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1. RESUMEN

Las Parasporinas (PS) producidas a partir de Bacillus thuringensis han sido reconocidas
por su efecto citotdxico en algunos tipos de cancer y tienen la capacidad de discriminar
entre células cancerigenas y no cancerigenas. Estas propiedades han impulsado a
investigadores a mejorar las condiciones para optimizar el proceso de este cultivo
bacteriano, asi como la recuperacion y purificacion de dichas proteinas, con el objetivo
de proponerlas como una alternativa terapéutica en el tratamiento contra el cancer.
Actualmente, en el grupo de trabajo existen protocolos para aislar proteinas (PS) de B.
thuringensis, sin embargo, dichos protocolos carecen de reproducibilidad, por lo que el
objetivo de este trabajo de investigacién fue la utilizacion e implementacién de cultivos
en medio liquido (caldo nutritivo) y sélido (agar nutritivo), asi como la recuperacion y
aislamiento mediante electroforesis SDS-PAGE, ademas, se evaluaron tres métodos de
purificacion para la obtencién de mayor rendimiento proteico.

Los resultados demostraron que el cultivo en medio sélido permiti6 una produccion
abundante de cristales proteicos con pesos moleculares de 14, 26, 32, 40, 66 y 87 kDa y
una morfologia esférica con superficie ondulada. EI método de electroelucion y
ultrafiltracibn demostraron concentrar la mayor cantidad de proteinas y eliminar los
interferentes. Por Ultimo, los ensayos de seguridad farmacolégica demostraron que las
proteinas de 14, 26, 32, 66 y 87 kDa no generan dafio en células sanas y las proteinas
de 14 y 26 kDa son PS con efecto citotoxico en la linea celular MCF-7 de cancer de

mama.
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2. ABSTRAC

Parasporins (PS) produced from Bacillus thuringensis have been recognized for their
cytotoxic effect in some types of cancer and their ability to discriminate between
cancerous and non-cancerous cells. These properties have prompted researchers to
improve the conditions to optimize the process of this bacterial culture, as well as the
recovery and purification of these proteins, to propose them as a therapeutic alternative
in the treatment of cancer.

Currently, in the working group, there are protocols to isolate proteins (PS) from B.
thuringensis, however, these protocols lack reproducibility, so the objective of this
research work was the use and implementation of cultures in a liquid medium (nutrient
broth) and solid (nutrient agar), as well as the recovery and isolation by SDS-PAGE
electrophoresis, in addition, three purification methods were evaluated to obtain higher
protein yield.

The results demonstrated that cultivation in a solid medium allowed abundant production
of protein crystals with molecular weights of 14, 26, 32, 40, 66, and 87 kDa, a spherical
morphology with a wavy surface. The electroelution and ultrafiltration methods
demonstrated to concentrate the greatest amount of proteins and eliminate interferents.
Finally, pharmacological safety trials demonstrated that the 14, 26, 32, 66, and 87 kDa
proteins do not cause damage to healthy cells and the 14 and 26 kDa proteins are PS

with a cytotoxic effect on the MCF-7 cell line breast cancer.
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3. INTRODUCCION

B. thuringensis es una bacteria que en su etapa de esporulacion produce cristales
parasporales (Mizuki et al., 1999). La produccién de estos cristales es mediada por las
tensiones ambientales que sufre la bacteria y la necesidad de mantener su linaje celular.
Ademas, estan constituidos por proteinas Cyt, Cry y parasporinas (PS). Cada proteina
presenta caracteristicas particulares en su morfologia y mecanismo de accion. Las
proteinas Cyt presentan actividad hemolitica, mientras que los Cry tienen actividad
insecticida en diferentes ordenes de insectos, como (dipteros, lepidépteros y coledpteros
y nematodos).

En el aflo 2000 Mizuki reportd una clase de proteinas que actuaban directamente con
lineas celulares cancerigenas a las que denomind parasporinas (PS), estas proteinas
presentan alta selectividad celular; siendo la capacidad que presentan algunas moléculas
de provocar la muerte de las células cancerosas, sin afectar las células no cancerosas
(Ohba et al., 2009). Esta caracteristica le confiere a las PS el potencial de destacar sobre
los tratamientos existentes y ser una excelente diana terapéutica en el tratamiento del
cancer. En la actualidad hay reportes de seis grupos de parasporinas (P1, P2, P3, P4, P5
y P6) y presentan efecto citotdéxico en mas de una linea celular de cancer. Por esta razén
algunos investigadores se han dado a la tarea de evaluar las condiciones 6ptimas de
produccion y purificacién de PS con actividad citotoxica en células de origen canceroso
y proponerlo como una diana terapéutica contra el cancer.

Como parte de esa busqueda, el grupo de trabajo ha aislado varias cepas de B.
thuringensis y algunas se desconoce si son productoras de PS. En este proyecto se
planteé como objetivo principal estandarizar un método para obtener concentraciones
altas de proteinas y para tal proposito se us6 la cepa AC8 de B. thuringensis, se identifico
si la cepa es productora de una PS y se evaluo su efecto citotoxico en la linea celular

MCF-7 de cancer de mama.
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4. MARCO TEORICO

4.1 B. thuringensis

B. thuringiensis (ver Figura 1) es una bacteria cosmopdlita, formadora de esporas,
aerobia y gram positiva que se caracteriza bioquimicamente por la fermentacion de
carbohidratos (glucosa, fructosa, trealosa, maltosa, ribosa, hidroliza almidén, glucoégeno,
esculina y N-acetilglucosamina) (Palma et al., 2014). Su ciclo de vida comprende dos
etapas, la primera corresponde a un crecimiento exponencial y la segunda a una fase de
esporulacion (Lereclus et al., 2000). Se distingue de otros géneros bacterianos por sus
propiedades entomopatdgenas y la produccion de 6-endotoxinas (Sauka y Benintende.,
2008).

Figura 1. Micrografia de B. thuringesis completamente esporulado con la
presencia de la espora (Sp) y el cristal parasporal (Cr); barra equivalente a 1.0
pum. Extraido de (Bulla et al., 1977) y modificada en el 2023.

4.2 Ciclo celular de B. thuringiensis

Algunos organismos como algas, plantas, hongos y bacterias para reproducirse utilizan
un mecanismo de reproduccién asexual llamada esporulacién que consiste en generar
esporas o endosporas que aseguran el linaje celular en tiempos de tensidon ambiental
(Petruzzello, M., 2019). Se conoce que las bacterias del género Bacillus anthracis, cereus
y thuringensis realizan la esporulacién (Bechtel y Bulla., 1976). En la primera etapa
cuando hay suficientes nutrientes en el medio se lleva a cabo la division celular por el

mecanismo de biparticion cada 60 a 90 minutos, pero al comenzar la escasez de


https://www.britannica.com/editor/Melissa-Petruzzello/9400228
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nutrientes se inicia la etapa de esporulacion, que consiste en la diferenciacion de bacteria
a espora (Bechtel y Bulla., 1976).
Las esporas son consideradas una forma de vida latente que resisten condiciones
hostiles del medio, pero al encontrar condiciones favorables comienzan su proceso de
diferenciacion a bacteria nuevamente. Algunos autores sefialan que las condiciones
optimas son 30°C y pH. 7 (Martin y Travers., 1989).
El desarrollo de la espora y el cristal parasporal estan dados por las siguientes etapas
(Bechtel y Bulla., 1976):
e FEtapa I: La formacion de filamentos axiales y la condensacion del material
genético.
e Etapa II: Formacion de dos compartimientos donde se segrega el DNA.
e Etapa lll: Primera aparicion de la inclusion ovoide y el cristal parasporal.
e Etapa IV-VI: Formacion de las cubiertas de la espora acompafado del nucleoide
de la espora.

e Etapa VII: Maduracion de la espora.

Al completarse el proceso de maduracion de las esporas, son liberados al medio de
cultivo, junto con el cristal. Este cristal parasporal con actividad citotoxica en algunos
insectos plaga constituye la diferencia primordial entre Bacillus anthracis y Bacillus

cereus.

Figura 2. Diagrama esquematico del proceso de esporulacion de B.

thuringensis, dividido en etapas y horas, (Bechtel y Bulla., 1976).
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4.3 Parasporinas (PS)

El principal objetivo del aislamiento de cepas de B. thuringensis era identificar diferentes
proteinas con capacidad insecticida, sin embargo, en el afio 2000, tras investigaciones
realizadas por Mizuki y colaboradores se demostré la existencia de cristales proteicos
con actividad anticancerigena (Mizuki et al., 1999).

Se analizaron mas de 1700 aislamientos de los cuales 1684 cepas carecian de proteinas
hemoliticas y se examinaron en busca de actividad citotoxica en células MOLT-4 (células
T leucémicas humanas); del cual se obtuvieron 42 cepas positivas.

Resultdé de particular interés que las cepas 84-HS-1-11 y 89-T-26-17 presentaron la
capacidad de discriminar entre las células no cancerosas de las cancerosas (Mizuki et
al., 2000).

Este hecho introdujo el concepto de parasporinas (PS), es decir la proteina parasporal
gue tiene la capacidad de inducir a muerte celular las células cancerosas (Mizuki et al.,
1999; Ohba et al., 2009).

De esta manera surgio el interés de buscar e identificar cepas productoras de PS en
cepas nativas, con importancia en el area de la salud (Velasquez, C et al., 2018).

