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RESUMEN

Desde hace 21 anos se han venido estudiando unas proteinas producidas por Bacillus
thuringiensis en su fase de esporulacion, denominadas parasporinas (PS), las cuales han
demostrado tener un efecto citotoxico sobre las células cancerigenas humanas de diversos
origenes, caracterizandose por poseer propiedades entomopatdogenas, no son hemoliticas y por
presentan una baja o nula citotoxicidad hacia las células sanas. En este trabajo se analiz6 la
diversidad de las PS en genomas procariotas, determinando en ellos sus propiedades
bioquimicas, por otra parte se identificaron patentes relacionadas con PS. Las secuencias se
analizaron por medio de las herramientas bioinformaticas BLAST-P, ProtParam y la base de
datos para patentes THE LENS. Se manejaron 78 genomas de bacterias y 12 de arqueas, los
cuales fueron comparados con las secuencias de aminoacidos de las 19 PS experimentalmente
determinadas, obteniendo 1404 y 228 proteinas similares a las PS, respectivamente, estas
secuencias se filtraron con base en parametros de cobertura > 60%, el valor E mas cercanoa 0 y
un porcentaje de identidad >20%, obteniendo finalmente 16 proteinas de bacterias y 3 de
arqueas, encontrando que tienen actividad intracelular, son proteinas estables, hidrofilas y
resistentes a cambios repentinos en su estructura fisica o quimica. A partir de la bisqueda de
patentes se identificé la existencia de dos patentes activas relacionadas con PS. Con este estudio
se pudo determinar que los géneros Bacillus, Vibrio, Clostridium y Nanoarchaeum producen
proteinas tipo PS y ademas que a la fecha se cuenta con dos patentes activas asociadas a las

mismas.

PALABRAS CLAVE: Bacillus thuringiensis, parasporinas, pardmetros bioquimicos, patentes de

parasporina.

Estudiante: Paola Andrea Sanchez Murcia

Decentes: Sandra Monica Estupifidan Torres-Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca y
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Introduccion

La bacteria Bacillus thuringiensis corresponde a un bacilo Gram positivo modvil, aerobio
facultativo, que puede formar endosporas, su hébitat principal es el suelo, y se ha aislado de
diversos ecosistemas como bosques, desiertos, archipiélagos, arena o cuevas. Se clasifica en el
reino Eubacteria, familia Bacillaceae, género Bacillus y pertenece al grupo de B. cereus junto
con B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides, y B. weihenstephanensis, pero se diferencia

de estas especies por la formacion de una inclusion parasporal refringente (1).

B. thuringiensis se caracteriza por producir formas cristalinas paraesporales de origen proteico,
este cristal estd compuesto por d-endotoxinas clasificadas en dos grupos: La toxina cristalina
(Cry), que es especificamente téxica para insectos plaga de orden Lepidoptera, Diptera y
Coleoptera, y la toxina citolitica (Cyt), la cual es toxica para larvas de dipteros in vivo, aunque
se ha demostrado que tiene una amplia gama de citotoxicidad contra células de mamiferos y
dipteros in vitro, por estas caracteristicas es que se considera a esta bacteria como un
entomopatogeno de eficacia contra plagas de cultivos y mosquitos vectores de enfermedades
humanas como el dengue y la malaria (2), (3). Por otra parte, en el afio 2000, Mizuki, et al,
describen por primera vez una proteina con actividad citocida tinica, denominada parasporina
(PS), la cual presentd6 una homologia de secuencia de aminoacidos muy baja (<25%) con
respecto a las proteinas insecticidas Cry y Cyt existentes de B. thuringiensis, es decir, esta
proteina no esta relacionada con las proteinas conocidas, anteriormente mencionadas. Es bien
sabido que Cyt es responsable de la actividad citolitica, aunque no toxica, de amplio espectro en
inclusiones paraesporales de B. thuringiensis serovar israelensis, sin embargo el efecto
citopatico que dejan las PS es sustancialmente diferente ya que es capaz de lisar de forma
discriminatoria las células cancerosas; debido a que las dos proteinas tienen formas de accioén
distintas se decide crear una categoria para las PS, formando asi una nueva clase de proteina Cry,
denominada por el Comité de nomenclatura de proteinas cristalinas de plaguicidas de B.
thuringiensis como Cry31Aa (4). En la actualidad, el Comité de Clasificacion y Nomenclatura de

Parasporinas ha designado a 19 PS en 6 niveles de primer rango. Aunque estas PS solo han sido



descritas en B. thuringiensis se ha informado de algunas cepas similares en todo el mundo sin un

registro confirmado (5).

A la fecha se conocen 670 genomas de B. thuringiensis que estan depositados en la base de datos
del Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI, por sus siglas en ingles) (6), para
la ejecucion del presente trabajo se tomo esta informacion ya que se pretendia identificar y

clasificar a las 19 PS junto con la identificacion de sus parametros bioquimicos

Las patentes estan dentro de los bienes que protege la propiedad intelectual, las cuales se
originan en las creaciones de la mente, estableciéndose asi como una autorizacion legal que
concede a su titular el derecho exclusivo a controlar el uso de una invencion, segtn se define en
sus “reivindicaciones”, “capitulo reivindicatorio” o “claims” (conjunto de oraciones, usualmente
ubicadas al final de la solicitud y que delimitan el alcance de la invencion), dentro de un area
geografica y en un plazo limitado, impidiendo que terceros, fabriquen, usen, vendan u ofrezcan
en venta, entre otras actividades, la invencidén sin la autorizacion pertinente, el plazo de

proteccion de una patente puede variar de pais en pais, pero en ningun caso es superior a 20 afios

a partir de la fecha de presentacion de la primera solicitud de patente a nivel mundial (7), (8).

Con este trabajo se pretende encontrar proteinas similares a las PS en genomas de bacterias y
arqueas, hacer un analisis bioquiico de las mismas e identificar patentes relacionadas con PS. En
este sentido se analizaron 78 genomas de bacterias y 12 de arqueas contra las 19 PS por medio
del la herramienta BLAST-P donde se encontraron 16 proteinas tipo PS de bacterias, y 3 de
arqueas, a las cuales se les realizoun analisis bioquimico con la plataforma ProtParam para
identificar su numero de aminoacidos (aa), peso molecular, punto isoeléctrico (pl), residuos de
carga negativa (Asp + Glu), residuos de carga positiva (Arg + Lys), indice de inestabilidad,
indice alifatico y el valor de gran promedio de hidropatia (GRAVY, por sus siglas en inglés),
finalmente se revis6 en la base de datos de patentes THE LENS aquellas que estuvieran

relacionadas con las PS, que a la fecha estuvieran activas, para identificar sus reivindicaciones.



Objetivos
Objetivo general

Comprender la diversidad de proteinas tipo parasporina de Bacillus thuringiensis en genomas

procariotas.
Objetivos especificos

° Identificar proteinas que son similares a las parasporinas de Bacillus thuringiensis en
genomas de bacterias y arqueas.

° Establecer caracteristicas bioquimicas de las parasporinas y de las proteinas tipo
parasporina de Bacillus thuringiensis.

° Revisar el estado de la propiedad intelectual de parasporinas de Bacillus thuringiensis



1. Antecedentes

En el estudio de Mizuki, et al (9) de 1999, 1684 cepas de B. thuringiensis que no tenian
actividad hemolitica, 42 exhibieron citotoxicidad in vitro contra las células T de leucemia. Estas
cepas no hemoliticas pero toxicas para las células leucémicas pertenecian a varios serovares H,
incluidos dakota, neoleonensis, shandongiensis, coreanensis y otros serogrupos no identificados.
Las inclusiones paraesporales purificadas de las tres cepas seleccionadas, denominadas
84-HS-1-11, 89-T-26-17 y 90-F-45-14, no mostraron actividad hemolitica ni actividad insecticida
contra insectos dipteros y lepidopteros, pero fueron altamente citocida contra las células T
leucémicas y otras células cancerosas humanas, mostrando diferentes espectros de toxicidad y

niveles de actividad variados.

En la investigacion realizada por Mizuki, et al (4) en el 2000 se describe por primera vez una
actividad de reconocimiento de células leucémicas humanas de una proteina no insecticida de B.
thuringiensis, siendo esto algo inusual pues de las cepas y proteinas conocidas de este
microorganismo solo se habia visto su actividad toxico contra insectos, el estudio se centra en
conocer esta nueva proteina a la cual se le denomino PS, encontrando asi que es codificada por
un gen de 2.169 pb de longitud, y a su vez un polipéptido de 723 residuos de aminoacidos con un
peso molecular previsto de 81.045. Aunque en el andlisis de su secuenciacion se vio que contenia
los cinco bloques, que cominmente se encuentran en las proteinas Cry de B. thuringiensis, se
detectd6 una homologia de menos del 25% entre la parasporina y las clases insecticidas ya

existentes de proteinas Cry y Cyt.

El estudio realizado en 2007 por Wu, et al. (10) se centra en identificar la evolucién de la familia
de genes cry sometiéndola a una seleccion positiva utilizando los modelos de maxima
probabilidad de sustitucion de codones implementados en el paquete Phylogenetic Analysis by
Maximum Likelihood. Se identificaron 24 residuos seleccionados positivamente, que estan
todos ubicados en el Dominio II o IIl y a al correlacionar los datos conocidos de estudios de

mutagénesis, se puede decir que, a nivel molecular, estos residuos contribuyen mucho a la



determinacion de puntos Diana los cuales pueden mutar facilmente evadiendo asi la accion de

estas proteinas.

