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Resumen

Las gliconanoparticulas de levana (GNPs-L) presentan propiedades promotoras de la
proliferaciéon celular, inmunomoduladoras y antiinflamatorias. Ademas, las GNPs-L tienen
la capacidad de encapsular compuestos con actividad bioldgica, lo cual permitié proponer
a las GNPs-L como nanoacarreadores de biomoléculas para su aplicacibn como un
tratamiento tépico que mejore el cierre de heridas crénicas. Una de las moléculas
interesantes para ser encapsulada es la insulina debido a su capacidad para mejorar la
reepitelizacion de tejidos en heridas, ya que regula la respuesta inflamatoria e incrementa
la migracion y proliferacion celular. Con base en lo anterior, nuestro grupo de investigacion
ha propuesto la encapsulacion de esta hormona durante la sintesis enzimatica de levana,
formando un glicoconjugado de GNPs levana-insulina (GNPs-LIns) en un solo paso de
produccién. Sin embargo, aln no existe un estudio que detalle el proceso de sintesis y la
caracterizacion de este glicoconjugado. Por esta razon, este proyecto se enfoco en realizar
el estudio del proceso de sintesis enzimética de las GNPs-L y GNPs-LIns, en el desarrollo
de un método de purificacion de las GNPs-L y GNPs-LIns, para obtener los parametros de
encapsulacion del sistema de GNPs-LIns, eficiencia de encapsulaciéon (EE) y capacidad de
carga (CC). En la reaccidn de sintesis del glicoconjugado, la adicion de insulina provoco la
reduccion de aproximadamente el 5% de la produccién de GNP-Ls, alcanzando a las 24 h
la maxima produccién de levana (GNPs-LIns 18.3 + 0.30 g I1), utilizando 30 ug ml! de
insulina. Durante la reaccion de sintesis las GNPs-L y GNPs-Lins redujeron
progresivamente su didmetro, disminuyendo en un 24 % su tamafio después de 24 h, a este
tiempo el tamafio promedio de las GNPs-LIns fue de 114.6 nm. El indice de polidispersion
(IPD) de las nanoparticulas fue de 0.08, demostrando que el nanoaconjugado es
monodisperso. Ademas, el nanoconjugado presentd un potencial { de - 5 mV, lo que sugiere
la posibilidad de agregacion, sin embargo, nuestros analisis no demastraron este fenémeno.
El método de purificacién de las GNP-Ls y GNPs-LIns por precipitacion con etanol, nos
permitié recuperar mas del 97 % de las nanoparticulas producidas, sin presencia de
subproductos de la reaccion. Se determiné que la maxima cantidad de insulina encapsulada
fue de 33.93 £ 1.85 g al utilizar 80 ug ml? de insulina en la sintesis del complejo. La EE
maxima de insulina fue de aproximadamente el 63 % al utilizar de 60 a 90 ug ml* de insulina
para la sintesis del conjugado, alcanzando una CC maxima de 3.24 + 0.23 ug de proteina /
mg de GNPs-LIns. Finalmente, calculamos que las GNPs-Lins contienen la relacion
suficiente de insulina (0.5 U) y de levana (5 mg) para mostrar un efecto en la promocion de
la proliferacion y migracion celular, la regulacién de la respuesta inflamatoria y por tanto el
cierre de una herida en modelos in vitro e in vivo.
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Abstract

Levan glyconanoparticles (GNPs-L) promote cell proliferation and they have
immunomodulatory and anti-inflammatory properties. Also, it has been proved that active
biological compounds can be encapsulated in this GNPs-L, for these reasons, they have
been proposed as nanocarriers in topical treatments to improve wound healing. Insulin is an
interesting molecule because it improves wound re-epithelialization, regulates the
inflammatory response, and increases cell migration and cell proliferation. Accordingly, our
research group proposed the insulin encapsulation in GNPs-L via enzymatic synthesis,
generating a levan-insulin GNPs glycoconjugate (GNPs-LIns). Nevertheless, there still does
not exist a detailed study about the synthesis and characterization of the glycoconjugate
GNPs-LIns. In this work, we studied the enzymatic synthesis process of GNPs-L and GNPs-
Lins, developed a purification method of GNPs-L and GNPs-Lins to calculate the
encapsulation parameters as encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (CC) of
insulin in GNPs-LIns. Our results demonstrated that the insulin add, decreased the GNP-Ls
production by approximately 5 %, reaching a maximum glycoconjugate yield at 24 h of 18.3
+ 0.30 g It using 30 ug ml? of insulin. The average diameter of the GNPs-L and GNPs-LIns
was gradually reduced by 24 % after 24 h of the enzymatic reaction, reaching a final average
size of 114.6 nm. The polydispersity index (IPD) of glycoconjugate was 0.08, demonstrating
that it is monodisperse. The purification method of GNP-Ls and GNPs-LIns by ethanol
precipitation allowed us to recover more than 97% of glyco-conjugated, without the presence
of reaction by-products. It was determined that the maximum amount of encapsulated insulin
was 33.93 1.85 ug, using 80 yg ml? of insulin. The maximum EE of insulin was about 63%,
using 60 to 90 ug ml-1 of insulin, reaching a maximum CC of 3.24 0.23 ug of protein/mg of
GNPs-LIns. Finally, we estimate that the GNPs-LIns contain enough insulin (0.5 U) and
levan (5 mg) to show an effect in promoting cell proliferation and migration, regulation of the
inflammatory response and therefore closure of a wound in vitro and in vivo models.
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Introduccion

La nanomedicina es un area de la nanotecnologia que busca preservar y promover la salud
humana, estudiando el uso y efecto de los nanomateriales en el organismo (Rojas-Aguirre,
et al., 2016). Dentro de las multiples aplicaciones de la nanomedicina, se encuentran el uso
de los nanoacarreadores como vehiculos de proteccién, entrega y liberacion regulada para
su uso en la deteccion, diagnéstico, prevencion y tratamiento de enfermedades (Dickinson,
et al.,, 2019; Ventola, et al., 2010). Las nanoparticulas biopoliméricas son uno de los
principales tipos de nanoacarreadores utilizados, las cuales pueden ser generadas a partir
de macromoléculas como DNA, proteinas y carbohidratos (GNPs; gliconanoparticulas)
(Cauerhff & Castro, 2013). Particularmente, las gliconanoparticulas destacan por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad (Khan, et al., 2019; Polito, 2020). Se ha reportado la
sintesis de GNPs utilizando diversos polisacaridos como el alginato, el quitosano, el
dextrano y las fructanas, como la inulina y la levana (de Siqueira, et al., 2020). Las GNPs
de fructanas tienen la capacidad de proteger a compuestos cargo de interés como las
proteinas, reduciendo la protedlisis enzimatica (Sarkar, et al., 2018). Recientemente, en
nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que las gliconanoparticulas de levana (GNPs-
L), conformadas por polimeros de fructosa con enlaces B (2—6), promueven la proliferacion
celular, actan como inmunomoduladores y poseen propiedades antiinflamatorias (Valdez-
Echeverria, 2021). Conjuntando las propiedades que poseen las GNPs-L de
nanoestructurarse y de promover la regeneraciéon celular, nuestro grupo de investigacion
ha trabajado para demostrar su potencial uso como nanoacarreadores de biomoléculas que
tienen y/o podrian potenciar efectos regenerativos, para aplicaciones cémo un posible
tratamiento en el cierre de heridas. Con base en estos antecedentes, Valdez Echeverria
(2021) logré la encapsulacion de insulina en GNPs-L (GNPs-LIns), hormona que incrementa
la velocidad de cicatrizacion de las heridas al aplicarse como un tratamiento tépico, ya que
regula la respuesta inflamatoria, el incremento de la migracion, la proliferacién celular y
acelera la reepitelizaciéon de la epidermis (Wang & Xu, 2020). Sin embargo, aln no existe
un estudio detallado que se enfoque en el proceso de sintesis enzimatica, asi como en la
implementacion de un método de purificacion de las GNP-L y las GNPs-LIns, ni en la
determinacioén de la capacidad de carga de este sistema de encapsulacion. Por esta razon,
este proyecto se enfoco en realizar el estudio del proceso de sintesis enzimatica de las
GNPs-L y GNPs-LIns, asi como en desarrollar un método de purificacion para poder
determinar los pardmetros de encapsulacion, eficiencia de encapsulacion (EE) y capacidad
de carga (CC), del sistema, con la finalidad de desarrollar un proceso factible para la
produccion de este conjugado, el cual nos permita generar un tratamiento viable para
mejorar el proceso de cicatrizacién en heridas cronicas.
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Capitulo 1
Antecedentes

| Bionanotecnologia

La bionanotecnologia se enfoca en el disefio, optimizaciéon y manufactura de nanosistemas
utilizando biomoléculas (&cidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos) para el
desarrollo de nuevas aplicaciones, aprovechando la especificidad y actividad biol6gica de
las biomoléculas, sin limitarse a aplicaciones bioldgicas (Ehud, 2007; Ramsden, 2016). La
bionanotecnologia ha tomado gran relevancia por su potencial aplicacién en areas como la
agricultura (Zhao, et al., 2020), la biorremediacion (Dahoumane, et al., 2016), la industria
alimentaria (Primozi¢, et al., 2021) y la nanomedicina (Nagamune, 2017).

La nanomedicina busca preservar y promover la salud humana, estudiando el efecto de los
nanomateriales en el organismo (Rojas-Aguirre, et al., 2016). Es asi como dentro de las
diferentes especialidades médicas, existen multiples aplicaciones de la nanomedicina en
imagenologia, cirugia e ingenieria de tejidos, con la finalidad de permitir el diagndstico,
monitoreo, control, prevencién y tratamiento de diferentes enfermedades (Soares, et al.,
2018; Tinkle, et al., 2014). Algunos de los nanocompuestos mas comunmente usados son
las nanoemulsiones, nanocomplejos, nanocristales y las nanoparticulas de biomoléculas
(bionanoparticulas) (Soares, et al., 2018).

Las bionanoparticulas son sistemas a escala nanométrica (tamafio menor a 1,000 nm) y
que se constituyen total o parcialmente de biomoléculas (Nagamune, 2017). Las
bionanoparticulas hibridas combinan biomoléculas con materiales inorganicos, mientras
que las bionanoparticulas organicas se conforman por acidos nucleicos, lipidos, proteinas,
carbohidratos o de una mezcla de biomoléculas (Cauerhff & Castro, 2013). Ejemplos de
bionanoparticulas organicas son las nanoparticulas proteicas (nanoparticulas virales y
nanoparticulas de ferritina), las nanoparticulas basadas en lipidos (nanoemulsiones y
liposomas), y las bionanoparticulas basadas en carbohidratos (gliconanoparticulas) (Figura
1) (Papazoglou & Parthasarathy, 2007; Jutz & Boker, 2011).

Il GLICONANOPARTICULAS (GNPS)

Las gliconanoparticulas (GNPs) son un tipo de bionanoparticulas formadas parcial (GNPs
hibridas) o totalmente (GNPs poliméricas) por carbohidratos. Algunos ejemplos de GNPs
hibridas son las GNPs metalicas, los glico-quantum dots, las GNPs lipidicas y las GNPs de
nucleo proteico, mientras que las GNPs poliméricas se conforman totalmente por uno o
varios tipos de polisacaridos, formando nanoesponjas, nanocapsulas, dendrimeros,
nanogeles y GNPs de nucleo polimérico (Figura 1) (Polito, 2020; Khan, et al., 2019). Existen
reportes sobre polisacaridos capaces de formar GNPs. Entre ellos se encuentran los
polimeros con carga, como son el quitosano (Grenha, et al., 2005) y el &cido hialurénico
(Zhang, et al., 2014a). También, se han reportado polimeros neutros como las
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ciclodextrinas (Namgung, et al., 2014), el dextrano (Semyonov, et al., 2014), el alternano
(Wangpaiboon, et al., 2019), la celulosa (Zhang, et al., 2007) y las fructanas, como la inulina
(Zhang, et al., 2014b) y la levana (Kim, et al., 2015), entre otros. A diferencia de otras
nanoparticulas las GNPs destacan por su biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo cual las
vuelve altamente idoneas en aplicaciones terapéuticas (Srikanth, et al., 2015).

BIONANOPARTICULAS ORGANICAS

Bionanoparticulas proteicas Bionanoparticulas basadas en lipidos
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Figura 1. Ejemplos de diferentes tipos de bionanoparticulas.
[l GLICONANOPARTICULAS DE FRUCTANAS (GNPs-FSs)

Las GNPs de fructanas (GNPs-Fs) se conforman por polimeros de fructosa y son
clasificadas en GNPs de inulina (GNPs-I) o GNPs de levana (GNPs-L) dependiendo del tipo
de enlace principal que une a las unidades fructosilo del polimero que las conforma. La
inulina presenta un enlace B (2—1), con ramificaciones en la posicion B (2—6) (Figura 2a);
mientras que la levana poseen un enlace 8 (2—6) y ramificaciones de tipo 8 (2—1) (Figura
2b). Estructuralmente son muy similares, aunque difieren en el grado de polimerizacion y
peso molecular, catalogandose como fructooligosacaridos (FOS, <10 residuos fructosilo),
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polimero de bajo (PBPM, <2,000 kDa) y alto peso molecular (PAPM, >2,000 kDa). Las
enzimas implicadas en la sintesis de inulina y levana son conocidas como fructansacarasas
(FS; EC 2.4.1.-), debido a que utilizan a la sacarosa como sustrato para la sintesis de
polimero, y reciben su nombre con base en el tipo de polimero que sintetizan, clasificandose
como como inulosacarasas (EC 2.4.1.9) y levansacarasas (LS; EC 2.4.1.10) (Raga-Carbajal,
2019).

a) Inulina c) Reacciones catalizadas por las
( Fructansacarasas (FS)

Sacarosa

%. ‘ . >Gucosa

fructana
2. Hidrolisis

Fructosa

1. Transfructosilacion

H
H |
¢ \
n

FOS o fructana

Figura 2. Estructura quimica de dos diferentes fructanas: a) inulina con enlace B (2—1) y ramificaciones 3 (2—6); b) levana
con enlaces B (2—6) y ramificaciones 3 (2—1). c) Principales reacciones enzimaticas catalizadas por las fructansacarasas
(FS; EC 2.4.1.-) en presencia de sacarosa como sustrato (Modificado de Raga-Carbajal, et al., 2016).

Las FS realizan dos tipos de reacciones en presencia de sacarosa como sustrato, durante
la sintesis enzimatica de las fructanas que conforman a las GNPs-Fs. La primera reaccion,
denominada transfructosilacion, consiste en la transferencia de unidades fructosilo de una
molécula de sacarosa (molécula donadora) hacia otra molécula de sacarosa o una cadena
de fructana en crecimiento (molécula aceptora), liberando una molécula de glucosa como
subproducto de reaccion; la segunda reaccidon, denomina hidrélisis, consta de la
transferencia de la unidad fructosilo proveniente de la sacarosa a una molécula de agua,
liberando glucosa y fructosa al medio de reaccion (Figura 2c) (Raga-Carbajal, et al., 2016).

I1l.i  CARACTERISTICAS FiSICAS DE LAS GNPs-L

Solubilidad: La levana que conforma las GNPs-L es un polimero altamente soluble en agua
a temperatura ambiente e insoluble en solventes orgénicos, esta cualidad se atribuye a su
composicién quimica rica en sustituyentes -OH y a la presencia de ramificaciones que
favorecen la nanoestructuracion de las GNPs-L a través de interacciones de tipo puente de
hidrégeno (Newbrun & Baker, 1968; Han & Clarke, 1990).

Viscosidad: La levana de alto peso molecular (LAPM) posee una baja viscosidad intrinseca
(0.14-0.45 dl g') a comparacion de otros polimeros de peso molecular similar (Gojgic-
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Cvijovic, et al., 2019; Benigar, et al., 2014; Arvidson, et al., 2006). Esta propiedad se atribuye
a la capacidad que posee la LAPM de nanoestructurarse formando GNPs-L, reduciendo la
interaccion entre las diferentes cadenas del polimero que no formen parte de las GNPs
(Benigar, et al., 2014).

Didmetro: El intervalo de tamafio reportado para las GNPs-L se encuentra entre los 57 y
521 nm. Sin embargo, el diametro hidrodinamico promedio varia dependiendo de las
condiciones y método de sintesis. Por ejemplo: se produjeron GNPs-L de 200 - 521 nm
mediante la técnica de precipitacion con sales usando LAPM (Sezer, et al., 2011; Xu, et al.,
2020); mediante la sintesis por autoensamblaje en presencia de compuestos hidrofébicos
se reportaron GNPs-L de 57.1 nm al usar levana de bajo peso molecular (LBPM) y de 129.1
nm con LAPM (Kim, et al., 2015); por ultimo, el diametro promedio obtenido de las GNPs-L
producidas durante la sintesis enzimatica del polimero se encuentra entre los 62 y 180 nm
(Quifidnez-Vazquez, 2015; Nakapong, et al., 2013).

indice de polidispersion (IPD): El IPD muestra la distribucién poblacional del tamafio de
las nanoparticulas en suspension, catalogando como: poblaciones monodispersas a
aguellas con un tamafio muy similar o mejor dicho con una distribucién de tamafio reducida;
y como polidispersas a aquellas poblaciones de nanoparticulas con una distribucién de
tamafio muy amplia. Un valor de IPD < 0.1 corresponde a una poblacion monodispersa,
mientras que valores de 0.1 a 0.4 y > 0.4, hablan de una poblacién moderada y altamente
polidispersa, respectivamente. Las GNPs-L obtenidas mediante la sintesis enzimatica han
presentado un IPD < 0.1, mostrando una poblacién altamente monodispersa (Gonzalez-
Garcinufio, et al., 2019; Valdez-Echeverria, 2021).

