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Resumen

El cancer de cuello uterino es una de las principales enfermedades en mujeres a nivel
mundial, se han utilizado multiples terapias no especificas e invasivas como la quimioterapia e
histerectomia, que afectan células de linaje no cancerigeno. Por ello se han estudiado terapias
alternativas especificas como el tratamiento con parasporinas (PS) extraidas de Bacillus
thuringiensis (Bt) y diferentes péptidos anticancerigenos (ACPs). En este trabajo, se evalua el
efecto citotoxico y los cambios morfoldgicos presentes en células HelLa por extractos de
inclusiones parasporales de diferentes cepas de Bt y péptidos sintéticos derivados de PS6
denominados PS6DONE y PS6DTWO. Adicionalmente, se cuantifican los niveles de AMPc en
células tratadas con el PS6DONE para determinar su relacion con la via de sefializacion del

adenilato ciclasa (AC) por medio de un ELISA. Los resultados muestran un alto efecto citotdxico
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presentado por los extractos de proteinas de inclusiones parasporales frente a la linea celular HeLa
asociados a necrosis. Por otra parte, se evidencié un efecto citotoxico del péptido PS6DONE vy
aumento de los niveles de AMPc, que fueron acompafiados por cambios morfologicos que sugieren

un proceso de autofagia.

Palabras clave: Cancer, cérvix, parasporinas, HelLa, Bacillus thuringiensis,
Abstract

Cervical cancer is one of the main diseases in women worldwide, multiple non-specific
and invasive therapies have been used, such as chemotherapy and hysterectomy, which derive cells
of non-cancerous lineage. For this reason, specific alternative therapies have been studied, such as
treatment with parasporins (PS) extracted from Bacillus thuringiensis (Bt) and different anticancer
peptides (ACPs). In this work, the cytotoxic effect, and morphological changes present in HelLa
cells by pure protein extracts of different Bt strains and synthetic peptides derived from PS6 called
PS6DONE and PS6DTWO were evaluated. Additionally, cCAMP levels in HeLa cells treated with
the two peptides were quantified to determine their relationship with the adenylate cyclase (AC)
signaling pathway by means of a direct competitive ELISA assay. The results show a high
cytotoxic effect presented by protein extracts from parasporal inclusions against the HeLa cell line
associated with necrosis. On the other hand, a cytotoxic effect of the PSGDONE peptide and an
increase in CAMP levels were observed, which were accompanied by morphological changes that
suggested an autophagy process.

Keywords: Cancer, cervix, parasporin, HeLa, Bacillus thuringiensis
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Introduccion

El cancer es un término que se asocia a un conjunto de enfermedades que se caracterizan
por alteraciones anormales de las células, generalmente por mutaciones en el genoma, las cuales
pueden producir efectos adversos a la homeostasis celular, alteraciones en el metabolismo y en el
ciclo celular. Esta enfermedad ostenta una alta morbilidad y mortalidad en el mundo (Ministerio
de salud y proteccion social-Instituto Nacional de cancerologia., 2012). En particular, se sabe que
el cancer de cuello uterino es una de las principales causas de muerte por cancer entre las mujeres.
En el afio 2020, se reportaron 607127 casos nuevos y 341831 muertes por cancer de cuello uterino
en todo el mundo (Cervix Uteri Source: 2020, 2021). Algunas regiones en via de desarrollo de
Africa, América Latina, Caribe y Asia son las méas afectadas presentando un registro de muertes
del 90% sobre el total mundial (Torre et al., 2015). En Colombia, se reportaron 4742 casos nuevos
y 2490 muertes por cancer de cuello uterino para ese mismo afio, siendo el tercer tipo de cancer
con mayor registro luego del cancer de pulmoén y colorrectal (Cervix Uteri Source: 2020, 2021).
Adicionalmente, fue estimado que para 2021 se presentaran alrededor de 14480 casos nuevos y
alrededor de 4290 muertes por cancer de cuello uterino en todo el mundo.

El cérvix uterino esta ubicado en la parte inferior del dtero, posee una forma cilindrica, con
una longitud de alrededor de 3 cm y un didmetro aproximado de 2 cm (Jordan et al., 2009). Esta
compuesto por tres zonas anatomicas principales con morfologia diferente: el ectocérvix (tejido
epitelial escamoso estratificado), endocervix (tejido epitelial columnar) y la zona de
transformacion (tejido epitelial metaplasico) (Deng et al., 2019), siendo esta zona de
transformacion en la que se generan gran parte de los casos de cancer de cuello uterino (Deng et
al., 2019; Van hede., 2014).

Algunos de los factores de riesgo para el cancer de cuello uterino es la exposicion al
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dietilestilbestrol (DES) (Herbst et al., 1971; Hoover et al., 2011), el tabaquismo (Su et al., 2018;
Appleby et al., 2006) e infeccion por clamidia (Zhu et al.,2016). No obstante, la principal causa de
riesgo es la infeccion por el Virus de Papiloma Humano (VPH) (Deng et al., 2018; Van hede et
al., 2014), de los cuales se destacan los serotipos VPH-16 y VPH-18 al poseer mayor prevalencia
(Schiffman et al., 2009).

Existen distintos tratamientos contra el cancer de cuello uterino que se plantean segun la
estadificacion del carcinoma, estos abarcan la cirugia (histerectomia), radioterapia y la
quimioterapia (Bhatla et al., 2018). En el estadio | o microinvasivo los principales tratamientos
son la conizacidn cervical y linfadenectomia pélvica; en el estadio Il la histerectomia radical la
cual consiste en la extirpacion total del utero con efectos directos en la fertilidad de la mujer, y
para el estadio IV se recomienda una exenteracion pélvica (Bhatla et al., 2018; Bhatla et al., 2019).
Las nduseas y vomito producidos como respuesta al tratamiento con quimioterapia son uno de los
efectos mas comunes (Simino et al., 2020), sin embargo, utilizada en pacientes con cancer
ginecoldgico puede llegar a presentar efectos secundarios asociados a neuropatia periférica (CIPN)
(Hiramoto et al., 2021). Adicionalmente, puede comprometer érganos como la médula dsea, la
piel, el tracto gastrointestinal, el corazon y los rifiones, interfiriendo con la proliferacion normal
de sus células y la actividad de angiogénesis (Schirrmacher et al., 2019). Debido a lo anterior,
surge la necesidad de evaluar alternativas terapéuticas para el cancer de cuello uterino.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria saprofita Grampositiva, reconocida por la
produccién de varias proteinas con propiedades citotdxicas (Velasquez et al., 2018). Un gran
numero de cepas de esta especie en la etapa de esporulacion producen inclusiones parasporales
denominadas Cry (Crystal), Cyt (Cytolytic), parasporinas (PS), y proteinas de capa S (SLP). En la

fase de crecimiento induce otros dos tipos de proteinas insecticidas denominadas proteinas
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insecticidas vegetativas (Vip) y proteinas insecticidas secretadas (Sip) (Mendoza et al., 2020;
Velasquez et al., 2018).

