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Resumen

En la presente tesis se investigó el desarrollo de suturas quirúrgicas funcionales

para reducir infecciones en sitios quirúrgicos y acelerar la cicatrización. Las

infecciones posquirúrgicas, son una causa principal de complicaciones

postoperatorias y tienen una alta tasa de mortalidad en países en desarrollo. Este

estudio explora la posibilidad de mejorar la funcionalidad de las suturas mediante el

cargado de proteínas de fusión.

Se utilizaron dos proteínas de interés: la proteína verde fluorescente (GFP),

conocida por su capacidad fluorescente, lo que facilita su seguimiento en estudios

biológicos, y el factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF), que es crucial

para la regeneración de tejidos al promover la formación y desarrollo de vasos

sanguíneos, esencial para la cicatrización. Se utilizó GFP como modelo para el

cargado y liberación de proteínas en suturas. Mediante técnicas biotecnológicas, se

clonó, expresó, purificó y cargó GFP en hilos de sutura, y se llevaron a cabo

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

A pesar de no haber logrado la expresión y purificación de la proteína de fusión

VEGF-GFP debido a limitaciones de tiempo, los resultados obtenidos con GFP

proporcionando un modelo útil 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 funcionalización de suturas

quirúrgicas.
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Capítulo 1. Introducción

Las infecciones del sitio quirúrgico (ISQ), representan una de las complicaciones

más comunes asociadas a un procedimiento quirúrgico, adicionalmente este tipo de

infecciones alarga los tiempos de recuperación de 7 hasta 20.7 días 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 atención en la prevención de las ISQ, en la Tabla

1 se muestra un resumen de la tasa de infección de sitio quirúrgico de diferentes

países, observándose una variabilidad de ISQ según la región y tipo de cirugía. Por

ejemplo, Japón presenta tasas altas en cirugías de colon (15%) y rectal (17.8%),

mientras que en EE.UU la tasa es mucho más baja (0.9%). En países 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 cirugías para prevenir la frecuencias de ISQ (World

Health Organization 2018).

Tabla 1. Resumen de las tasas de ISQ en diferentes países (World Health

Organization 2018).

País Tasa de ISQ % (Intervalo de confianza
de 95%)

Año* Medida utilizada

USA 0.90 2014 Incidencia

acumulada

(episodios por

100 operaciones)

Disminución de 17% en ISQ relacionado a

los 10 procedimientos seleccionados

(2014 frente a 2008)

Unión

Europea

9.50 (Cirugía de colon) 2010 -

2011

Incidencia

acumulada

(episodios por

100 operaciones)

3.50 (Injerto de derivación de arteria

coronaria)

2.90 (Cesárea)
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1.40 (Colecistectomía)

1.00 (Prótesis de cadera;)

0.80 (Laminectomía)

0.75 (Prótesis de rodilla)

Inglaterra Cirugía intestino grueso: 8.3 (7.9-8.7) 2008 -

2013

Densidad de

incidencia

(episodios por

1000

pacientes-día)

Cirugía intestino delgado: 4.9 (4.3-5.7)

Cirugía de vía biliar, hígado y páncreas:

4.9 (4.1-5.9)

COL: 4.6 (3.1-6.6)

KPRO: 0.4 (0.3-0.4)

Australia 2.80 2002-

2013

Densidad de

incidencia

(episodios por

1000

pacientes-día)

Japón Cirugía de colon: 15.00 2008-

2010

Incidencia

acumulada

(episodios por

100 operaciones)Cirugía rectal: 17.80

República

de Corea

Total: 2.10 2010-

2011

Incidencia

acumulada

(episodios por

100 operaciones)

Gastrectomía: 3.10

Artroplastia total de cadera: 2.00

Uruguay Apendicectomía: 3.20 2014 Incidencia

acumulada

(episodios por
Cirugía cardíaca: 2.50

9



100 operaciones)Colecistectomía: 6.20

Cirugía de colon: 15.40

Chile Cirugía de derivación coronaria: 3.10 2013 Incidencia

acumulada

(episodios por

100 operaciones)

Reemplazo de la articulación de cadera:

1.90

Países de

ingresos

bajos y

medios-O

MS

Promedio: 11% 1995-

2017

Incidencia

acumulada

(episodios por

100 operaciones)

Sureste

Asia

7.80 (6.30-9.30) 2000-

2012

Revisión de

incidencia

agrupada

En el 2015, la Red de Vigilancia Epidemiológica Hospitalaria (RHOVE), reportó que

el 15% de los pacientes en alta hospitalaria experimentaron infecciones de sitio

quirúrgico. Además, estas infecciones se ubicaron en el cuarto puesto entre las

Infección Asociadas a la Atención 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 quirúrgico, el 51.4% (4,784) de ellas se presentó

en cirugías electivas, el 38.6% (3,592) en cirugías de urgencia, mientras que para el

9.9% (925) se desconoce el origen (Martínez-Garduño 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 están el prevenir la colonización microbiana

y el promover una rápida cicatrización (López et al., 2018).

10



1.1 Objetivo general

Producir, cargar y liberar la proteína de fusión VEGF-GFP en hilos de sutura, para

aplicaciones biomédicas.

1.2 Objetivos específicos

1. Diseñar oligonucleótidos específicos para la amplificación de la proteína

VEGF y GFP.

2. Clonar a la proteína de fusión VEGF y GFP en un plásmido de expresión.

3. Expresar en E. coli a la proteína fusión VEGF-GFP y analizar por

electroforesis en gel de agarosa.

4. Purificar la proteína VEGF-GFP por Cromatografía de Afinidad de Iones

Metálicos (IMAC) y analizar por electroforesis en gel de poliacrilamida.