Estabilidad: El polimero que conforma a las GNPs-L es estable a temperaturas elevadas,
teniendo su punto de descomposicion a los 227 °C (Bostan, et al., 2014). También es
estable en pH acidos y basicos, ya que sufre un bajo grado de hidrdlisis en condiciones de
alta acidez (pH < 3.5), siendo la temperatura el factor determinante de la velocidad de
hidrélisis. Ademas, es compatible con la presencia de sales (Bekers, et al., 2005; Vina, et
al., 1998). Sin embargo, alun no existen reportes que determinen la relacién entre la
hidrdlisis de la levana y la reduccion en el diametro hidrodinamico de las GNPs-L bajo
condiciones de alta acidez. En cuanto a la estabilidad coloidal de las GNPs-L, no se reportan
cambios significativos en el diametro hidrodindmico promedio, IPD y el potencial  durante
15 dias de almacenamiento bajo condiciones fisioldgicas (PBS pH 7.4 y 37 °C) (Gonzalez-
Garcinufio, et al., 2019). Estos resultados muestran la alta estabilidad de las GNPs-L bajo
condiciones fisioldgicas.

Potencial Z: El potencial ¢ o potencial electrocinético es la diferencia de potencial entre la
doble capa eléctrica de las particulas electroforéticamente moviles (capa rigida y capa de
recambio) y la capa del dispersante en que se encuentran embebidas (Bhattacharjee, 2016).
Es una medida de la estabilidad de sistemas coloidales, que permite describir la interaccion
entre biomoléculas con base en interacciones electrostaticas de repulsién de cargas. Los
sistemas de nanoparticulas se clasifican como: altamente inestables (-10 a +10 mV);
relativamente estables (-10 a -20 y +10 a +20 mV), moderadamente estables (-20 a -30 y
+20 a +30 mV); y muy estables (> +30 mV) (Bhattacharjee, 2016). Variaciones en la
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determinacion del potencial ¢ de las nanoparticulas son consecuencia de cambios en el pH
y en la concentracion de solutos disueltos en la solucién utilizada para la determinacion de
este parametro (Tabernero, et al., 2017). Las GNPs-L producidas durante la sintesis
enzimatica de la levana presentan un potencial ¢ de entre -4 mV (Gonzalez-Garcinufio, et
al.,, 2019) y +1 mV (Valdez-Echeverria, 2021), el cual las clasifica como un sistema
altamente inestable y propenso a agregarse, debido a la ausencia tedrica de la repulsiéon
electrostatica entre la superficie cargada de las GNPs-L, como consecuencia de la
presencia de una superficie practicamente neutra. Sin embargo, se ha comprobado la
estabilidad coloidal (ausencia de agregacion) de las GNPs-L durante el almacenamiento
(Gonzalez-Garcinufio, et al., 2019).

Nanoestructuracion: El inicio de la nanoestructuracion de las GNPs-L comienza al
alcanzar una concentracion de polimero especifica, también llamada concentracion critica
de agregacion (CCA). La levana presenta una CCA de 0.05 g I'* a producirse en sistemas
bacterianos. Mientras que la CCA determinada para la formacién de GNPs-L durante la
sintesis enzimatica es de 0.24 g I'* (Gonzéalez-Garcinufio, et al., 2019).
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Figura 3. a) Puentes de hidrogeno presentes en la cadena principal de levana: O6; - H30:.1) (centro); Ol - H30, (derecha);
05, - H10y, (izquierda) (Tomado de Chunsrivirot, et al., 2018). b) Ejemplo de los tres angulos formados entre cuatro residuos
fructosilo de FOS-L: w (06-C6-C5-C4), w (C2’-06-C6-C5) y ¢ (05-C2’-06-C6) (Tomado de Kanjanatanin , et al., 2016). c)
Puentes de hidrégeno presentes entre los residuos de las ramificaciones de la levana (Tomado de Chunsrivirot, et al., 2018).
Como ejemplo se muestra la estructura de dos torciones con dos estructuras similares a hélice. Los atomos de carbono,
oxigeno e hidrégeno se representan en cian, rojo y blanco, respectivamente. Los puentes de hidrégeno se representan con
lineas discontinuas. La cadena de levana y las unidades fructosilo se representan como listones y pentdgonos amarillos,
respectivamente.
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No existen reportes que expliquen la forma en que la LAPM se nanoestructura para formar
nanoparticulas, sin embargo, existen estudios de dindmica molecular empleando FOS de
levana (FOS-L) (5 y 10 residuos) y pequefios polimeros lineales (15 y 34 residuos) con
diferentes grados de ramificacién (0, 1, 3 y 5 residuos por ramificacidn), que esclarecen las
interacciones intermoleculares que podrian estar implicados en la nanoestructuracion de la
LAPM. Estos estudios destacan la importancia de los puentes de hidrogeno en el
plegamiento tridimensional de la levana permitiendo la formacién de estructuras similares a
hélices en un 54 - 63 %) y hélices parciales en 34 - 22 % de los FOS-L y pequefios polimeros
(Chunsrivirot, et al., 2018; Kanjanatanin , et al., 2016). El principal puente de hidrégeno que
conforma las hélices es el que se forma entre el O6; - H3O.1y (60 - 65 %) de cada
mondémero fructosilo (Figura 3a). Ademas, se describen tres éangulos de torcion
responsables de la flexibilidad conformacional de la cadena de levana: ® (O5-C2’-06-C6:
-63°); W (C2-06-C6-C5: 173°); y w (06-C6-C5-C4: -170, -60 y 60°). Dentro de estos
angulos, w es el de mayor importancia para la formacion de hélices, debido a que posee
mayor libertad de rotacion y por tanto, favorece el cambio conformacional de la cadena de
levana (Figura 3b). Aunado a lo anterior, existe la formacion de puentes de hidrogeno entre
los mondémeros de las ramificaciones (br) y de la cadena principal de levana (bp), siendo la
O1pp) - H3Own (0.8 - 0.9 %) la interaccion mas frecuente (Figura 3c). Como consecuencia,
estos estudios permiten proponer que los puentes de hidrogeno estan implicados en la
nanoestructuraciéon de la levana, ya que al incrementar la longitud de la cadena de polimero
se eleva la frecuencia de formacién de estas interacciones. Lo cual, podria favorecer la
formacion de hélices y la torsion de la molécula, ocasionando la reduccion de la longitud de
la cadena y finalmente, la formacién del nicleo de agregacién de la nanoparticula.

lll.ii  SINTESIS DE GLICONANOPARTICULAS DE LEVANA (GNPs-L)

Previamente, se ha reportado la sintesis de GNPs-Fs mediante el autoensamblaje del
PAPM durante la sintesis enzimatica de inulina (Jiménez-Sanchez, et al., 2019) y levana
(Gonzélez-Garcinufio, et al., 2019; Kim, et al.,, 2005; Valdez-Echeverria, 2021). Otras
técnicas reportadas para la sintesis de GNPs-L, son la precipitacion con sulfato de sodio
(NazSOs) (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020), la reduccion quimica , el autoensamblaje de
PBPM por acomplejamiento con compuestos hidrofébicos (Kim, et al., 2015), la pirélisis de
flama (Bondarenko, et al., 2016) y la coprecipitacion con hidréxido de amonio (NH4OH) (Kim
& Chung, 2016)

I1l.iii PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LAS GNPs-L

La levana y otras fructanas modulan la respuesta inmune a través de los receptores de
reconocimiento de patdégenos (pathogen recognition receptors, PRRs). Los PRRs
potencialmente implicados son los receptores tipo C de lectinas unidos a membrana
(membrane-bound C-type lectin receptors, CLRs), los receptores tipo NOD (NOD-like
receptors, NLR) y los receptores similares a Toll (Toll-like receptors, TLR). El TLR2
reconoce lipopéptidos y lipoproteinas, ademas del peptidoglicano de bacterias gram
positivas. En cambio, el TLR4 reconoce lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gram
negativas. Ambos receptores reconocen a las fructanas y la respuesta resultante depende
del tamafio del polimero (grado de polimerizacion) (Vogt, et al., 2013).

La levana estimula la sintesis de interleucinas (IL) proinflamatorias como IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-12 y TNF-a en cultivos de macréfagos y otros tipos celulares, principalmente mediante la
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activacion del TLR4, aunque el TLR2 puede promover esta actividad proinflamatoria en
menor medida (Xu, et al., 2006). Por otro lado, este biopolimero posee propiedades
antiinflamatorias al estimular el incremento de las IL-4 e IL-10, mediante las rutas de AMPK
e IP3K/AKT/mTOR, y al bloquear la ruta de activacion de NF-kB en macrofagos, monocitos
y “natural killers” (células, NK) (Peshev & Van den Ende, 2014), y posiblemente al bloquear
la activaciéon de IRF3 (Liu, et al., 2011). La discrepancia en la expresion de factores pro- y
antinflamatorios se atribuye al uso de diferentes tipos de levana que presentan cambios
estructurales que dependen del origen del polimero. Se propone que, el grado de
ramificacion, peso molecular y la presencia del residuo fructosilo inicial, determinan las
respuestas biolégicas observadas. Adicionalmente, es evidente que la respuesta obtenida
depende del tipo celular analizado en los ensayos in vitro e in vivo (Young, et al., 2021).

Numerosos trabajos han demostrado que la levana actia como antiinflamatorio (Srikanth,
et al., 2015), inmunomodulador (Ishida, et al., 2016; Aramsangtienchai, et al., 163),
antitumoral (Calazans, et al., 2000), antioxidante (Taylan, et al., 2019) y prebiético (Lei, et
al., 2018; Liu, et al., 2020). Por lo cual nuestro equipo de investigacion busco6 determinar si
las GNPs-Ls producidas por la LS SacB H243L poseen propiedades similares, encontrando
que tienen la capacidad de fungir como un antiinflamatorio, ademas de presentar una nula
citotoxicidad y promover la proliferacion celular en macréfagos y queratinocitos, al utilizar
diferentes concentraciones de GNPs-L (25 y 5 g I') en presencia de un agente
proinflamatorio como un lipopolisacarido (LPS) o un ambiente hiperglucémico (Valdez-
Echeverria, 2021). En macréfagos RAW-Blue, se observéd que al agregar las GNPs-L en
presencia del LPS los niveles de expresion del factor nuclear kB (Nuclear factor kappa B,
NF-kB) se reducen (Figura 4a). Acorde a lo anterior, se reportd la promocioén de la
proliferacion celular en el mismo modelo biolégico en presencia y ausencia del LPS.
Adicionalmente, se comprobé que este efecto también ocurre en queratinocitos, al utilizar
cultivos de células HaCaT con hiperglucemia inducida. Se observé que 5 mg ml de GNPs-
L son suficientes para incrementar el nimero de células en un ambiente normoglucémico,
mientras que ambas concentraciones promueven la proliferacién celular después de 60 h
de tratamiento bajo un ambiente hiperglucémico inducido (Figura 4b).

Finalmente, se comprobd que las GNPs-L promueven la proliferacion celular y no la
migracion, al utilizar un modelo de rasgufio en monocapa de queratinocitos y afiadir un
inhibidor de la proliferacién celular (Ara-C), observando la ausencia del cierre del rasgufio
aun en presencia de las GNPs-L (Valdez-Echeverria, 2021) (Figura 4c y d). Acorde a lo
anterior, otros autores reportaron previamente la promocién de la proliferacién celular en
queratinocitos y fibroblastos, ademas del incremento en la sintesis de colageno tipo | al
utilizar LBPM (Choi, et al., 2018) y LAPM (Kim, et al., 2005).

Complementariamente, se reconoce el efecto de la LBPM como un inmunomodulador, ya
que incrementa la migracién (Hiss, et al., 1981) y activacion de macrofagos (aumentando
su tamafo y la formacion de prolongaciones celulares) en modelos in vivo de ratones
(Robertson, et al., 1977). De igual forma, la LBPM favorece la migracion de linfocitos By T
(Srikanth, et al., 2015) y promueve la expresion de las metaloproteinasas 2 y 9, las cuales
participan durante el proceso de regeneracion celular durante el cierre de heridas (Sturzoiu,
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et al., 2011). Con base en lo anterior, existe la posibilidad de que las GNPs-L posean
propiedades similares en modelos in vivo, lo cual sugiere que podrian fungir como un
tratamiento que promueva la regeneracion celular en heridas agudas y cronicas.
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Figura 4. Efecto las gliconanoparticulas de levana (GNPs-L) como a) antiinflamatorios en la disminucién de la expresion del
factor de transcripcion NF-kB en macréfagos RAW-Blue en presencia de un agente proinflamatorio como un lipopolisacéarido
(LPS). b) En la promocion de la proliferacion celular de queratinocitos HaCat ante un ambiente hiperglucémico inducido
(glucosa 50 mmol IY). (cy d) En el cierre de heridas inducidas en un modelo de rasguiio en monocapa de queratinocitos
HaCat, sometidas a diferentes concentraciones de GNPs-L durante 48 h (Tomado de Valdez-Echeverria, 2021). (Las barras
de error representan la desviacion estandar, n = 3).

llliv.  GNPsS-FS COMO NANOACARREADORES

Dentro las aplicaciones en nanomedicina, una de las mas desarrolladas es el uso de GNPs
como nanoacarreadores, vehiculos de entrega, proteccion y liberacion regulada de
farmacos en tratamientos personalizados (Dickinson, et al., 2019; Ventola, et al., 2010).
Estos sistemas pueden ingresar al organismo por diferentes vias: 1) atravesando el tracto
digestivo, la piel, las vias aéreas; y 2) mediante la administracion localizada. Las GNPs
pueden ser utilizadas como nanoacarreadores, destacando por su biocompatibilidad y
biodegradabilidad, lo cual las vuelve altamente idéneas en aplicaciones terapéuticas
(Srikanth, et al., 2015). En este sentido, las GNPs-Fs poseen una potencial aplicacién como
nanoacarreadores para la encapsulacion y liberacion prolongada de farmacos, y
biomoléculas como DNA (Medrano-Villagomez, 2018) (Figura 5a y b) y proteinas como la
BSA (Figura 5c) (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020) y la insulina (Figura 5d) (Valdez-
Echeverria, 2021).

Aunque estrictamente hablando, el término “encapsulacion” se refiere al atrapamiento de
compuestos dentro de una estructura hueca o capsula, en este trabajo la definiremos como
el atrapamiento fisico dentro de la matriz del polimero que conforma a las GNPs y la
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adsorcion del compuesto en la superficie de la nanoparticula (Augustin & Hemar, 2009),
debido a que en ambos casos el compuesto asociado forma parte del nanosistema. Los
reportes sobre encapsulacién han observado un aumento en el didmetro hidrodinamico
promedio de la nanoparticula como consecuencia de la encapsulacion del compuesto cargo.
Sin embargo, en los analisis reportados en estos estudios no se ha tomado en cuenta la
distribucion poblacional.

2BkU  X48,008 8. Snmm JSM-5918LV |-
- . * .
Figura 5. Micrografias de las gliconanoparticulas de fructanas conjugadas con biomoléculas. a y b) Microscopia electrénica
de transmisién de conglomerados del conjugado de gliconanoparticulas (GNPs) de inulina-DNAp (Tomado de Medrano-
Villagomez, 2018). ¢ y d) Microscopia electrénica de transmisiéon de conglomerados del conjugado de GNPs de levana-BSA
(c) (Sezer, etal., 2011) y levana-insulina (d) (Tomado de Valdez-Echeverria, 2021).

