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RESUMEN

Las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis (Bt) han sido reconocidas por su acción biocontroladora contra insectos plaga. Recientemente se ha descrito que algunas cepas de Bt codifican proteínas que no presentan actividad insecticida, pero al ser enfrentadas a líneas celulares de cáncer de diferentes tipos han demostrado actividad citotóxica. Estas proteínas han sido denominadas parasporinas (PS) y surgen como una potencial alternativa para el tratamiento del cáncer debido a que presentan citotoxicidad hacia diferentes líneas celulares cancerígenas y baja o nula citotoxicidad hacia células normales. 
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ABSTRACT

Cry toxins from Bacillus thuringiensis (Bt) have been recognized for their biocontrol action against insect pests. Recently it has been described some strains of Bt produce proteins without insecticidal activity, but when cancer cell lines of different types are exposed to these proteins they have demonstrated cytotoxic activity. These proteins have been called parasporins (PS) and are a potential alternative for the treatment of cancer because they have high cytotoxicity in different cancer cell lines, and null or low toxic activity in normal cells.

Key words: Cancer, receptor, toxin Cry

Recibido: julio 25 de 2018	Aprobado: noviembre 22 de 2018

[bookmark: _GoBack]DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v20n2.73668

INTRODUCCIÓN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram Positiva, aerobia, formadora de esporas y su proceso de esporulación se caracteriza por producir cristales paraesporales de origen protéico con propiedades insecticidas (Bravo et al., 2005). La producción de dicho cristal está constituído por -endotoxinas, clasificadas en dos grupos: toxinas Cry (Crystal) y toxinas Cyt (Cytolitic). La presencia del cristal parasporal es el rasgo fenotípico de Bt con el cual se separa a esta bacteria de otras especies del género Bacillus (Vilas-Bôas et al., 2007). El comité de nomenclatura de toxinas de Bt define a las toxinas Cry como -endotoxinas que tienen similitud de secuencia primaria con las toxinas Cry reportadas y que presentan o actividad pesticida o algún efecto tóxico experimentalmente verificable hacia un organismo blanco (Crickmore et al., 2014).

De acuerdo al análisis filogenético realizado por el comité de nomenclatura de toxinas Bt (Crickmore et al., 2014)  a partir de la secuencias de proteínas, las toxinas Cry se clasifican en cuatro familias protéicas: 1. Las toxinas Cry de tres dominios (Cry-3d), es la familia que agrupa la mayoría de toxinas producidas por Bt y como su nombre lo indica se caracterizan por presentar tres dominios en su estructura; se han reconocido ampliamente por su actividad insecticida contra lepidópteros, coleópteros, dípteros entre otros órdenes de insectos (Adang et al., 2014); 2. La familia ETX/MTX, relacionadas estructural y secuencialmente con la toxinas ETX de Clostridium epsilon y con la toxina mosquitocida MTX de Lysinibacillus sphericus (Naimmov et al, 2008); 3. La familia de las toxinas Bin (binarias), que incluye proteínas que de forma individual no exhiben efecto tóxico, pero sí al interactuar con otra proteína (Adang et al., 2014) y 4. La familia de las toxinas Cyt que presentan actividad hemolítica (Soberón et al., 2013). Así mismo, cepas de Bt también producen proteínas denominadas toxinas insecticidas Vip, producidas durante su crecimiento vegetativo. Se han identificado las Vip1, Vip2 y Vip3. (Bravo et al., 2013).

Sin embargo, desde hace aproximadamente 19 años, investigaciones relacionadas con el aislamiento de cepas de Bt a partir de diversos nichos ecológicos, han revelado la producción de cristales parasporales que no presentan actividad hemolítica o insecticida (Periyasamy et al., 2016), pero que a partir de la primera publicación realizada por Mizuki et al., (2000) demostraron tener actividad anticancerígena con acción selectiva; es decir tienen actividad contra líneas celulares cancerosas y baja o nula actividad contra células sanas (Espino-Vázquez et al., 2012). Dichas proteínas se denominaron Parasporinas (PS) y se han clasificado  con base en la homología entre sus secuencias protéicas primarias, las cuáles idicaron que estructuralmente tienen semejanzas con las toxinas Cry de las familias Cry-3d, MTX y Bin (Krishnan, 2013). Hasta el momento se han identificado 19 PS y se han clasificado en seis niveles desde la PS-1 a la PS-6 (tabla 1) por el “Committee of Parasporin Classification and Nomenclature” (Okumura et al., 2010). 