4.4 Clasificacién de las parasporinas

Las PS se caracterizan por su nula capacidad hemolitica, alta capacidad citotoxica y
selectividad entre células sanas y tumorales. Ademas, se clasifican por la identidad de
sus aminoacidos, segun el sistema de nomenclatura de rango cuaternario, de acuerdo
con el sistema utilizado por las proteinas Cry (Adang et al., 2014).

Se conocen 19 PS organizadas en 6 familias y se caracterizan por sus diferentes
espectros de citotoxicidad y niveles de actividad PS1, PS2, PS3, PS4, PS5 y PS6 (ver
Tabla 1). Ademas, estas diferencias residen en los dominios que conforman la proteina
y su diferente mecanismo de accion (Ohba et al., 2009). Aunque las PS son heterogéneas
tanto en el espectro citotoxico como en la actividad se caracteriza por ser una protoxina
gue al ser solubilizada con proteinasa K o tripsina adquiere citotoxicidad generando la
muerte apoptoética o por formacion de poros en la membrana figura 3 (A y B), (Hernandez
Guzman., 2014) y (Ohba et al., 2009).
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Tabla 1. Caracteristicas de algunas PS (Ohba et al., 2009).

Tamano del

Forma _
Cepa precursor Comentarios

activa

(kDa)

Proteina Cry de tres dominios,

PS1Aal A1190 81 15+56 _ _ . .
activada por digestion N-terminal
Sin tres dominios, activada por
PS2Aal A1547 37 30 _ _ _
digestion N y C- terminal.
Proteina Cry de tres dominios,
PS3Aal A1462 88 64 activada por digestion Ny C-
terminal.
Sin tres dominios, activada por
PS4Aal A1470 34 27

digestion C-terminal

Por otro lado, la PS1Aal de la cepa A1190 ha demostrado tener actividad citotdxica solo
cuando las proteasas la degradan a 40 y 60 kDa, demostrando fuerte actividad contra
células T leucémicas (MOLT-4) y células cancerosas del cuello uterino humano (HelLa),
y no en las células no cancerosas (Mizuki et al., 2000). Ademas, PS2Aal proveniente de
la cepa A1547 de 37kDa tiene efecto citotoxico en tejidos de cancer de higado y colon,
provocando muerte por formacién de poros. En cuanto a PS3Aal, aislada de la cepa
A1462 tiene la capacidad de actuar en lineas de leucemia mieloide HL60 y células de
cancer de higado (HepG2) (Yamashita et al., 2005); finalmente PS4Aal de la cepa A1470
exhibe toxicidad en las lineas de leucemia humana (Okumura et al., 2006).

Estos descubrimientos han incentivado la busqueda PS con amplios espectros citotoxicos

y que permitan mejorar la calidad de vida de los pacientes con cancer.
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Figura 3. Representacion de los mecanismos de muerte celular de las PS. Muerte
celular por A) Apoptosis y B) Formacién de poros. Imagen tomada y modificada de (Espino
Véasquez., 2014).

4.5 Cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial, influenciada por factores genéticos y
epigenéticos donde las células afectadas sufren descontrol en los genes que codifican
proteinas que regulan funciones normales (Zabransky et al., 2022).

Esta enfermedad se genera por mutaciones que pueden ser adquiridas o heredadas:
Inactivacion de los genes de supresion tumoral y activacion de oncogenes (genes que
controlan la division celular). Estas mutaciones pueden ser clasificadas en tres grupos:
fisicos como radiaciones UV y rayos X; quimicos: alimentos contaminados con
aflatoxinas, hidrocarburos, nitratos, nitritos 6 arsénico y bioldgicos: virus como VPH,

bacterias y parasitos (Castrejon., 2020). Ademas, se constituye por mas de 200 tipos de
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enfermedades, y el riesgo de padecerlo se incrementa con la edad por la baja eficiencia
de los mecanismos de reparacion y las exposiciones con factores de riesgo (Reyes et al.,
2020). Es una enfermedad con alta incidencia en el mundo, en México los casos se han
incrementado desde el 2010 (Figura 4) y los estados con tasas mas altas son México,
Sonora, Chihuahua, Morelos, Veracruz y Colima. En contraste, los estados con menores
tasas de defuncién (Figura 5) son Quintana Roo, Guerrero, Querétaro, Yucatan, Durango,
Guanajuato y Tlaxcala (INEGI., 2022).

En México las neoplasias de mayor incidencia corresponden al cAncer de mama, de
cuello uterino, higado, pulmén y linfomas (secretaria de salud., 2017). Constituyendo los
primeros dos el 25 % de todas las defunciones ademas de incrementar la tasa de
mortalidad en las mujeres (NIH., 2020).

Estudios recientes aseguran que el cancer de mama ha llegado a ocupar el 10% de todas
las incidencias en el mundo, siendo incluso 100 veces mas comudn en mujeres que en
hombres (INEGI., 2022). La mayor mortalidad registrada fue en el afio 2020, donde el
grupo de 60 afios y mas se vio altamente afectado, ocasionando la muerte de 7821
mujeres y 58 hombres.

Por estas razones, la OMS ha reconocido al cancer de mama como el cancer mas comun

en el mundo, por arriba de los demas canceres (Instituto Nacional del Cancer., 2020).
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Figura 4. Tasa de defunciones por tumores malignos por afio de registro en México
(INEGI., 2022).

Figura 5. Incidencia de cancer de mama en mujeres de 20 afios 0 mas por entidad
federativa. INEGI., (2020).
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4.6 Cancer de mama

De manera normal la mayoria de las células necesitan dividirse para cumplir sus
funciones y transcurrido su tiempo de vida comienzan a morir para dar paso a un
reemplazo de una nueva generacion de células. Sin embargo, en el caso del cancer, las
células no presentan un control y tienden a generar acumulaciones celulares, llamadas
tumores, que en algunos casos resultan ser malignos. Estas tumoraciones si no son
atendidas comienzan a invadir otros tejidos, desencadenando diagndsticos poco
favorables para los pacientes (Alvarez, H et al., 2014).

El cancer de mama es una enfermedad que origina un descontrol en las células que
constituyen la mama. Se clasifican en dos tipos de carcinomas mAas comunes
dependiendo el tipo de células mamarias afectadas (Espinosa R., 2017). El carcinoma
ductal infiltrante es el tipo de cdncer mas comun y comienza en el revestimiento de los
ductos galactéforos (tubos delgados que llevan la leche desde los lobulillos de la mama
hasta el pezon) (Figura 6A) y el carcinoma lobulliar infiltrante es un tipo de cancer que se
inicia en las glandulas de la mama que producen leche (lobulillos) y representa un
porcentaje reducido de todos los tipos de cancer de mama (Figura 6B). Cuando las
células invaden otras partes del cuerpo a través de los vasos sanguineos y linfaticos, se

dice que ha hecho metastasis.

A B

Figura 6. Representacion gréfica de los tipos de carcinomas de mama mas comunes; A)

ductual y B) lobular. Imagen extraida y modificada de https://www.ccdm.cl/
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El desarrollo de estos carcinomas se debe a mutaciones especificas en algunos genes
como: BRCA1, BRCA2, P53, PTEN, CDH1, STK11, PALB2, ATM, CHEK2 y NF1
(Gonzélez y Honrubia., 2018) que regulan funciones importantes dentro de la célula,
como regulacion, activacion de la transcripcién, reparacion de lesiones del ADN, control
en el ciclo, diferenciacion 6 proliferacion celular (Gonzalez y Honrubia., 2018).

En el caso de la proliferacién se encuentra mediado por reguladores proteicos llamados
ciclinas y cinasas (Cdks) dependientes de ciclinas. Tras la unién de estas dos proteinas
(complejo APC/C) se comienzan cascadas de fosforilaciones que hacen continuar el ciclo
celular y se cercioraran que todo ocurra en el orden correcto (Diaz C et al., 1997).

Tras existir cambios de magnitud externa ¢ interna (dafios en el DNA) en estos
reguladores del ciclo celular, desarrollan padecimientos como ciliopatias, Alzheimer ,
Parkinson y el cancer (Malumbres y Barbacid., 2009).

El cancer se caracteriza por la inactivacion de las vias de muerte celular, la elevada
capacidad proliferativa y alta capacidad de supervivencia en las células tumorales.

Se clasifican en cuatro subtipos moleculares, de acuerdo a los receptores de membrana
que presentan: Receptor de estrégenos (ER), receptor de progesterona (PR) y human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) que se subdivide en luminal A (ER+ /PR+
/HERZ2-) susceptible a tratamiento hormonal, luminal B (ER+ /PR+ /HER2+) o (ER+ /PR+
/HER2- grado 3), HER2 sobreexpresado (ER- /PR- /HER2+ ), suelen responder a terapias
dirigidas anti-HER2 y tumores triple negativos (TNBC, ER- /PR- /HER2- ), los méas

agresivos y no presentan un tratamiento estandar (Yu et al., 2017; Murawa et al., 2014)

4.7 Etapas del cancer

La estadificacion del cancer permite brindarnos informacion del avance del cancer en el
cuerpo y las estadisticas de supervivencia para brindar un tratamiento adecuado a las
personas afectadas (Gospodarowic et al., 2007). Se emplea el sistema TNM del American
Committee on Cancer (AJCC) basadas en tres piezas claves de informacion: El tamafio
del tumor (T), la propagacioén a los ganglios o nédulos (N) y la metastasis (M) (American
Cancer Society., 2018). Ademas, se asignan numeros del | al IV y letras después de las
categorias (T, N, M). Entre mayor sea el numero después de las letras, mas avanzado se

encuentra el cancer (Tabla 2).
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Tabla 2. Descripcién de los estadios del cancer

Estadio Significado
0 Hay células anormales presentes, pero no se ha diseminado al tejido

cercano. Se llama también carcinoma in situ, o CIS. El CIS no es cancer,
pero puede convertirse en cancer.
I, I1'y Il Hay cancer presente. En cuanto mas grande es el nimero, mayor es el tumor
y tanto mas se ha extendido en los tejidos cercanos.
v El cancer se ha diseminado a partes distantes del cuerpo

(Instituto Nacional del Cancer., 2015)

El tratamiento o la combinacion de tratamientos contra el cancer tienen la capacidad de
provocar la muerte de las células tratadas; y son dependientes de las condiciones del
paciente y las particularidades del cancer como el tamafio inicial del tumor, la
multifocalidad, localizacion, la multicentricidad, la expresion de receptores hormonales,
el factor de crecimiento epidérmico, diseminacion a ganglios y la presencia o ausencia

de metéstasis, (Espinosa, R., 2017).

