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RESUMEN.

Los dendrimeros de tipo PAMAM han tenido una limitante para su aplicacion
masiva, debido a la manipulacion de estas macromoléculas, su costo y recuperacion
tras su uso, presentando algunas limitantes para la obtencién de materiales debido
a la complejidad y costo que representan. Se han desarrollado pocos trabajos e
investigaciones donde se propongan procesos para la obtencidn de nuevos
materiales con moléculas dendriticas inmovilizadas. En este trabajo se propone una
estrategia para el uso continuo de estos materiales para la separaciéon de péptidos
bioactivos derivados de proteinas de reserva de amaranto. El amaranto es una
planta tradicional mexicana que provee tanto hojas, asi como semillas comestibles
con un alto valor nutricional. La variante utilizada (Nutrisol, A. hypochondriacus),
proveniente de Atlacomulco Estado de México y se analiz6 para extraer péptidos
bioactivos con alto valor agregado.

El objetivo de este trabajo es extraer de manera selectiva algunos péptidos
bioactivos presentes en las proteinas de reserva de la semilla de amaranto, asi
como la sintesis de un bio-material para realizar la extraccién de bio-moléculas con
interés biolégico. También se describe el analisis estructural de los dendrimeros,
aminodacidos presentes en la semilla de amaranto y péptidos encriptados de interés.
Este estudio es realizado por técnicas analiticas instrumentales, asi como estudios
a nivel tedrico, empleando metodologias de la quimica cuantica. Se analizan las
interacciones intermoleculares dendrimero-amino&cido, dendrimero-péptido, con el
propoésito de reconocer la fuerza de interaccién, y de esta manera lograr el
aislamiento de péptidos especificos con alto valor agregado. Los analisis de
prediccion de péptidos activos en estas proteinas han demostrado bioactividad
antihipertensiva, inhibidora de proteasas, lunasin (un péptido anticancerigeno) y

péptidos antioxidantes, entre otros.



1. INTRODUCCION.
Los bio-materiales presentan hoy en dia una gran importancia por su interaccion

con sistemas bioldgicos, estos pueden ser naturales o sintéticos, como es el caso
de los dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) acoplados a una matriz de
celulosa. Las moléculas dendriticas son macromoléculas que han sido estudiadas
por mas de 3 décadas y que han presentado diversas aplicaciones en muchas
disciplinas. Por otro lado, los dendrimeros PAMAM estan siendo de gran interés
interés para futuras aplicaciones en masa debido a sus caracteristicas.

En este texto se presentan estrategias para la sintesis de bio-materiales a partir de
dendrimeros PAMAM y celulosa. La sintesis de los dendrimeros se lleva a cabo de
manera controlada, apoyado en estudios teoricos, asi como analisis FT-IR y
propiedades acido-base. La sintesis de los bio-materiales se realizé con
dendrimeros de tercera generacion. El anclaje del dendrimero se realiza por medio
de dos ataques nucleofilicos a una molécula que presenta dos grupos isocianato en
posicién “para” (fenil-diisocianato).

El amaranto es clasificado como un pseudocereal de origen americano que fue
cultivado por las antiguas civilizaciones residentes de México prehispanico, era
empleado en las dietas, junto al maiz y frijol. Posterior a la conquista, el amaranto
fue prohibido debido a que se asociaba a cultos religiosos, resultando que pasara a
ser un cultivo subutilizado y despreciado. Este cultivo se puede aprovechar de
manera mas eficiente puesto que ofrece tanto granos y hojas comestibles con alta
calidad nutricional. Las semillas de amaranto tienen un alto contenido de proteina
(13%-17%) y su composicion de aminoacidos es cercana al balance
optimo requerido en la dieta humana (Paredes O. et al. 1990).

El amaranto es un alimento funcional que puede aportar muchos beneficios a la
salud y ademas puede explotarse comercialmente como un producto de alto
valor agregado. La investigacion sobre las proteinas de la semilla de amaranto va
desde una caracterizacion bioguimica de proteinas de reserva del grano, la
hidrdlisis, asi como el desarrollo de bio-materiales selectivos para la extraccion de

péptidos especificos.