De acuerdo a lo anterior, esta revisión pretende analizar reportes relacionados con proteínas activas contra líneas celulares de cáncer, producidas por Bt, debido a la importancia de encontrar nuevas formas de combatir el flagelo del cáncer. Este artículo pretende incentivar el estudio de las parasporinas en Colombia, país considerado megadiverso, a través del aislamiento y estudio de cepas nativas de Bt. La revisión describe las principales características de las parasporinas a la fecha identificadas, la actividad citotóxica que han presentado frente a algunas líneas celulares de cáncer y el aislamiento de cepas nativas de Bt productoras de toxinas PS.

CARACTERÍSTICAS DE LAS PROTEÍNAS PS

Como una de las principales características identificadas de PS, se resalta que en el cristal parasporal producido por Bt, se encuentran como protoxinas y para ser tóxicas primero deben ser solubilizadas a pH alcalino o ácido y posteriormente ser digeridas por serín proteasas, como la proteinasa K o la tripsina. Esto ha sido determinado mediante ensayos in vitro (electroforesis SDS-PAGE) y secuenciación aminoacídica (Mizuki et al., 2000; Saitoh et al., 2006; Ohba, et al., 2009). En la tabla 1 se observa ésta característica protéica en la columna 5 y 6 en donde se resalta la masa relativa de la protoxina y de la toxinas, que en la mayoría de los casos están compuestas por más de un fragmento. Así mismo se indica el amplio uso de la tripsina y la proteinasa K como enzimas digestivas que determinan el tamaño del fragmento tóxico (Okomura et al., 2010). A pesar de que algunas publicaciones resaltan el uso de otras enzimas, como la pepsina o la quimiotripsina, estas no han demostrado resultados significativos; ya que con la primera se determinó que la toxicidad frente a células MOLT-4 presentaba los mismo datos de mortalidad comparado con el uso de proteinasa K (Okomura et al., 2004);  y para la segunda, los fragmentos activos que generó no presentaron toxicidad frente a los cultivos celulares de cáncer evaluados (Mizuki et al., 2000). 

	Parasporina
	Nomenclatura Cry
	Cepa Bt
	Gen
(pb)
	Pro-toxina (kDa)
	Fragmentos tóxicos (kDa)
	Proteasa
	País
	Referencia

	PS1Aa1
	Cry31Aa1
	84-HS-1-11
	2,169
	81
	66,58,56
	Tripsina 
	Japón, Estados Unidos
	(Mizuki et al., 2000)

	PS1Aa2
	Cry31Aa2
	M15
	2,226
	83
	55, 70
	Tripsina
	Canadá
	(Jung et al., 2007)

	PS1Aa3
	Cry31Aa3
	B195
	2,169
	81
	56
	Tripsina
	Japón
	(Uemori et al., 2008)

	PS1Aa4
	Cry31Aa4
	Bt79-25
	2,169
	81
	---
	Proteinasa K
	Vietnam
	(Yasutake et al., 2008)

	PS1Aa5
	Cry31Aa5
	Bt92-10
	2,169
	81
	---
	Proteinasa K
	Vietnam
	(Yasutake et al., 2008)

	PS1Aa6
	Cry31Aa6
	64-1-94, M15, M019
	2,262
	70
	15 y 55
	Tripsina
	Japón, Caribe, Canadá.
	(Nagamatsu et al., 2010)

	PS1Ab1
	Cry31Ab1
	B195
	2,178
	82
	56
	Tripsina
	Japón
	(Uemori et al., 2008)

	PS1Ab2
	Cry31Ab2
	Bt-31-5
	2,178
	82
	---
	Proteinasa K
	Vietnam
	(Yasutake et al., 2008)

	PS1Ac1
	Cry31Ac1
	Bt-87-29
	2,331
	87
	---
	Proteinasa K
	Vietnam
	(Yasutake et al., 2008)

	PS1Ac2
	Cry31Ac2
	B0462
	2,331
	87
	15 y 607445
	Proteinasa K
	Japón
	(Kuroda et al., 2013 – No publicado; Kuroda et al., 2013)

	PS1Ad1
	Cry31Ad1
	64-1-94, M15, M019
	2,262
	73
	14 y 59
	Tripsina
	Japón, Caribe, Canadá.
	(Nagamatsu et al., 2010)

	PS2Aa1
	Cry46Aa1
	A1547, 4R2
	1,014
	37
	30
	Proteinasa K
	Japón, Estados Unidos.
	(Ito et al., 2004)
(Brasseur et al., 2015)

	PS2Aa2
	Cry31Aa2
	A1470
	1,011
	37
	---
	---
	Japón
	(Ishikawa et al., 2008 2013 – No publicado)

	PS2Ab1
	Cry31Ab1
	TK-E6
	912
	33
	29
	Proteinasa K
	Japón
	(Hayakawa et al., 2007)