4 .8 Tratamientos contra el cancer

En la actualidad existe una variedad de tratamientos aprobados contra el cancer. Sin
embargo, cada uno presenta sus propios alcances y limitaciones (Guzman Aguillon.,
2018). La cirugia curativa tiene un alcance exitoso al extraer por completo un tumor en
etapas tempranas del cancer, pero en las etapas avanzadas o el contacto del tumor con
tejidos u oOrganos importantes genera limitaciones; en estos casos es importante
combinarlo con otros tratamientos existentes. La quimioterapia y la radioterapia son
tratamientos importantes, el primero consiste en el uso de medicamentos como:
antraciclinas, taxanos, antimetabolitos, vinorelbina, ciclofosfamida entre otros (Tabla 3)
por via intravenosa, topica, oral, inyectada bajo la piel, el musculo, el abdomen o la arteria
NIH., (2015).

Se han descubierto alrededor de 100 farmacos diferentes que dafian las células y atacan

diferentes objetivos celulares en distintos momentos durante el ciclo.
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Por otro lado, la radioterapia es otro tratamiento contra el cancer que emplea rayos X u
otras particulas de alta potencia que dafian el ADN de las células, inhibiendo su
crecimiento o destruyéndolas, empleandose solo o en combinacibn con otros
tratamientos NIH., (2019).

Las afectaciones radio y quimioterapéuticas ocurren en la parte del cuerpo donde se
aplica el tratamiento, afectando considerablemente a las células no cancerosas cercanas
y produciendo efectos secundarios adversos que afectan la estabilidad del paciente

llegando afectar directamente en la calidad de vida de los pacientes (Tabla 4)

Tabla 3. Quimioterapéuticos mas comunes usados en el tratamiento contra el cancer de mama

Quimioterapéuticos ‘

Antraciclinas Epirrubicina, Doxorrubicina liposomal pegilgada
Taxanos Paclitaxel, Docetaxel

Antimetabolitos Capecitabina, Gemcitabina

Otros inhibidores  Vinorelvina

Otros farmacos Ciclofosfamida, Mitoxantrona, Cisplatino, Fluoroacilo e Ixabepilon
(Secretaria de Salud., 2009).

La terapia hormonal/ endocrina es un tratamiento que bloquea la capacidad del cuerpo
para producir hormonas 0 interfiere en la forma en que las hormonas se comportan en el
cuerpo. Su modo de empleo puede ser: oral (en forma de tabletas), inyecciones en el
musculo del brazo, cadera, bajo la piel, o el vientre NIH., (2015). Ademas, se puede usar
solo o en combinacion. Los medicamentos que destacan se encuentran los inhibidores
de la aromatasa, tamoxifenos y analogos-LHRH+IA (Gradishar et al., 2015). Los efectos
secundarios de la terapia endocrina dependen de la respuesta de cada paciente al

bloqueo o la interferencia hormonal inducida.
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Tabla 4. Efectos secundarios de los tratamientos oncol6gicos mas comunes

Efectos a largo plazo y tardios del tratamiento del cancer ‘

Tratamiento Efectos adversos a largo plazo Efectos adversos tardios
Trastornos de la vision/

cataratas

Esterilidad

Astenia

Menopausia prematura .
. _ Problemas hepéticos
o . Disfuncion sexual
Quimioterapias ] Enfermedad pulmonar
Neuropatia )
Osteoporosis

Encefalopatia por quimioterapia y _
o Reduccion de la capacidad
Insuficiencia renal
pulmonar
Segundos canceres primarios
Cataratas
Cavidades y caries dental

Enfermedad cardiovascular

Astenia S
. . o ) Hipotiroidismo
Radioterapias Sensibilidad cutanea -
) Esterilidad
Linfedema

Enfermedad pulmonar
Problemas intestinales
Segundos canceres primarios
Trastorno de la imagen

Disfuncion sexual
corporal

Cirugia Incontinencia . _ _
Discapacidad funcional
Esterilidad

(Koontz, B. F., 2018).

Dolor

En la actualidad, la busqueda de nuevos tratamientos ha abierto las puertas a la
inmunoterapia, terapias moleculares y la nanotecnologia. Incluso se han conocido casos
exitosos de proteinas provenientes del género Bacillus con la capacidad de generar
muerte celular y alta selectividad. El uso de microorganismos permite una alta tasa de

produccion de microorganismos en poco tiempo, haciéndola un método viable y eficaz.
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Sabia Junior., (2015) identificé parasporinas de la cepa S1338, con actividad citotdxica
contra la linea celular HeLa, DU-145 y MCF-7 con un 40% de muerte celular para las
primeras dos y un 60% de muerte para la ultima; siendo ésta la mas exitosa de todas.

Nolasco, C., (2017) reporté dos parasporinas con actividad citotoxica, con una reduccion
de la viabilidad del 90% en las lineas celulares de cancer MCF-7 y un 30% de
citotoxicidad en promedio para MDA-MB 231, catalogando a estas proteinas como una

excelente diana terapéutica contra el cancer.
4.9 Produccion y purificacion de parasporinas
4.9.1 Produccion de PS

En general B. thuringensis puede crecer en diferentes medios como agar nutritivo, leche
peptonizada, GYS, fuentes diversas de carbono y nitrdgeno, dextrosa, fructosa, glucosa,
almidon, glicerol, maltosa, ribosa, suero de leche, remolacha, etc; pero no en todos se
puede obtener cristales grandes, téxicos y con la capacidad de conservar su actividad
biolégica, dado que un carbohidrato no metabolizable produce una esporulacion
defectuosa (Pefia Villamil y Quinche, Flores., 2001).

Ergola et al.,(1985) reportdé que las variables de operacion de B.thuringensis como la
concentracion de fuentes de carbono, nitrégeno, pH y velocidad de aireacion intervienen
en la produccion de cristales proteicos, por eso resulta importante conocer los
requerimientos nutricionales de la cepa en estudio.

Hernandez, Guzman., (2014) cultivé una cepa de B. thuringensis aislada del noreste de
México con diferentes requerimientos nutricionales; por un lado peptona, extracto de
carne y extracto de levadura y por otro lado almidén y soya, ambas formulaciones
suplementados con MgSOa4 , KCI, MnCl2,CaCl. y FeSOs . Al evaluar los cultivos a las 12,
19 y 33 horas observo cristales de mayor tamafio para el cultivo constituido por almidén
y soya. Concluyendo que al no ser la peptona una fuente de carbono primaria para B.
thuringensis, libera compuestos nitrogenados que aumenta el pH del medio, caso
contrario del almidén que aumenta gradualmente y en menor medida permitiendo una

mayor produccion de cristales proteicos.
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Por otro lado, Pineda et al. (2019) evaluaron la cepa BMB171 de B. thuringensis en tres
diferentes medios de cultivo: agar nutritivo, caldo Luria y caldo glucosilado y observaron
una mayor produccion de cristales proteicos para el cultivo glucosilado y menos eficiencia
en los primeros dos medios de cultivo. La produccién de proteina es baja en los primeros
dos medios de cultivo; se debe posiblemente a una relacion no adecuada entre carbono/
nitrogeno y la ausencia de diversos minerales importantes para el desarrollo del

microorganismo en la etapa de produccion de la 6-endotoxina.

Martinez Marcado.,(1990) evalu6é un cultivo puro de B. thuringensis var Kurstaky en
cultivos constituidos por melaza, harina de soya, pescado, levadura, CaCo3, K2ZHPO4,
H3PO4 y K2 HPO4. Ademas, los compar6 con medios hidrolizados con &cido fosférico
0.7% vol/vol. Pudo observar que la hidrdélisis aplicada no produce un crecimiento mayor
de B. thuringensis al compararlo con medios sin hidrélisis. Sin embargo, este
procedimiento induce a la bacteria a necesitar un periodo mas largo de adaptacion.

Conocer los medios de cultivos idoneos para las cepas de B. thuringensis resulta muy
importante pero la purificacion de estas proteinas también constituye un paso esencial
porque al realizar ensayos en lineas celulares humanas de interés se asegura la fiabilidad

y obtencion de cristales puros biolégicamente activos.

4.9.2 Purificacion de cristales proteicos

Han sido descritos muchos métodos de purificacion de proteinas provenientes de B.
thuringensis algunos presentan el inconveniente como ser repetidos muchas veces para
obtener una pureza aceptable con rendimientos de purificacién bajos como los métodos
con solventes organicos (trifluorotricloroetano, tetrabromoetano, tetracloruro de carbono
y cloroformo) (Nickerson & Ang, 1978), otros métodos obtienen buena pureza pero los
reactivos esenciales resultan ser caros , con rendimientos de purificacion bajos y no
escalables.

