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RESUMEN

La cicatrizacion de heridas causadas por aquellas enfermedades con altas
complicaciones médicas como la diabetes es un proceso complejo que requiere cada
vez mas del empleo de materiales de ingenieria tisular para ayudar a la reparaciéon del
tejido dafiado. En los ultimos afios en la investigacion biomédica se ha trabajo en el
disefio de polimeros tipo seda-elastina, que por sus caracteristicas fisico-mecénicas y
biolégicas aportan buenas propiedades como biomateriales en aplicaciones
biomédicas. Este trabajo se enfoca en la produccién de dos polimeros de esta familia:
EIS;R6 y TGFBEIS:R6 para la obtencion de hidrogeles con aplicaciones en la
cicatrizacion de heridas. Se transformaron los vectores de expresion génica en E. coli
para su posterior produccién y purificacibn mediante ciclos de transicion inversa y se
caracterizaron los polimeros por diferentes técnicas (SDS-PAGE, MALDI-TOF, RMN y
DLS). Ambos polimeros fueron capaces de formar hidrogeles a la concentracion 120
mg/mL a la temperatura fisioldgica. Los resultados obtenidos en este trabajo son
concluyentes para el desarrollo de sistemas poliméricos de hidrogeles para su futura
evaluacion en la cicatrizacion de heridas.

ABSTRACT

The healing of wounds caused by diseases with high medical complications such as
diabetes is a complex process that increasingly requires the use of tissue engineering
materials to aid in the repair of damaged tissue. In recent years, biomedical research
has been working on the design of silk-elastin type polymers, which due to their
physical-mechanical and biological characteristics provide good properties as
biomaterials in biomedical applications. This work focuses on the production of two
polymers of this family: EIS;R6 and TGFBEIS;R6 to obtain hydrogels with applications
in wound healing. Gene expression vectors were transformed into E. coli for
subsequent production and purification by reverse transition cycling and the polymers
were characterized by different techniques (SDS-PAGE, MALDI-TOF, NMR and DLS).
Both polymers were able to form hydrogels at the concentration 120 mg/mL at
physiological temperature. The results obtained in this work are conclusive for the
development of polymeric hydrogel systems for future evaluation in wound healing.



1. Introduccién

1.1. Cicatrizacion de heridas e ingenieria tisular

La piel que recubre el cuerpo humano representa el 16% de su peso y esta formada
por tejido subcutdneo (junto con los musculos y los huesos subyacentes), dermis y
epidermis (la capa mas superficial). El tejido cutdneo desempefia un papel
fundamental como barrera protectora de los 6rganos frente a las agresiones de
agentes patdégenos y los cambios ambientales. Por ello, la piel se ve directamente
afectada por diversos agentes quimicos, mecanicos, térmicos y biologicos (1). La
formacion de heridas se produce debido a factores fisicos o quimicos o a dafios en la
piel y los tejidos blandos causados por condiciones médicas Yy fisiol6gicas. Las heridas
pueden dividirse en dos categorias: agudas y crénicas. Una herida aguda se define
como una lesion cutanea debida a un traumatismo o a una intervencién quirdrgica que
suele curarse en un proceso ordenado y oportuno sin complicaciones. Las heridas
cronicas no suelen recuperar su integridad funcional en 3 meses o incluso mostrar una
tendencia a la cicatrizacibn. Es mas probable que estén causadas por una
estimulacion continua y que no solo cicatricen lentamente, sino que también recidiven.
La Wound Healing Society clasifica las heridas cronicas en cuatro categorias, en
funcién de su causa: Ulceras por presion, Ulceras venosas, Ulceras por insuficiencia
arterial y Ulceras diabéticas. En comparacion con el proceso normal de cicatrizacion de
las heridas, las causas y los sintomas de la cicatrizacion crénica son mas complejos y
graves. Por lo tanto, la cicatrizacion crénica de heridas es un reto importante en la
medicina moderna (2).

La reparacion de heridas es un proceso complicado y dinamico que sustituye
componentes celulares y capas tisulares dafiados o defectuosos y se divide en cuatro
fases consecutivas y superpuestas: hemostasia, inflamacién, proliferacion vy
remodelacion (Figura 1). Tras la lesion, aparece la fase de hemostasia en la que se
produce una constriccién vascular para detener la hemorragia y las plaguetas inducen
la formacion de coagulos, se liberan citocinas proinflamatorias y factores de
crecimiento como el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), que proporcionan sefiales quimiotacticas para reclutar células inflamatorias,
induciendo asi las siguientes fases de la reparacion. Durante la inflamacion, las células
inflamatorias eliminan los componentes de desecho que pueden favorecer la infeccion
e impedir la cicatrizacion. En respuesta a la lesion, los macréfagos residentes se
activan mediante mediadores proinflamatorios. Los mastocitos también se activan para
liberar biomoléculas quimicas y vasoactivas, como la histamina, que aumentan la
permeabilidad de los capilares. En consecuencia, los monocitos atraviesan los
capilares por diapédesis y se diferencian en macréfagos y fagocitan patdégenos.
Ademas, los neutrdfilos se infiltran rapidamente en la zona de la herida y reducen la
infeccibn bacteriana. Una vez resuelta la inflamacion, en la fase proliferativa se
reclutan células para regenerar la epidermis y la dermis dafiadas, y el lecho de la
herida se infiltra predominantemente de células endoteliales y fibroblastos. Esta fase
se caracteriza por tres acontecimientos principales (i) la produccién de tejido de
granulacion/neodermis, (ii) la angiogénesis (formacion de nuevos capilares, que dan al
tejido su aspecto granular), (iii) y la re-epitelizacion. Los fibroblastos invaden el
coagulo de fibrina siguiendo las sefales quimiotacticas del PDGF y el TGF-, y
sustituyen el tejido conectivo mas profundo a lo largo de los bordes del lecho de la
herida. Los fibroblastos proliferan y empiezan a producir colageno, proteoglicanos y
glucosaminoglicanos, componentes principales de la matriz extracelular (MEC) nativa
gue son necesarios para favorecer el crecimiento celular. La etapa final implica la
remodelacion del tejido de granulacion en tejido normal y fisiol6gico, y puede durar de
meses a afios porque requiere la organizacion de las fibras de colageno recién
colocadas y la reduccion de los vasos no esenciales (3).
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Figura 1. Comparacion del proceso de cicatrizacion entre una herida crénica y una
herida normal. La linea roja en forma de U en la zona de la herida indica que ésta se
encuentra en fase hemostatica, mientras que la linea amarilla indica que la herida no
esta cicatrizando y se encuentra en estado inflamatorio. (Imagen tomada de Li Q y
colaboradores, 2022).

La cicatrizacion de heridas, basadas en procesos enddgenos, requiere cada vez mas
de materiales de ingenieria para ayudar a la reparacion del tejido. Los métodos de
ingenieria tisular han introducido los apo6sitos como posibles alternativas para reparar
las lesiones cutdneas. Un apdsito convencional deberia proporcionar un entorno
hamedo en la interfaz de la herida, eliminar los exudados adicionales, permitir el
intercambio de gases y actuar como barrera contra los microorganismos. Pero
ademas, idealmente deberia asegurar una rapida reconexién con la vasculatura del
huésped que evite la pérdida de viabilidad celular. Los apoésitos tradicionales se
componen principalmente de pelusa, algodén, gasas y vendas sintéticas y naturales
con diversos grados de absorbencia que provocan lesiones y un crecimiento
incompleto del tejido tras su retirada. Por lo tanto, es deseable disponer de apdésitos
biodegradables basados en materiales bioactivos y/o células que induzcan la
cicatrizacion de las heridas y promuevan el depésito de MEC. Los apoésitos a base de
polimeros naturales son de gran interés en este campo debido a su excelente
biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad y naturaleza no alergénica (4).

1.2. Biomateriales e Hidrogeles en Biomedicina

Durante los ultimos afios en la investigacion biomédica se ha intentado desarrollar
diferentes sistemas basados en biomateriales innovadores para el diagnostico y
tratamiento de diversas enfermedades. En esta Ultima generacion de biomateriales se
han implementado la biocompatibilidad, la especificidad, eficacia terapéutica; y
ademas, la similitud con las propiedades y caracteristicas que se encuentran en las
macromoléculas naturales con el fin de ser utilizados en mdultiples aplicaciones
biomédicas (5).