Las proteinas Cry y Cyt han sido estudiadas por su actividad insecticida y hemolitica,
siendo proteinas importantes para el control de plagas (Mizuki et al., 1999). Desde 1999, Mizuki
et al. Estudiaron por primera vez la capacidad de proteinas producidas por aislamiento masivo de
cepas nativas de Bt sin capacidad insecticida ni hemolitica en multiples lineas celulares tales como
HeLa, células T normales y células T de leucemia (Mizuki et al., 1999). Estas proteinas
parasporales digeridas con proteasas presentan capacidad citocida contra células T de leucemia
(Saitoh et al., 2006) y células de cancer de cuello uterino HelLa in vitro (Nagamatsu et al., 2010).
Adicionalmente, se ha reportado que presentan una capacidad para discriminar entre células
normales y células cancerigenas (Mizuki et al., 2000).

Desde los afios 2000, se han caracterizado y clasificado 19 PS en 6 familias con una
nomenclatura designada convenientemente por su identidad de aminoacidos por parte del Comité
de clasificacién y Nomenclatura de Parasporinas en 2005 (Crickmore, 2021). Se ha observado que
estas proteinas tienen un amplio espectro de citotoxicidad contra lineas celulares de diversos tipos
como: HelLa (cancer de cuello uterino), MOLT-4 (Leucemia de células T), HL60 (Leucemia
mieloide), HepG2 (cancer de higado), Jurkat (leucemia de linfocitos T), y CACO-2 (cancer de
colon) (Xu et al., 2014).

Las PS, al igual que las proteinas Cry, se encuentran como protoxinas (Mizuki et al., 2000).
Las proteinas Cry se solubilizan en un pH alcalino, se activan por proteasas intestinales de los
insectos y se unen a receptores especificos como cadherinas, fosfatasas alcalinas o
aminopeptidasas (Mendoza et al., 2020). Las PS se solubilizan en alcali y son activadas con

proteinasa K o tripsina, generando un heterodimero estable (Mendoza et al., 2020).
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Los mecanismos de accion de las distintas PS no estan del todo esclarecidos. No obstante,
la evidencia sugiere que puede compartir alguno de los mecanismos de muerte celular inducidos
por proteinas Cry en insectos (Peraro et al., 2016). Las proteinas Cry pueden activar diferentes
mecanismos de muerte celular, por ejemplo, la toxina CrylAb genera un efecto citotdxico en la
linea celular High Five (H5) de insecto. Esta toxina induce la muerte celular por la activacién de
la via de sefializacion Adenilil ciclasa (AC)/ proteina quinasa A (PKA). Cry1Ab se une a receptores
especificos de cadherina (CADR) denominados BT-R1, activando la AC por medio de la
subunidad Gas de la proteina G. La AC aumenta la concentracion intracelular de AMPc, 1o que
activa a la PKA, desestabilizando el citoesqueleto, formando canales ionicos en la membrana, y
finalmente, induciendo muerte celular (Zhang et al., 2006). Adicionalmente, se han observado
otros mecanismos de muerte celular asociadas a CADR, denominado modelo de formacion de
poros, el cual consiste en la union secuencial a CADR, glicosilfosfatidilinositol (GPI) y
aminopeptidasa N anclada a membrana (APN), esto induce la formacidén de poros catidnicos
especificos, causando lisis osmética (Castella et al., 2019).

Se ha observado que la participacion de iones divalentes como Ca*? y Mg*? es necesaria
para causar efectos citotoxicos por medio de las proteinas Cry1Cay Cry1lAb en distintos tipos de
células como H5 y SF9, esto se ha evidenciado por medio del efecto protector de EDTA el cual
quela estos iones divalentes, causando un efecto protector al inhibir la produccion de AMPc
(Castella et al., 2019; Zhang et al., 2006).

Asimismo, otras herramientas que han tenido potencial como agentes antimicrobianos son
los denominados péptidos antimicrobianos catidonicos (CAMPS) (Barreto et al., 2019) de los cuales
algunos de ellos han presentado efectos anticancerigenos denominandose péptidos

anticancerigenos (ACPs) (Felicio et al., 2017). Estos péptidos pueden tener una gran variabilidad
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fisicoquimica, sin embargo, muchas de sus caracteristicas se resumen a presentar una alta
hidrofobicidad, ser anfipaticos, poseer estructuras secundarias estables como a-hélice y poseer una
carga positiva (Barreto et al., 2019). Estas caracteristicas le permiten asociarse a diferentes
componentes que estdn presentes en la membrana celular de lineas cancerigenas como la
fosfatidilserina (Epand et al., 1999).

En consecuencia, las PS y péptidos derivados de regiones de interés de PS pueden ser
tenidos en cuenta como posibles alternativas terapéuticas para el tratamiento del cancer de cuello
uterino. Por lo que este trabajo plantea como objetivo identificar el efecto de la muerte celular
inducida por PS y péptidos sintéticos de la PS6 de Bt en células de cancer de cuello uterino y

dilucidar su relacion con la via de adenilato ciclasa.

1. Materiales y Reactivos

1.1 Cultivo celular

Se cultivaron células de adenocarcinoma de cérvix — HelLa y células no cancerigenas
VERO en medio de cultivo celular DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 20% y al 10% respectivamente con penicilina/estreptomicina en
una concentracion de 100 u/mL. Ambas lineas celulares fueron cultivadas en condiciones
estandares de cultivo a 37 °C, 5% de CO.y atmosfera humidificada. Todos los ensayos fueron
realizados a partir de células con una confluencia maxima de 70 a 80% y una viabilidad superior

al 90%.