5. Cargar con proteína de fusión VEGF- GFP a los hilos de sutura.

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

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

1.3 Hipótesis

Será posible producir, cargar y liberar la proteína de fusión factor de crecimiento

endotelial vascular A - proteína verde fluorescente en hilos de sutura, para

potenciales aplicaciones biomédicas

1.4. Justificación

El producir una proteína de fusión para uso como proteína modelo en pruebas de

cargado y liberación en suturas quirúrgicas representa una estrategia innovadora y

de amplia aplicación. Al combinar la actividad angiogénesis de la proteína VEGF

para promover la cicatrización de las heridas con la capacidad de fluorescencia de
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la proteína GFP, se abre la posibilidad de producir hilos de sutura recubiertos con

una proteína recombinante con amplio rango de aplicaciones.

Los hilos quirúrgicos recubiertos con una proteína recombinante para promover la

cicatrización, permitiría una evaluación de la liberación de la sutura en entornos

biológicos, lo que permite a la investigación científica evaluar su comportamiento in

vivo, siendo una herramienta para futuras investigaciones.

Capítulo 2. Fundamento teórico

2.1 Clonación de proteínas

La producción de proteínas recombinantes ha sido estudiada por varios años dada

su gran aportación y avance a la biotecnología, estas se obtienen a partir de un gen

que ha sido clonado en un organismo distinto al original. Un ejemplo muy utilizado

de proteína 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 proteínas recombinantes pueden ser expresadas en bacterias, levaduras,

plantas, en células de insectos y de mamíferos (Drago et al. 2006). La elección del

sistema biológico en que se produce la proteína se basa en los requerimientos y la

aplicación de la proteína recombinante. Siendo la bacteria E. coli el sistema más

utilizado para producir proteínas, ya que presenta gran eficiencia para la

manipulación genética, mayor velocidad específica de crecimiento que las levaduras

y células de mamíferos. La secuencia exógena que codifica para la proteína de

interés debe incorporarse en un vehículo, regularmente un plásmido, el cual debe

ser tomado por la bacteria. Un plásmido es un fragmento de ADN circular que

contiene los elementos genéticos necesarios que permiten la expresión de la

proteína así como elementos adicionales que permiten discriminar a las bacterias

transformadas de las no transformadas empleando un gen de resistencia a

antibióticos (Choi et al., 2006; Jonasson et al., 2002).

Entre los parámetros más importantes en la producción exitosa de proteínas en E.

coli se encuentran: la eficiencia transcripcional y traduccional, la estabilidad del

vector de expresión y de los ácidos ribonucleicos (ARN) transcritos, la estabilidad de

las moléculas ante el ambiente proteolítico del hospedero, la localización y

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

En E. coli, las proteínas pueden ser expresadas en el interior de la célula en el

citoplasma celular, donde pueden ser pueden ser localizadas en el espacio

periplasmático o secretadas al medio extracelular. Muchos de los polipéptidos

producidos en gran cantidad en E. coli pueden formar cuerpos de inclusión (Gómez

et al., 1999).

2.2 Métodos de purificación de proteínas

Los métodos más utilizados para la purificación de proteínas se basan en el uso de

''etiquetas'', estas etiquetas se incorporan a la proteína durante la edición del

plásmido de expresión, éstas se pueden añadir en el extremo amino o carboxilo

terminal de las proteínas. La etiqueta más utilizada es la cola de seis histidinas

(6xHis), la cual permite que por cromatografía de afinidad a iones metálicos (IMAC),

purificar a las proteínas que posean la etiqueta 6xHIS de las que no. La resina
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empleada para IMAC está formada de perlas de agarosa a las cuales se les ha

unido de forma covalente níquel II la etiqueta de 6xHis puede formar un enlace de

coordinación con el Ni+2, lo que retiene a la proteína en la columna. Para liberar a

las proteínas unidas a la resina se realiza una competencia con un ligando de

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

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

La proteína VEGFA es una glicoproteína de 46 kilodaltons, capaz de formar un

dímero antiparalela, estabilizado por puentes disulfuro, y presenta 8 isoformas

(García et al., 2011). Siendo VEGFA 121 y el VEGFA 165 isoformas solubles y las

más abundantes. De las cuales, la isoforma VEGFA 165 es la más estudiada. Es un

potente estimulador de la proliferación de células endoteliales, ya que promueve una

mayor unión de las células contribuyendo a la angiogénesis; es considerada una

proteína ácida, esto le permite llegar a las células endoteliales, en comparación con

las isoformas básicas que permanecen secuestradas en la matriz extracelular. Por lo

cual, es de interés en la angiogénesis, ya que las isoformas ácidas inician el

proceso angiogénico, promoviendo la activación de proteasas que degradan la

matriz, y con ello la liberación de las isoformas básicas que se encuentran

secuestradas en la matriz extracelular para potenciar la proliferación y migración de

células endoteliales (Houck et al., 1991; Ferrara 2004).
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Imagen 1. Estructura del dímero de VEGF-A165. Uno de los monómeros se

muestra en rojo y el otro en azul mientras que los puentes disulfuro están en gris

con los átomos de azufre en amarillo. Los extremos N- y C- terminales se

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

Esta proteína es producida por muchos tipos de células incluyendo las células

tumorales, macrófagos, plaquetas, queratinocitos, etc. Desempeña un papel

fundamental en la cicatrización de heridas y el desarrollo de nuevos vasos

sanguíneos (Reichardt 1991).

