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Resumen

En la presente tesis se investigé el desarrollo de suturas quirurgicas funcionales
para reducir infecciones en sitios quirurgicos y acelerar la cicatrizacion. Las
infecciones posquirdrgicas, son una causa principal de complicaciones
postoperatorias y tienen una alta tasa de mortalidad en paises en desarrollo. Este
estudio explora la posibilidad de mejorar la funcionalidad de las suturas mediante el

cargado de proteinas de fusion.

Se utilizaron dos proteinas de interés: la proteina verde fluorescente (GFP),
conocida por su capacidad fluorescente, lo que facilita su seguimiento en estudios
bioldgicos, y el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF), que es crucial
para la regeneracion de tejidos al promover la formacién y desarrollo de vasos
sanguineos, esencial para la cicatrizacion. Se utilizdé GFP como modelo para el
cargado y liberacion de proteinas en suturas. Mediante técnicas biotecnoldgicas, se
clond, expreso, purifico y cargd GFP en hilos de sutura, y se llevaron a cabo

estudios de fluorescencia para evaluar su cargado y liberacion in vitro.

A pesar de no haber logrado la expresion y purificacion de la proteina de fusion
VEGF-GFP debido a limitaciones de tiempo, los resultados obtenidos con GFP
proporcionando un modelo util para el desarrollo futuro de suturas terapéuticas que
incorporen la capacidad angiogénica de VEGF y la propiedad de fluorescencia de
GFP, brindando una herramienta multifuncional para la funcionalizacién de suturas

quirurgicas.



Capitulo 1. Introduccion

Las infecciones del sitio quirdrgico (ISQ), representan una de las complicaciones
mas comunes asociadas a un procedimiento quirurgico, adicionalmente este tipo de
infecciones alarga los tiempos de recuperacion de 7 hasta 20.7 dias adicionales
incrementando los costos hospitalarios hasta $113,880.62 pesos mexicanos. Es por
esto que los cirujanos, profesionales del control de infecciones y autoridades
sanitarias, han dado considerable atencion en la prevencién de las ISQ, en la Tabla
1 se muestra un resumen de la tasa de infeccién de sitio quirdrgico de diferentes
paises, observandose una variabilidad de ISQ segun la region y tipo de cirugia. Por
ejemplo, Japon presenta tasas altas en cirugias de colon (15%) y rectal (17.8%),
mientras que en EE.UU la tasa es mucho mas baja (0.9%). En paises de ingresos
bajos y medios, las tasas promedio de ISQ es de 11%, lo que indica que las
medidas de sanidad y cantidad de recursos disponibles son importantes para el
control de infecciones de las cirugias para prevenir la frecuencias de I1ISQ (World
Health Organization 2018).

Tabla 1. Resumen de las tasas de ISQ en diferentes paises (World Health
Organization 2018).

Pais Tasa de ISQ % (Intervalo de confianza Ano* | Medida utilizada
de 95%)
USA 0.90 2014 | Incidencia
acumulada

Disminucion de 17% en ISQ relacionado a o
(episodios por
los 10 procedimientos seleccionados

(2014 frente a 2008)

100 operaciones)

Unioén 9.50 (Cirugia de colon) 2010 - | Incidencia

Europea 2011 | acumulada
3.50 (Injerto de derivacion de arteria o
(episodios por
coronaria) )
100 operaciones)

2.90 (Cesarea)



Inglaterra

Australia

Japon

Republica

de Corea

Uruguay

1.40 (Colecistectomia)
1.00 (Protesis de cadera;)
0.80 (Laminectomia)

0.75 (Protesis de rodilla)

Cirugia intestino grueso: 8.3 (7.9-8.7) 2008 -
2013

Cirugia intestino delgado: 4.9 (4.3-5.7)

Cirugia de via biliar, higado y pancreas:

4.9 (4.1-5.9)

COL: 4.6 (3.1-6.6)

KPRO: 0.4 (0.3-0.4)

2.80 2002-
2013

Cirugia de colon: 15.00 2008-
2010

Cirugia rectal: 17.80

Total: 2.10 2010-
2011

Gastrectomia: 3.10

Artroplastia total de cadera: 2.00

Apendicectomia: 3.20 2014

Cirugia cardiaca: 2.50

Densidad de
incidencia
(episodios por
1000

pacientes-dia)

Densidad de
incidencia
(episodios por
1000

pacientes-dia)

Incidencia
acumulada
(episodios por

100 operaciones)

Incidencia
acumulada
(episodios por

100 operaciones)

Incidencia
acumulada

(episodios por



Colecistectomia: 6.20 100 operaciones)
Cirugia de colon: 15.40

Chile Cirugia de derivacion coronaria: 3.10 2013 | Incidencia

acumulada

Reemplazo de la articulacion de cadera: o
(episodios por

1.90 _
100 operaciones)

Paises de | Promedio: 11% 1995- | Incidencia
ingresos 2017 |acumulada
bajos y (episodios por
medios-O 100 operaciones)
MS
Sureste 7.80 (6.30-9.30) 2000- | Revision de
Asia 2012 | incidencia

agrupada

En el 2015, la Red de Vigilancia Epidemioldgica Hospitalaria (RHOVE), reporté que
el 15% de los pacientes en alta hospitalaria experimentaron infecciones de sitio
quirurgico. Ademas, estas infecciones se ubicaron en el cuarto puesto entre las
Infeccion Asociadas a la Atencidon de Salud (IAAS) en México, con una tasa de
mortalidad general del 2.4 por cada 100 casos. En total, se reportaron un total de
9,301 casos de infecciones de sitio quirurgico, el 51.4% (4,784) de ellas se presentd
en cirugias electivas, el 38.6% (3,592) en cirugias de urgencia, mientras que para el

9.9% (925) se desconoce el origen (Martinez-Gardufio et al., 2022).

Por lo anterior, el desarrollo de dispositivos biomédicos con capacidades
terapéuticas se considera prioritario. Entre los objetivos que persiguen los
investigadores para mejorar las suturas estan el prevenir la colonizacion microbiana

y el promover una rapida cicatrizacion (Lopez et al., 2018).

10



1.1 Objetivo general

Producir, cargar y liberar la proteina de fusion VEGF-GFP en hilos de sutura, para

aplicaciones biomédicas.

1.2 Objetivos especificos

1. Disefar oligonucledtidos especificos para la amplificacion de la proteina
VEGF y GFP.

2. Clonar a la proteina de fusién VEGF y GFP en un plasmido de expresion.

3. Expresar en E. coli a la proteina fusion VEGF-GFP vy analizar por
electroforesis en gel de agarosa.

4. Purificar la proteina VEGF-GFP por Cromatografia de Afinidad de lones
Metalicos (IMAC) y analizar por electroforesis en gel de poliacrilamida.

5. Cargar con proteina de fusién VEGF- GFP a los hilos de sutura.

6. Evaluar el cargado de VEGF-GFP por microscopia de fluorescencia.

7. Estudiar el proceso de liberacién de VEGF-GFP por fluorescencia.

1.3 Hipotesis

Sera posible producir, cargar y liberar la proteina de fusién factor de crecimiento
endotelial vascular A - proteina verde fluorescente en hilos de sutura, para

potenciales aplicaciones biomédicas

1.4. Justificacion

El producir una proteina de fusion para uso como proteina modelo en pruebas de
cargado y liberacion en suturas quirurgicas representa una estrategia innovadora y
de amplia aplicacion. Al combinar la actividad angiogénesis de la proteina VEGF

para promover la cicatrizacion de las heridas con la capacidad de fluorescencia de

11



la proteina GFP, se abre la posibilidad de producir hilos de sutura recubiertos con

una proteina recombinante con amplio rango de aplicaciones.

