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RESUMEN

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva que es ampliamente
conocida por su importancia en el control biolégico, debido a su capacidad de
producir inclusiones cristalinas formadas por proteinas con actividad insecticida
(Cry y Cyt). Recientemente, se ha reportado que algunos cristales proteicos, que
no presentan actividad insecticida, muestran citotoxicidad contra células
cancerigenas humanas. Estas proteinas citotoxicas son conocidas como
Parasporinas (PS). Por otra parte, las nanoparticulas de farmacos pueden
utilizarse como vectores de moléculas anticancerigenas ya que pueden tener un
control de liberacién sostenida y una alta biodisponibilidad. Este trabajo tuvo como
objetivo identificar, dentro de una coleccion de cepas de Bt aisladas en la region
de la cuenca del Papaloapan, parasporinas con actividad antiproliferativa contra
dos lineas celulares de cancer de mama (MDA y MCF-7). Posteriormente, la
nanoencapsulacion de estas parasporinas en liposomas. Se utilizaron 4 cepas de
Bt de las cuales se seleccionaron 8 proteinas para ser probadas contra ambas
lineas. Se obtuvieron 4 parasporinas con actividad antiproliferativa, cuyos pesos
moleculares estan entre los 50 y 75 kDa. Se produjeron, por medio de deposicion
interfacial, 4 diferentes liposomas estables que contenian a las parasporinas con
un tamafio promedio de particula de 200 nm, un indice de polidispersion de entre

0.138 — 0.195 y un potencial Z de entre -26.3 a -22 mV.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram positive bacteria that is widely known for its
importance on biological control, due to their ability to produce crystalline
inclusions formed by insecticide proteins (Cry and Cyt). Recently, it has been
reported that, some crystals proteins that are not active against insects, induce
apoptosis against human cancer cell lines. These cytotoxic proteins are known as
Parasporins (PS). The PS has been classified in six kinds based on the homology
of their amino acid sequences. Moreover, nanoparticles can be used as vectors for
anticancer molecules, this due to their control sustained release and high
biodisponibility. The aim of this study was identify, within a collection of Bt strains
isolated at the Papaloapan region, parasporins for two human breast cancer cell
lines (MDA and MCF-7). Later, this parasporins were nanoencapsulate in
liposomes. Four strains of Bt were used, of which 8 proteins were selected to be
tested against both human breast cancer cells. Four parasporines with
antiproliferative activity were obtained, its molecular weights are between 50 and
75 kDa. By interfacial deposition were produced 4 different stabled liposomes
activated with parasporins inside with a zise average of 200 nm, a Pdl between

0.138 — 0.195 and a Z-potencial between -26.3 to -22 mV.



Introduccion
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A finales del siglo pasado, Bacillus thuringiensis (el insecticida bioldgico mas
usado en el mundo, Sauka & Benintende, 2008) empez6 a ser materia de estudio
en el area de la salud por ser una bacteria capaz de producir algunas inclusiones
proteicas con actividad antiproliferativa especifica contra lineas celulares

cancerigenas (Mizuki et al., 1999).

La nanotecnologia, al ser un campo interdisciplinario, brinda la posibilidad de
hacer construcciones a escala nanométrica encapsulando farmacos,
confiriéndoles proteccion y aumentando su biodisponibilidad para poder ser
utilizados como tratamiento contra diversos padecimientos clinicos, principalmente

el cancer (Kwangjae et al., 2008, Putheti et al., 2008, Soppimatha et al., 2001).

En este trabajo, se plantea el estudio de varias inclusiones proteicas de distintas
cepas de B. thuringiensis, aisladas del suelo de la region de la cuenca del
Papaloapan, contra lineas cancerigenas. Se propone también, una metodologia
para la preparacion de construcciones nanométricas para encapsular las proteinas
gue presentan actividad antiproliferativa y asi mismo, el andlisis de algunas

caracteristicas fisicas y quimicas de las mismas.
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Antecedentes
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2.1  Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) es una bacteria Gram positiva con forma de
bacilo, su tamafio promedio es de 2 a 5 ym de largo por 1 ym de ancho y se
caracteriza por la formacion de un cristal proteico de diferente peso molecular
(Figura 1), en el momento de la esporulacién (Schnepf et al., 1998). B.
thuringiensis es miembro del grupo de Bacillus cereus, el cual también incluye a
B. cereus y B. anthracis. B. thuringiensis esta tan genéticamente relacionado a B.
cereus, que es distinguible solo por la presencia de una inclusion parasporal

proteica formada durante su esporulacion (Rowe & Margaritis, 1987).

Figura 1. Micrografia obtenida por transmision electronica de B. thuringiensis. Se muestra la espora
bacteriana y el cristal proteico (Sanchis, 2010).
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B. thuringiensis es una bacteria cosmopolita, ya que se ha aislado de diferentes
ambientes naturales, como el suelo, filoplanos de diversos granos y productos

almacenados (Martin & Travers, 1989).

B. thuringiensis presenta dos fases principales durante su ciclo de vida, un
crecimiento exponencial en el cual la bacteria se multiplica por fision binaria, y una
fase de esporulacion que consiste en la diferenciacion de la bacteria en esporas.
Las esporas, cuando se encuentran en un ambiente favorable de crecimiento
(medio con nutrientes necesarios para su desarrollo, temperatura alrededor de 30
°C y pH de 7.0 aproximadamente), pueden germinar e iniciar su crecimiento

exponencial (Schnepf et al., 1998).

B. thuringiensis es uno de los principales microorganismos utilizados en el control
biolégico (Who, 1999), esto es debido a las inclusiones proteicas cristalinas
denominadas &-endotoxinas (proteinas Cry e Cyt) (Bravo et al., 2007), las cuales
son liberadas al mismo tiempo con la espora durante la lisis celular (Lereclus et
al., 1989; Arantes et al., 2002). Estas d-endotoxinas son extremadamente toxicas
contra insectos de los oOrdenes Lepidoptera, Diptera y Coleodptera (Hofte &

Whiteley 1989).

Hasta el momento mas de doscientos genes que codifican para cristales proteicos
con actividad insecticida se han clonado, secuenciado y con base en la homologia
de aminoéacidos se han clasificado en treinta y dos grupos de genes cry y dos
grupos de genes cyt (Crickmore et al., 1998). Las proteinas toxicas para

lepidopteros pertenecen a los grupos Cryl, Cry9, y Cry2. Las toxinas activas
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contra coledpteros son las proteinas Cry3, Cry7, y Cry8, las cuales tienen
actividad contra insectos lepidopteros también. Las proteinas Cry5, Cryl12, Cryl3,
y Cryl4 actuan contra nematodos, mientras que las proteinas Cry2, Cry4, Cryl0,
Cryll, Cryl6, Cryl7, Cryl9 y las proteinas Cyt son toxicas para dipteros
(Crickmore et al., 1998). Debido a que dichas inclusiones parasporales son
biodegradables, y que no contaminan suelos ni aguas, B. thuringiensis se utiliza
como insecticida ecolégico para controlar plagas agricolas, plagas forestales y

vectores de enfermedades (Yasutake, 2006).

La mayoria de las cepas de B. thuringiensis pueden sintetizar mas de un tipo de
cristal que pueden ser formados por diferentes proteinas Cry, en algunos casos
cinco toxinas han sido encontradas, por ejemplo, la subsp. israelensis. El peso
molecular de esas toxinas puede variar entre 14 y 142 kDa. Dependiendo de la
composicién de aminodacidos, el cristal puede ser bipiramidal, cuboide, romboide,
ovoide, esférico, rectangular o irregular. La particularidad de cristalizacién de las
toxinas puede disminuir la susceptibilidad a la degradacién por proteasas del

huésped (Schnepf et al., 1998).

Ademas de las &-endotoxinas, B. thuringiensis puede producir otras toxinas,
como la a-exotoxina, B-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinasas y
fosfolipasas (Hansen & Salamitou, 2000). También producen proteinas
parasporinas que exhiben actividad citotdxica especifica contra células tumorales

humanas (Ohba et al., 2009, Okumura et al., 2015).
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2.2 Parasporinas

Mizuki et al., en 1999, realizaron un analisis masivo de cepas de B. thuringiensis,
en el cual 1744 de éstas fueron investigadas en cuanto a su actividad citotéxica
contra células de leucemia humana y su capacidad hemolitica en eritrocitos de
oveja. Esto llevd al descubrimiento de cepas de B. thuringiensis productoras de
proteinas capaces de discriminar entre células T sanas y leucémicas, matando
preferencialmente a éstas ultimas (Mizuki et al., 1999). Posteriormente Mizuki et
al., 2000, reportaron una proteina Cry con actividad anticancerigena obtenida de la
cepa A1190, lo cual llevo a la creacion de una nueva clasificacion de proteinas, las
parasporinas (PSs). Las parasporinas se definen como proteinas no hemoliticas,
toxicas preferencialmente para células cancerosas (Mizuki et al., 1999 y 2000). A
partir de esto, las parasporinas tomaron importancia debido a su potencial como

tratamiento contra el cancer.