Pertenece a la familia de las VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular) que

incluyen a las proteínas homodiméricas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y el

factor de crecimiento placentario (PLGF), siendo el VEGF-A el más estudiado

(Redmer et al., 2001). Estas proteínas 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

están involucrados fundamentalmente en la formación de vasos sanguíneos,

mientras que VEGFR-3 está relacionado en linfangiogénesis; VEGF-1 se expresa

dentro de la placenta, en el sistema de vasos sanguíneos 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

linfáticas estimulando al receptor de la linfangiogénesis (Saavedra et al., 2017).
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Imagen 2. Esquema de compatibilidad de unión entre factores de crecimiento y sus

receptores (Saavedra et al., 2017).

En el contexto de la regeneración tisular, VEGF-A adquiere relevancia por su

capacidad de inducir la angiogénesis en áreas lesionadas o deficientemente

vascularizadas. La formación de nuevos vasos sanguíneos juega un papel esencial

al proporcionar oxígeno y nutrientes a los tejidos dañados, lo que acelera los

procesos de cicatrización y promueve la recuperación tisular (Aranda 2013).

2.4 Proteína verde fluorescente (GFP)

La GFP es una proteína 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 científico Osamu Shimomura (Shimomura et al., 1962).

Utilizando herramientas biotecnológicas, el gen que codifica para la GFP ha sido

clonado y utilizado frecuentemente como marcador fluorescente, por lo tanto, se ha

convertido en una herramienta en la investigación por su aplicación in vivo, tanto

para la visualización de la expresión génica hasta el seguimiento de la migración

celular (Hend et al., 2023; Franco et al., 2009; Shaner et al., 2005).
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Imagen 3. Proteína verde fluorescente (GFP). PDB 2B3P.

La GFP tiene un peso molecular de 26,9 KDa y consta de 238 aminoácidos que

conforman 11 cadenas β que forma un cilindro y una hélice α la cual contiene un

cromóforo en el centro de la estructura, el cual es un grupo químico que absorbe y

emite luz, este cromóforo 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 cromóforo para excitar y que transforme la energía

emitiendo luz en longitud de onda verde. La proteína presenta dos picos de

excitación, entre 395 nm y 480 nm, siendo la banda de emisión máxima en 509 nm

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

2.4.1 Proteína mClover3

La proteína mClover3 es una proteína verde fluorescente mejorada de la proteína

Clover, derivada de la familia de proteínas GFP. Esta variante ha sido diseñada para

proporcionar mayor rendimiento en aplicaciones de imagen en células vivas y en

experimentos que involucren la transferencia de energía por resonancia de

fluorescencia (FRET). Además, mClover3 presenta un máximo de absorbancia a

506 nm y un máximo de emisión a 518 nm. (Bajar et al., 2016).

Entre las características que distinguen a mClover3, está 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. Además,

mClover3 mantiene un brillo relativo del 85%, situándose como una de las proteínas

verde fluorescentes más brillantes disponibles en biología 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 proteínas

2.5.1 Biomateriales

La definición de biomaterial ha avanzado a lo largo de los años para englobar las

diversas aplicaciones que le pueden dar, siendo en 2018 que biomaterial adquirió

una nueva definición: “Un material diseñado para tomar una forma que puede dirigir,

a través de las interacciones con los sistemas vivos, el curso de cualquier

procedimiento terapéutico o diagnóstico” (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

metálicos o poliméricos.

b) Segunda

Polímeros y compuestos de laboratorio bioactivos. Ej. Silicona, polímeros

sintéticos.

c) Tercera

Materiales funcionalizados que pueden estimular a nivel molecular los tejidos

biológicos. Ej. Biomateriales con superficies funcionalizadas.

d) Cuarta

Biomateriales funcionalizados e inteligentes que proporcionan diagnósticos y

terapias novedosas a través de estimulaciones a células específicas. Ej.

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

2.5.2 Biomateriales recubiertos con proteínas

En el campo de la ingeniería biomédica, los biomateriales recubiertos con proteínas

representan una herramienta clave para optimizar las propiedades bioactivas de los

materiales. El recubrimiento del biomaterial implica un proceso de adsorción o

enlace covalente de proteínas específicas (como factores de crecimiento,

anticuerpos y enzimas) en la superficie del material, para promover la interacción

deseada con el entorno biológico circundante (Fuchs et al., 2012; Wei et al., 2014).
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Entre las aplicaciones de estos biomateriales se incluyen los sistemas de liberación

de fármacos, la mejora de biocompatibilidad, la regeneración tisular y el diagnóstico.

Estos avances abren un amplio rango de beneficios, como la asociación de

medicamentos para una liberación controlada en sistemas biológicos durante la

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

​​2.6 Hilos de sutura quirúrgica

La sutura es parte vital de los procedimientos quirúrgicos ya que está diseñada para

cerrar heridas y promover una correcta cicatrización, al igual que cumple con

características biológicas (histocompatibilidad, reabsorción y adherencia

bacteriana), físicas y mecánicas aprobadas para su uso en personas (Chen et al.,

2015). Las características fisicoquímicas de los hilos propician la contaminación

microbiana, siendo este uno de los riesgos más comunes durante el proceso de

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

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

sus características:

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 hidrólisis causando menor inflamación 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)], están compuestas por un solo filamento, tienen tendencia a

regresar a su forma original y causan menor respuesta inflamatoria en

comparación con la sutura de multifilamento [Polyglactin 910 (Vicryl), Silk,

Nylon (Nuralon), Polyester (Tricon)] que está compuesta por múltiples

filamentos en forma trenzada, es más resistente y pueden ser recubiertas con

antibióticos 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 copolímero de glicólido y lactida. Su estructura

multifilamento trenzada le confiere a la sutura resistencia y flexibilidad. La absorción

de Vicryl se produce mediante hidrólisis, con una pérdida de fuerza tensil a las dos

semanas y una absorción completa en un periodo de tiempo de 56 a 70 días, 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 biológico

compatible con células de mamíferos. 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 inhibió de manera significativa la formación de biofilm de bacterias

patógenas como Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus resistente a

meticilina. Además de sus propiedades antimicrobianas, la sutura mantuvo la

biocompatibilidad en el tejido biológico (Yang et al., 2017).
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Capítulo 3. Metodología

3.1 Reactivos biológicos y químicos

3.1.1 Cepas y plásmidos

Cepas

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

hospedero para la producción de plásmidos y expresión proteica respectivamente.