1.2 Extractos proteicos de las cepas de Bt

Se evaluaron los extractos proteicos de siete cepas diferentes de Bt: Bt seouloensis, Bt
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dakota 1, Bt HD-2, Bt oswaldocruzi, Bt seromalayensis, Bt neoleonensis y Bt israelensis. Los
extractos proteicos se filtraron por medio de filtros de polietersulfona con un tamafio de poro de
0.22 um (NEST cat No. 380111), se trataron con 0.3 mg/ml de proteinasa K, y se incubaron por
una hora a 37°C y 5% de CO», posteriormente la proteinasa K se desactivd con fluoruro de

metilfenilsulfonilo (PMSF) a una concentracion final de 0.1 mM.

1.3 Péptidos derivados de PS6

La PS6 es una proteina poco estudiada de 84 KDa con un mayor efecto citotoxico contra
lineas celulares cancerigenas de cancer de higado humano Hep-G2 y cancer de cuello uterino
HeLa (Nagamatsu et al., 2010), por lo que se sintetizaron dos péptidos correspondientes a dos
regiones diferentes de la PS6 por medio de la empresa GenScript (Tabla 1). El péptido uno,
denominado PS6DONE, es un péptido mediano de 30 residuos de aminoacidos de la a-hélice del
dominio | de la PS6, el cual posee carga neta positiva. El péptido dos, denominado PS6DTWO, es
un péptido corto de 20 residuos de aminoacidos del loop 3 del dominio Il de la PS6, el cual posee
una carga neta neutra (0).

Tabla 1. Caracteristicas de los péptidos sintéticos

Péptido Residuos de aminoacidos | Tamafio Carga neta Peso molecular
(aa) (g/mol)
PS6DONE | GPIGTTIGGAISGPIANALF 30 +1 2835.41
GLIPGMKPLT
PS6DTWO | ONLTLLDTIGPIFPGKYVIN 20 0 2216.61

1.4 Ensayo de citotoxicidad
Con el proposito de evaluar los efectos citotoxicos de las PS y péptidos sintéticos se

realizaron ensayos de MTT. Este es un ensayo colorimétrico basado en la reduccion de Bromuro
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de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a formazan, generando un cambio
colorimétrico de amarillo a purpura dado por la actividad metabdlica de enzimas mitocondriales
oxidorreductasas dependientes de NAD(P)H en las células viables (Fotakis et al., 2005; Kumar et
al., 2018).

Para este ensayo se utilizé una microplaca de 96 pocillos, y se sembraron 2.0x10* células
por pozo en un volumen de 100 pl de medio DMEM sin suplementar. Posteriormente, las células
se incubaron por 24 horas para asegurar su adhesion a la microplaca. Para los ensayos, se incubaron
las células por 24 horas con los tratamientos de péptidos y extractos proteicos de inclusiones
parasporales, se adiciond en cada pocillo 10 pul de MTT y se incub6 durante 4 horas a 37 °C y 5%
de CO.. Luego, se retird el sobrenadante, se adiciono 100 pl de DMSO por pozo y se incubd
durante 30 minutos para solubilizar los cristales formados durante el ensayo (Kumar et al., 2018;
Fotakis et al., 2005). La absorbancia se midio en un lector de microplaca a una longitud de onda
de 570 nm (Kumar et al., 2018).

La citotoxicidad de los extractos proteicos de la inclusion parasporal de las diferentes cepas
de Bt fue evaluada durante 24 horas a diferentes concentraciones: Bt Seoulensis, Bt HD-2 y Bt
Oswaldocruzi se evaluaron a una concentracion de 12 pg/mL, Bt Dakota se evalué en dos
concentraciones, una concentracion maxima de 12 pg/mL y una minima de 0.73 ug/mL, Bt
Seromalayensis a una concentracion de 8.66 pg/mL, Bt Israelensis y Bt Neoleonensis se evaluaron
a una concentracion de 7.75 pg/mL y 2.17 pg/mL correspondientemente. Se ha evidenciado que
el EC50 en células de cancer de cuello uterino varia segun el tipo de parasporina, por lo que en
este estudio se evalud una contraccion maxima de 12 pg/mL debido a que la PS3 presenta un EC50
mayor a 10 pg/mL (Yamashita et al., 2005). Sin embargo, las otras concentraciones se tomaron

como la méaxima concentracion a la que se produjo la extraccion de proteinas de las inclusiones
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parasporales, debido a que la extraccion de la proteina es una limitante y la concentracion a la que
se obtienen los extractos varia.

La citotoxicidad de los péptidos PS6DONE y PS6DTWO se evalué a partir de una dilucion
seriada desde una concentracion de 250 pg/mL hasta una concentracion de 15.62 pg/mL para cada
péptido por 24 horas con el fin de determinar el IC50 e IC25. Como control positivo fue utilizado
DMSO al 10% por los mismos periodos de incubacion analizados. Adicionalmente, se realiz6 un
ensayo de tiempo-respuesta durante periodos de tiempo de 0, 24, 48 y 72 horas con el péptido
PS6DONE a la concentracion seleccionada. El ensayo y las lecturas de absorbancia se realizaron
como se menciond anteriormente Una vez establecido el tiempo y concentracion de trabajo estas
condiciones fueron evaluadas en la linea celular VERO de tipo no tumoral. Todos los ensayos
descritos fueron realizados por triplicado.

1.4.1 Ensayo con IBMX 'y Forskolina

Con el propésito de evaluar la influencia de la via del AMPc en el papel de los péptidos
sintéticos en la viabilidad celular se realizaron ensayos de MTT como fue descrito previamente.
Como control positivo fue utilizado forskolina a 50 uM, el cual es un activador de la Adenilil
Ciclasa. Cada compuesto fue incubado en presencia del inhibidor 1-metil-3-isobutilxantina
(IBMX) a una concentracion de 500uM el cual es un inhibidor de fosfodiestereasas, esto con el

fin de evitar la degradacion del AMPc.