Mendoza Gamboa, E. (1995) aplic6 un método de centrifugacion zonal en gradientes de
densidad de bromuro de sodio para purificar cristales producidos por B. thuringensis.

Obteniendo una sustancia blanquecina con cristales, donde el sobrenadante fue
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descartado. Se lavo tres veces el precipitado con agua bidestilada y finalmente se dializo.
Este procedimiento permitié obtener endotoxinas de B. thuringensis de 20 kDa con la
capacidad de inhibir varias lineas celulares tumorales.

Ademas, Hernandez, Guzman., (2014) reporté un método eficiente para recuperar
proteinas de B. thuringensis para ensayos de citotoxicidad en lineas celulares de cancer.
Una vez finalizado el cultivo se paso el cultivo en filtros de nitrocelulosa y se concentro
dos veces en filtros de amicon ultra, el Gltimo se realizé bajo condiciones estériles. Este
procedimiento permitié obtener altas concentraciones de proteinas ademas de un efecto
citotéxico en lineas celulares de cancer de mama.

Finalmente reporté Reyes Puentes, J, A., (2016), un método de purificacion de
parasporinas el cual consistia en una pre- purificacién con hexano para eliminar cualquier
tipo de materia organica y posteriormente una cromatografia de intercambio i6nico. Los
resultados de este estudio indican que la purificacion cumplié su funcion ademas de
presentar efecto citotoxico con dos lineas celulares de origen tumoral. Sin embargo, se

tiene como perspectiva utilizar mas técnicas de purificacion en este proyecto.
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5. JUSTIFICACION

El cancer es unas de las enfermedades de mayor incidencia en México y su diagnostico
en fase inicial es una condicionante para que los tratamientos tengan mayor probabilidad
éxito. Los tratamientos actuales no presentan especificidad celular provocando efectos
secundarios no deseados en los pacientes. Lo que ha llevado una busqueda incesante
de nuevas estrategias menos invasivas que permitan mejorar la calidad de vida de las
personas afectadas. En este sentido, el grupo de trabajo de la universidad del Papalopan
ha estudiado el potencial citotoxico de algunas PS obtenidas de diversas cepas de B.
thuringensis aisladas de campos de cultivo de la regién (HD73, HD1, AX, AC1, AC2,
AC3, AC5, ACS8, A5, A13, A24, A34 y A35); sin embargo, una condicionante durante la
fase de evaluacion de las PS es la baja concentracion de proteina que se logra recuperar
de los cultivos de B. thuringensis, lo que ha llevado a implementar una metodologia capaz
de incrementar la concentracion de PS en cada cultivo.

Por lo tanto, este proyecto tuvo como objetivo evaluar las condiciones de produccion y
purificacion de proteinas de AC8, ademas de seleccionar una parasporina con actividad

anticancerigena contra la linea celular MCF-7 de cancer de mama.
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6. HIPOTESIS

El uso agar nutritivo como sistema crecimiento de la cepa AC8 de Bacillus thuringiensis
favorece una mayor produccién de las proteinas de origen parasporal permitiendo un

mejor rendimiento en el proceso de aislamiento de dichas proteinas.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general
Optimizar el método de aislamiento de proteinas paraesporales producidas por Bacillus

thuringensis

7.2 Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones de crecimiento 6ptimos (cultivo liquido y sdlido) que
permitan la mayor recuperacion de cristales proteicos.

2. Aislar el cristal proteico de Bacillus thuringensis AC8 e identificar su morfologia.

3. Obtener los extractos proteicos con pesos moleculares de entre 30 y 90 kDa y
seleccionar un método de purificacidon que permitan una mayor concentracion de
proteinas.

4. Evaluar la actividad citotoxica de los extractos proteicos seleccionados en la linea

celular MCF-7 de cancer de mamay en células no cancerosas.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Purificacion de los
cristales proteicos y
morfologia por SEM

Purificacion de los
extractos proteicos

Ensayo en CMSP

Ensayo de hemolisis

Ensayos en lineas
celulares MCF-7

Ensayo de rojo neutro

|

Andlisis microscopico de
los cambios inducidos por
las PS
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Produccién de cristales proteicos de la cepa AC8 de B. thuringensis
9.1.1 Medio liquido

El crecimiento en medio liquido de B. thuringensis se realizé de acuerdo a la metodologia
propuesta por (Bravo-D et al., 2015). Se prepar6 330 mL de caldo nutritivo MCD Lab a pH
7, constituido por 5 g peptona de gelatina y 3 g de extracto de carne por litro. Después se
esterilizo en autoclave durante 15 min, a 121°Cy 14 Ib. Finalmente se inocul6 con un disco
de esporas que contenia 9.56x10° esporas/ disco de la cepa AC8 de B. thuringensis. Por
altimo, el cultivo se dejé incubando por 8 dias, 30 °C y 120 rpm.

9.1.2 Medio sdlido

Se prepar6 150 mL de agar nutritivo MCD Lab a pH 7, constituido por 5 g de peptona de
gelatina, 3 g de extracto de carne y 15 g de agar bacteriolégico por cada 100 mL. Se
esterilizo en autoclave durante 15 min, a 121°C y 14 |b. Se atempero y depositdé 15 mL de
medio de cultivo en cajas Petri. Después de gelificarse, se inoculé mediante estriado un
volumen de 10 pL y 5.9x107 esporas de AC8 de B. thuringensis procedente del medio
liquido; por udltimo, se incub6 a 30°C durante tres dias y fue almacenado a 4°C, por 48

horas.

9.2 Recuperacion de los cristales proteicos

9.2.1 Medio liquido

El pellet bacteriano del medio liquido se colecté mediante centrifugacion a 5500 rpm, 4°C
y 15 minutos por ciclo. El sobrenadante fue desechado, mientras que el precipitado se lavd
dos veces con 5 mL de agua acidificada pH de 2.5, preparada con una solucion de 2 M de
HCI. Enseguida se realizo un lavado con 5 mL de agua destilada y por ultimo dos lavados

con 5 mL de una solucion isoténica de NaCl al 0.85% (P/V).
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9.2.2 Medio soélido

La recoleccion del pellet bacteriano se realiz6 mediante raspado en la superficie del agar
nutritivo con 2 mL de agua destilada estéril y fue transferido a tubos limpios. Después, se
centrifugd a 5500 rpm, 4°C y 15 minutos por ciclo y el sobrenadante fue desechado. El
precipitado se lavo dos veces con 5 mL de agua acidificada pH de 2.5, preparada con una
solucién de 2 M de HCI. Enseguida se realiz6 un lavado con 5 mL de agua destilada y por
ultimo dos lavados con 5 mL de una solucién isotonica de NaCl al 0.85% (P/V).

9.3 Determinacion morfologica de los cristales proteicos mediante SEM

Después de recuperar los cristales proteicos, se purificaron siguiendo el protocolo de
(Mounsef et al., 2014). La muestra que contenia 4 mL, se centrifugé a 5500 rpm por 10
min a 4°C. El sobrenadante se descarto y el precipitado obtenido se lavo dos veces con
1M de NaCl y triton X-100 al 0.01%; luego se realizaron 2 lavados con NaCl 0.85% y 1
mL de hexano; la suspensién se sonic6 a una potencia del00 W y una frecuencia de 40
kHz durante 10 minutos entre cada lavado, para disipar la formacién de grumos.
Finalmente, el sedimento se lavé dos veces con agua destilada a una temperatura de
4°C.

Las muestras purificadas fueron analizadas siguiendo el protocolo de Chai et al., (2014).
Las muestras se fijaron durante 2 dias en la solucion fijadora de Dowell y Trump preparada
en 0,1 M tampdn fosfato (pH 7,2). Se lavd con tampdn fosfato 0,1 M dos veces y se fijo en
1,0% OsOa4 durante 1 h. Se realiz6 un proceso de deshidratacion en serie con 50% etanol
durante 10 min, 75% etanol durante 10 min, etanol al 95% durante 10 min, etanol al 100%
durante 10 min dos veces y finalmente hexametildisilazano (HMDS) durante 10 min; por
altimo se decanto el HMDS. La muestra fue montada con una cinta adhesiva de doble cara
y finalmente se recubrié con oro y se observd con el microscopio electrénico de barrido
marca Hitachi, Modelo SU8230 de emision de campo de catodo frio, a las condiciones de
prueba de 10Kv, 8.5 mm y amplificaciones de 20, 10 y 5 ym,

Las micrografias resultantes permitieron conocer los tamafios, la superficie y forma de los

cristales purificados.
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9.4 Aislamiento de los cristales proteicos mediante electroforesis SDS-PAGE

Los extractos purificados fueron solubilizados de acuerdo al método de Laemmli., (1970)
para una separacion electroforética en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%,
durante 4 h a 100 V. Los geles resultantes se introdujeron en TCA al 12.5 % y después
en etanol al 50 %, ambos por 20 minutos. Los geles fueron tefiidos con azul de coomassie
al 0.1 %, a 70 rpm por 4 horas. Se destifid con una solucion compuesta por 40 mL de
metanol (99% de pureza) / 7mL de acido acético (99% de pureza) / 53 mL de agua
destilada por 20 minutos a 70 rpm.

Las bandas proteicas en el gel de poliacrilamida entre los 30 a 90 kDa corresponden a los
pesos de las PS y esas bandas fueron recuperadas directamente de la matriz para los

posteriores ensayos.