Los hilos quirdrgicos recubiertos con una proteina recombinante para promover la
cicatrizacion, permitiria una evaluacién de la liberacién de la sutura en entornos
bioldgicos, o que permite a la investigacion cientifica evaluar su comportamiento in

vivo, siendo una herramienta para futuras investigaciones.

Capitulo 2. Fundamento teodrico

2.1 Clonacién de proteinas

La produccién de proteinas recombinantes ha sido estudiada por varios afios dada
su gran aportacién y avance a la biotecnologia, estas se obtienen a partir de un gen
que ha sido clonado en un organismo distinto al original. Un ejemplo muy utilizado
de proteina recombinante, tanto en bacterias como en levaduras es la insulina
humana la cual es producida en un organismo diferente al humano como
Escherichia coli (Calvo 2014; Drago et al. 2006).
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Las proteinas recombinantes pueden ser expresadas en bacterias, levaduras,
plantas, en células de insectos y de mamiferos (Drago et al. 2006). La eleccién del
sistema bioldégico en que se produce la proteina se basa en los requerimientos y la
aplicacién de la proteina recombinante. Siendo la bacteria E. coli el sistema mas
utiizado para producir proteinas, ya que presenta gran eficiencia para la
manipulacion genética, mayor velocidad especifica de crecimiento que las levaduras
y células de mamiferos. La secuencia exdgena que codifica para la proteina de
interés debe incorporarse en un vehiculo, regularmente un plasmido, el cual debe
ser tomado por la bacteria. Un plasmido es un fragmento de ADN circular que
contiene los elementos genéticos necesarios que permiten la expresion de la
proteina asi como elementos adicionales que permiten discriminar a las bacterias
transformadas de las no transformadas empleando un gen de resistencia a
antibiéticos (Choi et al., 2006; Jonasson et al., 2002).

Entre los parametros mas importantes en la produccion exitosa de proteinas en E.
coli se encuentran: la eficiencia transcripcional y traduccional, la estabilidad del
vector de expresion y de los acidos ribonucleicos (ARN) transcritos, la estabilidad de
las moléculas ante el ambiente proteolitico del hospedero, la localizacién vy

plegamiento de la proteina (Jonasson et al., 2002).

En E. coli, las proteinas pueden ser expresadas en el interior de la célula en el
citoplasma celular, donde pueden ser pueden ser localizadas en el espacio
periplasmatico o secretadas al medio extracelular. Muchos de los polipéptidos
producidos en gran cantidad en E. coli pueden formar cuerpos de inclusion (Gémez
et al., 1999).

2.2 Métodos de purificacién de proteinas

Los métodos mas utilizados para la purificacion de proteinas se basan en el uso de
"etiquetas", estas etiquetas se incorporan a la proteina durante la edicion del
plasmido de expresion, éstas se pueden afadir en el extremo amino o carboxilo
terminal de las proteinas. La etiqueta mas utilizada es la cola de seis histidinas
(6xHis), la cual permite que por cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC),

purificar a las proteinas que posean la etiqueta 6xHIS de las que no. La resina
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empleada para IMAC esta formada de perlas de agarosa a las cuales se les ha
unido de forma covalente niquel Il la etiqueta de 6xHis puede formar un enlace de
coordinacion con el Ni*2, lo que retiene a la proteina en la columna. Para liberar a
las proteinas unidas a la resina se realiza una competencia con un ligando de

niquel, como el imidazol (Ward et al., 2009; Jeremy et al., 2007; Westa et al., 2001).

2.3 Proteina factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A)

La proteina VEGFA es una glicoproteina de 46 kilodaltons, capaz de formar un
dimero antiparalela, estabilizado por puentes disulfuro, y presenta 8 isoformas
(Garcia et al., 2011). Siendo VEGFA 121 y el VEGFA 165 isoformas solubles y las
mas abundantes. De las cuales, la isoforma VEGFA 165 es la mas estudiada. Es un
potente estimulador de la proliferacion de células endoteliales, ya que promueve una
mayor union de las células contribuyendo a la angiogénesis; es considerada una
proteina acida, esto le permite llegar a las células endoteliales, en comparacion con
las isoformas basicas que permanecen secuestradas en la matriz extracelular. Por lo
cual, es de interés en la angiogénesis, ya que las isoformas acidas inician el
proceso angiogenico, promoviendo la activacién de proteasas que degradan la
matriz, y con ello la liberaciéon de las isoformas basicas que se encuentran
secuestradas en la matriz extracelular para potenciar la proliferacion y migracion de

células endoteliales (Houck et al., 1991; Ferrara 2004).
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Imagen 1. Estructura del dimero de VEGF-A165. Uno de los mondmeros se
muestra en rojo y el otro en azul mientras que los puentes disulfuro estan en gris
con los atomos de azufre en amarillo. Los extremos N-y C- terminales se

encuentran marcados con un asterisco (Muller et al., 1997).

Esta proteina es producida por muchos tipos de células incluyendo las células
tumorales, macréfagos, plaquetas, queratinocitos, etc. Desempefia un papel
fundamental en la cicatrizacibn de heridas y el desarrollo de nuevos vasos

sanguineos (Reichardt 1991).

Pertenece a la familia de las VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular) que
incluyen a las proteinas homodiméricas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D vy el
factor de crecimiento placentario (PLGF), siendo el VEGF-A el mas estudiado
(Redmer et al., 2001). Estas proteinas realizan sus funciones en las células a través
de tres receptores con actividad tirosina quinasa: VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3,
localizados en células endoteliales y en otros tipos celulares (Saavedra et al.,
2017).

Cada uno de estos receptores presenta diferentes funsiones; VEGFR-1 y VEGFR-2
estan involucrados fundamentalmente en la formacién de vasos sanguineos,
mientras que VEGFR-3 esta relacionado en linfangiogénesis; VEGF-1 se expresa
dentro de la placenta, en el sistema de vasos sanguineos fetales y maternos.
Mientras que el VEGF-2 contribuye en la angiogénesis durante el desarrollo y
hematopoyesis. Finalmente, VEGF-3 se expresa en las células endoteliales

linfaticas estimulando al receptor de la linfangiogénesis (Saavedra et al., 2017).

VEGE-E
VEGF-C

VEGF-D VEGF-C
VEGF-A VEGF-D

o0 ®
VEGFR-1 15
® 00 o



Imagen 2. Esquema de compatibilidad de union entre factores de crecimiento y sus

receptores (Saavedra et al., 2017).

En el contexto de la regeneracion tisular, VEGF-A adquiere relevancia por su
capacidad de inducir la angiogénesis en areas lesionadas o deficientemente
vascularizadas. La formacion de nuevos vasos sanguineos juega un papel esencial
al proporcionar oxigeno y nutrientes a los tejidos dafnados, lo que acelera los

procesos de cicatrizacion y promueve la recuperacion tisular (Aranda 2013).

2.4 Proteina verde fluorescente (GFP)

La GFP es una proteina que se encuentra en la medusa Aequorea victoria, emite
bioluminiscencia en la zona verde del espectro visible y fue descubierta en la
década de 1960 por el cientifico Osamu Shimomura (Shimomura et al., 1962).
Utilizando herramientas biotecnoldgicas, el gen que codifica para la GFP ha sido
clonado vy utilizado frecuentemente como marcador fluorescente, por lo tanto, se ha
convertido en una herramienta en la investigacion por su aplicacion in vivo, tanto
para la visualizacion de la expresién génica hasta el seguimiento de la migracién
celular (Hend et al., 2023; Franco et al., 2009; Shaner et al., 2005).
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Imagen 3. Proteina verde fluorescente (GFP). PDB 2B3P.