1.4.2 Evaluacion de la via apoptética dependiente de caspasas con tratamiento del péptido
PS6DONE

Para evaluar los efectos del peptido sintético PS6DONE en la via de muerte celular
programada dependiente de caspasas, se realizaron ensayos de MTT como fue descrito

anteriormente. Se incluyeron células HelLa sin tratamiento, con el tratamiento del péptido, el
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inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK (20uM) solo 0 en combinacion con DMSO (10%) o el péptido

PS6DONE durante 24 h.

1.5 Visualizacion de Péptidos

Para determinar la estructura tridimensional de los peptidos PS6DONE y PS6DTWO se
utilizo la herramienta bioinformatica I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement), la
cual utiliza un enfoque compuesto de modelos de prediccion de estructuras tales como threading,
ab initio y estructura nivel-atdbmico (Roy et al., 2010). Se generaron cinco modelos para cada
péptido de su posible configuracion tridimensional los cuales se visualizaron por medio de
Chimera version 1.15 (Pettersen et al., 2004).,. La a-hélice y el loop 3 de la PS6 se representan en

modelos de cinta.

1.6 Cuantificacion de AMPc por Inmunoensayo Enzimatico (ELISA)

La cuantificacion de AMPc se determind por medio del inmunoensayo enzimatico AMPc
directo de Sigma-Aldrich (cat, No.: CA200). Se utilizaron células HelLa tratadas con IBMX
(500uM) como control de AMPc basal y células tratadas con IBMX y forskolina (50 uM) como
control positivo. Las células (2.0x10* células) se trataron durante 24h con el péptido PS6DONE a
una concentracion de 57.6 pg/mL y posteriormente, fueron incubadas con 0.1 M HCL para lisar
las células. Adicionalmente, se acetilaron con un reactivo de acetilacion (trietilamina/anhidrido
acetico) para aumentar la sensibilidad del ensayo.

Para la preparacion de los estandares se rotularon 5 tubos; en el primer tubo (estandar 1) se

pipetearon 330 uL de 0.1 HCL, 3.33 pL de estandar (2000 pmol/mL) (cat, No.: C7601), y 16.5 puL
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de agente acetilador. En los tubos 2 al 5 (estandar 2 — estandar 5) se adicionaron 250 pL de 0.1
HCL vy se pipetearon 83.3 pL del tubo 1 al tubo 2 y se realiz6 un vortex por 10 s, y se continuo de
la misma forma del tubo 3 al 5.

Las muestras fueron incubadas en placa por un periodo de tiempo de 2 horas en agitacion
a 500 rpm. Se retird el exceso de sobrenadante por medio de una serie de lavados, y se afiadid
anticuerpo de conejo anti-AMPc y como sustrato p-nitrofenil fosfato. La reaccion fue detenida y
la absorbancia leida a una longitud de onda de 405 con correccion a una longitud de 570 nm
(Tijssen P. in “Practice & Theory of Enz.Immunoassays). La intensidad del color amarillo es
indirectamente proporcional a la concentracion de AMPc. Para calcular la concentracion de AMPc
se uso la densidad Optica media y teniendo en cuenta la curva obtenida con los estandares (Tijssen

P. in “Practice & Theory of Enz.Immunoassays).

1.7 Analisis de datos

Los analisis de datos se realizaron con el software GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad
Software, Inc, EE. UU). Los datos de los ensayos de muerte celular a diferentes concentraciones
de extractos de proteinas de las inclusiones parasporales y péptidos, se evaluaron por triplicado y
se presentan como media * error estandar de la media (SEM). Se consider6 como diferencia
significativa un valor p menor a 0.005 por medio de dos pruebas estadisticas: t-Student no pareado
utilizado para comparacion de dos grupos y ANOVA a una via y pos-test de Tukey para la
comparacion entre maltiples grupos.

Los datos de las absorbancias obtenidas en el ensayo dosis-respuesta con el tratamiento del
péptido PS6DONE a diferentes concentraciones fueron normalizados y por medio del GraphPad

Prism versién 8.0 (GraphPad Software, Inc, EE. UU) se realiz6 un analisis XY fit spline/LOWESS
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para interpolar los datos a los que se obtiene la inhibicion del 25 y 50%.

2. Resultados y Discusion

2.1 Cambios morfologicos inducidos por los extractos proteicos de inclusiones parasporales de
Bten HelLa

Con el fin de observar los cambios morfologicos producidos por los extractos proteicos de
las inclusiones parasporales de las siete cepas de Bt, las células tratadas se visualizaron en el
microscopio invertido (Figura 1). Las células no tratadas mostraron una morfologia adherente,
irregular y con una alta densidad de unién (Figura 1A). En contraste, las células tratadas con 10%
de DMSO mostraron una morfologia circular con una reduccién del citoplasma y pérdida de
adherencia entre células y la superficie (Figura 1B). Por su parte los extractos de las inclusiones
parasporales de Bt Seouloensis, Bt HD-2, Bt Seromalayensis, BT Dakota 2, Bt Neoleonensis, y Bt
Israelensis mostraron efectos en células Hela asociados a hinchamiento citoplasmatico,
formacion de ampollas o agregados citoplasmaticos en los limites del citoplasma (Flecha negra) y
en algunos casos liberacion de contenido citoplasmatico en el medio (Flecha azul) (Figura 1), estos
efectos en los cambios morfologicos estan relacionados con muerte celular asociada a necrosis
(Festjens et al., 2006).

Por su parte, los extractos proteicos de Bt Dakota 1 y Bt Oswaldocruzi muestran efectos
en células HelLa asociados a reduccion en el tamafio citoplasmatico, perdida de la adherencia
celular, y formacion de agregados citoplasmaticos relacionados posiblemente con vacuolas o

vesiculas (Flecha roja), efectos relacionados con muerte celular por autofagia (Veeran et al., 2017)
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0 apoptosis (EImore et al., 2007). Sin embargo, la principal diferencia entre Bt Dakota 1 y Bt
Dakota 2 es la concentracion del tratamiento. Bt Dakota 1 se administré a una concentracion de
12 pg/mL, en comparacién a Dakota 2 a una concentracién de 0.73 pg/mL, por lo que supone que
la concentracion del extracto de la inclusion parasporal juega un papel importante en el tipo de
muerte celular. Adicionalmente a una menor concentracion se observo efectos de hinchamiento

citoplasmatico mas notorios en comparacion con los otros tratamientos (Figura 1.H).