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

Cepa de E. coli Genotipo o descripción

Neb®5α fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 Δ(lacZ)M15 gyrA96
recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17

Plásmidos

Para la realización del proyecto, se utilizaron los plásmidos a continuación:
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a. pNCS-mClover3

El vector de expresión utilizado en este proyecto fue el plásmido

pNCS-mClover3 (#74236) obtenido de Add Gene. El plásmido tiene un

tamaño de 3630 pb, incorpora un gen de resistencia a la ampicilina, un

promotor T7 lo que facilita su expresión sin necesidad de inductor y expresa

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

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

b. pET-VEGF

Plásmido de expresión en bacterias que contiene gen que codifica para la

proteína 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 plásmido

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

Imagen 5. Esquema del plásmido pET-VEGF propuesto in silico para la

subclonación de VEGFA en pET-21a (Taktak-BenAmar et. al., 2017).
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3.1.2 Medio de cultivo

Para la preparación de medios de cultivo, se emplea medio de cultivo líquido y

sólido 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% NaCl], 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 concentración de 200 µg/mL a partir de

solución madre de 50 mg/mL.

3.1.3 Oligonucleótidos sintéticos

Todos los oligonucleótidos usados fueron sintetizados por la compañía T4 Oligo

(ADN Artificial S. de R.L. de C.V.)

Tabla 3. Oligonucleótidos.

Oligonucleótido Secuencia de oligonucleótido 5′ (superposición/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 químicos

Los reactivos químicos empleados: Tris (tris- [hidroxietil]-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 monobásico), NaOH (hidróxido de
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sodio), Glicina, Tween® 20 (monolaurato de polioxi etilen sorbitan), bromuro de

etidio y se adquirieron de la compañía Sigma-Aldrich.

De la compañía Fermont se adquirieron los siguientes reactivos EDTA (ácido

etilendiamino tetra-acético), CaCl2 (cloruro de calcio), NaCl (cloruro de sodio), APS

(persulfato de amonio), glicerol, ácido bórico y acetato de sodio.

El isopropanol, KCOOH (formiato de potasio), SDS (dodecilsulfato de sodio),

albúmina de suero bovino (BSA), Na2HPO4 (fosfato dibásico de sodio), azul

brillante Coomassie G-250, imidazol, azul de bromofenol y xileno, fueron adquiridos

de diversos proveedores.

3.2 Métodos

3.2.1 Recuperación de plásmido

Con técnica aséptica, sobre caja petri estéril, recortar el papel filtro con plásmido en

trozos de 1 x 1 mm2, después colocar los trozos en microtubo de 1.5 mL utilizando

pinzas estériles para posteriormente agregar H2O 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 ºC toda la noche.

3.2.2 Producción de células químicamente competentes

En condiciones asépticas realizar la siembra de bacteria transformada en 5 mL de

medio líquido Luria Bertani (LB) con una colonia aislada e incubar 16 hrs a 37 °C y

con agitación de 200 rpm toda la noche. Posteriormente, inocular 5 mL de medio LB

líquido con 10 µL del precultivo e incubar durante 4 horas a 37 °C en agitación de

200 rpm.

Al finalizar la incubación, 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 µL de solución fría de 0.1 M CaCl2 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 solución fría de 0.1 M CaCl2, proceder a

incubar en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, centrifugar a 10,000 rpm

durante 3 minutos, descartar el sobrenadante. Resuspender con 200 µL de solución

fría de 0.1 M CaCl2. Finalmente, transferir 50 µL de la solución a cada microtubo

estéril.

3.2.3 Transformación de células por choque térmico

En condiciones asépticas, agregar 100 ng del plásmido a 50 µL de células

químicamente competentes. Posteriormente incubar a 42 °C durante 3 minutos y 3

minutos en hielo. Añadir 1 mL de medio LB e incubar por 45 minutos a 37 °C y 200

rpm. Posteriormente, recuperar el paquete celular por centrifugación a 10,000 rpm

durante 1 minuto, descartar el sobrenadante y resuspender. A continuación, inocular

en medio LB sólido con ampicilina (200 µg/mL) e incubar durante la noche a 37 °C.

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

3.2.4 Extracción y purificación de plásmido por método lisis alcalina

Inocular la cepa transformada en 3.5 mL de medio LB con antibiótico 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 µL de solución P1 [50 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA, 0.1 µg/mL

RNasa], de ser necesario emplear vortex e incubar a temperatura ambiente por 5

min. Posteriormente, agregar 400 µL de solución de lisis alcalina P2 [200 mM

NaOH, 1 % SDS], mezclar por inversión y agregar 300 µL de solución 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 volúmenes de etanol y mezclar por inversión, incubar a 4 °C de 12-14

hrs. Centrifugar a 13,000 rpm por 45 minutos, descartar sobrenadante y añadir 1 mL

de etanol al 70 %, mezclar por inversión y centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos,

descartar el sobrenadante. Resuspender en 50-100 µL de agua libre de nucleasas

para utilizar el plásmido. 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

cámara de electroforesis EDVOTEK® EDGETM. Proceder con cubrir el gel de

agarosa con 150 mL de buffer TBE 1X [89 mM Tris, 89 mM ácido bórico, 2 mM

EDTA, pH 8.3], preparar las muestras mezclando 5 µL de Buffer para muestra de

ácidos nucleicos [50 mM Tris-HCl pH 8, 25 % glicerol, 5 mM EDTA, 0.2 % azul de

bromofenol, 0.2 % Xileno] con 5 µL de muestra y cargar 10 µL de la muestra

preparada en pocillo de gel. Correr la muestra a un voltaje de 100 voltios durante 30

minutos. Teñir el gel de agarosa en solución de bromuro de etidio [0.1 mg/mL]

durante 1 hora y colocar de nuevo el gel en cámara de electroforesis aplicando

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

3.2.6 Extracción de proteína

En condiciones asépticas, inocular 50 mL de medio LB más antibiótico 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 más antibiótico e

incubar de 14-16 hrs a 37 °C y 250 rpm. Al finalizar la incubación, medir la densidad