2. ANTECEDENTES.
2.1 Alimentos funcionales.

En los dltimos afios, uno de los temas mas importantes de investigacion en Ciencia
y Tecnologia de Alimentos es el desarrollo de alimentos que promuevan la salud.
Estos se definen como alimentos capaces de aportar sustancias con funciones
fisioldgicas definidas, brindando beneficios a quien los consume. Los alimentos
funcionales estan evolucionando como una estrategia con alto potencial en la
prevencion de enfermedades cronicas. Se ha demostrado que estos alimentos
tienen efectos fisioldgicos importantes y especificos al contener compuestos
bioactivos que benefician la salud. Los alimentos funcionales tienen caracteristicas
particulares, dado que sus componentes afectan funciones del organismo de
manera positiva, dando un valor agregado a estos mas alla de la nutricion (Jiménez
F. et al. 2013).

2.2 Historia del amaranto.

El amaranto (Amaranthus hypochondriacus) fue un cultivo fundamental para las
civilizaciones Mesoamericanas, apreciando su valor alimenticio. Los aztecas lo
conocian como “huautli” y era utilizado en ritos religiosos, los Incas lo denominaron
“kiwicha” (pequeno gigante) y lo respetaban principalmente por sus poderes
curativos. A la llegada de los espafioles se le denomino amaranto que proviene del
latin y significa “flor que nunca muere” (Sanchez C. et al. 2007, Asociacién Mexicana
del Amaranto).

El amaranto fue un cultivo que jugd un papel importante en la economia azteca, este
grano fue ampliamente distribuido en la civilizacién. En la alimentacién se utilizaba
para preparar alimentos como atole, tamales, pinole, tortillas y las hojas eran
consumidas como verduras. Con la semilla de amaranto se preparaba una harina
que era mezclada con miel para preparar una masa llamada “tzoalli” con la cual se
elaboraban figurillas e idolos. Estas figurillas eran empleadas para tradiciones

religiosas donde los grandes sacerdotes lo utilizaban como fuente de fuerza e



iluminacion mistica. A la llegada de los espafioles y debido a las costumbres
religiosas, ordenaron la exterminacion del cultivo debido a que consideraban que
era una forma de perversioén a la iglesia catolica. Esto casi logra el exterminio del
cultivo, sélo pocas personas conservaron la tradicién del cultivo de amaranto en
pequefias parcelas y para consumo familiar. Hasta la década de los 80°s. El
amaranto fue redescubierto y desde entonces han aparecidos numerosos reportes
en los cuales se estudia las cualidades agronémicas y nutricionales de este grano
(Becerra R. 2000).

2.3 Produccion de amaranto.

El amaranto tiene un origen mesoamericano, pero actualmente se encuentra en
todo el mundo. Los primeros reportes que se tienen de amaranto en Europa datan
de los afios 1600, éste fue llevado como parte de las pruebas de la conquista del
nuevo mundo. El amaranto se cultiva en varios estados de la Republica Mexicana
como lo son: CDMX, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, y Tlaxcala (Figura 1) con una produccién anual de 2959.98
toneladas, y un rendimiento de 1.295 ton/ha. El principal productor mundial de
amaranto es la India. En América del sur, Peru es uno de los productores mas

importantes. (Silva-Sanchez C. et al. 2008, Grupo Enlace de Amaranto Mexicano).
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Figura 1. Regiones donde de cultivo nativo de amaranto. Las areas oscuras son donde se concentran
los cultivos mas importantes de amaranto en América. Imagen tomada de: Arendt et al. 2013.