Nagamatsu Y, et al, en 2010 (11), determinaron que la solubilizacién in vitro con ditiotreitol a pH
10,2 y la hidrdlisis limitada con tripsina dieron como resultado la eliminacion de las porciones
N-terminales de las PS y su activacion. Las proteinas de 70 kDa (fragmentos de 15 y 55 kDa) de
CP78A y CP78B y la proteina de 73 kDa (fragmentos de 14 y 59 kDa) de CP84 exhibieron
diversos grados de actividad citocida preferentemente hacia las células HepG2 de cancer de
hepatocitos humanos y el utero. Cancer de cuello uterino Las células HelLa causan inflamacion
celular o la formacién de vacuolas en el citoplasma. Estas toxinas parecian atacar un objetivo

1déntico en las células humanas.

Segun la investigacion realizada por Fang, et al en 2011 (2) B. thuringiensis dispone de un
pangenoma abierto, ya que es capaz de recolectar genes esenciales o inofensivos de otras
bacterias, que habitan en la misma comunidad microbiana para su supervivencia, a través de la
transferencia horizontal, de modo que manifiestan una enorme diversidad para adaptarse a varios
entornos. Esto fue evidente al realizar un estudio filogenético donde se comparaban algunas
cepas de Bacillus cereus con otras de B. thuringiensis y el resultado es que comparten una gran

similitud en su genoma.

En el trabajo de revision en 2012 Bravo, et al (3) busca comprender como las toxinas Cry de tres
dominios de la bacteria B. thuringiensis matan a los insectos plaga. Se demostro que la
activacion con quimiotripsina aumentaba el rendimiento de un fragmento de las toxinas Cry
ampliando asi su actividad insecticida, la mutagénesis dirigida al sitio de las secuencias del bucle
del dominio II dio lugar a toxinas mutantes con una actividad insecticida mayor que con la
accion de la quimiotripsina, un ejemplo de esto es la toxina Cryl Ab donde las mutaciones en el
bucle 2 dieron como resultado una mayor actividad insecticida contra la polilla Limantria dispar.
Podrian crearse bibliotecas de genes mediante mutacion de epitopos de union a receptores como

regiones de bucle del dominio II o residuos del dominio IIT / B16 por medio de fagos.



En el estudio realizado por Okumura, et al (5) en 2014 se evidencié como la Pro-parasporina-4
(ProPS4), precursor de PS4, es capaz de solubilizarse en jugo gastrico y activar mediante
enzimas especificas en el tracto digestivo a PS4, esto luego de ser administrada por via oral en
ratones y a su vez la proteina de B. thuringiensis demostr6 tener una actividad citotdxica en el
estomago y el intestino delgado que a diferencia de otras PS que se activan en pH alcalino, esta
conserva su accion en condiciones bajas de pH, como lo describe el autor ProPS4 puede ser un
tratamiento eficaz para la terapia de cancer gastrointestinal. Cabe resaltar que los ratones no
tuvieron complicaciones clinicas luego de que ProPS4 fuese administrada por via oral, caso
contrario a lo que sucedid cuando se administré por inyeccion intramuscular pues se vieron

ciertas alteraciones en el perfil renal.

La revision realizada por Lucena, et al en el (12) 2014 muestra como la combinacion de un gen
individual o un conjunto de genes homologos se fragmentan y recombinan para dar lugar a genes
con diferentes composiciones de bases, esto por medio del estudio in silico mediante algunos
fagos. El uso de la mezcla de ADN combinado y las evaluaciones in silico puede acelerar el
disefio de mutaciones puntuales, lo cual permite una evolucion dirigida de moléculas especificas
facilitando asi la comprension del mecanismo de accion de las toxinas Cry, que pueden revelar

nuevos conocimientos en el desarrollo tecnoldgico del control de plagas.

Desde el descubrimiento de la primera PS hasta la fecha se han descrito 19 proteinas mas del
mismo tipo, luego de que en el 2005 se describiera la estructura de la PS1 fue claro que el modo
de accion de estas es diferente a la de las proteinas Cry y Cyt de B. thuringiensis, es por eso que
en la investigacion realizada por Xu, et al (13) en el 2014 se evidencia que no todas las PS
tienen el mismo modo de accion pues algunas tienen la capacidad de inducir la muerte celular
por una via de apoptosis mientras que otras, al tener una alta homologia con la proteinas Cry, son
capaces de formar poros en la membrana celular. Algunos cambios evolutivos de los residuos de
aminoacidos alteran la interaccion de unidén de estas proteinas dando como resultado nuevas

toxicidades especificas y diferencias en las estructuras terciarias.

La parasporina-4 (PS4) es una toxina formadora de poros B de tipo aerolisina producida por

la cepa A1470 de B. thuringiensis. Presenta citotoxicidad especifica contra lineas celulares de



cancer humano; por lo que se espera sea util en el diagndstico y tratamiento de tipos particulares
de células cancerosas. Okumura S, et al, 2014 (5) en su investigacion examinaron la toxicidad
aguda de PS4 en ratones ICR. El LD;, valor fue de 160 mg / kg por via subcutanea, por ende a
esta concentracion de PS4 con una cantidad de 48ug administrada en 4 ocasiones hubo una

mortalidad del 100%.

Xu C, et al, 2014 (13) centr6 su revision principalmente en los ultimos descubrimientos del
mecanismo de trabajo de la toxina, con énfasis en el progreso relacionado con la estructura.
Basandose en las caracteristicas estructurales, las toxinas Cry, Cyt y PS de B. thuringiensis
podrian dividirse en tres categorias: a-PFT de tres dominios, B-PFT de toxina Cyt y B-PFT de

aerolisina.

En su investigacion en 2015 Marsi, et al (14) es la primera en caracterizar tanto genética como
fenotipicamente, hasta donde se conoce, patogenos implicados en la adaptacion coevolutiva
tomando a B. thuringiensis como patdogeno y Caenorhabditis elegans como huésped, lo que dio
como resultado un notable favorecimiento a la virulencia de B. thuringiensis aumentando la

produccion de toxinas Cry,

Tanto las toxinas Cry como las Cyt se sintetizan como protoxinas que son activadas por
proteasas intestinales de insectos que liberan fragmentos activos de toxinas, Pacheco S, et al (15)
en su investigacion en 2015 describe dos sistemas de monitoreo eficiente para toxinas de B.
thuringiensis, la primera por medio de fagos, la cual muestra una flexibilidad en la afinidad de
los sitios de unidn, lo cual representa una gran avidez en el momento de actuar y el segundo
monitoreo por medio de ribosomas el cual se encarga de generar un tipo de biblioteca de genes

aumentando la probabilidad de que las toxinas que se requieran sean utiles.

En el estudio realizado por Brasseur K, et al, 2015 (16), se encontr6 que activa la proteina
PS2Aal proteinasa K aislado de una novela B. thuringiensis la cepa 4R2 fue especificamente
citotoxica para el cancer de endometrio, colon, higado, cuello uterino, mama y proéstata. No
mostrd toxicidad contra las células normales. Tras el tratamiento con parasporina-2Aal activada

por proteinasa K, se observaron cambios morfoldgicos y el andlisis de inmunotransferencia de



tipo Western revelo la escision de poli (ADP-Ribosa) polimerasa, caspasa-3 y caspasa-9 en lineas
celulares cancerosas exclusivamente, indicativo de muerte celular programada apoptosis. Los
analisis de citometria de flujo, utilizando yoduro de propidio y anexina V, asi como un ensayo de

caspasas 3/7 confirmaron la induccién de apoptosis.

Zghal, et al (17)en su estudio en 2016 determina como en una proteina quimérica, formada por
una fusion entre la parte N-terminal de Crylla y la parte C-terminal de CrylAc de B.
thuringiensis serovar kurstaki, los cristales aumentan su actividad larvicida de la cepa
recombinante contra las larvas de lepidopteros, debido a su cocristalizacion donde se da una
estabilidad con actividad sinérgica entre la proteina quimérica y la toxina, la cual resulta tener

una mejor accion que con Cry4BLB.

Reyes J 2016 (18) estudio 4 cepas de B. thuringiensis aisladas de Nuevo Ledn, denominadas
CL9-1, CL9-3 y CL9-21, A1470 que produce la Parasporina 4 (PS4), obteniendo inclusiones
parasporales, activadas con proteinasa K en un ambiente alcalino. El digerido fue purificado
mediante Cromatografia de Intercambio Anidnico y se rastrearon las parasporinas de interés de
las fracciones recuperadas mediante el andlisis de perfiles proteicos. Las parasporinas purificadas
presentaron actividad citotoxica contra dos lineas celulares en las que fueron probadas: MOLT-4

y A431.

Las estructuras secundarias de ADN son bioldgicamente relevantes aunque se desconoce si se
forman en regiones que codifican dominios conservados de toxinas Cry en condiciones de
combinacion de ADN. En la investigacion realizada por Pinzon, et al (19) en el 2017, se sugiere
que la presencia de variaciones termodinamicas asociadas a la formacion de estructuras
secundarias y una relacion evolutiva con regiones que codifican dominios altamente conservados

en proteinas Cry.

B. thuringiensis hace parte del clado de B. cereus y segun la investigacion realizada por Zheng,
et al (20) en 2017, exactamente corresponde a clado 2, puesto que es bastante coherente
genéticamente, con un Promedio de Identidad de Nucle6tidos (ANI por sus siglas en inglés)

entre sus cepas de >95% por lo que se sugiere que contiene las cepas de los patogenos de



invertebrados mas efectivos, también incluidas los serovares thuringiensis, kurstaki, galleriae,
aizawai, tenebrionis e israelensis y ademas contiene tres linajes dominados por productores de
toxina Cry, lo cual indica que las cepas tipicas de B. thuringiensis con altos niveles de toxicidad
para los insectos se originaron a partir del mismo ancestro y evolucionaron en tres sublinajes,

respectivamente.