óptica 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-HCl] y sonicar sobre hielo. Centrifugar el lisado total a 10,000 rpm a 4 °C

durante 45 minutos, al finalizar, recuperar el ss (fracción soluble) y el pp (fracción

insoluble).

Adicionar 50 µL 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-HCl a pH 8.8, 10 % SDS, 10 % persulfato de amonio, 30 %

acrilamida/bisacrilamida (29:1), TEMED] en soporte de placas de vidrio en cámara
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de electroforesis y dejar polimerizar 15 minutos. Posteriormente, añadir gel apilador

4 % [0.5 M Tris-HCl 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 cámara 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 continuación, retirar el gel de la cámara de

electroforesis y teñir el gel con solución de tinción A [0.003 % Coomassie brilliant

blue R-250, 10 % isopropanol, 10 % ácido acético glacial] durante 30 minutos a

temperatura ambiente y agitación constante, posteriormente cambiar la solución por

solución de tinción B [0.003 % Coomassie brilliant blue R-250, 10 % ácido acético

glacial] durante 1 hora a temperatura ambiente y agitación constante. Desteñir el gel

con solución de distinción [10 % ácido acético] durante la noche a temperatura

ambiente y agitación constante hasta obtener el contraste deseado.

3.2.8 Purificación de la proteína

La purificación se realiza mediante cromatografía de afinidad de iones metálicos

cargados con Ni2+, utilizando las ‘‘etiquetas’’ de poli-histidinas presentes en la

estructura de la proteína. Los iones de níquel de la resina se unen selectivamente a

las histidinas de las proteínas con esta etiqueta, creando un complejo de

histidina-níquel. Para eluír a las proteínas unidas a la resina, se utiliza un buffer con

alta concentración de imidazol, el cual compite con la afinidad del níquel por la

histidina (Westra et al., 2001).

Por lo tanto, para purificar la ss obtenida de la extracción de proteína, se debe

utilizar la cromatografía de afinidad de iones metálicos. Utilizar 1 mL de resina Ni2+

(cOmplete His-Tag Purification Columns), la cual se coloca en un tubo centrifuga de

15 mL. Equilibrar la resina con 10 volúmenes 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 agitación. Centrifugar la resina con ss a 2,800 rpm durante 2

minutos, recuperar el sobrenadante como fracción no unida y almacenar a 4 °C.

Realizar dos lavados con 10 volúmenes de buffer Tris, incubar durante 10 minutos a

4 °C con agitación. Centrifugar la resina con buffer a 2,800 rpm durante 2 minutos,

recuperar el sobrenadante como Lavado 1 y Lavado 2, almacenar a 4 °C. Realizar

eluciones con 500 µL con buffer de elución [500 mM imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM

NaPO4 pH 8, 0.1 % Tween 20] incubando en agitación durante 10 minutos a 4 °C y

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 análisis. Finalmente,

realizar un lavado a la resina con buffer de lavado [0.5 M NaOH, 2 M NaCl], incubar

en agitación 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 volúmenes de

buffer Tris a 4 °C.

Identificar y analizar las fracciones recolectadas mediante electroforesis SDS-PAGE

al 12 %. Cargar 30 µL de lisado total, fracción soluble e insoluble; 50 µL de fracción

no unida, primer lavado, segundo lavado, y todos los eluídos obtenidos para

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

Posteriormente, juntar las eluciones más concentradas y someter a diálisis con el

propósito de eliminar el imidazol entre otros contaminantes. Como buffer de diálisis

utilizar 1 L de PBS 1X [0.137 M NaCl, 0.0027 M KCl, 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 inmersión con el buffer de

diálisis.

3.2.9 Cargado de la proteína 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 µL de agua destilada estéril

durante 1 hora a 4 °C y con agitación constante a 20 rpm. Posteriormente, secar la

sutura en una caja Petri durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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A continuación, colocar una sutura prehidratada en un tubo cónico de 15 mL,

agregar 500 µL de solución de proteína e incubar durante la noche a 4 °C con

agitación constante de 20 rpm. Finalmente, dejar secar la sutura en caja Petri a

temperatura ambiente. Evaluar el cargado de la proteína en sutura por microscopía

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

3.2.10 Estudio de liberación-cuantificación de proteína a partir de hilos

de sutura

Colocar 2 cm de la sutura cargada con proteína en un pozo de una microplaca de

96 pozos. Adicionar 100 µL de buffer PBS 1X [0.137 M NaCl, 0.0027 M KCl, 0.01 M

Na2HPO4, 0.0018 M K2HPO4, pH 74] a cada pozo. Incubar a 37 °C, con agitación de

120 rpm y tomar lecturas cada 15 min durante 24 horas para obtener una cinética de

liberación de proteína de los hilos de sutura.