Los polimeros basados en proteinas, que consisten en secuencias repetitivas de
amino&cidos naturales son algunos de los candidatos mas prometedores para una
nueva generacion de biomateriales innovadores, ya que la ingenieria genética y las
técnicas biotecnoldgicas permiten disefiar y construir biomateriales basados en
proteinas con un mayor grado de complejidad y precision. Ademas, sus secuencias,
derivadas de mddulos estructurales basados en proteinas, pueden modificarse
facilmente para incluir motivos bioactivos y sefales biol6gicas que mejoren sus
funciones e interacciones material-huésped, satisfaciendo asi requisitos biolégicos
fundamentales (6).



En las ultimas décadas, las técnicas de DNA recombinante han demostrado ser
herramientas muy poderosas para el desarrollo de nuevos biomateriales basados en
proteinas capaces de autoensamblarse en diferentes estructuras, como los hidrogeles
(7). Estos deben cumplir una serie de propiedades como porosidad y tamafio de poro
adecuado, suficiente area superficial, adecuada resistencia mecanica,
biocompatibilidad, ser biodegradable e interaccionar activamente con las células,
aumentando su adhesion, migracion, crecimiento y diferenciacion (8).

1.3. Elastina

La elastina es una proteina de la MEC que se encuentra en los animales superiores
con dominios en varias conformaciones unidos mediante enlaces cruzados. Confiere
propiedades de elasticidad y resistencia, asi como la regulacibn de una serie de
actividades celulares (adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion) en tejidos
como la piel, el sistema cardiovascular, el pulmén y los ligamentos donde es
especialmente abundante (9). Estas caracteristicas propias de la elastina, la convierte
en una biomolécula de gran impacto e interés para aplicaciones biomédicas.

Mediante diferentes estudios de composicion aminoacidica de la elastina se ha
descrito que la misma contiene dos tipos de dominios: un dominio reticular hidréfilo en
a-hélice con zonas ricas en alanina (Ala, A) y lisina (Lys, K) implicadas en los enlaces
cruzados de la elastina natural, y dominios elasticos hidréfobos de conformacion en
forma de espiral 8 ricos en glicina (Gly, G), prolina (Pro, P) y valina (Val, V), implicados
en las propiedades de extensibilidad de la elastina. Entre los dominio elasticos, el
pentapéptido VPGVG es el elemento méas comudn encontrdndose repetido
consecutivamente mas de 50 veces en una molécula de elastina (10, 11). Esta
particular estructura permite a las fibras extenderse y volver sucesivamente a la
posicion de partida, es decir, tener un comportamiento tipicamente elastico.

Molécula de elastina individual
_ Lisina
1 ,& Desmosina

Alisina
(lisina modificada)

Fibra elastica
A

Figura 2. Comportamientaeléstico de la elastina

La elastina cuando esta en disolucién acuosa, experimenta una transicion desde un
estado desordenado a un estado ordenado en el que las moléculas son capaces de
agregarse, formando una fase densa y pegajosa. Esta transicion de desorden — orden
se da cuando la temperatura de la disolucion aumenta al pasar de 15°C a 25°C. Este
comportamiento esta en contra de la tendencia normal de los sistemas fisicos para los
cuales cabe esperar un aumento del orden a temperaturas decrecientes (12).

1.4. Polimeros tipo elastina, ELP
Los polimeros similares a la elastina (ELP, del inglés Elastin-Like-Polymers) son
biopolimeros sintéticos construidos por la repeticion de secuencias que con mayor



frecuencia se encuentran en la elastina natural como poli(GVGVP), poli(IPGVG),
poli(VAPGVG) etc. Cuando su peso molecular es lo suficientemente alto, presentan las
caracteristicas fisico quimicas de la elastina natural, especialmente la transicion
desorden — orden que se da al aumentar la temperatura de sus disoluciones. De entre
todas las combinaciones de secuencias de polimeros tipo elastina, la gran mayoria se
basan en la formula (VPGG)n, donde n es el niumero de repeticiones y "X" representa
cualquier aminoacido excepto la prolina, siendo el mas estudiado el poli(VPGVG) (13) .
La estructura molecular monétona de las ELP confiere un conjunto de propiedades
interesantes, como el estimulo-respuesta, la biocompatibilidad y el comportamiento de
autoensamblaje, pero también presenta dificultades técnicas para su sintesis. La
generaciéon de ELPs como polimeros recombinantes multibloques similares a la
elastina para su uso en aplicaciones biomédicas ha surgido como un método mas
efectivo que el método tradicional de sintesis quimica, teniendo como ventajas una
menor complejidad a nivel molecular, alta precision y reproducibilidad de produccion
(24).

En el disefio de los ELPs se pueden realizar diferentes modificaciones del
pentapéptido VPGXG, siendo las modificaciones en la posicion "X" las mas comunes,
aungue también se han modificado aminoacidos en otras posiciones. Por ejemplo, la
sustitucion de Gly en la primera posicion por Ala da lugar a un cambio de
comportamiento elastico a plastico. En la elastina natural, 'X' es frecuentemente Val,
Ala o isoleucina (lle, I). La sustitucion de un residuo de Val por otro que contenga una
cadena lateral con propiedades diferentes introduce una fuerte reactividad a estimulos
especificos, incluidos los cambios de presion, sal, pH y corriente eléctrica (5). Otros
ELPs se han diseflado para incorporar péptidos o regiones de péptidos con cierta
actividad biolégica como el dominio de adhesion celular mediata por integrinas RGD y
el péptido biomimético procedente del factor de crecimiento transformante beta TGFp
(pm26TGF B1) con funciones en el desarrollo, la curaciéon de heridas y la regulacion
inmunolégica.

1.5. Seda y polimeros tipo seda, SLP
Las sedas son proteinas producidas de forma natural, caracterizadas como
copolimeros en bloque con repeticiones altamente conservadas de aminoacidos de
cadena lateral corta como bloques hidrofébicos y secuencias cortas de aminoacidos
de cadena lateral mas grande o cargados como bloques hidrofilicos. La fibroina de
seda contiene una cadena pesada compuesta de secuencias ricas en Gly y Ala de
hexapéptidos que incluyen: GAGAGS, GAGAGY, GAGAGA, o GAGYGA, donde S es
serina (Ser, S) e Y es tirosina (Tyr, Y) (13).
Los polimeros similares a la seda (SLP, del inglés Silk-Like Polymers) estan
bioinspirados en la secuencia de la seda. Uno de los motivos mas populares es el
hexapéptido GAGAGS, presente de forma natural en la cadena pesada de la fibroina
de seda producida por el gusano Bombyx mori. El interés de este dominio se debe a
su capacidad para mediar interacciones fisicas irreversibles y estables adoptando una
conformacion de lamina B. Esta conformacién de la estructura secundaria de las sedas
permiten producir SLP que relUnan caracteristicas especificas de solubilidad,
resistencia mecéanica, tasa de biodegradacion, asi como cinética de liberacion del
farmaco, y pueden predisefarse en la secuencia (5).

1.6. Polimeros tipo seda elastina, SELP
La combinacion de los dominios de seda y elastina ha dado lugar a los denominados
polimeros tipo seda elastina (SELP, del inglés Silk-Elastin Like Polymers). Las SELP
consisten en bloques de la secuencia de fibroina [GAGAGS]n y de la secuencia de la
tropoelastina de mamifero [GVGVP]n que explotan las propiedades fisicomecénicas
especificas de cada secuencia. El bloque similar a la seda, tiende a autoensamblarse
en estructuras secundarias insolubles fuertemente empaquetadas, laminas-f3, para
proporcionar estabilidad térmica y quimica, capacidad de ajuste mecanico y sitios de
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entrecruzamiento fisico para los sistemas poliméricos SELP. El bloque similar a la
elastina experimenta transiciones estructurales reversibles tras la exposicidbn a
estimulos ambientales especificos, proporcionando funciones dindmicas a las SELP.
Las caracteristicas mas atractivas de las SELP para la administraciéon de farmacos
provienen de sus propiedades biolégicas y fisicoquimicas, que pueden ajustarse
mediante: 1) variando la proporcion seda-elastina; 2) modificando un residuo en la
secuencia de la elastina; 3) modificando el peso molecular; y 4) afiadiendo péptidos
para ampliar las funciones. Variando la relacién seda-elastina, se pueden ajustar las
propiedades de respuesta térmica, donde un aumento de la relacion seda-elastina
conduce a una mayor transicion de temperatura inversa. Modificando la hidrofobicidad
del segundo y cuarto residuo en el bloque de elastina, las SELP se vuelven mas
sensibles a diversos estimulos, como la temperatura, el pH, la fuerza ibnica, los
cambios redox, las enzimas y los campos eléctricos (5, 15).

