

• Determinar si la proteína A24-2 Uene la capacidad de inhibir la formación de tumor en la 

línea celular de MCF-7. 

• Determinar el porcentaje de inhibición de la capacidad formadora de tumor.  
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6. PLAN EXPERIMENTAL. 
El siguiente diagrama muestra de forma general las acCvidades realizadas para cumplir con los 

objeCvos propuestos.  

  

Se elaboraron discos de 
esporas y se realizó un 

cultivo de Bacillus 
thuringiensis 

(Se inoculó con discos de 
esporas de la cepa A24)

Se realizó un lavado de 
proteínas y se recuperó el 

pellet del material 
insoluble

Se solubilizaron los 
cristales proteicos (se 

desnaturalizó la proteína)

Se realizó un SDS-PAGE 
para purificar la proteína, 
y se recuperó la banda de 

interés

Se realizó una 
electroelusión y SDS-PAGE 
para confirmar la proteína 
de interés (se identificó los 

extractos proteicos que 
contienen parasporinas)

Se dializó para concentrar 
la proteína parasporal 

A24-2

Se cuantificó la proteína 
con el Nanodrop, y los 
métodos de Bradford y 

Lowry

Se purificó y se esterilizó 
mediante filtración

Se realizaron bioensayos: 
hemólisis y MTT

Se realizaron bioensayos: 
se estandarizó el ensayo 
de formacion de colonias 

con linea celular MCF-7 en 
agar Noble y agarosa

Se evaluó el efecto de las 
parasporinas A24-2 sobre 
la capacidad inhibidora de 
formación de tumor en la 

linea celular MCF-7

Se analizó el porcentaje 
de inhibición de la 

capacidad formadora de 
tumor mediante un 

conteo de colonias con el 
programa Image J

Se realizaron los análisis 
estadísticos 
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7. METODOLOGÍA. 

7.1 Producción, selección y purificación del cristal proteico A24-2.  
 

7.1.1 Elaboracion de discos de esporas de la cepa A24 de Bacillus thuringiensis. 
  

La Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec, dentro del Laboratorio de Biorreactores Uene 

una colección de cepas de Bacillus thuringiensis aisladas de campos de siembra de caña ubicados 

en la Cuenca del Papaloapan en el estado de Oaxaca (Bravo D., et al., 2015). Para tener un mejor 

manejo y conservación de las cepas, se elaboraron discos con papel filtro en los que se colocó una 

suspensión de esporas. Para lo cual se resembraron las cepas en cajas de Petri con agar nutriUvo. 

Posteriormente, se recuperó el crecimiento bacteriano de las cajas de Petri y se inocularon en 

matraces de 1 L con 350 mL de caldo nutriUvo durante 18 h a 30°C y 180 rpm de agitación. 

Posteriormente, se tomaron 200 µL de cada matraz y se esparcieron con un asa acodada en cajas 

de Petri con agar nutriUvo y se mantuvieron en incubación a 30°C hasta alcanzar la esporulación. 

Después, se recuperó toda la biomasa de las cajas Petri por arrastre y se resuspendió en 5 mL de 

NaCl al 0.85% estéril. Con esta solución se impregnaron los discos de papel filtro con 20 µL, se 

secaron en la incubadora a 30 °C por dos días, por úlUmo se recolectaron, se guardaron en 

microtubos que se sellaron con parafilm, y se mantuvieron en congelación hasta su próximo uso.   

7.1.2 Producción de inclusiones proteicas con medio Gerry-Rowe en medio 
líquido. 

 

Se realizó un culUvo de la cepa A24 de Bacillus thuringiensis en 9 matraces de 1 L de medio Gerry-

Row. Cada matraz contenía un volumen de 330 mL aproximadamente, el medio Gerry-Rowe se 

esterilizó para enseguida ser inoculado con un disco de espora de la cepa A24 de Bacillus 

thuringiensis, productora de la parasporina A24-2. El culUvo se dejó como máximo 8 días en 

condiciones de incubación y agitación de 30 °C, 120 rpm.  

Transcurrido el Uempo de incubación, se centrifugó para recuperar el material insoluble, donde 

se encontraba la inclusión parasporal que conUene a la proteína A24-2, seguido de lo lavados de 

proteína descrito por el protocolo de Bravo et al., (2015). 

También se realizaron culUvos de la cepa A24 en agar sólido en cajas petri, medio LB broth y caldo 

nutriUvo. En el cuál solamente en medio Gerry-Rowe se obtuvieron los patrones de las bandas 

esperados para la proteína A24-2 en los geles de acrilamida.  
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• Solubilización de las inclusiones proteicas 

Para la solubilización de las inclusiones proteicas, se siguió el procedimiento descrito por Navarro 

K, en (2001) y Laemmli en (1970). Las proteínas fueron solubilizadas en una relación 2:1 con 

reacUvo de Laemmli, que contenía tris-base 0.5 M, SDS al 10%, 2-mercaptoetanol, glicerol y azul 

de bromofenol para desnaturalizar a las proteínas, y que se separó por tamaños en el gel de 

acrilamida/bis acrilamida.  

• Purificación de las inclusiones proteicas  

Se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS- PAGE) para 

separar la proteína de interés de acuerdo a su peso molecular.  

Se idenUficó por tamaño de 25- 30 KDa la banda que conUene la proteína A24-2, la cual se cortó 

y se realizó una electroelución a 10 mA por 200 minutos aproximadamente.  

Después se realizó nuevamente una electroforesis SDS-PAGE de la muestra previamente tratada, 

esto para confirmar que la proteína purificada haya sido del tamaño adecuado a la proteína de 

interés A24-2.  

Se seleccionó la proteína A24-2 de interés con tamaño aproximado de 27 KDa (Figura 11). Se 

seleccionó una banda por debajo de 35 KDa del marcador de peso molecular para ser recuperada 

mediante una electroelusión.  

La electroelución se llevó a cabo de acuerdo al protocolo ya descrito en el manual del equipo del 

Electroelutor modelo 422 de Bio Rad durante 6 horas  ocupando las 6 rejillas,  a  condiciones de 

operación de 10 mA  con amperaje constante.  

Se realizó una diálisis para eliminar el excedente de SDS que podría contener la muestra de 

proteína. La diálisis se realizó con un amorUguador de Tris-base y glicina, las proteínas se 

colocaron dentro de la membrana Ultrafree-MC para volúmenes inferiores a 0,5 mL con un 

tamaño de poro de 6.000 Da, una vez sellada la bolsa de diálisis, esta se colocó dentro de la 

solución amorUguadora por 24 h cambiándolo cada 2 h y se mantuvo en refrigeración.  

La proteína  se concentró uUlizando columnas de filtración de (Sigma aldrich) para remover el SDS 

que podría afectar los ensayos posteriores.  

Se realizó la cuanUficación de concentración de la proteína A24-2 con el método de Bradford, 

seguido por una cuanUficación por el método de Lowry para confirmar el resultado, se filtró para 

su uso próximo mediante jeringas de filtracion de 1 mL de BD, con filtro millipore de 0.22 µM.  
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7.2 Ensayo de hemólisis. 