Lee et al., en el 2000 y 2001 reportaron que las proteinas paraesporales de B.
thuringiensis var. shandongiensis son citotdxicas contra células T de leucemia
humana; asi mismo, Kim et al.,, (2000) demostraron que B. thuringiensis var.
dakota produce una proteina altamente citotoxica contra la linea celular MOLT-4 y

moderadamente citotéxica contra las células HelLa de cancer cervicouterino.

Hasta el momento, seis clases de parasporinas han sido encontradas (Tabla 1),
con un total de diecinueve diferentes PS identificadas a partir de 17 diferentes

cepas de B. thuringiensis. Esta clasificacion es con base a la homologia de sus
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secuencias de aminoacidos, realizada por el Comité de Clasificacion y

Nomenclatura de Parasporinas (http://parasporin.fitc.pref-fukuoka.jp/index.html).

De las PSs identificadas, 11 pertenecen al grupo PS1, 3 al grupo PS2, 2 al PS3,
mientras que los grupos PS4, PS5 y PS6 poseen apenas un representante cada
uno. El modo de accion de las parasporinas difieren entre las familias, asi como el

espectro citotdxico y el nivel de actividad (Ohba et al., 2009).

Tabla 1. Caracteristicas de las parasporinas (Ohba et al., 2009).

Parasporina Cepa de_origen (_je Peso molecular
B. thuringiensis (kDa)
(CF;%lAAaall) A1190 ol
(CF:ijaAAaall) ALS4T 37
o .
(CF;ij?:;l) A1470 34
(Cﬁsgf/fall) A1100 34
(CF:ig?:all) MO19 84

La PS1 producida por B. thuringiensis A1190 (84-HS-1-11) tiene un peso de 81
kDa pero una vez activada forma un heterodimero de 15 kDa y 56 kDa, no forma
poros y es citotoxica contra lineas celulares HeLa y MOLT-4 (Katayama et al.,
2007). La PS1 provoca un aumento en el flujo de Ca?* por la unién con los
receptores de la proteina G o por las proteinas G heterotriméricas, induciendo,
probablemente, apoptosis en las células cancerigenas (Katayama et al., 2007). La
PS2 producida por B. thuringiensis A1547 (94-F-45-14) en su forma inactiva posee

un peso de 37 kDa mientras que cuando es activada cambia a 30 kDa, y es
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formadora de poros (Kitada et al., 2006). La PS2 es citotoxica contra lineas
celulares HepG2 y MOLT-4, pero es poco probable que genere apoptosis (Ito et
al., 2004). Se ha visto que estas toxinas se ubican en la periferia de las células
cancerosas al igual que las cadherinas, las cuales son responsables de la
adhesion célula-célula (Kitada et al., 2006). Las PS3 producidas por B.
thuringiensis A1462 tienen un peso de 88 kDa y cuando esta activa su tamafio es
de 64 kDa. Aparentemente, estas parasporinas son formadoras de poros,
aumentando la permeabilidad de las células cancerigenas (Yamashita et al.,
2005). Las PS4 producida por B. thuringiensis A1470 son de 31 kDa, pero una
vez activadas son de 27 kDa y s6lo se ha reportado que su mecanismo de accion
es diferente al de las PS1, PS2 y PS3 (Ohba et al., 2009). La PS6 producida por
B. thuringiensis M019 es citotdxica contra lineas celulares de cancer de higado y

cervicouterino (Nagamatsu et al., 2010).

Las PS1, PS2, PS3 y PS4 han sido nombradas por el Comité de Clasificacién y
Nomenclatura de ©&-endotoxina de B. thuringiensis como: Cry31Aa, Cry46Aa,
Cry45Aa y Cry41Aa, respectivamente (Crickmore et al., 1998). La morfologia del
cristal paraesporal también es diferente; PS1 esférico, PS2 y PS4 tienen forma

irregular y PS3 bipiramidal (Kitada et al., 2006).

La abundancia de B. thuringiensis en la naturaleza como productor de
parasporinas y la forma de actuar de éstas, lo ha hecho candidato potencial para

el tratamiento contra el cancer.
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Debido a que distintas cepas de B. thuringiensis producen diferentes proteinas
citotdéxicas con amplias variaciones en su efecto anticancerigeno y mecanismo de
accion, se ha incrementado el nimero de estudios al respecto, asi como el de
estudios para determinar su efecto in vivo y poder ser considerada en un futuro

como diana terapéutica en humanos.

2.3 Cancer

El cancer es la enfermedad crénico-degenerativa de mayor incidencia entre los
adultos, en comparacion con los nifios y jovenes. Es un padecimiento que no hace
distincibn de razas, nivel socioeconémico o sexo, aunque se observa una
diferencia en los tipos de cancer que afectan a hombres y mujeres. Al respecto, la
Organizacion Mundial de la Salud en 2015, identifica que a nivel mundial, los
tumores malignos de pulmén, préstata, colorrectal, estbmago e higado son los
mAas comunes entre los varones, mientras que en las mujeres son los de mama,

colorrectal, pulmon, cuello del utero y estbmago (OMS, 2014 y 2015a).

La OMS define el cancer como el proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolada de células. Este crecimiento descontrolado genera tumores o
neoplasias que suelen invadir el tejido circundante y puede provocar metastasis en
puntos distantes del organismo. Cualquier parte del cuerpo es susceptible de
verse afectada, de forma tal que existen mas de 100 tipos de esta enfermedad. Si

bien no hay una causa directa que origine su aparicion, la OMS (2015a), a través
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del Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC, por sus siglas

en inglés), clasifica los agentes cancerigenos en tres grandes grupos:

e Cancerigenos fisicos: radiaciones ionizantes y ultravioleta.
e Cancerigenos quimicos: tabaco, alcohol, asbestos, arsénico, aflatoxinas.
e Cancerigenos bioldgicos: infecciones causadas por ciertos virus, bacterias

0 parésitos.

2.3.1 Cancer de mama (CM).

El cancer de mama (CM) es el tipo de neoplasia maligna que mas afecta a las
mujeres. El principal factor de riesgo para el CM es el envejecimiento, pero hay
otros factores, como los relacionados con la vida reproductiva de la mujer
(pubertad precoz, primera gestacion después de los 30 afios, uso de
anticonceptivos orales, menopausia tardia y terapias hormonales de remplazo).
Ademas de antecedentes familiares de CM, en los que son frecuentemente
observadas alteraciones en genes implicados con la regulacion del metabolismo
hormonal y a la reparacion de ADN (Brasil, 2011, 2014; Stuckey, 2011;
Abdulkareem & Zurmi, 2012). EI CM puede ser diferenciado, segun las
clasificaciones terapeduticas, en tres grupos principales. El grupo ER+, que expresa
el receptor de estrogeno (Van't Veer et al., 2002); el HER2 elevado, que presenta
una alta expresion del receptor del factor de crecimiento epidermal humano
(Slamon et al., 1987); y el triple negativos, donde no se expresan los receptores de

estrogeno (ER), progesterona (PR) y HER2 (Perou, 2011). Esas variaciones en las
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caracteristicas moleculares de un mismo tipo de cancer, muestran la importancia
de tomar medidas preventivas o definir tratamientos teniendo en consideracion las

caracteristicas individuales (Wacholder et al., 2010).

El CM es ahora causante de un mayor nimero de muertes en México, comparado
con el cancer cervicouterino, y afecta a mujeres adultas de todas las edades y
niveles de ingreso. Actualmente, es la segunda causa de muerte entre las mujeres

mexicanas adultas de 30 a 54 afios de edad (Lozano et al., 2008).

Segun datos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en el
continente americano, el CM es el mas comun entre las mujeres (29% respecto
del total de casos de cancer) y es la segunda causa de muerte por tumores
malignos para este grupo de poblacién, superada Unicamente por el cancer de
pulmén (15% contra 18%); para el afio 2030, la OPS estima mas de 596 000
casos nuevos y mas de 142 100 muertes en la regién, principalmente en la zona

de América Latina y el Caribe (OPS, 2014ay 2014b).

En el aspecto de la salud social, la epidemia de CM constituye una prioridad ya
establecida en los paises desarrollados. En los paises en desarrollo, por el
contrario, se ha prestado insuficiente atencion a este problema sanitario
emergente. La evidencia reciente demuestra que el CM es hoy en dia una de las
principales causas de muerte y discapacidad entre las mujeres de paises en vias
de desarrollo (Mathers et al., 2001). En forma paralela, la investigacion ha
producido nuevas opciones terapéuticas, muchas de las cuales tienen un costo

elevado. Por consiguiente, la epidemia de CM representa un nuevo desafio para el
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financiamiento y la proteccion del gasto publico, en particular para los paises en

desarrollo (Knaul et al., 2009).