3.2.10.1 Estudio de cuantificación de proteína por el método de Bradford

Este método se basa en la interacción de los aminoácidos presentes en las

proteínas con un colorante generando así un complejo proteína-colorante. El

análisis se fundamenta en la observación del cambio de color del azul brillante

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

Realizar una curva patrón con albúmina de suero bovino (BSA). Posteriormente,

analizar las muestras añadiendo la solución azul brillante Coomassie G-250 e

incubar a 37 °C por 20 minutos. Finalmente, analizar absorbancias a 595 nm y

extrapolar resultados con la ecuación de la recta.

3.2.10.2 Estudio de liberación de proteína por fluorescencia

En el estudio de liberación de proteína por fluorescencia se analiza la liberación de

GFP desde un dispositivo médico en condiciones in vitro registrando lecturas de

fluorescencia a λ excitación de 520 nm y λ emisión 477 nm en determinado tiempo.
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3.2.10.3 Determinación de proteína liberada por cm2

Para determinar la proteína liberada en las suturas por cm2, calcular el área de la

superficie expuesta para conocer el valor de proteína en µg/cm2 de la sutura y

considerar el volumen del líquido de liberación.

Capítulo 4. Resultados

4.1 Construcción in silico de pC-VEGF

Como primera etapa del proyecto, se realizó una revisión bibliográfica para

seleccionar las secuencias a emplear. Los plásmidos seleccionados fueron

pET-VEGF para la producción de la proteína VEGF, y pNCS-mClover3, para la

producción de la proteína mClover3. Por otro lado, se seleccionó la siguiente

secuencia espaciadora: (Glicina-Glicina-Glicina-Glicina-Serina)4. Este espaciador

proporciona la flexibilidad y espacio necesario para mantener la estructura y función

de las proteínas. La secuencia de las proteínas de interés fue identificada utilizando

el software Serial Cloner (Chan et. al., 2005; Traub et. al., 2013).

4.1.1 Diseño de oligonucleótidos para específicos para la amplificación

de los genes de VEGF y GFP

Para diseñar los oligonucleótidos para amplificar los genes de VEGF y GFP, se

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

Una vez en la página, ingresamos en el apartado de “New fragment” e introducimos

la secuencia del vector de expresión pET-VEGF, plásmido 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 linealización 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 limitación 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 plásmido pNCS-mClover3 (#74236) que contiene la secuencia de la

proteína GFP. Nuevamente, marcamos las casillas correspondientes para indicar

que es un vector y que es circular. Seleccionamos el método de linealización 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 limitación se encuentra el fragmento a amplificar de la secuencia GFP de 750

pb.

Como último fragmento a ensamblar, introducimos la secuencia del espaciador

compuesto por (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)4 en "Nuevo fragmento". Marcamos las casillas

correspondientes de vector, circular y seleccionamos el método de linealización por

PCR. Delimitamos la secuencia de interés, comenzando en la base 1 y finalizando

en la base 60, seleccionamos “autogenerar primers". Se obtuvo un tamaño de

fragmento de 60 pb que codifica para el espaciador.
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Imagen 6. Propuesta de construcción in silico pC-VEGF.

Finalmente, se obtuvo una secuencia total de 6690 pb, junto con los

oligonucleótidos necesarios para realizar el ensamblaje y producir la proteína de

fusión VEGF-Espaciador-GFP.

Tabla 4. Oligonucleótidos para el ensamblaje.

Oligonucleótido Secuencia de oligonucleótido 5′ (superposición/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 Recuperación de plásmido

Se recuperó por separado el plásmido pNCS-mClover3 y pET-VEGF del

papel filtro utilizando agua libre de nucleasas y se incubaron a - 4 °C durante

la noche.

4.3 Transformación celular

Empleando células químicamente competentes de Escherichia coli con 5 µL del

plásmido pNCS-mClover3 o pET-VEGF, se introdujo el plásmido por choque térmico

y se evalúo su transformación incubando las células durante la noche a 37 °C. Al día

siguiente, se procedió 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).

Nombre Medio LB con Ampicilina
(200 µg/mL) UFC

Control negativo - 0

Control de viabilidad - Incontable

Control de no transformación ✓ 0

pNCS-mClover3 ✓ 349

pET-VEGF ✓ 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 transformación expuesto.

En el “control no transformadas”, se sembraron células no transformadas en medio

LB con antibiótico, las cuales fueron sometidas al mismo proceso de transformación.

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 plásmido, adquiriendo también el gen de resistencia.

4.4 Purificación de plásmido

Para la purificación del plásmido pNCS-mClover3 y pET-VEGF, se obtuvo una

concentración de plásmido de 27.1 mcg/mL y 22.5 mcg/mL respectivamente,

calculado a partir de la absorbancia obtenida de 0.542 por espectrofotometría de luz

UV a 260 nm.

Para visualizar el material en gel de agarosa al 1 %, fue teñido con bromuro de

etidio 0.1 µg/mL. Como resultado de la electroforesis, se observaron bandas nítidas

y definidas del plásmido pNCS-mClover3 y pET-VEGF.
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Imagen 7. Electroforesis en gel de agarosa. Migración de plásmido pNCS-mClover3

y pET-VEGF.

4.5 Expresión y purificación de GFP

Las muestras fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 12 % y teñido con

azul de Coomassie. Los carriles corresponden a: (M) Marcador de peso molecular,

(LT) Lisado Total, (FI) Fracción Insoluble, (FS) Fracción soluble, (FN) Fracción no

unida, (W1) Lavado 1, (W1) Lavado 2, (E1) Elución 1, (E2) Elución 2, (E3) Elución 3,

(E4) Elución 4, (E5) Elución 5, (E6) Elución 6, (E7) Elución 7.

Imagen 8. Análisis de SDS-PAGE de la proteína GFP purificada.