1.6.1. Aplicaciones biomédicas de los SELP como hidrogeles en la
cicatrizacion de heridas

Las redes poliméricas hidrofilicas tridimensionales reticuladas o hidrogeles son
candidatos potenciales para la ingenieria de tejidos, la administracion de farmacos y
los materiales de implante. Los hidrogeles despiertan interés por su facilidad de
fabricacion, su potencial inyectabilidad para la administracion no invasiva y sus Utiles
interacciones con materiales biologicos. Las propiedades de los hidrogeles, como sus
altos indices de hinchamiento, porosidad y consistencia blanda, los hacen similares a
los tejidos vivos naturales y, por tanto, buenos candidatos para aplicaciones
biomédicas. Mientras que los biomateriales de origen natural pueden producir
respuestas biologicas inconsistentes o0 no deseadas, el uso de proteinas de
bioingenieria permite ajustar las propiedades mecénicas y de respuesta a estimulos,
junto con una alta pureza y un peso molecular consistente, evitando resultados
negativos. La reticulacién de los hidrogeles garantiza que estos andamiajes ofrezcan
propiedades similares a las del entorno de la MEC para favorecer la adhesion celular y
la expresion génica. Los hidrogeles reticulados quimicamente ofrecen una mayor
robustez mecénica y de los materiales. En cambio, los hidrogeles reticulados
fisicamente proporcionan materiales sensibles a los estimulos y a los cambios
ambientales, como la temperatura, el pH y la fuerza iénica (16).
En concentraciones de 24%(p/v) o superiores, la seda-elastina soluble en agua a
temperatura ambiente puede formar un hidrogel a temperatura corporal. Antes de su
aplicacion, la seda-elastina se encuentra en estado liquido; sin embargo, puede
solidificarse para formar un hidrogel a temperatura corporal. Asi, cuando la seda-
elastina se aplica a una herida en estado acuoso, forma automéaticamente un hidrogel
de seda-elastina, que cubre la herida y mantiene un estado humedo sin inflamacién
(17). Ademas de estas propiedades de autogelacion, la seda-elastina tiene el potencial
de promover la migracion de fibroblastos y macréfagos, y la produccion de colageno
de fibroblastos (15). La propiedad de autoagregaciéon del componente de elastina
permite al componente de seda mediar en la reticulacion fisica efectiva de las redes de
polimeros a nanoescala; esto se traduce en una mayor resistencia y estabilidad, al
tiempo que permite la difusibn de moléculas bioactivas incrustadas a través del
hidrogel (18).

1.7. Factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-g1)
El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-$1) es una citocina pleiotropica con
multiples funciones en el desarrollo, la cicatrizacion de heridas y la regulaciéon
inmunitaria. La disfuncién inmunitaria mediada por el TGF-B1 puede dar lugar a
condiciones patoldgicas, como la inflamacion. El proceso inflamatorio cronico se
caracteriza por una liberacion continua de citocinas proinflamatorias, y la inhibicién o el
bloqueo de estas vias de sefializacion de citocinas se consideran un objetivo de
tratamiento. El péptido biomimético pm26TGF-1 es un péptido de 7 aminoacidos

8



procedente del TGFB que ha demostrado poseer propiedades antiinflamatorias
potentes y no presenta quimioatraccion de neutréfilos (controlando la reactividad de
las células T) (19). Esto sugiere que este péptido puede ser Util para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, asi como la cicatrizacién de heridas.

Objetivo General

Produccion de dos polimeros tipo seda elastina y obtencién de hidrogeles para su
posterior aplicaciéon biomédica, como dispositivo con actividad antinflamatoria y su
control, en la cicatrizacion de heridas.

Objetivos Especificos

1. Bioproduccion de los polimeros EIS;R6 y TGFBEIS;R6 a partir de la expresion
génica de plasmidos transformados en una cepa de E.coli.

2. Caracterizacion fisicoquimica de sendos biopolimeros empleando diferentes
técnicas de analisis (SDS-PAGE, MALDI-TOF, RMN y DLS).

3. Demostrar la capacidad de formacion de hidrogeles a partir de los polimeros
EIS;R6y TGFBEIS;R6 para su posterior aplicacion biomédica.



2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

2.1.1. Reactivos gquimicos:

Reactivo

Casa comercial

Acido acético

Thermo Fisher

Acido clorhidrico

Thermo Fisher

Acido férmico

Acros Organics

Acrilamida/Bis-acrilamida

VWR Life Science

Agarosa (SeaKem® LE);

Cambrex

Ampicilina

Apollo Scientific

Azul de bromofenol 2%

Alpha Aesar

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

Sigma Aldich

Benzamidina

Acros Organics

Cloruro de cobre Il (CuClI2)

Thermo Fisher

DNA Marker: NZYDNA Ladder Il NZYTech
Dodecilsulfato sédico (SDS) Formedium
Fluoruro de fenilsulfonilmetano (PMSF) Sigma Aldrich

Glicerol

Thermo Fisher

Glicina Thermo Fisher
Glucosa Sigma Aldrich
Isopropanol Merck
NZY-Blue Protein marker, NZYTech
Persulfato aménico (PSA) Merck
Pierce™Protease inhibitor Pierce
Tetrametilendiamina (TEMED) Thermo Fisher
Tris(Hidroximetil)aminometano (Tris) Sigma Aldrich
2-Mercaptoetanol (2-ME) Gibco

2.1.2. Soluciones tamponadas

SDS-PAGE tampén de carga 5x: 10% (m/v) SDS, 25% (viv) B
mercaptoetanol, 2% (v/v) azul de bromofenol (BPB), 50% (v/v) glicerol, 0.3 M
Tris; pH 6.8

SDS-PAGE Running Buffer 5x (pH 8.3): Tris base 0.12M; glicina 0.96M; SDS
0.02M

TAE 1x (pH 8): 40 mM Tris-base, 19 mM acido acético, 1 mM EDTA

Tampon de carga de DNA 5x (pH8): 50 mM Tris-HCI, 0.05 mM EDTA, 0.05%
(v/v) azul de bromofenol, 30% (v/v) glicerol

Tampon de lavado celular (pH 8): Tris-Base 20mM, NaCl 140 mM

Tampdn de sonicacion o lisis celular (pH 8): Tris-Base 20mM, EDTA 1Mm

2.1.3. Soluciones de teiiido

Gel de poliacrilamida: cloruro de cobre Il (CuCly): se prepara una solucién
de 0.2M de CuCl, en agua destilada. Se destifie el colorante con agua
destilada.

Gel de agarosa: GELPed Nucleic Acid Stain (Biotium): se prepara una
solucién de 1:10000 (v/v) en TAE 1x
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2.1.4. Materiales bioldgicos

2.1.4.1. Cepas bacterianas
Se emplearon las siguientes cepas de Escherichia coli (E.coli):
e BLR (DE3) competent Cells (Novagen): Eficiencia de transformacion
>2x10° cfu/ug.
e DH5a™ (“library efficiency DH5a™ competent cell”): Eficiencia de
transformacion > 1 x 10° cfu/ug de DNA plasmidico.

2.1.4.2. Medios de cultivos

e LB (Lysogeny Broth) (Formedium™): 10 g/L de bactotriptona, 10 g/L NaCl y
5 g/L de extracto de levadura (25 g/L de LB en agua destilada; pH 7.0).

e LB-agar: medio LB con un 1.5 % (p/v) de bacto-agar; pH 7.0.

e TB (Terrific Broth) (Formedium™): 20 g/L de triptéfano, 24 g/L de extracto de
levadura, 4 mL/L de glicerol, KH2PO4 0.017 My K2ZHPO4 0.072 M; pH 7.0.

e S.0O.C. Medium Fisher (Bioreagents™): 2% (m/v) de triptéfano, 0.5% (m/v) de
extracto de levadura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4
y 20 mM Glucosa; pH 7.0.

2.1.4.3. Enzimas de restriccién
Las enzimas empleadas para la digestion del plasmido y analisis con gel de agarosa
son las endonucleasas de restriccion EcoRl, Xhol. Para el empleo de las mismas se
siguieron las especificaciones aportadas por Thermo Scientific™ (20).

2.1.4.4. Vector de expresion

El vector de expresion empleado en este trabajo es pET7 Rare (Figura 3), construido
previamente por Girotti A., 2007 (21) a partir del vector pET-25b (+) de Novagen. Entre
los distintos sistemas de expresién disponibles el pET es uno de los mas potentes
para la clonacion y expresién de proteinas recombinantes y en el sistema bacteriano
de E.coli. ElI pET-25b (+) contiene el promotor T7lac y el represor lac, que controlan
eficazmente la expresion del gen de interés. Este vector posee un tamafio de 5547pb y
un Unico sitio de reconocimiento por las enzimas EcoRI y Xhol de manera que una vez
sea digerido por las mismas, de manera individual este queda totalmente lineal.

