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Resumen

El presente trabajo busca aumentar las aplicaciones potenciales de la molécula de Poli
(acido galico), en adelante relatada como PGAL, mediante la incorporacion de L-arginina
como cadena lateral. Previo a esta incorporacidn, se realiz6 una insercién de L-glicina en
PGAL, con el fin de obtener un modelo estdndar de modificaciéon para multiples
aminodcidos, la adicién de L-Gly y L-Arg ocurre en condiciones y con materiales inocuos.
El modificado PGAL-g-L-Arg, fue caracterizado por las técnicas analiticas de acido
trinitrobencen-sulfénico para determinar el grado de incorporacion, las espectroscopias
de Resonancia magnética nuclear de protén (RMN-1H) e Infrarrojo y andlisis por
termogravimétrico. Logrando un grado de incorporacién del 23% de L-Arginina (L-Arg),
la que ocurre mediante la formacion de enlaces amida y éster entre el aminoacido y el
PGAL con una relacién de 3:1. La modificacién se realiz6é con el fin de otorgar a este
oligbmero la capacidad de inhibir bacterias con algin mecanismo disruptivo de membrana
con el fin de ser usado como compuesto sintético mimético de péptido antimicrobiano
(SMAMP). Esta capacidad se evalué en cepas de Streptococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Escherichia coli, las cuales fueron seleccionadas debido a su
conformacion de membrana y a su interés etioldgico. Se determiné la concentracidon
minima inhibitoria (MIC de 0.85 g/L), concentracién minima bactericida (MBC de 1.7 g/L),
la afectacion de la viabilidad celular por par de fluorescencia SYTO 9 y yoduro de propidio,
captacion de cristal violeta y microscopia electronica de barrido. El modificado, PGAL-g-
L,Arg, demostro el efecto bactericida por formacion de poros en las bacterias Gram (+) a
la MIC, comportamiento que hace idéneo al modificado para combatir bacterias
multirresistentes, no obstante, esta accion no fue detectable en la cepa de E. coli. Otras
caracteristicas estudiadas en el compuesto fueron sus capacidades antioxidantes:
Capacidad de reduccién férrica del plasma (FRAP de 0.52 eq mM de Trolox), concentracion
media de retraso de radicales difenilpicrilhidrazilo (ICso DPPH 1.43 g/L), concentracion
media de capacidad de captacion de radicales de oxigeno (ICso ORAC 615.34 uM) y
captacion de radicales alcoxilo (9.48 eq mM de Trolox) resultando en un poder
antioxidante medio. La citocompatibilidad del compuesto con células eucariotas se realiz6
usando células sanguineas humanas como modelo, sin efectos citotoxicos relacionados a
hemolisis, o estrés celular a nivel mitocondrial y lisosomal, por lo que puede ser usado en
aplicaciones biomédicas.




Abstract

The present work expands the potential applications of the Poly (gallic acid) molecule,
hereinafter referred to as PGAL, through the incorporation of L-arginine as a side chain.
Prior to this incorporation, an insertion of L-glycine in PGAL was made, in order to obtain
a standard model of modification for multiple amino acids, the addition of both L-Gly and
L-Arg occurs under innocuous conditions and with harmless materials. The modified
polymer, PGAL-g-L-Arg, was characterized by trinitrobenzene-sulfonic acid method to
assess the amino acid grafted, as well as proton nuclear magnetic resonance (:H-NMR) and
Infrared spectroscopies, and by means of thermogravimetry. Achieving the highest degree
of incorporation was 23% of L-Arg throughout the formation of amide and ester bonds
between the amino acid and the PGAL with a 3:1 ratio. The modification was carried out
to give this oligomer the ability to inhibit bacteria with some membrane disruptive
mechanism and be used as a synthetic mimic antimicrobial peptide compound (SMAMP).
This ability was studied on Streptococcus aureus, Leisteria monocytogenes and Escherichia
coli strains. The discussion herein is supported by detected minimum inhibitory
concentration (MIC of 0.85 g / L), minimum bactericidal concentration (MBCof 1.7 g / L),
the affectation of cell viability by SYTO 9 /propidium iodide fluorescence pair, crystal
violet uptake assays, as well as scanning electron microscopy. The PGAL-g-L-Arg
demonstrated the bactericide effect mainly by pore formation mechanism for the Gram
(+) bacteria at the MIC, a behavior that makes the compound ideal for combating multi-
resistant bacteria; however, this action was not detectable for E. coli, which presented a
bacteriostatic effect. Other characteristics studied for this novel compound were its
antioxidant capacities: iron reduction ability of plasma (FRAP of 0.52 eq mM of Trolox),
half concentration of scavenging of diphenylpicrylhydrazyl radicals (IC50 DPPH 1.43 g/L),
half concentration of oxygen radical absorbance capacity (IC50 ORAC 615.34 uM) and
alkoxyl radical scavenging (9.48 eq mM of Trolox) resulting in a medium antioxidant
power. The cytocompatibility of the compound with eukaryotic cells was performed using
human blood cells as a model, without cytotoxic effects related to hemolysis, or cellular
stress at the mitochondrial and lysosomal level, allowing it to be used in biomedical
applications.




L ANTECE DEN TE S

1.1. Resistencia bacteriana a antibioticos

Nuestra historia moderna con los antibiéticos comienza con el verdadero impacto en
nuestra sociedad debido al descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming de la
Universidad de Westminster (RU) en 1928, asi como su aplicacion para fines terapéuticos
(Gould, 2016); gracias a este compuesto y a todos los que le siguieron, la prevencién y
control de los efectos de los patdgenos bacterianos se han desarrollado tal como la
conocemos. No obstante, el uso desmedido de éstos, tanto en nuestra especie como en las
especies de las que nos alimentamos, ha generado la existencia de bacterias resistentes a

farmacos, las cuales repercuten a nivel social, econémico y médico (WHO et al., 2014).

Todo punto en el globo que haya tenido contacto con la civilizacion moderna no sé6lo ha
sido tocado por estos “super bichos", también tiene el riesgo de sucumbir ante ellos. Tan
s6lo en EE. UU. se estima que cada afio 2 millones de personas son infectadas por cepas de
bacterias resistentes, y 23,000 han muerto por causa de éstas. Por su parte en México,
existen reportes de un lapso de 40 afios que permite entender el fenémeno evolutivo de
resistencia; encontrando cepas con dicha capacidad de Salmonella typhi, Pseudomonas
aureginosa, Streptococcus pneumonae, Staphylococcus aureus y Enterococcus spp., entre
otros (Chantziaras et al, 2014). Los riesgos que conlleva la existencia de estos
microrganismos, es una problematica vigente y urgente, por lo cual, el manejo responsable
de antibioticos, el control de infecciones provocadas por las bacterias multirresistentes y
la creacion de compuestos, son de importancia critica. El listado de bacterias que han
evolucionado en cepas de alta resistencia a farmacos se describe seguin el orden de
prioridad por la OMS, y en prioridad uno critica, tenemos a Acinetobacter baumannii,
resistente a los carbapenémicos; Pseudomonas aeruginosa, resistente a los
carbapenémicos; y Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de
enzimas resistentes a las beta-lactamas como lo son la penicilina y las cefalosporinas. Con
prioridad 2, que implica elevada, a Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina;
Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y resistencia

a la vancomicina; Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina. Campylobacter spp.,
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resistente a las fluoroquinolonas. Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas, y
Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a las fluoroquinolonas. Por
ultimo, como prioridad media o 3, tenemos a Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a
la penicilina. Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina, y la Shigella spp., resistente
alas fluoroquinolonas. Segtin la OMS el indice de fallecimientos mundiales si seguimos con
esta tendencia superara a los provocados por el cAncer a mediados de este siglo, por lo que
es de interés el estudio de la produccion de agentes bactericidas de baja resistencia. Es de
especial relevancia las infecciones nosocomiales por bacterias, asi como los efectos
secundarios derivados de la alta carga de antibidticos perioperatorios y profilaxis en
general. Por tltimo y no menos importante, son las reacciones alérgicas cada vez en mayor

frecuencia en los seres humanos debido a la exposicién a farmacos.
1.2. Polimeros antimicrobianos y analogos sintéticos

Debido al auge de estas bacterias resistentes y posibles reacciones paralelas en el
organismo, se han investigado alternativas a los antibidticos comunes de sintesis quimica
o biotecnoldgica, esta busqueda puede encaminarse en aras de encontrar compuestos mas
especificos que sean capaces de atacar a las bacterias, sin efectos secundarios indeseables,
desde algin paso metabdlico importante, o bien, buscar compuestos con menor
especificidad. Para el tltimo de estos casos, la incidencia sobre la membrana bacteriana es
una de las mejores opciones, ya que la composicion esencial de este organelo no puede ser
alterada de forma rapida a través de los mecanismos de resistencia. En este sentido, los
péptidos antimicrobianos (AMPs) y los imitadores sintéticos de péptidos antimicrobianos
(SMAMPs) han tomado relevancia recientemente debido a su capacidad de interferir con
membranas de las células procariotas (Figura 1). Entre las caracteristicas de la membrana,
una que destaca es su naturaleza de multianién por los grupos fosfato unidos a los
diglicéridos que dan hidrofobicidad a esta cobertura. Gracias a este conocimiento, se han
buscado y desarrollado polimeros y oligdmeros con multiples cargas positivas o con
regiones hidrofébicas, que son capaces de asociarse a la membrana y generar
malfuncionamiento de la misma, ya sea agrupando los fosfolipidos y formando poros o

canales que destruyen el equilibrio osmotico del microorganismo, o bien, alojandose en el
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organelo interrumpiendo el transporte pasivo del mismo, ya que con ambos mecanismos
se puede desencadenar la muerte celular (Ganewatta et al., 2015; Mufioz-Bonilla et al,,
2012). Por lo anterior, los AMPs y SMAMPs son una opcién a los antibiéticos modernos o
inclusive son perfectos coadyuvantes en el tratamiento con estos ultimos.

1 Adicion tipo carpeta, transporte pasivo impedido

TP WAL WA

Péptido o
Transports y SMAMP
pasivo AAAN

Adicion tipo barril, ruptura osmética

Bicapa lipidica bacteriana
-~
-~
P

Figura 1. Ejemplos de mecanismo de inhibicion de AMPs y SMAMPs.

SOOG

Los AMPs, en especial aquellos propios del sistema inmune de los mamiferos, presentan
propiedades beneficiosas, como su alto poder bactericida indistinto de Gram y nula
toxicidad. Sin embargo, su uso a escala comercial presenta muchas desventajas. Entre ellas
destacan su alto costo de produccion y es claro que para el caso de AMP naturales de los
organismos de los mamiferos es inviable. Por otro lado, esta su degradacion por proteasas
extracelulares secretadas por las bacterias patdgenas como mecanismo de resistencia,
seguidas por los cambios conformacionales y desactivaciones por uniéon con otras
proteinas, la baja estabilidad metabdlica, y la alta toxicidad e inmunogenicidad. Por estas
razones, su uso no ha sido completamente satisfactorio (Greber et al., 2016), y se han
buscado alternativas en su uso, como el crear vehiculos especificos para que ellos mermen
los inconvenientes de estas proteinas (Martin-Serrano et al., 2019), o bien generando
compuestos semejantes que no posean dichas debilidades, este es el origen de los SMAMPs

(Fuetal, 2013).