9.5 Purificacidon de los extractos proteicos

Se evaluaron tres métodos de purificacidon, para establecer las mejores condiciones para
aumentar el rendimiento de los cristales proteicos. El primer método (A) consistio en la
electroelucion+ didlisis. La electroelucion es una técnica eficiente y rapida que permitio
extraer la proteina contenida en el gel de poliacrilamida mediante un diferencial de
potencial eléctrico a 200 min a 10 mA (Castrején, A., 2020); y se complementd con la
dialisis, utilizando una membrana Sigma-Aldrich MWCO de 12 000 Daltons por 5 dias a
4°C. Finalmente se cuantificé la concentracién de proteina con el método de Bradford.

El siguiente método (B), elucion + concentracién quimica permitid extraer la proteina del
gel de poliacrilamida mediante solventes organicos. Para eso, las bandas de interés fueron
finamente picadas y depositadas en un eppendorf con una solucién de acetona, acido
acético y agua en una proporciéon 50: 49:1, luego fueron cubiertos con parafilm e incubados
a 37°C por 24 horas sin agitacion. El sobrenadante fue extraido con una pipeta pasteur y
se concentrd siguiendo el método propuesto por Niu et al., (2018) permitiendo eliminar
sustancias que interfieren para la preparacion de muestras de proteinas de alta calidad.
El dltimo método (C), consistid en la electroelucion y la ultrafiltracion con las unidades
filtracion amicon ultra con 2 mL de capacidad y tamafio de poro de 10 kDa. Con este
método las proteinas extraidas se introdujeron en los filtros y se centrifugaron para eliminar

el remante de SDS e interferentes presente en la muestra.
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9.6 Ensayos en la linea celular MCF-7

Se evaluo la citotoxicidad de las inclusiones proteicas en la linea celular MCF-7 de cancer
de mama, porque es la enfermedad de mayor incidencia en México ademas de ser
considerado un cultivo estable. La linea celular fue obtenida de la casa comercial ATCC
a través de donaciones del Laboratorio Nacional de Soluciones Biomiméticas para
Diagnostico y Terapia de la UNAM (LaNSBioDyT), el Instituto Nacional de Pediatria (INP)
y del Instituto Nacional de Rehabilitacién (INR). Fue cultivada y suplementada, siguiendo
el protocolo de Castrejon, A., (2020), a una atmdsfera de 5 %, CO2 y humedad saturada
(95 %) a 37 °C.

Los ensayos requirieron 1.5x10° células (el nimero de células dependera de la tasa de
proliferacion celular). Las células fueron tratadas con 84.225 L de la proteina de 14 kDa

y 77.775 uL de la proteina de 26 kDa. Finalmente se incubaron por 48 horas.

9.7 Ensayos de bioseguridad

Estos ensayos fueron aprobados por el comité de ética de la Universidad del Papalopan,
para esto la sangre fue extraida directamente de un donante sano mediante venopuncién

utilizando 1 tubo con heparina tipo Vacutainer® con EDTA.

9.7.1 Células mononucleares de sangre periférica

Primero se colocé el histopaque en un tubo de 15 mL y manteniendo la relacién 1:1 con
la sangre extraida se agreg6 la sangre vertiendo lentamente por las paredes, este paso
se realiz6 con precaucion. Después se centrifugd el tubo por 30 minutos a 400 g a 24°C
y se recupero los monocitos con una pipeta pasteur de plastico. Se lavé el paquete celular
con 10 mL de PBS 1Xy se centrifugo a 100g por 10 minutos. Se descarto el sobrenadante
y se agrego 1 mL de medio RPMI suplementado con FBS; se contaron las células en una
camara de neuvauer y se sembraron 2.5x10° células/mL. Las condiciones de
mantenimiento fueron a 1 atmésfera, 5 % de CO2 y humedad saturada (95 %) a 37 °C y
48 h. Transcurrido el tiempo se anadié 90 uL de monocitos en una microplaca de 96

pozos estéril y se enfrento con las proteinas a concentraciones de 6,12,24 y 33 ug/ mL.
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9.7.2 Ensayo de hemolisis

El ensayo hemolitico se realizd siguiendo el protocolo de Chubicka et al., (2018), para
esto se obtuvo 5 mL de sangre de un donante humano y se centrifugd a 500xg durante 5
min. Al observar la separacion de fases se aspiré el plasma y se deseché en residuos
biopeligrosos. Se agregd NaCl 150 Mm (hasta el nivel original del plasma) y se centrifugé
a 500 xg por 5 min; al término se realizaron dos lavados con PBS y se anadié 190 pL de
eritrocitos en tubos eppendorf y se tratdé con 10 uL de proteinas. Finalmente se incubd 1h
a 37°C, se centrifugé a 1500 g por 10 min y se midi6 la absorbancia de 100 uL de
sobrenadante a 570 nm.

9.8 Ensayos de citotoxicidad

9.8.1 Método del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
Para determinar la citotoxicidad de las inclusiones proteicas en la linea celular y los

monocitos, se utilizé el ensayo de MTT (Mosmann.,1983), que consiste en la reduccion
metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol a formazan;
brindandonos informacion del funcionamiento mitocondrial en las células tratadas; siendo
proporcional la cantidad de células vivas, a la cantidad de formazan producido.

Las células fueron enfrentadas a diferentes concentraciones de proteinas e incubadas por
48 horas. Transcurrido el tiempo de incubacién, se anadié 10 uL de MTT y se incubd por
48 horas a las condiciones de cultivo. Finalmente, se retir6 el medio y se agregé 100 pL
de isopropanol acido o DMSO, para disolver los cristales de formazan creados. Finalmente

se realiz6 una lectura de absorcién a 595nm.

9.8.2 Ensayo de rojo neutro
Este ensayo permitié evaluar la citotoxicidad de las inclusiones proteicas midiendo la

capacidad de células viables para incorporar y unirse al colorante supravital rojo neutro.
Al ser débilmente catidnico penetra las membranas celulares por difusion pasiva no idnica
y se concentra en los lisosomas donde se une mediante enlaces hidrofobos
electrostaticos a grupos anionicos y/o fosfato de la matriz lisosdmica.

Los monocitos (CMSP) y la linea celular MCF-7 fueron retadas con diferentes

concentraciones de proteinas e incubadas por 48 h. Enseguida se eliminé el medio de
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cada pozo y se agregaron 100 pL (40 mg/mL) de la solucién de rojo neutro incubandose
durante 4 horas. Transcurrido el tiempo se agrego la solucion decolorante constituida
por etanol al 96%, agua desionizada y acido acético 1% en una proporcion 50:49:1
Finalmente se cuantifico la absorbancia del colorante a 540 nm (Repetto et al., 2008).

10.ANALISIS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico se hizo una ANOVA de una viay la prueba Tukey para evaluar

la significancia estadistica de los resultados empleando el software GraphPad Prism 8.0.
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11.RESULTADOS Y DISCUSION

11.1 Produccién de cristales proteicos de B. thuringensis

La cepa ACS8 de B. thuringensis forma parte de un banco de cepas del grupo de trabajo,
esta cepa previamente fue evaluada por Castrejon, A., (2020) y reportada con bajas
concentraciones de proteinas, mediante la cuantificacion de Bradford. En dicho trabajo
ACS8 fue cultivada en caldo nutritivo (medio liquido) (Castrejon, A., 2020). En este trabajo
se reprodujeron las condiciones usadas en medio liquido, (ver Figura 7a) y se compard
con el medio agar nutritivo, que es la propuesta de cultivo en este trabajo (Figura 7b);
esto permiti6 comparar la produccion de cristales proteicos en dos sistemas de cultivo
diferentes. Los resultados obtenidos indicaron que el crecimiento en medio liquido
presenté menor abundancia de cristales proteicos (Figura 7c), igual a lo reportado por
Castrejon, A., (2020), mientras que se observd una mayor produccion cristales en medio
sélido (Figura 7d). B. thuringensis realiza un proceso llamado quorum sensing definido
por Rutherford y Bassler, (2012) como el proceso de comunicacion célula-célula que
permite a las bacterias compartir informacion sobre la densidad celular y ajustar la
expresion génica en consecuencia. En el cultivo liquido la constante difusion de oxigeno
genera una alta concentracion bacteriana (es decir condiciones adecuadas de
crecimiento), ademas de moléculas de sefializacion que se unen a receptores especificos
que activan cascadas de sefializaciones que detienen la esporulacién y afectan
notablemente el desarrollo de cristales parasporales (Rocha Estrada., 2014) y (Sierra-
Martinez et al., 2004). Mientras que en el cultivo en medio soélido la difusién de oxigeno
probablemente sea deficiente y por lo tanto el quorum sensing indica a las células que
hay condiciones de estrés necesarias para producir el cristal. Finalmente, Sarrafzadeh y
Navarro; (2006) confirman que B. thuringiensis aumenta la produccion de proteinas al
tener bajas condiciones de aireacion, ademas de cristales mas grandes. Concluyendo

gue el cultivo en medio sélido es el méas apto para obtener una mejor produccion proteica.
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Figura 7. Medios de cultivo empleados en la evaluacién de cristales proteicos.
Medio a) liquido y b) sélido; cristales observados a las 12 horas de cultivo con la tincion de
coomassie en el medio c) liquido y d) sélido; con un objetivo de 10 X. Las flechas sefialan

los cristales proteicos.