Nh I197,
Xho l212)

Figura 3. Representacion del vector de expresion pET25 (+) y los sitios de
modificacion para construccion del vector de expresion pET7. (Imagen tomada de
Girotti A., 2007).
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2.1.45. Polimeros recombinantes empleados
Los genes empleados para la produccion de polimeros habian sido anteriormente
sintetizados en el laboratorio de Biodispositivos Avanzados para Nanomedicina, y se
habian clonado independientemente en la zona de insercion (polylinker) del vector de
clonacion pET7.
Tenemos finalmente dos plasmido para la expresion de proteinas recombinantes:
PET7EIS;R6 y pET7TGFBEIS:R6. Ambas secuencias estdn formadas por dos bloques
de EIS (Figura 4). EIS es un bloque anfifilico que a temperatura y pH fisiolégico se
autoensambla y forma hidrogeles, donde E se corresponde con el dominio hidrofilico
de elastina (compuesto por un 20 % de acido glutdmico) con una temperatura de
transicion (Tt) superior a 70°C, el dominio | se corresponde con el dominio hidréfobo
de la elastina (compuesto por el aminoacido isoleucina) con una Tt inferior (15°C) y S
se corresponde con el dominio de la fibroina de la seda que otorga mayor estabilidad,
ya que a temperaturas mayores que la Tt adquiere la estructura de lamina B de
manera irreversible. Este blogue con dominios de diferentes Tt permite que a
temperaturas fisioldgicas (37°C), el subdominio E permanece completamente soluble
en agua, mientras que el | ya es insoluble. Este estado anfifilico conduce a la
formacion de diferentes estructuras autoensambladas. Ademas, poseen seis bloques
RGD (dominio de adhesién celular mediada por integrinas), una regién V5 derivada de
un pequefio epitopo (Pk) que se encuentra en las proteinas P y V del paramixovirus de
la familia del virus simio 5 (SV5), la cual proporciona un método fiable para la
deteccién de la proteina diana, y un tag de seis histidinas que permite la purificacion
por afinidad sobre columnas de niquel.
El pET7TGFBEIS:R6 a diferencia de pET7EIS;R6 presenta la secuencia del péptido
biomimético pm26TGF B1 procedente del TGF 8 y el fragmento CM2, el cual contiene
secuencias peptidicas selectivamente reconocidas por endoproteasas, liberadas
durante el proceso de re-modelamiento de la MEC, lo que permite que se produzca
una digestion enzimatica y se libere el fragmento pm26TGF 1. Ademas, no posee las
regiones V5 vy las seis histidinas.
El gen insertado en el plasmido pET7EIS:R6 contiene 4470 pb y el polimero para el
cual codifica (EIS2R6) presenta un peso molecular de 124048.55 Dalton.
El gen insertado en el plasmido pET7TGFBEIS;R6 contiene 4608 pb y el polimero
para el cual codifica TGFBEIS:R6 presenta un peso molecular de 125506.22 Dalton.

EIS:R6:

ves [ENININ s ENINEE | cco SIS

TGFBEIS,R6:

o EEEEENINN s ENNN s | o
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=  [(vPGVG), VPGEG (VPGVG),]50

=  (VGIPG)g
Silk-like peptide = [V(GAGAGS)G | 5
= [(vPGIG)s AVTGRGDSPASS ]

=  VGGGGGPMGPSGPWGGGEGEE VGGEGAPQGLAKGGGEE VGEGGEGEGPAGIWGAGGEG

1EEEE

Cat K MMPs = VGGGGGPMGPSGPWGGGGGY

MMP GL (MMP13) <2 VGGGGAPQGLAKGGGGGY
MMP Gl ([MMP2)= VGGGGGPQGIWGAGGGGV

= MESPLKRQV

= GGSGGSGKPIPNPLLGLDSTGGSGGSGGS

Figura 4. Polimeros empleados. Bloques de acido glutamico (E), isoleucina (1), fibroina
de la seda (S), péptido de adhesién celular (RGD), sitio de reconocimiento de
metaloproteasas (CM2), péptido biomimético (TGF), regién de deteccién (V5).

2.1.4.6. Kitde extracciony purificacion de DNA plasmidico, PDNA
Para la extraccion y purificacion del plasmido de interés se empled6 el kit de purificacion
Quantum Prep Plasmid Midiprep Kit (Bio-Rad) y NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid)
(Macherey-Nagel).

2.2. Métodos

2.2.1. Transformacién bacteriana de pDNA

Se realizan transformaciones de plasmidos en células competentes de E.coli
especificas (apartado 2.1.4.1) dependiendo de la finalidad de la misma y siguiendo el
protocolo de uso por el suministrador.

La siembra se lleva a cabo en placas de cultivo con el correspondiente antibiético de
resistencia del plasmido (Ampicilina) y glucosa en caso de las células BLR. Las placas
de cultivo se incuban a 37°C hasta la observaciéon de colonias aisladas (16 - 24h). Las
placas donde hayan crecido colonias aisladas se almacenan a 4°C para su posterior
uso.

2.2.2. Purificacion de plasmidos transformados en DH5a
La purificaciéon de plasmido se lleva a cabo con el objetivo de determinar que las
colonias transformadas son positivas, es decir contienen el plasmido (mediante
electroforesis de agarosa analitica y secuenciacion) y obtener alicuotas del plasmido
para futuras producciones del polimero en cuestiébn. Primeramente se realiza la
transformacion del plasmido en la cepa bacteriana DH5a (apartado 2.1.4.1). Para la
extraccion de plasmido y su posterior purificacion se emplearon dos tipos de kits
(2.1.4.6), siguiendo el protocolo establecido. EI DNA eluido es cuantificado y evaluada
su pureza mediante un NanoDrop One® Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).

2.2.2.1. Analisis de PDNA mediante electroforesis analitica en gel de

agarosa SeaKem® LE
La electroforesis en gel de agarosa es una técnica que nos permite separar, analizar y
purificar moléculas de DNA por su tamafio, aprovechando el caracter poroso del propio
gel. La movilidad electroforética de los diferentes fragmentos de DNA depende de su
carga (determinada por el pH del tampoén de electroforesis), del tamafio de éstos, del
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voltaje aplicado entre ambos electrodos y del tamafio de poro que posea el medio
anticonvectivo, lo cual va a ser determinado por la concentracion de agarosa
empelada en la preparacion del gel.

Se emplea una electroforesis analitica con el fin de comprobar el éxito de la
purificacion del plasmido luego de ser digerido por diferentes enzimas de restriccién
(apartado 2.1.4.3) siguiendo las especificaciones aportadas por el fabricante. El gel se
tile con solucion de GelRed Nucleic Acid Stain, colorante fluorescente para acidos
nucleicos ultrasensible. Las bandas de DNA con el fluor6foro se observan empleando
un sistema digital de imagen de luz UV Gel Doc™ EZ Imager.

2.2.2.2. Secuenciacion de pDNA

La secuenciacién de DNA es una técnica cuyos resultados permiten el conocimiento
exacto de la composicion y orden nucleotidico de determinado fragmento génico, para
lo cual deben seleccionarse primers especificos que reconozcan cierta secuencia del
plasmido y actlen como origen de replicacion. En este caso el pDNA ha sido
secuenciado mediante el método de Sanger. El método implica la sintesis de una
cadena de DNA complementaria utilizando una matriz de DNA de una sola hebra y
luego la secuenciacion de la cadena resultante utilizando moléculas de
dideoxinucle6tidos marcadas fluorescentemente. Al incorporarse a la cadena recién
sintetizada, los dideoxinucleotidos detienen la elongacion de la cadena en posiciones
especificas, lo que genera fragmentos de longitud variable que se separan mediante
electroforesis y se detectan a través de la fluorescencia. La secuencia del fragmento
de DNA original se puede deducir a partir de los fragmentos separados segln su
tamafio.

La secuenciacién de los PDNA se lleva a cabo en Cenit Support Systems S.L.,
empresa localizada en el Pargue Cientifico de Salamanca (Villamayor).