La GFP tiene un peso molecular de 26,9 KDa y consta de 238 aminoacidos que
conforman 11 cadenas 3 que forma un cilindro y una hélice a la cual contiene un
cromoforo en el centro de la estructura, el cual es un grupo quimico que absorbe y
emite luz, este cromoforo es el que le proporciona la capacidad fluorescente
(Stepanenko et al., 2013; Hend et al., 2023).

La GFP no necesita de aditivos para emitir fluorescencia, solo necesita de luz UV o
luz azul que impacte sobre el cromoéforo para excitar y que transforme la energia
emitiendo luz en longitud de onda verde. La proteina presenta dos picos de
excitacion, entre 395 nm y 480 nm, siendo la banda de emision maxima en 509 nm

dentro de la zona verde del espectro electromagnético (Perez et al., 2009).

2.4.1 Proteina mClover3

La proteina mClover3 es una proteina verde fluorescente mejorada de la proteina
Clover, derivada de la familia de proteinas GFP. Esta variante ha sido disefiada para
proporcionar mayor rendimiento en aplicaciones de imagen en células vivas y en
experimentos que involucren la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET). Ademas, mClover3 presenta un maximo de absorbancia a

506 nm y un maximo de emision a 518 nm. (Bajar et al., 2016).

Entre las caracteristicas que distinguen a mClover3, esta la fotoestabilidad. En
condiciones in vitro, la vida media de fotoblanqueo es de 80 segundos, lo que la
hace adecuada para experimentos prolongados en células vivas. Ademas,
mClover3 mantiene un brillo relativo del 85%, situandose como una de las proteinas
verde fluorescentes mas brillantes disponibles en biologia celular. En términos de
sensibilidad al pH, mClover3 presenta un pKa de 6.5. Esto implica que presenta
mayor fluorescencia en valores de pH superior a 6.5 y disminuye en valores

inferiores. (Bajar et al., 2016).
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2.5 Recubrimiento de biomateriales con proteinas

2.5.1 Biomateriales

La definicion de biomaterial ha avanzado a lo largo de los afios para englobar las
diversas aplicaciones que le pueden dar, siendo en 2018 que biomaterial adquirid
una nueva definicion: “Un material disefiado para tomar una forma que puede dirigir,
a través de las interacciones con los sistemas vivos, el curso de cualquier
procedimiento terapéutico o diagndstico” (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2019).

Los cuales se clasifican de acuerdo a cuatro generaciones:

a) Primera
Materiales naturales e inertes en un sistema vivo. Ej. Madera, implantes
metalicos o poliméricos.

b) Segunda
Polimeros y compuestos de laboratorio bioactivos. Ej. Silicona, polimeros
sintéticos.

c) Tercera
Materiales funcionalizados que pueden estimular a nivel molecular los tejidos
bioldgicos. Ej. Biomateriales con superficies funcionalizadas.

d) Cuarta
Biomateriales funcionalizados e inteligentes que proporcionan diagndsticos y
terapias novedosas a través de estimulaciones a células especificas. Ej.

Biomateriales a base de polipirrol (Ghasemi-Mobarakeh et al., 2019).

2.5.2 Biomateriales recubiertos con proteinas

En el campo de la ingenieria biomédica, los biomateriales recubiertos con proteinas
representan una herramienta clave para optimizar las propiedades bioactivas de los
materiales. El recubrimiento del biomaterial implica un proceso de adsorcion o
enlace covalente de proteinas especificas (como factores de crecimiento,
anticuerpos y enzimas) en la superficie del material, para promover la interaccion

deseada con el entorno bioldgico circundante (Fuchs et al., 2012; Wei et al., 2014).
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Entre las aplicaciones de estos biomateriales se incluyen los sistemas de liberacion
de farmacos, la mejora de biocompatibilidad, la regeneracion tisular y el diagnostico.
Estos avances abren un amplio rango de beneficios, como la asociacién de
medicamentos para una liberacion controlada en sistemas biolégicos durante la

reparacion de tejidos (Fuchs et al., 2012; Wei et al., 2014).

2.6 Hilos de sutura quirurgica

La sutura es parte vital de los procedimientos quirurgicos ya que esta disefiada para
cerrar heridas y promover una correcta cicatrizacion, al igual que cumple con
caracteristicas  biolégicas  (histocompatibilidad, reabsorcion y adherencia
bacteriana), fisicas y mecanicas aprobadas para su uso en personas (Chen et al.,
2015). Las caracteristicas fisicoquimicas de los hilos propician la contaminacion
microbiana, siendo este uno de los riesgos mas comunes durante el proceso de

cicatrizacion de las heridas (Katz et al., 1981).

Existen diferentes tipos de hilos de sutura quirurgica, que se clasifican de acuerdo a

sus caracteristicas:

a) Absorbibles y no absorbibles
Son consideradas absorbibles [Polyglactin 910 (Vicryl), Poliglecaprone 25
(Monocryl), Polydioxanone (PDS)] si en la sutura disminuye la fuerza tensil en
un periodo de semanas o meses. En cambio, las suturas no absorbibles
[Nylon (Ethilon, Dermlon), Polypropylene (Prolene, Surgipro)] son usadas

para periodos largos de tiempo (Rose et al., 2023).

b) Sintéticos y naturales
Las suturas sintéticas [Polyglactin 910 (Vicryl), Poliglecaprone 25 (Monocryl),
Polydioxanone (PDS), Nylon (Ethilon, Dermlon), Polypropylene (Prolene,
Surgipro)] se degradan por hidrélisis causando menor inflamacion en el tejido
que las suturas naturales (Plain Gut, Chromic Gut, Silk, Steel) las cuales se

degradan por proteolisis (Rose et al., 2023).

c) Monofilamento y multifilamento
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Las suturas de estructura monofilamento [Nylon (Ethilon, Dermlon),
Polypropylene (Prolene, Surgipro), Polydioxanone (PDS), Poliglecaprone 25
(Monocryl)], estan compuestas por un solo filamento, tienen tendencia a
regresar a su forma original y causan menor respuesta inflamatoria en
comparacién con la sutura de multiflamento [Polyglactin 910 (Vicryl), Silk,
Nylon (Nuralon), Polyester (Tricon)] que esta compuesta por multiples
filamentos en forma trenzada, es mas resistente y pueden ser recubiertas con
antibidticos u otros compuestos que le confieran otras caracteristicas. (Rose
et al., 2023)

2.6.1 Sutura Vicryl (Poliglactina 90)

La sutura Vicryl, también conocida como Poliglactina 910, es una sutura absorbible
sintética compuesta por un copolimero de glicolido y lactida. Su estructura
multiflamento trenzada le confiere a la sutura resistencia y flexibilidad. La absorcién
de Vicryl se produce mediante hidrdlisis, con una pérdida de fuerza tensil a las dos
semanas y una absorcion completa en un periodo de tiempo de 56 a 70 dias, en
condiciones de pH 7.4 a 37 °C (Ortiz de Elguea-Lizarraga et al., 2021).

En estudios comparativos, la sutura Vicryl tiene un comportamiento biologico
compatible con células de mamiferos. Es eficaz en provocar una respuesta
inflamatoria inicial temprana y en estimular el tejido epitelial, aumentando el

crecimiento de fibroblastos (Gartti-Jardim et al., 2013).

Se ha demostrado que Vicryl puede ser funcionalizada con recubrimientos
antimicrobianos. Un ejemplo es el recubrimiento con quitosano cuaternizado
(HACC), que inhibié de manera significativa la formacién de biofilm de bacterias
patdégenas como Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus resistente a
meticilina. Ademas de sus propiedades antimicrobianas, la sutura mantuvo la

biocompatibilidad en el tejido bioldgico (Yang et al., 2017).
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Capitulo 3. Metodologia

3.1 Reactivos biologicos y quimicos

3.1.1 Cepas y plasmidos

Cepas
La cepa de Escherichia coli NEB®5a (New England Biolabs®©) y se emplea como

hospedero para la produccién de plasmidos y expresion proteica respectivamente.