A B
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Figura 1. Efecto citopético de las inclusiones parasporales de siete cepas de Bt en células
HelLa. Las células se incubaron durante 24 horas con los diferentes extractos proteicos de las
inclusiones parasporales. A) Células sin tratamiento, B) DMSO 10%, C) Bt seouloensis (12.00
pg/mL), D) Bt dakota 1 (12.00 pg/mL), E) Bt HD-2 (12.00 pg/mL), F) Bt oswaldocruzi (12.00
pg/mL), G) Bt seromalayensis (8.66 pg/mL), H) BT dakota 2 (0.73 pg/mL), I) Bt neoleonensis
(2.17 pg/mL), y J) Bt israelensis (7.75 pug/mL). Las células HelLa se observaron en un campo
optico de 40X. Las flechas azules indican componentes extracelulares, las flechas rojas visualizan
formacion de agregados intracelulares o vacuolas y las flechas negras indican hinchamiento del
citoplasma.

2.2 Evaluacion del efecto citotoxico de los extractos proteicos de inclusiones parasporales de
Bt

Los efectos en la citotoxicidad de la linea celular HeLa producidos por los extractos
proteicos de las inclusiones parasporales de siete cepas de Bt fue evaluada mediante ensayos de
MTT. Todos los extractos evaluados presentaron una reduccién significativa en el porcentaje de
viabilidad celular después de 24 h de administracién (Figura 2). Los extractos que presentaron
mayor efecto citotoxico fueron: Bt dakota 2 (96.64%), Bt israelensis (92.75%), Bt seoulensis
(87.10%), Bt HD-2 (86.05%), Bt dakota 1 (79.94%) y Bt oswaldocruzi (75.68%).

En otros estudios, se ha analizado el efecto citotoxico en células T de leucemia y hemolitico
en eritrocitos de cabra de las inclusiones parasporales de cinco de las siete cepas probadas en este
trabajo (Bt seoulensis, Bt dakota, Bt neoleonensis, Bt israelensis y Bt oswaldocruzi) (Mizuki et
al., 1999). El estudio en mencidn se observé que las inclusiones parasporales de Bt sswaldocruzi

y Bt seoulensis no mostraron ningun efecto en contra de los dos tipos de lineas celulares
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mencionadas anteriormente. Sin embargo, en este estudio se observo un alto efecto citotdxico
frente a células de cancer de cuello uterino HelLa (Figura 2), por lo que estos dos tipos de
inclusiones parasporales pueden ser estudiados en otro tipo de células no cancerigenas para
observar su comportamiento y poder ser tomadas en cuenta para futuros experimentos in vivo.

Asimismo, Bt dakota, Bt neoleonensis y Bt israelensis mostraron efecto citotdxico contra
células T de leucemia (Mizuki et al., 1999), lo que, en adicion con este trabajo, el efecto de muerte
celular en células de cancer de cuello uterino HeLa producido por estos 3 extractos de inclusiones
parasporales implica un mayor espectro de accion sobre distintos tipos de cancer.

*kkok

100= dkkok

Fdkk ek

kkkk wkkk

sk

~
1]
L

Muerte celular (%)
(41
o
1

N
w
1

Figura 2. Porcentaje de muerte celular inducida por los extractos de inclusiones parasporales
de siete cepas de Bt. Las células HeLa se incubaron con cada uno de los extractos obtenidos de
las cepas de Bt durante 24 horas y evaluados mediante ensayos de MTT. Los valores se representan
como la media + SEM de tres experimentos individuales (n=3). Las diferencias estadisticas entre
los extractos fueron determinadas por medio de una prueba t-Student (***p=0.0003,
****n<0.0001).

Se ha descubierto que el componente de inclusion parasporal Cyt1A de Bt israelensis ha

mostrado un EC50 de 8,6 pg/mL (Mizuki et al., 2000), por lo que la reduccién de la viabilidad
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celular del 92.75% del extracto evaluado a una concentracion de 7.75 pg/mL (Figura 2) sugiere un
efecto adicional de otros componentes proteicos presentes en el extracto.

En conjunto estos hallazgos destacan el potencial rol citotoxico de las inclusiones
parasporales obtenidos de las siete cepas de Bt en cancer de cuello uterino. Sin embargo, para
poder ahondar en los efectos observados, es importante aislar y purificar las proteinas presentes en
cada cepa bacteriana en estado de esporulacion. Esto con el proposito de determinar la presencia
de parasporinas y adicionalmente, otras proteinas implicadas en procesos de muerte celular en
células HeLa. Asi mismo, es relevante poder evaluar las proteinas especificas en un rango amplio
de concentraciones para calcular el IC50 en el mismo cultivo celular.

2.3 Modelamiento estructural de los péptidos sintéticos PSSDONE y PS6DTWO

Debido a la baja concentracion obtenida de los extractos derivados de las cepas de Bt, se
procedio a analizar dos péptidos sintéticos derivados de regiones de interés de la PS6 denominados
PS6DONE y PS6DTWO. ElI PS6DONE es wun péptido de 30 aminoacidos
[GPIGTTIGGAISGPIANALFGLIPGMKPLT] derivado del dominio 1 de la PS6. Su estructura
secundaria corresponde a una a-hélice (Figura 3A) con una carga neta positiva de +1 (Tabla 1).
Esta region fue seleccionada debido a antecedentes con péptidos derivados de proteinas Cry11Bb
como posibles antimicrobianos denominados péptidos antimicrobianos cationicos como el péptido
BTM-P1 derivado del dominio 1 de 26 aminoacidos con estructura helicoidal, el cual ha
demostrado tener actividad contra distintas cepas bacterianas (Segura et al., 2007).