2.2.3. Bioproduccién de polimeros
Para la produccion de los polimeros se debe realizar en primer lugar la transformacion
bacteriana del pDNA que contiene el gen que codifica los polimeros en un vector de
expresion (apartado 2.1.4.4). Las bacterias competentes que se emplean en este
trabajo son BLR (apartado 2.1.4.1). Para comprobar qué clones han sido
transformados con el pDNA que expresa nuestra proteina de interés, se lleva a cabo
un screening empleando la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (apartado 2.2.7.1). Una vez realizada la electroforesis, se selecciona la colonia
gue exprese el polimero en mayor cantidad y con mayor calidad.
La colonia seleccionada es empleada para la produccién de los polimeros. Para ello se
procede a preparar el preindculo, donde la colonia es cultivada a 37°C con agitacion
(250 rpm) durante 16 h, en 5 mL de medio LB con el antibiético correspondiente
(ampicilina) y enriquecida con glucosa. Se transfieren 100 mL del preinéculo a 30 mL
de medio LB+antibiético+glucosa en incubandose en las mismas condiciones durante
4h, cuando el cultivo se encuentra en la fase exponencial de crecimiento, con el fin de
aumentar la cantidad de biomasa (inéculo). Seguidamente se procede a realizar la
inoculacién en la que se afladen 1 mL del inéculo por cada 500 mL de medio TB+LB
AIM con ampicilina para un total de 7.5 L y se procede a incubar en las mismas
condiciones durante 16h, generdndose una cantidad adecuada de biomasa e
induciéndose la expresion de proteina. Se detiene la producciéon para proceder a
recoger la biomasa y analizar la expresion génica mediante SDS-PAGE.
A continuacion, se procede a varios ciclos de lavados del cultivo bacteriano para
eliminar el medio de cultivo.

2.2.4. Aislamiento de polimeros recombinante
Las bacterias productoras se recogen en recipientes adecuados y se centrifugan a
2700 g durante 15 min a 4°C, proceso tras el cual se elimina el sobrenadante (medio
de cultivo). A continuacién, se realizan tres lavados del cultivo celular empelando
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tampdn de lavado celular, donde se resuspende el sedimento bacteriano y se lleva a
cabo una centrifugacion en las mismas condiciones. Seguidamente se procede a la
ruptura de las células, para ellos se resuspenden las bacterias en tampén de
sonicacién con inhibidores de proteasas. La ruptura de las célula se lleva a cabo en el
sonicador UP400St de Hielscher con un sonotrodo de 14mm.Este proceso consiste en
aplicar ciclos de altas presiones (entre 1500 y 1800 bar.) y bajas temperaturas (4 “C).
El lisado bruto bacteriano obtenido tras la sonicacion celular se somete a una
centrifugacion a 4°C 16000g durante 45 min. Finalmente, el sobrenadante se emplea
para llevarse a cabo la purificacion del ELP.

2.2.5. Purificacién de polimeros recombinantes mediante ciclos de
transicion inversa (ITC)

La purificacion de los ELPs se lleva a cabo siguiendo un método sencillo llamado
Ciclos de Transicién Inversa (ITC, por sus siglas en inglés), teniendo en cuenta el
fendmeno de transicidn inversa con la temperatura (ITT) tipico de los ELP. Siguiendo
un método estandar de purificaciébn de estas proteinas y teniendo las caracteristicas
propias de cada polimero de interés se logra una 6ptima purificacion del mismo.
Primeramente la fraccion soluble resultante de la lisis bacteriana se somete a
acidificacion con 4&cido clorhidrico diluido (pH 4). Las proteinas 4cidas
desnaturalizadas y el DNA se eliminan por centrifugacién en frio a 4°C y 16.000 g
durante 45 min. El sobrenadante resultante de la acidificacion debe contener la
proteina de interés y se recupera provocando su transicion de fase aumentando la
temperatura de la solucién a 40°C (por encima de la temperatura de transicion inversa
de ELP) durante 2 h en un bafio de agua caliente. A esta temperatura, el ELP forma
agregados de tamafio micrométrico, que pueden separarse de la fraccion soluble del
lisado celular mediante centrifugacion a 40°C y 16.000 g durante 15 min. Los
contaminantes solubles y las proteinas insolubles pueden co-localizarse en la fraccion
sélida con el ELP. Por ello se necesitan varios ciclos de purificacion que implican
resuspender el pellet en tris —base 20 mM (pH 8.8) a 4°C durante 12h en 2 mL de agua
ultrapura (H.O mQ) fria por litro de cultivo, y dejar agitar a 4°C durante 12 h y
seguidamente varios ciclos de adicion de sales (NaCl 1M), calentamiento (2h, 42°C,
agregacion y precipitacion del ELP) y enfriamiento (H.O mQ, 4°C, ON, solubilizacion
del ELP) hasta obtener una 6ptima pureza de la proteina. Una vez obtenida la proteina
pura, se somete a dialisis para eliminar las sales que pueda contener y luego es
liofilizada para obtener el polimero puro y seco.

2.2.6. Remocidn de las estructuras secundarias laminas-f de los
SELP.
Se prepara una solucion del polimero en &cido férmico (50mg/mL), se deja solubilizar
durante 3h a 4°C y se procede a la eliminacién del 4cido férmico mediante dilisis.

2.2.7. Caracterizacién de los polimeros

2.2.7.1. Electroforesis SDS-PAGE
Los polimeros una vez purificados y en cada etapa de obtencién del mismo (expresién
en cepa bacteriana, screening, produccion y ciclos de purificacion) son analizados
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico
(SDS-PAGE) se realiza siguiendo béasicamente el protocolo para sistemas
discontinuos, descrito por Laemmli (22). Los geles separadores del 10% estan
formados por una mezcla de acrilamida 10% (p/v), bis-acrilamida 0,4% (p/v), Tris-HCI
375 mM pH=8,8, SDS 0,1% (p/v), persulfato amoénico 0,05% (p/v) y TEMED 0,05%
(v/v). Por otra parte, el gel compactador se compone de acrilamida 3,9%, bis-
acrilamida 0,1%, Tris-HCI 125 mM pH=6,8, SDS 0,1%, persulfato amonico 0,05% y

15



TEMED 0,08%. Se emplea un aparato “MiniVE vertical electrophoresis system” de
Hoefer (Amersham pharmacia biotech.) con mini-geles de 0,75 x 80 x 100 mm
aplicando una intensidad de corriente constante de 20 mA por gel. Esta técnica
permitira la separacion de proteinas por su tamafio molecular y ser detectadas
mediante tincién de cloruro de cobre y visualizacion en el transiluminador de luz blanca
Gel Doc™ EZ Imager.

2.2.7.2. Espectrometria de masas MALDI-TOF

La espectrometria de masas es una técnica analitica instrumental de analisis
cualitativo y cuantitativo que permite identificar &tomos, compuestos sencillos e incluso
macromoléculas gracias a la separacion de iones desplazados segun su relacion
masa-carga (m/q). Para determinar la masa molecular experimental de los polimeros
se procedi6 a analizar el mismo a una concentracion de 5 mg/mL en el espectrometro
de masas MALDI-TOF (Bruker Autoflex®) (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
acoplado al detector de vuelo Time-Of-Flight) en el Laboratorio de Técnicas
Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid.

2.2.7.3. Determinacion del tamafio de particulay potencial zeta
mediante DLS

La técnica de dispersion de luz dindmica (DLS del inglés, Dynamic light scattering) es
una técnica usada clasicamente para medir el tamafio de particulas en la regién sub-
microénica dispersas en un liquido y la carga superficial ((-Potencial). Las muestras de
los polimeros son disueltas a una concentracion de 1 mg/mL en H,O mQ, filtradas con
un filtro de membrana membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0.22 pym para
evitar la presencia de particulas extrafias y agregaciones por encima de los 220 nm.
Las medias son realizadas en el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Reino Unido) en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de
Valladolid. Se determina el tamafio de particula a 4°C (por debajo de la temperatura de
transicion) y luego a 40°C (por encima de la tedrica temperatura de transicién) en
microcubetas plasticas DTS0012 para evaluar el comportamiento de la molécula en las
diferentes condiciones. La carga superficial se determin6 a 37°C (condiciones
fisiol6gicas) en una cubeta DTS 1070 en presencia o ausencia del NaCl 10mM.

2.2.7.4. Andlisis proteémico mediante RMN

La resonancia magnética nuclear (RMN) es un método espectral basado en las
propiedades magnéticas de los nulcleos y, en su aplicacion mas comuan, en las
propiedades del nucleo de hidrogeno. Esta técnica es considerada como la
herramienta mas poderosa para determinar las estructuras de los compuestos
organicos. El ensayo de RMN de los polimeros se realiz6 con una concentracién de
20mg/mL y empleando el espectrémetros de RMN 500 Hz de Agilent Technologies del
Laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de Valladolid.