1.2.1. L-Arg, AMPsy SMAMPs

La L-Arg es un aminoacido no esencial presente en los mamiferos, cuyas funciones en el
metabolismo estan intimamente relacionadas con los equilibrios del nitrégeno y el
potencial de oxido-reduccion al ser un paso importante del ciclo de la urea y el precursor
de formacion del 6xido nitrico (Jobgen et al., 2006). En los AMPs por su parte, es uno de
los aminoacidos destacados, ya que su grupo 6-guanidinio es capaz de mantenerse
protonado hasta en pH alcalino (pKa= 12.10), esta protonacién confiere al grupo de una
carga parcialmente positiva, la cual es idénea para su interacciéon con la membrana
bacteriana. Este aminodacido es hallado en la literatura demostrando su preponderancia
en el mecanismo de disrupcion de los AMPs (Chan et al., 2006; Morita et al., 2013), por lo
que la estructura de su cadena lateral ya ha sido explorada en la produccién de los
SMAMPs, y se ha demostrado que esta ramificacion es mas eficaz y selectiva en su efecto
contra microorganismos, a diferencia de ramificaciones mas sencillas como la de acetil-

amina, analoga de la L-lisina (Gabriel et al., 2008).
1.3. Polifenoles y el acido galico

Los AMPs y SMAMPs no son los Unicos compuestos que han llamado la atencién como
candidatos a combatir a las bacterias multirresistentes, también se ha renovado el interés
por los polifenoles naturales. Estos compuestos son una extensa variedad de familias
quimicas, que funcionan como metabolitos secundarios en plantas que presentan varias
funciones, desde precursores de distintas estructuras hasta como sefializadores
metabolicos, y en multiples casos, presentan capacidades inhibitorias y biocidas contra
hongos, virus o bacterias (Daglia, 2012). En general, esta fuente natural de agentes
antimicrobianos es de especial interés en medicina al6pata en defensa de otras formas de
medicina integrativa para tratar o suprimir los sintomas o los procesos fisiopatoldgicos de
los patégenos en nuestro organismo. Entre estos compuestos se encuentra el acido galico,
este derivado fendlico ha demostrado tener la capacidad de asociarse a la membrana
bacteriana gracias a su hidrofobicidad, generando un cambio en el flujo de iones, alterando
la carga neta de la superficie, e incluso alterando la division celular de algunas bacterias

(Borges et al., 2013;Bhattacharya et al., 2018; Bouarab Chibane et al., 2019; Chen et al,,
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2017). Las limitaciones que presenta este compuesto, y la gran mayoria de los polifenoles,
recaen en su solubilidad, termolabilidad, y facil descomposicidon en presencia de luz u
oxigeno, y aunque baja, también posee una relativa citotoxicidad (Ozgelik et al., 2011), por
lo que su aplicacién en procesos de fabricacidn de alimentos o en aplicaciones biomédicas

no puede extenderse con facilidad.
1.3.1. PGAL como posible polimero base para aplicaciones antimicrobianas

Lépez y colaboradores en 2013, descubrieron que el acido galico puede polimerizarse
mediante oxidacién enzimatica con la lacasa de Trametes versicolor (LTV) bajo ciertas
condiciones, generando el PGAL (Figura 2). Este oligdmero, presenta una mejor
solubilidad que su precursor en soluciones acuosas con pH superior a 1, ademas de ser
termoestable, fotorresistente y citocompatible a nivel celular, asi como antiinflamatorio y
prevenir especies reactivas de oxigeno (Diaz-Sanchez et al., 2017; Lopez et al., 2013;

Sanchez-Sanchez et al,, 2017, Zamudio-Cuevas et al., 2020) .

+
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Figura 2. Reaccidn de polimerizacién del dcido gdlico en PGAL

Curiosamente, la investigacion inicial por Lopez y colaboradores, asi como estudios
posteriores, buscaban reducir el impacto ambiental de dispositivos eléctricos, cambiando
componentes fotosensibles sintéticos por estos de origen natural con propiedades
optoelectronicas compatibles, esto debido a la capacidad semiconductora intrinseca del
PGAL. Sin embargo, las aplicaciones biomédicas han tomado mayor relevancia. A pesar de
los avances obtenidos, los mecanismos de accién antimicrobiana de esta nueva molécula
hasta el momento han sido desconocidos, lo cual es de gran importancia en su aplicaciéon
como implantes con andamiaje de policaprolactona, y en general, su potencial uso como

base de un nuevo SMAMP es de interés, las razones para escogerlo como la base de
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modificacion para un nuevo SMAMP recaen tanto en su sintesis en condiciones inocuas,
como en la naturaleza quimica del oligbmero, que recuerda a la estructura de los lignanos,
esto ultimo, es indicativo de la biocompatibilidad y no reactividad del oligdmero con las

células eucariotas por lo que fue elegido el caso de estudio en este trabajo.
1.4. Propuesta de modificacion: Sintesis asistida por microondas

Si bien el PGAL, por su estructura, presenta una zona predominante de hidrofobicidad, su
estructura de polianion (Romero-Montero et al., 2019) no es compatible con los
fundamentos de accion antimicrobiana, por lo que se espera que su efecto disruptor de
membrana sea pobre o inexistente, de esta forma buscar modificaciones moleculares del
PGAL para invertir el caracter aniénico del oligdmero es la pieza clave para volverle un
compuesto antimicrobiano. Existen muchas modificaciones para cambiar la mecanica,
respuesta térmica y quimica de un polimero u oligbmero preexistente mediante la
insercion de ramificaciones con caracteristicas deseadas, a este proceso se le conoce como
“insertado” (Bhattacharya et al., 2009). El PGAL, al poseer grupos hidroxilo y grupos
carboxilo en abundancia, lo hace idéneo para generar un insertado, y como se expuso
previamente, la L-Arg es un compuesto clave en multiples AMPs, por lo que incorporarlo
en la estructura de este polifenol sintético es una posible solucion al problema de carga de

éste.

La busqueda para poder generar las amidaciones o esterificaciones necesarias para unir a
la L-Arg y el PGAL desembocaron en la radiacién de microondas como auxiliar en estas
sintesis, ya que se ha demostrado que las reacciones de amidacion y esterificacion ocurren
en el ambiente provisto por esta metodologia emergente, y que, ademas, es considerada
inocua y dentro de las crecientes tendencias en la quimica sintética verde. Existen
multiples reportes sobre la capacidad de unir por enlace covalente a acidos organicos
tanto alquilicos como aromadticos con aminas tanto primarias como secundarias (Ferroud
et al.,, 2008; Ojeda-Porras et al., 2015), e incluso unos cuantos reportan la esterificacion
con acidos organicos en polisacaridos (Shogren et al., 2006); este método también ha sido
usado para la modificacion de polimeros con multiples grupos carboxilo (Aris et al., 2017).

El esquema de sintesis del presente trabajo esta descrito en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema de reaccién para la sintesis de PGAL-g-L-Arg




2. HIPOTESIS  m——

Mediante la incorporacion de ramificaciones catidonicas de origen natural en el PGAL se
obtendra la capacidad de inhibir bacterias mediante un mecanismo de disrupcion de

membrana.

3. OBIETIVOS e ———

3.1. Objetivo General

Sintetizar el PGAL-g-L-Arg con actividad antimicrobiana y antioxidante mediante la

insercidn de la L-Arg en el PGAL en condiciones inocuas.
3.2. Objetivos Particulares

e Establecer un protocolo de modificaciéon de PGAL con un aminoacido modelo (L-
Gly).

e Generar un modificado catiénico usando como base al PGAL y L-Arg.

e Determinar la estructura quimica del polimero por varias técnicas analiticas.

e Determinar las propiedades antioxidantes.

e Determinar su capacidad antimicrobiana y clasificar su mecanismo de accion.

e Determinar la presencia de citotoxicidad del producto en células de mamifero.
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4. METODOL OG A e

4.1. Protocolos de sintesis
4.1.1. Polimerizacion de dcido gdlico

La sintesis de PGAL se llevd a cabo segin lo previamente descrito por Lépez y
colaboradores (2013), se disolvieron 8.5 g de 4cido galico en 250 mL de solucién tampdn
de acetato (pH 5, 250 mM) y se vertieron en un matraz de fondo redondo ambar de tres
cuellos de 500 mL. Luego, se afiadieron 20 mL de NaOH (2 M) y la mezcla de reaccion se
mantuvo bajo agitacion constante a 25 °C en un bafio de aceite (IKA RCT basic, EE. UU.).
Una vez homogénea la solucion, se afiadié Lacasa de Trametes versicolor suficiente para
alcanzar una concentracion de 1 U/mL; la solucion se agité durante 24 h y se oxigend
durante toda la reaccién usando una bomba de aire (Elite 800, Hagen Inc., Canada). La
mezcla de reaccidn se afiadié gota a gota a 1.25 L de etanol frio (5 ° C) y el precipitado se

filtré y se seco al vacio con una bomba de aceite (1.0 x 10-4 mbar).
4.1.2. Sintesis de PGAL-g-L-Gly

Con el fin de lograr un punto cercano a la equimolaridad entre la glicina y los residuos de
acido galico en el PGAL,100 mg del aminoacido y 200 mg del polimero, con peso molecular
promedio de 5,016 Da, fueron disueltos en 5, 10 o 15 mL de buffer de fosfato (0.1 M) a un
pH determinado (3, 5 o 7). La solucién fue vertida en un matraz bola de capacidad de 25
mL y se le afladi6é un agitador magnético. El matraz se colocé en la camara de microondas
(Discover SP CEM, E.E.U.U.), acoplando a laboca del matraz un refrigerante (Figura 4) para
evitar proyecciones sobre el aparato. Los parametros de sintesis y el modelo experimental

se describen en la seccion 6.2.1.




Figura 4. Microondas de sintesis orgdnica con refrigerante acoplado.

La solucion resultante fue precipitada por goteo en 4 veces el volumen de reaccién en
etanol frio. Posteriormente, el producto fue reconstituido en 5 mL agua y puesto a
precipitar en 15 mL del solvente previamente usado. Después de la segunda precipitaciéon
el etanol que pudo haber quedado en el producto fue eliminado con ayuda de una estufa

al vacio acoplada una extractora de solventes (30 °C).
4.1.3. Sintesis de PGAL-g-L-Arg

Se preparo una solucion que contenia 200 mg de PGAL, 5 mL de buffer de fosfatoapH 7 y
L-Arg suficiente para alcanzar una concentracion equimolar de residuos de acido galico
con respecto al aminodacido. El matraz con capacidad de 25 mL fue puesto en la cAmara del
microondas, acoplando a la boca del matraz un refrigerante (Figura 4). Los parametros
variables fueron el tiempo de reaccion, la temperatura de sintesis, la concentracion del
catalizador sulfato de Zinc y la potencia del aparato, el modelo experimental se encuentra
descrito en la seccién 6.2.2. La purificacion del compuesto se realiz6 con dos
precipitaciones sucesivas del PGAL vertiendo la soluciéon en 25 mL de etanol absoluto,
seguidas de una reconstituciéon de los polimeros en volumen minimo de agua y filtrados
por centrifugacion con ayuda de una unidad Amicon (4 mL, 5000 Da, Millipore, EE. UU.).
El volumen retenido en el filtro fue liofilizado y secado con ayuda de una estufa al vacio

acoplada a un extractor de solventes.