	PS3Aa1
	Cry41Aa1
	A1462
	2,475
	88
	64
	Proteinasa K
	Japón
	(Yamashita et al., 2005)

	PS3Ab1
	Cry41Ab1
	A1462
	2,487
	70
	---
	Tripsina
	Japón
	(Nagamatsu et al., 2010)

	PS4Aa1
	Cry45Aa1
	A1470, T98+
	2,487
	30
	26.8
	Pepsina ó Proteinasa K
	Japón
	(Okomura et al., 2004)

	PS5Aa1
	Cry64Aa1
	A1100
	918
	33
	30
	Proteinasa K
	Japón
	(Ekino et al., 2014)

	PS6Aa1
	Cry63Aa1
	64-1-94, M15, 1019
	2,259
	85
	14 y 59
	Tripsina
	Japón, Caribe, Canadá.
	(Nagamatsu et al., 2010)


Tabla 1. Clasificación y características de proteínas PS. (---) No determinado. (García 2016; Okomura et al., 2013)

Para esta revisión se construyó un dendrograma con secuencias PS reportadas en GenBank con el respectivo número de acceso indicado en las etiquetas de cada terminal (figura 1). Se puede, en esta figura, observar la identidad entre las secuencias de aminoácidos de cada parasporina ya que con un mismo color se observa el agrupamiento por homología entre las PS y la baja homología entre cada grupo, lo cual sugiere que este tipo de proteínas son altamente heterogéneas (Ohba, et al., 2009); incluso al compararlas con toxinas insecticidas (Cry3a y Cyt3), que se observan en color negro y sólo mostraron cercanía al ubicarse en un nodo cercano a PS3 y PS5 respectivamente. Las PS1 es el grupo de proteínas con más ejemplares identificados (rojo), todas relacionadas a partir de un mismo nodo.
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Figura 1. Dendrograma construido con el sofware Geneious y con Figtree (v1.4.3) usando el algoritmo Neighbor Joining, a partir del alineamiento (clustal W) de secuencias de aminoácidos de PS reportadas en GenBank. En color rojo se indica el grupo PS1, en azul el grupo PS2, en morado el grupo PS3, en verde el grupo PS4, en naranja el grupo PS5 y en rosa el grupo PS6. En negro se observan secuencias de toxinas insecticidas (Cry3Aa y Cyt3Aa). 

Parasporina-1 (PS1)
La PS1Aa1 (Cry31Aa1) fue la primera toxina PS identificada. Como protoxina es un polipéptido de 81 kDa, cuya secuencia aminoacídica contiene los cinco bloques conservados, comúnmente descritos para las proteínas Cry insecticidas. Sin embargo, la identidad en la secuencia de aminoácidos de PS1Aa1 con respecto a las proteínas Cry y Cyt bioinsecticidas es menos del (<25 %) (Ohba, et al., 2009). De acuerdo a la presencia de los bloques conservados se infiere que la estructura de estas toxinas es característica de los tres dominios de proteínas Cry (Adang et al., 2014). 

Estudios de Katayama et al., (2005) con la cepa A1190 de Bt que produce  PS1Aa1 (Mizuki et al. 2000) determinaron que la digestión de la protoxina a diferentes concentraciones de proteinasa K y tripsina es responsable de la actividad tóxica frente a células HeLa (cáncer de cuello uterino humano) y HL60 (células de leucemia mieloide), mediante ensayos de viabilidad celular utilizando MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). En dicho ensayo se observó mayor actividad cuando la protoxina fue tratada con tripsina (50% DL50), ya que de esta forma fueron identificados tres péptidos, dos de ellos tóxicos: uno pequeño de 15 kDa y otro de 56 kDa. Estos dos fragmentos fueron separados e identificados mediante cromatografía en columna (Superdex 75) y SDS-PAGE, encontrándose que los dos fragmentos formaban un heterodímero difícil de disociar en presencia de detergentes o agentes desnaturalizantes débiles, por lo que los autores sugirieron que este heterodímero compone el fragmento tóxico de la PS1Aa1. Para PS1Aa2 (Cry31Aa2) se realizaron pruebas similares en donde se concluyó que solo la digestión con tripsina generó el fragmento tóxico a pesar de ser también tratada con quimotripsina y proteinasa K. (Jung et al., 2007)

Se ha identificado que las PS1 ejercen efectos citotóxicos altos contra ciertas líneas celulare como las tipo HeLa (Ito et al., 2004), MOLT-4 (leucemia de células T) (Katayama et al., 2007) y HL60 (Kitada et al., 2006). También efecto citotóxico moderado hacia células Sawano (células de cáncer endometrial) and HepG2 (células de cáncer de hígado) y nula actividad tóxica contra células células T obtenidas de tejidos normales y líneas celulares MRC-5. Dicha actividad selectiva sugiere el reconocimiento de un receptor específico entre el fragmento tóxico PS1 y las células blanco.  Katayama et al. (2011) identificaron y patentaron la molécula beclina-1 como receptor de  PS1Aa1; indicando que este receptor es una proteína que en células normales actúa intracelularmente en procesos como la autofagia y apoptosis, pero en las células HeLa está localizada de forma extracelular (Zhong et al 2009). 