 
El ensayo de hemólisis con eritrocitos se realizó de acuerdo al protocolo publicado por Evans et 

al., (2013), con algunas modificaciones como se describe:  

 

• Preparación de eritrocitos  

Se obtuvieron 5 mL de sangre de un individuo sano humano, extraído directamente en un tubo 

Vacutainer recubierto con K2-EDTA para evitar la coagulación. La sangre se centrifugó a 1646 rpm 

durante 5 minutos y se marcaron los niveles de hematocrito (rojo, capa inferior) y plasma 

(amarillento, capa superior) en el tubo. Se aspiró el plasma y se desechó en el bote de residuos 

biopeligrosos. Se llenó el tubo de hematocrito hasta el nivel original de la sangre completa con 

solución de NaCl 150 mM. Se homogenizó la mezcla con movimientos suaves y se centrifugó a 

1646 rpm durante 5 minutos. Se repiUó el paso de lavado, se aspiró el sobrenadante y se 

reemplazó con PBS a pH de 7.4. Se invirUó para mezclar y se centrifugaron a 1646 rpm durante 5 

minutos a temperatura ambiente. Se aspiró el sobrenadante y se agregaron 12 mL de PBS a 3 mL 

de suspensión de eritrocitos. Se invirUó varias veces para mezclar. Se prepararon diluciones 

seriadas de SDS para lograr la mejor concentración deseada en un volumen de 2000 µL. Se 

colocaron en mircotubos de 1.5 mL los 190 µL de sangre roja diluida + 10 µL de los siguientes 

compuestos como tratamientos (SDS al 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.6%, 0.3%, 0.15%, la proteína A24-

2 en tres concentraciones de 9, 12, 15 µg/mL y el PBS a pH 7.4.) Las muestras se cargaron por 

triplicado para cada tratamiento. Se uUlizó PBS como control negaUvo y SDS como control posiUvo 

de hemólisis. Estas muestras se cargaron en microtubos de capacidad de 1.5 mL y se incubaron a 

37° durante 1 hora. Los tubos se centrifugaron durante 5 minutos a 2115 rpm para sedimentar 

los eritrocitos intactos, en este paso se reUran las muestras de la centrífuga con mucho cuidado 

de no agitarlas para no romper el sedimento celular al transportarlas para el siguiente paso. Se 

transfirieron 100 µL del sobrenadante de cada tubo a una placa de 96 pozos de fondo plano. Se 

midió la absorbancia de los sobrenadantes con un lector de microplacas de la marca Bio-Rad a 

541 nm. 
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7.3 CulCvo celular.  
 
 
La línea celular de cáncer de mama MCF-7 fue obtenida del banco de células del laboratorio de 

Biomedicina de la Universidad del Papaloapan.  

La línea celular MCF-7 fue culUvada  con medio DMEM suplementado con L-glutamina 1 %, suero 

fetal bovino 10 % y anUbióUco penicilina/estreptomicina al 1 %. Las células fueron mantenidas a 

una atmósfera de 5 %, CO2 y 95% de humedad a 37 °C para su uso posterior. 

 
 

7.4 Ensayo MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimeClCazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). 

 
El monitoreo de la acUvidad mitocondrial se puede detectar con el uso de MTT (bromuro de 3-

(4,5-dimeUlUazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) que es un colorante de tetrazolio de color amarillo 

que se reduce a color azul por la acción de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa 

(Boncler et al., 2014).  

 

                                  

Figura 9. a) MTT (sal de tetrazolio), b) formazan. Modificada de Biomodel, s.f.). 

 

Sólo las células con mitocondrias viables son capaces de reducir el MTT a formazán y esto 

consUtuye un indicador del grado de viabilidad de las células, éste es un método indirecto para 

detectar la toxicidad del compuesto químico evaluado. Este método de viabilidad se realizó de 

acuerdo con el reportado previamante (Riss et al., 2016). El sustrato MTT se preparó en una 

solución fisiologicamente equilibrada, y se agregó a las células en culUvo, en una concentración 

de 0.5 mg/mL. Las células se incubaron de 2 a 4 horas a 37 °C. Los cristales de formazán, se 

NAD(P) H                          NAD(P)+ 

a) 
a) 

b) 
a) 
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solubilizaron agregando dimeUlsulfóxido (DMSO). La canUdad de formazán es directamente 

proporcional al número de células viables, se midió registrando la densidad ópUca (DO) a una 

absorbancia de 570 nm, usando un espectrofotómetro de lectura de placas de 96 pozos de la 

marca Sigma Aldrich.  

 

7.4.1 Protocolo de extracción de células mononucleares de sangre periférica. 

 
La extracción de células mononucleares de sangre periférica se realizó de acuerdo al protocolo 

modificado de Moshage et al., (1995), que se describe a conUnuación.  

Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas de personas que voluntariamente 

accedieron a donar y que se encontraban en un perfecto estado de salud, en el laboratorio de 

CulUvo de Células Animales, del Centro de InvesUgaciones Cienvficas de la UNPA, bajo la 

aprobación del Comité de ÉUca de Seres Humanos de la InsUtución (CAAE: 31211214.4 

.0000.5306). Las muestras se obtuvieron mediante punción venosa uUlizando tubos con 

anUcoagulante K2-EDTA Upo Vacutainer®, para separar las células mononucleares de sangre 

periférica (PBMC) y realizar los tratamientos posteriores y culUvos celulares. Las muestras se 

colocaron en tubos cónicos de 15 mL y se colocaron 5 mL de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich). 

Lentamente se virUó por las paredes 5 mL de sangre periférica. Los tubos cónicos se centrifugaron 

durante 30 minutos a 1473 rpm y el paquete leucocitario se pasó a un tubo cónico nuevo, el cual 

se lavó con 10 mL de PBS esteril y se centrifugó a 736 rpm por 10 minutos. Después se 

resuspendieron las células, donde se descartó el sobrenadante obtenido de la centrifugación y se 

agregó 1 mL de medio RPMI (Biowest) suplementado con suero fetal bovino (FBS) (rmbio). Se 

contaron las células mononucleares con la cámara de Neubauer de una dilución 1:20 del paquete 

celular y se le agregó un volumen de azul de tripano, de tal forma la relación final de fuera 1:1. 

Seguido se plaqueó las células mononucleares en cajas de 96 pozos con una concentración de 

100, 000 células por pozo. Se aplicaron tres tratamientos: 1) la proteína A24-2 (12 µg/mL) en un 

volumen de 10 µL, 2) Control negaUvo (medio RPMI suplementado con 10% de FBS) y 3) control 

el posiUvo (SDS al 10%). Una vez tratadas las PBMC se incubaron a 24 hrs a 37 °C, 5 % de CO2. 
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7.5 Ensayo MTT de citotoxicidad de la proteína A24-2. 

 
El ensayo MTT para las células MCF-7 fue realizado conforme al protocolo descrito en el apartado 

de anterior, después de la incubación con los tratamientos con la proteína A24-2, se agregaron 

10 µL de MTT y se incubó a 37 °C por 4 horas. Después de la incubación, se agregaron 100 µL de 

DMSO para solubilizar los cristales y se leyó en el lector de microplacas a 595 nm. Los datos se 

expresaron como porcentaje de viabilidad celular con respecto al control de medio con PBS. 

 

7.6 Estandarización del ensayo de formación de colonias en agar noble.                

 
El ensayo de formación de colonias también conocido ensayo clonogénico, es una técnica 

comúnmente uUlizada para evaluar la supervivencia y proliferación de las células en condiciones 

in vitro (Menyhart et al., 2016). El ensayo clonogénico se uUlizó para esUmar la muerte 

reproducUva de las células antes o después del tratamiento, como la radioterapia o los fármacos 

citotóxicos (Rafehi et al., 2011).  

Inicialmente se eUquetó cada pocillo de una placa de 12 pozos para este ensayo. Seguido se 

preparó el medio de culUvo celular DMEM al 2X disolviendo 1 g de medio en polvo y 0.2 g de 

bicarbonato sódico en agua desionizada hasta un volumen final de 50 mL. El medio se pasó por 

un filtro de botella con capacidad de 500 mL de 0.2 μm (TRP rapid) para esterilizarlo. Seguido se 

añadieron los componentes adicionales necesarios para el culUvo normal de la línea celular de 

interés. En el caso de este trabajo, para la línea celular MCF-7 su medio habitual es DMEM alto 

glucosa, suplementado con 15% de FBS y 1% de solución de penicilina/estreptomicina, glutamina 

al 1% y HEPES 25 mM.  