Las GNPs-Fs pueden producirse mediante el autoensamblaje del PAPM durante la sintesis
enzimatica de fructanas (Valdez-Echeverria, 2021) y utilizando otros métodos de sintesis
guimica como la precipitacion con Na,SO. (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020). Basados
en las propiedades reportadas de las GNPs-L, nuestro equipo de trabajo propone su uso
como nanoacarreadores y a su vez como un potencial tratamiento que favorezca la
cicatrizacion en heridas. Algunos antecedentes sobre la encapsulacion de proteinas han
mostrado que las GNPs-L pueden encapsular BSA bajo diferentes concentraciones de
levana y BSA, obteniendo GNPs-L de entre 200 y 521 nm, un potencial { de entre +3.92 +
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043y +44+0.2y+7.1+0.2mV,yunaEE del 49.3 al 71.3 %, al utilizar 0.1y 0.5 % de
levana y 0.1 % de BSA, respectivamente. En dichos estudios encontraron que la liberacion
de BSA es rpida durante el primer dia (15 % de BSA) y prolongada durante 100 dias,
observando que la velocidad de liberacién no es influenciada significativamente por la
concentracion inicial de BSA durante la sintesis de GNPs-L (Xu, et al., 2020; Sezer, et al.,
2011). Polimeros similares a la composicion de la levana y que pueden formar GNPs han
mostrado su capacidad de proteger a compuestos cargo de origen proteico reduciendo la
degradacion por proteasas. Esto se observo al afiadir GNPs-1 a una emulsion de lactoferrina,
mostrando el efecto retardador de la protedlisis enzimética de la lactoferrina después de
120 min de digestion gastrica simulada con pepsina, proteccion atribuida a la formacion de
una barrera que impide la libre difusion de la pepsina (Sarkar, et al., 2018) (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de las gliconanoparticulas de inulina (GNPs-I) en la reduccién de la protedlisis enzimética de lactoferrina,
utilizando pepsina, dentro de una emulsién Pickering. a) Micrografias de microparticulas de gel de lactoferrina con presencia
de GNPs-l en forma de una capa electrodensa en la periferia de las particulas. b) Andlisis de imagen del efecto protector de
las GNPs-I contra la digestion enzimatica de lactoferrina a través del tiempo (Tomado de Sarkar, et al., 2018). (Las barras de
error representan la desviacion estandar, n = 3).

lll.Lv. DESARROLLO DE UN TRATAMIENTO PARA EL CIERRE DE HERIDAS CRONICAS

Una herida se caracteriza por el incremento en la respuesta proinflamatoria, la presencia
de un ambiente altamente proteolitico que favorece la degradacion de las IL y factores de
crecimiento que regulan el desarrollo celular (Eming, et al., 2009; Eming, et al., 2014). El
proceso de curacion requiere de la comunicacion estrecha entre los tipos celulares
residentes del tejido dafiado y células hematopoyéticas, esto se logra a través de la
liberacion de citocinas y factores de crecimiento que estimulan la proliferacion y desarrollo
celular. El proceso de regeneracion involucra cuatro fases: 1) la coagulacion o adhesion
celular, 2) la fase inflamatoria, 3) la proliferacion o granulacion y 4) la remodelacion. La
resolucion de la respuesta inflamatoria consta del incremento de mediadores
antiinflamatorios y la reduccion de los proinflamatorios, la normalizacion de la permeabilidad
vascular y de la remocion de las células proinflamatorias (Abdelkader, et al., 2016; Falanga,
2005; Eming, et al., 2014).

La interrupcién o mala regulacion de alguno de los mecanismos regenerativos conlleva al
desarrollo de una cicatrizacion excesiva (cicatrizacion hipertréfica) o defectos ulcerativos
en la piel (heridas cronicas) (Eming, et al., 2014). Las heridas crénicas son aquellas que
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tardan mas de tres meses en concluir el proceso de regeneracion del tejido dafiado y se
caracterizan por la pérdida de la homedstasis del tejido dafiado, a través de: la alta
presencia de proteasas que conducen a un estado de estrés oxidativo (Tarnuzzer & Schultz,
1996; Wilaschek, et al., 1997), el cual favorece el desarrollo de microorganismos patégenos
que provocan infecciones recurrentes (Pastar, et al., 2013; Roche, et al., 2012); la reduccién
de la presencia de células progenitoras (Stojadinovic,, et al., 2014); la degradacion de los
diferentes factores de crecimiento que participan en la regeneracion (Wlaschek, et al.,
1997); y la persistencia de una etapa inflamatoria prolongada, mediante la pérdida del
balance de la sintesis y liberacion de citocinas pro- y antiinflamatorias (Eming, et al., 2010).
En las heridas cronicas, frecuentemente se observa el incremento de citocinas
proinflamatorias como la IL-1p3, IL-6, el interferon-y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) (Beidler, et al., 2009; Feldmeyer, et al., 2007). A su vez, tiene lugar el alza en la
presencia de macrofagos proinflamatorios (M1) a comparacion de los macréfagos
antiinflamatorios (M2) (Eming, et al., 2014; Eming, et al., 2009).

Con base en las propiedades de las GNPs-Fs, en nuestro grupo de investigacion
propusimos el desarrollo de un tratamiento para heridas crénicas, utilizando GNPs-L como
sistemas de encapsulacibn de biomoléculas que presenten actividades biolégicas
deseables para su aplicacion en el tratamiento de heridas agudas y crénicas. Para ello
propusimos el uso de insulina como potenciador de la regeneracion celular, ya que posee
propiedades promotoras de la regeneracion celular, reduciendo el tiempo necesario para la
remodelacion total del area afectada en modelos animales y en pacientes humanos, sanos
y con diabetes inducida (Chen, et al., 2012; Lima, et al., 2012; Zhang, et al., 2007; Zagon,
et al., 2007; Apikoglu-Rabus, et al., 2010; Negrini, et al., 2017; Azevedo, et al., 2016). Esto
nos permitiria contar con tratamiento que podria potenciar los efectos individuales de la
levanay la insulina.

La insulina es una hormona proteica producida por las células 8 pancreaticas, con un peso
molecular de 5.8 kDa y conformada por dos cadenas peptidicas (cadena A de 21 aay B de
30 aa) unidas por dos puentes disulfuro (Huus, et al., 2005). La insulina recombinante es
obtenida por ingenieria genética mediante la expresion heteréloga de insulina humana en
modelos microbianos. En sus diferentes presentaciones comerciales, esta hormona es
estable en almacenamiento a 25 - 30 °C hasta por 48 dias y a 37 °C hasta por 45 dias
(Heinemann, et al., 2021). Adicionalmente se ha probado su estabilidad a 100 °C y
diferentes pHs, reportando una vida media de 9.3 h y 40 min, en pH 6 y 8, respectivamente
(Volkin & Klibanov, 1987). La insulina induce el reclutamiento temprano de neutrofilos,
promueve la expresion de macréfagos M2 e incrementa la expresion de la interleucina
antiinflamatoria IL-10. Ademas, esta hormona facilita la migracion de macréfagos y
queratinocitos, acelerando la reepitelizacion y la reaccion fibroblastica, mediante el alza en
la deposicion de colageno tipo | (Wang & Xu, 2020). La insulina actta sobre los receptores
dependientes de insulina (IR) y en los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF),
efecto mediado por la via de sefalizacion PI3K/AKT y MAPK/ERK, por lo cual se propuso
su implementacion en el tratamiento de heridas cronicas (Abdelkader, et al., 2016).
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La insulina aplicada como un tratamiento tdpico incrementa la velocidad de cierre de las
heridas en modelos animales sanos y con diabetes, y en pacientes diabéticos, ya que ha
mostrado la reduccién del 13 al 50 % del tiempo necesario para observar la completa
remodelacién del tejido dafiado (Anexo 1). Este efecto se debe a la actividad que posee en
la promocién de la proliferacion, migracién celular y reepitelizacion, la regulacion de la
respuesta inflamatoria y la neovascularizaciéon en el tejido dafado (Chen, et al., 2012;
Apikoglu-Rabus, et al., 2010; Zhang, et al., 2007; Lima, et al., 2012). Se ha usado insulina
de diferentes origenes bioldgicos (insulina porcina, bovina y humana) (Negrini, et al., 2017;
Chen, et al., 2012; Lima, et al., 2012) para su aplicacion en una o dos dosis diarias con
cantidades totales de hormona que se encuentran entre las 0.03 (Chen, etal., 2012) y5U
(Zagon, et al., 2007; Negrini, et al., 2017), observando resultados similares.

Se ha propuesto la encapsulacion de insulina con fines terapéuticos, utilizando
nanoparticulas formadas con biopolimeros como el quitosano (Al-Qadi, et al., 2012;
Fernandez-Urrusuno, et al., 1999) y el almidén (Jain, et al., 2008). Particularmente, se han
aplicado conjugados con insulina para promover el cierre de heridas en modelos animales
con diabetes inducida, en los cuales destaca el uso de una dosis al inicio del estudio,
permitiendo obtener resultados similares a la aplicacién diaria de la insulina (Abdelkader, et
al., 2016; Li, etal., 2019; Lee, et al., 2020; Ehterami, et al., 2018) (Anexo 2). Adicionalmente,
las GNPs de quitosano poseen propiedades promotoras de la migracion y proliferacion
celular. Sin embargo, al combinarse en un conjugado de quitosano-insulina, no se
encontraron diferencias al utilizar las GNPs, la insulina o el conjugado. Este efecto se
atribuye a la alta estabilidad del complejo por la presencia de sustituyentes amino en la
estructura quimica del quitosano, los cuales confieren una fuerte atraccién electrostética
entre la insulina y la cadena de polimero, ocasionando la incapacidad de liberar la hormona
para llevar a cabo su accion biolégica (Ribeiro, et al., 2020). Por lo anterior, el desarrollo de
sistemas de encapsulacion de insulina en polimeros con propiedades promotoras de la
regeneracion celular, como lo es la levana (neutros), podria favorecer la liberacién de la
hormona y por tanto la accién conjunta de ambos compuestos.

Con esta vision en mente, Valdez-Echeverria (2021) reporté la sintesis de GNPs de levana-
insulina (GNPs-LIns), demostrado el encapsulacion de la hormona durante la sintesis
enzimatica, utilizando la LS SacB H243L (Valdez-Echeverria, 2021). Este autor obtuvo
GNPs-LIns de 155 nm, con un IPD de 0.13 que sugiere una poblacion monodispersa,
ademas reportdé una EE del 61 % y estimé una capacidad de carga (CC) de 1.8 ug de
proteina / mg de GNPs-LIns, al usar una concentracién de insulina durante la sintesis
enzimatica de las GNPs-LIns (30 pg ml?). Sin embargo, aln no existe un estudio sobre el
proceso de sintesis enzimatica, de la determinacion de la CC maxima de este sistema de
encapsulacion y tampoco se ha implementado un método de purificacién del conjugado de
GNPs-LIns. Esta informacién nos permitird conocer si es posible obtener un sistema de
GNPs-LIns que proporcione la dosis reportada de ambos compuestos, 2.5 a 5 mg de levana
(Valdez-Echeverria, 2021) y 0.03 a 5 U (Negrini, et al., 2017; Chen, et al., 2012) para
observar las respuestas bioldgicas esperadas en futuros ensayos.
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Justificacion

Dentro de la nanomedicina, se propuso el uso de nanoparticulas biopoliméricas como
nanoacarreadores de biomoléculas. Particularmente, gliconanoparticulas como las de
fructanas presentan un gran potencial por su biocompatibilidad y biodegradabilidad.
Especificamente, las gliconanoparticulas de levana poseen la propiedad de
nanoestructurarse durante la sintesis enzimatica del polimero. Ademas, promueven la
proliferacibn celular, actian como inmunomoduladores y poseen propiedades
antiinflamatorias, por lo cual se propuso su uso como nanoacarreadores de biomoléculas
que favorezcan la cicatrizacion, para su aplicacion como un posible tratamiento en el cierre
de heridas. De esta forma se selecciond la insulina, ya que al incrementar la velocidad de
cicatrizacion de las heridas al aplicarse como un tratamiento tépico, acelerando la
reepitelizacion de la epidermis, debido a que regula la respuesta inflamatoria e incrementa
la migracion y proliferacion celular. Sin embargo, ain no existe un estudio sobre el proceso
de sintesis enzimatica y de la purificacion de las gliconanoparticulas de levana-insulina, asi
como de la determinacién de la capacidad de carga maxima de este sistema. Por esta razdn,
en este proyecto se llevo a cabo un estudio del proceso de sintesis del conjugado levana-
insulina, se desarrollé un método de purificacion del conjugado que nos permitié determinar
los parametros de encapsulacion, con el fin de analizar la factibilidad del proceso de
produccion y generar un sistema con la cantidad reportada de insulina y levana para su
futura aplicacién en pruebas biolégicas y posteriormente como tratamiento para mejorar el
proceso de cicatrizacién en heridas crénicas.

Hipotesis
El cambio de la concentracion de insulina en la reaccién enzimatica de sintesis de

conjugado levana-insulina permitird obtener la relacion reportada de levana/insulina que
mejora la cicatrizaciéon en heridas.

Objetivos

Objetivo general:
Estudiar la encapsulaciéon de insulina en gliconanoparticulas de levana.
Objetivos particulares:

1. Analizar el efecto de la concentracién de insulina en la reaccidon enzimatica de
sintesis de levana, y las caracteristicas de las gliconanoparticulas de levana y
levana-insulina.

2. Implementar un protocolo de purificacién de las gliconanoparticulas de levana y el
conjugado de levana-insulina.

3. Determinar el efecto de la concentracion de insulina en los parametros de

encapsulacion del conjugado levana-insulina.
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Capacidad de carga (CC).

|

|

|

Determinacion de:

* Consumo de sacarosa (DNS)

* Produccion de polimero
(hidrdlisis &cida/DNS)

» Diametro hidrodinamico
promedio e indice de
polidispersién (DLS)

» Potencial Z (ELS)

Cuantificacién de:
» Polimero recuperado
(hidrdlisis acida/DNS).
» AzUcares residuales
(hidrolisis acida/DNS).
» Proteina residual (Bradford).

PE = proteina inicial (ug) — proteina soluble (ug)

_ PE (ug)
EE(%) - proteina inicial (ug) x100
PE
cect®y - (kg)
mg”  GNPs- L (mg) + PE (mg)
PE (11g)

~ GNPs - LIns (mg)
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Capitulo 2

MATERIALES Y METODOS

1. PRODUCCION DE LA LEVANSACARASA SACB H243L
1.1. Preparacion de células electrocompetentes

La preparacion de células electrocompetentes se hizo siguiendo el protocolo recomendado
por el proveedor Bio-Rad (Catalog Number 165-2100) con algunas modificaciones. En 25
ml de medio YENB se colocé una muestra de aproximadamente 2 ml de bacterias
electrocompetentes Escherichia coli BL21(DE3) o DH5a (New England) y se incubaron
durante 12 h a 37 °C y 200 rpm. Se inocularon 200 ml de medio YENB fresco con 2 ml de
fermentado, se incubaron a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DO de 0.5 - 0.7 a una A
600 nm. Se recuperaron las células por centrifugacion a 4 °C y 8,000 rpm por 15 min. Se
hicieron tres lavados con agua ultrapura estéril suspendiendo las células y centrifugando
nuevamente. Se hizo un lavado con glicerol estéril al 10%. Se suspendié en 0.5 ml de
glicerol estéril al 10%. Finalmente, se colocaron alicuotas de 60 ul en microtubos estériles
y se almacenan a -80 °C hasta su uso.

1.2. Transformacién genética

La levansacarasa SacB H243L es una mutante derivada de la levansacarasa de Bacillus
subtilis, la cual se caracteriza por la produccién exclusiva de levana de alto peso molecular
bajo condiciones especificas de reaccién (amortiguador de acetatos 50 Mm + CaCl; 1 mM,
pH 6, 5.5 ug ml* de enzima, 100 g I'* de sacarosa, 37 °C y 350 rpm) (Raga-Carbajal, 2019).
La transformacion genética se hizo siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor
Bio-Rad (Catalog Number 165-2100) con algunas modificaciones. Escherichia coli DH5a y
E. coli BL21(DE3) se transformaron con la construccion SacB H243L:pET22b+ (6,748 bp).
E. coli DH5a se utilizé para la produccion y purificacion del plasmido, mientras que E. coli
BL21(DE3) se emple6 para la expresion de la fructansacarasa SacB H243L. Para la
transformacién se tomaron 150 ng del pldsmido y se mezclaron con 60 pyL de células
electrocompetentes, las cuales se sometieron a un choque eléctrico en un electroporador
MicroPulser™ de BioRad. Las células se suspendieron en 0.5 ml de medio LB liquido y se
incubaron a 37 °C y 300 rpm durante 1 hora, después de lo cual se sembraron en 20 ml de
medio LB sélido, adicionado con 200 pug mlt de ampicilina. Se incubaron durante 12-16 h a
37 °C. Para la purificacion de plasmido se utiliz6 el paquete Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit
de Zymo Research, siguiendo las indicaciones del proveedor. La integridad de la
construccién se corrobor6 mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% (Anexo 3). La
presencia de la mutacion de la SacB H243L se corrobor6 mediante secuenciacion por
sintesis utilizando los oligonucleétidos complementarios a la secuencia del promotor T7 5°-
TAATACGACTCACTATAGG-3" y terminador T7 5"-CCGCTGAGCAATAACTAGC-3".
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1.3. Expresién heter6loga de SacB H243L

Se inocularon 25 ml de medio liquido LB adicionado con 200 pg ml* de ampicilina, con una
colonia bacteriana y se incub6 de 12-16 h a 37 °C y 200 rpm. En un matraz Fernbach se
colocé 1 L de medio LB adicionado con 200 pg mlt de ampicilina se inoculé con 10 ml de
del cultivo bacteriano y se incub6 a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DO de 0.5- 0.6 a
una A 600 nm. Se indujo la expresion de SacB H243L con 0.2 mM de isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) a 18 °C y 120 rpm, durante 8 h. El cultivo bacteriano se separ6
en cuatro volimenes de 250 ml y se recuperaron las células por centrifugacion a 10,000
rpm durante 15 min a 4 °C. Se hicieron dos lavados con amortiguador de acetatos 100 mM
pH 6, centrifugando después de cada lavado. Finalmente, las células se congelaron a -
20 °C hasta su uso (Raga-Carbajal, 2019).

1.4. Purificacion de la levansacarasa SacB H243L

Lisis celular: Las células se suspendieron en una solucién de lisozima 1 mg ml?* con
amortiguador de acetatos 100 mM pH 6 y se mantuvieron en incubacién en hielo durante
30 min. La mezcla se congeldé en hielo seco/acetona y se descongelé en agua fria,
repitiendo el proceso tres veces. Se adicion6 amortiguador de acetatos 100 mM hasta
alcanzar un volumen de 30 ml. Se sonicé con nueve pulsos de 10 s encendido y 30 s
apagado a una amplitud de 70 %. Finalmente, se centrifugd a 10,000 rpm durante 40 min a
4 °C, se recuperd la fraccion soluble, se volvié a centrifugar y finalmente se separo6 el
extracto celular para su uso posterior.