Tabla 2. Cepas de E. coli y su genotipo.

Cepa de E. coli Genotipo o descripcion
Neb®5a fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96
recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17

Plasmidos

Para la realizacion del proyecto, se utilizaron los plasmidos a continuacion:
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a. pNCS-mClover3

El vector de expresion utilizado en este proyecto fue el plasmido
pNCS-mClover3 (#74236) obtenido de Add Gene. El plasmido tiene un
tamafno de 3630 pb, incorpora un gen de resistencia a la ampicilina, un
promotor T7 lo que facilita su expresién sin necesidad de inductor y expresa

al gen mClover3 fluorescente en bacterias con un numero de copias alto

(Bajar et al., 2016).
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Imagen 4. Esquema del plasmido pNCS-mClover3.

b. pET-VEGF

Plasmido de expresion en bacterias que contiene gen que codifica para la
proteina VEGFA el cual fue producido por el autor Taktak-BenAmar et al.,
(2017) “Expression, purification and functionality of bioactive recombinant
human vascular endothelial growth factor VEGF165 in E. coli”. El plasmido

cuenta con el gen de resistencia a la ampicilina y etiquetas de histidina.

F1 ori 2463, 3503 137140 GHis|
13 origin 59145459 184167 Griis
721...164 VEGF

AmpR 5129 4470
—
pET-WVEGF.xdna - 5925 nt
1187.. 2378 lacl
ColE1 origin 43183630

Imagen 5. Esquema del plasmido pET-VEGF propuesto in silico para la
subclonacién de VEGFA en pET-21a (Taktak-BenAmar et. al., 2017).
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3.1.2 Medio de cultivo

Para la preparacion de medios de cultivo, se emplea medio de cultivo liquido y
solido Luria-Bertani (LB) [1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 0.5% de NaCl] y
STAB [1% triptona, 0.5 g/L extracto de levadura, 1% NacCl], procediendo a esterilizar
a 121 °C, 15 psi durante 15 minutos (Block 2001).

a) LB + Ampicilina (Medio Luria-Bertani con Ampicilina)

Medio LB con ampicilina a una concentracion de 200 pg/mL a partir de

solucién madre de 50 mg/mL.

3.1.3 Oligonucleadtidos sintéticos

Todos los oligonucleotidos usados fueron sintetizados por la comparia T4 Oligo
(ADN Artificial S. de R.L. de C.V.)

Tabla 3. Oligonucleotidos.

Oligonucleétido Secuencia de oligonucledtido 5' (superposicion/complementario) 3’
pET-VEGF fwd ggtcgggtggcggcggatctATGGCAGAAGGAGGAGGG
pET-VEGF rev CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC

pNCS-mClover3 fwd aagaaggagatatacatatgCGGGATCTGTACGACGATG
pNCS-mClover3 rev CTTGTACAGCTCGTCCATG
Espaciador fwd gcatggacgagctgtacaagGGTGGCGGCGGATCTGGTG
Espaciador rev AGATCCGCCGCCACCCGA

3.1.4 Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos empleados: Tris (tris- [hidroxietill-aminometano), Amp
(ampicilina), acrilamida (2-propenamida), bis-acrilamida (N,N -
metilen-bis-acrilamida), TEMED (N,N,N’,N-tetra-metilen-etilendiamina), RNasa

(ribonucleasa A), KH2PO4 (fosfato de potasio monobasico), NaOH (hidréxido de
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sodio), Glicina, Tween® 20 (monolaurato de polioxi etilen sorbitan), bromuro de

etidio y se adquirieron de la compafia Sigma-Aldrich.

De la compafia Fermont se adquirieron los siguientes reactivos EDTA (acido
etilendiamino tetra-acético), CaCl2 (cloruro de calcio), NaCl (cloruro de sodio), APS

(persulfato de amonio), glicerol, acido bérico y acetato de sodio.

El isopropanol, KCOOH (formiato de potasio), SDS (dodecilsulfato de sodio),
albumina de suero bovino (BSA), Na2HPO4 (fosfato dibasico de sodio), azul
brillante Coomassie G-250, imidazol, azul de bromofenol y xileno, fueron adquiridos

de diversos proveedores.

3.2 Métodos

3.2.1 Recuperacion de plasmido

Con técnica aséptica, sobre caja petri estéril, recortar el papel filtro con plasmido en
trozos de 1 x 1 mm?, después colocar los trozos en microtubo de 1.5 mL utilizando
pinzas estériles para posteriormente agregar H,O destilada libre de nucleasas,
agregar el agua suficiente como para cubrir el papel filtro que se encuentra dentro

del microtubo y finalmente incubar a 4 °C toda la noche.

3.2.2 Produccion de células quimicamente competentes

En condiciones asépticas realizar la siembra de bacteria transformada en 5 mL de
medio liquido Luria Bertani (LB) con una colonia aislada e incubar 16 hrs a 37 °Cy
con agitacion de 200 rpm toda la noche. Posteriormente, inocular 5 mL de medio LB
liquido con 10 yL del precultivo e incubar durante 4 horas a 37 °C en agitacion de
200 rpm.

Al finalizar la incubacion, dividir el volumen del cultivo en 4 microtubos y obtener el
paquete celular centrifugando a 10,000 rpm durante 3 minutos, decantar el
sobrenadante de cada microtubo. Resuspender el precipitado de cada microtubo en
250 pL de solucion fria de 0.1 M CaCl, y mezclar el contenido de los 4 microtubos
para obtener uno solo, homogeneizar y centrifugar a 10,000 rpm durante 3 minutos.

Posteriormente descartar el sobrenadante, mantener el microtubo en hielo y
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resuspender el precipitado en 1 mL de solucién fria de 0.1 M CacCl,, proceder a
incubar en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, centrifugar a 10,000 rpm
durante 3 minutos, descartar el sobrenadante. Resuspender con 200 pL de solucion
fria de 0.1 M CacCl,. Finalmente, transferir 50 puL de la solucién a cada microtubo

estéril.

3.2.3 Transformacién de células por choque térmico

En condiciones asépticas, agregar 100 ng del plasmido a 50 pyL de células
quimicamente competentes. Posteriormente incubar a 42 °C durante 3 minutos y 3
minutos en hielo. AAadir 1 mL de medio LB e incubar por 45 minutos a 37 °C y 200
rom. Posteriormente, recuperar el paquete celular por centrifugaciéon a 10,000 rpm
durante 1 minuto, descartar el sobrenadante y resuspender. A continuacion, inocular
en medio LB sélido con ampicilina (200 ug/mL) e incubar durante la noche a 37 °C.

Es necesario incluir un control de no transformacion y de viabilidad celular.