2.4 Clasificacion del amaranto.

La familia Amaranthaceae contiene mas de 60 géneros y 800 especies de plantas
herbaceas, de las cuales sélo tres especies del género Amaranthus son cultivadas
para la produccion de semillas comestibles: A. hypochondriacus, A. cruentus que
son cultivadas en México, y A caudatus, que es cultivada en Peru (Paredes et al.
1990). ElI amaranto es una planta considerada como dicotiledénea que produce
semillas del tipo cereal, por lo que se le ha denominado como un pseudocereal (Se
le denomina pseudocereal ya que posee caracteristicas similares a los cereales
pero sus semillas provienen de flores y no de forma graminea como el caso del
trigo). El amaranto posee hojas simples con una altura de planta que varia de 1.5 a
3.0 m; el numero de hojas y el tamafio muestran una gran variabilidad entre
especies, ademas responde a diferentes condiciones de crecimiento mediante
cambios en el numero de ramificaciones, patron de ramificacion y tamafo de la
plantula (Paredes et al. 1990).

La planta de amaranto (Figura 2.) puede ser de ciclo corto, tolerante a la sequia,
con un alto valor nutritivo, con multiples usos y por sus formas de aprovechamiento
se considera como un cultivo alternativo para muchos lugares donde hay escasez
e irregularidad de lluvias; donde incluso se presentan problemas de abasto de
alimentos (Stallknecht G. et al. 1993).
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Figura 2. Planta de amaranto A. Hypochondiracus.
2.5 Tamafio, estructuray composicion de la semilla.

El tamario de la semilla es variable, entre 1.1 a 1.4 mm de largo por 1.0 a 1.3 mm
de ancho, tamafio que es muy pequefio comparado con el del frijol o trigo (Silva-
Sanchez et al. 2007). Con lo reportado por (Arendt et al. 2013) se tiene que 1000
semillas pesan de 0.5-1.2 g y 1 gramo puede contener de 850-1700 semillas. Asi
mismo se reporta que una planta de la misma especie puede producir mas de
50,000 semillas con diferentes colores en un mismo cultivo, como es el blanco,
amarillo, marrén, negro, oro, crema y negro obsidiana (Figura 3) (Huerta-Ocampo
J. et al. 2012).

Figura 3. Semillas de amaranto y los colores de sus variedades. Imagen tomada de pregon
agropecuario®



La semilla de amaranto contiene aproximadamente 15.1% de proteina en promedio
y se puede comparar en la Tabla 1 con semillas convencionales como el maiz con
10.3%, arroz con 8.5%, trigo con 14.0% y soya con 37.0%. El contenido de lipidos
es relativamente alto (7.7%), sin embargo, este valor es mucho menor que en
algunas leguminosas consumidas como la soya con un valor de 20.0%. Los andlisis
de composicion indican que los contenidos de proteina cruda, lipidos, fibra y cenizas
del amaranto son generalmente mas altos que en los cereales, pero con un

contenido de carbohidratos mas bajo (Guzméan-Maldonado H. et al. 1998).

Tabla 1. Comparacion de la composicidn proximal entre amaranto y algunos cereales en peso seco.
(Huerta-Ocampo J. et al. 2012).

ANALISIS |[AMARANTO MAIZ ARROZ TRIGO SOYA
% Humedad 11.1 13.8 11.7 12.5 19.0
%%0Proteina 15.1 10.3 8.5 14.0 37.0
cruda
% Lipidos 7.7 4.5 2.1 2.1 20.0
% Fibra 2.2 2.3 0.9 2.6 12.0
% Cenizas 4.1 1.4 1.4 1.9 5.0
% 57.0 67.7 75.4 66.9 7.0
Carbohidratos

En general el contenido de aminoacidos esenciales del amaranto es adecuado para

dietas en personas jovenes y jovenes-adultas; muy en particular los aminoacidos

azufrados y lisina. Este ultimo corresponde a casi el doble de lo que contiene el

maiz, el trigo, o leguminosas importantes como chicharo, frijoles y soya (Dalton W.

1973). La composicion de aminoacidos en amaranto (Tabla 2) es poco usual debido

a su balance cercano al 6ptimo requerido en dietas humanas para adultos segun la

FAO (2011), lo que hace de este grano una cosecha ideal para el futuro como

alimento o fuente de proteinas.




Tabla 2. Composicion de aminoacidos esenciales de semillas de tres especies de amaranto en
(9/100g de proteina) (Huerta-Ocampo J. et al. 2012).