Purificacién de la enzima: La enzima se purificd por cromatografia rapida de proteinas
(Fast protein liquid chromatography, FPLC) de intercambio cati6nico en dos columnas
conectadas en serie HiTrap CM-sepharosa Fast Flow (GE Healthcare) de 5 ml. La columna
se equilibré con 5 volumenes de amortiguador de acetatos 100 mM pH 6 empleando una
bomba peristaltica. El extracto se recircul6é durante 20 min a un flujo de 5 ml min. El lavado
y elucién se realizaron en un equipo AKTA prime (Amersham Pharmacia Biotech). El lavado
se hizo con amortiguador de acetatos de 100 mM pH 6 durante 20 min a un flujo de 5 ml
min. La elucién se realiz6 con amortiguador de acetatos 1 M pH 6, con un flujo de 5 ml
min™? y una presion de 0.3 MPa (Anexo 4A). Para identificar las fracciones que contenian a
la enzima, se hizo el ensayo de actividad enzimatica por determinacién de azucares
reductores con DNS. Las fracciones con actividad enzimatica se analizaron mediante
electroforesis desnaturalizante (SDS-Page) (Anexo 4B) y se seleccionaron las fracciones
con menor presencia de impurezas, posteriormente se concentraron por ultrafiltracion en
un ultrafiltro con punto de corte de 30 kDa (Amicon®) a 6,000 rpm a 4 °C. La enzima
concentrada se lavo tres veces con amortiguador de acetatos 50 mM pH 6 adicionado con
1 mM de CaCl, y se suspendio en un ml del mismo amortiguador (Raga-Carbajal, 2019), se
hicieron alicuotas de 50 ul y se almacenoé a -20 °C hasta su uso.

1.5. Solubilizacién de insulina

Se utilizé insulina recombinante humana (SAFC Biosciences™, SIGMA). Se solubilizd
siguiendo las instrucciones del proveedor en una solucion HCI 10 mM (pH 2). Una noche
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antes de cada ensayo, se preparé una solucion madre de insulina con 4 mg ml?t. La
concentracion de la solucion madre se corroboré con el ensayo de cuantificacion de
proteina de Bradford.

2. ANALISIS DE PROTEINA
2.1. Cuantificacién de proteina

La concentracién de enzima SacB H243L se cuantifico por el método de Bradford, utilizando
la solucién reactiva Protein Assay (Bio-Rad®). Todos los ensayos se hicieron por triplicado,
midiendo la absorbancia a una A de 595 nm. Como control se utilizé una curva de calibracion
con albumina sérica bovina (BSA) (Bradford, 1976).

2.2. Electroforesis desnaturalizante (SDS-Page)

Se utilizé gel de poliacrilamida al 10 % y se colocaron 10 pl de muestra por carril. La muestra
de proteina se mezclo previamente con 5 pl de amortiguador de carga compuesto por 0.124
M tris-HCI pH 6.8, 4 % SDS (w/v), 10 % glicerol (v/v), 10 % de B-mercaptoetanol (v/v) azul
de bromofenol 0.05 % (w/v). La electroforesis se hizo bajo un campo eléctrico de 20 mA
durante aproximadamente 1.5 h. Finalmente se tifié el gel con una solucién de azul de
Coomasie 0.125 %.

2.3. Ensayo de actividad enzimatica

La actividad enzimatica de SacB H243L se determind mediante el ensayo de cuantificacion
de azucares reductores con &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Se prepararon
diluciones de la enzima en 500 pl de amortiguador de acetatos 50 mM adicionado con 1
mM de CaCl2 pH 6. Se agregaron 100 ul de sacarosa 600 g It para una concentracion final
de 100 g I'* dejando la reaccién por 10 min. Se tomaron alicuotas de 50 pl de reaccién y se
afiadieron 50 pl de reactivo DNS. Se calent6 la mezcla en agua en ebullicion durante 5 min
y se enfrié a 4 °C por 5 min. Se midio6 la absorbancia de cada muestra a una A de 540 nm.
Se selecciond la dilucion cuya absorbancia se acercase a 1 y se repitid la reaccion
enzimatica tomando alicuotas a los tiempos 0, 2.5, 5, 7.5 y 10 min. Se obtuvo una actividad
especifica de 167.15 + 0.296 U mg* (Anexo 5), similar a la reportada previamente, 160.3 U
mg* (Ortiz-Soto, et al., 2008) y 177.5 U mg* (Valdez-Echeverria, 2021).

Para determinar la actividad volumétrica se utilizé la ecuacion:

mexp
Mpys

U 1 1
AV () = ( )(P—%)(V)(V—E)
En la cual AV = actividad volumétrica (U ml?), mey = pendiente experimental (Abs min™?),
mons = pendiente de curva de calibracion con DNS (Abs/mg ml?), PM, = peso molecular de
productos de reaccion (fructosa/glucosa 0.180156 mg umol?), V = volumen total de ensayo
(0.6 ml) y Ve = volumen de la muestra utilizado (ml).

La actividad especifica de proteina total y de la enzima pura se obtuvo como:
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LU AV

AE
E E

En la cual AE = actividad especifica (U mg™), Vr = volumen total de la muestra (ml) y E =
cantidad de proteina (mg). Se obtuvo la pendiente de la recta por regresion lineal y se
determinaron las actividades volumétrica y especifica. Se utiliz6 una curva de calibracién
de glucosa/fructosa (en concentracién equimolar) en concentraciones 0.5 a 2 mg ml™.
Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

3. PRODUCCION DE LAS GLICONANOPARTICULAS Y GLICONANOCONJUGADO
3.1. Sintesis de gliconanoparticulas de levana (GNPs-L)

La sintesis de GNPs-L se hizo bajo las condiciones de reaccion previamente reportadas
para la produccion de levana de alto peso molecular con la mutante SacB H243L (Raga-
Carbajal, 2019) con algunas modificaciones. En un microtubo se colocaron 500 ul de
amortiguador de acetatos 50 mM pH 6 adicionado con 1 mM de CaCl,. Para mantener el
volumen inicial de la reaccién (600 pl) se retir6 el volumen necesario para adicionar las
concentraciones deseadas de enzimay posteriormente se afiadi6 el volumen de la solucién
concentrada de SacB H243L a una concentracion final de 0.1 uM (5.5 ug ml?). La mezcla
con la enzima y una solucién concentrada de sacarosa (600 g I'?) se incubaron a 37 °C y
350 rpm, durante 5 min. Para inicial la sintesis de levana se adicionaron 100 ul de la solucién
de sacarosa 600 g I, dejando una concentracion final de 100 g I*. Las muestras se
incubaron a 37 °C y 350 rpm, durante 24 h. Se inactivd la enzima por congelamiento en
hielo seco/acetona y calentamiento en agua en ebullicién durante 25 min, se incubé durante
5 min a 4 °C. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

3.2. Sintesis de gliconanoparticulas de levana-insulina (GNPs-LIns)

La sintesis de GNPs-LIns se realiz6 bajo las mismas condiciones descritas previamente
para la sintesis de GNPs-L. Se retir0 el volumen necesario para adicionar las
concentraciones deseadas de insulina en concentraciones finales de 30, 60, 80, 90y 120
pg ml. Las concentraciones de insulina se seleccionaron con base en el trabajo de Valdez-
Echeverria (2021) (30, 60 pg ml?). La mezcla de enzima/insulina y una solucién
concentrada de sacarosa (600 g I'') se incubaron a 37 °C y 350 rpm, durante 5 min. Para
inicial la sintesis de levana se adicionaron 100 pl de la solucién de sacarosa 600 g I?,
dejando una concentracion final de 100 g I'*. Las muestras se incubaron a 37 °C y 350 rpm,
durante 24 h. Se inactivdo la enzima por congelamiento en hielo seco/acetona y
calentamiento en agua en ebullicion durante 25 min, se incub6 durante 5 min a 4 °C. Las
muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

3.3. Estimacién del consumo de sacarosa

La estimacién del consumo de sacarosa se determind mediante la liberacién de azlcares
reductores. Se tomaron alicuotas de la reaccion de sintesis de GNPs-L y GNPs-LIns a los
tiempos 0, 2.5, 4, 6, 9, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 y 28 h y se determiné la concentracion
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de los azUcares liberados mediante el ensayo de cuantificacién de azlcares reductores por
DNS (Miller, 1959).

4. CARACTERIZACION DE LAS GNPs-L Y GNPs-LINS

4.1. Determinacion del diametro hidrodindmico promedio e indice de
polidispersion (IPD)

El diametro hidrodinamico o tamafio de las nanoparticulas y el indice de polidispersion (IPD
o Polydyspersion index, PDI) se determinaron mediante la técnica de dispersion de luz
dindmica (Dynamic light scattering, DLS), utilizando el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS
(ZEN3600) y una celda de cuarzo QS Hellmar Analytics de 3 mm. Se prepar6 una dilucion
en relacion 3:14 v/v (levana: amortiguador) de cada muestra previo a su analisis. Las
mediciones se hicieron utilizando el indice de refraccién del agua (1.33 ml g?) y el indice de
refraccion de la levana disuelta en agua desionizada (1.472 ml g?) (Lauren, et al., 1975), a
una temperatura de 25 °C con un tiempo de estabilizacion térmica de 60 s.

4.2. Determinacién del potencial

El potencial ¢ se determind mediante la técnica de dispersion de luz electroforética
(Electrophoretic light scattering, ELS) utilizando el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS
(ZEN3600) y una celda de capilar curva DTS1060 Malvern Panalytical. Se prepar6 una
dilucién 3:14 viv de cada muestra previo a su andlisis.

5. CUANTIFICACION DE LEVANA POR HIDROLISIS ACIDA ACOPLADA CON DNS (HA/DNS)

Con el objetivo de contar con un método rapido y sencillo para cuantificar la cantidad de
polimero producido en las reacciones de sintesis de GNPs, se implement6 el método de
cuantificacion de polimero mediante hidrélisis acida, acoplado a la determinacion de
azucares reductores con DNS (HA/DNS). La hidrdlisis acida es un método que permite
hidrolizar los polimeros de carbohidratos para liberar los monosacaridos que los conforman.
En el caso de la levana, este método libera principalmente fructosa, la cual se cuantifica
mediante la determinacion de azlcares reductores por DNS (Miller, 1959).

5.1. Tiempo necesario para hidrolizar levana

La cuantificacién de levana por HA/DNS se hizo siguiendo el protocolo un protocolo
previamente reportado (Avila-Fernandez, et al., 2011) con algunas modificaciones.
Inicialmente, se determind el tiempo necesario para hidrolizar una concentracion conocida
de levana de alto peso molecular (LAPM, ~2,300 kDa) de SacB de Bacillus subtilis. Para
ello, se prepar6é un concentrado de levana 30 g I, utilizando HCI 0.617 M como solvente.
Se incubaron 200 ul de la solucién a 60 °C y 450 rpm, durante 2:20 h. La hidrélisis se detuvo
con el mismo volumen de NaOH 1 M. Se mezclaron 10 pl de hidrolizado con 70 pl de agua
y 80 pl de DNS. Las muestras se hirvieron en agua en ebullicion durante 5 min, se enfriaron
a 4 °C durante 5 min, después de lo cual se afadieron 800 pl de agua y se midio la
absorbancia a una A de 540 nm. Se cuantificé la concentracion de azUcares reductores
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utilizando la curva de calibracion de glucosa/fructosa del método de DNS, considerando
que la concentracion de azucares reductores es equivalente a la concentracion de levana
hidrolizada. Se determind la hidrélisis total de la levana al cuantificar los 30 g I* iniciales de
polimero y no ver diferencias en la concentracion de polimero después de 2:20 h de
incubacién. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

5.2. Curva de calibracion para la cuantificacion de polimero por HA/DNS

A partir del concentrado de levana 30 g I, se prepararon soluciones con diferentes
concentraciones de levana (0, 5, 10, 15, 20 y 30 g I') utilizando HCI 0.617 M, como solvente.
Las soluciones se hidrolizaron y cuantificaron siguiendo el método de HA/DNS previamente
descrito. Se construy6 un gréfico de concentracién de levana contra absorbancia y se
obtuvo la ecuacion de la recta mediante regresion lineal (Tabla 1). Todos los ensayos se
hicieron por triplicado.

5.3. Validaciéon del método de cuantificacion de polimero por HA/DNS

Se hizo la validacién parcial del método con base en los lineamientos de la International
Conference on Harmonization guidelines (ICH, 1996), utilizando los pardmetros de
linealidad, precision y exactitud. La validacion se llevé a cabo analizando tres soluciones
problema de levana/fructosa/glucosa/sacarosa con concentraciones conocidas (5/5/10/80,
15/15/30/40 y 25/25/50/0 g I'Y), simulando las condiciones de reaccién de la sintesis de
GNPs-L. Las soluciones problema se analizaron mediante tres técnicas distintas,
incluyendo la técnica a validar de HA/DNS.

La validacién de la cuantificacién de levana se hizo utilizando dos técnicas cromatograficas
estandarizadas. La primer técnica se enfoco en la cuantificacion de levana y la segunda en
la de azUcares simples como monosacaridos (glucosa/fructosa) y disacaridos (sacarosa):

1. Cromatografiade exclusion tamafio de altaresolucién (SEC-HPLC). La distribucion
de la LAPM se analiz6 por HPLC con un detector de indice de refraccion (Jasco IR-
4030). Se empledé un sistema en serie de columnas Waters Ultrahydrogel™:
Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 mm) con un indice
de exclusion entre 0.5 y 10,000 kDa. Se realiz6 una elucién isocratica a una
temperatura de 35 °C, con una fase de nitrato de sodio (NaNOs3) 0.1 M a un flujo de 0.8
ml min-t,

2. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). La cuantificacion de azulcares
simples se llevé a cabo en un sistema Dionex ICS-5000+ DC, equipado con un inyector
Dionex AS-AP, un detector de indice de refraccion Jasco IR-4030 y una columna
Hypersil GOLD™ Amino 250 x 4.6 mm, manteniendo una temperatura de 35 °C y
usando una fase movil de acetonitrilo/agua (75:25) a un flujo de 1 ml min-t,

Linealidad: Cada curva de calibracion se graficé, se evalué la linealidad por regresion lineal
al obtener los coeficientes de correlacion (R?), de variacion (CV %) y la ecuacion de la curva
(Tabla 1y Figura 7).
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Tabla 1. Coeficientes de linealidad (R?), de variacion (CV %) y ecuacion de la recta obtenidos para
las curvas de calibracién de los diferentes métodos de cuantificacién de polimero con hidrélisis acida
(HA/DNS) y cromatografia de exclusion de tamafio de alta resoluciéon (SEC-HPLC), y cuantificacion
de monosacaridos (fructosa/glucosa) y disacaridos (sacarosa). (Desviacion estandar n = 3).

Cv

Método R? %) Ecuacién
HA/DNS 0.997 4.49 y =0.0302 x - 0.0126
SEC-HPLC 0.997 4.69 y =109806.4 x - 28449.075
Fructosa-HPLC 0.991 6.49 y = 1502662.9 x + 62798.443
Glucosa-HPLC 0.999 2.69 y =1475190.0 x - 127412.15
Sacarosa-HPLC 0.999 3.06 y =1628754.5 x - 111178.69
10 1 4 - 4.00E+06 LE+07 7 )
09 1____ A Fructosa-HPLC
0 - 'S-Ié\c/_zl:fc 3.50E+06 1.E407 1 Glucosa-HPLC
| 3.00E406 Sacarosa-HPLC
<07 - 1.E+07 -
S 06 - 2.50E+06
3 5 8.E+06 -
805 A  2.00E406 3 Fl
-'gu 0.4 1 | 1508406 % | 6406 7
<037 L 1.00E+06 4.E406 1
0.2
041 -  5.00E+05 2.E+06 1
0.0 } : t t : 0.00E+00 0.E+00 i i . ,
0 5 10 15 20 25 30 0 2 a4 6 8
Levana (g 1) GFS (g 1Y)

Figura 7. Regresion lineal para la cuantificacion de: a) levana mediante los método de hidrdlisis acida acoplado con DNS
(HA/DNS) y cromatografia de exclusion tamafio de alta resolucién (SEC-HPLC); b) glucosa, fructosa y sacarosa mediante
HPLC.