Por su parte, el PS6DTWO es un péptido de 20 aminoacidos
[QNLTLLDTIGPIFPGKYVIN], el cual corresponde a la estructura del bucle 3 (Figura 3B) del
dominio 2 de la PS6, con una carga neta neutra (Tabla 1). Esta region fue considerada teniendo en

cuenta que se ha demostrado en ensayos de mutagénesis dirigida a residuos de fenilalanina la
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importancia de los bucles expuestos a superficie con el dominio de union a receptor, ademas, los
residuos hidréfobos desempefian un papel importante al generar interacciones con las regiones
hidrofobas de la bicapa lipidica la actividad insecticida (Wu et al., 2000). Sin embargo, la
secuencia de este péptido presenta 8 aminoacidos hidrofobicos (1:3, V:1, L:3y F:1) lo que presenta
un radio de hidrofobicidad de 40% (Wang et al.2016), en contraste con un 50% de hidrofobicidad

presentada por la mayoria de los péptidos antimicrobianos (Yeaman et al., 2003).
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Figura 3. Modelo estructural propuesto para los péptidos sintéticos por medio de I-TASSER;
A) a-hélice del péptido PS6DONE, B) loop 3 del péptido PS6DTWO. Los péptidos se visualizaron
por medio de Chimera version 1.15.
2.4 Efecto citotoxico de péptidos sintéticos derivados de PS6

Empleando los dos péptidos sintéticos PS6DONE y PS6DTWO se procedio a evaluar sus
efectos citotoxicos en células HelLa. Inicialmente, los péptidos fueron analizados por medio de
diluciones seriadas a partir de 250 pg/mL (250, 125, 62.5, 31.25 y 15.62 pg/mL). El péptido
PS6DONE gener0 una reduccion significativa en la viabilidad celular en concentraciones
superiores a 31.25 pg/mL (Figura 4A). La concentracion con la mayor reduccion en la viabilidad

celular fue de 250 pg/mL tras 24 horas con el tratamiento. Por su parte, el péptido PS6DTWO no

present0 un efecto citotoxico en ninguna concentracion, por el contrario, en concentraciones de
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125, 62.5y 15.62 pg/ml mostré un aumento en la proliferacion celular (Figura 4B).
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Figura 4. Porcentaje de viabilidad celular observado en la linea celular de cancer de cuello
uterino HelLa tratada con PS6DONE y PS6DTWO. Las células fueron tratadas con (A)
PS6DONE y (B) PS6DTWO en un rango de concentraciones entre 15.62-250 pg/mL durante 24 h
y analizadas mediante un ensayo MTT. Los valores se representan como media =+ SEM de tres
experimentos individuales (n=3). Las diferencias estadisticas fueron determinadas por medio de
una prueba t-Student (** p<0.001, **** p<0.0001).

Una posible explicacion de los efectos citotoxicos producidos por PS6DONE en
comparacion al péptido PS6DTWO (Figura 4) es por la naturaleza quimica de los mismos (Barreto
et al., 2019; Mufioz et al., 2007; Segura et al., 2007). Los péptidos con cargas netas positivas
denominados péptidos catidnicos antimicrobianos (Barreto et al.,, 2019) o péptidos
anticancerigenos (Felicio et al., 2017) presentan una mayor actividad citotoxica frente a péptidos
con carga negativa o péptidos con carga neta neutra (Barreto et al., 2019). Los péptidos catidnicos
como PS6DONE pueden presentar una mayor interaccion electrostatica con diferentes moléculas
que le confieren una carga negativa a la membrana de células cancerigenas como la fosfatidilserina
(Barreto et al., 2019; Epand et al., 1999; Yamaiji et al., 2006). Adicionalmente, otra caracteristica

importante que determinan la efectividad de los péptidos anticancerigenos es su estructura y su

hidrofobicidad, ya que estructuras a-hélice tienden a ser mas activas, y péptidos con un porcentaje
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alto de aminoacidos hidrofébicos permiten una mayor interaccion con la bicapa lipidica (Barreto
etal., 2019).

Por consiguiente, las propiedades fisicogquimicas como la carga, la hidrofobicidad vy la
estructura de los péptidos anticancerigenos son importantes para generar un efecto citotoxico
frente a celulas cancerigenas. Por ello, se sugiere aumentar la carga neta de los péptidos PS6DONE
y PS6DTWO realizando una sustitucion acido-amida el cual consiste en sustituir el grupo -COO
H (Carboxi) terminal por un grupo -CONH2 (Amida) terminal (Jin et al., 2016). Por su parte, para
el péptido PS6DTWO se puede sustituir aminoacido aspartato (Asp) por su homdélogo amida la
asparagina (Asn) (Ueno et al., 2011). Cabe resaltar que la adicién aleatoria de aminoacidos con
carga positiva supone una desventaja ya que puede interferir con la estructura original del péptido
(Ueno et al., 2011).

Debido al efecto citotoxico presentado por el péptido PS6DONE se calculé el 1C50 (Figura
5A). La concentracion a la que presento el 50% de la muerte celular fue de 244.3 pg/mL, una dosis
alta en comparacion con el IC50 reportado en otros trabajos para la PS6 (Nagamatsu et al., 2010)
u otros péptidos anticancerigenos (Risso et al., 1998). Considerando la posibilidad de que el
péptido pudiese afectar células no tumorales, se calculo también el IC25 del péptido siendo de 57.6
pg/mL. A esta concentracion, se reduce un 25% la viabilidad celular en HeLa como se observa en
la figura 5A.

Por tanto, se evaluaron dos concentraciones del péptido PS6DONE 244.3 pg/mL y 57.6
pg/mL en células VERO, un linaje de células no cancerigenas proveniente de tejido epitelial de
rifidn de mono verde africano. Se observo que el péptido PS6DONE tiene un efecto similar en este
linaje comparado con células HelLa ya que un tratamiento con el péptido a una concentracion de

244.3 pg/ml redujo la viabilidad celular un 28.3%, y el tratamiento con el péptido a una
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concentracion de 57.6 pug/ml redujo la viabilidad celular un 18.96% como se observa en la figura
5B. A razon de la disminucién en la viabilidad celular debido a la concentracion del péptido en
células no cancerigenas, los posteriores ensayos se realizaron con la concentracion al que se

produce el IC25 en células HeLa.