4.2. Protocolos de determinacion de estructura.
4.2.1. Cromatografia por exclusién de tamaiio (SEC/GPC)

Las mediciones de cromatografia de exclusiéon por tamafio (SEC) se realizaron en un
cromatografo de liquidos Agilent serie 1210 (EE. UU.), equipado con un detector RID y una
columna Ultrahydrogel-500 (7.8x300 mm, Waters, EE. UU.), transportadas con solucién
acuosa de cloruro de litio (LiCl, 0.1 M) como fase mévil, un flujo de 0.8 ml/min y 30 °C de
temperatura de columna (Romero-Montero et al., 2017). El volumen de inyeccion de la

muestra disuelta en fase mdvil fue de 30 pL, y con una concentracién de 0.5 mg/mL.
4.2.2. Determinacion de grado de funcionalizacion

20 mg del PGAL, o los modificados, se disolvieron en 2.5 mL de hidréxido de sodio (NaOH,
2 M) y se incubaron a 60 °C durante 24 h, liberando el aminoacido incorporado a la
solucién. Una vez precipitado el PGAL con 10 mL de etanol frio, El sobrenadante se separo,
afor6 a 25 mL y diluy6. Tomando 500 pL de los sobrenadantes, se mezclaron con 500 pL
de solucién acuosa de acido trinitrobencen-sulfénico (TNBSA, 0.001% p/v). La mezcla
resultante se agité e incub6 a 37 ° C durante 2 h. La reaccién (Figura 5) se detuvo mediante
la adiciéon de 125 pL de acido clorhidrico (HCI, 1 N). La absorbancia de la mezcla se

determiné a A = 335 nm comparando contra curva patrén del aminoacido especifico (0 a

20 pg/mL) (Krasaechol et al., 2008).
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Figura 5. Reaccién del TNBSA con un aminodcido, generando una anilina cromdéfora




4.2.3. RMN-1H y Espectroscopia de Infrarrojo

60 mg de PGAL, L-Arg, PGAL-g-L-Gly o PGAL-g-L-Arg se disolvieron en 2 mL de agua
deuterada (D20). Los espectros de RMN-1H se registraron en un espectrémetro Varian MR-
400 (EE. UU.) y fueron procesados con el programa MestReNova (version 12.0.2). Los
espectros FT-IR de los diversos compuestos se adquirieron colocando de 10 a 15 mg de
los compuestos en un equipo Perkin-Elmer ATR-FTIR Spectrum-400, y fueron analizados
con ayuda del programa Spectragryph (version 1.2.14) en el intervalo de frecuencias de

400 24000 cm y con 30 lecturas del espectro.
4.2.4. Andlisis térmico

Los termogramas de PGAL, L-Arg y PGAL-g-L-Arg se obtuvieron con un equipo de analisis
termogravimétrico TGA550 (TA instruments, EE. UU.). El ciclo de combustidn se realiz6
en presencia de nitrogeno (60 mL/min) con una rampa de temperatura de 5 °C/min desde

25 °C hastalos 900 ° C.
4.3. Protocolos de capacidades antioxidantes
4.3.1. Determinacion de inhibicién de radical DPPH

Las diferentes muestras se sometieron a un microensayo de DPPH ejecutado de la
siguiente manera: se llen6 una placa de 96 pocillos con 100 pL de material disuelto (0-30
ug/L para acido galico y 0-150 pg/L para PGAL y PGAL-g-L-Arg) en agua-metanol (1:1),
mezcla en la que los polimeros son perfectamente solubles, a estos fueron agregados 100
uL de DPPH (80 mg/L) disueltos en la misma mezcla de solventes (Jimoh et al., 2019). Los
experimentos de control se llevaron a cabo de manera idéntica, pero sin adicionar material
o DPPH, supliendo sus volumenes con la mezcla de agua-metanol (Lee et al., 2015). La
absorbancia se ley6 a temperatura ambiente a A= 530 nm en un lector Multiskan FC
(Thermo Scientific, EE. UU.). El porcentaje de inhibiciéon de DPPH se determiné usando la

Ecuacion 1.




iy e . (D0M+DPPH - DOMB)
Inhibicion de DPPH (%) = x100
() = D0y — DOS)

Ecuacion 1

Donde: DOam + pppu es la absorbancia generada por la mezcla de material y DPPH, DOws es la absorbancia de
material individual; DOprpy es la absorbancia dle DPPH y DO:s es la absorbancia de solvente.

Las concentraciones de muestra requerida para inhibir el 50% de la concentracién de
DPPH (ICso, por sus siglas en inglés) se obtuvieron interpolando las respuestas de

inhibicién en su parte lineal, para cada uno de los compuestos.
4.3.2. Determinacién de FRAP

Para la prueba de reduccion férrica del plasma (FRAP, por sus siglas en inglés, se usaron
soluciones acuosas de PGAL y PGAL-g-L-Arg a concentracién de 2 mM en buffer de fosfatos
(75 mM, pH 7.4). Para la prueba FRAP, una mezcla de cloruro de hierro (III) (FeCls,1.7 mM)
y 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, 0.8 mM) fueron disueltos en solucién buffer de
acetatos (300 mM, pH 3.6). El ensayo se realizé en una microplaca de 96 pozos, en la cual
30 pL de las muestras se agregaron, junto con 300 pL de la mezcla previamente
mencionada. La placa de dej6 en reposo por 15 min y las absorbancias fueron medidas a
A=583 nm en un espectrofluorémetro Biotek Synergy HT (Winooski, USA) contra curva de

calibracidn de sulfato de hierro (II) (FeSO4, 0 a 1000 pmol/L) (Benzie et al., 1996).
4.3.3. Determinacién de ORAC

Para esta prueba las muestras (2 mM), las soluciones y el Trolox (acido 6-hydroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), fueron preparadas de forma independiente en una
solucion buffer de fosfatos (75 mM, pH 7.4). El ensayo se llevo a cabo en una microplaca
de 96 pozos, en los cuales se agregaron 25 uL de muestra, 25 pL de AAPH ( 2,2'-Azobis(2-
metilpropionamidina), 153 mM) y 150 uL de fluoresceina (4 mM). La medicidn se llevo a
cabo por minuto durante 90 min a 37 °C, a longitudes de onda de A=485 nm de excitacion
y 515 de emisién en el espectrofluorémetro previamente mencionado (Hernandez-
Valdepeiia et al, 2016). El fundamento de esta técnica esta basado en la rapida
degradacién del AAPH, desencadenando en la formacion de dos radicales de carbono que

reaccionan con una molécula de oxigeno mediante una dismutacion forzada, y generando
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dos radicales de oxigeno, estos se ponen en contacto con fluoresceina en presencia o
ausencia de un compuesto antioxidante, y se mide la perdida de la florescencia por
degradacion oxidativa a través del tiempo, diferenciando el area de las curvas de caida de
fluorescencia entre el blanco y el antioxidante, estas dreas se comparan con la respuesta
de trolox a diferentes concentraciones, obteniendo la equivalencia en mM de Trolox, un

diagrama de este fundamento se encuentra ejemplificado en la Figura 6.
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Figura 6. Diagrama de reaccién para la técnica de ORAC (Zulueta et al.,, 2009)

4.3.4. Determinacion de retraso de radical HOe

En este ensayo, se usa la conversién de tereftalato en hidroxitereftalato, siendo este ultimo
capaz de fluorecer, a diferencia de su forma no hidroxilada. La muestra se preparo a la
misma concentracion que la prueba anterior. La produccion del radical hidroxilo (HOe) se
realiz6 mediante un sistema de reacciéon de Fenton mezclando en un volumen de 180 uL
los siguientes compuestos con suficiente masa para alcanzar la concentraciéon deseada:
acido ascérbico (1 mM), FeCls (1 mM), acido etilendiaminotetraacético (EDTA, 1 mM),
perdxido de hidrégeno (H202, 10 mM), tereftalato (3.5 mM), y solucién tampén de fosfatos
(50 mM, pH 7.4), a dicha mezcla se agregaron 20 pL de agua destilada o diferentes
concentraciones de los polimeros. El radical, fue generado por incubacion de la solucién a
temperatura ambiente por 30 min. El aducto fluorescente se midié en el
espectrofluorometro a A= 326 nm de excitacion y A= 432 nm de emision. La habilidad de
los polimeros de retrasar al radical HOe fue comparada con la del Trolox (Gaona-Gaona et

al, 2011).




4.4. Protocolos de capacidades antimicrobianas
4.4.1. Determinacion de concentracién minima inhibitoria (MIC)

La prueba MIC permiti6 comparar el efecto inhibidor del PGAL y el PGAL-g-L-Arg a
distintas concentraciones. El método se realiz6 en microplacas de 96 pozos (Costar, EE.
UU), los cuales fueron cargados con 100 uL. de medio Miieller-Hinton estéril. A la primera
linea de pozos se le afiadieron 100 pL de uno de los polimeros (6.8 g/L) previamente
disuelto en el mismo medio, esta primera linea de pozos fue homogeneizada mediante
bombeo de micropipeta y de estos se colectaron 100 pL de soluciéon de cada pozo, los
cuales se dispusieron en el pozo inferior inmediato a cada uno de ellos, esta operacion se
repitié hasta la penultima hilera de pozos, donde una vez homogeneizados, los 100 pL
colectados fueron dispuestos fuera de la microplaca. De esta manera, se obtenian lineas de
pozos con gradientes de concentracion de 3.4 a 0.023 g/L de material, y una linea de estos
que fungia como blanco de crecimiento al no poseer polimero alguno. Posteriormente, se
agregaron 5 pL de solucion salina isotdnica estéril cargada con indculo bacteriano, la carga
bacteriana inicial fue de 5x10% 5x10% y 1x105 CFU/mL para S. aureus, E. coli y L.
monocytogenes, respectivamente (Boddy, 2014), la incubacién ocurrié a 37 + 3 ° C durante
18 h. La densidad o6ptica de las muestras se midi6 en un lector Multiskan FC (Thermo
Scientific, EE. UU.) a A= 620 nm y el porcentaje de inhibicion se calcul6 utilizando la
Ecuacion 2. La MIC fue determinada como la concentraciéon mas baja en la que la inhibicién

era del 100%

DO, — DO
#> x100

Inhibicion (%) = ( D0
0

Ecuacion 2

Dénde: DOy es la densidad éptica promedio de los pocillos que contenian un indculo de bacterias y una
concentracion de 0 g/L del compuesto; DOy es la densidad éptica del pozo con inéculo y una concentracion del
compuesto distinta de 0 g/L.
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4.4.2. Determinacion de concentracién minima bactericida (MBC)