Analisis de muestra problema: la concentracion de levana en las muestras problema se
cuantific6 mediante el método de HA/DNS. Se tomaron 200 upl de cada muestra y se
mezclaron con 1.5 volimenes de etanol, agitando vigorosamente por inversién e incubaron
durante 1 h a4 + 0.5 °C. Las muestras se centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C,
se retir0 el sobrenadante y se hicieron dos lavados con cuatro volimenes de etanol absoluto,
agitando vigorosamente, centrifugando bajo las mismas condiciones y retirando por
completo el sobrenadante después de cada lavado. Se evapor6 el solvente remanente en
un horno a 60 °C durante al menos 10 min. La levana precipitada se suspendi6 en 200 pl
de HCI 6.17 M, para ello se agité vigorosamente e incubé a 60 °C y 450 rpm, por 2:20 h,
repitiendo la agitacion vigorosa cada 30 min. La hidrdlisis se detuvo con el mismo volumen
de NaOH 1 M. Se mezclaron 10 pl de hidrolizado con 70 pl de agua y 80 ul de DNS. Las
muestras se hirvieron en agua en ebullicién durante 5 min, se enfriaron a 4 °C durante 5
min, después de lo cual se afiadieron 800 ul de agua y se midio la absorbancia a una A de
540 nm. Se cuantificé la concentracion de levana utilizando la curva de calibracion de levana.
Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Precision y exactitud del método HA/DNS en la cuantificacién de levana: se utiliz6 el
método para la cuantificacion de la concentracion promedio de levana y el porcentaje de
levana recuperada, respectivamente, asi como el coeficiente de variacién (CV %) de las
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tres repeticiones analizadas por concentracion conocida de las muestras problema (Tabla
2). Se compararon los resultados obtenidos mediante este método contra la determinacion
de levana y azucares por HPLC.

Tabla 2. Concentraciéon promedio recuperada, promedio de recuperacion y coeficiente de variacion (CV %) calculados para
las soluciones problema de levana/fructosa/glucosa/sacarosa (5/5/10/80, 15/15/30/40 y 25/25/50/0 g I'*), mediante los
diferentes métodos de cuantificacion de polimero con hidrélisis acida (HA/DNS) y cromatografia de exclusion de tamafio de
alta resolucion (SEC-HPLC), y cuantificacion de monosacéridos (fructosa/glucosa) y disacaridos (sacarosa) (HPLC).
(Desviacion estandar n = 3).

Concentracion muestra

Método pr(()bllel;na Promedi?grﬁ(;uperado Recur();)r)acién (CO/?;/)
oF

" 5 510 =+ 0.40 102.0 * 0.079 7.75

< Z 15 1492 + 0.67 995 + 0.044 4.46

25 2440 * 0.22 97.6 + 0.009 0.90

" O 5 497 + 0.08 99.3 + 0.015 1.54

ﬁ T 15 16.80 * 0.37 112.0 =+ 0.025 2.20

- 25 25.33 + 0.10 101.3 + 0.004 0.40

s o 5 486 =+ 0.01 97.2 + 0.001 0.13

Ssa 15 1484 + 0.46 989 + 0.031 3.09

e E 25 2478 + 0.05 99.1 + 0.002 0.20

o O 10 10.87 + 0.02 108.7 + 0.002 0.22

% b ; 30 3255 + 0.79 1085 + 0.026 2.43

50 50.68 =+ 0.25 101.4 + 0.005 0.50

£ .0 80 78.76 + 0.77 98.4 + 0.010 0.98

S8y 40 3835 + 0.83 959 + 0.021 2.15
»° T 0 0.00 + 0.00 0.0 + 0.000 :

6. PURIFICACION DE GNPs-L Y GNPsS-LINS MEDIANTE PRECIPITACION CON SOLVENTES

Precipitacion de levana con etanol o isopropanol: se utilizé una solucion de levana 20
g I'* y levanal/insulina 60 ug mi. Se tomaron 200 pl de cada solucién y se mezclaron con
diferentes volimenes de etanol absoluto o isopropanol (0, 1, 1.5, 2 y 3 volumenes), agitando
vigorosamente por inversion. Las muestras se incubaron durante 1 h a 4 + 0.5 °C, se
centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y se evaporo el
solvente dentro de un horno a 60 °C. Se cuantificd la concentracion de levana recuperada
mediante el método de HA/DNS. Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Azlcares residuales solubles en presencia de etanol o isopropanol: se utilizaron
soluciones de sacarosa y glucosa/fructosa (relacion equimolar) 100 g I'*. Se tomaron 200
de cada solucion y se mezclaron con diferentes volumenes de etanol absoluto o isopropanol
(0, 1, 1.5, 2 y 3 volumenes), agitando vigorosamente. Las muestras se incubaron durante 1
h a4+ 0.5 °C, se centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. Se tomaron 200 pl de
sobrenadante, a los cuales se les evaporo6 el solvente dentro de un horno a 60 °C, teniendo
cuidado de mantener la cristalinidad de la solucién. Los azlcares recuperados se
solubilizaron en 200 pl de agua destilada, la sacarosa se hidroliz6é por el método de HA 'y
en ambos casos se cuantificd la concentracién de azlcares reductores con el ensayo de
DNS (Miller, 1959). Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Insulina residual soluble en presencia de etanol: se utilizaron soluciones de insulina 30,
60, 90 y 120 ug mlt. Se tomaron 200 ul de cada solucion y se mezclaron con diferentes
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volumenes de etanol absoluto (0, 1, 1.5, 2 y 3 volumenes), agitando vigorosamente por
inversion. Las muestras se incubaron durante 1 h a 4 + 0.5 °C, se centrifugaron a 15,000
g durante 20 min a 4 °C. Se tomaron 400 ul de sobrenadante, a los cuales se les evaporo
el solvente dentro de un horno a 60 °C. La insulina recuperada se solubiliz6 en agua
destilada y se cuantificd la concentracion de proteina mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Precipitacién de insulina en presencia de levana: se utilizaron soluciones de insulina
con 30, 60, 80 y 90 ug ml?, solas y en combinacién con 20 g I* de levana. Se tomaron 200
pl de cada solucién y se mezclaron con diferentes volumenes de etanol absoluto (0, 1, 1.5,
2 y 3 volimenes), agitando vigorosamente. Las muestras se incubaron durante 1 ha 4 £
0.5 °C, se centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. Se tomaron 400 ul del
sobrenadante, a los cuales se les evaporé el solvente dentro de un horno a 60 °C. La
insulina recuperada se solubiliz6 en agua destilada y se cuantifico la concentracion de
insulina mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Todos los ensayos se hicieron
por triplicado.

6.1. Purificacion de GNPs-L y GNPs-LIns

Se utilizaron reacciones de sintesis de GNPs-L y GNPs-LIns de 24 h de incubacion con
insulina 30, 60, 80, 90 ug mlt. Se tomaron 200 ul de las reacciones enzimaticas y se
mezclaron con 1.5 volimenes de etanol absoluto, agitando vigorosamente por inversion
Las mezclas se incubaron durante 1 h a 4 = 0.5 °C y se centrifugaron a 15,000 g durante
20 min a 4 °C. El sobrenadante se separ6 del precipitado y se almacend para su posterior
tratamiento y analisis. Las GNPs-L y GNPs-LIns precipitadas se lavaron dos veces con
cuatro volimenes de etanol absoluto, agitando vigorosamente, centrifugando bajo las
mismas condiciones y retirando por completo el sobrenadante después de cada lavado.
Finalmente se evaporé el solvente remanente en un horno a 60 °C durante al menos 10 min
y se almacenaron las GNPs-L y GNPs-LIns purificadas a temperatura ambiente hasta su
uso.

7. METODO DE DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACION (EE) Y CAPACIDAD
DE CARGA (CC)

Para la determinacién de la EE y CC, se cuantifico la concentracién de proteina soluble (ug
ml?t) y levana (mg ml?t), en el sobrenadante y GNPs-LIns, respectivamente. Para la
cuantificacion de proteina soluble se tom6 una alicuota del sobrenadante y se evapor6 por
completo el solvente en un horno a 60 °C, cuidado mantener la cristalinidad de la muestra.
La concentracion de proteina se determind mediante el método de Bradford (Bradford,
1976). Mientras que la cuantificacion de la concentracion de levana en las GNPs-LIns se
obtuvo mediante el método de HA/DNS.

7.1. Cuantificacion de proteina encapsulada (PE)

Se calcul6 como la diferencia entre la cantidad de proteina inicial (tiempo 0 h de reaccion)
y proteina soluble (después de 24 h de reaccion), en las reacciones de sintesis de GNPs-



CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS |25

LIns. La cantidad de proteina inicial y soluble (ug) se calculd multiplicando la concentracion
de proteina (ug ml) por el volumen de reaccién de 0.6 ml.

PE (ug) = proteina inical (ug) — proteina soluble (ug)

7.2. Determinacién de la eficiencia de encapsulacion (EE)

La eficiencia de encapsulacion (EE) se calculd6 como el cociente de la cantidad de la
proteina encapsulada (ug) entre la cantidad de proteina inicial (ug), multiplicado por 100.

PE (ug)
proteina inicial (ug)

EE (%) = (100)

7.3. Determinacion de la capacidad de carga (CC)

La capacidad de carga (CC) se calcul6 como el cociente de la cantidad de proteina
encapsulada (ug), entre el peso de las GNPs-LIns (mg). El peso de las GNPs-LIns se
calculé como la sumatoria del peso de la levana (mg) y de la proteina encapsulada (mg).
Para calcular el peso de cada compuesto en la reaccion, se multiplico la concentracion de
proteina y levana por un volumen de reaccién de 0.6 ml.

cc (& ) _ PE (ug) __ PEQ9)
mg GNPs-L(mg)+ PE (mg) GNPs-LIns (mmg)
8. ANALISIS ESTADISTICO

En todos los experimentos se calculé la media y desviacién estandar de tres repeticiones
independientes. Los datos se analizaron mediante el Analisis de Varianza (ANOVA), aplicando los
analisis post-hoc de Tukey y Bonferoni cuando se encontraron diferencias significativas. El analisis
de datos se hizo con el software GraphPad Prism 8.0.1.
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Capitulo 3

RESULTADOS Y DISCUSION

9. PRODUCCION DE GLICONANOPARTICULAS Y GLICONANOCONJUGADO

9.1. Efecto de la presencia de insulina en la reaccién enzimatica de la
levansacarasa SacB H243L

Raga-Carbajal, et al. (2016) demostraron que las condiciones de reaccibn modulan la
sintesis de LAPM al utilizar la LS SacB. En su trabajo comprobaron que el incremento en la
concentracion de proteina en la reaccion enziméatica de sintesis de levana, provocd un ligero
cambio en la cantidad de polimero producido, al afiadir albimina o lisozima hasta una
concentracion final 10 veces mayor a la concentracién de enzima (55 ug ml?). Por esta
razon, con la finalidad de estudiar si la adicion de insulina durante la sintesis de las
gliconanoparticulas de levana-insulina (GNPs-LIns) afecta la reaccién enzimética, se
monitorearon reacciones de sintesis de gliconanoparticulas de levana (GNPs-L) y GNPs-
LIns estimando el consumo de sustrato (sacarosa) mediante la cuantificacion de azlcares
reductores con DNS, la cantidad de polimero sintetizado por HA/DNS, asi como el tamafio
del glicoconjugado (didmetro hidrodinAmico promedio) mediante la dispersion de luz
dindmica (DLS). La sintesis de las GNPs-L y GNPs-LIns se realiz6 bajo las condiciones
estandar de reaccion (5.5 ug mlt de enzima, 100 g I'* de sacarosa, 37 °Cy 350 rpm durante
24 h) (Valdez-Echeverria, 2021).

Durante la sintesis enzimatica de la levana, el biocatalizador (LS SacB H243L) lleva a cabo
dos tipos distintos de reacciones: la primera es la reaccién de transfructosilacion, la cual
consiste en el uso de moléculas de sacarosa como donadores de unidades fructosilo que
son transferidas a un aceptor, el cual puede ser a otras moléculas de sacarosa o de levana
en crecimiento, liberando glucosa como subproducto de reaccién; la segunda reaccién es
la hidrdlisis, la cual consiste en la transferencia de las unidades fructosilo a moléculas de
agua que funge como aceptor, liberando glucosa y fructosa. La SacB H243L tiene una
relacion de 50/50 % entre la hidrélisis y la transferencia de unidades fructosilo (Raga-
Carbajal, 2019), lo cual significa que de cada 100 unidades fructosilo donadas por la
sacarosa, 50 se transfieren a la cadena de levana en crecimiento y 50 se hidrolizan
liberando fructosa. Las moléculas de glucosa y fructosa liberadas son cuantificables
mediante la determinacion de azucares reductores con DNS, sin la posibilidad de distinguir
entre ambas especies quimicas, por lo cual este método permite monitorear la evolucion de
la reaccién mediante la estimacion del consumo de sacarosa a traves de la cuantificacion
de los azucares liberados.

Se observo que el final de la reaccion enzimética se alcanz6 a las 24 h en presencia y
ausencia de la insulina, tiempo después del cual no existe una diferencia significativa en el
consumo de sacarosa (Figura 8). Ademas, la presencia de insulina (30 ug ml) provocé un
alza del 17.6 % en la liberacion de azucares reductores con respecto a la sintesis de GNPs-
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L, lo cual sugiri6 que la presencia de esta hormona podria influir en la reaccién enzimética,
ya sea aumentando la transfructosilacion o promoviendo la hidrélisis de la sacarosa
consumida. Sin embargo, un hecho importante es que la insulina utilizada en este estudio
se disolvio en una solucién de HCI 10 mM, lo cual pudo haber ocasionado un ligero
decremento en el pH de la mezcla de reaccion (pH 6). Para corroborar si el incremento en
la liberacion de azUcares reductores después de 24 h se debid a la adicién de insulina o del
HCI 10 mM, se determind la concentracion de azlcares reductores en presencia de la
misma cantidad de HCI 10 mM utilizado para afadir los 30 ug mltde insulina. Se observé
gue la presencia del &cido sin insulina provoco el incremento del 12.4 % de la liberacion de
azucares reductores, efecto similar al observado en presencia de la hormona (60.7 £ 1.0y
64.5 + 1.9 g I, respectivamente). Con base en esto, concluimos que el alza en la liberacién
de azucares reductores en presencia de la solucion de HCI 10 Mm/insulina se debié
principalmente a un ligero cambio en el pH de la mezcla de reaccion, como consecuencia
de la adicion del acido. Ademas, hipotetizamos que la diferencia del 5.9 % entre la adicion
de la mezcla HCI 10 Mm/insulina y HCI solo en la liberacion de azUcares reductores, pudiera
atribuirse a la sola presencia de la hormona. Sin embargo, debido a la incapacidad de
solubilizar la proteina en el amortiguador, no pudimos corroborar esta hipétesis (Tabla 3).

80

——[Glu/Fru] GNPs-L
——[Glu/Fru] GNPs-LIns
Levana GNPs-L

Levana GNPs-LIns

70

60

50

40

30

20

Azlcares reductores o levana (g )
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1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
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Figura 8. Consumo de sustrato (sacarosa) monitoreado mediante la
cuantificacion de azlcares reductores liberados (DNS) y cuantificacion
de levana producida cuantificada mediante hidrolisis acida/DNS, durante
la sintesis gliconanoparticulas de levana (GNPs-L) y levana-insulina 30
pg mit (GNPs-LIns) a diferentes tiempos de reaccion durante 28 h. La
sintesis se hizo con 5.5 ug ml* de enzima, 100 g I'* de sacarosa a 37 °C
y 350 rpm. (Las barras de error representan la desviacion estandar con
unan = 3).

Se encuentra reportado que al utilizar BSA o lisozima para incrementar la concentracion de
proteina en la reaccion enzimatica de sintesis de levana se modifica la producciéon de
polimero. Se propone que este efecto se debe a interacciones inespecificas enzima-
proteina o proteina-carbohidrato. Sin embargo, no se ha comprobado si existe la formacion
de conglomerados proteicos de la enzima con proteinas inespecificas como la BSA y la



CAPIiTULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION |28

lisozima (Raga-Carbajal, et al., 2016). Un comportamiento similar podria suceder entre la
insulina y la enzima SacB H243L, lo cual se podria comprobar haciendo analisis del
didmetro hidrodinamico de la insulina en presencia del biocatalizador utilizando la técnica
de DLS.

Para corroborar si la diferencia observada en la liberacion de azlcares reductores por la
presencia de la insulina afecta la produccion de levana, se cuantificé la concentracion de
polimero a diferentes tiempos de reaccion durante la produccion de las GNPs-L y GNPs-
LIns. Los resultados obtenidos mostraron que con el paso del tiempo se incrementd la
concentracion de levana, la cual alcanzé una méaxima concentracion a las 24 h de reaccion.
Se obtuvo una concentracion de levana de 22.7 + 0.08 g I en la sintesis de GNPs-L y de
18.3 + 0.30 g I en la sintesis de GNPs-LIns. De igual forma, fue notable que la presencia
de la mezcla de HCI 10 mM/insulina provoc6 un decremento del 19.4 % de la concentracion
de levana producida durante la sintesis enzimética, con respecto a las condiciones estandar
de sintesis de GNPs-L (Figura 8 y Tabla 3). Mientras, la adicion de HCI 10 mM solo,
ocasiond la reduccion del 14.9 % (19.3 = 0.40) de polimero. En este sentido, los analisis
estadisticos mostraron diferencias significativas entre la produccién de levana en presencia
de la mezcla HCl/insulina y del HCI 10 mM solo (p < 0.05). En consecuencia, se sugiere
que la insulina provoc6 un decremento del 4.4 % con respecto a la adiccion de la mezcla
HClI 10 mM/insulina, lo cual concuerda con la diferencia observada en la liberacion de
azucares reductores al comparar ambos grupos. En resumen, se observé que la presencia
de una mezcla de HCl/insulina durante la sintesis del conjugado de GNPs-LIns provoca un
cambio en la relacion hidrolisis/transferencia del sustrato, incrementando la liberacion de
glucosa y fructosa, y reduciendo la produccién de levana, atribuyéndose este efecto
principalmente al cambio en el pH causado por la presencia del acido (12.4 y 14.9 %,
respectivamente) e hipotetizando que en menor medida a la adiccién de insulina (5.9 y
4.4 %, respectivamente).