2.2.7.5. Pruebade gelificacion de los polimeros

Teniendo en cuenta la capacidad de formacion de hidrogeles de los polimeros a
estudiar y la aplicacién biomédica de los mismos se procede a realizar una prueba de
gelificacién para determinar la concentracion Optima a la cual los polimeros forman
hidrogeles para ser aplicados en la cicatrizacion de heridas. Se evaluaron diferentes
concentraciones 50 mg/mL, 100 mg/mL y 120 mg/mL en H.O mQ. Para ellos se
disolvié el polimero en H,O mQ a 4°C y se dejo disolviéndose hasta lograr una
solucién homogénea, luego fueron calentados a 37°C ON y se evalué visualmente la
formacion de hidrogeles.
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3. Resultados y Discusioén

En este trabajo se ha llevado a cabo la produccion de los polimeros EIS;R6 y
TGFBEIS:R6, siendo el primero el control del segundo. Estos polimeros son capaces
de formar hidrogeles para su posterior uso en aplicaciones biomédicas. El
TGFBEIS:R6 a diferencia del EIS;R6 presenta un péptido biomimético procedente de
TGFB, en el extremo amino, separado por la secuencia de reconocimiento de las
metaloproteasas (CM2) del esqueleto de EIS; lo cual una vez reconocido por las
metaloproteasas enddgenas es capaz de liberarse el péptido y actuar en el sitio de
accion con el objetivo de promover una cicatrizacion temprana no inhibitoria (23).

3.1. Purificacion del pET7TGFBEIS:R6

Con el objetivo de obtener un buen rendimiento del plasmido pET7TGFBEIS:R6 para
la posterior transformacién en la cepa de expresién BLR y produccion del polimero
TGFBEIS:R6, fue transformado en la cepa de clonacion DH5a. Una vez obtenidas las
colonias con el plasmido estas son cultivadas en medio LB suplementado con el
antibiotico de resistencia y se lleva a cabo la purificacion del pDNA siguiendo el
protocolo de NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid) (apartado 2.1.4.6). Finalmente
tenemos el plasmido en disolucién acuosa con la concentracion de 154.2 ng/uL y una
pureza optima (ratio A260/A280 = 1.92; A260/A230 = 2.15).

Luego se procede a realizar la digestion del pDNA con las enzimas de restriccion
EcoRl y Xhol siguiendo sus especificaciones (apartado 2.1.4.3) durante 2h.
Seguidamente, se comprobé mediante la electroforesis en gel de agarosa analitica y la
secuenciacion (Figura 5) que se ha obtenido de manera correcta el plasmido
pET7TGFBEIS:R6. Tras la digestibn obtenemos una Unica banda correspondiente al
plasmido lineal con un tamafio de 10209 pb, el cual se corresponde con el tamafio
tedrico. La secuenciacion del extremo 5" y 3" con el primer T7 nos indica que la
secuencia de nucledtidos del inserto pET7TGFBEIS2:R6 es correcta y se localizan en el
marco de lectura conveniente.
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Figura 5. Control de transformacion y purificacion de pET7TGFBEIS;R6. Gel de
agarosa (1: marcador de peso molecular; 2: plasmido sin digerir; 3: pldsmido digerido
con EcoRl; 4: plasmido digerido con Xhol) y secuenciacion del extremo 5™y 3.
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3.2. Bioproduccion de polimeros

La produccion de los recombindmeros EIS;R6y TGFBEIS;R6 fue llevado a cabo luego
de ser transformados los pladsmidos con los genes de expresion en la cepa bacteriana
BLR, esta cepa es deficiente en sistemas de recombinaciéon del DNA y en algunas
proteasas, lo que provoca que los productos génicos y proteicos sean mas estables,
propiedad necesaria para la expresion de proteinas sintéticas cuya secuencia es
monotona y por ende susceptible de recombinacion (14). Una vez obtenidas varias
colonias transformadas, 8 fueron seleccionadas al azar para verificar la de mayor
expresion del polimero. Estas fueron inoculadas en medio TB (5mL) suplementado con
ampicilina e incubadas a 37°C durante 16h. Para la produccién de EIS;R6 fue
seleccionada la colonia 4, siendo esta la de mayor expresién (Figura 6, A) y para
TGFBEIS:R6 se seleccioné la colonia 4 (Figura 6, B), teniendo en cuenta que todas
tenian un perfil similar de expresion. Ademés, se empleé un control negativo de
expresion (calle 6: proteina Wnt3a-HA-EIS2) con peso molecular de 162.5 kD, para
asegurarnos que las bandas marcada corresponde con el polimero en cuestion y las
restantes bandas se corresponden con proteinas enddgenas de la bacteria.
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Figura 6. Expresion del polimero EIS;R6 (A) y TGFBEIS:R6 (B).

Estas colonias fueron empleadas para iniciar el proceso bioproduccion de los
polimeros (apartado 2.2.3). La bioproduccién comienza con un pequefio volumen de
medio de cultivo LB suplementado con ampicilina y glucosa. La glucosa apoya al
crecimiento de cultivo bacteriano durante las primeras fases por su aporte como fuente
de carbono; sin embargo, inhibe la expresion de polimeros al suprimir el operén lac.
Una vez se agote la glucosa, la biomasa empieza a emplear la lactosa como fuente de
carbono y esta induce la expresion de proteinas recombinantes (14).

El cultivo bacteriano estando en fase exponencial fue inoculado en medio LB+TB AIM
con glucosa vy glicerol; y la produccién fue detenida cuando el crecimiento llegé a la
fase de estacionaria y se mantuvo media hora mas. Cuando las fuentes de carbono
preferenciales, glucosa y glicerol, se agotan el cultivo empieza a metabolizar la lactosa
induciendo la mayor expresion del polimero y determinando que el crecimiento del
cultivo se detenga y llegue a la fase de meseta. Se realizaron varias medidas de
absorbancia a primera hora de la mafiana y cuando se obtuvo una absorbancia
constante (Abs (EIS:R6) = 4; Abs (TGFBEIS:R6) = 5) se detuvo la produccion y fue
analizado por SDS-PAGE para comprobar la presencia de los mismos.

Luego, se procedié a la recoleccién de la biomasa y a continuacion, se precis6 del
lavado de células para eliminar contaminantes del medio y proteinas endogenas
secretadas por las bacterias genéticamente modificadas (apartado 2.2.4). Las células
resuspendidas en tampon de sonicacion se sometieron a un proceso de ruptura en
presencia de inhibidores de proteasas (PMSF, benzamidina). Estos inhibidores de
proteasas evitaran durante el proceso de lisis bacteriana la protedlisis de las moléculas
poliméricas por parte de las proteasas enddgenas del microrganismo. En el caso de la
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molécula TGFBEIS:R6 se afadi6 también la mezcla Pierce™Protease inhibitor
(AEBSF, aprotinina, bestatina, E-64, leupeptina y pepstatina A), teniendo en cuenta
gue el motivo CM2 sera més susceptible a degradaciones proteoliticas. Con el proceso
de sonicacion se logra romper la pared celular bacteriana y la membrana plasmética
de la bacteria, es liberado el polimero al medio liquido y eliminado el lisado celular por
centrifugacion. El polimero se encontrara en el sobrenadante debido a su elevada
solubilidad a bajas temperaturas; mientras que los restos celulares deben mantenerse
en el precipitado.

La purificacion de los ELP se basa en la naturaleza termo-responsiva de estos
biomateriales, mas concretamente en el fendbmeno de ITT, tipico de los ELP, que
puede desencadenarse por el calor, los cambios de pH o la adicién de sal. Este
procedimiento implica un método sencillo de ITC (14). Una vez obtenido el polimero en
solucion a 4°C, se logra eliminar las proteasas enddgenas de la bacteria y otras
proteinas que precipitan en medio &cido y es recuperado el polimero mediante una
transicion de fase, aumentando la temperatura a 42°C. La molécula polimérica es
capaz de pasar de un estado desordenado a ordenado, agregandose, la cual se puede
recuperar por centrifugacion y re-suspendiéndose en tampon tris base 20 mM (pH 8.8)
a 4°C al fin de ajustar a un pH basico para evitar la desnaturalizacién irreversible y
precipitacién de otras proteinas. Seguidamente se realizan varios ciclos de adicién de
sales, calentamiento y enfriamiento. Las sales influiran en la temperatura de transicion
de la molécula de manera que cuando calentemos a 42°C se logre una buena
agregacion y precipitacién de la misma, para eliminar de la porcién soluble todas las
proteinas que no precipitan. Por ultimo, con el enfriamiento obtenemos un polimero
totalmente solubilizado que es sometido a didlisis a fin de eliminar todas las sales
contenidas en la solucion vy liofilizado para obtener un polimero seco para su
caracterizacién y aplicacion biomédica.