La mayoria de los genes cry son transmitidos por plasmidos y suelen estar flanqueados por
varios elementos moviles como secuencias de insercion, en su investigacion Fiedurok, et al. 2017
(21) determina los entornos genéticos y gendmicos de los genes cryl. Para ello, se realizd un
analisis comparativo de los loci cryl utilizando los diversos plasmidos de B. thuringiensis
depositados en GenBank. La similitud del entorno genético de varios genes cryl implica su
origen comun, probablemente la isla de patogenicidad insecticida (PAI por sus siglas en inglés)
la cual se vio localizada en mega plasmidos de Bt de 300 kb. Se sugiere que existen dos eventos
de insercion independientes que "liberaron" cryl del PAI en forma de casete, que involucra N-
acetilmuramoil- 1- alanina amidasa y un fragmento de genes antiportadores de K+ (Na+)/H +.
Por lo tanto se cree que los genes de cryl, incluido su retroregulador positivo, que se encuentran
en este entorno genético compartido, desempefian un papel central en la evolucion y propagacion

de los genes cryl.

En el estudio de Beena V, et al 2019 (22), se indicd que la proteina era citotoxica para las células
jurkat al mismo tiempo que no era toxica para los linfocitos normales. La citotoxicidad fue
evidente solo después de la activacion proteolitica. La muerte celular apoptdtica se confirm6 en
las células tratadas con proteina mediante el Ensayo TUNEL y también la expresion del gen de

caspasa-3 regulada al alza (P <0,001).

Dado que la mayoria de proteinas se agruparon juntas como proteinas Cry, se hizo evidente que
la nomenclatura existente tenia limitaciones para representar la diversa gama de proteinas que se
habian identificado. Esta nomenclatura revisada por Crickmore N, et al en 2020 (23), conserva
los principios basicos de la version de 1998 pero proporciona mnemonicos especificos para

representar diferentes grupos estructurales La gran mayoria de las proteinas han conservado su



nombre o tienen un nuevo nombre que claramente hace referencia al anterior. En esta version se

han incorporado otras proteinas pesticidas no incluidas previamente en la nomenclatura.

La patente registrada por Abe Y, et al en 2009 (24) protege un receptor de PS2 identificado como
una proteina Hep27 que puede ser del tipo de union a la membrana celular, un complejo
compuesto por PS2 y una proteina Hep27, una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo contra Hep27, y un método para cribar un compuesto candidato de la medicina,
usando Hep27, siendo util en el campo de la investigacion bioldgica fundamental, diagnostico o
tratamiento de una enfermedad o estado tratable por PS2, y desarrollo de productos

farmacéuticos..



2. Marco Referencial

2.1. Caracteristicas de Bacillus thuringiensis

Siendo parte del reino Eubacteria, familia Bacillaceae, género Bacillus y especie thuringiensis,
junto con B. cereus y B. anthracis, de los cuales su principal diferencia estd dada por la
formacion de una inclusion parasporal refringente al microscopio de contraste de fases (1), B.
thuringiensis es un bacilo Gram positivo, aerobio facultativo, movil, cuyo tamafio oscila entre 1
a 1.2 micrometros de ancho y de 3 a 5 micrometros de largo, durante su fase de esporulacion se
caracteriza por producir formas cristalinas paraesporales de origen proteico (Figura 1 A-H), este
cristal estd compuesto por genes de d-endotoxinas, clasificadas en dos grupos (1): La toxina
cristalina (Cry), que es especificamente toxica para la mayoria de insectos y algunas tienen un
espectro insecticida de los cuales abarca dos o tres 6rdenes, y la toxina citolitica (Cyt), la cual es
toxica para larvas de dipteros in vivo, aunque se ha demostrado que tiene una amplia gama de
citotoxicidad contra células de mamiferos y dipteros in vitro, por lo tanto se considera a esta
bacteria como un entomopatéogeno de gran eficacia contra importantes plagas de cultivos,
nematodos y también contra mosquitos vectores de enfermedades humanas como el dengue y la
malaria (2), (3), este microorganismo es nativo del suelo y estd catalogado como cosmopolita
pues se ha aislado de diversos ecosistemas como bosques tropicales y templados, zonas
desérticas, sabanas, archipi¢lagos, frutales, suelos agricolas, arena y cuevas en los cinco

continentes (1).
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Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de barrido de los diferentes tipos de
morfologias cristalinas y las esporas (S) producidas por las cepas B. thuringiensis. (A) Cepa
de referencia B. thuringiensis israelensis H14 con cristal esférico liso [ss] (B) Aislamiento
QBT229 de Qatari tipo B. thuringiensis israelensis con cristal esférico liso [ss] (C) Cristal
esférico con superficie ondulada [us] QBT240 (D) Globo esférico pero desinflado [db] forma
QBT34 (E) Cristales esféricos con superficie concava [cs] QBT81 (F) cristales esféricos con
bordes puntiagudos [pe] QBT99 (G) cepa de referencia B. thuringiensis kurstaki HD1 con
cristales bipiramidales [bp] y cuboidales [c] (H) QBT375 de Qatari B. thuringiensis kurstaki

como aislado con cristales bipiramidales [bp] y cuboidales [c] (25).
2.2. Proteinas Cry

Las toxinas Cry tienen una forma estructural que estd constituida por tres dominios
determinantes para su actividad biologica contra insectos. El dominio I, descrito por primera vez
en la proteina Cry3Aa, consiste en un paquete de siete hélices a antiparalelas, donde la hélice 5
estd rodeada por las demas, las hélices externas son de naturaleza anfipatica y la mayoria de las
mismas llegan a medir mas de 30A por lo tanto son capaces de atravesar una membrana
hidréfoba, debido a estas caracteristicas se cree que el dominio I es principal determinante en la
formacion de poros de las toxinas Cry, ademas la accion de las hélices a5 y a6 cuando se juntan
forma un bucle en el extremo de la estructura insertdindose en la superficie de la membrana
lipidica de las células intestinales del insecto susceptible (Figura 2.A); el dominio II consta
de tres laminas antiparalelas 3, dos de ellas estan compuestas por cuatro hebras distribuidas en un

plegamiento de topologia de tipo “llave griega” estando asi expuestas al solvente, la tercera



lamina se compacta contra el dominio I y estd dispuesta en un motivo similar al de llave griega
con tres hebras y una hélice a corta, este dominio es el mas variable de los tres y dada la
similitud que existe entre las regiones de uniéon antigeno-anticuerpo y de las lectinas con la
conformacion de las ldminas B se cree que el dominio II es un determinante importante en la
especificidad de las toxinas; el dominio III estd formado por 2 ldminas [ antiparalelas formando
un B sandwich y juntas se empaquetan con una topologia de “Jelly roll”. Ambas laminas se
componen de cinco hebras, con la lamina exterior mirando hacia el disolvente y la interior
compactada contra el dominio II, ademas cuenta con dos bucles largos que se extienden desde un
extremo del dominio e interactian con el dominio I, a diferencia del dominio II este muestra una
menor variabilidad, debido a sus principales diferencias como las longitudes, orientaciones y
secuencias de los bucles, que estan implicadas en la unién del receptor N-acetylgalactosamina

(GalNAc) (Figura 2.B) (1), (26).

Figura 2. Proteinas Cry de B. thuringiensis. (A)Vista superior de hélices a y la ubicacion de la
hélice central a-5. (B) Posiciones de los tres bucles del dominio II expuestos a la superficie
(bucles 1, 2 y 3) que forman el vértice molecular de la toxina, y las hojas-f internas del dominio

I (B-17 y B-23) (27).

En la Figura 3 se observan algunas estructuras generales de las toxinas Cry de B. thuringiensis
identificando cada uno de los 3 dominios, a pesar de que sus secuencias de aminodcidos tiene
una identidad menor de la mitad, su estructura es muy similar, lo que lleva a pensar que el modo

de accidon es muy parecido (28), (26). Se ha encontrado que estas toxinas tienen un alto grado



diversidad genética, la cual se ha atribuido a que muchos genes cry estdn asociados con
elementos transponibles que pueden facilitar la amplificacién de los mismos, demostrando asi la

evolucidn de nuevas toxinas con puntos diana diferentes (26).

Figura 3. Estructura de toxinas Cry de tres dominios. El Dominio I (rojo) est4 involucrado en
la formacion de poro e insercion en membrana, mientras que los Dominios II (verde) y III (azul)
tienen regiones particulares de interaccion con receptores secundarios, lo cual les confiere

especificidad (28), (26).

2.3. Mecanismo de accion de proteinas Cry y Mpp
2.3.1. Modelo de formacion de poros (MFP) de proteinas Cry.

Las toxinas Cry son conocidas como proteinas formadoras de poros que matan las células del
intestino medio del epitelio en insectos plaga, causando un choque osmotico que conduce a la
lisis celular. La mayoria de estas proteinas al ser producidas en inclusiones cristalinas se
encuentran como protoxinas de 70 y 130 kDa, al ser ingeridos por las larvas susceptibles los
cristales parasporales son solubilizados por las condiciones de pH del intestino del insecto,
alcalinos en el caso de los insectos lepidopteros y dipteros y acidos en el caso de los coledpteros,

liberando asi las protoxinas para que estas sean activadas por proteasas del intestino medio para



producir el nucleo tridimensional de la toxina activada de tres dominios con un tamaifo

molecular de aproximadamente 55 a 90 kDa (3).