Los principales tratamientos contra los diferentes tipos de cancer son: cirugia,
radioterapia, quimioterapia incluyendo terapia hormonal e inmunoterapia (Miller et
al.,, 1981). Un porcentaje importante de canceres pueden curarse mediante
cirugia, radioterapia o quimioterapia, especialmente si se detectan en una fase
temprana (OMS, http://www.who.int/topics/cancer/es/). La desventaja de los
tratamientos es que no tienen selectividad por las células tumorales, lo que
aumenta los efectos indeseables y en consecuencia la disminucién de la calidad
de vida de los pacientes. Otra consecuencia de los efectos secundarios de los
tratamientos contra el cancer es que los pacientes no pueden tolerar o sobrevivir a
una combinacion de diferentes farmacos al mismo tiempo, lo que puede limitar la
capacidad del médico para eliminar la enfermedad. Esto ha generado la busqueda
de nuevos tratamientos contra el cancer, por ejemplo, los agentes biologicos
diana-especifico o target. El target es un farmaco que actia directamente sobre
proteinas o mecanismos implicados en la proliferacién y crecimiento de las células
tumorales. Entre los agentes utilizados se encuentran moléculas fundamentales
para el desarrollo de la célula tumoral como: proteinas del ciclo celular,
moduladores de apoptosis, moléculas de sefalizacion intracelular, receptores de
crecimiento y moléculas implicadas en la capacidad de invasiéon y en la
angiogénesis (Morrow y Kim, 2005). Otra estrategia, que aun esta en desarrollo,
es suministrar los medicamentos mediante nanoparticulas, disminuyendo los

efectos secundarios de los mismos. Ademas, las nanoparticulas con farmacos
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pueden eliminar a las células cancerigenas antes de que éstas puedan generar

una resistencia a cualquier compuesto individual (Brigger et al., 2012).

2.4 Nanotecnologia

2.4.1 Generalidades de la nanotecnologia

La nanotecnologia implica el desarrollo de herramientas capaces de manipular y
construir nuevas estructuras a nivel atdbmico. Las nanoparticulas empleadas como
sistemas de suministro de farmacos son de un tamafio submicrométrico de entre
3 y 200nm, generalmente hechas de polimeros (Kwangjae et al., 2008).
Dependiendo del proceso utilizado se pueden obtener nanoesferas o

nanocapsulas (Brigger et al., 2012).

El termino nanotecnologia surgid por primera vez en la presentacion del
investigador Richard Feynman titulada “There’s Plenty of Room at Botton”, en el
Encuentro Anual de la Sociedad Americana de Fisica de 1959, en el Instituto
Tecnologico de California. Feynman vislumbré una tecnologia capaz de construir
nano-objetos &tomo por atomo, molécula por molécula. Esta tecnologia se refiere
a la manipulacion a escala atomica, lo que genera cambios en diferentes
propiedades quimicas y fisicas. En algunos casos estos cambios pueden ayudar a
incrementar la capacidad de eliminar las barreras y las membranas celulares y

generar una mayor solubilidad de las moléculas (Yang et al., 2008).
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La nanotecnologia es un campo interdisciplinario, que abarca areas como: la
quimica, la fisica, la biologia, las ciencias de la computacion, la ingenieria y la
medicina. Esta tecnologia también se ha destacado en el area farmacéutica,
sobretodo en el desarrollo de nuevas formas de dosificacion. Se han reportado
diversos materiales para la produccién de nanoestructuras que cambian el tipo, las
propiedades y caracteristicas de liberacion de los farmacos incorporados. Las
nanoestructuras mas utilizadas son las nanoparticulas (lipidicas o poliméricas), los
nanotubos, los liposomas, los puntos cuénticos (quantum dots) y los dendrimeros

(Putheti et al., 2008).

Las nanoesferas se componen de una matriz polimérica en la que se adsorbe el
farmaco. Las nanocépsulas estan rodeados por una pared de polimero con un
ndcleo acuoso o aceitoso, donde se puede retener el farmaco (Soppimatha et al.,

2001).

Las nanoparticulas tienen un futuro prometedor en la industria farmacéutica,
especialmente en la vectorizacion de medicamentos anticancerigenos vy
antibioticos. Las nanoparticulas de farmacos presentan un control de liberacién
sostenida, una mayor selectividad (aumentando asi el indice terapéutico), una
disminucién de los efectos secundarios y sobretodo protegen al farmaco de la

degradacion en el trato tracto gastrointestinal, lo que aumenta la biodisponibilidad.

24



2.4.2 Liposomas

Los liposomas son los “nano-acarreadores” mas comunes y mas utilizados para la
administracion dirigida de farmacos. Esto es debido a que han mejorado terapias
de aplicaciones biomédicas mediante la estabilizacion de compuestos terapéuticos
y aumentando la distribucion de compuestos dirigidos a sitios especificos de
manera in vivo (Koning & Storm, 2003). Los liposomas se definen como vesiculas
de fosfolipidos que consisten en una o mas bicapas lipidicas concéntricas que
encapsulan espacios acuosos, esto le confiere a los liposomas la capacidad de
atrapar compuestos lipofilicos e hidrofilicos (Metselaar & Storm, 2005). El centro
acuoso y el exterior lipidico biocompatible permiten la encapsulacién y entrega de
varias macromoléculas, tales como ADN y proteinas (Monteiro et al., 2014) para el
diagnéstico y tratamiento de infinidad de enfermedades, como el cancer y en los
altimos afios en la terapia génica (Smyth 1999). La encapsulacion dentro de los
liposomas protege a los compuestos contra la inactivacion temprana, la
degradacion y la dilucion (Ulrich, 2002). Farmacoldgicamente, los liposomas se
consideran inactivos con toxicidad minima ya que los fosfolipidos que los
componen son naturales (Hua & Wu, 2013). Sin embargo, los liposomas pueden
ser inestables y su distribucion de tamafio puede no ser homogénea. El indice de
polidispersion (Pdl) nos da un valor estimativo de qué tan homogénea es la
muestra en cuanto al tamafio de particula. El potencial zeta es una propiedad de
los materiales que mide el potencial electrocinético en sistemas coloidales en la
qguimica coloidal. Los sistemas coloidales se componen de, al menos, dos fases

una de ellas finamente dividida en pequefas particulas (fase dispersa) a las que
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rodea completamente la otra sustancia (medio de dispersion). Desde un punto de
vista fisico, el potencial zeta es el potencial eléctrico en la doble capa interfacial;
es decir que es el punto donde se unen la capa difusa y la de Stern (Batalla et al.,
2014). La importancia del potencial zeta es: que su valor esté relacionado con la
estabilidad de las dispersiones coloidales ya que indica el grado de repulsion entre
particulas adyacentes, cargadas en un sistema coloidal (Hunter, 1988). Para las
moléculas y particulas que son lo suficientemente pequefios, un alto potencial zeta
le confiere estabilidad, es decir, el sistema coloidal se resistird a la agregacion

(Batalla et al., 2014).

2.4.3 Deposicion interfacial

La deposicion interfacial es una técnica de emulsificacibn espontanea utilizada
para la produccion de nanoliposomas. En la deposicion interfacial se vierte una
fase oleosa en una acuosa. La fase oloeosa esta conformada por fosfolipidos que
envuelven al farmaco hidrofilico, un antioxidante que da estabilidad a las vesiculas
lipidicas formadas y un solvente organico. La fase acuosa esta compuesta por el
farmaco hidrofilico y un surfactante ambos en una solucion acuosa como medio
dispesante. La mezcla oleosa se inyecta lentamente en el medio acuoso agitado,
resultando en la deposicion del fosfolipido en forma de vesiculas de
aproximadamente 230 nm de tamafio que contienen en su interior al farmaco

hidrofilico (Couvreur et al. 1995, Fessi et al., 1989).
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Justificacion
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B. thuringiensis es una bacteria cosmopolita que se puede aislar de suelo, hojas,
insectos muertos, etc. Durante su fase de esporulacion, B. thuringiensis produce
las &-endotoxinas, proteinas Cry o paraesporinas. Las paraesporinas tienen

actividad antiproliferativa contra diferentes lineas celulares cancerigenas.

Por otro lado, las nanoestructuras tienen un amplio desarrollo en diferentes areas,
como la catdlisis, el transporte de fluidos, el suministro controlado de farmacos y el
almacenamiento de gases, en compuestos organicos, contaminantes y energia.
Los nanoliposomas pueden aumentar la vida til, incrementar la eficiencia de las
moléculas que contienen, controlar la liberacion de la sustancia activa en funcion
de los parametros externos, ademas de reducir los procesos de degradacion y
pérdida de propiedades. Estas caracteristicas han favorecido su aplicacién en el

area farmacéutica, entre ellas en farmacos contra cancer.

Debido a que los nanoliposomas confieren proteccion contra la degradacion y
pérdida de propiedades, asi como un mejor control de liberacién de la sustancia
activa, en el presente proyecto se generaran, por medio de la técnica de
deposicion interfacial, nanoliposomas de parasporinas producidas por B.

thuringiensis contra lineas celulares de cancer de mama (MDA y MCF-7).
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IV. Hipotesis.

Mediante el método de deposicion interfacial es posible generar nanoliposomas

conteniendo parasporinas de B. thuringiensis.
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V. Objetivo General

Generar nanoliposomas de parasporinas de B. thuringiensis con actividad

antiproliferativa contra las lineas celulares de cancer de mama MDA y MCF-7.
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VI.