Se preparó medio DMEM AL 1X en un volumen final de 100 mL, se suplementó con 30 mL de FBS, 

2 mL de glutamina a 2mM, 5 mL de HEPES a 25 mM y 2 mL de penicilina/ estreptomicina a (100 

U/mL, 100 µg/mL) y el resto con medio DMEM alto en glucosa (GIBCOTM ). 

 

Se preparó también medio DMEM suplementado a 2X, duplicando las concentraciones 

mencionadas anteriomente en un volumen final de 100 mL.  
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Seguido se preparó el agar noble al 1%, añadiendo 1 g de agar noble a 100 mL de agua 

desionizada, a la par se preparó agar noble al 0.6% añadiendo 0.6 g de agar noble a 100 mL de 

agua desionizada y se esterilizaron.  

Se preparó una solución madre de cloruro de nitroazul de tetrazolio de 1 mg/mL en 1x PBS (8 g 

de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na2HPO4, y 0.24 g de KH2PO4 en H2O hasta un volumen final de 

1,000 mL). Esto se uUlizó al final del experimento para teñir las colonias.  

 

• Colocación de la capa inferior de agar  

Se aflojó el tapón del frasco de agar noble al 1% y se calentó en el microondas durante 60 

segundos en tres Uempos de 20 segundos cada uno.  

Se colocó la solución de agar derreUda y el medio de culUvo 2X precalentado en una cubitera llena 

de agua caliente del grifo (42 °C). Se colocó también un tubo cónico de 50 mL en un soporte para 

tubos en la cubitera con agua caliente. Se transfirió el tubo a la campana de culUvo celular para 

los pasos siguientes.  

Para la capa inferior de agar, se usó para 2 pozos de una placa de 12 pozos, 800 µL por pozo, que 

contenía 400 μL de Medio DMEM al 2X, y 400 μL de Agar al 1%, esto se puede realizar con una 

pipeta serológica o con una micropipeta. Se comenzó añadiendo 1 mL de medio de culUvo al tubo 

cónico de 50 mL y seguidamente 1 ml de la solución de agar noble al 1%. Se invirUó el tubo para 

homogenizar. Se extrajo aproximadamente 800 μL de mezcla en una micropipeta de 1 mL. Se dejó 

que las burbujas de aire subieran a la parte superior de la columna de la pipeta antes de depositar 

800 μL de esta mezcla en cada pocillo. Se cubrió las placas y se dejo que la mezcla de agar se 

solidificara a temperatura ambiente, en la campana de culUvo celular, durante 20 min.  

 

• Colocación de la capa superior de agar con células  

Una vez que la capa inferior de agar solidificó, se comenzó con la preparación de la capa 

superior.Previamente se recolectaron las células por tripsinización y se diluyó 1:20 en medio de 

culUvo DMEM. Se contaron las células en la cámara de Neubauer y se calculó el número de células 

necesarias por pocillo para preparar una suspensión celular final. Se uUlizó 800 células/pocillo 

como punto de parUda. Para este número de células, se prepararó una suspensión celular de 

8,000,000 células/mL, la primera dilución se hizo de 1:100, tomando 10 μL de muestra del stock 
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para tener una concentración celular de 80,000 células/mL, después se volvió a hacer otra 

dilución 1:1000 donde se tomó una concentración de 80 células/µL. 

Dado al primer planteamiento de plaquear 800 células por pozo, se tomó 12.5 μL para llevar 1000 

células por pozo. Esta se llevó a un volumen final de 1000 μL en un tubo eppendorf.  

 

Se derriUó la solución de agar al 0.6% en un microondas como se indicó anteriormente y se colocó 

en una cubitera que contenía agua caliente junto con un tubo cónico de 50 mL en un soporte para 

tubos y la suspensión celular final del tercer paso. Se transfirió la cubitera con agar fundido al 

0.6% a la campana de culUvo celular para los pasos siguientes.Se mezcló agar al 0.6% y suspensión 

celular en proporción 1:1. Se necesitó 800 μL por pocillo. Se pipeteó 1 mL de suspensión celular 

en el tubo cónico de 50 mL. Seguido, se añadió 1 mL de agar al 0.6% al tubo.  

La mezcla fue homogeneizada rápidamente para asegurar una distribución uniforme de las 

células, y luego se extrajeron 800 μL de la mezcla. Se permiUó que las burbujas de aire ascendieran 

hacia la parte superior de la columna de la pipeta antes de depositar 800 μL de la mezcla en cada 

pocillo de la placa, asegurándose de evitar la introducción de burbujas de aire. Se dejó que la 

mezcla de células y agar se solidificara a temperatura ambiente en una campana de culUvo celular 

durante 30 minutos antes de transferirla a un incubador de culUvo celular humidificado a 37 °C. 

Se añadió medio DMEM 1X con precaución sobre las paredes en forma circular para evitar la 

desecación del medio y, por ende, del agar. Finalmente, se permiUó un Uempo adecuado para la 

formación de colonias, que varía según la línea celular y suele ser aproximadamente de 21 días. 

 

• Tinción con cristal violeta y recuento de las colonias  

Se reUró el medio de culUvo. Se fijó con glutaraldehido al 0.5% en PBS al 0.4% durante 10 minutos. 

(se uUlizaron de 200 a 400 µL por pozo). Se quitó el glutaraldehido y se lavó una vez con PBS al 

1X. Se quitó el PBS y se Uñó con 400 µL de cristal violeta al 0.025%, se esparció y con una punta, 

seguido se levantó la segunda capa de culUvo para teñir durante 1 a 2 horas. Los siguientes pasos 

fueron de lavados con PBS al 0.4%. En el primer lavado se eliminó el cristal violeta del pozo y se 

dejó desUñiendo toda la noche. Al dia siguiente se hicieron varios lavados con PBS hasta que se 

obtuvo una imagen clara y visual de las colonias teñidas. 
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7.7 Estandarización del ensayo de formación de colonias en agarosa al 5%. 

 
Previamente se preparó agarosa al 5% diluida en agua desionizada y se esterilizó. Se precalentó 

el medio completo a 45° C (30 mL) (DMEM+FBS 5%+ penicilina/estreptomicina). Después se 

derriUó la agarosa al 5% usando el microondas. Seguido, se preparó la base de la capa A de la 

siguiente manera. Se mezcló 13.5 mL de medio precalentado a 46°C con 1.5 mL de agarosa al 5% 

derreUdo y se mezcló bien. Se añadió a cada placa de 12 pocillos, 600 µL de la base de la capa (A), 

y con 4 réplicas para cada muestra y tratamiento con la PS A24-2. Se dejó solidificar por 30 

minutos.  

Las células MCF-7 se contaron dos veces con la cámara de Neubauer y se preparó una solución 

de 2x105 células/5mL. Posterior se preparó la capa superior B mezclando 5 mL de A con 3 mL de 

la solución con células ya preparadas anteriormente (2x105 células/5mL). Se homogenizó bien y 

se añadieron 600 µL de la solución B en cada pozo. Seguido se dejó enfriar la placa por 30 minutos 

dentro de la campana, se añadieron 200 µL de medio completo en cada pozo, y se agregó la 

concentración correspondiente de tratamiento de PS A24-2 con la muestra. Por úlUmo, se dejó 

incubando la placa a 37°C / 5% de CO2, durante 2 semanas y media, cambiando el medio en tres 

Uempos durante la semana.  