3.2.4 Extraccion y purificacion de plasmido por método lisis alcalina

Inocular la cepa transformada en 3.5 mL de medio LB con antibiético apropiado e
incubar a 37 °C, a 220 rpm por 12-14 hrs. Posteriormente, centrifugar el cultivo a
10,000 rpm por 30 segundos y descartar el sobrenadante. Resuspender el paquete
celular en 200 pL de solucion P1 [50 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA, 0.1 pg/mL
RNasa], de ser necesario emplear vortex e incubar a temperatura ambiente por 5
min. Posteriormente, agregar 400 uL de solucion de lisis alcalina P2 [200 mM
NaOH, 1 % SDS], mezclar por inversion y agregar 300 yL de solucién P3 [3 M
KCOOH], por goteo y mezclar invirtiendo el microtubo e incubar a temperatura
ambiente por 5 minutos. Finalmente, centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos y
recuperar el sobrenadante sin acarrear restos y colocarlo en un microtubo.
Adicionar dos volumenes de etanol y mezclar por inversion, incubar a 4 °C de 12-14
hrs. Centrifugar a 13,000 rpm por 45 minutos, descartar sobrenadante y afiadir 1 mL
de etanol al 70 %, mezclar por inversion y centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos,
descartar el sobrenadante. Resuspender en 50-100 uL de agua libre de nucleasas
para utilizar el plasmido. Para almacenarlo a largo plazo agregar 1 mL de etanol y

almacenar a - 80 °C.
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3.2.5 Electroforesis en geles de agarosa

Preparar gel de agarosa al 1 % siguiendo el protocolo propuesto por el equipo de
camara de electroforesis EDVOTEK® EDGETM. Proceder con cubrir el gel de
agarosa con 150 mL de buffer TBE 1X [89 mM Tris, 89 mM acido bérico, 2 mM
EDTA, pH 8.3], preparar las muestras mezclando 5 uL de Buffer para muestra de
acidos nucleicos [50 mM Tris-HCI pH 8, 25 % glicerol, 5 mM EDTA, 0.2 % azul de
bromofenol, 0.2 % Xileno] con 5 yL de muestra y cargar 10 yL de la muestra
preparada en pocillo de gel. Correr la muestra a un voltaje de 100 voltios durante 30
minutos. Tefir el gel de agarosa en soluciéon de bromuro de etidio [0.1 mg/mL]
durante 1 hora y colocar de nuevo el gel en camara de electroforesis aplicando

voltaje de 100 voltios durante 5 min. Analizar resultados con filtro de luz ultravioleta.

3.2.6 Extraccion de proteina

En condiciones asépticas, inocular 50 mL de medio LB mas antibiético con una
colonia aislada de la cepa transformada, incubar a 37 °C con 250 rpm durante 6 hrs.
Posteriormente, verter el precultivo en 200 mL de medio LB mas antibiético e
incubar de 14-16 hrs a 37 °C y 250 rpm. Al finalizar la incubacién, medir la densidad
optica a 600 nm, centrifugar el cultivo a 5,000 rpm por 3 minutos y descartar el
sobrenadante. Resuspender el paquete celular en buffer de lisis [300 mM NaCl, 25
mM Tris-HCI] y sonicar sobre hielo. Centrifugar el lisado total a 10,000 rpom a 4 °C
durante 45 minutos, al finalizar, recuperar el ss (fraccion soluble) y el pp (fraccion

insoluble).

Adicionar 50 pL buffer de carga desnaturalizante y reductor Laemmli, incubar a 100
°C por 10 minutos y colocar las muestras en hielo por 10 minutos. Analizar por gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.2.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Preparar las dos fases del gel de poliacrilamida. Proceder a verter el gel separador
12 % [1.5 M Tris-HCI a pH 8.8, 10 % SDS, 10 % persulfato de amonio, 30 %

acrilamida/bisacrilamida (29:1), TEMED] en soporte de placas de vidrio en camara
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de electroforesis y dejar polimerizar 15 minutos. Posteriormente, afiadir gel apilador
4 % [0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 10 % SDS, 10 % persulfato de amonio, 30 %
acrilamida/Bisacrilamida (29:1), TEMED)], colocar peine molde para muestras y dejar
polimerizar 15 min. Retirar el peine molde y colocar buffer de corrida 1X [250 mM

Tris pH 8.3, 1.92 M glicina] hasta llenar la camara de electroforesis.

Las condiciones de corrida fueron con un voltaje inicial de 80 voltios hasta que el
frente de corrida de azul de bromofenol alcance la base del gel apilador, seguido de
un cambio de voltaje a 125 voltios hasta que el frente de azul de bromofenol llegue a
la mitad del gel separador. A continuacién, retirar el gel de la camara de
electroforesis y tefir el gel con solucion de tinciéon A [0.003 % Coomassie brilliant
blue R-250, 10 % isopropanol, 10 % acido acético glacial] durante 30 minutos a
temperatura ambiente y agitacion constante, posteriormente cambiar la solucion por
solucion de tincidn B [0.003 % Coomassie brilliant blue R-250, 10 % acido acético
glacial] durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion constante. Destefiir el gel
con solucién de distincion [10 % &acido acético] durante la noche a temperatura

ambiente y agitacion constante hasta obtener el contraste deseado.

3.2.8 Purificacion de la proteina

La purificacién se realiza mediante cromatografia de afinidad de iones metalicos
cargados con Ni?*, utilizando las “etiquetas” de poli-histidinas presentes en la
estructura de la proteina. Los iones de niquel de la resina se unen selectivamente a
las histidinas de las proteinas con esta etiqueta, creando un complejo de
histidina-niquel. Para eluir a las proteinas unidas a la resina, se utiliza un buffer con
alta concentracion de imidazol, el cual compite con la afinidad del niquel por la
histidina (Westra et al., 2001).

Por lo tanto, para purificar la ss obtenida de la extraccion de proteina, se debe
utilizar la cromatografia de afinidad de iones metalicos. Utilizar 1 mL de resina Ni?*
(cOmplete His-Tag Purification Columns), la cual se coloca en un tubo centrifuga de
15 mL. Equilibrar la resina con 10 volumenes de buffer de Tris [20 mM Tris pH 8] y
proceder a agitar a 4 °C. Antes de su uso, centrifugar la resina a 2,800 rpm durante

2 minutos.
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Agregar 0.1 mM EDTA a la ss a purificar y mezclar, posteriormente, incubar durante
40 horas a 4 °C con agitacién. Centrifugar la resina con ss a 2,800 rpm durante 2
minutos, recuperar el sobrenadante como fraccion no unida y almacenar a 4 °C.
Realizar dos lavados con 10 volumenes de buffer Tris, incubar durante 10 minutos a
4 °C con agitacion. Centrifugar la resina con buffer a 2,800 rpm durante 2 minutos,
recuperar el sobrenadante como Lavado 1y Lavado 2, almacenar a 4 °C. Realizar
eluciones con 500 pL con buffer de eluciéon [500 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM
NaPO4 pH 8, 0.1 % Tween 20] incubando en agitaciéon durante 10 minutos a4 °Cy
centrifugado 2,800 rpm durante 2 minutos. Recolectar las elusiones en microtubos
estériles de 1.5 mL y almacenar a 4 °C hasta su posterior analisis. Finalmente,
realizar un lavado a la resina con buffer de lavado [0.5 M NaOH, 2 M NaCl], incubar
en agitacién durante 10 minutos a 4 °C. Centrifugar la resina con buffer a 2,800 rpm
durante 2 minutos, retirar sobrenadante y almacenar la resina con 10 volumenes de
buffer Tris a 4 °C.

Identificar y analizar las fracciones recolectadas mediante electroforesis SDS-PAGE
al 12 %. Cargar 30 pL de lisado total, fraccion soluble e insoluble; 50 uL de fraccién
no unida, primer lavado, segundo lavado, y todos los eluidos obtenidos para

comprobar la presencia y la pureza de la proteina de interés.

Posteriormente, juntar las eluciones mas concentradas y someter a dialisis con el
proposito de eliminar el imidazol entre otros contaminantes. Como buffer de dialisis
utilizar 1 L de PBS 1X [0.137 M NacCl, 0.0027 M KCI, 0.01 M Na2HPO4, 0.0018 M
K2HPO4, pH 7.4] y colocar las eluciones en una membrana semipermeable
Spectra/Por® 4 MWCO: 12-14 kDa durante 24 horas en inmersion con el buffer de

dialisis.