Objetivos Particulares

Obtener extractos proteicos de cepas de B. thuringiensis con peso
molecular de 50-85 KDa que pudieran ser parasporinas.

Determinar mediante ensayos dosis respuesta contra las lineas celulares
cancerigenas (MDA y MCF-7) si los extractos proteicos contienen
parasporinas.

Obtener nanoliposomas que contengan parasporinas de B. thuringiensis.
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VII.

Materiales y Métodos
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7.1 Produccion de parasporinas de B. thuringiensis

Para la obtencion de las parasporinas se cultivaron distintas cepas de B.
thuringiensis, las cuales fueron aisladas del suelo de la region del Papaloapan en
trabajos previos (Bravo-D et al, 2015). Las cepas seleccionadas fueron B.
thuringiensis var Higo (AC3), B. thuringiensis IAM 12077 (A13), B. thuringiensis var

tolworthi (A34) y B. thuringiensis BMB 171 (AX) (Tabla 2).

Tabla 2. Relacién de cepas utilizadas para la produccion de posibles parasporinas y tipo de suelo
en el que se aislaron.

Aislado Especie Suelo cultivado con:
AC-3 thuringiensis var higo Platano
AX thuringiensis BMB171 Cafna
Al3 thuringiensis IAM 12077 Cana
A34 | thuringiensis var tolworthi Cana

Las condiciones de cultivo fueron: 300 mL de medio nutritivo, agitacion 120 rpm,
temperatura 30 °C, operacion durante 7 dias hasta alcanzar al menos el 90% de
esporas libres. Al término de la fermentacién, se centrifugé el mosto a 5500 rpm
por 30 min. Se lavo el precipitado resultante, el cual contenia las proteinas
insolubles, con una solucion de agua acidulada a un pH de 2.5 por triplicado a
5500 rpm por 15 min y con una solucion isotonica de NaCl al 0.85% (P/V) también
por triplicado a 5500 rpm por 15 min. Se lavd con agua destilada entre las
centrifugaciones de agua acidulada y solucion isotonica, y al final de los lavados a
5500 rpm por 15 min. El pellet resultante se resuspendio en 3 mL de agua

destilada.
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Posteriormente, las muestras lavadas se solubilizaron segun el método de
Laemmli (Laemmli, 1970). A continuacién se hizo una electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al
7% para seleccionar las inclusiones proteicas de entre 50 y 85 kDa. La
electroforesis se corrié en buffer Tris Glicina por 1 h a 100 V segun lo reportado
por Navarro (2001). Se utiliz6 albimina sérica bovina (BSA) (67 kDa) como

estandar.

7.2 Seleccion de las inclusiones proteicas parasporales.

Después del SDS-PAGE, se recuperaron las bandas de entre 50 y 85 kDa
directamente de la matriz de poliacrilamida para realizar una electroelucion a 10
mA por 200 min. Al término de la electroelucién, las muestras eluidas se
solubilizaron. Con estas muestras se hizo nuevamente SDS-PAGE al 7% y se
corrio a 100 V por 1 h para asegurar la presencia de una sola proteina. Se
cuantificé la proteina eluida con el NanoDrop segun especificaciones del equipo
con la aplicacion Protein 280. Debido a que el SDS en el que estaban disueltas
las proteinas es toxico para las células, posterior a la elucion, se elimind. Para
esto, se efectud una dialisis con una membrana Spectra/Por Membrane MWCO: 6-
8000. La dialisis se realizé con un buffer de Tris-base y glicina, las proteinas se
colocaron dentro de la membrana, una vez sellada la bolsa de dialisis, ésta fue

sumergida en el buffer por 24 h cambiandolo cada 2 h en refrigeracion.
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7.3 Identificacion de los extractos proteicos que contienen

parasporinas.

7.3.1 Curva estandar

Los ensayos dosis respuesta de las inclusiones proteicas parasporales contra las
lineas celulares cancerigenas se realizaron en el laboratorio 3 de la sexta planta
de la torre de investigacién de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Autonoma de México. Se probd la actividad antiproliferativa de las inclusiones
proteicas purificadas en las células de cancer de mama (MDA y MCF-7), aplicando
el meétodo de Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
(Mosmann, 1983) para evaluar proliferaciéon celular. El ensayo MTT mide la
proliferacion celular y la reduccion de la viablilidad celular mediante la reduccion
de las sales que componen al reactivo. La reduccion es el producto metabdlico de
las células activas por la accion de enzimas deshidrogenasas, generando
equivalentes reductores como NADH y NADPH. El formazan intracelular purpura
resultante puede ser solubilizado y cuantificado por métodos espectrofotométricos.
Primero se hizo una curva de calibracion a diferentes concentraciones de células
MDA Y MCF-7 (2.5, 5, 10, 15 y 20 x 10°células por pozo) en placas de 96 pozos,
con 90 puL de medio DMEM vy se incubaron al 5% de CO, por 20 h a 37 °C.
Posteriormente, a cada pozo se le adicionaron 20 uL de reactivo MTT y se incub6
nuevamente la placa en las condiciones mencionadas por 4 h. Después de este
tiempo, se retird el sobrenadante y se agregaron 100 pL de isopropanol acido. Se

tomo una lectura de absorcion a 595 nm en un lector de placas Agilent 300 Cary
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UV/Vis. Se realiz6 una grafica de absorbancia contra concentracion celular y se
calculd por medio de una regresion lineal la relacion entre ambas variables

(absorbancia y concentracion celular).

7.3.2 Bioensayo dosis respuesta de las inclusiones proteicas.

Para los ensayos dosis respuesta de las proteinas purificadas: se cultivaron 2x10*
de células en 90 L por cada pozo en medio DMEM y se dejaron a 5% de CO, por
20 h a 37 °C. Posteriormente, se agregaron a cada pozo distintas concentraciones
de las proteinas purificadas en 10 pL (0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1 pg) y se guardaron al
5% de CO, por 20h a 37 °C. Posteriormente, se afiadieron 20 yL de MTT a cada
pozo y nuevamente se dejaron al 5% de CO; por 4h a 37 °C. Al término de este
tiempo, se retiré el sobrenadante y se agregaron 100 pL de isopropanol acido. Se
tomo una lectura de absorcion a 595 nm. El resultado de las absorbancias se
compar6 con la curva de calibracién, de esta forma se determin6 una LCs

partiendo de la curva estandar.

Las proteinas que presentaron actividad antiproliferativa contra las lineas celulares
cancerigenas MDA Y MCF-7, fueron seleccionadas para la preparacion de

nanoliposomas.
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7.3.3 Caracterizacion morfologica de las parasporinas mediante MEB

Las cepas seleccionadas productoras de parasporinas con actividad
antiproliferativa contra las lineas celulares MDA y MCF-7 (AX y A34), fueron
evaluadas mediante microscopia electronica de barrido para conocer la morfologia
de los cristales que producen. Para esto, las cepas fueron cultivadas en 300 mL
de caldo nutritivo, 120 rpm de agitacién y temperatura 30 °C. La duracion del
cultivo fue de 7 dias para garantizar la esporulacion. Al término de la fermentacién,
se tomaron 15 mL del mosto y se transfirieron a un tubo falcon de 50 mL, se
congeld este volumen a -20 °C por 24 h. Después del congelamiento, las muestras
fueron liofilizadas por 24 h a una presion de 0.050 mBar a -50 °C en un liofilizador
Labconco. El producto de la liofilizacién fue depositado en los soportes metélicos
previamente preparados con cinta de carbono para su andlisis por MEB. Las
muestras fueron metalizadas con oro por un periodo de 90 s utilizando un
metalizador Quorum Q150R / evaporador de carbén con bomba rotatoria, y
posteriormente observadas en el microscopio electrénico de barrido JEOL modelo

JSM-6390LV.

7.4 Preparacion de los nanoliposomas.

Los nanoliposomas fueron realizados mediante el método de deposicion

interfacial. En la fase oloeosa se us6 como fosfolipido el reactivo Lipoid S100,
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Vitamina E como antioxidante, etanol como solvente organico y se le agregd
colesterol para agregarle mas rigidez a los liposomas. Para la fase acuosa se
utiliz6 como surfactante el reactivo Tween 80 y se le agregd la parasporina
soluble. Ambas fases se prepararon por separado para un volumen final de 5 mL.
Las cantidades de los reactivos necesarios para la elaboracion de los

nanoliposomas se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Preparacion de las soluciones para deposicién interfacial

Fase oloeosa Fase acuosa
Reactivo | Cantidad Reactivo Cantidad
Lipoid S100 | 0.04 g Tween 80 | 0.0075¢
VitaminaE | 0.001g
Colesterol | 0.0075 g
Etanol 0.5mL

Parasporina

soluble 4.5 mL

La fase oleosa se disolvié en el etanol a 30 °C con agitacién constante por 15 min.
La fase acuosa, de igual manera, se disolvié con agitaciéon constante a 30 °C por
15 min. Posteriormente, con una jeringa de insulina se tomo la fase oleosa y se
deposito en la fase acuosa, se mantuvieron en agitacion a 30 °C por 10 min. Al
término de los 10 min se filtré la solucion resultante con un filtro con tamafio de
poro de 0.45 uym y sucesivamente con uno de 0.22 ym. La dispersién resultante se

guardo en refrigeracién para su analisis posterior.