Al término del ensayo se reUró el medio con cuidado, seguido se fijó con 400 µL de glutaraldehído 

al 0.5% por 10 minutos y se dejó a 4°C en refrigeración, se aspiró después del periodo de Uempo 

y se fijó con 400 µL cristal violeta al 0.1% (PBS/metanol al 20%) y se dejó en refrigeración por 2 

horas, por úlUmo se aspiró y se realizaron lavados con PBS hasta obtener una imagen clara de las 

colonias.   
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8. RESULTADOS. 
 

8.1 Perfil electroforéCco de la inclusión proteica aislada de la cepa A24 de Bacillus 

thuringiensis.  

Para seleccionar y recuperar la banda A24-2 de 28-30 kDa, las proteínas que consUtuyen al cristal 

proteico producido por la cepa A24 de Bacillus thuringiensis se separaron por electroforesis. En 

la Figura 10, se muestra el perfil de bandeo de las proteínas separadas por SDS-PAGE al 10%, en 

la que se resalta la banda la proteína A24-2 de 28-30 KDa. 

 

    

    
 

Figura 10. Perfil electroforéCco del cristal proteico de la cepa A24 de Bacillus thuringiensis. SDS-

PAGE al 10%, la flecha amarilla muestra la banda de la proteína de interés contenida en el 

cristal de la cepa A24 y al costado izquierdo el marcador de peso molecular.  
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8.2 Ensayo de hemólisis 
 

Para demostrar que la proteína A24-2 cumple con los criterios que establece el Comité de 

Clasificación y Nomenclatura de Parasporinas, y ser reconocida como una parasporina, se realizó 

la prueba de hemólisis (Aberkane et al., 2019). Además, la acUvidad hemolíUca de un compuesto, 

permite valorar aspectos de una molécula de interés terapéuUco. Es por ello que se evaluó la 

capacidad hemolíUca de la proteína A24-2 mediante la prueba de hemólisis uUlizando glóbulos 

rojos humanos (HRBC) de sangre periférica.  

La razón por la que la mayoría de invesUgaciones se llevan a cabo pruebas con eritrocitos de 

humanos, es porque son de las primeras células que Uenen contacto con una sustancia al ser 

administrada vía intravenosa (Chubicka et al., 2018). Los resultados obtenidos se muestran en la 

siguiente gráfica (Figura 11). 

 
Figura 11. AcCvidad hemolíCca de la inclusión proteica A24-2. Los resultados están expresados 

como el promedio del porcentaje de hemólisis ± DS, respecto al control posiUvo (SDS). 

Para la significancia estadísUca, se realizó una ANOVA de una vía y una prueba de Tukey. 

Los datos se expresaron como media ± DS.  ****p<0.00001 vs cualquier % SDS. 
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Los tratamientos para el ensayo de hemólisis fueron: 1) la incubación con diferentes 

concentraciones de SDS como control posiUvo (0.16, 0.31, 0.62, 1.2, 2.5, 5, y 10%), que llevaron 

a un incremento de la hemólisis que presentó comportamiento dosis dependiente. Y 2) 

tratamiento con las concentraciones 9, 12, 15 µg/mL de la proteína A24-2, una por debajo de la 

IC50 (12 µg/mL) y otra encima de la misma. Ninguna de las concentración elegidas de la PS A24-2 

causó lisis de los eritrocitos (Figura 11). 

 

8.3 Ensayo de citotoxicidad de A24-2 en PBMC. 
 
Se ha demostrado, que las parasporinas Uenen efecto citotóxico específico sobre líneas celulares 

de origen canceroso, y no afecta a las células normales . Para comprobar que el nuevo lote de la 

proteína A24-2 producida y aislada, no Uene acUvidad citotóxica contra células normales, tal y 

como fue reportada por Castrejon, en (2020).  Se realizó un ensayo de citotóxicidad en PBMC. 

Después de 24 horas de incubacion con la proteína A24-2, el ensayo de MTT mostró que no hay 

reducción significaUva de la viabilidad celular, respecto al control negaUvo, a diferencia de lo que 

se encontró con el control posiUvo SDS, en el que se ve una disminución significancia de la 

viabilidad celular. Por lo que, se concluye que la proteína A24-2 no muestra efecto citotóxico 

sobre líneas celulares no cancerosos (Figura 12).  
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Figura 12. AcCvidad citotóxica sobre las CMSP. Los resultados son presentados como el 

porcentaje de la viabilidad ± DS para los controles y el tratamiento de PS a 12 µg/mL. Para 

la significancia estadísUca se realizó una ANOVA de una vía y una prueba de Tukey. 

***p<0.0005 vs control negativo (-) vs PS A24-2, **** p<0.00001 vs control positivo (+) vs 

PS A24-2. 

 
8.4 Ensayo de citotoxicidad en la línea celular MCF-7. 

 

Anteriormente la IC50 reportada por Castrejon, en el (2020), se probó y verificó en este ensayo. 

Los resultados de citotoxicidad de la parasporina A24-2 (Figura 13), demostraron que esta sí Uene 

un efecto citotóxico sobre la línea celular de cáncer de mama MCF-7 (Figura 13). El porcentaje de 

inhibición de la viabilidad alcanzado fue del 43.79% ± 5.043%, con respecto al control negaUvo 

(medio DMEM), un resultado esperado dado que se uso la concentración media inhibitoria 

reportada por Castrejon-Arroyo (2020).   
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Figura 13. Ensayo de citotoxicidad de la parasporina A24-2 en MCF-7. Los resultados se presentan 

como porcentaje de viabilidad, expresados como media ± y desviación estándar (SD) para 

el tratamiento con PS A24-2 a 12 µg/mL y controles. Para la significancia estadísUca se 

realizó una ANOVA de una vía y una prueba de Tukey, ****p<0.00001 vs control negativo 

DMEM(-) vs PS A24-2 y control negativo vs control positivo SDS al 10% (+).  

 
 

8.5 Estandarización y seguimiento del crecimiento de la formación de colonias en agar 
noble.  

 

Una de las caracterísUcas de la línea celular MCF-7, es la capacidad de formación de colonias a 

parUr de una sola célula (Comşa et al., 2015), por lo tanto,  el ensayo de formación de colonias es 

úUl para determinar la capacidad de un compuesto de inhibir la formación de un nuevo tumor.  

Sin embargo, es necesario estandarizar las condiciones de culUvo en cada laboratorio. Las 

condiciones mas importantes son el Upo de andamio celular que se usará, así como el número de 

células a trabajar (sembrar). Las observaciones de crecimiento, proliferación y formación de 
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colonias también requieren ser estandarizadas. En la primera imagen día 1 de culUvo (Figura 14a), 

se observa la dispersión de las células sobre agar noble (Figura 14a). Cuatro días después, no se 

ven cambios en el número de células (Figura 14b). En la Figura 14c el recuadro al centro de la 

microgra]a, se muestra una colonia al día 14 post siembra. En tanto que, en la Figura 14d se 

observan las colonias amplificadas 10 veces a los 14 días de incubación.  