La MBC se obtuvo de los volimenes contenidos en la microplaca de la MIC. Se colectaron
alicuotas de 30 pL de al menos tres pocillos de cada concentracion en placas de Petri
(100x15 mm) con agar Mueller-Hinton. Luego, el indculo se extendié sobre el total de la
superficie del agar con una varilla de vidrio estéril. Las placas se incubaron a 37 £ 3° C
durante 24 h. E1 MBC se determin6 como la concentracion donde el in6culo no contenia
unidades formadoras de colonias (UFC), evento apreciable al final de la incubacidn de las

placas.
4.4.3. Viabilidad celular por fluorescencia confocal

La prueba de viabilidad celular se llevé a cabo con una solucién compuesta de SYTO9® /
yoduro de propidio que fue preparada segun lo descrito por el fabricante. Las bacterias se
inocularon en medio Miieller-Hinton en presencia o ausencia de PGAL o PGAL-g-L-Arg a
concentracion de 0.85 g/L para ambos compuestos, las cargas iniciales bacterianas fueron
las mismas que en la prueba MIC, y el volumen de indculo fue proporcional al de esta
prueba, pero ajustado a 1.2 mL de medio, estos cultivos fueron incubados a 37 £ 3 ° C
durante 18 h. Al final de la incubacién, el medio se centrifugé durante 3 min a 4,000 rpm,
después de decantados, los botones bacterianos se lavaron tres veces con 100 uL de Buffer
de fosfatos y se resuspendieron en 50 pL del mismo buffer. A los reconstituidos, se
afiadieron 50 pL solucion de SYTO9 / yoduro de propidio y se incubaron a 37 + 3 ° C
durante 15 min, luego, se colocaron de 0.5 a 1 pL de estas mezclas en portaobjetos y
cubreobjetos y se observaron a 100x en un microscopio de fluorescencia Olympus Fv1000
(Japon). Las longitudes de onda de excitacion / emision para los colorantes son: 480/500
nm para SYTO 9 y 490/635 nm para el yoduro de propidio. El porcentaje de viabilidad

celular se calculé con la Ecuacién 3.

#Células viables

Viabilidad celular = HCelulas totales x100

Ecuacion 3

Donde: #Células viables es el numero de células que solo presentan fluorescencia verde; #Células totales es la
suma de células que presentan florescencia roja o verde.
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4.4.4. Microscopia electrénica de barrido

Las bacterias se inocularon en 4 mL de medio Miieller-Hinton, en presencia o ausencia de
PGAL y PGAL-g-L-Arg en concentraciones, proporciones y carga bacteriana iguales ala MIC
del modificado, éstas se incubaron a las condiciones previamente descritas. Las muestras
se centrifugaron (centrifuga Eppendorf, EE. UU.) por 5 min a 4,000 rpm. Una vez
decantadas, se les afiadi6 aproximadamente 0.5 mL de glutaraldehido (Sigma-Aldrich, 5 %
v/v) y se almacenaron a 5 °C durante 48 h. Las preparaciones se deshidrataron en una
serie graduada de alcohol, fueron deshidratadas a punto critico y se cubrieron con oro a
magnificaciones de 10,000 x. Una vez preparadas, las muestras se observaron en un

microscopio electronico de barrido JEOL JSM-5900-LV (Japdn).
4.4.5. Captacion de cristal violeta.

El cambio en la permeabilidad de la membrana bacteriana se determiné mediante la
captacion de violeta cristal (Devi et al,, 2010). Se prepararon cultivos de bacterias y se
trataron con PGAL o PGAL-g-L-Arg a 0.85 g/L como se describié previamente. Después de
18 hr de contacto entre los materiales y las bacterias, se centrifug6 1 mL del cultivo a 4000
rpm por 5 min. Luego, las células se resuspendieron en PBS con cristal violeta
(absorbancia en solucion de 0.520 a 570 nm) y se incubaron durante 10 min a 372C. Las
muestras se centrifugaron a 4000 rpm por 10 min y los sobrenadantes se filtraron con un
filtro de 0.22 pm. La absorbancia de éstos se midi6é a 570 nm y el porcentaje de absorcion

se calcul6 con la Ecuacion 4.

Ecuacion 4

Ax
%Captacion = (1 — A_> x100
0

Donde: Ax es la absorbancia de una muestra; Ao es la absorbancia de la solucion de violeta cristal.




4.5. Protocolos de citocompatibilidad
4.5.1. Prueba de actividad hemolitica

La actividad hemolitica se determind a partir del método de difusion de disco en agar. Para
el ensayo fue necesario el uso de donadores (sanos, con edad promedio de 27 afos), a los
cuales, bajo su consentimiento y siguiendo el protocolo del cédigo de ética de la sociedad
internacional de transfusiones de sangre, les fueron extraidos 10 mL de sangre, ésta se
mezclé con 90 mL de medio de agar base sangre estéril. Después de la solidificacién, a cada
placa les fueron horadados 4 pozos usando un tubo de vidrio estéril (6 mm de diametro).
En los pozos se afiadieron los controles positivo y negativo de hemolisis (agua destilada y
PBS respectivamente) y los materiales a probar (PGAL y PGAL-g-L-Arg a MIC de este
ultimo). Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Después del periodo de incubacion,
se observo la presencia o ausencia de hemdlisis, la cual se presenta como la formacion de
una zona clara alrededor del pozo. En caso de resultar positiva la formacion de halo, éste

fue medido con un Vernier (mm) (Prakash et al., 2016).
4.5.2. Ensayo de viabilidad eucariota

La determinacion de viabilidad se realizé con muestras de sangre de seis donantes sanos
de edad promedio de 28 afios, el muestreo se realizé bajo su consentimiento, usando
jeringas heparinizadas. 0.5 mL de sangre total se afiadieron a 2.5 mL de medio McCoy
modificado 5a con 4% en peso de Fitohemaglutinina y soluciones antibiéticas al 0.4% en
peso (penicilina-estreptomicina), los cultivos se incubaron durante 24 h a 37 °C para
permitir la proliferacion de las células blancas, dicha temperatura es usada para todas las
incubaciones aqui descritas. Una vez terminada la proliferacion, el medio se separ6 en tres
tubos diferentes a los cuales se les afiadié PBS estéril (control), PGAL o PGAL-g-L-Arg, los
materiales alcanzaron 0.85 g/L de concentracion una vez agregados a los tubos con medio.
Una primera incubacion se realizo por 48 h, las células se re-suspendieron en PBS y se
centrifugaron a 1500 rpm por 10 min. Una alicuota de 75 pL de la capa leucocitaria fue
transferida a un tubo limpio, el cual, se incub6 con 2 mL de buffer de lisis (bicarbonato de

potasio al 0.1% p/p, cloruro de amonio al 0.899% p/p y EDTA tetrasddico al 0.037% p/p)
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durante 16 min, la mezcla se centrifugé a 2000 rpm durante 10 min, seguida de un
decantado y re-suspendido con 1 mL de cloruro de potasio (0.04%), una vez mas, el tubo
se someti6 a incubacion por 10 min, y centrifugado como se hizo previamente, una vez
mas el tubo fue decantado y le fueron anadidos 100 pl de rojo neutro (RN) o 50 ul de
bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), para ambas
técnicas se re-suspendieron los residuos, los cuales, se incubaron por dos horas y media,
para la prueba de RN se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos y se decantaron,
afiadiendo 150 pL de PBS y siendo centrifugados bajo las mismas condiciones, por tltimo
se adicionaron 100 uL de solucién decolorante (alcohol etilico al 49.5% v/v, acido acético
glacial al 1% v/v y agua desionizada). Por su parte 75ul de isopropanol fueron agregados
a los tubos con MTT, y tanto estos como los tubos de rojo neutro fueron incubados una
ultima vez por 10 min, los ensayos se colocaron una microplaca de 96 pozos y se leyeron
en el Multiskan FC (Thermo Scientific, EE. UU.) a A= 570nm. La viabilidad porcentual se

calcul6 empleando la Ecuacién 5.

N DO
Viabilidad (%) = (DO )xlOO
C

Ecuacion 5

Dénde: DOs es la densidad dptica de la muestra y DOc se refiere a la densidad dptica de control.




5. RESULTADOS Y DISCUSION my

5.1. Caracterizacion del PGAL

El polimero PGAL reproducido (Loépez et. al. 2013) y utilizado para este trabajo
experimental fue un polvo negro altamente soluble en agua y con rendimiento del 95 %,
que debido a su naturaleza de radical estable, no presenta sefiales en su espectro de RMN-
1H (Figura 7C) y con las bandas tipicas en su espectro de IR (Figura 9C), mostrando un
desdoblamiento en la zona de carbonilo, cuyos nimeros de onda reflejan la dualidad de
acido carboxilico y carboxilato de sodio, todo lo anterior corresponde con lo previamente
reportado (Lépez et al., 2013; Romero-Montero et al., 2019). El peso molecular promedio
fue obtenido por método de SEC-GPC, resultando en 5016 Da de tamafio al cual se le asocid

un grado de polimerizacion de 30 unidades de acido galico.

0 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0C
f1 (ppm)

Figura 7. Espectros de RMN-'H de PGAL-g-L-Gly (A), L-Gly (B)y PGAL (C).




5.2. Reacciones de modificacion y parametros preponderantes

La reaccién de modificacion de PGAL, esta sustentada en una investigacion en la cual se
inserta taurina a oligdmeros de acido galacturénico (Aris et al.,, 2017). Se escogio6 esta
reaccion como modelo ya que nos permite hacer la analogia entre dichos oligémeros y el
PGAL, y de la taurina con los aminoacidos usados, ademas describe el uso de microondas
para generar la amidacién en solucion acuosa. Ambas condiciones son importantes, ya que
contribuyen a la inocuidad del producto final. Si bien existen reportes que demuestran que
tanto la esterificacién como la amidacién de distintos compuestos puede ser llevada a cabo
en seco (Barbosa et al.,, 2006; Khalafi-Nezhad et al., 2003; Ojeda-Porras et al., 2015; Wang
et al., 2008), algunas de ellas usan catalizadores que no podrian considerarse inocuos, o
que dificultarian la separacién del producto final, aun asi, se llevaron a cabo algunos
experimentos en seco con el PGAL y distintos aminoacidos, los cuales, no demostraron
resultados prometedores. Por lo que se prefiri6 el método de modificacién en medio

acuoso.
5.2.1. Modelo de L-Gly y PGAL

Se escogié como primer reactivo de injerto a la L-Gly, al ser el aminoacido mas simple, nos
permitiria observar sin interferencias de la cadena lateral, el comportamiento de
amidacion o esterificacion en la reaccion, ademas facilitaria la observacion de sefiales en

las técnicas analiticas de RMN-1H e IR.