El rendimiento del polimero EIS;R6 fue de 111 mg/L de medio de cultivo, mientras que
del TGFBEIS;R6 de 7.56 mg/L para la cual se procede a realizar otras producciones
de este ultimo a fin de obtener un mayor rendimiento (Figura 7). La deficiencia en el
rendimiento de TGFBEIS;R6 puede deberse a la presencia de la secuencia diana CM2
de reconocimiento de metaloproteasas, que, si bien es eficiente para la aplicacién
biomédica al ser liberado el péptido de interés en respuesta a las variaciones del
ambiente fisiolégico en la regeneracion tisular, durante el proceso de produccion
puede ser ineficiente debido a que esta regién puede ser reconocida por las proteasas
enddgenas de la bacteria.

A B

Figura 7. Polimeros puro y liofilizado. (A) EIS;R6 y (B) TGFBEIS:R6

3.3. Caracterizacion de los polimeros
En este trabajo se emplearon diferentes técnicas de caracterizacion de los polimeros
bioproducidos como SDS-PAGE, MALDI-TOF, RMN y DLS.

3.3.1. Electroforesis SDS-PAGE
La electroforesis fue empleada para caracterizar e identificar los polimeros en cada
paso de obtencién de los mismos. En la Figura 8 tenemos la caracterizacion del
polimero purificado. Podemos observar las bandas correspondientes a EIS;R6 y
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TGFBEIS;R6 con un peso molecular aparente de 133.9 kD y 1329 kD
respectivamente determinado por la curva de regresion lineal con el marcador de peso
molecular. Si bien estos pesos moleculares son mayores que los tedricos (124 kD y
125kD respectivamente), es indicativo que dichas moléculas poseen un retraso
electroforético debido a la hidrofobicidad de la molécula por la presencia del bloques
VGIPG. En el caso del polimero TGFBEIS;R6 obtuvimos una masa aparentemente
pura, sin embargo, con el EIS;R6 aparecen unas bandas con pesos moleculares de
30-45 kD, los cuales pueden ser producto de la degradacion del mismo, ya que dichas
bandas no coinciden con las bandas correspondientes a las proteinas endbégenas
bacterianas. Debido a estas bandas de degradacion el EIS;R6 presenta una pureza
del 96.5 %.

— Regression A Standards 4 Interpolated Weight

] L -
100 i

TGFBEIS,R6

Mol. Wt (KDa)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Relative Front
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o 0,2 04 0,6 08 1
Relative Front

Figura 8. Movilidad electroforética y pureza de los polimeros EIS;R6 (A, C) y
TGFBEIS:2R6 (B, D).

3.3.2. Espectrometria de masas: MALDI-TOF

El espectro obtenido mediante espectrometria de masas para los polimeros EIS;R6 y
TGFBEIS;R6 se muestran en la Figura 9. En el caso del polimero EIS;R6 aparece un
pico a 122324 m/z (kD) el cual se corresponde con el peso molecular te6rico con un
1.38 % de error. Ademas aparecen picos de 61269 m/z, 41018 m/z y 24774 m/z que
se corresponden con varias ionizaciones de la molécula y otros dos picos con 30572 y
46113 kD que puede corresponderse con los productos de degradacion observado por
SDS-PAGE. En el caso del polimero TGFBEIS;R6 se observa un pico a 124502 m/z
(kD), el cual se corresponde con el peso molecular teérico con un 0.8 % de error.
Ademas aparecen picos de 62471 m/z, 41624 m/z y 24856 m/z que se corresponden
con varias ionizaciones de molécula.
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Figura 9. Espectro de masas de los polimeros EIS;R6 y TGFBEIS:R6.

3.3.3. Resonancia magnética nuclear (RMN).

Se realiza un RMN de protén de los polimeros EIS;R6 y TGFBEIS;R6 (Anexo 3) para
comprobar si el nimero de 'H tedrico que contiene la estructura segln sus
aminoacidos se corresponde a la sefial dada por RMN (Tablal). Las sefiales en el
espectro son integradas empleando el software MestReNova 12.0. Para integrar las
sefiales se toma como referencia el primer pico (0.5-0.75 ppm) correspondiente con
los protones del grupo metilo (CHs) y con esta referencia se le asigna valores a las
restantes integrales. Aparecen diferentes picos en el intervalo de 0.75-1.20 ppm; 1.25-
2 ppm; 3.25- 4.25 ppm y otra sefial sobre los 4.7 ppm que pueden ser tanto de lo CH
como de los CHa.

Teniendo en cuenta todas las sefiales de CH y CH> tenemos un total de 4143.81 para
el polimero EIS;R6 con un error del 6.5 % respecto al valor teérico y 4623.32 para
TGFBEIS2R6 con un error del 2.5 % respecto al valor tedrico. Cuando superponemaos
ambos espectros (Anexo 4) se observa como las sefiales salen bastante similares, sin
embargo en el caso de TGFBEIS:R6, las sefiales son mas intensas debido a que
posee mAs aminoacidos y por tanto mayor nimero de H. Finalmente, con esta
caracterizacion de RMN tenemos que la composicidn del polimero obtenido
experimentalmente es bastante similar a la tedrica.

Tabla 1. NOomero de protones teéricos de los polimeros segun las estructuras de sus
aminoacidos.