En la activacion proteolitica esta involucrada la pérdida del extremo N-terminal y
aproximadamente la mitad del resto de la toxina con la eliminacion del extremo C-terminal, de
esta forma le brinda a la toxina una alta afinidad hacia los receptores especificos presentes en las
microvellosidades celulares del intestino del insecto blanco. La cadherina se ha establecido como
el receptor proteico primario, su unidon esta mediada por tres sitios del Dominio II como lo son
bucle a-8, el bucle 2 y el bucle 3 (Figura 4), que al interactuar con la toxina Cry provoca un
cambio de la misma produciendo un corte en la hélice a-1 en el Dominio I, facilitando asi la

oligomerizacion y la formacion de un pre-poro (3), (28).

Cadherin

Figura 4. Regiones de union de toxinas Cry a los receptores primarios y secundarios.
Regiones de unién de formas monoméricas y oligoméricas mapeadas en la toxina CrylAb a
receptores de cadherina, fosfatasa alcalina (ALP) y aminopeptidasa-N (APN). La forma
monomeérica representada corresponde a la estructura tridimensional de CrylAa y la estructura

oligomérica corresponde a la estructura trimérica de Cry4Ba (3).

Una vez formado el oligdmero este tiene una gran afinidad por receptores secundarios como las
Alcalino Fosfatasas (ALP) y Aminopeptidasas-N (APN) anclados a glicosil fosfatidil-inositol
(GPI) los cuales permiten la insercion de la toxina a la membrana celular permitiendo la

formacion de poros los cuales permiten el paso de iones y agua, de esta manera se provoca un



desequilibrio osmotico y por lo tanto lisis de las células del intestino medio liberando ademas los
contenidos intracelulares que llegan a proveer un medio ideal para la germinacion de las esporas

provocando una septicemia severa y finalmente la muerte del insecto (Figura 5) (28).
2.3.2. Modelo de Transduccion de seiial (MTS) de proteinas Cry.

Este modelo comparte los tres primeros pasos con el MFP desde la solubilizacion, activacion de
protoxina por proteasas y la union al receptor proteico primario cadherina, el cual provoca la
activacion de la proteina G dependiente de Mg? la cual desencadena una cascada de
senalizaciones provocando la sintesis de la enzima Adenil Ciclasa (AC) que promueve la
produccion de Adenosin monofosfato ciclico intracelular (AMPC), debido al aumento en los
niveles de este segundo mensajero se activa la proteina quinasa A (PK-A) responsable,
finalmente, de la muerte celular. Los argumentos de este modelo estdn basados en estudios
realizados en células H15 in vitro que expresan el receptor cadherina, por esta razéon no se toman

en cuenta las caracteristicas propias del epitelio intestinal del insecto (Figura 5).

Modelo de formacion de poros
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Figura 5. Modelos de accion de las toxinas Cry (28). Ambos modelos comparten los primeros
pasos del modo de accién de la toxina que incluye solubilizacion de la toxina en el lumen

intestinal de la larva (1), activacion por proteasas intestinales (2), union al receptor cadherina (3).



En el modelo de formacion de poro la union de la toxina activada a cadherina provoca corte de la
hélice a-1 y por lo tanto la toxina oligomeriza y se une a un receptor secundario, como
aminopeptidasa N o fosfatasa alcalina (5). La toxina se inserta a la membrana formando un poro
que la desestabiliza y provoca muerte del insecto (6). El Modelo de Transduccion de Senales (en
la imagen, abajo) propone la interaccion de la toxina Cry con el receptor cadherina desencadena
una cascada de senales intercelulares mediada por proteina G (4a), que provoca activacion de
Adenilato Ciclasa (AC) y sintesis de Adenosin monofosfato ciclico (AMPC) que activa

Protein-quinasa A (PKA) provocando muerte celular (5a).

2.3.3. Modelo de formacion de poros de proteinas Mpp.

Las proteinas formadoras de poros se han clasificado en diferentes familias dependiendo de la
estructura del poro final, ya sea a-PFP que utilizan canales hechos de a-hélices o B-PFP que
utilizan canales hechos de B-barriles. Hay muchas B-PFP diferentes pero la de interés para este
proyecto son la superfamilia emergente de la aerolisina-ETX / MTX-2. Las PS se secretan
inicialmente como mondmeros inactivos y se activan proteoliticamente en el extremo C-terminal,
demostrado en lineas celulares de cancer de mamiferos. La union del mondémero es similar a la
aerolisina donde esta mediada por residuos aromaticos en el dominio N -terminal que podria

implicar la union a anclajes GPI (29) (Figura 6)



Figura 6. Union al receptor por miembros de aerolisina. Representacion esquematica de la
union de aerolisina a un receptor anclado a GPI con dominio APT (azul marino) y receptor
similar a ETX (naranja y purpura), dominio formador de poros alargados (gris) y tallo

transmembrana (azul). (29)

La union de ETX a la superficie diana esta mediada por aminodcidos aromaticos expuestos a la
superficie presente en el dominio de unién al receptor, pero los glicanos que contienen
B-octil-glucdsido también se reconocen en un segundo sitio de la superficie de las ETX. Tras la
union a la membrana diana, se escinde tanto la pro-regioén N -terminal como la C-terminal, lo que
permite la interaccion entre subunidades a través del dominio de formacion de poros. La posicion
de la pro-region C-terminal normalmente obstruiria la oligomerizacion en la forma pro-ETX, que
puede actuar como un mecanismo estérico para regular la funcion. Luego de la escision, ETX se

oligomeriza, formando un preporo heptamérico (Figura 7) (29).
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Figura 7. Modelo de accion de proteinas Mpp ETX/MTX. Dimero inactivo se oligomeriza y
pasa a ser un monomero uniéndose a la membrana celular por medio por el dominio N-terminal
al receptor de anclaje GPI, luego da lugar al preporo heptamerico y finalmente la formacion del

poro que da lugar a la lisis de la célula.
2.4. Parasporinas y sus generalidades.

En el 2000 se describe por primera vez una proteina de 81 kDa con actividad citocida tinica
denominada PS, la cual presenta una homologia de secuencia de aminodcidos muy baja (<25%)
con respecto a las proteinas insecticidas Cry y Cyt existentes de B. thuringiensis, es decir, esta
proteina no estd relacionada con ellas. Es bien sabido que Cyt es responsable de la actividad
citolitica, aunque no toxica, de amplio espectro en inclusiones paraesporales de B. thuringiensis
serovar Israelensis, sin embargo algunos estudios identificaron que el efecto citopatico que deja
la PS es diferente ya que los resultados obtenidos mostraron una fuerte actividad citocida frente a
células-T de leucemia (MOLT-4) y céancer cervical (HeLa), cabe resaltar que las células-T
normales no resultaron afectadas, por lo tanto como las dos proteinas tienen formas de accion
distintas se decide crear una nueva categoria de proteinas, donde se define oficialmente a las PS
de B. thuringiensis como proteinas parasporales bacterianas que no son hemoliticas pero si
capaces de matar preferentemente células cancerosas, formando asi una nueva clase de proteina
Cry, denominada por el Comité de nomenclatura de proteinas cristalinas de plaguicidas de B.

thuringiensis como Cry31Aa (4), (18), (30).



Posteriormente se cred el Comité de Clasificacion y Nomenclatura de Parasporinas, donde se
constituyd a la nueva proteina en la familia PS1Aa (PS1Aa). Este hallazgo abri6 camino a
nuevas investigaciones que a la fecha han permitido establecer cinco familias adicionales de PS:
PS2, PS3, PS4, PS5, y PS6 (18). Para esto fue necesario que un comité estableciera
caracteristicas especificas como criterio de inclusion, las cuales son: I) no deben presentar
actividad insecticida conocida; II) ser sintetizadas como protoxinas, es decir, necesitan ser
hidrolizadas por proteasas en puntos especificos para su activacion; III) tienen alta toxicidad
contra células humanas de origen neoplasico, pero una baja o nula hacia células sanas y 1V)

poseen bajos porcentajes de identidad con proteinas Cry insecticidas.

2.5. Nomenclatura y estructura de parasporina

Desde 1998 se adoptd un sistema de nomenclatura de cuatro niveles el cual calificaba las
proteinas dependiendo de la similitud de aminoacidos, por lo tanto las proteinas que compartian
al menos el 45% de identidad de secuencia se ubicaron en el mismo grupo de clase primaria
(Cryl, Cry2, etc.). Ante la gran cantidad de proteinas fue necesario hacer subdivisiones para
nombrar cada una de ellas, como el segundo rango donde las proteinas que compartian menos del
78% de identidad se asignaron a rangos secundarios diferentes (CrylA, CrylB, etc.). Para
proteinas dentro del rango secundario que compartian menos del 95% de identidad de secuencia
se utilizd un tercer nivel (CrylAa, CrylAb, etc.). Finalmente, a las proteinas dentro del mismo
nivel terciario que compartian una identidad superior al 95% se asigné como el cuarto nivel
(CrylAal, CrylAa2, etc.) (23). Por ello las PS fueron clasificadas como una proteinas Cry de
tres dominios, sin embargo se reconocid que dentro de la nomenclatura habia una serie de
proteinas que mostraba muy poca similitud de secuencia pero que, no obstante, eran nombres de
Cry asignados (Cry6, Cryl5 y Cry22) a pesar de que las proteinas en si pertenecen a varios
grupos estructurales bastante distintos, con el aumento de investigaciones respecto a la
secuenciacion del genoma y los procedimientos mejorados para la determinacion de la estructura
de las proteinas, quedo en evidencia que existe una amplia variedad de proteinas insecticidas

derivadas de bacterias y que la nomenclatura existente limitaba en gran medida la apreciacion de



su diversidad, ademas de hacer insostenible la denominacion manual de nuevas toxinas activas

en invertebrados (23), (31).