Parasporina-2 (PS2)
Dos de las principales PS2 son producidas por las cepas Bt A1547 (PS2Aa1) y A1470 (PS2Aa2). Son proteínas de 37 kDa como protoxina (Kitada et al., 2006), y se diferencian entre ellas en tan solo cuatro residuos de aminoácidos. Dichas protoxinas al ser cortadas por proteasas por los extremos amino y carboxilo terminal, se genera un fragmento tóxico de aproximadamente 30 kD (Okumura et al.,  2013). Esta proteína ha mostrado citotoxicidad frente a líneas celulares como HepG2 (cáncer de hígado), Jurkat (leucemia de linfocitos T) y poca actividad hacia células HeLa y hepatocitos normales (Ito et al., 2004). 

La PS2Aa1 (Cry46Aa1) es un polipéptido de 338 residuos de aminoácidos. Ésta parasporina no presenta estructura de los tres dominios típicos de las proteínas Cry insecticidas ya que los resultados obtenidos de alineamientos, únicamente presentó identidad de tan solo 23.5%  con Cry15Aa (Ito et al 2004). Es importante señalar que la proteína Cry15Aa tiene alta identidad con toxinas mosquitocidas (Mtx2 y Mtx3) de Bacillus sphaericus (de Maagd et al., 2003); a las cuales  se les ha reconocido su similitud con la toxina aerolisina de Aeromonas hydrophila, toxina bacteriana reconocida como  β-formadora de poros (TFP) (Akiba et al., 2009). Esto sugiere un posible mecanismo de acción poro formador para este tipo de toxinas.

A la fecha, la única PS con estructura definida por difracción de rayos x es la PS2Aa1 (PDB:2ZTB). Se identificó que la toxina está conformada principalmente por hojas β, que se enrollan y alargan sobre el eje de la molécula; estructura similar a la toxina aerolisina TFP (Akiba et al., 2009).
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Figura 2. Estructuras tridimensionales de las toxinas A) PS2Aa1 (PDB:2ZTB), B) Epsilon de Clostridium perfringes (ETX) (PDB:1UYJ) y C) Aerolisina de Aeromonas hydrophila (PDB: 1PRE). Imagen diseña en el software PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC). La línea punteada indica los límites de cada dominio, en donde D1 corresponde al dominio 1, D2 al dominio 2 y D3 al dominio 3. Los números de 1 al 5 indican formaciones estructurales alfa y beta de la toxina. 

Tal y como se observa en la figura 2, el dominio 1 (D1) de la PS2 (A) está compuesto por cuatro α-hélices cortas y cuatro hojas β pequeñas antiparalelas. La α-hélice uno (1) limita con el dominio 2 (D2), mientras la hélice dos (2) y tres (3) forman el sándwich de la hoja β. El dominio 1 es rico en residuos aromáticos expuestos (fenilalanina, triptófano y tirosina) que sugieren un posible sitio de unión de PS2 a células cancerígenas susceptibles (Akiba et al., 2009). El dominio 2 es un dominio β-sándwich (4) y una hoja β de cinco (5) hojas antiparalelas (recuadro rojo indica las hojas β). En la interface del dominio 2 y 3, la quinta hoja  β esta reorganizada dentro de dos y tres hojas antiparalelas. Estas dos hojas β forman un β-sandwich que constituyen el dominio 3 (D3) (Akiba et al., 2009). 

En la figura 2 se observa que las PS2 comparten una similitud estructural notable con la toxina Epsilon (ETX) (B) y la aerolisinas tipo β (C), las cuales son reconocidas como proteínas TFP. En el dominio 2 de cada toxinas, resaltado por una gama de colores, se observa la zona anfipática que presenta cada toxina, se sugiere que estos bucles son responsables de la formación de poro sobre membranas celulares (Xu et al., 2014)