Se prepararon 4 distintos liposomas por duplicado, uno para cada proteina
purificada previamente; ademas se hicieron liposomas libres de proteinas, estos

liposomas solo contenian el buffer de Tris-Glicina en el que estan las proteinas.
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7.5 Caracterizacion de los liposomas

7.5.1 Determinacion del diametro de particula, indice de

polidispersion y el potencial zeta

A los nanoliposomas se les determindé el indice de polidispersion (Pdl), el diametro
de particula y el potencial zeta mediante dispersién dinamica de luz en el equipo
Zetasizer (Nano-ZS Zen, modelo 3600, Malvern Instruments, UK). Para estas
determinaciones se utilizé agua destilada para diluir las dispersiones (500 v/v). Los

resultados obtenidos fueron analizados mediante el software del equipo Zetazizer.

7.5.2 Microscopia Electronica de Barrido de los nanoliposomas.

Las emulsiones liquidas que contenian las nanoliposomas de parasporinas, fueron
depositadas en los soportes metalicos previamente preparados con cinta de
carbono y se dejaron fijar en vacio por 24 h. Posteriormente, se metalizaron las
muestras fijadas con oro por 90 s utilizando un metalizador Quorum Q150R /
evaporador de carbén con bomba rotatoria y observadas en el microscopio

electronico de barrido JEOL modelo JSM-6390LYV.
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VIII.

Resultados y Discusion
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8.1 Produccion y seleccion de parasporinas

Se cultivaron las 4 cepas seleccionadas (AC3, A13, A34 y AX) y se corrieron SDS-
PAGE al 7% de las proteinas insolubles resultantes. Se obtuvieron bandas de
distintos pesos moleculares para cada cepa cultivada. De la cepa AC3, A13, A34y
AX se obtuvieron 9, 9, 7 y 5 proteinas, respectivamente. Se seleccionaron dos
proteinas de entre 50 y 85 kDa para cada cepa para ser recuperadas por
electroelucion [Figura 2]. Las bandas seleccionadas fueron las que presentaron

mayor intensidad para cada cepa en el gel.

Figura 2. SDS-PAGE al 7% de las cepas AC3, A13, A34 y AX. Las flechas indican las proteinas
obtenidas de cada cepa. Las flechas en rojo, marcan las proteinas seleccionadas para la elucion.

Las concentraciones de las proteinas eluidas se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Concentracién de los eluidos proteicos cuantificados en Nanodrop.

Proteina Peso Molecular | Concentracion
(~kDa) (mg/mL)

AC3-1 75 1.17
AC3-2 67 1.04
Al13-1 75 0.46
Al13-2 67 0.54
A34-1 75 0.14
A34-2 65 0.34
AX-1 55 0.34

AX-2 50 0.23

La diferencia en las concentraciones de los eluidos se debe a que no se expresan
en la misma cantidad en el ciclo de vida del bacilo por lo tanto, después de la

elucion las concentraciones recuperadas son diferentes.

8.2 Bioensayos dosis respuesta de las inclusiones proteicas

parasporales libres.

Las curvas estandar de las lineas MDA y MCF-7 se observan en las Figuras 3y 4
respectivamente. Como se puede ver, el ajuste es: y = 7E-06x + 0.1845, R? =
0.8539 para la curva de las células MDA y para las células MCF-7 el ajuste es: y =
4E-05x + 0.0618, Rz = 0.9747. Mediante la curva estandar se evaluo la
concentracion de células para los bioensayos con las diferentes proteinas. La
curva estandar de la linea MCF-7 es similar a lo reportado previamente por
Sieuwerts et al., (1995), quienes describen una relacion lineal entre la cantidad de
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células y la absorbancia. Sin embargo, las células MDA no mostraron un
comportamiento lineal entre el numero de células y las absorbancias, lo cual
difiere a lo reportado por Jafarian et al., (2014). Debido a esto no se presentan

resultados de numero de células MDA contra concentracion de proteinas.
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Figura 3. Curva estandar de la linea MDA. La ecuacion es el resultado del modelo de regresion
lineal.
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Figura 4. Curva estandar de la linea MCF-7. La ecuacién es el resultado del modelo de regresién
lineal.

De las 8 proteinas probadas en ambas lineas celulares, sélo 4 presentaron
actividad antiproliferativa (A34-1, A34-2, AX-1 y AX-2) sobre las lineas celulares
MDA y MCF-7. Se observé un efecto dosis respuesta en ambas lineas ya que la
proliferacion celular decrecié a medida que la concentracién proteica aumentaba.
Sin embargo, las proteinas AC3-1, AC3-2, A13-1 y A13-2 no mostraron ninguna
actividad contra las dos lineas tumorales. No obstante, éstas podrian ser
evaluadas en otras lineas celulares con la finalidad de saber si tienen actividad
antiproliferativa en otros tipos de cancer. Los resultados de los bioensayos de las
4 proteinas sobre ambas lineas cancerigenas se presentan de la siguiente
manera: la proteina A34-1 en las Figuras 5y 6, la A34-2 en las Figuras 7 y 8, la

AX-1enlas Figuras 9y 10y la AX-2 en las Figuras 11y 12.
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Figura 5. Actividad antiproliferativa de la parasporina A34-1. a) Contra MDA, b) contra MCF-7. Las
concentraciones proteicas utilizadas fueron 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 pug para ambos bioensayos.

La absorbancia de las células decrece con el aumento de la concentracién
proteica en ambos casos con la parasporina A34-1. En la Figura 6 se muestra el

comportamiento de la cantidad de células contra la concentracién proteica de la
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parasporina A34-1. La cantidad celular inicial fue de 2x10*, por lo tanto se indica la

mitad de ésta, 1x10* como la cantidad esperada para conocer la LCsp.
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Concentracién de la Parasporina A34-1 (ug / 10 pL)

Figura 6. Ensayo dosis respuesta de la parasporina A34-1. Namero de células contra
concentracion proteica.
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Figura 7. Actividad antiproliferativa de la parasporina A34-2. a) Contra MDA, b) contra MCF-7. Las
concentraciones proteicas utilizadas fueron 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 ug para ambos bioensayos

47



La absorbancia de ambas lineas celulares decrece con el aumento de la
concentracion proteica de la parasporina A34-2, hay un efecto dosis respuesta. En
la Figura 8 se ve de manera gréfica el comportamiento de la cantidad de células

contra la concentracion proteica de la parasporina A34-2.
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Figura 8. Ensayo dosis respuesta de la parasporina A34-2. Namero de células contra

concentracion proteica.
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Figura 9. Actividad antiproliferativa de la parasporina AX-1. a) Contra MDA, b) contra MCF-7. Las
concentraciones proteicas utilizadas fueron 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 ug para ambos bioensayos

La absorbancia en ambas lineas celulares decrece con el aumento de la

concentracion proteica de la parasporina AX-1.

49



En la Figura 10 se observa el efecto dosis respuesta de la parasporina AX-1 en

las células MCF-7.
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Figura 10. Ensayo dosis respuesta de la parasporina AX-1.Numero de células contra
concentracion proteica.

Las concentraciones de la parasorina AX-1 utilizadas, no presentaron una dosis
respuesta suficiente para que la concentracién celular en ambas lineas (MDA y
MCF-7) se redujera a un 50% (1x10* células / pozo). Se sugiere incrementar la

dosis de dicha parasporina en ambas lineas celulares
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Figura 11. Actividad antiproliferativa de la parasporina AX-2. a) Contra MDA, b) contra MCF-7. Las
concentraciones proteicas utilizadas fueron 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 pug para ambos bioensayos.

La absorbancia en ambas lineas celulares decrece con el aumento de la

concentracion proteica de la parasporina AX-2. En la Figura 12 se presenta el
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comportamiento de la cantidad de células MCF-7 contra la concentracion proteica

de la parasporina AX-2.
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Figura 12. Ensayo dosis respuesta de la parasporina AX-2. Cantidad de células contra

concentracién proteica.

De las 8 proteinas probadas (AC3-1, AC3-2, A13-1, A13-2, A34-1, A34-2, AX-1y

AX-2) en ambas lineas celulares, sblo 4 presentaron actividad antiproliferativa

(A34-1, A34-2, AX-1 y AX-2 respectivamente). La proliferacion celular en las lineas

MDA y MCF-7 decrece a mayor concentracion de estas 4 proteinas, lo que sugiere

que éstas son parasporinas.