100
100
—. 754 ]
s & -
T 2
E [E]
S 50+ E
g g 50_ ——
) o
S B
Z 5 ‘ ; >
1025 150 | S
itug/mi) (ug/mi) §
576 244 3}
v i
0 T |v T T T T T T T T 0- T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 © o & &
& S & )
‘e <2 (o] & >
Concentracion (pg/ml) od @e "bb‘b‘ ,\g:
<« Q é” Q/‘D
(8) o‘;
e*’o ®
Q &

Figura 5. Actividad citocida del péptido PS6DONE en células HeLa y VERO. A) Curva de
dosis-respuesta en la que se muestra el 1C50 y el IC25 a partir de la exposicion a diferentes
concentraciones del péptido en la linea celular HeLa. (B) Porcentaje de viabilidad celular de
células VERO con tratamientos del péptido PS6DONE a una concentracion de 244.3 4 g/mL y
57.6 pg/mL durante 24 horas. Las condiciones experimentales fueron analizadas mediante un
ensayo MTT. Los valores se representan como media + SEM de tres experimentos individuales
(n=3) Las diferencias estadisticas fueron determinadas por medio de una prueba t-Student (***
p=0.001, **** p<0.0001).

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de tiempo-respuesta del péptido PSGDONE en Hela
y se midi6 el efecto en la viabilidad celular tras la incubacion en periodos de tiempo de 0, 24, 48
y 72 horas. Se logro observar una reduccion en la viabilidad celular del 24.74% en un tiempo de O
horas, y del 24.71% a las 24 horas. Posterior a las 48 horas se observo un efecto de muerte celular,

reduciendo la viabilidad celular un 3.04 %. Finalmente, tras 72 horas con el tratamiento se observo

un efecto de proliferacion celular aumentando un 3.54% la viabilidad celular, indicando que el
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tiempo al que se presenta mayor efecto citotoxico es entre 0 y 24 horas. Sin embargo, no se

presentaron diferencias significativas entre los tiempos analizados (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de viabilidad celular observado en la linea celular de cancer de cuello
uterino HelLa tratada con PS6DONE en diferentes periodos de tiempo. El péptido PSGDONE
fue suministrado a células HeLa a una concentracion de 57.6 pg/mL y sus efectos en viabilidad
fueron determinados en intervalos de tiempo de 0, 24, 48 y 72 horas por medio de un ensayo MTT.
Los valores se representan como media £ SEM de tres experimentos individuales (n=3). Los datos
fueron analizados mediante una ANOVA a una via y pos-test de Tukey, no se presentaron
diferencias significativas.

2.5. Cambios morfoldgicos inducidos por el péptido PS6DONE en células HelLa

Los cambios morfoldgicos generados por el péptido PS6DONE fueron estudiados
mediante un microscopio invertido en un campo éptico de 40X. Las células no tratadas muestran
una alta confluencia con una alta densidad de unién y presentan una morfologia caracteristica de
células epiteliales ya que se observan células adherentes y alargadas (Figura 7A). Las celulas
tratadas con DMSO presentan una baja confluencia y muestran una morfologia redondeada y
reduccién en el tamafio celular (Figura 7B). Finalmente, para las células tratadas con PSGDONE
se observo pérdida en la confluencia celular, una morfologia circular y una condensacién celular

posiblemente debido a la formacion de vacuolas, las flechas indican los cambios morfoldgicos
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asociados a una reduccion celular y cambios hacia una morfologia circular (Figura 7C),
caracteristicas asociadas a muerte celular por autofagia (Veeran et al., 2017), a diferencia de la

muerte celular producida por necrosis esta no presenta hinchamiento citoplasmatico.

C

Figura 7. Efecto citopatico inducido por el péptido PS6DONE en células HelLa. (A) Células
no tratadas. (B) Células con DMSO al 10% y (C) células HelLa tratadas con péptido PS6DONE a
una concentracion de 57.6 pg/ml durante 24 horas. Las células HelLa se observaron en un campo
optico de 40X. Las flechas indican la morfologia circular y la aparicidn de agregados o vacuolas
intracelulares.

2.6 Niveles de AMPc en células HelLa tratadas con PS6DONE

Con el propésito de evaluar los posibles mecanismos de accion del péptido PS6DONE, se
analizaron los niveles de AMPc en las diferentes condiciones experimentales. Los principales
reguladores de AMPc en la célula son la Adenilil Ciclasa transmembrana (ACtm) (Taussig et al.,
1995) y la Adenilil Ciclasa soluble (ACs) (Chen et al., 2000). La familia de estas enzimas es
responsable de catalizar la conversion de ATP a AMPc y fosfato inorganico (Kamenetsky et al.,
2006). La via de sefializacion mediada por el segundo mensajero AMPc involucra multiples
procesos fisioldgicos de muerte y proliferacion celular (Ladilov et al., 2014). Esta via de
sefializacion ha sido propuesta como activacion por proteinas CrylAb y CrylAc, generando la
unioén de dichas proteinas a MsCAD (Cadherina Bombyx mori) 0 BT-R1, provocando la activacién

e inicio de cascada de sefializacion por la AC, aumentando lo niveles intracelulares de PKA y
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generando muerte celular y formando vesiculas en la membrana, hinchamiento citoplasmatico y
posterior lisis (Zhang et al., 2006) A consecuencia de esto, se determind la concentracion de AMPc
en células HelLa por medio de un inmunoensayo-ELISA competitivo directo.

IBMX es un inhibidor de fosfodiesterasas por lo que se usé como supresor de la
degradacion de AMPc en todos los grupos en una concentracion de 500 UM (Brueggemann et
al.,2018). La concentracion basal de AMPc en células HeLa solamente con IBMX fue de 7.12
pmol/mL (Figura 8A). Como control positivo se tomaron células tratadas con el diterpeno
forskolina (Taussig et al., 1995) e IBMX que mostré una concentracion de 27.3 pmol/mL. Por su
parte, las células HelLa tratadas con el péptido PS6DONE a una concentracion de 57.6 pg/mL
aumentaron significativamente los niveles de AMPc a 11.05 pmol/mL en comparacion con las

células sin tratamiento (Figura 8A).
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Figura 8. Niveles intracelulares de AMPc en células HeLa tratadas con el péptido PS6DONE.
(A) Se incubaron células HeLa con IBMX (500uM), forskolina (50 uM) e IBMX (500 uM) vy el
péptido PS6DONE con IBMX (500 uM) durante 24 horas. Los listados celulares se analizaron
mediante un ensayo de ELISA para la cuantificacion de AMPc. Los valores se representan como
media £ SEM de dos experimentos individuales (n=2). Los datos fueron analizados mediante una
ANOVA aunaviay pos-test de Tukey (*p=0.0161, **** p<0.0001). (B) Porcentaje de viabilidad
celular de los tratamientos con IBMX/FSK, IBMX y PS6DONE con IBMX (500uM) durante 24
horas. Los valores se representan como media + SEM de tres experimentos individuales (n=3).