A pesar de lo mostrado anteriormente, aún no se ha determinado un modelo completo del mecanismo de acción de las PS2. Recientemente y con base al análisis de unión entre las toxinas y las membranas celulares, Abe et al., (2008) propusieron que las PS2 son capaces de producir procesos de oligomerización, que a su vez inducen muerte celular al unirse a zonas ricas en lípidos de membrana como las balsas lipídicas. Esto se determinó, eliminando el colesterol en las membranas de líneas celulares cancerígenas y se observó disminución de la formación de oligómeros y por lo tanto una disminución en la muerte celular. Es importante resaltar que para muchas de las toxinas Cry insecticidas se les han reconocido receptores protéicos presentes en balsas lipídicas, como las aminopeptidasas o fosfatasas alcalinas, proteínas con anclaje a GPI (glucosil-fosfatidil-inositol) (Bravo, et al. 2013); esto puede indicar que proteínas receptoras de este tipo inducen o provocan la actividad de las toxinas, conservando el patrón de las proteínas producidas por Bt a las cuales ya se les ha reconocido un mecanismo de acción.
 
Recientemente, Abe et al., (2017) reportaron nuevos datos que indican un posible rol de las proteínas con anclaje GPI en el mecanismo de acción de toxinas PS2. En líneas celulares CHO (cáncer de ovario en hámster), se observó que el glicano presente en proteínas GPI induce procesos de oligomerización en toxinas PS2, ya que en ausencia de dicho glicano no se observó ni unión, ni oligomerización, ni citotoxicidad. Sin embargo, se determinó también que proteínas GPI se encuentran presentes en células resistentes a PS2; lo cual sugiere que estas proteínas de membrana no determinan la especificidad de toxinas PS2, pero si presenta una función de correceptor en la acción tóxica. 

Respecto al mecanismo de muerte celular generado por estas PS, se ha propuesto la inducción de la apoptosis con la identificación de diversas inhibiciones de la vía de supervivencia que incluyen AKT, XIAP, ERK1 / 2 y la inducción del supresor tumoral PAR-4 después del tratamiento con PS2Aa1. También se ha determinado que la inhibición de la vía Pi3K / AKT, en combinación con la toxina aumenta, de manera sinérgica la eficacia de PS2Aa1 para inducir mecanismo de acción para este grupo de PS; se ha observado que la secuencia del carboxilo terminal de PS3Aa1 es similar a la hemaglutinina HA-33 de Clostidrium botulinum (Tsuzuki et al., 1990) toxina bacteriana reconocida como formadora de complejos que inducen respuesta inmunitaria en las células (Carruthers & Carruthers., 2018); lo cual puede dar leves indicios de cómo puede actuar dicha toxina. 

Respecto a la muerte celular inducida por las PS3, se ha planteado la hipótesis de que producen muerte necrótica por la formación de poros en la membrana plasmática de las células cancerígenas, como evidencia de lo anterior,  en ensayos in vitro se ha observado que PS3Aa1 aumenta la permeabilidad de la membrana plasmática de las células diana y tiene una progresiva liberación de LDH (lactato deshidrogenasa), que fue inversamente proporcional a la tasa de sobrevivencia de células HepG2 (Ohba, et al., 2009).

Parasporina-4 (PS4)
La PS4 es una proteína citotóxica que presenta homología de secuencias  con la toxina Épsilon (ETX) (21%) y con la toxina Aerolisina (10%), similar a lo observado en el grupo PS2. Aunque existen reportadas tres secuencias nucleotídicas en GenBank (AB180980.1; KC832500.1; KC832499.1), solo una ha sido descrita y caracterizada. Esta corresponde a la PS4Aa1 producida por la cepa A1470, proteína de 30 kDa en su forma nativa y de 27 kDa en su forma tóxica al ser digerida con proteinasa K (Okumura et al., 2004). La proteína activa presenta una fuerte actividad citotóxica contra líneas célulares humanas con cáncer como MOLT-4, CACO-2 (cáncer humano de colon), TCS (cáncer humano de cuello uterino), y células HL60 (Chengchen et al., 2014). Esta parasporina no posee ni bloques conservados, ni estructura típica de Cry-3d insecticidas (Okumura et al., 2006). La PS4 es la única parasporina que ha sido solubilizada a pH ácido, ya que tras ser solubilizada en HCl 10 mmol, se observó un incremento del 25% en su efecto citotóxico hacia varias líneas celulares, en comparación a su actividad tras la solubilización en buffer de carbonatos. También se ha visto que puede ser activada tanto con proteinasa K como con Pepsina (Okumura et al., 2008).

En cuanto al mecanismo de acción de la PS4 se conoce que el tratamiento con esta PS, provoca inflamación y lísis de las células cancerígenas 24 horas después de la aplicación; esta parasporina se une inespecíficamente a la membrana plasmática, formando un complejo de poro oligomérico en las células blanco (Xu et al., 2014). Así mismo,  se han realizado ensayos que permitieron medir la liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) y la internalización de dextranos de diferentes pesos moleculares, observándose la permeabilización de la membrana de células MOLT-4 y baja activación de las caspasas afectoras 3/7, sugiriendo que el mecanismo de muerte celular puede ser necrosis (Okumura et al., 2011). 