La insercion de la L-Gly se comprob6 a través de los espectros de RMN-1H (Figura 7), en
dichos espectros se pueden observar para el caso de la L-Gly una sefal correspondiente
con su metileno (A: 6=3.42 ppm), esto se debe a que tanto los hidrégenos del grupo
carboxilo como amino, se encuentran embebidos en la sefial perteneciente al agua. Por su
parte el polimero funcionalizado demuestra un desplegado de esta sefial, que abarco6 un
intervalo de desplazamiento quimico entre 3. 98 y 1.97 ppm, lo que indica la suma de
diversas sefiales de metileno de la glicina expuestas a distintos ambientes, es decir, que la

glicina se encuentra anclada en multiples posiciones del polimero.




Una vez comprobada la reaccién de insercién entre la L-Gly y el PGAL, se comenzd con el
disefio experimental. Los criterios de seleccion de variable y el tratamiento de los datos
del disefio, los cuales fueron conducidos acorde con literatura preexistente (Carlson,

2005).

Con el fin de poder determinar el efecto de distintas variables en la reaccion y alcanzar un
mejor grado de incorporacidn del aminoacido al polimero, se llevaron a cabo los siguientes

pasos:

5.2.1.1. Seleccién de variables a analizar.

La primera variable seleccionada es la temperatura, ya que esta permite la salida de la
molécula de agua cuando se genera un enlace amida o éster. Ademas, mientras mas
cercana sea a los 100 °C, permitira la evaporacion del liquido y por principio de Le
Chatelier favoreceria la formacién de productos. Debido a su asociacién directa con la
temperatura, pero por desconocimiento propio de como afecta la interaccion de estas dos
variables cuando no actiian en paralelo, la potencia del microondas también fue

seleccionada.

El tiempo fue sefialado, ya que éste podria favorecer el regreso de los productos a
reactivos, por lo que se involucré a esta variable para determinar si existe o no un limite

€n Su uso.

El pH también es de interés, ya que los grupos funcionales existentes en el aminoacido y
el polimero presentan equilibrios al cambio de concentracién de protones, por lo que su
interaccidn, no solo podria permitirnos observar la mejora de la inserciéon, ademas nos

ayudaria a comprender parcialmente el mecanismo de reaccion en esta amidacion.

La concentracion que parece un tanto descartable también fue tomada en cuenta, ya que
el disefio experimental, permitiria de manera sencilla saber si este razonamiento era el
correcto. Cabe mencionar que era de interés el aprovechar la excelente solubilidad del

polimero en agua en esta reaccion de modificacion asistida por microondas.




5.2.1.2. Determinacién de dominio experimental.

Las cinco variables fueron limitadas con ayuda del comportamiento observado en la
reaccion previamente mencionada (Aris et al., 2017). Con el fin de demostrar que estos
limites experimentales eran los adecuados, tres experimentos de referencia se llevaron a
cabo; B, usando todas las variables a nivel bajo; A, con todas las variables a nivel alto; y M,
con todas las variables puestas a medio trayecto entre el nivel bajo y el alto. Lo anterior,
mas los porcentajes de incorporacion determinados en los tres experimentos, son

expuestos en la Tabla 1.

Tabla 1. Variables evaluadas para determinar el domino experimental.

Dominio
-1 0 +1
Experimento B M A
x1 | Concentracion de PGAL (g/L) 40 20 10
% x2 | pH 7 5 3
.E x3 | Temperatura (°C) 80 100 120
S | x4 | Tiempo (min) 5 10 15
x5 | Potencia (W) 50 75 100
%]Incorporaciéon 30.77£1.28 21.49+1.28 27.26%0.16

Como se puede observar, el dominio experimental no parecia ser adecuado para proceder
al disefio factorial, ya que este dltimo necesita de una zona de respuesta que muestre
claramente una rampa de subida o bajada de incorporacién del aminoacido al polimero
conforme los parametros experimentales van cambiando, pero el porcentaje de insercion
no cambid considerablemente entre los experimentos B y A. Sin embargo, el experimento
M demostr6 poseer suficiente diferencia contra B, este conjunto de comportamientos,
implican que existe una curvatura en la superficie de respuesta del dominio de variables
propuesto, por lo que se opto6 por reducir el dominio haciendo que los valores 0 pasen a
ser los valores +1, de esta manera es mucho menos probable que el dominio se encuentre
en una zona de inflexion de respuesta como parece ser que ocurre entre los puntos By A,
ademas, esto permitio el ahorro de volimenes de reaccion y purificacién, asi como la

reduccion de tiempos y energia de uso de microondas.
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5.2.1.3.

Realizacién de disefo factorial fraccionado a dos niveles.

Una vez determinado el dominio, se prosigue al disefio factorial, en este caso, debido a la

cantidad de PGAL que se genera por lote, se optd por un disefio fraccionado,

adicionalmente, seria mas facil el manejar una menor cantidad de muestras. Las variables

y el modelo de disefio fraccionado 252 con sus resultados de porcentaje de insercién o

incorporacién son expuestas en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Definicién de niveles y variables del disefio experimental

Variable

x1 | Concentracion de PGAL (g/L)

x2 | pH

x3 | Temperatura (°C)
x4 | Tiempo (min)

x5 | Potencia (W)

Dominio
-1 +1

40 20
7 5

80 100
5 10
50 75

Tabla 3. Disefio factorial fraccionado 2°-

Exp %lIncorp. x1 X2 x3 x4 x5

1 56.64+4.04 -1 -1 -1 +1 +1
2 28.93+2.05 +1 -1 -1 -1 -1
3 43.88+6.95 -1 +1 -1 -1 +1
4 23.47+0.60  +1 +1 -1 +1 -1
5 54.83+3.67 -1 -1 +1 +1 -1

6 39.56+x2.93  +1 -1 +1 -1 +1
7 42.79x291 -1 +1 +1 -1 -1

8 26.20%£1.50 +1 +1 +1 +1 +1
B 39.54 -10.00 -5.45 131 0.75 2.03

En la Tabla 3, no sélo se observan las condiciones de reaccién de los experimentos y los

porcentajes de incorporacion de la L-Gly en el PGAL para cada uno de estos, también es

posible observar los efectos de variable (B), estos se obtienen promediando los
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porcentajes de incorporacion del aminoacido después de haber sido multiplicados por su
valor de dominio, por ejemplo: Para x1 los valores a promediar serian -56.64, 28.93, -
43.88, 23.47, -54.83, 39.56, -42.79 y 26.20, dando un total de -10. También debe de ser
estimado el efecto de variable del total de los experimentos, en este disefio equivale a
39.54 y se obtiene promediando los porcentajes de incorporacién de los 8 experimentos.
Estos efectos de variable nos indican cuanta es la influencia de dicha variable en la
reaccion, por ejemplo, x1 tiene un valor de -10, mientras que x4 tiene uno de 0.75, esto
implica que x1 es mucho mas importante para el sistema que x4, porque un cambio de
nivel en x1 siempre sera mas de 10 veces perjudicial o beneficioso para la reaccién que un
cambio de nivel en x4. Hasta este punto, pareciera ser que se logrd el determinar las
variables mas importantes para la incorporaciéon de aminoacido en PGAL. Sin embargo, el
modelo experimental es fraccionado, lo que implica la formacién de un estado de
confusion en las variables, el estado de confusion de variable se explica como la
contaminacion de la influencia de dos o mas efectos de variable sobre otra y es resultado
directo de no poder generar el disefio experimental de 32 ensayos, al realizar solo 8, la
matriz experimental impide poder eliminar dichas contaminaciones. En este caso, por
definicion matematica los efectos de variable descritos en la Tabla 3 se encuentran

confundidos de la siguiente manera:

B].:Bl+,324+335 BZ:BZ-I_ﬁl‘l-
33:[;34‘315 B4:ﬁ4—+ﬁ12
B5 = Bs + P13

Donde ,Bl.j son los efectos de las variables o de la interaccién de dos de estas.

En las anteriores expresiones matematicas, se observa que el efecto de variable de x4 se
encuentra influenciado o contaminado por la actividad conjunta de x1 y x2, o en el caso
mas extremo, x1 esta influenciado tanto por los efectos conjuntos de x2 y x4 asi como de
x3 y x5. La manera mas sencilla de resolver este problema y quitar las interacciones de
dos variables es realizar un segundo disefio factorial fraccionado que complemente al

anterior, la manera de generar a esta matriz experimental complementaria es
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reescribiendo la matriz inicial, pero invirtiendo el orden de las filas, y una vez hecho eso
se invierten todos los signos, a este proceso de le conoce “fold over”. El disefio
experimental, los resultados y los factores de variable de este arreglo, se encuentran en la

Tabla 4.

Tabla 4. “Fold-over” de disefio factorial fraccionado 252

Exp %]lncorp. x1 x2 x3 x4 x5
9 33.66+0.72 -1 -1 -1 -1 -1
10 5.27+0.39 +1 -1 -1 +1 +1
11  20.52+3.62 -1 +1 -1 +1 -1
12 7.06+1.39 +1 +1 -1 -1 +1
13 36.86%0.64 -1 -1 +1 -1 +1
14 7.62+2.02 +1 -1 +1 +1 -1
15 20.28%6.05 -1 +1 +1 +1 +1
16 1.44+0.83 +1 +1 +1 -1 -1
B 16.41 -11.42 -4.44 -0.22 -2.99 0.96

En este caso, la relacién de los efectos de variable por definicion matematica es la

siguiente:

B1 =By — B4 — Bss B2 = B; — P14
B3 = B3 — Bis B4 = B, — P12
B5 = Bs — P13

Por lo que al realizar un promedio de los efectos Bx, es posible determinar los efectos de
las variables puras, asi como de algunas de las interacciones de dos variables conjuntas

(Tabla 5).




Tabla 5. Relacidn de efectos de variables.

B Efec_to de Variable asociada
variable

0 27.97 Sistema Basal

1 -10.71 Concentraciéon de PGAL

2 -4.95 pH

3 0.54 Temperatura

4 -1.12 Tiempo

5 1.50 Potencia

12 1.87 Interaccion Concentracion -pH

13 0.54 Interaccién Concentracion -Temperatura

14 -0.50 Interaccién Concentracion -Tiempo

15 0.76 Interaccion Concentracion -Potencia

24435 0.71 Interaccién pH-Tiempo + Int-eraccic’)n Temperatura-

Potencia

5.2.1.4. Seleccién de uso de variables.

En la Tabla 5 se muestra que el efecto de variable preponderante en la reaccién es la
concentracion, este efecto, al poseer un signo negativo implica que decrece al mismo
tiempo a la incorporacion, por lo que no hay efecto de la concentracién del polimero. Le
siguen en orden el pH, el cual desfavorece la reaccion al aumentar la acidez del medio, y
recordando el experimento H, también lo hace el pH mas alcalino, por lo que parece ser, la
reaccion mejora en la neutralidad. El efecto de variable de la potencia, indica que esta y la
insercion son proporcionales, por su parte, el tiempo perjudica al sistema mientras mas
prolongada es la reaccion, por ultimo, la temperatura, aunque nimia en comparacion con

las otras variables, su incremento también favorece al sistema.