Con base en las ensayos dosis respuesta contra las células MCF-7, la

concentracion necesaria de la parasporina A34-1 para que disminuya en 50% el

namero de células, se encuentra entre 0.8 y 0.9 ug/10 pyL. Considerando que la
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cantidad de células es proporcional a la absorbancia la concentracién de
parasporina necesaria para disminuir al 50% la absorbancia son 0.2 y 0.3 pg/10 pL
para A34-2y 0.3y 0.4 ug/10 pL para AX-2. Como se puede observar se requiere
menor concentracion de la proteina A34-2 para reducir a la mitad la concentracién

de células de MCF-7, seguida de la parasporina AX-2 y por ultimo la A34-1

La parasporina con mayor actividad antiproliferativa contra la linea MDA, fue la
AX-2, con un peso aproximado de 50 kDa, producida por la cepa B. thuringiensis
BMB171. Para la linea MCF-7, la parasporina con mayor actividad antiproliferativa,
fue la A34-2 de 65 kDa aproximadamente, producida por la cepa B. thuringiensis
var tolworthi. Actualmente no existen reportes que indiquen que estas cepas de B.
thuringiensis sean productoras de parasporinas. Consecuentemente, los

resultados evidencian la novedad del estudio en este tipo de cepas.

8.3 Obtencion de la LCso de las parasporinas libres.

Los resultados de las LCso de cada parasporina se obtuvieron mediante la los
ensayos de dosis respuesta (Tabla 5). Para la parasporina AX-1 no se pudo
obtener la concentracion necesaria para la disminucién del 50% del nimero de
células, haciendo necesario probar una mayor concentracion de parasporinas
contra las células tumorales. Aunque no se pudo obtener la LCso de dicha

proteina, se utilizo para la sintesis de sus nanoparticulas.

53



Tabla 5. Relacion de las LCsq de cada parasporina por linea celular.

. Peso molecular L Cso L Cso
Parasporina (~kDa) (ug/mL) (ug/10pL)
MDA | MCF-7 | MDA | MCF-7
A34-1 75 92 85 0.92 | 0.85
A34-2 65 96 23 0.96 | 0.23
AX-2 50 24 39 0.24 | 0.39

La parasporina con menor LCso fue la AX-2 para MDA vy la A34-2 para MCF-7.
Mientras que la mayor LCso para ambas lineas celulares se obtuvo para la
parasporina A34-1. Teixeira et al., (2012) observé que la proteina Cyt2Ba de
66kDa presenta una LCso de 20 pug/mL para la linea MCF-7 parecida a la LCs

obtenida para A34-2.

Las LCsy de las proteinas estudiadas son mayores en comparacion con las
reportadas en la literatura. Se han descrito proteinas de pesos similares pero con
una actividad mas fuerte para lineas tumorales. Brasseur et al., (2015)
encontraron que la parasporina de clase 2, PS2Aal de 37 kDa presenta LCspde 2
y 3.5 pg/mL para MCF-7 y MDA respectivamente. También se observaron
parasporinas clase 1, como PS1Ac2 de 60 kDa con una concentracion letal media
de 2 pg/mL para células HelLa (de cancer cervicouterino) (Kuroda et al., 2013). El
peso de las proteinas analizadas esta dentro de las clasificaciones 1,3 y 5. Estos
pesos generalmente presentan actividad en células HeLa, como la parasporina
PS1Ab de 81 kDa que fue reportada por Uemori et al., (2008), la cual también
tiene actividad en células tumorales HepG2 (de cancer de higado), MOLT-4, HL60
y Jurkat, estas ultimas 3 de leucemia, A549 (de cancer de pulmén), CaCo-2 (de

cancer de colon) (Jung et al., 2006, Okumura et al., 2006, Mesnage et al., 2011,
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Nagamatsu et al., 2010). Se compararon las LCso de las parasporinas utilizadas
en este estudio con las de otras sustancias o extractos que presentan actividad
antiproliferativa contra lineas tumorales de mama reportados en la literatura y
observamos que las actividades antiproliferativas son muy similares. Por ejemplo:
los flavonoides extraidos de la planta Justicia gendarussa, presentan una
concentracion letal de 40 ug/mL para MDA (Ayob et al., 2014). De igual manera,

los extractos de hojas de la planta Ziziphus spina -christi muestran una LCso de 20

pg/mL contra MDA y MCF-7 (Jafarian et al., 2012). Sin embargo también se han
reportado concentraciones letales muy bajas en contra de ambas lineas celulares
tales como extractos de semillas de Piper cubeba, los cuales tienen una LCsode 4
pug/mL (Graidist et al., 2015). Existen también antibiéticos naturales que se utilizan
como antitumorales como lo es la Magainina |l extraida de la piel de rana, esta
proteina presenta una dosis letal de 200 ug/mL contra ambas lineas (Anghel et al.,
2013). De esta manera, las proteinas utilizadas en los bioensayos en este trabajo,
son similares en tamafio a otras producidas por otras cepas B. thuringiensis que
también tienen actividad antiproliferativa contra lineas de cancer de mama. Sin
embargo, para poderlas clasificar segun la nomenclatura convencional de las
parasporinas se requiere de experimentos adicionales como son la secuenciacion
de los genes cry. En cuanto a la concentracion letal, los resultados mostrados por
nuestras proteinas son mayores a los presentados por otras parasporinas pero
son similares a los presentados por extractos vegetales y menores a otras

proteinas naturales.
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8.4 Microscopia electronica de barrido de la parasporinas libres.

Las micrografias por MEB de los liofilizados de los cultivos AX y A34 muestran la

morfologia de los cristales proteicos que forman (Figuras 13 y 14).

Figura 13. Micrografias MEB de la cepa A34. a). Esporas y cristales. b). Diversas morfologias y
tamafios de cristales presentes en un mismo cultivo.
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Para la cepa A34 (Figura 13) se observaron cristales de formas irregulares de
distintos tamafios. También se ven las esporas como una caracteristica del final
del ciclo de vida de B. thuringiensis, al momento de toma de la muestra. Las
esporas de la cepa A34 son de un tamafo aproximado de 2 pum de largo por 1 pm
de ancho. Los cristales son de diferentes morfologias y tamafios como
romboidales de 0.3 um por 0.3 pm aproximadamente, amorfos de hasta 0.6 pm

por 0.6 um.

De igual manera que la cepa A34, la cepa AX (figura 14) presentd esporas y

cristales de diferentes morfologias y tamarios.

El tamafio de las esporas de AX y A34 esta dentro de los previamente reportados.
De manera general se ha reportado que las esporas de B. thuringiensis tienen un

tamafio de 2 a 3 um de largo por 1 um de ancho (Bechtel & Bulla, 1976)

La presencia de cristales en el analisis micrografico de las cepas de B.
thuringiensis es la principal caracteristica que distingue a esta especie de otras.
Las diferentes morfologias de los cristales pueden ofrecer informacién sobre su
toxicidad insecticida (Tailor et al., 1992; Lereclus et al., 1993), pero se sabe muy
poco sobre la relacion entre éstas y su asociacion con las parasporinas. Futuros
estudios comparativos entre produccion de parasporinas y su analisis
micrograficos, pueden ser una herramienta de reconocimiento de cepas
productoras de estas proteinas. En la literatura se ha reportado que las cepas HD-
1 y HD-73 producen cristales proteicos de romboidales (Bechtel & Bulla, 1976).
Mientras que la cepa S1338 produce cristales proteicos amorfos, éstos han sido

reportados con actividad antiproliferativa.
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Figura 14. Micrografias MEB de la cepa AX. a). Esporas y cristales. b). Diversas morfologias y
tamafios de cristales presentes en un mismo cultivo.

La cepa AX fue identificada en trabajos previos (Bravo-D et al, 2015, Cruz-
Nolasco, 2014) como B. thuringiensis BMB171 y la cepa A34 como B.
thuringiensis var tolworthi. La cepa B. thuringiensis var tolworthi segun Gitahy et
al., (2007) produce Cry9C con tipo de cristal amorfo-esférico. Mientras que la
morfologia de los cristales producidos por la cepa BMB171 no han sido

reportados.
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8.5 Sintesis de nanoliposomas, determinacion del diametro de
particula, indice de polidispersion (PdI) y potencial Z

Posterior a la elaboracién de los nanoliposomas por medio de la técnica de
deposicion interfacial, se obtuvieron cuatro liposomas por duplicado de cada una
de las cuatro parasporinas (AX-1, AX-2, A34-1 Y A34-2) con actividad
antiproliferativa contra las lineas celulares MDA y MCF-7. Ademas se obtuvo un
nanoliposoma por duplicado sin parasporinas para ser considerado como un
tratamiento blanco negativo. De estas diez dispersiones (4 de parasporinas y un
blanco, todas por duplicado), se determinaron sus diametros de particula, su
indice de polidispersion (Pdl) y el potencial Z de cada dispersion. Los resultados
se observan en la Tabla 6. Los resultados gréaficos brindados por el software, son

presentados en el Anexo B.

Tabla 6. Didmetro de particula, indice de polidispersién y potencial Z de los nanoliposomas
sintetizados.