Debido a estas limitaciones, a mediados del 2020 se propone automatizar el proceso sin dejar a
un lado la nomenclatura de 1998 ya que esta ha sido ampliamente adoptada por mas de 20 afios,
razon por la que el sistema actual nombra proteinas de acuerdo con el grado de identidad de
aminodcidos compartida, como lo hacia su antecesora. Las nuevas secuencias se comparan con
las proteinas holotipo existentes (aquellas cuyo nombre termina en 1) para encontrar la mejor
coincidencia segun el porcentaje de identidad. Este sistema de denominacion da resultados
consistentes usando solo cortes ligeramente modificados del 45%, 76%, 95% de identidad de
secuencia. Otro punto que se quiere mejorar con esta nueva actualizaciéon es basar la
nomenclatura revisada en grupos estructurales de modo que las proteinas con estructuras
homologas (y, por extension, probablemente tengan mecanismos de accion generales similares)
compartan nombres similares; e incorporar proteinas activas de invertebrados de bacterias

distintas de B. thuringiensis en una estructura de denominacién unificada y consistente (23),

31).

A raiz de la actualizacion de la nomenclatura, las familias de PS se clasificaron en dos grupos de
proteinas debido a su estructura, en el primero las PS1, PS3 y PS6 se quedaron en el grupo de
proteinas Cry de tres dominios (Figura 6.A) Y el segundo las PS2, PS4 y PS5 entraron a ser
parte de las proteinas plaguicidas con homologia a la familia Etx Mtx2 (MPP) (Figura 6.B)

31).
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Figura 6. Grupos estructurales de PS. (A) Estructura general de proteinas Cry. (B) Estructura

general de proteinas MPP (31).

2.6. Patentes

Una patente es una prerrogativa que concede a su titular el derecho exclusivo a controlar quién
fabrica, usa, vende, ofrece en venta o importa el producto o tecnologia que reivindica. El pliego
reivindicatorio de una patente, también llamado “reivindicaciones”, “capitulo reivindicatorio” o
“claims”, es un conjunto de oraciones, usualmente ubicadas al final de la solicitud y que
delimitan el alcance de la invencion. Con el fin de obtener una patente, se debe describir una
invencion que sea novedosa, util y que no resulte evidente a la luz del “estado de la técnica” que

se refiere a todo lo que es de conocimiento publico y a las invenciones existentes antes de la

presentacion de la solicitud de patente (7), (8).

Una vez que el agente comprende la invencion, puede comenzar a redactar la solicitud. Las

partes de la solicitud son generalmente (7):

e Las reivindicaciones,

e [adescripcion detallada (o memoria descriptiva),
e Los dibujos,

e L os antecedentes,

e Elresumen,y

e El sumario o breve descripcion de la invencion.



2.6.1. Base de datos de patentes THE LENS

Mediante el uso de protocolos de intercambio de datos estandarizados, conjuntos de datos
abiertos basados en artefactos de conocimiento como patentes y trabajos académicos
MetaRecords y sus vinculos, y métricas granulares, Lens Labs permite la exploracion y
experimentacion hacia una mejor calidad de los datos y un seguimiento mas preciso y
transparente de la ciencia y la tecnologia en nuestra sociedad. Permitiendo el acceso a datos
académicos y de patentes agregados en la plataforma gratuita, abierta y que protege la privacidad
de Lens.org para reducir la dependencia de los silos de datos y mejorar el descubrimiento y la
cooperacion. Para ayudar a lograr esto, Cambia esta colaborando con Knowledge Futures Group
en MIT. Esta iniciativa es una colaboraciéon de datos para datos de innovacion abierta y analisis,
herramientas y métricas relacionados, incluyendo conjuntos de datos de patentes globales,
graficos de citas entre patentes y becas, y métricas o conjuntos de datos secundarios derivados de
estos. Los conjuntos de datos incluyen, enlaces de patentes-productos, datos de financiacion de
becas, conjuntos de datos de desambiguacion para autores y afiliaciones, y subconjuntos del

grafico completo de citas de patentes y becas, enriquecido con metadatos extendidos (32).



3. Diseiio metodoldgico
3.1. Universo, poblacion y muestra
Universo: Proteinas Cry.
Poblacion: Proteinas tipo parasporina.
Muestra: Proteinas tipo parasporina codificadas por genomas de arqueas y bacterias.
3.2. Hipotesis, variables, indicadores
Hipotesis
Nula: No hay secuencias asociadas a parasporinas en los genomas procariotas.
Alterna: Hay secuencias asociadas a parasporinas en los genomas procariotas.
Variables
Variable independiente: Caracteristicas bioquimicas de parasporinas.
Variable dependiente: Valores bioquimicos de proteinas tipo parasporina de arqueas y
bacterias.
Indicadores
Numero de proteinas tipo parasporina.
Parametros bioquimicos.
Patentes relacionadas a parasporina
3.3. Técnicas y procedimientos

3.3.1 Secuencias de parasporina.

Las secuencias de aminodcidos de las PS fueron tomadas en formato FASTA de la base de datos
GenBank del Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI, por sus siglas en
inglés) de acuerdo con clasificacién y nomenclatura (http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/) (30),
la cual proporciona el nimero de acceso de cada una de las PS, esto con el fin de crear una lista

de las 19 PS con su respectiva secuencia (23).

3.3.2. Analisis con BLAST-P para la identificacion de secuencias similares a PS en

genomas de bacterias y arqueas

Para buscar secuencias de PS en microorganismos diferentes B. thuringiensis se utilizaron 78

géneros bacterias y 12 de arqueas, seleccionados a partir del arbol filogenético basico de la vida,


http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/

el cual se puede consultar en la pagina del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL
por sus siglas en inglés) en la seccion de arbol de la vida interactivo (ITOL por sus siglas en

inglés) (https://itol.embl.de/itol.cgi) (33).

A las secuencias de las 19 PS se les realizo un alineamiento con los 78 genomas de bacterias y
los 12 de arqueas para identificar en ellos proteinas similares a PS por medio de la herramienta
basica de busqueda de alineacién local / Proteina- Proteina (BLAST-P, por sus siglas en inglés)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), seleccionando el algoritmo PSI-BLAST el cual
construye un perfil iterativo encontrando homoélogos nuevos y remotos que contienen mayor
informacion y la matriz BLOSUMG62 que se deriva de alineamientos locales enfocandose en las
regiones conservadas comparando asi las secuencias relacionadas de forma distante con
identidad > 62%. Los parametros discriminatorios para escoger secuencias de aa fueron:

Cobertura > 60%, Valor E cercano a 0 y un porcentaje de identidad > 20% (34), (35).

3.3.3. Analisis bioquimico de las secuencias de aminoacidos tipo PS.

Los parametros bioquimicos de las secuencias de aa tanto de las PS y de las proteinas tipo PS se
analizaron por medio de la herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/),
identificando: numero de aminoacidos (aa), peso molecular, punto isoeléctrico (pl), residuos de
carga negativa (Asp + Glu), residuos de carga positiva (Arg + Lys), indice de inestabilidad,

indice alifatico y gran promedio de hidropatia (GRAVY, por sus siglas en inglé€s).

3.3.4. Patentes.

Se buscaron patentes relacionadas con PS en la base de datos de patentes THE LENS
(https://www.lens.org/), de acuerdo con las reivindicaciones se analizaron las patentes activas a
la fecha del presente proyecto, encontrando dos de ellas, con las cuales se puede tener una idea

de las innovaciones que se ha ido proponiendo con el descubrimiento de las PS.



4. Resultados

4.3. Identificacion entre secuencias de PS con géneros de bacterias y arqueas

A partir del andlisis realizado con PSI-BLAST y empleando la matriz BLOSUM 62 se us6 como
pardmetro de busqueda cada una de las 19 PS con su secuencia de aminoacidos en formato
FASTA contra los 78 genomas de bacterias y los 12 de arqueas. Se obtuvo un resultado de 1404
y 228 secuencias de aa, respectivamente, que tienen relacion con PS. De estos resultados se
seleccionaron 9 bacterias (Bacillus sp. 2479 (taxid:1396) (encontrandose 6 secuencias de aa de
este), Pseudomonas (taxid:286), Clostridium (taxid:1485) (encontrandose 3 secuencias de aa de
este), Treponema (taxid:157), Helicobacter (taxid:209), Salmonella (taxid:590), Bdellovibrio
(taxid:958), Streptomyces (taxid:1883), Vibrio (taxid:662)) proteinas de bacterias y 3 de arqueas
(Methanosarcina (taxid:2207), Pyrococcus (taxid:2260), Nanoarchaeum (taxid:193568)) que
cumplen con los pardmetros de Cobertura >60%, Valor E mas cercano a cero y un porcentaje de

identidad >20% (Tabla 1).