Figura 14. Seguimiento del crecimiento y formación de colonias en agar noble en MCF-7. a) Día 

1. b) Día 4. c) Día 10. d) Día 14. Fotogra]as tomadas bajo microscopio inverUdo a 4X, 4X, 

20X y 10X respecUvamente. 
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El agar noble como sistema de andamiaje, permiUó que la técnica se desarrollara adecuadamente 

para el crecimiento de las colonias. El desarrollo de las colonias fue muy similar a lo observado 

con la agarosa. Las colonias se observaron bien definidas e incluso se logró ver algunas células 

migrando fuera de la colonia (Figura 15a). Sin embargo, los Uempos de formación de la colonia 

fueron más prolongados a los obtenidos con la agarosa; al ser mas suave el polímero requirió 

mayor cuidado. En cuanto al desarrollo de la colonia, su crecimiento fue de forma centrada, su 

progeso de la célula inicial fue creciendo y formando racimos (Figura 15b). El diámetro de la 

colonia en promedio fué de 12564.26 µm y 7183622.26 µm2 de área (Figura 15c). Se muestra la 

colonia ya teñida con cristal violeta junto con la medición del perímetro (2967.84 µm), área 

(62444.05 µm2) y diámetro (913.05 µm y 738.07 µm) en forma verUcal y horizontal 

respecUvamente (Figura 15d) uUlizando el programa MoUc Images Plus 2.0, enfocando una 

colonia por una, con las herramientas del programa se ajustaron los parámetros de enfoque y 

saturación de imagen, para determinar horizontal y verUcalmente el perímetro y por ende el área 

corresponiente delimitando el contorno (Figura 15d).  
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Figura 15. Seguimiento de la formación de colonias en agar noble en la línea celular MCF-7. a) 

Día 15. b) Día 17. c) Día 21. d) Día 21. Fotogra]as tomadas bajo microscopio inverUdo a 

20X. 

La siguiente fotogra]a fue tomada bajo el microscopio inverUdo a 20X, se muestra la colonia ya 

teñida con cristal violeta y la medición del perímetro (2967.84 µm), área (62444.05 µm2) y 

diámetro (913.05 µm, 738.07 µm) en forma verUcal como horizontal respecUvamente (Figura 16).  
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Figura 16. Colonia formada al día 21 en agar noble. El recuadro superior de la derecha se 

muestra un acercamiento de la colonia formada después de 21 días. Fotogra]a 

tomada a 20X. 

 
El seguimiento de la formación de colonia forma parte del proceso de estandarización sobre los 

andamios de agar noble. En las imágenes se observó el crecimiento celular (Figura 14b) y la 

migración (Figura 15a), procesos que están involucrados en la formación de tumor in vivo. El 

ensayo tuvo una duración total de 21 días, la aplicación de tratamiento con PS se llevó a cabo 

cada dos días, el volumen fue variado dependiendo el día de aplicación tomando en cuenta el día 

de la semana para evitar la desecación del medio de culUvo, se tomaron fotogra]as a diferentes 

aumentos. Para cuanUficar el ensayo se realizaron mediciones del tamaño de las colonias para 

detener el progreso de formación de tumor y por ende el ensayo cuando las colonias llegan a 

tener un área de 70 µm aproximadamente.  
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8.6 Estandarización de la formación de colonias en agarosa.  
 
Se realizó también la estandarización de formación de colonias en agarosa para comparar con el 

método anterior y desarrollar el método que se adaptara mejor a las condiciones de trabajo y 

culUvo. Donde se muestran el crecimiento, proliferación y formación de tumor de la línea celular 

MCF-7.  

En la primera figura se observa el culUvo inicial de las células dispersas (Figura 17a). Se observaron 

el crecimiento y la proliferación celular mediante la formación de colonia en forma granular y 

circular (Figura 17b). En la fase final del ensayo, se observaron colonias formadas en forma circular 

y granular (Figura 17c).  

                     
Figura 17. Seguimiento de la formación de colonias en agarosa al 5% en la linea celular MCF-7. 

a) Día 1. b) Día 5. c) Día 19. Fotogra]as tomadas bajo microscopio inverUdo a 20X 

respecUvamente. 

 
8.7 Ensayo de formación de colonias en agarosa al 5% en MCF-7 con la parasporina 
A24-2.  

 
Para el ensayo de formacion de colonias con el tratamiento correspondiente con la PS A24-2, se 

optó por el ensayo en agarosa al 5%, debido a que en este ensayo el manejo de la agarosa a 

codiciones establecidas, permiten la estabilidad del medio de culUvo, la polimerización de la 

agarosa es un poco mas lenta y gradual, por su consistencia densa permite una mejor  adición de 

medio y de tratamiento con la PS A24-2 posterior al culUvo, aunque técnicamente ambos generan 

los mismos resultados.  
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Posterior al culUvo de las células se realizaron los tratamientos durante un periodo de 21 días. El 

volumen uUlizado de la proteína se calculó para agregar la concentracion de la IC50 ya reportada 

por (Castrejon, 2020). UUlizando el cálculo de la concentración de la proteína obtenida en los 

lotes producidos, que fué de 329.0625 µg/mL, de acuerdo a esto se realizaron los cálculos 

correspondientes de volumen y concentración de la PS A24-2 (7.293 µL, 12 µg/mL) hasta concluir 

el ensayo al día 21. Como control negaUvo (-) se uUlizó el medio DMEM suplementado en 5 pozos, 

y los tratamientos con la parasporina A24-2 se colocaron en 4 pozos en una placa de culUvo de 

12 pocillos.  

 

A conUnuación, se observan el culUvo inicial de las células MCF-7 tratadas con PS A24-2 y su 

dispersión al momento de plaquear (Figura 18a). Se observó también el crecimiento y la 

proliferación mediante la formación de colonia en forma granular y circular (Figura 18b). Al 

término de los 20 días de la fase de crecimiento de las colonias, se observan colonias formadas 

con forma circular y alargadas con aspecto granular (Figura 18c).  

 

 
Figura 18. Seguimiento, desarrollo y formación de colonias en agarosa al 5% en MCF-7. a) Día 1. 

b) Día 5. c) Día 19. Fotogra]as tomadas bajo microscopio inverUdo a 20X.  

Pasado el Uempo de formación de colonias de las células MCF-7 tratadas con la PS A24-2, estas 

fueron teñidas con cristal violeta, las imágenes fueron procesadas en el somware Image J para 

cuanUficar las colonias con un área aproximado de 70 µM para su posterior análisis estadísUco.  
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8.7.1 Análisis estadisCco del ensayo de formación de colonias en agarosa al 5% 
de células MCF-7 tratadas con PS A24-2.  

 
En la Figura 19, se muestra la cuanUficación del número de colonias formadas después de 21 días 

de mantenimiento del culUvo, así como el efecto de la parasporina A24-2 sobre la capacidad de 

formación de colonias en células MCF-7. Como se puede observar, hay una disminución del 

número de colonias formadas con el tratamiento con la parasporina A24-2 con respecto al control 

negaUvo medio DMEM (-). No obstante, las colonias formadas durante el tratamiento con la 

parasporina A24-2. La simbología que se encuentra en la desviación estándar hacen referencia a 

cada una de las medias de los tres experimentos realizados.  

 
 

 

 

 

 

 

Figura 19. Crecimiento y formación de colonias de células en agarosa con MCF-7. a) control (-) 

DMEM y b) tratadas con parasporina A24-2 (12 µg/mL), no significativo (ns).  

a b
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9. DISCUSIÓN. 
 
El ensayo de formación de colonias es una técnica cuanUtaUva que evalúa la capacidad de una 

sola célula cancerosa para dividirse y formar una nueva colonia. La acUvidad clonogénica es un 

indicador de la presencia de células troncales de origen canceroso (Rajendran y Jain, 2018). En 

2018 GLOBOCAN realizó una serie de estudios en Upos de cáncer con un alto índice de mortalidad, 

observando que todos ellos se caracterizaban por la presencia de un gran número de células 

troncales de origen canceroso, también conocidas como células iniciadoras de tumor, que hoy se 

sabe que son las responsables de la metástasis y la tumorogénesis (Bray et al., 2018; Phi et al., 

2018). La selección natural en los tumores, al igual que la selección en los organismos, se produce 

mediante la competencia por el espacio y los recursos (Klein CA., 2009; Malaise et al., 1973). La 

red de señalización bioquímica y biomecánica, son fundamentales en las interacciones célula-

célula y célula-matriz, e influyen en el crecimiento, la migración y la diferenciación celular, además 

de servir como reservorio de citocinas y factores de crecimiento que son moléculas con acUvidad 

importante en el proceso metastásico y tumorigénico (Lepucki et al., 2022; Méndez-García et al., 

2019). En el cáncer de mama, como en otros Upos de cáncer, la proliferación celular 

descontrolada lleva a la formación de tumores. Estos tumores pueden desarrollarse en diferentes 

áreas de la mama, sin embargo, el cáncer ductal es el más común (Nava-Castro et al., 2014). 