La banda a 27 kDa en las elusiones obtenidas corresponde a la proteína mClover3

monomérica, mientras que la banda a 65 kDa indica la formación de dímeros de la

proteína mClover3. Esto podría deberse a que las altas concentraciones de GFP

resultaron en la agregación de subunidades de la misma ocasionando la

dimerización de la proteína (Franco et al., 2009).

4.6 Cargado de suturas con GFP

La sutura Vicryl de 10 cm fue recubierta con mClover3, utilizando 500 μL de proteína

a una concentración de 1,614.5 μg/mL y 499,805 unidades relativas de

fluorescencia. Posterior al recubrimiento, la solución restante se cuantificó
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obteniendo una concentración de 1,605.8 μg/mL y 490,882 unidades relativas de

fluorescencia. Esto permitió calcular un valor teórico de 8.67 μg/mL de proteína

cargada en la sutura.

4.6.1 Evaluación del cargado de suturas con GFP por microscopía de

fluorescencia

La evaluación del cargado de proteína en suturas se realizó 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) D)
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Imagen 9. Evaluación de cargado de proteína en suturas por microscopía de

fluorescencia.

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

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

En la imagen 9B, se observa la micrografía 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 micrografía en campo claro (Imagen 9C) y una micrografía

con filtro de fluorescencia (Imagen 9D).

4.7 Cuantificación de GFP

4.7.1 Curva de calibración por el método de Bradford

Para cuantificar la proteína liberada se empleó el método de Bradford, para esto se

realizó una curva de calibración con albúmina de suero bovino (BSA por sus siglas

en inglés).
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Gráfico 1. Curva de calibración por el método de Bradford.

Ecuación de la curva:

𝐵𝑆𝐴 (μ𝑔/𝑚𝐿) = 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎−0.0091
0.0005

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

la longitud de onda de 595 nm.

4.7.2 Cuantificación de GFP por Bradford

Se cuantificó por Bradford la solución de liberación de las suturas Vicryl de 10 cm,

cargadas con 500 μL de mClover3 a una concentración inicial de 1,614.5 μg/mL y,

como control negativo, suturas Vicryl no cargadas. Posterior al proceso de

recubrimiento, la solución de mClover3 fue cuantificada obteniendo una

concentración de 1,605.8 μg/mL; esto permitió calcular un valor teórico de 8.67

μg/mL de proteína cargada en la sutura.
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4.7.3 Escaneo de longitud de onda máxima de emisión y excitación

GFP.

Se realizó un escaneo de fluorescencia para seleccionar la longitud de onda máxima

de emisión y excitación de la proteína mClover3. Se determinó la longitud de onda

máxima 477 nm para excitación y 520 nm para emisión.

Gráfico 2. Barrido mClover3 excitación.

Gráfico 3. Barrido mClover3 emisión.
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4.8 Liberación de proteína

Para evaluar la liberación de mClover3 posterior a 3 días, se utilizaron segmentos

de 2 cm de las suturas cargadas. La liberación de proteína desde estos segmentos

fue cuantificada en µg/mL, empleando suturas Vicryl no recubiertas como control

negativo. El Gráfico 4 muestra las concentraciones de proteína liberada en las

suturas después de 3 días.

Gráfico 4. Cuantificación proteína GFP por método de Bradford a los 3 días de

liberación.

En el eje de X, la sutura cargada con mClover3 mostró una concentración de 0 ±

4.71 μg/mL, indicando una desviación estándar muy alta. En la sutura como control

negativo, se obtuvo una concentración de 3.13 ± 4.16 μg/mL de proteína, lo cual

podría deberse a un proceso de degradación de la propia sutura.

Por otro lado, dado que los resultados presentan una alta dispersión y las

concentraciones están cerca del límite inferior de detección del método, no es

posible determinar con precisión la cuantificación de proteína liberada por el método

de Bradford.
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Dado que los resultados obtenidos con el método de Bradford no fueron precisos, se

evaluó la liberación de proteína 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 Gráfico

5 presenta la cinética de liberación de proteína durante 72 horas.

Gráfico 5. Cinética de liberación de proteína cargada en Vicryl por fluorescencia

durante 72 horas.

El eje de X muestra los tiempos de liberación de proteína 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

liberación. Posteriormente, se registró la liberación de proteína a intervalos de 1

hora hasta las 7 horas. Se continuó 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 registró una lectura de 3,245 ± 916 unidades

relativas de fluorescencia, a los 15 min a 33,915 ± 2,800, posteriormente la medición

se mantuvo en un promedio de 44,835 ± 3,401 unidades relativas de fluorescencia

hasta las 72 horas.
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4.9 Relación entre unidades relativas de fluorescencia de proteína

liberada y concentración de proteína en μg/mL

La relación entre las unidades relativas de fluorescencia liberada y su cuantificación

de proteína en μg/mL, se calculó utilizando los datos de proteína cuantificada de

mClover3 (708.73 μg/mL) y las unidades relativas de fluorescencia (urf) obtenida de

la misma solución (441,169 urf) realizando la siguiente fórmula:

 μ𝑔/𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑒𝑛 1 𝑢𝑟𝑓 = 1 𝑢𝑟𝑓 * 708.73 μ𝑔/𝑚𝐿
441,169 𝑢𝑟𝑓

Dando como resultado un total de 0.00161 μg/mL de proteína en 1 urf.

En base a este dato, se calculó la cantidad de proteína liberada de la sutura en

μg/mL utilizando la fluorescencia obtenida de las mismas.

Gráfico 6. Cinética de liberación de proteína cargada en Vicryl en μg/mL a las 72

horas.