Nanoliposoma
Medicion AX-1 AX-2 A34-1 A34-2 Blanco
NI | N2 | N1 | N2 | N1 | N2 | N1 | N2 | N1 | N2
Diametro
6 169.6 | 176.3 | 155 | 180.7 | 169.1 | 188.8 | 182.1 | 202.5 | 182 | 196.3
particula
(nm)
Pdl 0.160 | 0.140 | 0.132 | 0.147 | 0.138 | 0.160 | 0.195 | 0.204 | 0.177 | 0.168
P°t(f"1‘\cl')alz 248 | -25.8 | -23.1 | -26.3 | -235 | -22 | -24.6 | -26.1 | -18.9 | -15.3

La polidispersién se refleja en el valor numérico del indice de polidispersion. El
valor maximo para el Pdl es 1 y, cuanto mas se aproxime a cero, mas

59




monodispersa es la disolucion, y por tanto la distribucion es homogénea (Malvern
Instruments Limited, 2011). Las diez dispersiones presentaron un tamafio
promedio de particula de alrededor de 200 nm. EIl indice de polidispersion
presentado fue de alrededor de 0.2, lo cual nos indica que las dispersiones son

homogéneas en cuanto a su distribucién de tamafio.

Con base al numero de capas (laminaridad) y diametro, segun Malam vy
colaboradores (2009), los liposomas se clasifican en vesiculas multilaminares
(MLVs, didmetro mayor a 200 nm), vesiculas grandes unilamilares (LUVs,
diametro de 100-400 nm), y vesiculas pequefias unilamilares (SUVs, diametro
menor a 100 nm). Segun Gonzélez-Pérez (2004), el tamafio de los liposomas
para SUV estd entre 20-50 nm, LUV 70-200 nm y otros de 0.02 micras a 3.5
micras. Tomando en cuenta esta clasificacion, los liposomas sintetizados en este
trabajo caen dentro de la clasificacibn de grandes unilaminares (LUV), ya que

tienen un tamafno promedio de 200nm.

La importancia del potencial zeta es que su valor puede estar relacionado con la
estabilidad de las dispersiones coloidales. De esta manera, el potencial zeta indica
el grado de repulsién entre particulas adyacentes, cargadas en una dispersion
(Hunter, 1988). Para las moléculas y particulas que son lo suficientemente
pequefias, un alto potencial zeta le confiere estabilidad, es decir, la solucion o
dispersién se resistira a la agregacion. Cuando el potencial es bajo, se tiene
atraccion entre las particulas, se supera a la repulsion y se forman coagulos, en

lugar de dispersion. Por lo tanto, los coloides de alto potencial zeta se estabilizan
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eléctricamente, mientras que, los coloides con bajos potenciales zeta tienden a

coagular (Brian et al., 2004).

El Potencial Zeta obtenido de las dispersiones de los nanoliposomas de
parasporinas, fue un valor alto para cada una, (<-20 mV). Por lo tanto podemos
decir que los liposomas son aceptables ya que cuando el potencial es mayor a -20
mV se tienen agregados de los liposomas, lo cual aumenta su tamafo, y pueden

presentar una distribucion no homogénea (Batalla et al., 2014).

8.6 Microscopia electrénica de barrido de los nanoliposomas.

Para las dispersiones de AX-1, AX-2, A34-1, A34-2 y el blanco, se observan
esferas bien definidas de un tamafio aproximado de 200 nm (Figuras 15, 16, 17,
18 y 19 respectivamente). Estos resultados concuerdan con la medicién del

tamafo promedio de particulas.
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Figura 15 . Micrografias MEB de la dispersién hecha con la parasporina AX-1. a) Liposomas
aglomerados. b) Liposomas con mayor aumento.
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Figura 16. Micrografia MEB de la dispersion AX-2

Figura 17. Micrografia MEB de la dispersion A34-1.
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Figura 18. Micrografia MEB de la dispersion A34-2.

Figura 19. Micrografia MEB de los liposomas Blanco.
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En las micrografias MEB se aprecia la forma esférica caracteristica de los
liposomas. Las dispersiones son homogéneas, estan alrededor de los 200 nm. Se
han reportado distintos tamafios de liposomas acarreadores de farmacos, Sabeti
et al.,, (2012) encapsularon en liposomas diclofenaco sddico en Palmitoil, sus
vesiculas fueron esféricas ligeramente deformadas y de un tamafio aproximado de
400 nm. También se han producido liposomas con antibiéticos usados en
quimioterapia contra el cancer, un ejemplo de esto es la Doxorubicina hidroclorada
encapsulada con Di-Olelil-Fosfatidil Colina, Di-Palmitoil-Fosfatidil Glicerol, Trioleina
y Colesterol, el tamafio resultante de estas construcciones fue de 33 pum con un
potencial z de -18.9 mV, con una estabilidad 6ptima de 7 dias y con una forma
esférica (Maheshkuma et al., 2013). Los liposomas hechos en este trabajo son de
menor tamafo que los de Doxorubicina y con potencial z mayor, lo que puede
suponer que nuestras construcciones son viables de igual o mejor manera. De
igual manera se han sintetizado nanoparticulas de plata (AgNPs) conteniendo
sobrenadante del cultivo liquido de Bacillus funiculus, y puestos en contra de la
linea MDA. El tamafio de estas particulas fue de 10-20 nm y mostraron actividad
antiproliferativa con una LCso de 10 pg/mL (Gurunathan et al.,, 2013). En la

literatura no se encontraron reportes de liposomas de parasporinas.
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IX.

Conclusiones
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Con base a los bioensayos hechos en las lineas celulares MDA y MCF-7 de
cancer de mama, las proteinas A34-1 (~75 kDa) y A34-2 (~65 kDa) producidas por
la cepa de B. thuringiensis tolworthi y las proteinas AX-1 (~55 kDa) y AX-2 (~50
kDa) producidas por la cepa de B. thuringiensis spp, son parasporinas, ya que

presentaron actividad antiproliferativa sobre estas lineas.

Las parasporinas A34-2 y AX-2 fueron las que mostraron mayor actividad

antiproliferativa.

Mediante el método de deposicion interfacial es posible generar nanoliposomas
con parasporinas de B. thuringiensis, con las caracteristicas fisicas adecuadas

para su uso.
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X.

Perspectivas
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Este trabajo presenta las bases para hacer biosensayos de diversas proteinas de
B. thuringiensis contra lineas celulares cancerigenas, ademas de la preparacion
de liposomas viables para hacer bioensayos, esto da lugar a desarrollar los

siguientes temas de investigacion:

e Evaluacién de la actividad antiproliferativa de los liposomas ya sintetizados
conteniendo las parasporinas AX y A34 contra las lineas MDA y MCF-7.

e Estudios morfologicos de los nanoliposomas mediante Microscopia
electronica de transmision (TEM).

e Estudios de estabilidad de los nanoliposomas conteniendo las parasporinas
AXy A34,

e Determinacién del posible mecanismo de accion de las parasporinas AX y
A34 contra las lineas MDA y MCF-7.

e Caracterizacion molecular de las parasporinas AX y A34 y su clasificacion
con base en la homologia de sus secuencias de aminoacidos segun el
Comité de Clasificacion y Nomenclatura de Parasporinas.

e Escrutinio de diversos extractos proteicos insolubles de Bacillus
thuringiensis con actividad antiproliferativa contra diferentes lineas celulares

cancerigenas (cervicouterino, higado, colon, rifién, pulmén, etc.).

Por otro lado, establecer el protocolo para producir nanoparticulas de plata
(AgNPs) con el sobrenadante del cultivo liquido de nuestras cepas de B.
thuringiensis productoras de parasporinas y hacer bioensayos en lineas

cancerigenas como lo proponen Gurunathan et al., (2013).
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12.1 Preparacion de reactivos para SDS-PAGE

e Buffer Tris pH 6.8

6 g de Tris Base en 100 mL de agua destilada ajustando el pH a 6.8 con HCI.

e Buffer Tris pH 8.8

18.5 g de Tris Base en 100 mL de agua destilada ajustando el pH a 8.8 con HCI.

e Buffer Laemmli para solubilizar proteinas

Componente Volumen (mL)

Buffer Tris pH 6.8 5

SDS (10% p/v)

Glicerol

2-Mercaptoetanol

R NN

Azul de bromofenol (1% p/v)

o Buffer de electroforesis Tris-Glicina 5X para proteinas aforado a 600 mL

Componente Cantidad (g)
Tris Base 9
SDS 3
Glicina 43.2
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e Solucion de trabajo de azul brillante de Coomasie R250

Disolver 0.25 g de azul brillante de Coomasie R250 en 90 mL de metanol: H,O (v/v

1:1) y 10 mL de acido acético glacial.