Para complementar el proceso se realiz6 un monitoreo microscépico el crecimiento
bacteriano del cultivo en medio sélido durante 12 horas. Se observo que las fases de
crecimiento coinciden con lo reportado por Berbert-Molina et al., (2008) y Zerda Méndez.,
(2004). La fase | o de crecimiento vegetativo a las 2 horas (Figura 8 a y b), fase Il 6
transicion a esporulacién a las 8 horas (Figura 8 c¢) y fase de esporulacién o liberacion de
la exoespora a las 12 horas (Figura 8 d). Por otro lado, de acuerdo a lo que sefalan
Mizuki et al., (2000) y Hernandez Guzman., (2014) la formacion y liberacion del cristal
coinciden con las fases Il y Il por lo que el cristal fue liberado en ese tiempo (Figura 9);
este resultado se comprobé con una tincidn de cristales a las 12 horas, confirmando

finalmente la presencia del cristal esporulado.
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Figura 8. Monitoreo microscépico del crecimiento de B. thuringensis en medio sélido; a
y b) Fase | (60 minutos y 2 h); c) Fase Il 6 formacién de la endospora (8 h); d) Fase Ill 6
liberacion de la exospora (12 h). Imagenes observadas con un objetivo de 40X en microscopio
optico. Las flechas muestran la endospora y la exospora.

Figura 9. Cristales proteicos de B. thuringensis observados a las 12 horas del cultivo en
medio sélido, tras la tincion con azul de coomassie. Imagenes observadas con un objetivo de

10X con un microscopio Optico. Las flechas sefialan los cristales proteicos.
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11.2 Purificacion de los cristales parasporales y morfologia por SEM

Una de las caracteristicas importantes en la clasificacion de los cristales producidos por
B. thuringensis es su morfologia. Por lo que el siguiente paso fue purificar los cristales
con NacCl, tritdbn X-100 y hexano; modificando el protocolo reportado por Mounsef et al.,
(2014), con la finalidad de reducir esporas y bacterias que impidieran la visualizacién de
los cristales proteicos en la microscopia electrénica de barrido (SEM) (Hernandez
Guzman., 2014).

Se realizo la tincién con verde malaquita; las esporas presentaron un color verdoso, por
su cubierta mas compleja e impermeable que la cubierta de las bacterias mientras que
las células vegetativas se observaron rojas naranjosas (Figura 10). Ademas, la tincion de
cristales se realiz6 con azul de coomassie, confirmandose la presencia de cristales
proteicos con un color azul intenso; este efecto es generado por las interacciones
electrostaticas que se dan entre el compuesto azul brillante coomassie y los grupos amino
y carboxilo de las proteinas (Georgiou et al., 2008), (Figura 11). Finalmente, con los dos
lavados con hexano implementados en este tratamiento se pudo confirmar una reduccion
parcial de las esporas (Mounsef et al., 2014), visualizandose el cristal de AC8 con una
forma redondeada (Figura 12).

Nair et al., (2018), reporta 4 subclases de proteinas esféricas y las clasifica de acuerdo a
sus detalles intrinsecos en esférico (liso, con superficie ondulada, con forma de globo
desinflado y concavo con borde puntiagudo). Siendo la mas abundante la categoria de
esférico con superficie ondulada en un 46.7% de los casos. Por lo tanto, los cristales
producidos y aislados de la cepa AC8 y de acuerdo a la clasificaciéon realizada por Nair
et al., (2018), se puede clasificar como: cristal esférico con superficie ondulada. Ademas
de las micrografias se pudo obtener una longitud (ancho y largo) de cristales de AC8 de
0.10 ym por sus caracteristicas esféricas; descartando la posibilidad de ser esporas ya
que estas son mas grandes con diametros de 2.5 ym (largo) y un radio de 0.7 a 1 ym
(ancho) Loutf H et al., (2020).
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Figura 10. Tincidbn de esporas con verde malaquita. Antes y después de la
purificacién; las flechas mostradas indican B: bacterias (en rosa) y E: esporas (en verde).

Visto con un microscopio éptico (10X).

Figura 11. Tincion de cristales con azul de coomassie. A) antes y B) después
de la purificacién. Las flechas indican c: cristales parasporales. Visto con un

microscopio 6ptico (10X).
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Figura 12. Micrografias de la proteina de AC8 de B. thuringensis con microscopio
electrénico de barrido marca Hitachi, Modelo SU8230 de emisién de campo de catodo frio.
Con condiciones de prueba de 10Kv, 8.5 mm y amplificaciones de a) 20, b) 10,c) 10y d) 5

Mm en la barra de escala. Las flechas indican C: Cristales parasporales; E: Esporas.
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11.3 Perfil de separacion de proteinas y seleccion de las bandas proteicas

Se analizo el perfil de separacion de proteinas en geles de poliacrilamida al 12% para
esto las proteinas provenientes del cultivo en medio sélido (Figura 13a) se comparé con
el perfil del medio liquido (Figura 13b). Los resultados obtenidos indican que en cultivo
en medio soélido se observan bandas definidas; semejante a lo observado cuando hay
proteinas degradadas. Este suceso fue estudiado por Hernandez Guzman., (2014), quien
evaluo el efecto de la aireacion y el pH en el cultivo B. thuringensis; concluyendo que la
alta concentracion bacteriana genera que las bacterias compitan por la falta de nutrientes,
llegando a desaminar aminoacidos produciendo NHs ocasionando un aumento gradual
en el pH que por tiempos prolongados generan la degradacion de los cristales proteicos.
Ademas, los valores de alcalinidad pueden oscilar hasta un pH de 10 durante las primeras
horas, produciendo una solubilizacion tan potente como la tripsina o las soluciones de
solubilizado (Hernandez Guzméan., 2014) a su vez tan semejante como el efecto de
solubilizado que presentan muchas proteinas Cry al ser ingeridas en el intestino de
algunos insectos (Lopez Pazos., 2010). Estudios afirman que a medida aumenta la
alcalinidad del medio de cultivo, la accion de las proteasas es mejor (Reinoso Pozos, Y.,
2016). De este modo también es importante apostar por una fuente de carbono que
metabolice de manera lenta pero continua y que no se produzca elevadas
concentraciones NHs (Hernandez Guzman., 2014).

Por ultimo, a partir los corrimientos electroforéticos se logro identificar 6 bandas definidas
con pesos moleculares de 14, 26, 32, 40, 66 y 87 kDa recuperadas del crecimiento en
medio solido (Figura 13a). Estas proteinas fueron seleccionadas porque se encuentran
en el intervalo que pudieran contener las parasporinas (Chengchen et al., 2014). Ademas,
la cepa AC8 de B. thuringensis demostré tener capacidad de producir proteinas al
cambiar la recuperacion de las mismas a partir de su crecimiento en medio solido

mostrando también un mejor perfil de separacion de proteinas.
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Figura 13. Perfil de separacion de proteinas de AC8 en gel de poliacrilamida al 12%
proveniente del medio a) sélido y b) liquido; PM= marcador de peso molecular; carril 1=
BSA,; carril 2y 3: AC8

11.4 Purificacion de los extractos proteicos

Para evaluar la actividad citotoxica de las proteinas seleccionadas, se recuperaron las
seis bandas proteinas seleccionadas de los geles de poliacrilamida y se evaluaron tres
métodos de purificacion proteica que facilitaron la recuperacion de la mayor

concentracion de proteinas. Los métodos fueron:

Método A electroelucion +didlisis

Método B ’ elucién+ concentracion quimica J

\ )
‘ Método C " electroelucion+ ultrafiltracion

Los métodos antes mencionados constan de dos fases importantes, la primera consiste

en extraer la proteina retenida del gel de poliacrilamida mediante (electroelucion 6
elucion) y la segunda fase en eliminar todo tipo de residuos que se encuentren con la

proteina y concentrarla (dialisis, concentracion quimica 0 ultrafiltracion). La electroelucion
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consistié en extraer la proteina del gel de poliacrilamida con ayuda de potencial eléctrico;
mientras que la dialisis requiri6 una membrana semipermeable dentro de una solucién
amortiguadora de fosfatos. También se usaron solventes organicos en el método B, como
isopropanol para la elucién y acetona, agua, acido acético en proporciones (50:49:1) para
la precipitacion (Ball et al., 1986).

La ultrafiltracién se realizé con los filtros de amicon ultra (Johnsen et al., 2016). Estos
filtros estan constituidos por una membrana con tamafios de poro de 10 kDa que permiten
el paso de sustancias exdgenas y la concentracion de las proteinas de por encima de los
10 kDa.

El método A por Bradford indicé concentraciones menores (1.47 a 87.796 ug/mL) al
compararlo con Castrejon, A., (2020) quien reporté concentraciones desde 160 a 300
pg/mL en las cepas A13 y A24 aisladas del mismo campo de cultivo. Estas diferencias
de valores pudieron deberse a la falta de control del tiempo de dialisis y la naturaleza de
las bolsas empleadas, la cantidad de proteina adicionada en cada bolsa y la baja
selectividad de las proteinas en las bolsas de dialisis para permitir el flujo libre (McPhie.,
1971). Por otro lado, el método B resultdé méas efectivo que el método A para las proteinas
de 14, 32 y 40 kDa, incrementando 1.2, 2.4 y 30 veces la concentracion proteica,
respectivamente; pero el método B podria no ser el mas adecuado al no recuperar todas
las proteinas de interés y dejar trazas de residuos quimicos que afectan la actividad
biolégica de las proteinas (Ball et al.,1986). Finalmente se emple6 el método C que
favorecio la concentracion en todas las proteinas desde 489.756 a 575.121 ug/mL, sin
dejar residuos quimicos e incrementando hasta 106 veces mas la concentracion con
respecto a los métodos anteriores. Por Ultimo, se realiz6 un corrimiento electroforético en
un gel SDS-PAGE al 12% (Figura 14) para verificar la presencia de las proteinas en el
método C y se visualizaron perfectamente las proteinas de interés. Por tanto, se usara
esta metodologia para recuperar proteinas y realizar los bioensayos de seguridad

farmacoldgica y en la linea celular MCF-7 de cancer de mama (Tabla 5).
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Método C

100 kDa
75 kDa
63 kDa

48 kDa

35 kDa

25 kDa
20 kDa

17 kDa

11 kDa

Figura 14. Perfil de separacion de las proteinas de AC8 de B. thuringensis recuperadas del
método C (electroelucion+ ultrafiltracién) en el gel de poliacrilamida al 12%, PM= marcador de
peso molecular; carril 1= proteina de 14 kDa, carril 2= proteina de 26 kDa, carril 3= proteina de 32
kDa, carril 4= proteina de 40 kDa, carril 5= proteina de 60 kDa y carril 6= proteina de 87 kDa.