A primera vista, pareceria que la variable de trabajo seria la concentracion, ya que es la
que contribuye con mayor impacto al sistema, no obstante, estando ya a 5 mL de solucion,
es dificil aumentar la concentracién sin escalar la reaccion, por lo que la tinica solucion es
es mantener a la concentracion a 40 g/L, como se hizo previamente. Otra variable que nos
presenta esta misma encrucijada es el tiempo, ya que no so6lo afecta de manera negativa a

la reaccion si se prolonga demas, y un tiempo inferior no nos permitiria llegar a la
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temperatura de reaccion deseada, por lo que es preferible aplicar el nivel alto ya
establecido. Gracias a este analisis fue posible limitar el dominio experimental para el
sistema de PGAL-g-aminoacido, seleccionando condiciones previas que demostraron su
efectividad usando Gly, asi como moviendo variables que ya han demostrado su influencia

en el sistema de manera importante.
5.2.2. Modificacion de PGAL con L-Arg

Gracias al modelo previamente descrito, se pudo realizar un segundo disefio con un menor
numero de variables, las cuales se encuentran en intervalos de interés para observar su
eficiencia, intentando a su vez comprobar algunos parametros del modelo anterior para
otro aminoacido, con esto es posible fundamentar de manera mas profunda los intervalos
de modificacién para cualquier aminoacido. Por otra parte, el uso de zinc como catalizador,
no fue tomado en cuenta como un parametro a considerar en el modelo anterior, sin
embargo, debido a las clasificaciones inocuas de las sales de zinc por la FDA (GRAS
Substances (SCOGS) Database | FDA, n.d.), y a la literatura previa que demuestra la
capacidad de este ion de ayudar a las reacciones de amidacidn y esterificaciéon (Xiao-Feng
et al, 2012), se decidi6 probar al catalizador en este sistema. El nuevo dominio

experimental, el disefio y los resultados de éste, se encuentran en las Tablas 6 y 7

Tabla 6. Relacién de pardmetros para los experimentos de incorporacién de la L-Arg

. Dominio
Variable _—
+1 -1
x1 | Temperatura (°C) 120 100
x2 | ZnSO4 (mg) 20 15
x3 | Potencia (w) 150 100
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Tabla 7. Disefio experimental 23 y grado de incorporacion de L-Arg en los distintos experimentos

3!
>
b

x1 x2 x3 %Inc. L-Arg
+1  +1 +1 23.19%0.24
+1  +1 -1 20.61%1.22
+1 -1 +1 1872zx1.61
+1 -1 -1 12.33+3.57
+1  +1 19.21%0.65
-1 +1 -1 15.22+0.90
-1 -1 +1 11.55+1.54
-1 -1 -1 09.05+2.60
248 332 1093 16.24

RO N O U WIN R
1
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Comparando este modelo con el de L-Gly, podemos observar que las caracteristicas de
modificacion son parcialmente transferibles entre los sistemas de L-Gly y L-Arg, ya que en
ambos casos la temperatura y la potencia tienen efectos positivos sobre la incorporacion
y en semejante medida, por lo que nos es plausible determinar disefios experimentales
sencillos para cada aminoacido y generar distintos modificados con diferentes cualidades
y aplicaciones. Los parametros del modelo anterior reflejan la misma tendencia que en
éste, tanto la temperatura como la potencia mejoran la incorporacion conforme se
aumentan, el uso del catalizador se prob6 como efectivo, y no sélo eso, sino que el impacto
de aumentar 5 mg de ZnSO4 tiene un efecto sobre el sistema mayor a los otros dos
parametros, lo cual comprueba lo previamente descrito en la literatura (Xiao-Feng et al,,
2012) y nos provee de un catalizador que puede ser utilizado en la reaccion sin

comprometer la inocuidad del sistema o el producto final.
5.2.3. Caracterizacion del compuesto PGAL-g-L-Arg

Utilizando los mejores parametros del modelo anterior, se sintetizé un lote de producto
con porventaje de insercion de 23.26 = 0.38%. Este compuesto fue sometido a
determinacion de peso molecular por exclusién de tamaiio (Tabla 8), dicho experimento,
demostro la existencia de diferencia significativa entre el polimero nativo, y el modificado,
aumentando en mas de 1 kDa el peso molecular. El cambio de volumen hidrodindmico del

modificado con respecto al polimero nativo es evidencia de que el polimero posee
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ramificaciones de L-Arg, y al no obtener sefiales en tiempos superiores a 30 min, se tiene
evidencia de la efectividad del proceso de purificacién de aminoacido libre no reaccionado

en el polimero.

Tabla 8. Niimero promedio de peso molecular (Mn) y grado de incorporacién y ensayos antioxidantes para
PGAL y PGAL-g-L-Arg

Material Mn (Da) PDI* Incorporacion de L-Arg (%)
PGAL 6136 + 952 1.252 -
PGAL-g-L-Arg 7218 + 37b 1.49b 23.19 £ 0.24

* Indice de polidispersidad molar.
Las diferentes letras representan diferentes grupos de significacién mediante la comparacién de medias
de grupos mediante la prueba de Tukey Kramer.

Otro hecho que constata la existencia de ramificaciones de L-Arg en el producto
terminado, es la presencia y engrosamiento de bandas en el espectro de RMN-1H del
producto final, en la Figura 8, se comparan las sefiales entre el PGAL-g-L-Arg (A), la L-Arg
(B) y el PGAL sin modificar (C). Este dltimo, debido a su estructura molecular no presenta
ninguna sefial en la técnica de deteccidén de protones como ya se demostrd en trabajos

anteriores (Lopez et al, 2013; Romero-Montero et al., 2019).

La L-Arg presenta sus desplazamientos quimicos tipicos, a 6 = 2.89 ppm (a) es observable
la senal del metileno mas distante de la cadena lateral del aminoacido, por otra parte, en
0 = 1.47 ppm (b) se registran los dos metilenos restantes de dicha cadena, por ultimo, a
0 =3.12 ppm (c) se encuentra el hidrogeno anomérico de la L-Arg. El modificado presenta
sefiales analogas a las del agente modificante, aunque las diferencias entre ambos barridos
son evidentes. Existen cambios en el desplazamiento quimico de la sefial (a),
posicionandose a mayor campo, y para el caso mas notable, la sefial (c) se desdobla
creando multiples maximos a diferentes ppm, cada una representando distintos
ambientes para el hidrégeno anomérico: las sefialesa d = 3.40y 3.71 ppm se asignan a este
proton que tiene como vecinos a una amida o un éster respectivamente, mientras que la
0 = 3.83 ppm podria asignarse al ambiente de este hidrogeno durante el entrecruzamiento

de cadenas de PGAL a través de L-Arg. La relacion entre amidaciéon y esterificacion
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encontrada por este método fue de 3:1 respectivamente y la proporcién de

entrecruzamiento es de 11%.
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Figura 8. Espectros de RMN-1H de PGAL-g-L-Arg (A), L-Arg (B) y PGAL (C)..

Al respecto del analisis de los espectros de IR para L-Arg (Figura 9) existe una amplia sefial
atribuida al grupo OH con un maximo a 3051 cm-], las sefiales correspondientes al grupo
amina son 3296, 1675 y 879 cm‘l, debido a estiramiento, flexion y vibracion,
respectivamente. Por otro lado, CH y CHz presentan sus movimientos de enlace en 2944,
2863,1474,1420y976 cm1. Labanda de estiramiento del grupo carboxilico es observable
a 1552 cm, con una segunda banda asignada para este fenémeno a 550 cm-l. Otras
asignaciones son CCC estiramiento a 1137 cm1 y enlace C-N a 976 y 771 cm-! (Kumar et
al., 2010). Las sefiales de PGAL aparecen como se describieron anteriormente (Lépez et
al, 2013; Romero-Montero et al, 2019). Una sefial amplia a 3269 cm revela el
estiramiento del enlace O-H, también se detecta en 1373 y 1031 cm.. La sefial a 1571 cm-

1 es evidencia de estiramiento de los grupos COO- y C = C. En el caso del PGAL-g-L-Arg, la
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Unica sefial que difiere de los otros dos espectros es una débil ubicada a 3681 cm! que
podria asignarse como estiramiento N-H en el grupo amida. Otras bandas de ésteres y
amidas no pudieron asignarse como sefales representativas entre 1800 y 1400 cm-1, una
zona de espectro donde también aparecen dobles enlaces amina, carboxilo y aromaticos;
la superposicion de estas sefiales hizo que la identificacién de los nuevos grupos fuera
compleja.
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Figura 9. Espectros FTIR de PGAL-g-L-Arg (A), L-Arg (B) y PGAL (C)
Por su parte, la técnica de termogravimetria (Figura 10) comprueba la existencia de
modificacion, al posicionar la rampa de pérdida de masa del modificado entre las de sus

precursores en el intervalo de temperaturas de 400 a 900 °C.
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Figura 10. TGA de PGAL, L-Arg y PGAL-g-L-Arg.

Los comportamientos de pérdida de masa para la L-Arg muestra tres inflexiones
prominentes en su rampa, con puntos maximos en su primer derivada (Figura 11) a
221.89, 248.23 y 316.39 °C, la primera de estas corresponde a la pérdida conjunta de una
molécula de amoniaco y otra de agua, este comportamiento ha sido reportado
previamente, lo que da paso a la formacién de un anillo fusionado de creatina-prolina
(Weiss et al., 2018). Las siguientes dos inflexiones no han sido reportadas hasta donde se
sabe, no obstante, debido a las proporciones de pérdida de peso se puede suponer que la
inflexion a 248. 23 °C se genera por una segunda pérdida de agua y amoniaco, y el dltimo
maximo a 316.39 °C, corresponde a una estructura o conjunto de estructuras con peso de

67 Da.
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Figura 11. Primera derivada de TGA de PGAL, L-Arg y PGAL-g-L-Arg.

El PGAL presenta tres inflexiones prominentes a 214.08, 221.56 y 230.24 °C, ademas de
otras tres mucho mas discretas a 396, 478.84 y 522.43 °C. El primer conjunto de estas
sefiales corresponde al fendmeno de descarboxilacion del polimero, la pérdida de 20 % de
peso en la muestra, o una estructura de 32 Da, comprueban la salida de di6xido de carbono
del polimero. Las dltimas sefiales pueden asociarse a la pérdida de los hidroxilos en el
PGAL. Estas pérdidas se asemejan a las del mondémero, el cual se reporta con
descarboxilacion en un intervalo de 213 a 311 °C, y pérdida de hidroxilos de 311 a 375 °C
(Santos et al.,, 2012). Es de notar, que los hidroxilos del polimero presentan retardo en sus
temperaturas de liberacidn, suceso que previamente se ha atribuido a la polimerizacién

de este acido organico (Diaz-Sanchez et al.,, 2019).