Polimeros No.aa | CHs CH> CH NH OH | COOH 1H totales

EIS:R6 1490 3168 | 3290 | 1144 | 1530 |52 |28 9212

TGFBEIS:R6 | 1546 3165 | 3354 | 1154 | 1566 |46 |27 9312

21




3.3.4. Determinacion del tamafio de particulay potencial zeta mediante
DLS

La distribucién del tamafio de particula y el potencial zeta son caracteristicas fisicas
importantes en nanomateriales para aplicaciones biomédicas. Al medir el didmetro
hidrodinamico de las particulas si estas presentan un indice de polidispersidad (PDI)
cercano a 0.1 es indicativo de que la particula es monodispersa y por tanto la
distribucién del tamafio se mantiene uniforme y no hay presencia de varios agregados.
El potencial zeta es una medida de las interacciones electrostaticas entre particulas y
pueden ser usadas para predecir la estabilidad de la dispersion y su vida util. Para
dispersiones estabilizadas electrostaticamente, un valor extremo de potencial zeta,
indica que la dispersién ser4 mas estable.
Las medidas de distribucion de tamafio de particula y potencial zeta se realizaron
segun se indica el apartado 2.2.7.3. Primeramente se procedié a medir el diametro
hidrodindmico de los polimeros EIS;R6 y TGFBEIS;R6 a una concentracion de 1
mg/ml en H,O mQ (pH 6.8) a 4C y luego a 40°C, valor claramente superior a la Tt
tedrica de los polimeros. En la Figura 10 y 11 se observa las diferentes distribuciones
de tamafio de particula. El polimero EIS;R6 posee un comportamiento similar con
ambas temperaturas de trabajo, con dos distribuciones de tamafio de particula y por
tanto con un indice de polidispersidad relativamente alto (0.3), una en el orden de los
nanometros correspondiente a la molécula polimérica y otra en el orden de 0.1 pm,
correspondiente al agregado polimérico, siendo esta ultima de mayor intensidad, lo
cual es indicativo de que el polimero ya se encuentra agregado a 4°C. En el caso del
TGFBEIS:R6, si bien el diametro hidrodindmico varia de 0.1 um a 0.5 pm al aumentar
la temperatura de trabajo, se encuentran ambas mediciones lejanas del orden
nanométrico y por tanto ya se encuentran agregadas de igual manera a 4°C. Este
comportamiento es diverso al esperado, donde la molécula a bajas temperatura se
encontraria de forma desordenada y extendida con un tamafio de particula
nanomeétrica y al aumentar la temperatura por encima de la de transicion, este formaria
un agregado ordenado y de mayor tamafo.
La agregacion de estos polimeros a bajas temperaturas esta condicionado por la
presencia de bloques de la fibroina de la seda (GAGAGS) que adopta un
conformacion estable de laminas [ intra y intercatenarias que tienden a
autoensamblarse y proporciona una estructura fuertemente empaquetada (5). Con el
fin de romper las interacciones hidrofébicas entre las laminas betas de la estructura de
la fibroina de la seda y obtener el polimero, se procedié a tratar los ELPs con &cido
férmico (apartado 2.2.6) y seguidamente se procedi6 a realizar nuevas mediciones del
tamafio de particula (24). En el caso del EIS;R6 luego de ser tratado con &cido
férmico, se observa como a 4°C, obtenemos una distribucion de tamafio a 12.5 nm con
una intensidad de 88.4 % y una sefal de menor intensidad de 121.8 nm, y un PDI de
0.09, lo cual es indicativo que el polimero se encuentra en forma de molécula
monodisperasa a bajas temperaturas y al aumentar la temperatura obtenemos un
agregado monodisperso de 58.2nm. En el caso del TGFBEIS;R6 al ser tratado con
acido férmico obtenemos dos picos (8.0 nm y 81.8 nm) siendo el de mayor intensidad
el pico de mayor tamafio y al aumentar la temperatura obtenemos un agregado de
39.2 nm con un alto indice de polidispersidad y una distribucion de campana de gauss
muy amplia, lo cual nos indica que se esta formando una agregacion muy inestable,
probablemente porque el polimero posee este comportamiento polidisperso o porque
el tratamiento con acido férmico no fue capaz de romper todas las interacciones
hidrofébicas de las laminas B para estabilizar la molécula. Este comportamiento en
medio acuoso y tratamiento con acido férmico ha sido reportado anteriormente con la
fibroina de la seda (24). Por tanto es requerida una puesta a punto del protocolo de
medicion del tamafio de particula que incluya el tratamiento previo de los polimeros
con &cido férmico.
En la Figura 12 se observa las medidas de potencial zeta de los polimeros tratados
con acido férmico. Se realizaron las medidas en medio salino (NaCl 10mM) y sin este
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teniendo en cuenta que el medio salino es necesario para aportar la conductividad
requerida para las medidas del potencial (25). Las mediciones del potencial zeta sin
sal fueron para EIS;R6 una media de -37.36 mV y para TGFBEIS:R6 -18 mV. Luego
de realizar las mediciones con sal obtenemos un potencial zeta para TGFBEIS;R6 de -
16.38 mV, que, si bien ha disminuido con la presencia de sal, debido a que esta
provoca un apantallamiento alrededor de la particula, es un valor indicativo de que el
polimero presenta estabilidad. En el caso de TGFBEIS;R6 obtenemos dos
distribuciones de potencial (-2.248 mV y -11.21 mV) lo cual se corresponde con el
comportamiento anémalo de la distribucién del tamafio de particula que va variando

constantemente y la presencia de un alto PDI, indicativo de la alta inestabilidad de este
polimero.
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Figura 10. Distribucion del tamafio de particula de EIS;R6
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Figura 12. Distribucidn del potencial zeta de EIS;R6 (A) y TGFBEIS:R6 (B).

3.3.5. Gelificacion de los polimeros
La formacion de hidrogeles se llevd a cabo siguiendo lo descrito en el apartado
2.2.7.5. En las Figura 13 y 14 se muestra el comportamiento de gelificacion de los
polimeros. Estos fueron disueltos en H.O mQ a 4°C incubéandolos durante varias dias
hasta su completa disolucion, lo cual se dificultaba debido a su alto indice de
hidrofobicidad. Se observo el grado de gelificacion de los mismos y se procedieron a
calentar a 37°C hasta observar la formacion de hidrogeles. El polimero EIS;R6 fue
capaz de formar hidrogeles a una concentracion de 100 mg/mL y 120mg/mL al ser
calentados a 37°C ON. Ademés, se realiz6 una prueba adicional con una
concentracion de 200 mg/mL y el polimero fue capaz de formar un hidrogel sin ser
sometido a incremento de la temperatura. El polimero TGFBEIS:R6 tuvo un
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comportamiento similar, sin embargo, solo fue capaz de formar hidrogeles a la
concentracién de 120 mg/mL.

50mg/ml 100mg/ml 120mg/ml 200mg/ml

57°C

Figura 13. Gelificacién de EIS;R6

S50mg/ml 100mg/ml 120mg/ml

Figura 14. Gelificaciéon de TGFBEIS:R6
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4. Conclusiones

Las conclusiones que se han podido determinar tras la realizacién de este trabajo son
las siguientes:

- La produccién y posterior purificacion de los polimeros EIS;R6 y TGFBEIS;R6
logré obtener un rendimiento de 111 mg/L y 7.56 mg/L respectivamente, siendo
un buen rendimiento para el primero pero deficiente en el segundo. Este
rendimiento deficiente puede ser debido a la secuencia proteica CM2 de
reconocimiento por proteasas, que, si bien se hipotetiza pueda incrementar la
actividad bilégica del polimero, determinando la liberacion del péptido bioactivo
en el microambiente de la herida, dificulta la biosintesis del mismo al ser
potencialmente reconocido por proteasas enddgenas de la bacteria.

- La caracterizacibn de los polimeros EIS;R6 y TGFBEIS;R6 ha permitido
determinar que la produccion y purificacién de los mismos ha sido correcta y
que poseen un comportamiento inestable en medio acuoso, donde a bajas
temperaturas ya se encuentran en forma de agregados. Este comportamiento
se debe a la espontanea formacion de las laminas-f intra e intermoleculares
como se esclarecio tras el tratamiento con acido formico.

- El polimero EIS;R6 fue capaz de formar espontaneamente hidrogeles en medio
acuoso a concentraciones de 100mg/mL y 120 mg/mL a la temperatura
fisiologica y 200 mg/mL a 4°C y el polimero TGFBEIS2R6 fue capaz de formar
hidrogeles con una concentracion de 120 mg/mL a la temperatura fisiologica.

5. Recomendaciones
- Realizar mas técnicas de caracterizacion fisico-quimicas de sendos polimeros
para analizar el comportamiento de agregaciébn a bajas temperaturas y
determinar la temperatura de transicion exacta de los mismos.

- Realizar ensayos in vitro e in vivo para evaluar la actividad de polimeros como
hidrogeles en la cicatrizacion de heridas.
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7. Anexos

Anexo 1. ABREVIATURAS

aa
BBP
bp/pb:
cfu
Da
DNA:
DLS
E. coli
EIS;
ELP

g

h:

H.O mQ
ITT
ITC
kD
2-ME
MEC
min
mL
mM
ML
ON
PBS
PDI
PMSF
pDNA
rpm
SDS
SDS-PAGE
SELP
SLP
Tt:
TEMED

aminoécidos

azul de bromofenol

pares de bases

colony forming unit

Dalton

acido desoxirribonucleico
dispersién dinamica de la luz
Escherichia coli

tetrabloque de elastina y fibroina
polimero tipo elastina (Elastin-Like Polymer)
aceleracion de la gravedad estandar
horas

agua ultrapura

transicion inversa de la temperatura
ciclos de transicion inversa

kilo Dalton

beta-mercaptoetanol

matriz extracellular

minutos

mililitros

milimolar

microlitros

overnight

tampon fosfato salino

indice de polidispersidad

fluoruro de fenilsulfonilmetano

DNA plasmidico

revoluciones por minuto
dodecilsulfato sédico

electroforesis en gel de poliacrilamida
polimeros tipo seda elastina
polimeros similares a la seda
temperatura de transicion
tetraetilmetilendiamina
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Anexo 2. Codigos de representacion de los aminoécidos

Nombre Cadigo de 3 letras Cadigo de 1 letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Asparagina Asn N
Acido Aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Acido glutamico Glu E

Glutamina Gln Q
Histidina His H

Isoleucina lle |
Leucina Leu L

Lisina Lys K

Metionina Met M

Prolina Pro P
Serina Ser S

Tirosina Tyr Y

Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Valina Val \'
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Anexo 3. Espectros de RMN de los polimeros EIS;R6 y TGFBEIS:R6
EIS;R6

pentasilkV5

2325.93-
460.64
490.20 -
3168.00

F1400

F1300

F1z00

r1100

F1000

900

800

700

600

F500

400

F300

r200

F1o00

100

200

300

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 JU 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

TGFBEIS,R6

pentasilk TGFbeta

o

Q271 -
7850 7

0.0

LZUUU
~1200
LIBUU
1700
VlﬁDD
1500
-14DD
~1200
-IZUU
~1100
71000
900

VSDD

700

-—SDU
-4EIU
-—3DD
72DD

100
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Anexo 4. Superposicion de los espectros de EIS;R6 y TGFBEIS;R6
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