Tabla 5. Concentraciones proteicas y rendimientos. Proteinas cuantificadas en (ug/mL) mediante
diferentes métodos de purificacion; A (electroelucion+ didlisis); B (elucibn+ concentracion

guimica) y método C (electroelucion+ ultrafiltracion) con las proteinas de AC8 de B. thuringensis.

Métodos de purificacion proteica -
Rendimientos %

proteina (ug/mL)

Proteinas
A B C A B C

de ACS8

14 kDa 16.8+3.1 21.3+0.7 561.3+2.3 5 26 187
26kDa 41.3+2.7 32.5+1.6 495.4+1.5 27 26 344
32 kDa 4.7+0.0 11.4+0.0 504.3+2.5 1 23 181
40 kDa 1.4+0.3 44.1+0.3 540.9+1.5 0.34 21 166
66 kDa 87.7+2.5 16.8+1.5 489.7+1.7 38 28 230

87 kDa 76.5+0.2 20.8+0.5 575.1+3.2 24 25 182
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11.5 Ensayo de citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP), representan la primera linea de
respuesta celular inmediata cuando el cuerpo se expone a agentes toxicos, ademas de
su facil manejo, requerimientos minimos para su extraccion y la similitud en la respuesta
gue tendria en una aplicacion in vivo un organismo completo (Martinez et al., 2007). Por
eso se evalud la citotoxicidad de los seis aislados proteicos en CMSP con cuatro
concentraciones de proteina diferentes (6, 12, 24 y 33 ug/mL) y se determind la viabilidad
celular mediante el método de MTT.

Los resultados del bioensayo ddsis-respuesta indican que las proteinas de mayor peso
molecular 40, 66 y 89 kDa presentaron efecto de tipo proliferativo de hasta 150% de
viabilidad celular. Ademas, la proteina de mayor peso molecular (89 kDa) presenta los
valores mas altos de viabilidad en todas las concentraciones evaluadas (6, 12, 24 y 33
Mg/mL). Aunque se sabe que una pequefia porcidon de monocitos puede diferenciarse a
osteoclastos, bajo condiciones in vitro, no se han reportado compuestos que puedan
hacer proliferar las células. Sin embargo, es un campo de estudio que se encuentra en
exploracion (Lari et al., 2009).

En contraste las proteinas de (14, 26 y 32 kDa) disminuyeron su porcentaje de viabilidad
en un 15% para la proteina de 14 kDa a 24 y 33 uyg/mL, un 25% para las de 26 y 32 kDa
a 33 pg/mL, sin embargo, la norma ISO 10993 que describe métodos de prueba para
evaluar la toxicidad in vitro asociada a dispositivos médicos y cuya clasificacion menciona
que una viabilidad entre un 75 y 100% corresponde a un agente no téxico (Hernandez
Ruiz., 2021). Finalmente podemos concluir que no existe un efecto citotoxico agudo

asociado con las seis proteinas a las 4 concentraciones analizadas (Figura 15).
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Figura 15. Curva dosis-respuesta con las proteinas de 14, 26, 33, 40, 66 y 89 kDa en CMSP,
a concentraciones de 6, 12, 24 y 33 ug/mL a las 24 horas de incubacién. Los resultados estan
expresados como porcentaje con respecto al control negativo (100%). Los datos se expresaron
como media + y desviacion estandar (DE). Los analisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA de 1 via seguido de la prueba de Dunnet. Los valores con p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos. Siendo * p <0.001
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11.6 Ensayo de citotoxicidad en eritrocitos

Se realizo el ensayo de citotoxicidad en eritrocitos provenientes de un donante humano
con las proteinas de 14, 26, 32, 40, 66 y 89 kDa (Figura 16), y se clasificaron las
absorbancias de cada proteina de acuerdo a lo reportado por; donde reportan que la
Absorbancia > 1.00, Alto (+ + +); 0.99 > 0.51, Moderado (+ +); 0.50 > 0.21, Bajo (+),
(Mizuki et al 1999, Uemori et al 2007 & Chubicka et al 2018) (Tabla 6).

Las proteinas de 14, 26, 32 y 89 kDa no presentaron diferencia significativa entre ellas,
con un porcentaje de hemdlisis de 14.35, 13.67, 13.67 y 12.90% respectivamente.
Ademas, la proteina de 66 kDa, aunque presenta un 38.29% de hemolisis esta dentro del
40% permitido para considerar a una molécula farmacol6gicamente segura (Rangel et
al.,1997) y (Rojas Torres., 2019).

Da Silva et al. (2022) realiz6 un ensayo de hemolisis donde enfrento eritrocitos con aceite
extraido de la planta Butia catarinensis y reportd6 que las concentraciones
farmacolégicamente seguras presentaban un 12% de hemodlisis al compararlo con el
control positivo de triton x-100; estos valores son muy similares a las proteinas no
hemoliticas obtenidas en este trabajo.

La proteina de 40 kDa provocd la lisis celular y la liberacion de la hemoglobina con un 69.
82%, resultado que se pudo verificar visualmente, y clasificarse en la categoria de baja,
con absorbancias mayores a 0.20 y menores a 0.50; este valor es similar a lo reportado
por (Alonso- Geli et al., 2015) donde obtuvo un efecto hemolitico del 72% al evaluar la
fragilidad osmotica de eritrocitos con una solucién de NaCl al 0.4% de NacCl.

Rojas Torres., (2019) Reportaron que ademas los genes Cyt que codifican proteinas
hemoliticas, la presencia de genes Cry con actividad insecticida en lepiddpteros, dipteros
y coledpteros dafian la membrana de los eritrocitos tal como lo hace el detergente triton
X-100 que es considerado hemolitico.
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Figura 16. Gréfica de hemdlisis de las proteinas de 12, 26,32, 40, 66 y 87 kDa al
enfrentarlas con eritrocitos. Los resultados estan expresados como porcentaje con respecto
al control negativo (100%). Los datos se expresaron como media + y desviacion estandar
(DE). Los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA de 1 via seguido de la prueba
de Dunnet. Los valores con p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

Tabla 6. Actividad hemolitica producida por las proteinas producidas por AC8 de B. thuringensis

Proteina Promedio Qe Activiggd

absorbancias hemolitica
14 kDa 0.056 -
26kDa 0.053 -
32 kDa 0.053 -
40kDa 0.272 +
66kDa 0.150 -
89kDa 0.075 -

11.7 Ensayos de citotoxicidad con MTT vy rojo neutro en células MCF-7

Después de evaluar las proteinas de 14 y 26 kDa con los criterios de bioseguridad, se
realizaron ensayos en la linea celular de cancer de mama MCF-7 a concentraciones de
(0.08, 0.16, 0.32, 0.64, 1.30, 2.60, 5.20, 10.40 y 20.80 pg/mL). Los resultados del ensayo
de MTT indican que la proteina de 14 kDa no muestra diferencia significativa entre la

concentracion de 0.08 ug/mL y el control negativo (PBS); sin embargo, a partir de la
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concentracion de 0.16 pg/mL se presenta una reduccion de la viabilidad celular de un
15% hasta un 22.2% para 10.40 pg/mL, siendo ésta ultima concentracion la mas
citotdxica (Figura 17 A).

Ademas, la proteina de 26 kDa no presenta diferencia significativa entre las
concentraciones de 0.08 hasta 5.20 ug/mL con respecto al control negativo (PBS) y las
concentraciones de 10.40 y 20.80 ug/mL resultaron ser citotéxicas para esta linea celular
con un 20 y 30% de reduccion de la viabilidad respectivamente (Figura 17 B). Esto nos
permite concluir que, aunque hay citotoxicidad constante en la proteina de 14 kDa a
concentraciones menores, la proteina de 26 kDa presenta mayor efecto citotoxico a la
concentracion de 20.80 ug/mL; siendo ésta la mas citotoxica para la linea MCF-7.

Melo y Kitada., (2020) evaluaron la proteina A14d2 proveniente de B. thuringensis aislada
en Japodn y observaron alta citotoxicidad en células MCF-7 al probar concentraciones de
25y 50 pg/mL. Ademas, Corréa et al., (2012) reportaron una disminucion de la viabilidad
del 22% en células MCF-7 al enfrentarla con la proteina CytBa de B. thuringensis,
evaluando la concentracion de 20 pg/mL; estos valores son muy semejantes a lo
reportado en este trabajo.