El modificado nos arroja una rampa de pérdida de peso con comportamiento intermedio

entre el polimero nativo y el agente modificante, esto era de esperarse, y comprueba la
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existencia de interaccion entre ambos agentes mas alla de las interacciones fisicas. Debido
a que no estamos hablando de una estructura sencilla o un homopolimero, es un poco mas
retador el poder determinar que implican cada una de las inflexiones en la primera

derivada de la funcion del termograma.
5.3. Efecto antioxidante de las moléculas en estudio

Los antioxidantes; interfieren en la cadena de reacciones de oxidacién de uno o varios
compuestos diana (Sardarodiyan et al., 2016). Por lo que; el determinar las capacidades
antioxidantes de una sustancia implica la evaluacion de su actividad contra diversos
compuestos modelo, que nos permiten observar el rol del antioxidante en un sistema
complejo. En este trabajo, se revisaron métodos que nos permiten observar la capacidad
de captacion de radicales organicos, metdlicos y de oxigeno. La primera de estas
caracteristicas es apreciable en la prueba de DPPH, donde dicho radical estable, se pone
en contacto con diversas concentraciones de la L-Arg, el acido géalico, el PGAL y el PGAL-g-
L-Arg, para este ensayo también fueron sintetizados materiales con distinto grado de
incorporacién de L-Arg, teniendo PGAL con incorporacién al 2, 5y 23 % con el fin de
observar como la ramificacién afecta a la inhibicién de radical organico. Estos
comportamientos, se pueden observar en la Figura 12. La primera diferencia se haya entre
el acido galico y su polimero, este ultimo, debe de estar al triple de concentracion que el
monomero para poder inhibir al 100% el radical. Esta diferencia de capacidad, se atribuye
a la pérdida de hidrégenos en el sistema para poder realizar la transferencia de electrones
del acido galico al DPPH, este tipo de reduccién ya ha sido estudiado previamente (Alavi
Rafiee et al., 2018; Chen et al., 2020), por otro lado, el polimero al no poseer hidrégenos
capaces de ceder sus electrones, y a la existencia de un radical libre en la estructura
(Romero-Montero et al., 2019), ha demostrado reducir al DPPH mediante un sistema de
transferencia de un electréon (SET por sus siglas en inglés), ambos mecanismo de
transferencia electronica son eficientes, no obstante, la menor capacidad de reduccion del
PGAL se puede atribuir tanto a la carga como la estabilidad y rigidez estructural (Romero-

Montero et al., 2019), lo que limita la reduccién.
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Comparando el polimero nativo con sus modificados, podemos observar como la
inhibicion de DPPH requiere de mayor cantidad de material conforme se aumenta la
insercién de la L-Arg al polimero. Esto puede deberse a dos factores; el primero es la
posible pérdida de radicales libres en la cadena polimérica durante el proceso de sintesis
asistido por microondas, lo cual es crucial para el sistema SET. Una segunda explicacidn,
es dada por la existencia de las ramificaciones de aminoacido en el compuesto, éstas
interfieren con el acercamiento del DPPH y el polimero, es decir, las ramificaciones actiian

como obstaculos en reaccidn SET con la cadena principal de PGAL.
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Figura 12. Porcentajes de inhibicién del radical DPPH con los distintos materiales.

A partir de los datos de la Figura 12, nos es posible determinar la concentracion del
material a la que se inhibe la mitad de los radicales de DPPH en el sistema (ICso). Este
parametro es inversamente proporcional al poder antioxidante del material. El

aminodcido libre no demostré poseer ninguna capacidad de inhibicién, incluso a altas
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concentraciones, por lo que no se determind ICso, para el PGAL y el PGAL-g-L-Arg 23%,

este valor esta reportado en la Tabla 9.

Tabla 9. Ensayos antioxidantes para PGAL y PGAL-g-L-Arg

_ [Cs0en FRAP (eq Retraso de OHe
Material IC ORAC (uM
ateria DPPH (g/L) mM Trolox) soen (M) (eq uMTrolox/g)
PGAL 0.692 1.03 +0.062 908.27+141.712 7.16 £ 0.512
PGAL-g-L-Arg 1.43b 0.52 £ 0.06P 615.34 £84.24b 9.48 + 1.06P

Dentro de cada propiedad medida, los promedios con diferentes letras representan diferentes grupos de
significacion mediante la comparacion de medias de grupos mediante la prueba de Tukey Kramer.

Como ya se ha discutido previamente, la presencia del aminoacido en PGAL-g-L-Arg en el
modificado afecta en la inhibicién del radical organico, necesitando el doble de
concentracion de polimero para alcanzar el mismo punto de inhibicién con respecto al

PGAL.

La siguiente capacidad antioxidante para analizar, es la interferencia de centros metalicos,
esto a través del ensayo FRAP, la especie reactiva del modelo es un centro metalico de
hierro (II), este metal es el responsable de la catalisis de la reaccion de Fenton y por tanto
en la generacidn de especies reactivas de oxigeno en alimentos y varios sistemas
bioldgicos (Zhang et al., 2019). Tipicamente, los antioxidantes influyen con estas especies
metalicas de dos formas, una es secuestrando al metal por enlaces coordinados y con esto
desacelerando la catalisis, o bien, captando los electrones del &tomo, teniendo el mismo
efecto (Cherrak et al.,, 2016). Como se observa en este ensayo, se compara la capacidad de
inhibiciéon del antioxidante comercial Trolox, tomado como modelo, con la de los
compuestos, resultando que 2 mM de PGAL es equivalente a 1 mM de este compuesto de
referencia, lo que lo clasifica como un antioxidante de buen poder inhibidor,
comparandose con las capacidades de reduccién de la quercitina y otros de sus derivados,
asi como del acido clorogénico, la catequina y la epicatequina (Tsao et al., 2005). Por su
parte, la misma cantidad de modificado solamente equivale a la mitad de Trolox. Se

esperaba que esta propiedad se acrecentara con la modificaciéon, tal vez mediante un
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fenomeno de secuestro del metal, quelandolo con los grupos guanidinio de las
ramificaciones de L-Arg, mas no fue asi, y se atribuyen las mismas causas de interferencia
de las ramificaciones y la pérdida de radical existentes en el ensayo de DPPH, clasificando

al modificado como uno de capacidad baja en este ensayo.

Mientras que las inhibiciones de radicales organicos y de centros metalicos parecen
empeorar con la insercidn de la L-Arg, la inhibicion y retardo de las especies de oxigeno
presentan un comportamiento diferente, tanto la prueba de ORAC, que usa como modelo
a radicales alcoxilo, como el retardo del radical hidroxilo demuestran una mejora
significativa después de la modificacion. En el caso de ORAC se disminuye su ICso en un
tercio, este fendémeno se entiende a partir de la misma capacidad de la L-Arg a inhibir
radicales de oxigeno, suceso que ha sido reportado previamente. Comparando a ambos
compuestos con el acido gdlico, se ha de notar que ninguno se acerca a su capacidad de
inhibir radicales de oxigeno, ya que este compuesto reporta un ORAC de 1.1 pM
(Velderrain-Rodriguez et al., 2018). Por su parte el retraso de radical hidroxilo, aunque
sufre un cambio significativo, la mejora no es tan evidente, teniendo solamente un 1 uM
de Trolox de diferencia, una vez mas, este fendmeno ocurre con lo previamente reportado,
los radicales de oxigeno se ven captados por el hidrégeno de la amina a en el aminoacido

(Wallner et al., 2001).
5.4. Efecto antimicrobiano de los diferentes compuestos

Los ensayos microbiologicos revelaron la incapacidad del PGAL y el PGAL-g-L-Arg de
inhibir completamente a E. coli. No obstante, ambos materiales se mostraron eficaces
contra L. monocytogenes y S. aureus. Esto es comun en los SMAMPs reportados con Gram
negativas (Khan et al., 2016), por lo que queda trabajo por hacer en el objetivo de generar
un compuesto antimicrobiano que sea inespecifico de Gram, aun asi, tenemos entre manos
a un polimero modificado creado con sustancias y procesos inocuos con la capacidad de
inhibir a dos bacterias de interés en bioseguridad. El comportamiento de inhibicién para
las tres bacterias con el PGAL-g-L-Arg (23 % de incorporacion) se encuentra graficado en
la Figura 13. Como se mencioné previamente, el factor que posiblemente sea la diferencia

entre la inhibicién y la supervivencia de la bacteria es la conformacion del exterior de ésta.
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Dado que tanto el PGAL, como el modificado tienen pesos moleculares muy altos como
para ser transportados al intersticio bacteriano, se desestima que los polimeros tengan
efecto en cualquier otro organelo que no sea la membrana o la pared de la célula, asi como
las proteinas que se encuentren alojadas en éstas. Al obtener una respuesta inhibitoria en

bacterias Gram (+), mas no en aquella de Gram (-), nos ayuda a soportar dicha teoria.
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Figura 13. Evaluacion del efectp antimicrobiano de PGAL-g-L-Arg (incorporacion al 23%) a diferentes
concentraciones contra S. aureus, L. monocytogenes y E. coli.

En la prueba MIC (Tabla 10) es apreciable el mejoramiento en la eficacia de la inhibicion
de las bacterias cuando el polimero se encuentra modificado, ya que se observa una
disminuciéon de la MIC conforme se aumenta la cantidad de aminoacido insertado en el
polimero. Si bien entre los modificados con 2 y 5% de insercién no es apreciable el cambio

en estas concentraciones entre si, para aquel con 23% si que es notable la mejora,
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disminuyendo 8 veces la concentracidn de inhibicién. Es posible que la aparente falta de
cambio de la MIC en PGAL-g-L-Arg 2% y 5%, se deba a que en las concentraciones mas
altas del ensayo se encontraban demasiado distantes una de la otra: 6.8, 3.4, 2.55, 1.7y
0.85g/L, por lo que, cabe la posibilidad que las MIC de los modificados de menor insercién

se encuentren entre 6.8y 3.4 g/L.

La MIC del acido galico para las tres cepas usadas ha sido reportada previamente,
estableciéndose entre 1.5 y 2 g/L (Borges et al,, 2013), lo que posiciona al PGAL como
incapaz de inhibir a las bacterias a las concentraciones de trabajo, mas el PGAL-g-L-Arg se
encuentra por debajo del monémero. Una de las desventajas de este compuesto, es su alta
concentracion para generar la inhibicién bacteriana, ya que muchos analogos de este son
capaces de inhibir a concentraciones hasta 100 veces mas bajas que el PGAL-g-L-Arg (Fu
et al.,, 2013; Gabriel et al.,, 2008), no obstante, este modificado atin mantiene la mayoria de
sus cargas negativas intactas, por lo que se prevé que un modificado con mayor nimero

de inserciones de L-Arg, sera capaz de disminuir su MIC.

La MBC, al estar tan intimamente relacionada con la MIC, demuestra las mismas

tendencias que ésta, como se observa en Tabla 10.

Tabla 10. MIC y MBC del PGA, L y PGAL-g-L-Arg a distintos grados de incorporacion.