Parasporina-5 (PS5)
La PS5 (Cry64Aa) es la única de esta clase reconocida a la fecha por el comité de nomenclatura de PS; fue aislada y purificada de la cepa A1100 de Bt tohokuensis por Ekino et al., (2014) y presenta actividad citotóxica contra células T humanas con leucemia (MOLT-4). Esta parasporina presenta una masa molecular de 33.8 kDa en su forma de protoxina, pero cuando es cortada por proteinasa K se produce un fragmento activo de 29.8 kDa. La PS5 no muestra una significativa identidad ni con otros grupos de parasporinas, ni con proteínas Cry insecticidas sin embargo, presenta similitud de secuencias con  Aerolisinas β-formadoras de poros (β-TFPs) al realizar la predicción de un dominio conservado, con secuencia similar al de la toxina épsilon, causante de la formación de canales en la membrana lipídica de las células. (Ekino et al., 2014). Existen pocos reportes y poca identificación de estas PS, por ello se conoce muy poco sobre el mecanismo de acción y su espectro citotóxico.

El reporte más reciente de PS5 lo realizó Ammons et al., (2016) en donde aislaron 10 cepas de Bt de muestras de estiércol de ganado vacuno, en la Isla caribeña Trinidad; de éstas, se identificaron dos PS5 en 5 cepas. En el estudio fueron denominadas como PS5-1 Y PS5-2 y tienen, respecto a la PS5Aa1, una identidad de  41% y 45% respectivamente. 

Parasporina-6 (PS6)
La PS6 (Cry63Aa) se aisló de las cepas de Bt M109 y CP84 (Nagamatsu et al., 2010). Las protoxinas de las PS1 y PS6 están relacionadas entre sí en algunos aspectos ya que comparten secuencias conservadas en sus primeros 50 residuos de aminoácidos. Además, tras ser activadas por proteólisis, dos de tres péptidos generados en el proceso, conforman un heterodímero tóxico (Lenina et al., 2014). 

Análisis realizados a la secuencia de aminoácidos de la PS6 sugieren que es una toxina Cry de tres dominios, que presenta 56.4% de identidad con las proteínas insecticidas Cry2 (Chengchen et al., 2014). La PS6 presenta mayor actividad citotóxica hacia células HepG2 y HeLa (Nagamatsu et al., 2010); desafortunadamente no se ha investigado mucho sobre esta parasporina, por ende se conoce poco sobre su mecanismo de acción y efecto citotóxico. 

ACTIVIDAD CITOTÓXICA DE PS IN VITRO
Cada parasporina estudiada ha presentado efecto citotóxico preferencial hacia cierto tipo de línea celular, más que por un tipo de cáncer en particular. En la tabla 2 se resumen datos específicos de pruebas de toxicidad reportadas entre parasporinas y líneas celulares cancerígenas. Con estos datos, se puede observar que las líneas celulares más afectadas, a menor concentración, por las proteínas PS son las HL-60 y HepG2; que adicionalmente son afectadas por casi todas las toxinas. 

Es importante resaltar que el mejor tratamiento frente a este tipo de células, es aquel con el cual una menor concentración de toxina logre mayor actividad tóxica; según esto, los mejores resultados están representados para la toxicidad de las células HeLa por la PS1, células HepG2 y Sawano por la PS2, células tipo Sawano por la PS4 y una actividad tóxica relevante de la PS5 sobre más de una línea celular cancerígena a concentraciones por debajo de los 0,2 ug/mL de toxina activada (Caron et al., 2012). Sin embargo, a pesar de que las PS5 presentan buena toxicidad frente a células cancerígenas de cérvix (HeLa, TCS) también presenta una importante actividad sobre células normales (UtSMC), lo cual sugiere una necesidad de más estudios con esta parasporina para determinar su funcionalidad para un posible tratamiento de cáncer de este tipo.