Pacientes con un tumor primario de mama, Uenen una tasa de supervivencia a cinco años del 

99%, mientras que cuando se Uenen tumores metastásicos, esta tasa disminuye hasta un 23% 

(Siegel et al., 2012). Es importante mencionar, que existen de 2 a 6 veces mayor probabilidad de 

desarrollar un segundo tumor en la misma zona de la mama, que la probabilidad de desarrollar 

un tumor primario (Chen et al., 1999). De ahí la importancia de encontrar nuevas moléculas 

anUneoplásicas, que tengan acUvidad anUtumoral y anUmetastásica. En este senUdo, la 

parasporina A24-2 ha demostrado tener acUvidad citotóxica contra la línea celular MCF-7 (Figura 

14), sin embargo, no se conocía si la parasporina A24-2 posee las acUvidades anUtumorigénica y 

anUmetastásica. Por lo que, en este trabajo, se tuvo como meta principal evaluar si el pépUdo 

A24-2 es capaz de inhibir la capacidad formación de tumores en las células MCF-7. Para ello, 

inicialmente fue necesario establecer o estandarizar las condiciones del ensayo clonogénico o de 

formación de colonias con la línea celular MCF-7. Como se sabe, entre los factores que pueden 

afectar este Upo de ensayo, están aquellos relacionados con el modelo celular (principalmente la 
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velocidad de proliferación celular y la capacidad de formar colonias del Upo de célula a uUlizar, 

además el Upo de soporte celular usado (la mecánica del material empleado). También están 

aquellos factores relacionados con las propiedades fisicoquímicas de la parasporina A24-2, 

principalmente la facilidad para difundir a través del andamio celular (biodisponibilidad) (Mostafa 

et al., 2022; Rafehi et al., 2011). En este trabajo, se evaluaron dos Upos de andamios celulares, la 

agarosa y el agar noble, este úlUmo es el más usado en los ensayos de formación de colonias. El 

ensayo de agar noble es una herramienta ideal para probar los efectos de nuevos compuestos 

sobre la proliferación y migración celular. Además permite la evaluación cuanUtaUva de la 

transformación celular, desde el punto de vista de la genéUca celular (Horibata et al., 2015). Es 

decir, permite establecer un parámetro de toxicidad más eficiente de la viabilidad celular, ya que 

en el proceso de la formación de colonias se desarrolla durante el estado proliferaUvo de las 

células, por lo tanto, son más suscepUbles a los efectos tóxicos. Por otro lado, el uso de la agarosa 

en los ensayos de formación de colonias es menos frecuente, sin embargo, también es úUl en este 

Upo de ensayos. De hecho, Hosaka y Cols en (1986), describen que el uso de la agarosa es más 

prácUca y visualmente ofrece mayor resolución durante la cuanUficación, además de ofrecer 

mejor difusión del compuesto. Dichas las virtudes fueron detectadas después del proceso de 

estandarización, por lo cual se decidió usar la agarosa como sistema de soporte celular en este 

trabajo (Figura 19). Destacando que se pudo ver la morfología de las colonias con mayor niUdez 

en comparación con el agar noble (Figura 15).  

Los resultados del ensayo de formación de colonias (Figura 20), demostraron que la parasporina 

A24-2 disminuye la capacidad tumorogénica de las células MCF-7, sin embargo, dicha inhibición 

no alcanzó una diferencia estadísUcamente significaUva, debido a la dispersión de los datos en 

cada experimento. En este contexto, hay que considerar varios aspectos que son fundamentales 

que pueden influir en los resultados del ensayo, Braselmann  y Cols (2015), destacan la 

importancia de sembrar del mismo número células en cada ensayo, que justamente va de la mano 

de un conteo adecuado de células y de un correcto proceso de tripsinización, cuando se trata de 

células adherentes (como es el caso de las células MCF-7), si esta serie de pasos no se realizan 

bien, pueden conducir a que los datos tengan una gran dispersión tal y como se observó en este 

trabajo. Otro aspecto a considerar es la heterogeinidad de la población celular, 

independientemente de si se trata de una línea celular. Esto es porque que no todas las células 
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MCF-7 tendrán  el mismo comportamiento biológico, es decir, no todas las células tendrán la 

capacidad de formar un tumor, a parUr de una sola célula. Lorsch JR y Cols en el (2024), mencionan 

que una de las grandes problemáUcas de las líneas celulares es la inestabilidad genómica, esto 

significa que la reproducibilidad de los resultados en muchas ocasiones puede verse afectada, 

principalmente por la expresión de algunos genes puede variar incluso, entre células de un mismo 

lote. Este fenómeno se ha descrito que ocurre marcadamente en la línea celular MCF-7 y en 

general en las células de cáncer de mama (Lorsch et al., 2014; Lee et al., 2015). Esta 

heterogeinidad podría alterar también, el número de colonias formadas, la morfología de las 

mismas, y su tamaño. Finalmente, el ensayo de formación de colonias implica culUvar a las células 

en una capa de agarosa suave o blanda, mezclada con medio de culUvo que descansa sobre otra 

capa de agarosa blanda, generando un microambiente que solo permite que aquellas células 

capaces de adaptarse a este ambiente, crezcan y se dividan, generando una colonia. El Upo de 

microambiente dependerá de la concentración y/o del grosor de la segunda capa de agarosa, de 

estos dos factores dependerá la difusión del oxígeno, de los nutrientes del medio y de la 

disponibilidad del compuesto a evaluar (Rafehi et al., 2011). Es bien sabido que las colonias de 

células cancerosas son de mayor tamaño en una atmósfera con baja presión de oxígeno (3-5%) 

(Richter et al., 1972; Courtenay, 1976, 1984). Todos los anteriores, son factores que pudieron 

haber contribuido con la dispersión estadísUca de los resultados de los 3 ensayos independientes 

de formación de colonias, por lo que se propone un aumento en el número de ensayos para 

estudios posteriores.  

Los resultados, sugieren que la parasporina A24-2 disminuye el número de colonias formadas por 

la línea celular MCF-7. Es importante destacar que este es el primer trabajo que demuestra que 

una parasporina inhibe la acUvidad tumorigenica de una línea celular de cáncer. Existen un gran 

número de factores que promueven que las células de cáncer de mama MCF-7 invadan y formen 

un nuevo tumor (Mahalingaiah y Singh, 2014; Lester et al., 2005; Chan et al., 2008; Zhang et al., 

2013). No obstante, se ha propuesto que uno de los mecanismos acción que siguen las 

parasporinas para causar daño selecUvo sobre las células cancerosas es a través de la unión a un 

receptor de membrana (Brasseur et al., 2015). Una hipótesis es que A24-2 se une a algún receptor 

clave del proceso tumorigénico, inhibiendo así la formación de colonias.  Dentro de los receptores 

que se sabe de su parUcipación clave con la tumorigénesis están el receptor P2 (P2Y) que es 



 
 

57 

acUvado por ATP, y subsecuentemente, y que induce la migración de células de cáncer de mama, 

a través la esUmulación de la vía de señalización dependiente de MEK-ERK1/2; el receptor de 

factor de crecimiento b, en otros (Chadet et al., 2014; Nava et al., 2002; Rosman et al., 2008; Liao 

et al., 2014; OrUz-Montero et al., 2017). Si bien los resultados encontrados demuestran que la 

parasporina A24-2 Uene un efecto inhibitorio sobre la capacidad formadora de colonias en las 

células de cáncer de mama MCF-7, también es necesario fortalecer dichos resultados, tanto con 

el incremento el número de ensayos como, haciendo una evaluación a nivel molecular de algunos 

de las vías involucradas en el proceso tumorigénico, tal como FOXO, YAP y la antes mencionada 

MEK-ERK1/2, todas ellas involucradas en el proceso de invasión y formación de tumor en el cancer 

de mama (Ye et al., 2019; Sharif et al., 2015; Nava et al., 2002). 