AMINOACIDO |Amaranthus Amaranthus |Amaranthus |[FAO/WHU/UNU
hypochondriacus |cruentus caudatus Adultos INifios
Isoleucina 2.8-3.8 3.4 —-3.7 3.6-4.1 1.3 4.6
Leucina 5.0-5.8 4.8 -5.9 5.9 -6.3 1.9 9.3
Lisina 3.2-6.0 4.8 -5.9 5.7 -6.4 1.6 6.6
Metionina +2.6 - 5.5 3.8-5.4 4.7 1.7 4.2
Cisteina
Fenilalanina +/6.9 —8.5 5.6 — 8.5 6.2 1.9 7.2
Tirosina
Treonina 2.6 -4.3 3.2—-4.2 3.8 0.9 4.3
Triptofano 1.1-43 nd 1.1 0.5 1.7
Valina 3.2-4.2 24-4.0 4.1-4.7 1.3 7.2

nd = no determinado.
2.6 Proteinas de reservayy tipos.

Estas reservas son movilizadas en el momento de la germinacién para mantener el
crecimiento de la semilla hasta que esta pueda establecerse por si sola como una
planta fotosintética autotrofica. Las proteinas almacenadas en los cuerpos
proteinicos son denominadas proteinas de reserva (Bewley J. et al. 1990). De
acuerdo a la clasificacion de Osborne T. 1924, las proteinas de reserva se pueden
dividir en cuatro grupos de acuerdo a su solubilidad. a) albiminas que son solubles
en agua en buffers diluidos a valores de pH neutros; b) globulinas solubles en
soluciones salinas pero insolubles en agua; c) Prolaminas que solubilizan en
soluciones alcohdlicas entre (70-90%); d) glutelinas solubles en medios basicos o
acidos diluidos. En los cereales, las proteinas mas abundantes son las prolaminas
y glutelinas, mientras que en leguminosas son las globulinas la fraccion mas
importante. Las subunidades pueden contener dos o0 mas cadenas de polipéptidos
gue pueden estar unidas por puentes de hidrégeno o puentes disulfuro entre los
residuos de aminoacidos (Bewley J. et al. 1990). Se ha reportado que la mayor parte

de las proteinas de amaranto se encuentran en el embrion, anillo que rodea al



perispermo (Saunders R. 1984).

2.7 Clasificaciéon de péptidos activos.

Una de las definiciones para alimentos funcionales es aquella que ademas de
proporcionar nutricion, ofrecen un beneficio adicional a la salud del consumidor. Una
parte muy importante de los alimentos funcionales son los péptidos bioactivos, que
se definen como péptidos con alguna actividad biolégica y estan presentes en los
alimentos, ya sea de manera natural o son generados durante los procesos de
alimentos (Ayala Garay A. V. et al 2014). Los péptidos bioactivos por lo general
estan compuestos de 3 a 20 aminoacidos de longitud, tanto las proteinas de origen
animal y vegetal contienen secuencias con actividades potenciales (Rutherfurd-
Markwick K.J. et al. 2005). Los péptidos bioactivos mas estudiados son los
derivados de la leche y huevo, sin embargo, existen también varios reportes donde
se puede observar proteinas de origen vegetal que aportan varios péptidos
bioactivos de gran interés (Dziuba J. et al. 2003). Los métodos mas comunes para
el estudio de péptidos bioactivos son realizados en ensayos in vitro para demostrar
su actividad biolégica. Algunas estrategias comunes son la produccion por digestion
enzimatica, hidrolisis quimica (procesos de alimentos) y sintesis in vitro, con el fin
de obtener una cantidad suficiente para probar su actividad bioldgica, Barba-De La
Rosa A. et al. 1992 y Rutherfurd-Markwick K. et al. 2005 agruparon los péptidos
bioactivos en grupos de acuerdo a su actividad biolégica general. Los grupos
propuestos son: antimicrobianos y antifungicos, reguladores de la integridad
intestinal, anti-inflamatorios, antihipertensivos reguladores de colesterol,
antitrombdticos, reguladores de absorcion de minerales, inmunomoduladores,
opioides (analgésicos potentes) y reguladores de funciones gastrointestinales.