Finalmente es relevante observar que, en la mayoría de los casos, se necesita una alta concentración de las toxinas para afectar células normales, lo cual cumple con la definición básica de las parasporinas respecto a generar bajo o nula actividad a dichas células y demuestra una de las principales ventajas de este tipo de moléculas como anticancerígenas (Chubicka et al., 2018)

	Líneas celulares humanas
	PS1 - CL50 g/ml
	PS2 - CL50 g/ml
	PS3 - CL50 g/ml
	PS4 - CL50 g/ml
	PS5 - CL50 g/ml
	PS6 - CL50 g/ml

	MOLT-4
(Leucemia)
	2,2
	0,022
	>10
	0,472
	0.075
	--

	Jurkat (Leucemia)
	>10
	0,018
	>10
	>2
	0,124
	--

	HL-60 (Leucemia)
	0,32
	0,019
	1,32
	0,725
	1,079
	--

	U937 DE-4 (Leucemia)
	--
	--
	--
	0,980
	>10
	--

	K562 (Leucemia)
	--
	--
	--
	>2
	4,249
	--

	HepG2 (Cáncer hepático)
	3,0
	0,019
	2,8
	1,90
	0,049
	2,3

	HeLa (Cáncer cervical)
	0,12
	2,5
	>10
	>2
	0,08
	7,2

	Sawano (Cáncer endometrial)
	>10
	0,0017
	>10
	0,245
	0,065
	--

	TCS (Cáncer cervical)
	--
	>2
	>10
	0,719
	0,046
	--

	Caco-2 (Cáncer de cólon)
	>10
	0,013
	>10
	0,124
	0,30
	>10

	A549 (Cáncer pulmonar)
	>10
	>10
	>10
	>2
	>2
	--

	T (normales)
	>10
	0,148
	>10
	>2
	--
	--

	HC (Hepatocitos normales)
	>10
	1,1
	>10
	>2
	>10
	>10

	UtSMC (Útero normales)
	>10
	>2
	>10
	>2
	0,223
	--

	MRC-5 (Pulmón normales)
	>10
	>2
	>10
	>2
	0,273
	--


 Tabla 2. Actividad citotóxica de PS; Los guiones (--) indican datos no determinados. Basado en: Krishnan et al., 2010; Okassov et al., 2015; García 2016. 

IDENTIFICACIÓN DE PS EN CEPAS NATIVAS DE Bt
Las PS se han encontrado en diferentes ecosistemas mundiales y han sido identificadas a través de diferentes métodos. Antes de 1999, el aislamiento de cepas nativas de Bt tenía como principal objetivo la búsqueda de proteínas insecticidas. Sin embargo, con la publicación de Misuki et al., (2000), en donde a partir de cepas de Bt (colección del Instituto de Control Biológico de la Universidad de Kyush - Japón) se identificaron las primeras PS activas contra la línea celular cancerígena Molt-4 y surgió el interés en la búsqueda e  identificación de proteínas PS a partir de cepas nativas. 

Investigaciones relacionadas con el aislamiento de cepas Bt productoras de PS se han realizado a partir del muestreo de insectos plaga muertos, denominados ácaros de dos puntos (Tetranychus urticae) en Canadá (Jung et al., 2007) y de muestras de suelos en Japón (Uemori et al., 2007; Uemori et al., 2008), Vietnam (Yasutake et al., 2006; Yasutake et al., 2008), India (Poornima et al., 2010; Lenina et al., 2014; Periyasamy et al., 2016; Chubicka et al., 2018), México (Espino-Vázquez et al., 2012),   Isla Trinidad, Caribe (Gonzalez et al., 2011; Ammons et al., 2016) e Irán (Moazamian et al., 2018).

En publicaciones más recientes, el principal método utilizado para la identificación de genes ps se ha basado en el diseño de oligonucleótidos a partir de genes de referencia reportados y reconocidos por el Comité de Nomenclatura de Parasporinas PS (Okomura et al., 2010); extracción de DNA a las cepas Bt previamente identificadas y la amplificación de los genes por PCR (Espino-Vázquez et al., 2012; Lenina et al., 2014; Ammons et al., 2016; Chubicka et al., 2018). Dicho proceso, contrasta con publicaciones anteriores al 2012, en las cuales realizaron, como etapa inicial, pruebas de citotoxicidad sobre líneas celulares cancerígenas y así observaron su afectación a causa de la actividad que sobre ellas efectuaron inclusiones parasporales de Bt previamente solubilizadas a pH básico y activadas con serín proteasas. A partir de los resultados de mortalidad celular se infería la presencia de PS, para posteriormente aplicar métodos moleculares de expresión, secuenciación de proteínas y DNA para la identificación de genes ps  (Mizuki et al., 2000; Yasutake et al., 2006; Jung et al., 2007; Uemori et al., 2007; Yasutake et al., 2008; Poornima et al., 2010; Gonzalez et al., 2011). Lo anterior indica que el cambio en la técnica de identificación ha variado de acuerdo con el nivel de información de la secuencia de genes ps que se ha logrado adquirir a través del tiempo. 