En la actualidad, los fármacos que inhiben específicamente el propio proceso metastásico aún no 

han tenido un impacto clínico. Hay tres direcciones especialmente para este Upo de terapias, que 

suelen seguir los pasos de la cascada metastásica: a) inhibir o bloquear la diseminación 

metastásica, b) impedir el crecimiento de células cancerosas diseminadas y micro metástasis, y 

por úlUmo c) destruir las células cancerosas en las metástasis establecidas. La aplicación de cada  

Upo de terapia dependerá del grado de avance en la metástasis en los pacientes. Teniendo en 

cuenta estas tres posibilidades, los modelos preclínicos de metástasis pueden ayudar a descubrir 

vías novedosas  y probar posibles terapias para esta neoplasia (Hebert et al., 2023). Sin embargo, 

no hay terapias que valoren o evalúen la capacidad de inhibir la tumorigénesis con parasporinas. 

Los pépUdos naturales están cobrando relevancia como nuevas estrategias terapéuUcas contra 

patologías como el cáncer (Eghtedari et al., 2021).  

En conclusión, la comunicación de las células cancerosas invasoras con el microambiente del 

tumor permite que superen los desa]os del estroma, se asienten y colonicen. Estas caracterísUcas 

de las células cancerosas están impulsadas por modificaciones genéUcas y epigenéUcas en las 

células tumorales, el desarrollo de nuevas estrategias para el tratamiento contra el cáncer, 

específicamente contra el cáncer de mama ha sido tema de invesUgación desde largo Uempo, si 

bien existe una escasez de terapias específicas para las células en metástasis en estado latente, 

también es evidente que un gran número de pacientes que reciben un tratamiento excesivo con 

fármacos a combinados que son ineficaces o completamente innecesarios para la recaída en 

cáncer (Ganesh y Massague, 2021).  
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Finalmente, los resultados de este trabajo adquieren relevancia dado que es la primera vez que 

se reporta el efecto inhibitorio de la formación colonias por parte de una parasporina en el cáncer 

de mama; además se fortalece su potencial uso con agente terapéuUco contra el cáncer. 
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10. CONCLUSIONES 
 

• De los sistemas de soportes celulares evaluados para la estandarización el método de 

formación de colonias, el que ofreció mejores resultados en términos de visualización de 

la colonia, fue el de agarosa al 5%. 

• La parasporina A24-2 provocó una disminución en el número de colonias de las células 

MCF-7 aunque fue no significaUvo estadísUcamente. Este resultado es de gran relevancia 

ya que es la primera vez que se reporta esta propiedad para una parasporina.  

• Finalmente, los bioensayos de citotoxicidad y hemólisis, se demuestra que la proteína A24-

2 es una parasporina.  
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11. PERSPECTIVAS. 
 

• Incrementar el número de ensayos que permitan fortalecer los resultados obtenidos en 

este trabajo.  

• Analizar molecularmente las vías de señalización involucradas en la tumorigénesis, con el 

fin de determinar detalladamente el mecanismo de acción de la parasporina A24-2. 

• Se propone una mezcla de dos o más parasporinas de la misma cepa de Bacillus 

thuringiensis, esto con la finalidad de aumentar la acUvidad anU proliferaUva sobre las 

células tumorales, o determinar si alguna Uene un efecto significaUvo ante esta propiedad 

de que una célula pueda formar un tumor.  
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13. ANEXOS. 
 
Producción de inclusiones proteicas con caldo nutriCvo en medio líquido  

 

Se realizó un culUvo de la cepa A24 de Bacillus thuringiensis en 9 matraces de 1 L, que contenía 

un total de 330 mL de caldo nutriUvo por cada matraz, el medio nutriUvo se esterilizó para 

posteriormente ser inoculado con un disco de espora de la cepa A24 de Bacillus thuringiensis, 

productora de la parasporina A24-2. El culUvo se dejó como mínimo de 7 días y un máximo de 14 

días a condiciones de incubación y agitación de 30 °C ,180 rpm.  

Transcurrido el Uempo de incubación, se centrifugó para recuperar el material insoluble, donde 

está la inclusión parasporal que conUene a la PS (A24-2). Enseguida, las proteínas insolubles se 

lavaron con  10 mL de agua desUlada, seguido de un lavado con 10 mL de solución isotónica al 

duplicado de NaCl al 0.85%(P/V), conUnuando con  10 mL de agua desUlada para eliminar la 

solución anterior, después con 5 mL de agua acidificada por duplicado de un pH de 2.5, teniendo 

por úlUmo un lavado con 10 mL de agua desUlada, con la configuración de la centrífuga a 5500 

rpm por 15 minutos a 5°C por ciclo, dejándolo al final en una solución de agua en suspensión.  

 

Producción de inclusiones proteicas con medio LB broth, Miller en medio líquido 

 

Se realizó un culUvo de la cepa A24 de Bacillus thuringensis en 9 matraces de 1 L, que contenía 

un total de 330 mL de medio LB broth, Miller por cada matraz, el medio se esterilizó para 

posteriormente ser inoculado con un disco de espora de la cepa A24 de Bacillus thuringiensis, 

productora de la parasporina A24-2. El culUvo se dejó como máximo 7 días a condiciones de 

incubación y agitación de 30 °C ,120 rpm.  

Se realizó el culUvo líquido de la cepa A24 de Bacillus thuringensis en los medios caldo nutriUvo, 

LB y Gerry Rowe según sus propias especificaciones. Se inoculó con un disco de esporas cada 

medio líquido. Las condiciones de culUvo fueron 30 °C, 180 rpm por 7 días, para todos los medios 

así uUlizados.  

 

Transcurrido el Uempo de incubación, se procedió a recuperar la biomasa y conUnuamente 

seguido de los lavados de proteína descrito en el protocolo anterior.   
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Producción de inclusiones proteicas con Agar NutriCvo en medio sólido 

 

La producción de las inclusiones proteicas se llevó a cabo en cajas de culUvo sólido con Agar 

nutriUvo, dejando transcurrir 12 días antes de la recolección de la biomasa.  

Una vez recolectada la biomasa se procedió a lavar la biomasa recolectada, según los pasos 

anteriores que se realizaron en cada medio de culUvo hasta obtener las inclusiones proteicas 

libres de restos celulares que no son de uUlidad. 

 

Preparación de Compuestos para corrimiento electroforeCco de proteínas  

 

v Buffer tris a 1.5 M pH 8.8: 18.2g de tris, ajustar el pH y aforar con agua desUlada a 100 

mL. 

v Buffer tris a 0.5 M pH 6.8: 6.5g de tris, ajustar el pH y aforar con agua desUlada a 100 mL. 

 

Tabla 1. Preparación de LAEMMLI  al 2X para la solubilización de las proteínas en un volumen total 
de 11 mL. 