12.2 Preparacion de geles para SDS-PAGE

e Gel Separador al 7% (para 2 geles)

Componente Volumen (mL)
Buffer Tris pH 8.8 2.3
Agua destilada 5.11
Acrilamida (30%) 2.7
TEMED (8.4% V/v) 0.05
Persulfato de Amonio (12.5% p/v) 0.092

e Gel concentrador (para 2 geles)

Componente Volumen (mL)
Buffer Tris pH 6.8 1.5
Agua destilada 1.8
Acrilamida (30%) 1
TEMED (8.4% v/v) 0.03
Persulfato de Amonio (12.5% p/v) 0.06
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12.3 Técnica para tefiir y destefiir los geles de SDS-PAGE

Solucién Tiempo de agitacion (min)
Acido Tricloro acético (12.5% p/v) 30
Azul de Coomasie R250 60
Etanol (50%) 10
Etanol/Ac. Acético/Agua (3:1:6) 30
Metanol/Ac. Acético/Agua (5:2:13) 10

Entre cada paso se deben hacer 3 lavados con agua destilada

12.4 Preparacion de reactivo para electroelucion de proteinas

e Buffer de elucion de proteinas aforado a 1 L. Resguardado a 4 °C.

Componente Cantidad (g)
Tris Base 3.0
SDS 14.4
Glicina 1.0

12.5 Descongelamiento de las lineas celulares cancerigenas.

1) Las células se encuentran originalmente a -196 °C dentro de un tanque de
N2 liquido.
2) Una vez fuera del tanque de N2, los criotubos se introducen rapidamente

en un contenedor de agua a 37 °C hasta que las células se descongelen.
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3)

4)

5)

6)

7

12.6

1)

2)

3)

4)

5)

Posteriormente, en un tubo Falcon de 15 mL, se agregan las células ya
descongeladas junto con 10 mL de medio de cultivo D-MEM.

Se centrifuga a 2000 rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante se descarta y el paquete celular se resuspende en 1 mL
de medio de cultivo.

La suspensién celular obtenida se siembra entonces en botellas de cultivo
de 75 cm2 con 20 mL de medio de cultivo.

Se mantienen a 37 °C en incubadora de CO2 al 5%, hasta tener una
confluencia mayor del 70% (el tiempo depende la linea celular, por lo que

se recomienda revisarlo cada tercer dia).

Tripsinizado de las lineas celulares cancerigenas

Cuando la confluencia del cultivo celular es mayor del 70%, se procede a
tripsinizar.

En la campana de flujo laminar, con ayuda de una pipeta de 10 mL, se
aspira el medio de cultivo y se desecha.

Se lava con 5 mL de PBS estéril, deslizandolos por la pared opuesta a
donde creci6 el cultivo.

Se aspira el PBS y se desecha.

Se adicionan2 mL de solucion de Tripsina-EDTA al 0.25% y con la botella

cerrada, se esparce homogéneamente por todo el cultivo.
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6) Se observa al microscopio hasta que las células se desprendan de la
botella.

7) La reaccion se detiene afadiendo 5 mL de PBS-Albumina o de su
respectivo medio de cultivo

8) La suspension obtenida se coloca en un tubo Falcon de 15 mL y se
centrifuga a 1000 rpm durante 5 min.

9) El sobrenadante se descarta y el paquete celular se resuspende en 1 mL

de medio de cultivo.

12.7 Preparacion de la solucion de isopropanol acidificado.

Adicionar 0.1 mL de HCI concentrado en 4.99 mL de isopropanol y almacenar a 4

°C

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

1) Disolver el MTT en PBS 1X estéril a una concentracién de 5 mg/mL.
2) Esterilizar por filtracion la solucién obtenida en una membrana de 0.22 pm.
3) Almacenar en alicuotas de 1 mL en tubos eppendorf cubiertos con aluminio a

-20 °C.
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13.1 Graficos de las mediciones de tamaifio promedio de particula e

indice de polidispersion de los nanoliposomas sintetizados.

Size (d.nm}): % Intensity: St Dev (d.nm}):
Z-Average (d.nm): 1820 Peak 1: 2093 100,0 85,549
pdl: 0177 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,966 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
a ) Size Distribution by Intensity
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Record 85: Lipossoma branco_Sml_N1 3
Size (d.nm): % Intensity: 5t Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 196,32 Peak 1: 2320 993 97,80
pdl: 0,168 Peak 2: 50,04 0,7 6,940
Intercept: 0,950 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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Figura 20. Diametro de particula y Pdl de liposomas blanco (sin parasporina) a) Muestra (N1) y b)
Duplicado (N2)
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Size (d.nm): % Intensity: 5t Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 1696 Peak 1: 1840 985 66,05
Pdl: 0,160 Peak 2: 4998 15 509,0
Intercept: 0,940 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
a ) Size Distribution by Intensity
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm}:
Z-Average (d.nm): 1763 Peak 1: 2057 100,0 85,24
Pdi: 0,140 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0965 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
b ) Size Distribution by Intensity
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Figura 21. Diametro de particula y Pdl de liposomas con la parasporina AX-1. a) Muestra (N1) y b)
Duplicado (N2)
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 1550 Peak 1: 169,56 100,0 58,24
pdl; 0,132 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,964 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality : Good

a ) Size Distribution by Intensity
1 T
£
T T s
£
@
o
= T S L
5
£ T o
o+
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm}
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Size (d.nm): % Intensity: 5t Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm). 180,7 Peak 1: 2148 100,0 88,38
Pdl: 0,147 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0958 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
b Size Distribution by Intensity
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Figura 22. Diametro de particula y Pdl de liposomas con la parasporina AX-2. a) Muestra (N1) y b)
Duplicado (N2)
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nmy):

Z-Average (d.nm}): 1691 Peak 1: 1993 1000 84,43
Pdl: 0,138 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,949 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

a ) Size Distribution by Intensity
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——  Record 103: Lipessoma branco_Sml_A34 1_N1 3
Size (d.nm}): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm); 1888 Peak 1: 2250 986 90,00
Pdl: 0,160 Peak 2: 48 43 1.4 8,419
Intercept: 0,946 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
b ) Size Distribution by Intensity
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Figura 23. Didmetro de particula y PdI de liposomas con la parasporina A34-1. a) Muestra (N1) y b)
Duplicado (N2)
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Size (d.nm}: % Intensity: 5t Dev (d.nm):

Z-Average (d.nm): 1821 Peak 1: 2096 98,9 89,71
Pdl: 0,195 Peak 2: 5167 1,1 4919
Intercept: 0,952 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
) Size Distribution by Intensity
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Record 108 Lipossoma branco_Sml_A34 Z2_N1 3
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2025 Peak 1: 2433 100,0 116,0
Pdl: 0,204 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,955 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

b ) Size Distribution by Intensity
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Figura 24. Didmetro de particula y PdI de liposomas con la parasporina A34-2. a) Muestra (N1) y b)
Duplicado (N2)
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13.2 Graficos de Potencial Z de los nanoliposomas sintetizados

Mean (m\/) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -189 Peak1: -189 100,0 6,46
Zeta Deviation (mV): G 46 Peak 2. 000 0.0 0,00
Conductivity (mS/cm): 1,14 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

800000
500000
400000
300000

Tatal Courts

200000

100000

0
=100 0 100 200

Apparent Zeta Potential {m\)

Q)
S
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—— Record 151 lipossoma branco N1 3

Mean {mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -153 Peak 1: -153 1000 6,14
Zeta Deviation (mV): 6,14 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/icm): 1,15 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Figura 25. Potencial Zeta de los liposomas Blanco. a) Muestra (N1) y b) Duplicado (N2).
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Mean (m\) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV). -24.8 Peak 1: -2438 100,0 6,89
Zeta Deviation (mV): 6,89 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm). 1,22 Peak 3: 000 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -258 Peak1: -253 100,0 6,11
Zeta Deviation (mV): 6,11 Peak 2. 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 1,21 Peak 3: 000 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Figura 26. Potencial Zeta de los liposomas AX-1. a) Muestra (N1) y b) Duplicado (N2).
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -231 Peak 1: -231 100,0 771
Zeta Deviation (mV): 7,71 Peak 22 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 1,23 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Mean (mV}) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -263 Peak1: -263 100,0 6,48
Zeta Deviation (mV): 648 Peak 2: 000 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 124 Peak 3: 000 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Figura 27. Potencial Zeta de los liposomas AX-2. a) Muestra (N1) y b) Duplicado (N2).
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Mean {m\) Area (%) 5t Dev (m\V)

Zeta Potential (mV): -235 Peak 1: -235 1000 7,64
Zeta Deviation (mV). 7,64 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mSicm): 1,24 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Mean {(m\/}) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -220 Peak 1: -220 1000 6,44
Zeta Deviation (mV): 6,44 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mSicm): 1,23 Peak 3. 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Figura 28. Potencial Zeta de los liposomas A34-1. a) Muestra (N1) y b) Duplicado (N2).
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Mean (m\V) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -24 6 Peak 1: -246 100,0 6,00
Zeta Deviation (mV): 6,00 Peak 2: 000 0.0 0,00
Conductivity (mSicm): 1,24 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Mean (mV}) Area (%) 5t Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -26,1 Peak 1. -261 100,0 7.20
Zeta Deviation (mV): 7,20 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm). 1,24 Peak 3. 0,00 0,0 0,00

Result quality :

Zeta Potential Distribution
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Figura 29. Potencial Zeta de los liposomas A34-2. a) Muestra (N1) y b) Duplicado (N2).
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