Como se mencionó en la introducción de esta revisión, para que estas proteínas sean reconocidas como PS, no deben presentar actividad ni hemolítica, ni insecticida (Periyasamy et al., 2016); razón por la cual la mayoría de investigaciones llevan a cabo pruebas hemolíticas con eritrocitos de humanos (Chubicka et al., 2018) o de oveja (Uemori et al., 2007) y bioensayos con larvas de insectos plaga reconocidos por su susceptibilidad a toxinas Cry (Bombix mori, Spodoptera litura, Plutella xilostella, Aedes aegypti) (Uemori et al., 2007). Usualmente, aquellas cepas que expresan PS no presentan hemólisis o actividad insecticida  (Chubicka et al., 2018), pero cuando se presenta algún nivel de dicha toxicidad, las cepas nativas deberían ser descartada como productoras de toxinas PS (Lenina et al., 2014). Sin embargo, si dicha cepa tiene presente en su código genético un gen ps, sería necesario realizar pruebas citolíticas frente a líneas celulares de cáncer, ya que a través de técnicas moleculares podría ser extraído el gen, clonado y expresado en cepas Bt acristalíferas que expresen únicamente el gen ps de interés (Jung et al., 2007). Lo anterior debido a que en una inclusión parasporal de Bt, puede estar presente más de una delta-endotoxina, con lo cual la hemólisis o la actividad insecticida la puede estar llevando a cabo alguna toxina Cyt o Cry y no la PS (Charles et al., 2001; Yasutake et al., 2006)

CONCLUSIONES

El cáncer es una de las principales causas de muerte en humanos en todo el mundo, por lo que los retos actuales son la búsqueda de nuevos tratamientos (Brome-Bohorquez et al., 2018).  Es así como las proteínas PS, producidas por la bacteria Bt, identificadas desde hace 20 años por su actividad tóxica (in vitro)  frente a líneas celulares cancerígenas, han cobrado importancia a pesar de que el número de estudios son pocos, en comparación con los estudios de proteínas Cry insecticidas producidas por la misma bacteria, con un desarrollo académico y comercial de más de 40 años. Al realizar una búsqueda, herramientas bibliográficas como SCOPUS y PUBMED (2018), utilizando únicamente la palabra “parasporin” se encuentran 50 publicaciones. Si se realiza este mismo ejercicio utilizando las palabras “Cry and toxin” se obtienen 1218 publicaciones. 

Una de las principales limitaciones en este nuevo campo de acción es el desconocimiento, a nivel molecular, de dichas toxinas ya que como se observó en la descripción de cada PS, aún no se han establecido receptores de unión a células cancerígenas, ni se ha establecido un modelo con evidencia experimental  del mecanismos de acción; únicamente se han sugerido modelos basados en la estructura de una sola parasporina (PS2) y la identidad en secuencia de aminoácidos que presentan las seis PS, comparando lo obtenido con lo ya determinado para toxinas Cry insecticidas. Hasta que estos aspectos no se hayan dilucidado con mayor profundidad, no será posible avanzar en estudios a nivel in vivo; los cuales son decisivos para adelantar las pruebas clínicas que determinen la seguridad y eficacia así como la posible formulación de un producto que sea realmente funcional para el consumo humano.

A la fecha solo se ha reportado un estudio in vivo, realizado por Okomura et al., 2014, en el que se utilizaron ratones de las cepas ICR y C57BL/6J para determinar los efectos que pueden generar en la salud la aplicación de PS4, en forma de protoxina, vía oral y subcutánea. No se llevaron a cabo pruebas en ratones que presentaran síntomas de cáncer. La conclusión a la que llegaron los investigadores, por medio de la medición DL50 y monitoreo de tejidos del riñón e intestino post mortem, después de 48 días de suministro de la PS, es que no se observaron efectos significativos sobre la salud los ratones, a pesar de evidenciar ligero daño en los túmulos renales. Así mismo determinaron que en el intestino se presentaron procesos de solubilización y activación de la PS4. Estos resultados son importantes para un futuro producto a base de PS4, pero no indica su efecto citotóxico. Tomando en consideración que solamente existe una publicación al respecto, es evidente el largo camino de investigación que aún le falta por recorrer a este campo de acción. 

A pesar de dichas limitaciones es importante seguir considerando este tipo de compuestos biológicos, los cuales representan un prometedor y largo camino en el campo de la salud, mucho más para un país como Colombia, caracterizado por ser un país megabiodiverso y por lo tanto  podría fortalecer la búsqueda de nuevas cepas nativas, que presenten potencialidad para el aislamiento e identificación de genes que codifiquen este tipo de proteínas, especialmente cuando el grupo de Biopesticidas del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia, ha aislado e identificado cepas nativas de Bt, a las cuales aún no se les ha reconocido actividad insecticida (Uribe et al., 2003)
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