MIC (g L) MBC (gL1)
SA LM EC SA LM EC

Material L-Arg (%)

PGAL 0 - - - - - -

2 2.55 255 - 340 340 -

PGAL-g-L-Arg 5 2.55 255 - 340 340 -
23 085 085 - 170 1.70 -

SA: Staphylococcus aureus; LM: Listeria monocytogenes; EC: Escherichia coli

- El material no presenta efectos inhibitorios o bactericidas.
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En cuanto a la viabilidad celular, la prueba con el par cromé6foro SYTO 9 / yoduro de
propidio evidencian la eficacia en la desactivacién de L. monocytogenes y S. aureus en
presencia del PGAL-g-L-Arg a concentracion de la MIC, también se comprueba su ineficacia
contra E. coli. Se observa en la Figura 14 que en el tratamiento de PGAL a 0.85 g/L, las tres
bacterias fluorescen en su mayoria en verde, esta coloracién se exhibe cuando solo el SYTO
9 en entra en las bacterias, ya que es capaz de permear la membrana dando la coloraciéon
al complejarse con el ADN. La ausencia de coloracion roja propia del yoduro de propidio
implica que no existe dafio a nivel de tal organelo, por lo que se considera a las bacterias
como viables, por otro lado, para PGAL-g-L-Arg a la misma concentracién (0.85 g/L), las
fluorescencias cambian considerablemente para las bacterias Gram (+), habiendo
mayoritariamente células con fluorescencia amarilla (Figura 14). Este suceso ocurre
cuando tanto el SYTO 9 como el yoduro de propidio son capaces de entrar a la célula y
complejarse con su material genético, lo que implica tanto un cambio en la permeabilidad
de la membrana celular, como la inviabilidad bacteriana. La Figura 15 presenta de forma

grafica el porcentaje de viabilidad celular de este ensayo.




S. aureus L. monocytogenes E. coli

Sin tratamiento

PGAL

PGAL-g-L-Arg

Figura 14. Microscopias confocales sobreposicionadas de las distintas bacterias en presencia o ausencia de
materiales.
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Figura 15. Cuantificacion de la viabilidad de bacterias expuestas a PGAL y PGAL-g-L-Arg en fluorescencia
confocal

Otra forma de observar el cambio de permeacién de la membrana es sometiendo a las
bacterias expuestas con el material a una solucién de cristal violeta. El fundamento de este
procedimiento implica que el colorante es embebido por las bacterias de forma natural, y
se refleja esta absorcién con una pérdida en la absorbancia en la solucién de cristal violeta.
Esta absorcion disminuye conforme al aumento de permeacion del cristal en las células,
es decir, si la absorbancia de la solucién después de estar en contacto con bacterias
tratadas con un material disminuye, dicho material aumenta la permeabilidad de la
membrana bacteriana (Devi et al.,, 2010). Enla Figura 16 se demuestra este cambio de
permeacion para las tres bacterias en presencia de PGAL, esto implica que quizas el
polimero genera cierto grado de disrupcion de membrana que permite una mejor
absorciéon del tinte en las células o bien que el mismo polimero es capaz de captar
parcialmente el tinte. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, este efecto no es
suficiente para poder generar un efecto inhibidor ni para generar inviabilidad, incluso,

debido a la falta de presencia de yoduro de propidio en el tratamiento PGAL para
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microscopia confocal, podemos concluir que tanto el cristal violeta como el yoduro de
propidio solo pueden acomodarse en la membrana, pero no penetrarla. Por otro lado,
también hay un aumento considerable de la captacién de cristal violeta en bacterias
tratadas con PGAL-g-L-Arg, que ronda el 95% para S. aureus y L. monocytogenes, lo que
implica que la rotura de la membrana es suficiente para que relativamente grandes

cantidades del tinte entren dentro de la célula.
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Figura 16. Efecto de PGAL y PGAL-g-L-Arg en la permeabilidad de la membrana bacteriana.

Las capturas de las SEM del tratamiento de cultivos de bacterias susceptibles con PGAL y
PGAL-g-L-Arg a 0.85 g/L (Figura 17) arrojan mas evidencia sobre la forma en la que el
modificado afecta a estos procariontes. Es facilmente observable el cambio en la
membrana de L. monocytogenes, e interferencia en la fision celular de S. aureus, asi como
la ausencia de estos cambios morfologicos en el tratamiento con PGAL. El cambio en el
comportamiento de este polimero se asocia directamente con la L-Arg incorporada, ya que
este aminodacido facilitara la uniéon entre el PGAL y la bacteria a través de cargas

electrostaticas, la positiva proveniente del guanidinio de la L-Arg y la negativa encontrada
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en los fosfolipidos de la membrana bacteriana, como ocurre con péptidos antimicrobianos

(Chan et al., 2006; Morita et al., 2013).

L. monocytogenes S. aureus
4 e . e Lo

PGAL Control

PGAL-g-L-Arg

Figura 17. Micrografias SEM de las bacterias susceptibles en presencia o ausencia de PGAL y PGAL-g-L-Arg a
MIC
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La combinacién de las MIC y MBC altas, los cambios conformacionales observados en el
SEM y los cambios de permeabilidad después de 18 h presentes en las pruebas de violeta
cristal y la prueba de fluorescencia nos permiten afirmar que PGAL-g-L-Arg tiene un
mecanismo de disrupciéon por formaciéon de carpeta, que desencadena la formaciéon de
poros o canales después de alcanzada cierta concentracién. Este mecanismo requiere altas
concentraciones del compuesto para saturar la membrana bacteriana y luego, al alcanzar
una concentracion critica, alterar la integridad del organelo aumentando su permeacion
(Li et al., 2017). La selectividad del polimero para dafiar inicamente las bacterias Gram
(+) también contribuye a esta conclusion, ya que, por las dimensiones del compuesto y su
necesidad de agregarse en la membrana a altas concentraciones, se impide realizar este
proceso en las dos bicapas lipidicas en E. coli, de esta manera, la bacteria puede preservar
parte de su poblacidn viable, superando al material en unos cuantos ciclos celulares (M. R.
E. Santos et al.,, 2016; Ofek et al., 1994; Wimley, 2010). El mecanismo de carpeta para L.
monocytogenesy S. aureus se presenta de forma esquematica en la siguiente Figura 18.
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Figura 18. Propuesta de mecanismo de inhibicién de PGAL-g-L-Arg sobre Gram +




5.5. Citocompatibilidad de los diferentes materiales

Debido a la concentracién a la que el PGAL-g-L-Arg es relativamente alta, asi como para
asegurar su inocuidad, era necesario el conocer si este compuesto tenia la capacidad de
alterar de alguna manera a las células eucariotas. La estructura fundamental del
modificado es una de tipo lignano, es decir, pertenece o se asemeja a las fibras
alimentarias, las cuales, no afectan al aparato digestivo, al contrario, facilitan la peristalsis,
promoviendo una buena digestion (Maphosa et al., 2015), situaciéon que se vio oportuna,
ya que se espera la aplicacion del compuesto en el drea biomédica o matrices alimentarias
y relacionadas. Siguiendo esta linea de pensamiento, el agente modificante es un
aminoacido no esencial (Morris, 2016), es decir, el organismo mismo produce este
compuesto, y si el PGAL-g-L-Arg perdiera sus ramificaciones liberaria L-Arg, el cual no

tiene mas que un efecto en el aporte energético del organismo.

Los eritrocitos son el modelo idéneo para determinar si existe un efecto adverso entre un
compuesto y otras células eucariotas, ya que estos son incapaces de generar una respuesta
de defensa al no poseer nucleo y en este caso, también se toma como ventaja a su
conformacién membranal que es de las mas basicas existentes en el cuerpo humano
(Marchesi, 2008). En el ensayo de hemodlisis se explora estas cualidades para dar un
sistema de deteccion sencillo. En caso de existir una interaccion adversa, debido a la
susceptibilidad de membrana del eritrocito, éste reventaria, generando hemolisis, que se
observa como una zona grisacea en la superficie del agar sangre, tal como se observa en la
Figura 19, donde se us6 agua destilada como control positivo de hemélisis, resultando en
un halo de 0.43+0.23 mm, en este trabajo, s6lo esta sustancia control generé respuesta
hemolitica, tanto el Buffer de fosfatos (control negativo), como el PGAL y el PAGL-g-L-Arg
a 0.85 g/L no crearon lisis, implicando la inocuidad de ambos polimeros frente a estas

células sanguineas.




Figura 19. Efecto de los diferentes tratamientos en el ensayo de hemdlisis: (A) Agua, (B) Buffer de fosfato, (C)
PGAL y (D) PGAL-g-L-Arg

La segunda prueba de citocompatibilidad, se realizé con las células blancas, ya que estas a
diferencia de las rojas poseen organelos que pueden ser sometidos a las pruebas de MTT
y rojo neutro. Estos ensayos nos permiten observar si los compuestos tienen algin efecto
en el metabolismo celular, de forma semejante al ensayo de cristal violeta, la disminucién
de coloracion en las soluciones finales de estos ensayos refleja un cambio metabdlico. La
MTT da vista ala eficiencia de la actividad mitocondrial, mientras que el rojo neutro refleja
la actividad lisosomal. Los resultados de estos ensayos nos describen que no existe dafio a
los organelos de las células linfociticas en las muestras sanguineas de distintos donadores,
que fueron expuestas al PGAL y el PGAL-g-L-Arg, esto es visible en la Figura 20, donde no
sé6lo no hay diferencia aparente, si no que en ensayo de prueba Turkey, tampoco hubo
diferencia significativa con un a de 0.05. Con la interpretacién de la prueba de hemolisis y
la del ensayo presente, se puede estimar que, en caso de existir interaccion entre los
polimeros y las células eucariotas, éstas no presentan ningtn efecto a las concentraciones

en las que el PGAL-g-L-Arg genera inhibicion bacteriana.
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Figura 20.Viabilidad linfocitaria PGAL y PGAL-g-L-Arg contra control en los ensayos de MTT y rojo neutro

6. CONCLUSIONES

En este trabajo se establecié un protocolo de metodologia y se sintetizé un modificado
cationico usando como base al PGAL, y a la L-Arg como agente modificante. Se determino
su estructura a través de las pruebas de TNBSA, RMN-1H, IR y termogravimetria,
apuntando a una eficiencia de incorporacion del 23%, y una relacion de amidacién
esterificacion de 3:1. Se determindé que este compuesto tiene poder antioxidante
moderado, cuyo principal rol en la inhibicién de la oxidacién es la de captador de radicales
alcoxilo, asi como su capacidad de atacar de manera diferenciada a bacterias Gram (+) de
aquellas Gram (-) y de células eucariotas. El mecanismo de inhibicién transcurre a través
de un cambio morfolégico por formacién de carpeta en la membrana bacteriana de estos
microrganismos, dando paso a un cambio en la permeabilidad y desembocando en la
muerte celular. En conjunto, se comprueba que esta simple integracion de cargas positivas
através de ramificaciones, son capaces de proveer al PGAL con la capacidad de inhibir "por

disrupcion membranal a las bacterias Gram (+).
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