3.2.9 Cargado de la proteina en hilos de sutura

El cargado de los hilos se realiza al prehidratar dos suturas Vicryl de 10 cm de
longitud, sumergir cada sutura por separado en 500 pL de agua destilada estéril
durante 1 hora a 4 °C y con agitacion constante a 20 rpom. Posteriormente, secar la

sutura en una caja Petri durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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A continuacién, colocar una sutura prehidratada en un tubo cénico de 15 mL,
agregar 500 pL de solucién de proteina e incubar durante la noche a 4 °C con
agitacién constante de 20 rpm. Finalmente, dejar secar la sutura en caja Petri a
temperatura ambiente. Evaluar el cargado de la proteina en sutura por microscopia

de fluorescencia y utilizar como control negativo una sutura pre-hidratada con agua.

3.2.10 Estudio de liberacion-cuantificacion de proteina a partir de hilos

de sutura

Colocar 2 cm de la sutura cargada con proteina en un pozo de una microplaca de
96 pozos. Adicionar 100 pL de buffer PBS 1X [0.137 M NaCl, 0.0027 M KCl, 0.01 M
Na,HPO,, 0.0018 M K,HPO,, pH 74] a cada pozo. Incubar a 37 °C, con agitacion de
120 rpm y tomar lecturas cada 15 min durante 24 horas para obtener una cinética de

liberacion de proteina de los hilos de sutura.

3.2.10.1 Estudio de cuantificacion de proteina por el método de Bradford

Este método se basa en la interaccion de los aminoacidos presentes en las
proteinas con un colorante generando asi un complejo proteina-colorante. El
analisis se fundamenta en la observacion del cambio de color del azul brillante

Coomassie G-250 cuando se une a la proteina a A = 595 nm (Bradford 1976).

Realizar una curva patron con albumina de suero bovino (BSA). Posteriormente,
analizar las muestras afiadiendo la solucion azul brillante Coomassie G-250 e
incubar a 37 °C por 20 minutos. Finalmente, analizar absorbancias a 595 nm y

extrapolar resultados con la ecuacién de la recta.

3.2.10.2 Estudio de liberacion de proteina por fluorescencia

En el estudio de liberacién de proteina por fluorescencia se analiza la liberacién de
GFP desde un dispositivo médico en condiciones in vitro registrando lecturas de

fluorescencia a A excitacion de 520 nm y A emision 477 nm en determinado tiempo.
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3.2.10.3 Determinacién de proteina liberada por cm?

Para determinar la proteina liberada en las suturas por cm?, calcular el area de la
superficie expuesta para conocer el valor de proteina en pg/cm? de la sutura y

considerar el volumen del liquido de liberacion.

Capitulo 4. Resultados

4.1 Construccién in silico de pC-VEGF

Como primera etapa del proyecto, se realizé una revisidn bibliografica para
seleccionar las secuencias a emplear. Los plasmidos seleccionados fueron
pET-VEGF para la produccion de la proteina VEGF, y pNCS-mClover3, para la
produccion de la proteina mClover3. Por otro lado, se selecciond la siguiente
secuencia espaciadora: (Glicina-Glicina-Glicina-Glicina-Serina),. Este espaciador
proporciona la flexibilidad y espacio necesario para mantener la estructura y funcién
de las proteinas. La secuencia de las proteinas de interés fue identificada utilizando
el software Serial Cloner (Chan et. al., 2005; Traub et. al., 2013).

4.1.1 Disefio de oligonucleétidos para especificos para la amplificacion
de los genes de VEGF y GFP

Para disefar los oligonucledtidos para amplificar los genes de VEGF y GFP, se

empleo el software en linea NEBuilder® Assembly Tool (https://nebuilder.neb.com).

Una vez en la pagina, ingresamos en el apartado de “New fragment” e introducimos
la secuencia del vector de expresion pET-VEGF, plasmido al que deseamos
ensamblar el gen GFP y el espaciador. Marcamos las casillas correspondientes para
indicar que es un vector y que es circular. Posteriormente, seleccionamos el método

de linealizacion por PCR y delimitamos la secuencia de interés, comenzando en la
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base 5253 y finalizando en la base 5207. Seleccionamos “autogenerar primers”.
Dentro de esta limitacidon se encuentra el fragmento a amplificar de la secuencia
VEGF de 5880 pb.

Para ingresar el gen de GFP como nuevo fragmento a ensamblar, agregamos la
secuencia del plasmido pNCS-mClover3 (#74236) que contiene la secuencia de la
proteina GFP. Nuevamente, marcamos las casillas correspondientes para indicar
que es un vector y que es circular. Seleccionamos el método de linealizacién por
PCR y delimitamos la secuencia de interés, comenzando en la base 301 y
finalizando en la base 1050, y marcamos la casilla “autogenerar primers”. Dentro de

esta limitacién se encuentra el fragmento a amplificar de la secuencia GFP de 750

pb.

Como ultimo fragmento a ensamblar, introducimos la secuencia del espaciador
compuesto por (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser), en "Nuevo fragmento". Marcamos las casillas
correspondientes de vector, circular y seleccionamos el método de linealizacién por
PCR. Delimitamos la secuencia de interés, comenzando en la base 1 y finalizando
en la base 60, seleccionamos “autogenerar primers". Se obtuvo un tamafio de

fragmento de 60 pb que codifica para el espaciador.
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Imagen 6. Propuesta de construccion in silico pC-VEGF.
Finalmente, se obtuvo una secuencia total de 6690 pb, junto con los

oligonucledtidos necesarios para realizar el ensamblaje y producir la proteina de
fusion VEGF-Espaciador-GFP.

Tabla 4. Oligonucleétidos para el ensamblaje.

Oligonucleétido Secuencia de oligonucledtido 5' (superposicion/complementario) 3’
pET-VEGF fwd ggtcgggtggcggcggatctATGGCAGAAGGAGGAGGG
pET-VEGF rev CATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTC

pNCS-mClover3 fwd aagaaggagatatacatatgCGGGATCTGTACGACGATG
pNCS-mClover3 rev CTTGTACAGCTCGTCCATG
Espaciador fwd gcatggacgagctgtacaagGGTGGCGGCGGATCTGGTG
Espaciador rev AGATCCGCCGCCACCCGA
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4.2 Recuperacion de plasmido

Se recuperd por separado el plasmido pNCS-mClover3 y pET-VEGF del
papel filtro utilizando agua libre de nucleasas y se incubaron a - 4 °C durante

la noche.

4.3 Transformacion celular

Empleando células quimicamente competentes de Escherichia coli con 5 uL del
plasmido pNCS-mClover3 o pET-VEGF, se introdujo el plasmido por choque térmico
y se evaluo su transformacion incubando las células durante la noche a 37 °C. Al dia
siguiente, se procedié a realizar un conteo de unidades formadoras de colonias

(UFC) observadas en cada placa como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Conteo en placa de unidades formadoras de colonias (UFC).

Medio LB con Ampicilina

Nombre (200 pg/mL) UFC
Control negativo - 0
Control de viabilidad - Incontable
Control de no transformacion v 0
pNCS-mClover3 v 349
pET-VEGF v 29

En el “control de viabilidad" se sembraron células no transformadas que se
sometieron al mismo proceso de choque térmico que las células transformadas. El
resultado de crecimiento incontable en la placa permite concluir que las células se

mantienen viables con respecto al proceso de transformacion expuesto.