URAN

Universidad
26 Antonio Narino

Los datos fueron analizados mediante una ANOVA a una via y pos-test de Tukey (*** p=0.0005,
**** p<0.0001).

Uno de los mecanismos propuestos para péptidos con a-hélice como el péptido PS6DONE
es la formacion transmembranal de poros o canales i6nicos por oligomerizacion (Hallock et al.,
2002; Hoskin et al., 2008; Porcelli et al., 2004), generando un aumento en los niveles intracelulares
de Ca*? (calcio) y HCOs  (bicarbonato) presentes en el medio DMEM. En consecuencia, la ACs
puede ser estimulada de forma dependiente de la concentracion de estos iones (Geng et al., 2005)
y aumentar los niveles de AMPc como se observa en la figura 8A. Un aumento en los niveles de
AMPc puede desencadenar dependiendo de la linea celular en muerte o proliferacion celular
(Ladilov et al., 2014). Sin embargo, en este estudio observamos que una disminucion significativa
en el porcentaje de viabilidad celular producido por forskolina el cual disminuye a 12.48% y por
el péptido PSGDONE a 47.12% (Figura 8B), poniendo evidencia que una mayor concentracion de
AMPCc puede influir en la muerte celular de células HeLa. Estos hallazgos sugieren que el péptido

PS6DONE podria inducir la muerte celular mediante una via que involucra el aumento del AMPc.

2.7 Evaluacion de muerte celular por apoptosis por el péptido PSSDONE

Para estudiar la muerte inducida por apoptosis producidos por el péptido PSGDONE se
utilizé el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK (Pagani et al., 2020) y analizados mediante un
ensayo MTT. Los resultados indicaron que no hubo reduccidn significativa en la muerte celular
entre los grupos con células tratadas solamente con Z-VAD-FMK y las células tratadas con Z-
VAD-FMKy el péptido PS6DONE. En contraste, se observo una diferencia significativa entre los
grupos de células tratadas con el inhibidor y tratadas con Z-VAD-FMK y DMSO, el cual logro
reducir la muerte celular como se observa en la figura 9. Por esta razon, se sugiere una posible via
de muerte celular por autofagia independiente de rapamicina (mTOR), a través de la activacion de

PKA/ERK vy por ultimo beclina-1 (Ugland et al., 2011). Esta posible via de accion es sefialada
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también por los cambios morfoldgicos descritos anteriormente. Sin embargo, es importante
realizar estudios moleculares especificos para lograr corroborar el mecanismo sugerido y
determinar con mayor exactitud las vias implicadas en el proceso de muerte celular de HelLa por

el péptido PS6DONE.
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Figura 9. Efecto del péptido PS6DONE en la via de muerte celular por apoptosis. Las células
se trataron con el péptido PS6DONE, el inhibidor de caspasas Z-VAD-FMK (20 uM) solo o en
combinacion con DMSO al 10% o el péptido PS6DONE. Los valores se representan como media
+ SEM de tres experimentos individuales (n=3). Los datos fueron analizados mediante una
ANOVA a una via y pos-test de Tukey (**** p<0.0001).

3. Conclusiones
e Los diferentes tratamientos con los extractos de proteinas de las siete cepas de Bt en el
ensayo de viabilidad generan distintos niveles de citotoxicidad frente a la linea de cancer
de cuello uterino HeLa. El mayor efecto citotoxico lo produjo el extracto proteico  de la
cepa Bt dakota a una concentracion de 0.73 pg/mL, reduciendo la viabilidad celular en un

96.6%. Los efectos citopaticos producidos por los diferentes extractos de Bt evidenciaron
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una expansion o hinchamiento del citoplasma y formacion de ampollas, efectos
relacionados con necrosis.

Los efectos en la viabilidad celular de los extractos proteicos de las inclusiones
parasporales pueden estar determinados por las concentraciones a las que se realizaron los
ensayos, y la posible presencia de diferentes parasporinas o proteinas Cry. Por ello es
importante realizar una purificacion y caracterizacion de proteinas como parasporinas u
otras proteinas implicadas.

El péptido PS6DONE induce cambios importantes en la morfologia celular como pérdida
de adherencia, forma redondeada, agregados intracelulares o formacion de vacuolas,
indicando que este péptido puede inducir muerte celular en células HeLa. Adicionalmente,
el péptido catiénico PS6DONE presenta un efecto citotdxico a concentraciones superiores
a 31.25 pg/mL, efecto que no fue observado con el péptido neutro PS6DTWO,
posiblemente debido a la naturaleza quimica de cada péptido. PSGDONE puede generar
poros transmembranales al unirse a moléculas cargadas negativamente que se encuentran
en la membrana de células cancerigenas como la fosfatidilserina.

El péptido PS6DONE ostenta un 1C50 de 244.3 pug/mL y un 1C25 de 57.6 pg/mL en la
linea celular HeLa. En las células no cancerigenas VERO estas dos concentraciones
mostraron un efecto citotoxico moderado, reduciendo la viabilidad celular en un 28.3% a
una concentracion de 244.4 ug/ml y 18.96% a una concentracion de 57.6 pg/ml.

El tratamiento con el péptido PS6DONE genera un incremento significativo en los niveles
de AMPc en la linea celular HeLa, acompariado de una disminucidn en la viabilidad celular.
Por tanto, es posible que el péptido PS6DONE induzca la muerte celular por medio de la

via de la adenilato ciclasa, posiblemente por medio de la formacion de poros
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transmembranales que permitan el paso de iones como el Ca*? y el HCOs del espacio
extracelular al citoplasma, activando asi la ACs.

e El péptido PS6DONE no induce la muerte celular por la via apoptdtica dependiente de
caspasas, lo cual apoyaria un mecanismo alternativo de muerte celular mediada por la via
de la AC y posiblemente la activacion de PKA/ERK, PI3K y beclina-1. Sin embargo, es
importante realizar estudios para determinar la posterior activacion de la cascada de

sefializacion por parte del AMPc.
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