En cambio, algunos autores han utilizado concentraciones altas de compuestos
provenientes de otras fuentes al enfrentarlas con las células MCF-7; (Souza- Filho y col.
2014) evalu6 concentraciones de 300, 500 y 900 pg/mL de extractos antioxidantes de
una fruta amazonica al enfrentarlos en la linea celular MCF-7 de céncer de mama,
reportando una disminucién considerable de la viabilidad. Ademas, (Rodriguez Rojas.,
2021) utilizd6 nanocristales sintetizados a partir de moléculas organicas (puntos de
carbono) con las lineas celulares MCF-7 a concentraciones de 25, 125, 250 y 500 pg/mL
obteniendo una reduccion de la viabilidad celular del 22%. Aunado a lo anterior, Galindo
Veciana., (2014) reporté que la concentracion de un compuesto bioactivo se considera
viable hasta 100 ug/mL con un 74,6% de viabilidad en las células tratadas. Por ultimo, las
proteinas de 14 y 26 kDa se podrian considerar viables y dentro del rango de téxicas con
10.40 y 20.80 ug/mL de acuerdo a lo reportado por PECET., (1992), donde clasificaron
el grado de citotoxicidad para extractos y fracciones derivados de plantas y productos
naturales. Y han concluido que el rango entre 10 y 100 ug/mL en células tratadas y con

un 50% de muerte celular, se considera una molécula toxica.
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Aunque ambas parasporinas no tuvieron un efecto citotoxico mayor al 50% en las
concentraciones estudiadas, la tendencia de la proteina de 26 kDa sugiere que al ampliar
el rango de concentraciones en futuros ensayos podria alcanzar el 50% de muerte celular.
Ademas de que ambas proteinas (14 y 26 kDa) podrian ser usadas en terapia sinérgica,
Es decir combinarlas con otras moléculas de interés farmacologico, para potenciar su
efecto citotoxico, (Castrejon, A., 2020).

Finalmente, se realiz6 el ensayo de rojo neutro (Figura 17 C y D) y se comparé con los
resultados obtenidos del ensayo de MTT. Esto permitié verificar que existe la misma
tendencia y hubo en su mayor parte un acuerdo entre ambos ensayos. Pueden existir

diferencias por el grado de sensibilidad de cada técnica.
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Figura 17. Grafica de viabilidad celular con el ensayo de MTT con la proteina de A)
14 kDay B) 26 kDa y el ensayo de rojo neutro C) 14 kDa y D)26 kDa a las 48 h de incubacion
con la linea celular MCF-7 de cancer de mama. Control negativo (PBS) y concentraciones
de 0.08, 0.16, 0.32, 0.64, 1.30, 2.6, 5.2, 22.5 y 19.2 ug/mL respectivamente. Los resultados
estan expresados como porcentaje con respecto al control negativo (100%). Los datos se
expresan como la media + error estandar. Los andlisis estadisticos se realizaron mediante
ANOVA de 1 via seguido de la prueba Dunnet. Los valores con p < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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11.8 Cambios morfolégicos inducidos por la proteina de 14 y 26 kDa en las células
MCF-7

Después de aplicar tratamiento con las proteinas de 14 y 26 kDa a diferentes
concentraciones sobre la linea MCF-7, se realiz6 un seguimiento morfoldgico a las 24 y
48 horas de incubacion. Los controles fueron PBS (control negativo) y Doxorrubicina 4
Mm (control positivo). Las observaciones realizadas muestran cambios morfolégicos que
justifican la citotoxicidad de las proteinas de 14 y 26 kDa a las concentraciones de 10.40
y 20.80 ug/mL en los ensayos de MTT y rojo neutro. Los cambios son transiciones de la
forma poligonal que es propia de una morfologia epitelial en monocapa, a redonda con
superficies lisas con indicativo de dafio celular (Borin et al., 2021). La pérdida de la
morfologia epitelial propia de las células redondas es indicativo de perdida de contacto
entre las células vecinas, cambios compatibles por el proceso de muerte celular (Jaimes
et al., 2016).

Los resultados sugieren que las células con tratamiento presentan la morfologia de una
célula en apoptosis, donde presenta cambios moleculares como la ruptura de la doble
hélice de ADN, asociados a la caspasa 3/7 y la condensacion de la cromatina nuclear
eventos gque se observan incluso en ausencia del gen p53, el Bax o la caspasa 3 (35).
Este hallazgo es prometedor, pues la mayoria de las células cancerigenas que son
resistentes a la muerte celular se asocian con mutaciones en el p53, en la caspasa 3 o

en miembros de la familia de las Bcl2 (Jaimes et al., 2016)
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Figura 18. Cambios morfoldgicos inducidos por las proteinas de 14 y 26 kDa a las 48 horas
de incubacién Analizado por microscopia 6ptica con un objetivo de 20X.Las flechas sefialadas

muestran las células en estado apoptotico.
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12.CONCLUSIONES

1.- El crecimiento de la cepa ACS8 de B. thuringensis en medio sélido permitié observar

una mayor produccion de cristales proteicos que el crecimiento en medio liquido.

2.-Se identificaron seis proteinas con pesos moleculares de 14, 26, 32, 40, 66 y 87 kDa

en la cepa AC8 de B. thuringensis

3.-El cristal parasporal de AC8 present6 una morfologia esférica con superficie ondulada.

4.- El método de purificacién en la que se obtuvo mayor concentracion de proteina fue el
método C (electroelucion y ultrafiltracion con los filtros amicon-ultra).

5.-Los ensayos de seguridad farmacolégica demuestran que las proteinas de 14, 26, 32,

66 y 87 kDa no presentan efecto citotdxico en monocitos y eritrocitos.

6.- Las proteinas de 14 y 26 kDa son parasporinas con efecto citotoxico en la linea celular

MCEF-7 de cancer de mama.
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13. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos, quedan como perspectivas del trabajo:

1.- Demostrar muerte por apoptosis de las proteinas de 14 y 26 kDa provenientes de la

cepa AC8 de B. thuringensis mediante citometria de flujo.

2.- Realizar estudios de biologia molecular en células MCF-7 para la expresion de

caspasas que indican la via de muerte celular (intrinseca o extrinseca).

3.- Realizar ensayos de citotoxicidad en otras lineas celulares de céncer, con las

proteinas obtenidas por la cepa AC8 de B. thuringensis.
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14. ANEXOS

1.- Buffer tris a 1.5 M pH 8.8: 18.2 g de tris, ajustar el pH y aforar con agua destilada a
100 mL.

2.- Buffer tris a 0.5 M pH 6.8: 6.5 g de tris, ajustar el pH y aforar con agua destilada a 100
mL.

3.- LAEMMLI al 2X para la solubilizacion de las proteinas en un volumen total de 11 mL

!
=

Tris-HCI O.5 M pH 6.8

SDS al 20 %

Glicerol

2 mercaptoetanol

Azul de bromofenol al 0.02 %

R P, NN O

Esta solucién se deja en un frasco tono &mbar a temperatura de 4° para su uso posterior.

4.-Buffer para corrimiento electroforético (1L).

Componente Cantidad
Tris base 3.04
Glicina 15
SDS 1

Preparacion de reactivos para tefiir y destefiir geles

Preparacién de reactivos para tefiir y destefiir geles

12.5 g de acido
tricloroacético y aforar a

UEEA da e 100 mL con agua
destilada
50 mL de etanol y aforar
Etanol al 50% a 100 mL con agua
destilada
Disolver en metanol,
Azul de coomassie al 0.1 g de azul de acido acetico y H20, (40
: mL de metanol + 7 mL
0.1% coomassie de &cido acético + 53 mL
de H20).
30 mL de etanol + 7 mL
Et/Ac/Agua Para 100 mL de acido acético + 63 mL

de agua
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25 mL de etanol + 10 mL
Met/Ac/Agua Para 100 mL de acido acético + 65 mL
de agua

Procedimiento para tefiir y destefiir los geles
1. TCAal 12.5 % (20 minutos)
Etanol al 50 % (20 minutos)
Tincion con azul de coomassie al 0.1 % (4 horas en agitacion)
Destefiido con etanol/acido acético/agua (2 horas en agitacion)

Destefiido con metanol/acido acético/agua (2 horas en agitacion a 70 rpm)

o ok w DN

Destefiido con agua destilada hasta que se vean las bandas.

Preparacion del gel al 10%

Separador
Porcentaje Compuestos 1 gel 2geles 3geles 4geles
Agua destilada 3mL 6 mL 9 mL 12 mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.2 mL 4.4 mL 6.5mL 8.7mL
Acrilamida/Bis (30%) 2.7 mL 5.4 mL 8.1mL 10.8mL
10% Persulfato de Amonio (PA 0.1 mL 0.2 mL 0.3 mL 0.4 mL
12.5%)
TEMED 8.4 % 0.08mL 0.15mL 022mL 0.3mL
Concentrador
Compuestos 1 gel 2geles 3geles 4geles ‘
Agua destilada 08mL 15mL 23mL 3mL
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 0.7mL 13mL 2mL 2.6 mL
Acrilamida/Bis (30%) 05mL 09mL 13mL 1.7mL
Persulfato de Amonio (PA 12.5%) 0.07mL 0.13mL 0.19mL 0.25mL
TEMED 8.4 % 0.04mL 0.08mL 0.12mL 0.15mL

Preparacion de 1 L de PBS al 1X
Esta solucion se prepara con el reactivo de la marca SIGMA-ALDRICH DPBS, el cual

viene con un método de preparaciéon de 9.55 g/L.
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Buffer para elucion de proteinas aforado a 1 L.

Se deja en refrigeracion a 4°C.

Componente Cantidad
Tris base 3.0
Glicina 14.4
SDS 1.0

Preparacion de la solucion de MTT (Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol)

e Disolver el MTT en PBS 1X estéril a una concentracion de 5 mg/mL