Tabla 1. Proteinas tipo parasporinas seleccionadas a partir del analisis en PSI-BLAST. En verde
estan identificadas las PS y proteina tipo PS Cry y rosado las Mpp. Las 3 ultimas filas

corresponde a secuencias de arqueas

PARASPORINA NOMBRE DE LA SECUENCIA Valor
COBERTURA Identidad
Acceso NCBI Acceso NCBI E

PS1Aa3 hypothetical protein [Bacillus cereus]

88% 2e-16 | 41.75%
AB250922 WP_098589776.1
PS1Ad1 hypothetical protein [Pseudomonas sp. A-1]

61% le-08 | 22.09%
AB375062 WP _136488344.1

N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase family protein

[Clostridium botulinum] 60% 5,e-71 | 28.16%
NFG60757.1
glycosyltransferase family 4 protein [ Treponema sp.]
PS2Aal 65% 8e-99 [ 20.80%
AB099515 NLJ09497.1

type I restriction endonuclease subunit R [Helicobacter
pylori] 60% 4e-90 | 20.10%
WP_120949812.1




hypothetical protein [Salmonella enterical

EBO4063490.1 65% 6e-93 | 25.19%
PS2Aa2 hydralysin-2 [Bacillus cereus]
70% le-35| 34.31%
AB454419 WP_098317434.1
hydralysin-2 [Bacillus cereus]
75% 3e-39 | 35.65%
PS2Abl1 WP _162279601.1
AB186914 DNA gyrase subunit A [ Bdellovibrio sp.]
MBCT755674.1 62% 0.010 | 21.03%
hypothetical protein [Clostridium puniceum]
79% 6e-51 | 27.70%
PS3Abl WP _077845932.1
AB116651 hypothetical protein, partial [Bacillus cereus)
91% 0.0 52.70%
WP _098905715.1
ETX/MTX2 family pore-forming toxin, partial
[Clostridium botulinum] 65% 0.012 | 24.34%
WP_039239436.1
ETX/MTX2 family pore-forming toxin [Bacillus
cereus| 97% S5e-26 | 33.45%
PS4Aal WP_180233591.1
BAD22577.1 ETX/MTX2 family pore-forming toxin [Streptomyces
sp. SID1034] 66% 5e-05| 27.67%
WP _161253253.1
ETX/MTX2 family pore-forming toxin [Vibrio
caribbeanicus] 88% 2e-08 | 25.57%
WP_009601263.1
ETX/MTX2 family pore-forming toxin [Bacillus
PS5Aal
BAJ05397.1 cereus| 98% le-46 | 33.99%
' WP_044797748.1
hypothetical protein MSMTP_ 2113 [Methanosarcina
PS1Ab1
AB250923 sp. MTP4] 60% 2e-10 | 24.18%
AKB25582.1
PS4Aal HAD family hydrolase [Pyrococcus yayanosii]
61% 9e- 81 | 21.14%
BAD22577.1 WP _013904941.1
PS5Aal hypothetical protein [Nanoarchaeum sp.)
74% 2e-29 | 25.27%

BAJ05397.1

MBA4405471.1




4.4. Caracterizacion bioquimica de las proteinas

Una vez seleccionadas las proteinas tipo parasporinas se realizé un estudio bioquimico junto con

las PS para determinar sus caracteristicas fisico quimicas con la herramienta bioinformatica

ProtParam (Tabla 2), identificando el nombre de la parasporina. En Tabla 3 se observan las

secuencias similares a PS identificadas en los genomas de bacteria y arquea. En la Tabla 4 se

encuentran proteinas Cry y Mpp insecticidas a las cuales se les hizo el mismo analisis

bioquimico como una forma para comparar los resultados obtenidos anteriormente.

Tabla 2. Caracterizacion bioquimica de las parasporinas. En verde estan identificadas las PS Cry

y rosado las Mpp
Residuos | Residuos Gran
PARASPO ,
Punto de carga de carga | Indicede | , promedio
RINA Numero Peso Indice
isoeléctri | negativa positiva | inestabili de
Acceso de aa molecular alifatico
co pl (Asp + (Arg + dad hidropatia
NCBI
Glu) Lys) (GRAVY)
PS1Aal
723 81049.52 5.73 70 62 39.23 79.88 -0,296
AB031065
PS1Aa2
742 83104.76 5.35 73 61 39.55 79.42 -0,294
AY 081052
PS1Aa3
723 81049.52 5.73 70 62 39.23 79.88 -0,296
AB250922
PS1Aa4
723 81095.57 5.73 70 62 38.95 79.34 -0,301
AB274826
PS1Aa5
723 81094.57 5.79 70 62 39.61 79.75 -0,298
AB274827
PS1Aa6
754 84419.39 6.01 72 67 37.81 81.25 -0,290
AB375062
PS1Ab1
726 81778.42 5.96 71 64 39.65 81.03 -0,324
AB250923
PS1Ab2
726 81616.14 5.77 71 62 39.87 81.71 -0,324
AB274825
PS1Acl 777 86747.19 5.83 76 67 38.95 82.11 -0,323




AB276125
PS1Ac2
BAM25048. 777 86760.15 5.75 76 66 39.42 81.98 -0,327
1
PS1Ad1

758 84782.64 5.23 72 59 42.31 82.64 -0,279
AB375062
PS2Aal

338 37447.66 5.35 31 26 34.26 63.11 -0,433
AB099515
PS2Aa2

338 37495.66 5.21 31 25 34.09 62.54 -0,441
AB454419
PS2Abl

304 33016.63 5.12 24 19 39.99 75.00 -0,258
AB186914
PS3Aal

825 93693.80 6.18 81 77 30.98 76.22 -0,496
AB116649
PS3Abl

829 93841.89 6.19 83 79 3141 75.16 -0,508
ABI116651
PS4Aal
BAD22577. 275 30079.88 6.09 21 19 29.03 81.16 -0,171
1
PS5Aal

305 33798.55 5.99 28 27 35.57 72.85 -0,439
BAJ05397.1
PS6Aal

753 84563.95 5.75 71 65 33.39 94.79 -0,226
AB375063

Tabla 3. Caracterizacion bioquimica de las secuencias tipo PS. En verde estan identificadas las

PS y proteina tipo PS Cry y rosado las Mpp.

B Gran
NUMERO DE Residu | Residu
i promedi
PARASP | ACCESO DE LA Punto | osde os de Indice d
Ne° B o de
ORINA | SECUENCIA DE Peso isoeléc | carga carga de Indice
; de hidropa
Acceso AMINOACIDOS molecular | trico | negativ | positiva | inestabi | alifatico
aa tia
NCBI TIPO pl a(Asp | (Arg+ lidad
(GRAV
PARASPORINA + Glu) Lys)
Y)
PS1Aa3 WP _098589776.1 | 819 | 91053.26 6.00 89 83 27.06 74.86 -0,476
PS1Ad1 WP _136488344.1 | 496 | 56023.66 5.14 74 59 32.25 73.37 -0,469




NFG60757.1 581 | 64098.82 4.52 89 59 9.79 70.79 -0,512
NLJ09497.1 425 | 49092.42 5.62 57 46 3441 96.59 -0,127
pozAal WP_120949812.1 [ 1048 | 122584.64 | 6.36 162 152 42.96 87.60 -0,682
EBQ4063490.1 503 | 55178.94 6.41 52 50 23.79 76.62 -0,341
PS2Aa2 WP _098317434.1 | 253 | 28413.59 5.99 28 24 54.60 93.24 -0,145
WP _162279601.1 | 254 | 28173.45 6.66 24 23 50.75 92.05 -0,043
PS2Abl
MBC7755674.1 478 | 53182.22 6.13 67 62 36.43 92.20 -0,291
WP_077845932.1 | 622 | 71723.46 5.62 79 64 34.71 81.80 -0,455
Pe3Ael WP_098905715.1 | 795 | 90470.19 5.93 80 74 34.25 83.31 -0,387
WP_039239436.1 | 277 | 30842.80 5.30 37 31 29.81 75.60 -0,383
WP_180233591.1 | 275 | 30388.01 4.71 32 21 29.98 76.15 -0,325
PS4Aal
WP_161253253.1 | 332 | 36313.70 7.10 34 34 39.17 80.48 -0,377
WP _009601263.1 | 299 | 32606.20 4.98 36 28 38.50 72.68 -0,410
PS5Aal WP _044797748.1 | 310 | 35407.54 7.09 30 30 3541 84.90 -0,251
PS1Abl AKB25582.1 481 | 53977.76 5.17 64 47 36.47 80.83 -0,345
PS4Aal WP_013904941.1 [ 221 | 25479.50 5.48 39 35 24.79 103.17 | -0,254
PS5Aal MBA4405471.1 442 | 49478.93 3.74 103 27 31.17 85.48 -0,363

Tabla 4. Parametros bioquimicos de proteinas Cry y Mpp. En verde estan identificadas las Cry,

en rosado las Mpp y en morado las ultimas 5 filas representan otras proteinas elegidas con fines

comparativos.
Residuos ,
Punto Residuos Indice | , Gran
, de carga Indice
PROTEINA Nimero Peso isoelé de carga de promedio de
negativa alifati
Acceso NCBI de aa molecular | ctrico positiva | inestabi hidropatia
(Asp + co
pl (Arg + Lys) | lidad (GRAVY)
Glu)
CrylAab6
620
AAAB6265 69428.03 5.70 55 47 38.70 | 87.42 -0,185
Cry2Aa4
633
AAC04867 70748.33 8.21 43 45 3429 | 84.53 -0,256
Cry30Eal
v 688
ACC95445 77621.97 7.89 57 59 36.77 | 82.98 -0,297
Cry40Cal 657 73866.76 5.55 72 61 32.25 | 82.80 -0,351




ACB14343
Cry52Cal
& 676
AJW76683 77257.99 5.82 73 65 37.36 | 81.35 -0,410
Mpp2Aa2
PP 292
AAC44125.1 31819.95 5.96 27 24 21.57 | 87.12 -0,085
Mpp3Aa3
327
AAB36656.1 35916.43 5.32 37 30 3091 | 79.33 -0,316
Mppl5Aal
340
AAA22333 37546.99 6.72 32 31 39.06 | 80.59 -0,372
Mpp45Aal
275
BAD22577 30079.88 6.09 21 19 29.03 | 81.16 -0,171
MppS51Aa2
309
ADK94873 33985.93 5.43 24 17 39.49 | 75.70 -0,302
195 22492.96 9.80 15 26 39.16 | 93.49 -0,331
309 31722.43 6.55 29 27 35.04 |[102.75 -0,238
235 26505.84 5.88 33 30 53.28 | 114.94 -0,058
470 52820.63 6.23 59 53 48.42 | 80.38 -0,346
276 30677.74 6.07 36 31 31.49 | 88.37 -0,364

4.5. Patentes

Acerca de este tema de las PS de B. thuringiensis como agente citotoxico contra células
cancerigenas humanas, se realizd una busqueda en la base de datos THE LENS (Tabla 5). Donde
se encontraron 2 patentes activas relacionadas registradas en Japon y China en una ventana de

tiempo de 6 afios entre si (2004 y 2011), cabe resaltar que la mas reciente fue de hace 11 afos.