 
Tris-HCl O.5 M pH 6.8 5 mL 

SDS al 20 % 2 mL 

Glicerol  2 mL 

2 mercaptoetanol  1 mL 

Azul de bromofenol al  0.02 % 1 mL 

 Esta solucion se deja en un frasco tono ambar a temperatura de 4° para su uso posterior.  
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Tabla 2. Buffer para corrimiento electroforeUco para 1L. 

Tris base 3.04 g 

Glicina  15 g 

SDS 1 g 

 

Tabla 3. Preparación de reacUvos para teñir y desteñir geles. 

TCA 12.5 % 12.5 g de acido tricloroaceUco 

y aforar a 100 ml con agua 

desUlada  

 

Etanol al 50% 50 Ml de etanol y aforar a 100 

mL con agua desUlada  

 

Azul de comassie al 0.1 % 0.1 g de azul de comassie  Disolver en metanol, acido 

aceUco y h2O, (40 mL de 

metanol + 7 mL de acido 

aceUco + 53 mL de H2O).  

Et/Ac/Agua Para 100 mL  30 mL de etanol + 7 mL de 

acido aceUco + 63 mL de 

agua  

Met/Ac/Agua Para 100 mL 25 mL de etanol + 10 mL de 

acido aceUco + 65 mL de 

agua 

 

 

Procedimiento para teñir y destenir los geles  

1. TCA al 12.5 % (20 minutos). 

2. Etanol al 50 % (20 minutos).  

3. Tinción con azul de comassie al 0.1 % (4 horas en agitacion). 

4. Desteñido con etanol/acido aceUco/agua (2 horas en agitación). 

5. Desteñido con metanol/acido aceUco/agua (2 horas en agitación a 70 rpm).  

6. Desteñido con agua desUlada hasta que se vean las bandas.  
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Tabla 4. Preparación del gel al 10%. Separador. 

Porcentaje Compuestos 1 gel 2 geles  3 geles 4 geles 

 

 

10% 

Agua desClada  3 mL 6 mL 9 mL 12 mL 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.2 mL 4.4 mL 6.5 mL 8.7 mL 

Acrilamida/Bis (30%) 2.7 mL 5.4 mL 8.1 mL 10.8 mL 

Persulfato de Amonio (PA 12.5%) 0.1 mL 0.2 mL 0.3 mL 0.4 mL 

TEMED 8.4 % 0.08 mL 0.15 mL 0.22 mL 0.3 mL 

 

Tabla 5. Preparación del gel concentrador. 

Compuestos 1 gel 2 geles  3 geles 4 geles 

Agua desClada  0.8 mL 1.5 mL 2.3 mL 3 mL 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 0.7 mL 1.3 mL 2 mL 2.6 mL 

Acrilamida/Bis (30%) 0.5 mL 0.9 mL 1.3 mL 1.7 mL 

Persulfato de Amonio (PA 12.5%) 0.07 mL 0.13 mL 0.19 mL 0.25 mL 

TEMED 8.4 % 0.04 mL 0.08 mL 0.12 mL 0.15 mL 

 

Preparación de 1 L de PBS al 1X 

 

Esta solución se preparó con el reacUvo de la marca SIGMA-ALDRICH DPBS, el cual viene con un 

método de preparación de 9.55 g/L.  

Tabla 6. Buffer Tris base para elución de proteínas aforado a un litro. 

Componente  CanCdad (g) 

Tris base 3.0 

Glicina  14.4 

SDS 1.0 

Se dejó en refrigeración a 4°C. 
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CuanCficación de proteínas por el método de Lowry  

 

Una vez ya obtenida la proteína y suspendida en PBS se deja en refrigeración envuelta en aluminio 

para evitar la posible degradación. 

A conUnuación de describe paso a paso el método de Lowry.  

1. Materiales y reacCvos  

Tubos de 2 mL, lápiz y marcador permanente.  

Pipetas, tubos falcon de 15 mL, 50 mL. 

ReacUvo A: NaCO3 al 2%, NaOH 0.1M (Carbonato de sodio e hidróxido se sodio). 

ReacUvo B: CuSO4, 5H2O al 1% (sulfato de cobre pentahidratado). 

ReacUvo C: Tartrato sódico potásico al 2%. 

ReacUvo de Lowry: se prepara en el momento antes de iniciar el ensayo. Mezclando A, B y C en 

proporciones de 10:0.1:0.1 (volumen) ejemplo: A: 9.8 ml + B: 100 µL + C: 100 µL. 

ReacUvo DOC: dexosicolato de sodio al 0.4%. 

ReacUvo Folin: 1:1 (agua + reacUvo de Folin). 

Solución patrón de albumina de suero bovino (BSA) en concentración 1mg/mL. 

Proteína o muestra problema.  

2. Protocolo experimental  

Para determinar la concentración de proteínas de la muestra problema se construyó una curva 

patrón o de calibrado a parUr de una solución patrón (BSA). La concentración que Uenen las 

muestras problema se determinó por interpolación de los valores de absorbancia en la curva 

patrón. El tubo 0, que solo conCene agua desClada y los reacCvos, sirve de blanco para el ajuste 

del colorímetro de cero absorbancias.  

3. Procedimiento.  

1. Se enumeró los tubos de plásUco como 0, 5, 10, 30, 50 y se marcó los tubos de las 

muestras (las muestras van por duplicado, la curva se duplica si se desea). 

2. Se pipeteó la solución patrón de albumina. 

3. Se colocó en los otros tubitos 5 µL de muestra. 
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4. Se preparó el reacUvo de Lowry a parUr de ABC.  

5. Se pipeteó el volumen de agua indicado en la tabla.  

6. Se pipeteó a todos los tubos el reacUvo DOC.  

7. Se pipeteó a todos los tubos el reacUvo de Lowry.  

8. Se mezcló el contenido de cada tubo en un vortex y se deja reposar 10 minutos.  

9. Se preparó el reacUvo de Folin.  

10. Y terminado los 10 minutos, se añadió a los tubos el reacUvo de Folin, mezclando bien 

hasta que se dispersó el color.  

 
Tabla 7. Curva de calibración y cuanUficación por el método de Lowry. 

Tubo Agua Cpo 
II 

Albumina 
(1 mg/mL) 

Muestra DOC al 
0.4% 

ReacCvo 
de Lowry 

ReacCvo 
Folin 

0 50 µL --------- --------- 100 µL 1 mL 100 µL 
5 45 µL 5 µL --------- 100 µL 1 mL 100 µL 
10 40 µL 10 µL --------- 100 µL 1 mL 100 µL 
30 20 µL 30 µL --------- 100 µL 1 mL 100 µL 
50 --------- 50 µL --------- 100 µL 1 mL 100 µL 
muestra 45 µL --------- 5 µL 100 µL 1 mL 100 µL 

 
 

Preparación de la solución de MTT (Bromuro 3-(4,5-dimeClCazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) 

•  Para preparar la solución de STOCK de MTT 

1. Se disolvió 5 mg de MTT en 1 mL 1X en PBS. Se esterilizó mediante filtración.  

Tratamiento de las células con MTT 

2. Se añadió 10 µl de la solución de Stock de MTT a cada paso. 

3. Se incubó durante 2-5 horas a 37°C. 

Solubilización del formazan  

4. Se reUró con cuidado el medio de culUvo de cada pozo sin extraer las células  

5. Se agregó 100 µl de DMSO a cada pozo y se mezcló pipeteando hacia arriba y hacia abajo.  

NOTA: hay que asegurarse de agregar 100 µl de DMSO a un pozo sin nada como blanco. 

6. Incubar a 37°C durante 15 minutos.  

Medir la absorbancia  

7. Se midió la absorbancia a 570 nm inmediatamente. 