En el “control no transformadas”, se sembraron células no transformadas en medio
LB con antibidtico, las cuales fueron sometidas al mismo proceso de transformacion.
La ausencia de crecimiento (0 UFC) indica que las células no poseen el gen de

resistencia a la ampicilina.
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Por otro lado, el crecimiento de 29 UFC para “pET-VEGF” y de 349 UFC para
“‘PNCS-mClover3” en medio LB con ampicilina demuestra que las bacterias fueron

transformadas con el plasmido, adquiriendo también el gen de resistencia.

4.4 Purificacion de plasmido

Para la purificacion del plasmido pNCS-mClover3 y pET-VEGF, se obtuvo una
concentracion de plasmido de 27.1 mcg/mL y 22.5 mcg/mL respectivamente,
calculado a partir de la absorbancia obtenida de 0.542 por espectrofotometria de luz
UV a 260 nm.

Para visualizar el material en gel de agarosa al 1 %, fue tefido con bromuro de
etidio 0.1 pg/mL. Como resultado de la electroforesis, se observaron bandas nitidas
y definidas del plasmido pNCS-mClover3 y pET-VEGF.
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Imagen 7. Electroforesis en gel de agarosa. Migracion de plasmido pNCS-mClover3
y pET-VEGF.

4.5 Expresion y purificacion de GFP

Las muestras fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 12 % y tefiido con
azul de Coomassie. Los carriles corresponden a: (M) Marcador de peso molecular,
(LT) Lisado Total, (FI) Fraccion Insoluble, (FS) Fraccion soluble, (FN) Fraccion no
unida, (W1) Lavado 1, (W1) Lavado 2, (E1) Elucion 1, (E2) Elucién 2, (E3) Elucion 3,
(E4) Elucion 4, (E5) Elucion 5, (E6) Elucion 6, (E7) Elucion 7.

M LT Fl FS FN w1l w2 E1 E2 E3 Ed E5 E6 E7
130 kDa hy
100 kDa
70kDa &
55 kDa '
40 kDa ' ‘
35 kDa ‘ oG
25 kDa
15 kDa
10 kDa
UTTa CUTTOTTTU AaCUIUTT \V L] HLUTTF.J HHIIIII_ y FIJI,UUJ UTTTUaAautT S TTTAUuvasS \9 |

fluorescencia. Posterior al recubrimiento, la solucion restante se cuantificod
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obteniendo una concentracion de 1,605.8 ug/mL y 490,882 unidades relativas de
fluorescencia. Esto permitié calcular un valor tedrico de 8.67 pg/mL de proteina

cargada en la sutura.

4.6.1 Evaluacion del cargado de suturas con GFP por microscopia de

fluorescencia

La evaluacion del cargado de proteina en suturas se realizé utilizando un
microscopio de fluorescencia invertido con filtro GFP para visualizar la fluorescencia
de mClover3. Las suturas cargadas fueron comparadas con un control negativo el

cual fue pre-hidratado con agua destilada.

A) B)

C)
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Imagen 9. Evaluacion de cargado de proteina en suturas por microscopia de

fluorescencia.

En la imagen 9A se muestra la micrografia en campo claro de la sutura Vicryl

cargada con mClover3 y la sutura sin proteina como control negativo.

En la imagen 9B, se observa la micrografia de las suturas de la imagen A aplicando
un filtro de fluorescencia. Se observa fluorescencia en la sutura de la izquierda
correspondiente a Vicryl cargada con mClover3, el control negativo no presenta

fluorescencia.

En la imagen 9C y 9D se observa un extremo de la sutura Vicryl cargada con
mClover3 mostrando una micrografia en campo claro (Imagen 9C) y una micrografia

con filtro de fluorescencia (Imagen 9D).

4.7 Cuantificacion de GFP

4.7.1 Curva de calibracion por el método de Bradford

Para cuantificar la proteina liberada se emple6 el método de Bradford, para esto se
realiz6 una curva de calibracién con albumina de suero bovino (BSA por sus siglas

en inglés).
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Curva de calibracion
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Grafico 1. Curva de calibracién por el método de Bradford.

Ecuacion de la curva:

Absorbancia—0.0091
0.0005

BSA (ng/mL) =

Donde Absorbancia es un valor de absorcién recuperada del lector de microplacas a

la longitud de onda de 595 nm.

4.7.2 Cuantificacion de GFP por Bradford

Se cuantificd por Bradford la solucién de liberacién de las suturas Vicryl de 10 cm,
cargadas con 500 yL de mClover3 a una concentracion inicial de 1,614.5 pyg/mL v,
como control negativo, suturas Vicryl no cargadas. Posterior al proceso de
recubrimiento, la solucion de mClover3 fue cuantificada obteniendo una
concentracion de 1,605.8 pg/mL; esto permitié calcular un valor tedérico de 8.67

pug/mL de proteina cargada en la sutura.
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4.7.3 Escaneo de longitud de onda maxima de emision y excitacion

GFP.

Se realizé un escaneo de fluorescencia para seleccionar la longitud de onda maxima

de emision y excitacion de la proteina mClover3. Se determind la longitud de onda

maxima 477 nm para excitacion y 520 nm para emision.
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Grafico 2. Barrido mClover3 excitacion.

Unidades relativas de fluorescencia
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Grafico 3. Barrido mClover3 emision.
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4.8 Liberacion de proteina

Para evaluar la liberacion de mClover3 posterior a 3 dias, se utilizaron segmentos
de 2 cm de las suturas cargadas. La liberacion de proteina desde estos segmentos
fue cuantificada en pyg/mL, empleando suturas Vicryl no recubiertas como control
negativo. El Grafico 4 muestra las concentraciones de proteina liberada en las

suturas después de 3 dias.

Concentracion de proteina mClover3 por método de
Bradfod a los 3 dias de liberacion

[y
(=]

Concentracion de proteina ([Lg/mL)
O = MW s Lo~ 00 WD

mClover3 Sin proteina

Vicryl

Grafico 4. Cuantificacion proteina GFP por método de Bradford a los 3 dias de

liberacion.

En el eje de X, la sutura cargada con mClover3 mostré una concentracién de 0 +
4.71 yg/mL, indicando una desviacion estandar muy alta. En la sutura como control
negativo, se obtuvo una concentracién de 3.13 £ 4.16 ug/mL de proteina, lo cual

podria deberse a un proceso de degradacion de la propia sutura.

Por otro lado, dado que los resultados presentan una alta dispersién y las
concentraciones estan cerca del limite inferior de deteccién del método, no es
posible determinar con precision la cuantificacion de proteina liberada por el método
de Bradford.
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Dado que los resultados obtenidos con el método de Bradford no fueron precisos, se
evalud la liberacion de proteina utilizando unidades relativas de fluorescencia. Para
ello, se analizaron segmentos de 2 cm de las suturas recubiertas con mClover3,
empleando nuevamente las suturas no recubiertas como control negativo. El Grafico

5 presenta la cinética de liberacion de proteina durante 72 horas.

Cinética de liberacion de proteina cargada en Vicryl por fluorescencia
durante 72 horas

55,000

44,446 46,065

50,000 ag 17 45265 45,435 Lo 43335 45282 24,798 44831 45529 44983 44576 44,686

42,925

I e e A

45,000

w =
v o
o o
=] =]
S S

30,000
25,000
20,000

15,000

Unidades relativas de fluorescencia

10,000
3,245
5,000

0.00 0.15 030 0.45 1.00 1.15 1.30 145 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 12.00 24.00 72.00
Tiempo (hrs)

. \/icryl+mClover3 Vicryl

Grafico 5. Cinética de liberaciéon de proteina cargada en Vicryl por fluorescencia

durante 72 horas.