Tabla 5. Patentes

Titulo de la Cédigo de la Pais de Afio de
Propietario Reivindicaciones
patente patente solicitud | solicitud
1. Un cristal de parasporina-1 capaz de dilucidar la estructura tridimensional de las cadenas
laterales de aminoécidos mediante analisis de la estructura cristalina de rayos X.
2. El cristal segun la reivindicacion 1, donde PS-1 se deriva de B. thuringiensis A1190.
3. El cristal segin la reivindicacion 1, donde PS-1 es una forma activada que expresa la actividad
de destruccion del reconocimiento de células cancerosas.

Cristal de 4. El cristal segin la reivindicacién 3, caracterizado porque la forma activada se obtiene por
parasporina-1 descomposicion parcial con tripsina.
activado  para 5. El cristal de acuerdo con la reivindicacion 4, donde PS-1 activada es un complejo del siguiente
expresar la polipéptido (a) o (b) y el siguiente polipéptido (¢) o (d):
actividad de National
destruccion del Institute of | (@ Un polipéptido que consta de la secuencia de aminoacidos 94aa a 231aa de la secuencia de
reconocimiento | JP 2005263728 ) Advanced aminodcidos representada por SEQ ID N ©: 2
de células A Japon 2004 Industrial (b) Que consta de una secuencia de aminoacidos en la que se eliminan, sustituye o afiade uno o
cancerosas, Science and varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos descrita en (a) anterior, y que comprende un
método para Technology complejo con el siguiente polipéptido (c) o (d): Polipéptido que puede formar y expresar la actividad
producir la de destruccion del reconocimiento de células cancerosas.
estructura (c) Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos del 232 al 723 en la secuencia de

tridimensional y

uso de la misma

aminoacidos representada por SEQ ID N °: 2

(d) que consta de una secuencia de aminoacidos en la que se eliminan, sustituye o afiaden uno o
varios aminoacidos en la secuencia de aminoacidos descrita en (c) anterior, y que comprende un
complejo con el polipéptido de (a) o (b) anterior Polipéptido que puede formar y expresar la
actividad de destruccion del reconocimiento de células cancerosas.

6. El cristal, de acuerdo con la reivindicacion 1, que puede retener al menos 2 de capacidad de

difraccion de rayos X incluso cuando esta congelado con nitrégeno liquido o gaseoso.




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

El cristal segin la reivindicacion 1, que es estable en una solucion de cristalizacion que
contiene un agente anticongelante.

El cristal segiin la reivindicacion 7, en el que el crioprotector es glicerina que tiene una
concentracion del 20% (v / v) o menos y es estable a 25°C durante al menos 2 horas.

Un cristal de sustitucion isomorfo de atomo pesado de cristal de PS-1, que puede obtenerse
permitiendo que un compuesto de metal pesado actiie sobre el cristal de la reivindicacion 1.
Cristal seglin la reivindicacion 9, en el que el compuesto de metal pesado se selecciona del
grupo que consiste en mercurio, platino y talio.

Un método para producir cristales de PS-1 mediante un método de difusion de vapor o un
método de microdialisis, en el que el pH de una solucion alcalina de PS-1 se reduce en
presencia de un precipitante.

El método de la reivindicacion 11, en el que el agente de precipitacion es polietilenglicol.
Me¢étodo seglin la reivindicacion 12, en el que el polietilenglicol tiene un peso molecular medio
de 3350 Da.

El método, de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la concentracion de polietilenglicol
es del 5 al 10%.

El método, de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la PS-1 esta activada y tiene una
concentracion de 2 a 10 mg / ml.

La coordenada estructural tridimensional de la PS-1 obtenida mediante la realizacion del
analisis de cristales de rayos X del cristal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

Las coordenadas de la estructura tridimensional segin la reivindicacion 16 se obtienen
realizando una operacion de movimiento matematico de traslacion, rotacion, simetria especular
0 una combinacion de las mismas en un espacio tridimensional sin cambiar la disposicion
relativa de cada atomo. Coordenadas estructurales 3D.

Un método para determinar una estructura coordenada tridimensional de una proteina
desconocida, que comprende construir una estructura tridimensional de la proteina desconocida

basandose en las coordenadas de estructura segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 17.




19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

El método de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que el método de construccion de
estructura tridimensional es un método de sustitucion molecular o un método de modelado por
homologia.

Se busca una parte homologa comparando la estructura tridimensional obtenida a partir de las
coordenadas estructurales segun una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 con la estructura
tridimensional de una proteina de union a ligando arbitraria. Método de prediccion de ligandos.
Un método para predecir un ligando para PS-1, que comprende realizar una simulacion de
union entre la estructura tridimensional obtenida a partir de las coordenadas estructurales segun
cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 y la estructura tridimensional de una sustancia
candidata a ligando.

El método de la reivindicacion 20 o 21, en el que el ligando es un ligando de la superficie de la
célula cancerosa.

El residuo de aminoacido que deberia modificarse para mejorar dicha PS-1 entre las secuencias
de aminoacidos en la region de union del ligando de la PS1 que el ligando estimado por el
método de una cualquiera de las reivindicaciones 20-21 se une | enlace | parejas El método de
disefio de PS-1 mejorado, caracterizado por especificar.

La secuencia de aminoacidos en una region distinta de la region de unién al ligando de la PS-1
a la que se une el ligando predicho por el método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 21 a 23 puede modificarse sin alterar la funcion de la PS-1. Un método para
disefiar PS-1, que se caracteriza por especificar una secuencia o una secuencia inmovilizable.
Un método para predecir el efecto de una proteina insecticida en células de mamiferos
comparando las coordenadas estructurales seglin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 y la

estructura tridimensional de la proteina Cry insecticida.




Bacillus
thuringiensis
ST7, gen
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aplicacion  de

los mismos

CN102517228A

China

2011

Sichuan
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B. thuringiensis cepa bacteriana ST7, su nimero de depdsito es CGMCC No.3922.

Segun la reivindicacion 1 se caracteriza porque contiene proteina Cry62Aal cristal paraesporal,
su secuencia de aminoacidos se muestra en SEQ ID N°2.

Lo dicho de B. thuringiensis ST7 en la reivindicacion 2, se caracteriza porque el gen de la
proteina Cry62Aal cristalina paraesporal codificante es el gen cry62Aal, su secuencia de
nucledtidos se muestra en la SEQ ID N° 1.

B. thuringiensis ST7 descrito arbitrariamente de la reivindicaciéon 1~3 o su sintonia se eliminan
de la aplicacion en la medicina de las células cancerosas en preparacion.

B. thuringiensis ST7 descrito arbitrariamente de la reivindicacion 1 ~3 o su aplicacion de
sintonia en la preparacion de un farmaco para la terapia del cancer.

El gen cry624al se elimina con la aplicacion en la medicina de las células cancerosas en
preparacion.

La aplicacion del gen cry624al en la preparacion del farmaco para la terapia del cancer.

La aplicacion de genes cry624al en preparacion de plantas transgénicas o microorganismos.

Medicina para matar células cancerosas, contiene el gen cry624al.

. Medicamento para la terapia del cancer segun la reivindicacion 9, es un medicamento contra el

cancer de mama.




5. Discusion

Desde el descubrimiento de la primera proteina Cry con efecto anticancerigeno aislada de B.
thuringiensis, designada tiempo después como PS1Aal por el Comité de Clasificacion y
Nomenclatura de Parasporinas puesto que no presenta actividad hemolitica pero tiene
actividades citocidas, matando preferentemente las células cancerosas, (36), (30), se han venido
realizando investigaciones que permitan dilucidar cuantas proteinas de este género son capaces
de producir cristales parasporales, a qué tipo de familia pertenecen estas proteinas, su estructura,
sus genes, su modo de accion, entre otras muchas caracteristicas, sin embargo es muy poco lo
que se conoce acerca de su evolucién y con los resultados obtenidos en este proyecto, se
pretende brindar una orientacion mas clara de cémo se han ido adaptando con el pasar de los

afios las parasporina.