Tabla 3. Efecto de la presencia de HCl 10 mM y HCI 10 mM + insulina 30 ug ml* en la reaccion
de sintesis de gliconanoparticulas de levana-insulina (GNPs-LIns), determinado mediante la
liberacién de azucares reductores y cuantificacion de polimero por hidrdlisis acida (DNS). La
sintesis se hizo con 5.5 ug ml! de enzima, 100 g I'* de sacarosa a 37 °C y 350 rpm.

. Azlcares reductores Levana
Tratamiento @ 1) @1
Sin insulina, ni HCI 535+22 22.7+0.08 :l**i|
HCI 10 mM/Insulina 645+1.9 18.3 £0.30 *x
HCI 10 mM 60.7 £1.0 19.3+0.40

La desviacion estandar se obtuvo de una n = 3. La prueba Tukey mostr6 diferencias significativas
conunap<0.05(*p<0.05y* p<0.001).

Para conocer el efecto de la adiccion de insulina en el tamafio de las GNPs producidas, se
determiné el diametro hidrodindmico a diferentes tiempo de la produccion de las GNPs-L y
GNPs-LIns mediante la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS). En la Figura 9 se
observa una reduccion del diametro hidrodinamico promedio de alrededor de 35 nm al
comparar las GNPs-L y GNPs-LIns producidas a 2.5 h contra las de 24 h. Este resultado
contrasté con el alza en la concentracion de levana al paso del tiempo, ya que pareciera
l6gico pensar que al incrementarse la concentracién de polimero podria incrementar el
tamafio de las GNPs-L y GNPs-LIns. Sin embargo, se comprobé que esto no ocurre y que
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dicho efecto tampoco se debe a la hidrélisis del polimero que conforma las GNPs-L (Figura
8), lo cual concuerda con lo reportado por Valdez-Echeverria (2021). Como consecuencia,
aun no se comprueba la razén por la cual las GNPs-L y GNPs-LIns reducen su diametro al
paso del tiempo de reaccién aun cuando la concentracién de polimero se eleva.
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Figura 9. Diametro hidrodinamico de las GNPs-L y GNPs-LIns y del
indice de polidispersion (IPD) durante los diferentes tiempos de reaccion.
La sintesis se hizo con 5.5 ug mi* de enzima, 100 g I* de sacarosa a
37 °Cy 350 rpm. (Las barras de error representan la desviacion estandar
conunan = 3).

Una hipotesis que podria explicar el fenomeno de reduccion de tamafio de las GNPs-L y
GNPs-LIns es la compactacion continua del polimero durante la sintesis enziméatica y el
proceso de autoensamblaje. Esta hipétesis se basa en la existencia de estudios de
dinamica molecular que buscan explicar el plegamiento tridimensional de FOS y pequefias
cadenas de polimero de levana (34 residuos), proponiendo que las interacciones de tipo
puente de hidrogeno son de gran importancia en el plegamiento tridimensional de la levana
y sugiriendo que el aumento de la longitud de la cadena, incrementa la frecuencia de
formacion puentes de hidrégeno, lo cual favorece la torsidn y reduce la longitud de la cadena,
lo que impacta en la compactacion del polimero (Kanjanatanin , et al., 2016; Chunsrivirot,
et al., 2018), efecto observado con cierta similitud en estudios in silico sobre el plegamiento
de FOS de inulina (Cooper, et al., 2015). Por lo anterior, hipotetizamos que durante la
nanoestructuracion los puedes de hidrogeno podrian causar estos fenémenos entre una o
varias cadenas de levana y estar implicados en la formacion de GNPs-L. De esta forma,
podria ser explicada la reduccion del diametro hidrodinamico de las GNPs-L durante el
incremento en la concentracidon de levana producida, como consecuencia de una
compactacién del polimero en formacion.

Asimismo, al comparar el diametro hidrodindmico promedio en la distribucion poblacional
de las GNPs-L (86 - 155 nm) y las GNPs-LIns (de 88 - 163 nm) producidas durante 24 h de
reaccion, no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) (Anexo 6), aun cuando se
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observo un cambio de aproximadamente 3 nm al encapsular la insulina en las GNPs-LIns
(Figura 9 y Tabla 4). En contraste, Valdez-Echeverria (2021) report6 un incremento de 24
nm en el diametro hidrodinamico de las GNPs-LIns. Sin embargo, existen diferencias
metodolégicas que podrian explicar este hecho, entre ellas se encuentran el uso de una
insulina purificada mediante precipitacibn con (NH4).SO,, a diferencia de la insulina
solubilizada en HCI 10 mM para su uso en este trabajo. En diversos estudios, el incremento
en el tamafio de las GNPs se asocia a la encapsulacién de compuestos, con base en el
analisis comparativo de solo el diametro hidrodinamico promedio (Al-Qadi, et al., 2012; Xu,
et al., 2020; Sezer, et al., 2011). Sin embargo, este efecto no se observo en nuestro estudio
al analizar el diametro promedio con respecto a las distribuciones poblacionales de las
GNPs-Ls y GNPs-LIns.

9.2. Caracteristicas fisicoquimicas de las GNPs-L y GNPs-LIns

Para el estudio de las nanoparticulas un pardmetro importante es la determinacion del
indice de polidispersion (IPD), el cual funge como una medida de la variabilidad poblacional
en el tamafo de las nanoparticulas en suspension. Se habla de una poblacién
monodispersa, cuando la distribucién poblacional del diametro hidrodinamico es angosta,
indicando la similitud en su didmetro hidrodinamico. En cambio, una poblacién polidispersa
presenta variabilidad en el tamafio de las particulas en suspension y por tanto una amplia
distribucion de tamano. Un valor de IPD < 0.1 corresponde a una poblacion monodispersa,
mientras que valores de 0.1 a 0.4 y > 0.4, hablan de una poblacién moderada y altamente
polidispersa, respectivamente. Para determinar el tipo de distribucion poblacional del
didmetro hidrodinamico, se calculé el indice de polidispersion (IPD) mediante la técnica de
DLS. Las GNPs-L y GNPs-LIns presentaron un IPD de 0.05 a 0.08, después de 24 h de
reaccion lo que sugiere una poblacién monodispersa, similar a lo reportado por Valdez-
Echeverria (2021). El IPD durante los diferentes tiempos de reaccién presentd resultados
similares (Figura 9), por lo cual no existié un cambio significativo en la monodispersidad de
la poblacién de GNPs-L y GNPs-LIns. Se ha observado que las condiciones de sintesis
determinan la homogeneidad de las particulas obtenidas (Auch, et al., 2019; Horak, 1999).
Especificamente, durante la sintesis enzimética de la levana que forma las GNPs-L, las
condiciones de relacion (temperatura y pH) se encuentran controladas, por lo cual se
propone que la sintesis de polimero es constante y por tanto también la formacion de las
GNPs, explicando la obtencién de un PDI de una poblacién monodispersa. Este resultado
concuerda con otros reportes sobre la produccion de GNPs-L mediante la sintesis
enzimatica del polimero (Gonzélez-Garcinufio, et al., 2019; Nakapong, et al., 2013).

Con el objetivo de determinar la carga superficial de las GNPs-L y GNPs-LIns, se determiné
el potencial ¢, mediante el andlisis de dispersion de luz electroforética (ELS). El potencial ¢
permite describir la interaccion entre biomoléculas con base en interacciones electrostaticas
de repulsion de cargas, clasificando a los sistemas de nanoparticulas como: altamente
inestables (-10 a +10 mV); relativamente estables (-10 a -20 y +10 a +20 mV),
moderadamente estables (-20 a -30 y +20 a +30 mV); y muy estables (> + 30 mV)
(Bhattacharjee, 2016). En este trabajo, se obtuvo un potencial { de -2.3 a - 5 mV después
de 24 h de reaccion de la sintesis de GNPs-L y GNPs-LIns (Tabla 4), sin encontrar
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diferencias significativas en la carga superficial, similar a lo reportado por Valdez-Echeverria
(2021) (0.1 mV). ElI monitoreo del potencial ¢ durante en los diferentes tiempo de sintesis
de GNPs-L mostré el mismo comportamiento. Otros gliconanoconjugados de levana tienen
un potencial ¢ de +1.9 a +7 mV al encapsular BSA (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020)
mediante el método de precipitacion con sales. Esta variacion en el promedio del potencial
C (1 a7 mV) de las GNPs encapsulando proteinas podria ser consecuencia de las
caracteristicas fisicoquimicas de la proteina encapsulada (carga), del pHy la concentracion
de sales presentes en el amortiguador utilizado para la determinacion de este pardmetro
(Tabernero, et al., 2017). Es evidente que aunque el potencial ¢ obtenido para las GNPs-L
y GNPs-LIns es cercano a la neutralidad, clasificandose como nanoparticulas inestables,
son necesarios los estudios de estabilidad coloidal en almacenamiento con la finalidad de
comprobar si existe aglomeracién de las particulas en suspensiéon. Un resumen de las
caracteristicas de las GNPs-L y GNPs-LIns sintetizadas en este trabajo se muestra en la
Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de las de GNPs-L y GNPs-LIns obtenidas después de 24 h de reaccion. La
sintesis se hizo con 5.5 ug ml- de enzima, 100 g |- de sacarosa a 37 °C y 350 rpm. (Desviacién estandar
obtenida de una n = 3).

Caracteristica GNPs-L GNPs-LIns Fuente
Peso molecular (kDa) >2,300 >2,300 (Raga-Carbajal, et al., 2016)
Diametro .
hidrodinamico (nm) 1119 * 0.70 114.6 + 0.65 Este trabajo
Iqteryalo_Qe 86 - 155 88 - 163 Este trabajo
distribucién (nm)
indice de i
polidispersion (PDI) 0.05 + 0.01 0.08 + 0.02 Este trabajo
Potencial Z (mV) -3.46 + 0.78 -4.66 + 0.66 Este trabajo

10. PURIFICACION DE GNPsS-L Y GNPsS-LINS MEDIANTE PRECIPITACION CON SOLVENTES

En la mezcla de reaccién de sintesis de GNPs-L y GNPs-LIns se encuentran presentes
diferentes elementos como la levana, sacarosa (sustrato residual), glucosa, fructosa
(subproductos de reaccién) y 30 ug ml de insulina en el caso de la sintesis de las GNPs-
LIns. Por esta razén es necesario contar con un método rapido de separacion de las GNPs-
L y GNPs-LIns de los subproductos de reaccién, para determinar sus caracteristicas y
propiedades. Para ello, se implementé un método de purificacion de los conjugados usando
solventes organicos (etanol o isopropanol) que permitan precipitar las GNPs-L y GNPs-LIns,
y mantener solubles las especies quimicas sin interés, como los azucares remanentes y la
insulina no encapsulada.

Como describimos, en la reaccion de sintesis de GNPs-L se obtienen aproximadamente 20
g I'* de levana. Para seleccionar la cantidad de solvente necesaria para precipitar esta
concentracion de levana, se utilizaron 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 volimenes de etanol absoluto o
isopropanol. Las mezclas se incubaron durante 1 h a 4° C y fueron centrifugadas. Se
encontré que, para precipitar el 100 % de levana (20 g I''), se necesit6 como minimo 1
volumen de isopropanol o 1.5 volumenes de etanol (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de levana recuperada (20 g I'%), al utilizar diferentes
volimenes de etanol absoluto o isopropanol (0, 1, 1.5, 2 y 3). La
precipitacion se llevé a cabo durante 1 h a4 + 0.5 °Cy por centrifugacion
a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error representan la
desviacién estandar con una n = 3).

Para seleccionar el mejor solvente en la purificacion de las GNPs-L y GNPs-LIns,
estudiamos si el etanol absoluto o isopropanol ocasionan la precipitacién de los mono- y
disacéaridos en suspension, que son los subproductos de reaccion (fructosa, glucosa y
sacarosa) (Raga-Carbajal, et al., 2016). Para analizar esto, se utilizaron soluciones
estandar de sacarosa 100 g I* y glucosa/fructosa 100 g | 1, las cuales se mezclaron con
diferentes volimenes de cada solvente (1, 1.5, 2, 2.5 y 3 volimenes) y se trataron bajo las
condiciones previamente descritas. Se tomo el sobrenadante y se evaporé el solvente a
60 °C. Después de este tratamiento los azlcares recuperados se suspendieron en el mismo
volumen de agua y se cuantificaron. En el caso de la sacarosa, se hidrolizé y se cuantificd
la concentracién de azlcares libres por el método de DNS. Los resultados mostraron que
con 1 volumen de isopropanol se precipita hasta un 50 % de sacarosa y un 60% de
glucosal/fructosa (Figura 11). En cambio, ninguno de los tres sacaridos se precipité en
presencia de los diferentes volimenes de etanol analizados. Estos resultados sugieren que
el etanol es el mejor solvente para separar los azlcares en la mezcla de reaccion de las
GNPs-L y GNPs-LIns, debido a que permite mantener los azlcares residuales solubles para
Su posterior remocion y a su vez, precipitar la levana presente.

Con base en lo anterior, comprobamos que al producir el glicoconjugado de GNPs-LIns es
posible separar los sacéridos en suspension. Sin embargo, es importante contar con un
método que permita mantener soluble la insulina no encapsulada, para separarla del
glicoconjugado. Por esta razén se estudié la concentracion de hormona soluble residual
utilizando diferentes concentraciones de insulina (30, 60, 90 y 120 ug ml) en presencia de
distintos volumenes de etanol (0, 1.5 y 3 volimenes). Las mezclas se incubaron a 4 °C
durante 1 h, seguido de una centrifugacion a 15,000 g durante 20 min, después de lo cual
se separd el sobrenadante, se evaporé el solvente y se cuantificd la concentracién de
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proteina soluble recuperada. Se observé que 1.5 volimenes de etanol promueven la
precipitacion de la insulina cuando esta se encuentra a una concentracion de 120 ug ml?,
permitiendo mantener 90 ug mltde insulina soluble residual (Figura 12a), mientras que al
utilizar una concentracion menor o igual a 90 ug ml2, la hormona permanecio soluble. Estos
resultados sugieren que la precipitacion con 1.5 volimenes de etanol nos permitiria
mantener soluble la insulina no encapsulada, mientras a esta misma cantidad de etanol se
precipitan las GNPs-LIns.
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Figura 11. Concentracién de sacarosa y glucosa/fructosa, a partir de una
solucién 100 g I, solubles al utilizar diferentes volimenes de etanol (O,
1, 1.5, 2y 3). La precipitacién se llevo a cabo durante Lha4+05°Cy
por centrifugacion a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error
representan la desviacion estandar con una n = 3).
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Figura 12. a) Concentracion de insulina soluble al utilizar diferentes volumenes de etanol (0, 1, 1.5, 2,5y 3). La precipitacion
se llevé a cabo durante 1 h a 4 £ 0.5 °C y por centrifugacion a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. b) Concentracion de insulina
soluble en presencia y ausencia de levana 20 g I'* a diferentes concentraciones de insulina (30, 60 ,80 y 90). La precipitacion
se llevo a cabo durante 1 ha4 + 0.5 °Cy por centrifugacién a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error representan
la desviacion estandar con una n = 3).
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En la literatura se reporta que la precipitacion de los polimeros influye en la precipitacion
por arrastre de proteinas (Knoll & Hermans, 1983; Valentini, et al., 2015). Para determinar
si este fendbmeno ocurre en nuestro sistema, se evalué la precipitacién conjunta de
diferentes concentraciones de insulina (30, 60, 80 y 90 ug ml?') mezcladas con 20 g I'* de
LAPM pura, utilizando 1.5 volumenes de etanol, bajo las condiciones descritas. Los datos
obtenidos mostraron que al precipitar la mezcla insulina/levana, se precipita el 39.6,16.7,
16.6 y 25 % en las diferentes concentraciones, respectivamente (Figura 12b), lo cual
demostré que la presencia del polimero provocé la precipitacion de la insulina.

Tomando en cuenta que la LAPM se encuentra nanoestructurada formando GNPs-L, se
hipotetiza que la insulina puede asociarse a la hanoparticula de dos formas: 1) mediante el
atrapamiento fisico de la insulina entre la matriz de levana durante la sintesis enzimatica y
nanoestructuraciéon del polimero (Figura 13-1), lo cual fue comprobado previamente por por
Valdez-Echeverria (2021); y 2) mediante la adsorcion de la insulina en la superficie de las
GNPs-L formadas (Figura 13-2), lo cual podria explicar el arrastre de la insulina al utilizar
etanol como agente precipitante de la LAPM mezclada con la hormona. Adicionalmente es
posible que durante la purificacion de las GNPs-LIns, exista una cantidad de hormona que
se arrastra durante la purificacion del conjugado al precipitar el complejo. Sin embargo, es
importante mencionar que de existir alguna cantidad de insulina atrapadoa, adsorbida o
arrastrada en las GNP-Lns, ésta forma parte del complejo nanoparticula-insulina, por lo cual
no es necesario retirarla o distinguirla para continuar con la caracterizacion de las GNPs-
LIns y sus propiedades biol6gicas. Tomando en cuenta este hecho, en los siguientes
apartados la insulina encapsulada sera el conjunto de proteina atrapada, adsorbida y
arrastrada.