El eje de X muestra los tiempos de liberacién de proteina de suturas cargadas con
mClover3 y el control negativo (sutura sin cargar con GFP) durante 72 horas. Se
muestra un intervalo de tiempo inicial de 15 min durante las primeras 2 horas de
liberacion. Posteriormente, se registro la liberacion de proteina a intervalos de 1

hora hasta las 7 horas. Se continu¢ la cinética a las 12 horas, 24 y 72 horas.

El eje de Y refleja las unidades relativas de fluorescencia obtenidas. En la sutura
cargada con mClover3, el tiempo 0 registro una lectura de 3,245 + 916 unidades
relativas de fluorescencia, a los 15 min a 33,915 + 2,800, posteriormente la medicion
se mantuvo en un promedio de 44,835 + 3,401 unidades relativas de fluorescencia

hasta las 72 horas.
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4.9 Relacion entre unidades relativas de fluorescencia de proteina

liberada y concentracion de proteina en pg/mL

La relacién entre las unidades relativas de fluorescencia liberada y su cuantificacion
de proteina en pg/mL, se calculd utilizando los datos de proteina cuantificada de
mClover3 (708.73 ug/mL) y las unidades relativas de fluorescencia (urf) obtenida de

la misma solucion (441,169 urf) realizando la siguiente formula:

1urf*708.73 ug/mL
441,169 urf

ng/mL de proteinaen 1 urf =

Dando como resultado un total de 0.00161 pg/mL de proteina en 1 urf.

En base a este dato, se calculd la cantidad de proteina liberada de la sutura en

Mg/mL utilizando la fluorescencia obtenida de las mismas.

Cinética de liberacion de proteina cargada en Vicryl en pg/mLalas 72 horas
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Grafico 6. Cinética de liberacién de proteina cargada en Vicryl en uyg/mL a las 72
horas.
El eje X del Grafico 6 muestra las lecturas realizadas durante un periodo de 3 dias
de liberacion de proteina desde segmentos de 2 cm de la sutura Vicryl recubierta
con mClover3, asi como el control negativo sin proteina. El eje Y muestra la

concentracion de proteina en ug/mL, calculada a partir de las unidades relativas de
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fluorescencia obtenidas durante la liberacion de proteina. Posterior a los 30 minutos,
se observo una concentracion promedio de 72 £ 5.2 ug/mL en las suturas

recubiertas, mientras que el control negativo no presentoé proteina detectable.

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que por este método es

posible determinar la concentracion de proteina liberada.

4.10 Determinacion de ug proteina liberada por cm? de sutura

Para calcular la cantidad de proteina liberada por cm?, se utilizé el area de la sutura
y la concentracion de proteina liberada en pg/mL. Por lo que se procede a calcular

el area de la sutura con la siguiente férmula:
Area del cilindro = 2mrh

Donde r es el radio de la sutura (dado que el diametro es de 0.02 cm, el radio es
0.01 cm) y h la longitud de la misma (2 cm). Por lo tanto, los datos se desglosan de

la siguiente manera:

Area de sutura = 2m * 0.01¢cm * 2 cm

Area de sutura = 0. 1257cm2

El volumen de liberacién (0.1 mL) se utilizé para calcular la cantidad proteina en ug
de las muestras multiplicando los pg/mL liberados de GFP con el volumen de
liberacién, para posteriormente multiplicar por el area de sutura obteniendo los

siguientes resultados graficados.
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Grafico 7. Liberaciéon de proteina cargada en Vicryl en ug/cm? por 72 horas.

El eje X del Grafico 7 representa las lecturas realizadas durante un periodo de 3
dias de liberaciéon de proteina desde segmentos de 2 cm de la sutura Vicryl
recubierta con mClover3, asi como el control negativo sin proteina. El eje Y muestra
la concentracion de proteina en pg/cm?, calculada a partir del area de la sutura y
volumen de liberacion de la proteina. Se observd una concentracion promedio de
53.4 + 4.1 pg/cm? en las suturas recubiertas, mientras que el control negativo no

presento proteina detectable.

4.11 Determinacidon de % proteina cargadalliberada de sutura

Para calcular el porcentaje de proteina cargadalliberada de la sutura, se utilizaron
los valores de proteina liberada en ug, la concentracion inicial de mClover3 en ugy
el volumen de carga utilizado en la sutura.

La concentracion inicial de GFP se calcul6 de la siguiente manera:

Concentracion inicial GFP = (GFP pg/mL)(Volumen de cargado)
Concentracion inicial GFP = (1,614.8 pg/mL)(0.5mL) = 807.2 pg
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Una vez obtenida la concentracion inicial, se procedié a calcular el porcentaje de

proteina cargada/liberada de cada muestra de sutura Vicryl con GFP.

Vicryl GFP pg
Concentracion inicial GFP

% GFP =

*100

% GFP = —2o b % 100

Posteriormente, se aplico esta formula para obtener los datos que se muestran en el
Grafico 8, que representa la liberacién de proteina cargada en la sutura Vicryl en

porcentaje a lo largo de 72 horas.
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Grafico 8. Liberacién de proteina cargada en Vicryl en % por 72 horas.
El eje X del Grafico 8 corresponde a las lecturas tomadas durante un periodo de 72

horas de liberacion de proteina desde segmentos de 2 cm de la sutura Vicryl

recubierta con mClover3, incluyendo un control negativo sin proteina.
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El eje Y muestra la concentracion de proteina en porcentaje. Se observd una
liberacién promedio de 0.9 + 0.1 % en las suturas recubiertas, mientras que el

control negativo no presentd valores detectables.

4.12 Evaluacién de liberacion de GFP de suturas por microscopia de
fluorescencia

Se evaluaron las suturas Vicryl se realizé utilizando un microscopio de fluorescencia
invertido con filtro GFP (470 nm excitacion, 525 nm emision) para visualizar la

fluorescencia de mClover3 adherida después del proceso de liberacion. Como

resultado, se presenta en la Imagen 10 el analisis realizado.

A B

Vicryl GFP
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Imagen 10. Evaluacién de liberacion de proteina en suturas por microscopia de

fluorescencia.

En la Imagen 10A, se muestra micrografia en campo claro de la sutura cargada con
GFP y una sutura control. Mientras que en la Imagen 10B muestra las suturas bajo
el filtro de fluorescencia GFP, en donde es posible observar una sefal en la sutura

cargada con GFP, pero no en la sutura control.

La Imagen 10C muestra la micrografia en campo claro a la sutura cargada y
liberada durante 3 dias. En la Imagen 10D, se observa la misma sutura bajo el filtro
de fluorescencia GFP, mostrando una disminucion significativa de proteina, 1o que
impide detectar la fluorescencia. Sin embargo, se identificaron pequenos

remanentes de GFP entre el trenzado de la sutura.

La Imagen 10E muestra la micrografia en campo claro a la sutura control posterior a
las condiciones controladas de liberacién durante 3 dias. En la Imagen 10F, se
observa la misma sutura bajo el filtro de fluorescencia GFP, mostrando la ausencia

de fluorescencia.
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Capitulo 5. Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

Se visualizé el cargado de la proteina en los hilos mediante microscopia de
fluorescencia. El cargado confirmd la capacidad de la sutura para albergar proteinas

manteniendo su propiedad fluorescente.

La cuantificacion basada en fluorescencia permitié una evaluacion de la cantidad de

proteina cargada y liberada, obteniéndose un total de 0.9 % de mClover3.

5.2 Perspectivas

La proteina mClover3 se libera de manera rapida de las suturas. Este
comportamiento sugiere que para aplicaciones biolégicas prolongadas seria
recomendable desarrollar un método que permita una liberacion controlable, por
ejemplo, un entrecruzamiento quimico podria ser una técnica viable para retardar la

liberacién y prolongar la actividad en el sitio de implantacion.
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