5.3. Alineamiento entre secuencias de PS con géneros de bacterias y arqueas

De acuerdo con los resultados plasmados en la Tabla 1, se determin6 que las proteinas con mejor
cobertura son: ETX/MTX2 family pore-forming toxin [Bacillus cereus] seguidas por
ETX/MTX2 family pore-forming toxin [Vibrio caribbeanicus] e hypothetical protein
[Clostridium puniceum] del dominio Bacteria, género Bacillus, Vibrio y Clostridium y del
dominio arquea hypothetical protein [Nanoarchaeum sp.] del género Nanoarchaeum con
respecto a las PS4Aal PS1Aa3 y PS5Aal, lo cual nos da a entender que las PS han ido
evolucionando desde hace muchos afios de acuerdo a la gran homologia mostrada con
Nanoarchaeum, el cual tiene una forma de vida primitiva (debido a su alta temperatura de
crecimiento y modo de vida anaerébico) en habitats acuosos, suelos y vegetacion (37). Dando un
punto de referencia para la evolucion de las mismas y como estos genomas se han dispersado en
otros microorganismos como los del dominio bacteria. Ademas que dos de las tres proteinas con
mayor homologia respecto al dominio bacteria son de la familia ETX/MTX2 relacionada a
proteinas pesticidas (Mpp por sus siglas en inglés) a la cual pertenecen las PS2, PS4 y PS5,

coincidiendo asertivamente pues la proteina de Vibrio dio su mejor homologia con la PS4Aal y



en el caso de Bacillus fue con la PS5Aal, aunque la PS2 esté clasificada oficialmente como un
miembro de esta familia las PS4 Y PS5 atn no, sino que se les clasifica como proteina tipo
aerolisina (uno de los miembros mas importantes de esta familia), por su estructura y modo de
accion siendo una f toxina formadora de poros (B-PFT, por sus siglas en inglés) (29), (5), (38).
Debido a que esta familia se comenz6 a estudiar mas o menos desde el 2000 (39) no se ha
logrado determinar una correlacion clara de la filogenia de los dominios de cabeza y cola entre
las PS pertenecientes a este grupo, por lo tanto se hace necesario que en el futuro se realicen

investigaciones en esta area (40).
5.4. Caracterizacion bioquimica de las proteinas

Aunque las PS han llamado la atencion por su efecto citotoxico en células cancerigenas aun se
desconocen ciertas cosas respecto a ellas dejando un vacio respecto a su informacion, a partir de
esto, por medio del proyecto, se identifico tanto en PS como en las 19 proteinas tipo parasporina
mostradas que comparten varias caracteristicas bioquimicas (Tabla 2 y 3) como: el nimero de
aminodcidos el cual es representativo para conocer si las proteina corresponde a la familia de
proteinas Cry (PS1, PS3 y PS6) con mas de 700 aa o Mpp (PS2, PS4 y PS5) con mas de 200
(31); el peso molecular depende del numero y tipo de aa de la cadena polipeptidica que ayuda a
determinar la estequiometria de las proteinas (41) indicando que las PS Cry tienen un peso
molecular mayor que las Mpp; su punto isoeléctrico ayuda a determinar en qué punto de una
solucion la carga neta de una proteina se vuelve cero, (42), como es descrito por Bhatia S. et al,
esta caracteristica bioquimica ayuda a conocer el enfoque isoeléctrico determinado a partir de la
separacion de proteinas en el punto isoeléctrico donde se aplica un gradiente de pH y un
potencial eléctrico a través del gel (poliacrilamida o gel de agarosa), donde un extremo es mas
positivo que el otro, produciendo asi la separacion sobre la base de los grupos positivos, que
seran arrastrados hacia el extremo mas negativo del gel, o negativos, que seran arrastrados hacia
el extremo mas positivo del gel, presentes en la molécula. Las proteinas aplicadas en la primera
dimension migraran a través del gel y se acumularan en su punto isoeléctrico de esta forma la
proteina ya no se mueve en un campo eléctrico (43), por lo tanto se pudo evidenciar que las

proteinas se mantienen entre 5 y 7 estableciendo que en este rango de pH la carga total de las



proteinas se vuelve cero; los residuos de carga negativa (Asp + Glu) y carga positiva (Arg + Lys)
proporcionan la informacion de la ubicacion en la célula de la proteina en un pH neutro, puesto
que las proteinas intracelulares tienden a tener una mayor fraccion de residuos negativos y las
proteinas extracelulares al tener residuos de carga positiva interactian con la carga negativa del
grupo fosfato de la cabeza de los fosfolipidos de la membrana (44), de este modo se infirid que
las proteinas tipo PS tienen una mayor cantidad de residuos negativos (Asp + Glu) que los
positivos (Arg + Lys), confirmando asi que son proteinas de accion intracelular (44) ya que tanto
las PS como las proteinas tipo parasporina al ser tipo Cry o Mpp actian sobre la membrana de
las células para formar el poro y por consiguiente la apoptosis por el desequilibrio generado
dentro de la célula al tener una concentracion alta de Ca®" (45); el indice de inestabilidad
proporciona una estimacién de la estabilidad de las proteinas puesto que la aparicion de
dipéptidos es significativamente diferente en proteinas inestables a comparacion de las estables
cuando el valor estd por encima de 40 predice que una proteina es inestable y cuando es menor
que 40 predice una proteina estable (46), (47), por ende tanto PS, a excepcion de PS1Ad1, como
las proteinas tipo PS se estiman como proteinas estables, pues tienen un rango menor de 40 (41).
Sin embargo en los ultimos afios se ha cuestionado el método de indice de inestabilidad como
prediccion proteica in vitro pues en el estudio de Gamage D et al, se evidenci6 como las
condiciones del medio proteico y la naturaleza misma de la misma interfiere con el resultado
correcto (48); el indice alifatico o volumen relativo permite conocer si una proteina es resistente
a cambio irreversibles en su estructura fisica o quimica a temperaturas altas dependiendo del
volumen relativo ocupado por las cadenas laterales alifaticas (alanina, valina, isoleucina y
leucina), de este modo se infiere que son proteinas termoestables ya que su indice se considera
alto (41), en otros estudios este indice se ha utilizado incluso para identificar derivados de
combustiones generadas en rocas por el cambio que se puede ver en las estructuras (49); con el
gran promedio de hidropatia (GRAVY), seglin la escala de hidropatia, se determina si la proteina
tiene interacciones con el agua dado que entre mas bajo sea el indice general de hidropatia hay
mayor posibilidad de establecer dicha interaccion, lo cual coincide con los resultados pues todas

las proteinas dieron un valor negativo en la escala de hidropatia concluyendo asi que tienen



mejores interacciones con el agua sugiriendo que puede encontrarse altamente hidratada en

medios acuoso (47).

Se encontraron resultados relevantes de secuencias de aa tipo PS en los genomas de B. cereus
(PSTAa3, PS2Aa2, PS2Abl, PS3Abl y PS4Aal), Vibrio caribbeanicus (PS4Aal), Clatridium
(PS2Aal, PS3Abl y PS4Aal) y Nanoarchaeum (PS5Aal), por lo tanto es comin que compartan
algunos genes, a pesar que de este grupo solo B. thuringiensis es quien produce toxinas
parasporales durante la esporulacion (50) y Vibrio caribbeanicus con el cual se recomienda
realizar estudios mas intensivos para identificar su relacién genética puesto que cuentan con una

cobertura mayor al 87% (33).

Sin embargo se evidenciaron algunas variaciones, con respecto a las PS mismas, por ejemplo, el
nimero de aa no corresponde a los que caracteriza a una proteina de las familias Cry o MPP y
también en el peso molecular porque algunas superan los 90 kDa, en el resto de parametros si

concuerdan, siendo proteinas acidas, de accion intracelular, termoestables e hidréfilas.

De las 4 proteinas que tuvieron mejor cobertura hacia las PS, que vemos marcadas en azul, las
que tuvieron variaciones en el nimero de aa son las de Clostridium y Nanoarcaeum y es de
esperarse ya que son solo proteinas similares y aunque tienen buena cobertura esta es menor del
80%, a diferencia de las proteinas de Bacillus cereus y Vibrio que no mostraron variaciones ya

que su cobertura es mayor al 87%
5.5. Patentes

Se encontraron 2 patentes registradas como activas en la base de patentes THE LENS,
registradas en Japon y China en una ventana de tiempo de 6 afios entre si (2004 y 2011), cabe
resaltar que la mas reciente fue de hace 11 afios, se hizo busquedas en las bases de datos como
WIPO, GOOGLE patents y THE LENS pero no se encontr6 otras patentes activas diferentes a
las que ya estan en la Tabla 5, ya que la mayoria estaban inactivas o en proceso de revision a
excepcion de las mostradas en la Tabla 5, las cuales cubren a la PS1 de B. thuringiensis de la
cepa A1190, la cual al descomponerse con tripsina queda activa para la destruccion de células

cancerigenas, ademas tiene la capacidad de difraccion de rayos X incluso cuando esta congelado



con nitrogeno liquido o gaseoso con la glicina como agente anticongelante crioprotector a 25°C
durante al menos 2 horas, para la produccion de cristales se utiliza el método de difusion o
microdialisis en un pH de solucion alcalina con el agente de precipitacion polietilenglicol, esto
con el fin de ver la estructura de la proteina, por otra parte también cubren al gen cry624alde B.
thuringiensis cepa ST7 aplicandolo como preparacion para plantas transgénicas y también para

un farmaco de terapia capaz de matar células de cancer de mama en China (51), (52).



6. Conclusiones.

A partir de los estudios realizados en este proyecto se identific6 que otros 4
microorganismos producen proteinas con una similaridad significativa con respecto a las
parasporinas.
Con los resultados de la caracterizacion bioquimica de las PS y las proteinas tipo
parasporina se concluyd que este conjunto de proteinas tienen actividad intracelular, son
proteinas estables, resistentes a cambios repentinos en su estructura fisica o quimica
ademas de ser hidrofilas.

En este trabajo se encontraron patentes activas registradas en Japon y China, con
respecto a Latinoamérica no hubo resultados, por tanto a partir de este proyecto se podria
empezar a explorar el tema para que en un futuro se puedan utilizar las PS como método

alternativo para combatir algunos tipos de cancer.
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