Figura 13. Modelo de la encapsulacion de insulina durante la
sintesis de las GNPs-LIns. 1) Atrapamiento fisico, 2) adsorcion.

Se comprobé que 1.5 volimenes de etanol permitieron: 1) precipitar diferentes
concentraciones de levana (5 a 30 g I'); 2) eliminar los subproductos de reaccién como la
sacarosa, glucosa y fructosa; y 3) retirar la insulina soluble (no encapsulada) al utilizar una



CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION |35

maxima concentracion de 90 ug mlt. En conjunto, los resultados nos permitieron proponer
utilizar 1.5 volimenes de etanol como la mejor opcion para la precipitacién de las GNPs-L
y la purificacion de las GNPs-LIns. El protocolo desarrollado para la purificacion con etanol
de las GNPs-LIins (PE/GNPs-LIns) se incluye en el Anexo 7. La Figura 14 muestra un
esquema que resume los pasos de sintesis y purificacion de las GNPs-L y GNPs-LIns.

Produccion y purificacion de Gliconanoparticulas
de Levana (GNPs-L) y conjugado Levana-Insulina (GNPs-LIns)

Levansacarasa
SacB H243L
5.5 ug ml" @ Agitacion a GNPs-L 6
350 rmp GNPs-LIns
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Figura 14. Produccion y purificacion de las gliconanoparticulas de levana (GNPs-L) y del glicoconjugado de levana-insulina
(GNPs-LIns).

11. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACION (EE) DE LAS GNPs-LINS

Con el objetivo de determinar la eficiencia de encapsulacion (EE), la cual es la cantidad del
principio activo encapsulado del total del principio activo agregado al inicio de la reaccion
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de encapsulacion, se realizo la sintesis de GNPs-LIns con diferentes concentraciones de
insulina (30, 60, 80 y 90 ug ml?). Las GNPs-LIns producidas se purificaron utilizando el
método PE/GNPs-LIns. Se cuantificé la cantidad de proteina libre y se calcul6 la EE como
el cociente de la diferencia de proteina inicial y la proteina soluble, entre la proteina inicial
en la reaccion. Los resultados obtenidos mostraron que la EE para las diferentes
concentraciones de insulina (30, 60, 80 y 90 yg ml?) fue de 49.6, 61.4, 63.6 y 62.3%,
respectivamente (Figura 15), sugiriendo que con respecto a la EE se alcanz6 un limite de
encapsulacion de proteina, el cual es de un 60 %. Previamente, Valdez-Echeverria (2021)
habia reportado una EE del 60 % al utilizar 30 ug ml* de insulina, la cual es 10 % mayor a
la obtenida en este trabajo (49.6 %) utilizando la misma concentracion de insulina. Sin
embargo, existen diferencias notables entre los métodos de determinacion de la EE, ya que
este autor determiné la concentracion de insulina libre en la mezcla de reaccion, sin llevar
a cabo un proceso de purificacion del conjugado debido a la falta de un método de
purificacién de las GNPs-LIns, en cambio en nuestro trabajo implementamos este método
para la determinacion de la EE. Ademas, es importante resaltar que Valdez-Echeverria
(2021) utiliz6 una solucién de insulina comercial que sometidé a un proceso de purificacion
con (NH4)2SOs4, a diferencia de la insulina utilizada en nuestro trabajo, la cual solo se
solubilizé en una solucion de HCI 10 mM para su uso.
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Figura 15. Eficiencia de encapsulacion (EE) de las GNPs-LIns después
de 24 h de incubacién al utilizar distintas concentraciones de insulina (30,
60, 80 y 90 ug ml?') durante la sintesis. La purificacién del
gliconanoconjugado se llevé a cabo durante 1 h a 4 + 0.5 °C y por
centrifugacién a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error
representan la desviacion estandar con una n = 3).

Jain, et al. (2008) propusieron la produccién de GNPs mediante la formacion de hidrogeles
por reduccién quimica y su posterior fragmentacion por sonicacion. Sin embargo, estos
autores no reportan una EE, ya que dan por hecho que existe un 100 % de encapsulacion
de la hormona dentro de la matriz de polimero. En contraste, otros sistemas de
encapsulacion con polisacaridos cargados como el de quitosano-insulina, han reportado EE
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cercanas al 100 %, con un 92.5 + 4.5 (Fernandez-Urrusuno, et al., 1999), 81.0 £ 5.6 (Grenha,
et al., 2005), 83.0 + 8.5 (Al-Qadi, et al., 2012) y 97.2 + 2.2 (Ribeiro, et al., 2020). La alta EE
obtenida con este polisacéarido se atribuye a las caracteristicas quimicas del quitosano, ya
gue presenta un grupo funcional amino que le confiere una fuerte atraccion electrostéatica
por moléculas con carga negativa bajo las condiciones de sintesis del conjugado (Ribeiro,
et al., 2020). Este efecto no ocurre en los polisacaridos neutros debido a la ausencia de
grupos funcionales con carga formal que atraigan a la molécula cargo, por lo cual se
propone que la encapsulacion se lleva a cabo mediante el atrapamiento fisico de la
molécula de interés entre las cadenas de polimero y la adsorcion del compuesto en la
nanoparticula, explicando la baja EE obtenida (Valdez-Echeverria, 2021).

Al analizar la cantidad de proteina encapsulada en las GNPs-LIns, esta equivale a 10.91 +
0.22 ug (30 pg mi?), 25.23 £ 0.12 ug (60 pug mi?), 33.93 + 1.85 ug (80 pug mlt) y 36.37 +
1.65 pg (90 yg mlt) de proteina. Es evidente que el limite de encapsulacién se alcanzé
entre los 33 y 36 ug al utilizar insulina 80 y 90 ug ml** (Figura 15). Este dato no habia sido
reportado para este sistema, ni ha sido reportado para otros gliconanoconjugados.

12. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE CARGA (CC) DE LAS GNPS-LINS

La capacidad de carga (CC) es la cantidad del principio activo encapsulado por mg de
GNPs-LIns, para determinar la CC de las GNPs-LIns es necesario cuantificar la cantidad
de levana en las reacciones de encapsulacion con diferentes concentraciones de insulina
(30, 60, 80 y 90 ug ml?). La cuantificacion del polimero se hizo siguiendo el método HA/DNS.
La concentracion y cantidad de levana producida fueron estadisticamente diferentes (p <
0.05) al comparar las distintas reacciones de sintesis de GNPs-LIns con 30 a 90 ug mi! de
insulina, contra la reaccion de sintesis de GNPs-L. En cambio, la produccion de polimero
no se vio afectada por el incremento de la concentracion de insulina en la reaccién, ya que
no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05). Los resultados de
la cuantificacion de levana producida durante la sintesis de GNPs-L y GNPs-LIns se
muestran en la Tabla 5. Para el célculo de la cantidad total de levana obtenida se tomo en
cuenta el volumen de la reaccion de encapsulacion (0.6 ml).

Tabla 5. Concentracion y cantidad de levana producidos después de 24 h de la sintesis de las gliconanoparticulas de levana
(GNPs-L) y levana insulina (GNPs-LIns) utilizando diferentes concentraciones de insulina 30 ug ml* en la reaccién durante
la sintesis enzimatica. La cuantificacion de polimero se hizo mediante el método de hidrélisis acida acoplado con DNS
(HA/DNS). Las condiciones de reaccion fueron: volumen de 0.6 ml, 5.5 ug ml** de enzima, 100 g I de sacarosa a 37 °C y
350 rpm. (desviacion estandar n = 3).

Insulina inicial Concentracién de levana Cantidad de levana
(g mIY) (g1 (mg)
GNPs-L - 22.77 £ 0.08 13.65 +0.05
30 18.27 £0.45* 10.96 £0.31 *
60 17.74 £0.27 * 10.64 £ 0.19 *
GNPs-Lins 80 17.39+0.28 * 10.43+0.19 *
90 17.75 £ 0.06 * 10.65 £ 0.04 *

La desviacion estandar se obtuvo de una n = 3. La prueba Tukey mostré diferencias significativas en la produccién de levana
durante la sintesis de GNPs-LIns (p < 0.05) con respecto a la sintesis de GNPs-L (*).

Conociendo los datos de proteina encapsulada y la cantidad de levana en la reaccion, se
calculé la CC para cada concentracion de insulina utilizada. En la Figura 16, se muestra la
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CC obtenida al utilizar diferentes concentraciones de insulina (30, 60, 80 y 90 ug ml?), la
cual fue de 0.99 £ 0.02, 2.36 £ 0.05, 3.24 + 0.23 y 3.40 £ 0.16 ug de proteina / mg de GNPs-
Lins, respectivamente. Los analisis estadisticos mostraron que existen diferencias
significativas entre la CC obtenida en presencia de las distintas concentraciones de insulina
utilizadas, con excepcion de las concentraciones de 80 y 90 ug ml! (p < 0.05). Estos
resultados sugieren que existe un limite de encapsulacion de insulina en las GNPs-LIns, el
cual es de 3.22 ug de proteina / mg de GNPs-LIns al utilizar las concentraciones de 80y 90
ug mltde insulina durante la sintesis enzimatica, al menos bajo estas condiciones. La CC
obtenida en este estudio al utilizar 30 ug ml* de insulina fue 47 % menor al valor estimado
por Valdez-Echeverria (2021), el cual fue de 1.85 + 0.25 ug de proteina / mg de GNPs-LIns.
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Figura 16. Diametro hidrodinamico y capacidad de carga (CC) de
proteina encapsulada sin purificacion y con purificacion de las GNPs-
Lins con 1.5 volimenes de etanol, producidas después de 24 h de
incubacion al utilizar distintas concentraciones de insulina (30, 60 y 90
Jg mit) durante la sintesis. La precipitacion se llevo a cabo durante 1 h
a4 +0.5°Cy por centrifugacién a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las
barras de error representan la desviacion estandar con una n = 3).

Al comparar nuestro conjugado con uno de almidén-insulina con una CC 3.0 ug de proteina
por mg de complejo (Jain, et al., 2008), podemos ver que las GNPs-LIns presentan una CC
ligeramente mayor. Sin embargo, estos autores no reportan un método cuantitativo para la
determinacién de la CC y reportan un valor tedrico con base en las condiciones de sintesis
del conjugado. En cambio, gliconanoconjugados como el de quitosano-insulina muestran
una CC muy superior a la observada en las GNPs-LIns, siendo de 550 + 0.04 (Fernandez-
Urrusuno, et al., 1999), 298 + 0.01 (Grenha, et al., 2005), 370 = 0.04 (Al-Qadi, et al., 2012)
y 89 + 2.32 (Ribeiro, et al., 2020) ug de proteina por mg de complejo, atribuyendo este
resultado a la carga que posee el polimero y el efecto de la misma en la interaccion de la
insulina con el polimero bajo las condiciones de reaccion de sintesis. En resumen, se obtuvo
un conjugado de GNPs-LIns con una CC de 3.2 ug de proteina/ mg de GNPs-LIns al utilizar
insulina en una concentraciéon de 80 ug mlt. Aunque la CC de las GNPs-LIns difiere
significativamente con respecto a la de otros conjugados utilizando distintos polisacaridos,
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es importante contemplar la aplicacion biolégica del conjugado para determinar si la CC
obtenida es suficiente para observar las respuestas esperadas y en caso de nuestro estudio
si las GNPs-LIns presentan una relacion de insulina/levana que permita aplicar la cantidad
necesaria de ambos compuestos.

Acorde a lo anterior, al comparar Unicamente el didmetro hidrodinamico promedio de las
GNPs-LIns se observo un incremento al aumentar concentracion de insulina en la reaccion:
119.0 £ 0.43, 120.2 £ 0.77 y 121.5 + 0.26 nm para las concentraciones de insulina 30, 60 y
90 uyg ml?, respectivamente (Figura 16). Esta observacion se observé en diferentes
sistemas de encapsulacion de biomoléculas de interés al analizar Unicamente el diametro
promedio (Xu, et al., 2020; Valdez-Echeverria, 2021; Sezer, et al., 2011; Al-Qadi, et al.,
2012). Este resultado, en conjunto con el incremento en la CC sugieren la hipotesis de que
el aumento en el diametro promedio de las GNPs se podria deber a un incremento en el
atrapamiento fisico, ya que la proteina cargo podra ocasionar un impedimento fisico entre
las cadenas de levana durante la nanoestructuracion, mientras que la proteina adsorbida
podria incrementar el diametro mediante la formacion de una capa proteica superficial. Sin
embargo, al tomar en cuenta en los andlisis la distribucion poblacional de las GNPs-Lins,
no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) (Anexo 6).

13. ANALISIS DE LA CC Y APLICACION BIOLOGICA DE LAS GNPs-LINS

Para poder continuar con la aplicacién biolodgica del gliconanoconjugado, es importante
contar con un sistema que contenga los dos principios activos (levana e insulina) en sus
dosis adecuadas para promover la proliferacion y migracién celular al usar ambos
compuestos y observar el efecto antiinflamatorio de las GNPs-L en un modelo biolégico. En
este sentido, Valdez-Echeverria (2021) determiné que la dosis necesaria de GNPs-L para
observar una respuesta antiinflamatoria en presencia de un agente proinflamatorio como el
LPS, es de 5 mg ml?, dosis que demostr6é la promocién de la proliferacién celular bajo
condiciones normales y de hiperglucemia inducida. En cuanto al uso de insulina en la
promocion de la cicatrizacion, se report6 la aplicacién de diferentes dosis del principio activo,
las cuales se encuentran entre los 0.03 y 5 U (Negrini, et al., 2017; Chen, et al., 2012),
reportando resultados similares en diferentes modelos in vitro e in vivo.

Con el objetivo de determinar si nuestro sistema de encapsulacién de GNPs-LIns contiene
las cantidades reportadas de GNPs-L e insulina para observar las respuestas biologicas
esperadas, nos dimos a la tarea de analizar los resultados sobre la encapsulacion de
insulina en las GNPs-LIns. Para esto, elegimos las GNPs-LIns producidas con insulina 80
ug mit durante la sintesis enzimatica de las GNPs-LIns, las cuales tienen una CC de 3.24
Mg de proteina / mg de GNPs-LIns. De esta forma, sabiendo que:

35 ug de insulina =1U,
se calcularon las U presentes por mg de GNPs-LIns:

ug de insulina U

3.24 = 0.092 ,
mg de GNPs - LIns mg de GNPs - LIns
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por lo cual se determind que hay 0.092 U de insulina por mg de GNPs-LIns. Previamente
se mencion6 que se requieren 5 mg de GNPs-L para observar las respuestas biolégicas
deseadas, por lo cual se calcularon las U de insulina presentes en 5 mg de GNPs-LIns,
obteniendo que:

U de insulina
mg de GNPs - LIns

(0.092 ) (5mg de GNPs - LIns) = 0.46 U de insulina total

Con este resultado determinamos que en 5 mg de conjugado hay 0.46 U de insulina,
cantidades suficientes para obtener las respuestas bioldgicas esperadas. En conclusion, la
cantidad de U de insulina y de mg de levana son suficientes para observar una respuesta
biol6gica, quedando abierta la posibilidad de utilizar concentraciones mayores de GNPs-
Lins como 10, 15y 20 mg ml%, que corresponden a 0.92, 1.38 y 1.85 U de insulina al utilizar
este conjugado para estudiar su efecto en la promocion de la proliferacion y migracion
celular, la regulacion de la respuesta inflamatoria y por tanto el cierre de una herida en
modelos in vitro e in vivo.
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Conclusiones

Este trabajo aporté informacién relevante sobre el efecto de la adicion de insulina en la
produccion de nanoparticulas durante la reaccion de sintesis del nanoconjugado de GNPs-
Lins. Se observo la reduccion de aproximadamente el 5% de la levana sintetizada cuando
la insulina esta presente en la reaccién de sintesis del polimero. Por otro lado, las GNPs-L
y GNPs-LIns reducen su didmetro en un 24 % después de 24 h de reaccion de sintesis de
nanoparticulas, probablemente debido a la compactacién del polimero durante la formacion
de las nanoparticulas, sin afectar la dispersion y carga superficial.

Adicionalmente, se implementé un método de purificacién de las GNP-Ls y GNPs-LIns
basado en la precipitacion con 1.5 volumenes de etanol, logrando la recuperacién de mas
del 97 % de las nanoparticulas producidas, sin precipitacién de insulina, ni subproductos de
la reaccion como mono- y disacéridos.

Los resultados obtenidos permitieron determinar que 33.93 + 1.85 ug es la maxima cantidad
de insulina que puede ser encapsulada en las GNPs-L. Ademas, se comprobd que la EE
maxima de las GNPs-LIns es de aproximadamente el 63 % al utilizar de 60 a 90 ug ml* de
insulina para la sintesis del conjugado. Con base en lo anterior, se determiné que el
conjugado tiene una CC de 3.24 ug de proteina / mg de GNPs-LIns, la cual equivale a
aproximadamente 0.5 U de insulina por cada 5 mg de levana, CC suficiente para mostrar
un efecto en la promociéon de la proliferacion y migracion celular, la regulacion de la
respuesta inflamatoria y por tanto el cierre de una herida en modelos in vitro e in vivo. Con
base en estos resultados, aceptamos la hipétesis de este trabajo y proponemos el uso de
este conjugado en ensayos biolégicos que permitan demostrar su uso como tratamiento
para el cierre de heridas crénicas.
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Perspectivas

Corroborar el efecto de la adicion de la solucion de HCI 10 mM durante la reaccion de
sintesis de GNPs-LIns.