El eje X del Gráfico 6 muestra las lecturas realizadas durante un periodo de 3 días

de liberación de proteína desde segmentos de 2 cm de la sutura Vicryl recubierta

con mClover3, así como el control negativo sin proteína. El eje Y muestra la

concentración de proteína en μg/mL, calculada a partir de las unidades relativas de
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fluorescencia obtenidas durante la liberación de proteína. Posterior a los 30 minutos,

se observó una concentración promedio de 72 ± 5.2 μg/mL en las suturas

recubiertas, mientras que el control negativo no presentó proteína detectable.

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

posible determinar la concentración de proteína liberada.

4.10 Determinación de μg proteína liberada por cm2 de sutura

Para calcular la cantidad de proteína liberada por cm², se utilizó el área de la sutura

y la concentración de proteína liberada en μg/mL. Por lo que se procede a calcular

el área de la sutura con la siguiente fórmula:

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑖𝑙𝑖𝑛𝑑𝑟𝑜 =  2π𝑟ℎ

Donde r es el radio de la sutura (dado que el diámetro 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:

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑡𝑢𝑟𝑎 =  2π * 0. 01 𝑐𝑚 * 2 𝑐𝑚

Á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑡𝑢𝑟𝑎 = 0. 1257𝑐𝑚2

El volumen de liberación (0.1 mL) se utilizó para calcular la cantidad proteína en μg

de las muestras multiplicando los μg/mL liberados de GFP con el volumen de

liberación, para posteriormente multiplicar por el área de sutura obteniendo los

siguientes resultados graficados.
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Gráfico 7. Liberación de proteína cargada en Vicryl en μg/cm² por 72 horas.

El eje X del Gráfico 7 representa las lecturas realizadas durante un periodo de 3

días de liberación de proteína desde segmentos de 2 cm de la sutura Vicryl

recubierta con mClover3, así como el control negativo sin proteína. El eje Y muestra

la concentración de proteína en μg/cm², calculada a partir del área de la sutura y

volumen de liberación de la proteína. Se observó una concentración promedio de

53.4 ± 4.1 μg/cm² en las suturas recubiertas, mientras que el control negativo no

presentó proteína detectable.

4.11 Determinación de % proteína cargada/liberada de sutura

Para calcular el porcentaje de proteína cargada/liberada de la sutura, se utilizaron

los valores de proteína liberada en μg, la concentración inicial de mClover3 en μg y

el volumen de carga utilizado en la sutura.

La concentración inicial de GFP se calculó de la siguiente manera:

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝐺𝐹𝑃 = (𝐺𝐹𝑃 μ𝑔/𝑚𝐿)(𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑑𝑜)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝐺𝐹𝑃 = (1, 614. 8 μ𝑔/𝑚𝐿)(0. 5 𝑚𝐿) = 807. 2 μ𝑔 
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Una vez obtenida la concentración inicial, se procedió a calcular el porcentaje de

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

% 𝐺𝐹𝑃 = 𝑉𝑖𝑐𝑟𝑦𝑙 𝐺𝐹𝑃 μ𝑔
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝐺𝐹𝑃 * 100

% 𝐺𝐹𝑃 = 𝑉𝑖𝑐𝑟𝑦𝑙 𝐺𝐹𝑃 μ𝑔
807.2 μ𝑔 * 100

Posteriormente, se aplicó esta fórmula para obtener los datos que se muestran en el

Gráfico 8, que representa la liberación de proteína cargada en la sutura Vicryl en

porcentaje a lo largo de 72 horas.

Gráfico 8. Liberación de proteína cargada en Vicryl en % por 72 horas.

El eje X del Gráfico 8 corresponde a las lecturas tomadas durante un periodo de 72

horas de liberación de proteína desde segmentos de 2 cm de la sutura Vicryl

recubierta con mClover3, incluyendo un control negativo sin proteína.
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El eje Y muestra la concentración de proteína en porcentaje. Se observó una

liberación promedio de 0.9 ± 0.1 % en las suturas recubiertas, mientras que el

control negativo no presentó valores detectables.

4.12 Evaluación de liberación de GFP de suturas por microscopía de

fluorescencia

Se evaluaron las suturas Vicryl se realizó utilizando un microscopio de fluorescencia

invertido con filtro GFP (470 nm excitación, 525 nm emisión) para visualizar la

fluorescencia de mClover3 adherida después del proceso de liberación. Como

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

A B

C D
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E F

Imagen 10. Evaluación de liberación de proteína en suturas por microscopía de

fluorescencia.

En la Imagen 10A, se muestra micrografía 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 señal en la sutura

cargada con GFP, pero no en la sutura control.

La Imagen 10C muestra la micrografía en campo claro a la sutura cargada y

liberada durante 3 días. En la Imagen 10D, se observa la misma sutura bajo el filtro

de fluorescencia GFP, mostrando una disminución significativa de proteína, lo que

impide detectar la fluorescencia. Sin embargo, se identificaron pequeños

remanentes de GFP entre el trenzado de la sutura.

La Imagen 10E muestra la micrografía en campo claro a la sutura control posterior a

las condiciones controladas de liberación durante 3 días. En la Imagen 10F, se

observa la misma sutura bajo el filtro de fluorescencia GFP, mostrando la ausencia

de fluorescencia.
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Capítulo 5. Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

Se visualizó el cargado de la proteína en los hilos mediante microscopía de

fluorescencia. El cargado confirmó la capacidad de la sutura para albergar proteínas

manteniendo su propiedad fluorescente.

La cuantificación basada en fluorescencia permitió una evaluación de la cantidad de

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

5.2 Perspectivas

La proteína mClover3 se libera de manera rápida de las suturas. Este

comportamiento sugiere que para aplicaciones biológicas prolongadas sería

recomendable desarrollar un método que permita una liberación controlable, por

ejemplo, un entrecruzamiento químico podría ser una técnica viable para retardar la

liberación y prolongar la actividad en el sitio de implantación.
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