Optimizar el método de purificacion de GNPs-L y GNP-LIns mediante las siguientes
modificaciones:

1) Eliminar el tiempo de incubacién (1 h) para la precipitaciéon de las nanoparticulas

2) Reducir el tiempo (20 min) de centrifugacion para la recuperacion de las
nanoparticulas precipitadas.

3) Reducir la cantidad de etanol absoluto utilizado (8 volimenes) para el lavado de las
GNPs-L recuperadas.

4) Reducir el tiempo de hidrélisis del polimero (2:20 min), utilizando una mayor
concentracion de HCI (> 617 M) y/o elevando la temperatura de incubacién (60 °C)
a un méximo de 70 °C.
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Prospectivas

Caracterizar la cinética de liberacion de insulina de las GNPs-LIns a lo largo del tiempo,
bajo las condiciones fisiolégicas de una piel sana (PBS pH 7.4, 37 °C y en agitacion
constante) y de una herida crénica (PBS pH 8.1 - 8.3, 37 °C y en agitacion constante).

Demostrar la proteccién que confiere el sistema de encapsulacion de GNPs-L a la insulina
contra la protedlisis enziméatica en las GNPs-LIns, utilizando quimotripsina para la
degradacion de la insulina libre, seguido del uso de una endolevanasa para la liberacién de
la proteina encapsulada y finalmente la visualizaciébn de la insulina remanente por
electroforesis.

Determinar la estabilidad coloidal de las GNP-Ls y GNP-LIns en almacenamiento
prolongado (60 dias) a diferentes temperaturas (4, 25 y 37 °C) determinando el tamafio
promedio, el IPD y el potencial Z de las GNP-LIns.

Demostrar que la insulina mantiene su actividad después del proceso de sintesis y
purificaciéon de las GNPs-LIns. Esto se puede lograr mediante el uso de controles
necesarios de insulina sola, tratada bajo las mismas condiciones de sintesis y purificacion
de polimero, utilizando una mayor concentracién de etanol para la precipitacién de la
hormona durante la purificacion. Con la finalidad de emplear la insulina obtenida en los
ensayos posteriores. De no observarse la respuesta deseada al utilizar esta insulina y
compararla con un control de insulina sin tratamiento, se sugeriria la inactivacion de la
hormona durante el proceso de sintesis del conjugado.

Probar el efecto de las GNPs-LIns in vitro en cultivos celulares normo- e hiperglucémicos
(macréfagos, queratinocitos y fibroblastos) para la promocién de la proliferacion y migraciéon
celular, utilizando diferentes concentraciones de GNPs-LIns (5, 10, 15, 20 mg ml?). La
proliferaciéon celular podria analizarse mediante la determinacion de la viabilidad y el conteo
de células. Mientras que la migracién celular se podria estudiar mediante ensayos de
rasgufio en monocapa, determinando el porcentaje y tasa de cierre del rasgufio, mediante
andlisis de imagen.

Caracterizar el efecto de las GNPs-LIns en la respuesta inflamatoria in vitro en cultivos
celulares normo- e hiperglucémicos, utilizando algunos de los modelos biol6gicos con
mayor actividad durante la respuesta inflamatoria (macréfagos y células mononucleares
periféricas), mediante la determinacion del perfil de liberacion de citocinas y factores de
crecimiento pro- (ejemplo: IL-1p, IL-6 y TNF-a), antiinflamatorios (IL-10, TGF-B y VEGF).

Estudiar el efecto de las GNPs-LIns en el cierre de heridas a diferentes tiempos de
tratamiento (3, 6, 12, 15y 18 dias) en modelos murinos sanos y con diabetes inducida. En
este estudio se podrian validar las respuestas observadas in vitro en la regulacion de la
respuesta inflamatoria y promocién de la proliferacion y migracion celular. Se podria
determinar si el perfil de factores pro- y antiinflamatorios expresados depende del tiempo
de tratamiento y de la fase de cicatrizacion, este analisis determinara silas GNP-Ls y GNPs-
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LIns modulan esta respuesta de diferente forma en los diferentes estadios de la
cicatrizacion. Los analisis propuestos podrian ser estudios histologicos
inmunohistoquimicos para la deteccién de los diferentes tipos celulares implicados en la
regeneracion del tejido (macrofagos, fibroblastos y células endoteliales), combinado con
analisis de imagen para determinar el grado de reepitelizacion, neovascularizacion y del
cierre de la herida. De igual forma, para analizar los niveles de expresion de citocinas y
factores de crecimiento pro- y antiinflamatorios durante el proceso de cierre de la herida se
podrian llevar a cabo andlisis de Western-Blot o g-PCR.



inducida (modificado de Wang & Xu, 2020).
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Anexos

Anexo 1. Resumen de diferentes trabajos en los que se reporta el uso de insulina como tratamiento en la cicatrizacién de heridas agudas y crénicas en modelos animales sanos y con diabetes

Tiempo o % de

) . Modelo de Forma de Dosis Ruta de cierre de herida Tiempo de Resultado al aplicar insulina .
Tipo de herida . . : 2 ST . . - . Referencia
estudio insulina (U diarias) aplicacion (insulina/ observacién en herida
control)
Insulina humana
S . de larga Inyeccion Acelera el cierre de la herida
Herida |ndumda Conejo duracién. 0.25U local 1.2+ 2'3,/ Dia0al2 sin  mostrar problemas de (Zhang, etal,
en piel i p 15.1 + 4.1 dias B B 2007)
Suspensién con subcutanea hipoglucemia.
Zinc
Abrasion Ratas Solucién de 1,2y 5 U de insulina, 4 o Alas EL6, 24, 40'h Rec_iuccmn de tamario de la (zagon, et al.,
corneal Sprague- insulina bovina veces al dia por 7 dias Tépica - y 14 dias después | herida, promoviendo la re- 2007)
diabética Dawley P del dafio epitelizacion.
Herida cutanea Ratas Insulina humana 20 ‘;L’ ggsd:’/aesct(aﬁoaégla Sin diabetes y Al dia 15 post Aceleracion del cierre de (Apikoglu-
diabética y no Sprague- P : Tépica con diabetes P herida en ratas con y sin | Rabus,etal.,
L regular conocen las unidades p herida .
diabética Dawley totales) 8/11.5 dias diabetes. 2010)
Promocioén del cierre de la
Tortuga herida e incremento de la
Herida de (Trachgm Insulina porcina 33.85+13.89/ Alos dias 2. 7. 14 presencia de heteréfilos (dia (Negrini, et al
segunda S Sofi tay diluida en 5 U, diario por 7 dias Tépica 8.59+19.42 % 21 2’8 ' | 7), macréfagos (dias 2, 7 and 9201’7) "
intencion P glicerol a los 28 dias y 14) y fibroblastos (dias 14 y
elegans) - p
21), y reducir el ndmero de
linfocitos (21 dias)
Promocion de re-epitelizacion
Herida de Ratones Insulina bovina | 0.03 U, diario por 7 dias Tépica 78204/ Alos dias 1,2, 3, Yncrfenr:'\cc)edn?gagr?rlladr‘r?igcrgggr?ndoé (Chen, etal,
escision C57BL/6J 9+ 0.63 dias 5y7 macréfagos e interleucinas 2012)
proinflamatorias.
Henc_la_l'de Ratas . Crema con 0.5 9/100 g, diario por - P Alos dias 4,8y Reduccion de tiempo de cierre (Lima, et al.,
escision - insulina humana | 16 dias (no se conocen Tépica 8/ 16 dias - o
- Wistar . 16 de la herida en ratas diabéticas 2012)
diabética regular las unidades totales)
Promocion de cierre de heridas
Crema con 0.35 g de crema con y re-epitelizacién. Decremento
Quemadura Ratas insulina humana insulina 0.5 U/100 g Tépica 14/ 26 dias Alosdias 7,14y | de la infiltracion de células | (Azevedo, et
diabética Wistar reqular (0.00175 U totales), P 26 inflamatorias e incremento de al., 2016)

diario por 26 dias

deposicion de colageno en
ratas diabéticas.
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Anexo 2. Resumen de diferentes trabajos en los que se reporta el uso de nanoglicoconjugados con insulina como tratamiento en la cicatrizacién de heridas agudas y crénicas en modelos
animales sanos y con diabetes inducida (modificado de Wang & Xu, 2020).

Tiempo y/o %
Modelo ) . de cierre de ) .
Tipo de herida de Tlpo_de DQS'.S Rl.Jta de herida (NP- Tiempo de Result_ado al gpllcgr Referencia
. nanoconjugado (U diarias) aplicacion - . observacion complejo con insulina
estudio insulina/
control)
. . Promocion de
0,
. H(’er_|da Ratas Hidrogel con 9'5 ml, diarios por 18 - >95 /,> 85 % Alos dias 6,12y | neovascularizacién, (Zhao, et al.,
diabética de Sprague- - ; dias (no se conocen las Topica después de 18 o .
insulina B 2 18 deposicion de colageno y 2020)
grosor completo Dawley unidades totales) dias . :
cierre de la herida.
Hidrogel de Promocién de cierre de herida
Herida de 9e 0.1 Uml? >95/>70% . por estimulacion de la re- .
s queratina S - . Alosdias 7,14y Lo . . (Li, et al.,
escision de Ratas SD ) Una sola aplicacién con Topica después de 14 epitelizacion de la epidermis y
conjugado con . e . 21 : h 2019)
espesor total insulina liberacion prolongada. dias la mejora en la calidad de la
piel nueva.
. Estimulacion de re-
Inrsetggnrﬁb}?#gilga epitelizacion,
Herida de Ratas . 50 U, diarias por 14 - . Alos dias 4, 7, 10 | neovascularizacion, alza en la (Besson, et
L2 . - acomplejada . Tépica 14 / >14 dias o "
escision en piel Wistar con dias y 14 deposicion de colageno y al., 2017)
. . mejora de la humectacioén de la
ciclodextrinas d
herida.
. Nanoparticulas 5.2x10° uM 15/>16 dias S
Herida de Ratas de PLGA con (8.62x10 U) . 100 % / 80 % ) Incremento en angiogénesis, | - xpyeikader,
escision en piel Sprague- . . Y Topica . Alos dias 12y 16 | granulacion y reconstruccion
L insulina humana | Una sola aplicacion con después de 16 : ) etal.,, 2016)
diabética Dawley . ; e . completa de la epidermis.
recombinante liberacion prolongada. dias
Herida de Nanoparticulas Unléjades _tottéles no 14 | >14 dias Aceler_amon de cierre delherlda A _
escision de \Tvgtas de quitosano eltermllpa as. Topica 96.90 £1.11/ Alos dias 7y 14 con I'mcr_e'mento en la re- E Iterzarrlu, et
espesor total istar con insulina U_na sola aplicacion con 45.70 + 4.06 % epitelizacion por migracion al., 2018)
liberacion prolongada. celular.
Herida de Nanoparticulas 50 pl de complejo (no - L .
o Sin diabetes Promocién de remodelacion de
escision de Ratas de‘ platg con Se conocen las -~ 13 /19 dias Alosdias 5,11y | la herida mediante la | (Kaur, etal.,
espesor total en : insulina unidades totales). Tépica - -
- Wistar . S Con diabetes 19 modulacion del balance de las 2019)
piel sanay recombinante Una sola aplicacién con 15/ 19 dias citocinas inflamatorias
diabética humana liberacién prolongada. )
eggig?c’?nddee Ratas Andamio de 98.4 U 92.9+0.4/785 Promocion de la re-
) nanofibras de N - +0.3% Alosdias 3,7y epitelizacion, infiltracion de (Lee, etal.,
espesor totalen | Sprague PLGA con U_na SOI.‘? aplicacion con Topica después de 14 14 queratinocitos y deposicion de 2020)
piel sanay Dawley . ) liberacion prolongada. 2 . .
o insulina dias colageno tipo I.
diabética
Estimulacién de angiogénesis
. P 100 pl de crema con . . .
Herida de Nanoparticulas ; ; 1 . y proliferacion celular, sin .
S . Ratas - insulina 0.74 U ml - . Alosdias 3,7y . . - (Ribeiro, et
escision en piel Wistar de quitosano (0.0050.007 U totales) Topica 14/ 14 dias 14 encontrar diferencias al utilizar al., 2020)
diabética con insulina o . ’ nanoparticulas de quitosano y N
diario por 14 dias . h .
quitosano-insulina.
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MY Plasmido SacBH243L

2.5 ug

8000 bp

6000 bp
4000 bp

3600 bp

Anexo 3. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% con la
construccién pET22b+: SacB H243L. En cada carril se
usaron 150 ng de plasmido.

A / B 1 2 3 4 5 6 7 8
2000
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200 l r

o
0b 50 100 150 200 - :
Flowthrouah fracciones “' — -

Anexo 4. Cromatograma de la purificacion de SacB H243L mediante cromatografia de intercambio catiénico. A) La enzima
eluyd a una concentracion de amortiguador de acetatos 1 M pH 6. B) SDS-Page de poliacrilamida 10%: 1) marcador de peso
molecular, 2) boton, 3) extracto, 4) flow through, 5) fraccion 3, 6) enzima concentrada, 7) ultrafiltrado y 8) recirculado. Cada
pozo contiene 10 pl de muestra. Se observé la presencia de una banda sobre expresada de aproximadamente 55 kDa en los
diferentes pasos de purificacion.
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Anexo 5.Tabla de purificacion de la mutante SacB H243L. La actividad de la enzima se tomé bajo las siguientes condiciones
de reaccion: amortiguador de acetatos 50 mM + CaCl, 1 mM, 100 g I'* de sacarosa, 37 °C, 350 rpm, durante 10 min.

Actividad Proteina Actividad Actividad o Factor de
Paso volumétrica Total total Especifica Rendimiento Purificacion

(U (mg) ) (U mgY) ) ®)
Pellet 153.0 =+ 7.29 245 + 189 1530.0 + 72.92 62.37 + 1.86 -
Sonicado 131.0 =+ 6.27 89.0 =+ 934 3931.7 + 188.24 4417 + 257
Extracto 1125 + 235 580 + 268 32640 + 68.38 56.20 =+ 3.79 100 1.0
Recirculado 100 * 0.06 214 £ 035 2913 = 201 1357 + 0.13 8.92 0.2
Flow through 31 =+ 0.08 71 = 0.08 626 =+ 1.72 876 = 0.14 1.92 0.2
Fraccion 1 153 + 0.03 41 + 0.07 781 £ 0.16 19.10 =+ 0.30 2.39 0.3
Fraccion 2 200.8 + 3.64 10.2 + 0.53 1004.0 + 18.23 97.92 + 3.32 30.76 1.7
Fraccion 3 49.7 + 1.96 38 + 0.28 2489 + 9.85 64.79 + 213 7.63 1.2
Fraccion 4 215 + 131 14 <+ 0.16 1076 + 6.59 73.66 + 3.87 3.30 13
Fraccion 5 137 + 0.35 19 <+ 0.23 688 + 1.75 3522 + 341 2.11 0.6
Fraccion 6 153 + 0.76 1.3 = 0.07 769 + 384 59.05 + 0.32 2.36 1.1
Fraccion 7 33 + 0.09 04 + 0.02 174 + 0.50 4128 + 3.50 0.53 0.7
nama e | 10499 + 1630 50 + 001 8399 * 1304 167.15 * 296 25.73 3.0

* Enzima purificada de un pellet de 955.5 mg, proveniente de 250 ml de cultivo bacteriano E. coli BL21 (DE3) transformado
con la construccion pET22b+: SacBH234L. Se obtuvo un concentrado de 6.3 mg mi™ a partir de un bot6n celular de 955.5 mg.
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Anexo 6. Comparacion de la distribucion del didmetro hidrodinamico de las GNPs-L y GNPs-LIns: a) GNPs-L y GNPs-LIns
producidas utilizando 30 ug mit de insulina; b) GNPs-LIns producidas utilizando 30, 60 y 90 ug ml de insulina. La sintesis
se hizo durante 24 h utilizando 5.5 pg mi™ de enzima, 100 g I'* de sacarosa a 37 °C y 350 rpm. (Las barras de error representan
la desviacion estandar con una n = 3).

Anexo 7. Método de purificacion con etanol de las GNPs-L y GNPs-LIns (PE/GNPs-LIns)

Procedimiento:

1. Colocar lenta y cuidadosamente 200 pl de la reaccion de sintesis de GNPs-L o
GNPs-LIns en un microtubo de 1.5 ml.
2. Agregar 1.5 volumenes de etanol absoluto y mezclar vigorosamente por inversion
hasta observar una coloracion lechosa en la mezcla.

w

Incubar durante 1h a4 + 0.5 °C.

4. Centrifugar a 15,000 g durante 20 min a 4 °C.
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Retirar por completo el sobrenadante y lavar el botén afiadiendo 4 volimenes de
etanol absoluto.

Agitar vigorosamente en un vortex y centrifugar a 15,000 hasta observar el
desprendimiento del bot6on de la base del tubo.

Centrifugar a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (repetir pasos 5 a 7, dos veces)
Retirar la mayor cantidad posible de etanol y evaporar el solvente a 60 °C durante
10-20 min.

Almacenar botén de GNPs-L o0 GNPs-LIns purificadas a temperatura ambiente hasta
Su uso.
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