Los péptidos bioactivos estdn compuestos generalmente de 3 a 50 residuos de
aminoéacidos de longitud, como se muestra en la tabla 3. Tanto las proteinas de
origen animal y vegetal contienen secuencias con actividades potenciales
(Montoya-Rodriguez A. et al. 2015). Por mucho los péptidos bioactivos mas
estudiados son derivados de la leche y huevo. Sin embargo, existen varios reportes

donde se puede observar que proteinas de origen vegetal como soya y trigo aportan
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varios péptidos bioactivos de gran interés. Los métodos mas comunes para el
estudio de péptidos bioactivos estan basados en ensayos in vitro para demostrar su
actividad biolégica. Algunas estrategias comunes son la produccion por digestion
enzimatica, hidrolisis quimica (procesamiento de alimentos) y sintesis in vitro, con
el fin de obtener la cantidad suficiente y en algunos casos fracciones de péptidos
puros que después son probados para actividad biologica (Venskutonis P. et al.
2013).

Tabla 3. Actividad bioldgica detectada en algunas secuencias de péptidos derivados de la semilla de
amaranto.

ACTIVIDAD SECUENCIAS CON DESCRIPCION
ACTIVIDAD BIOLOGICA.
Antitrombaotico PPG, PG, GP Potencial fibrinolitico y anti

coagulacion
de plasma sanguineo.

Antiamnesico PPG, PG, GP Potencia los procesos de
consolidacion de la memoria
en el sistema nervioso central.

Opioide NAGA, GYY, PLG, YG, Actila como un analgésico
YL, YPF potente.
Inmunomodulante EAE, GFL, KRP, TKPR, Actdan como
YG, YGG inmunopotenciadores.
Antioxidante HH, HL, LH, LHH Protege las células de la
hiperoxidacion.
Ligando KK Actia en el sistema de

transporte de oligopéptidos.

Neuropéptido KPS Actividad antinociceptiva.
Inmunoestimulante KEEAE, LGY, LLY Estimula células fagociticas,
implicadas en la defensa del
organismo contra infecciones.

Embriotoxico RGD Actividad embriotoxica.
Anorético PGP Inhibidor de la secrecion de
insulina.
Anti inflamatorio DTEAR Bloquea la reaccion en la piel.

Rutherfurd-Markwick K. et al. 2005 agruparon los péptidos bioactivos en grupos de
acuerdo a su actividad bioldgica general. Los grupos propuestos son:

Antimicrobianos y antifungicos: Combaten una gran variedad de bacterias Gram

positivas y Gram negativas, asi como también algunas levaduras y hongos.

Anti-inflamatorios: Este grupo esta formado por algunos factores de crecimiento y

péptidos que ayudan a mantener la integridad intestinal previniendo algunas
inflamaciones.

Antihipertensivos: Dentro de este grupo se encuentran los inhibidores-ACE (enzima
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convertidora de angiotensina); inhiben las enzimas ACE | y Il, que estan
involucradas en el sistema renina-angiotensina, el cual regula la presion sanguinea.
Los vaso-relajadores por su parte actian mediando los receptores Bradaquinina B1,
prostacilina y un receptor desconocido de 6xido de nitrégeno.

Reguladores de colesterol: Son todos aquellos que ayuden a controlar o disminuir

los niveles de colesterol en sangre.

Antitromboticos: En este grupo se encuentran los péptidos que ayudan a disminuir

los riesgos de una trombosis, se incluyen todos aquellos péptidos que inhiben la
formacion de agregados. Las estructuras para las secuencias descritas se muestran
en la figura 4, donde se tiene una estructura tedrica optimizada para la mejor

conformacion espacial (Hariharan P. et al. 1973)

PEPTIDOS DE AMARANTO CON CAPACIDAD: (A) ANTIINFLAMATORIO, (B) ANORETICO, (C) EMBRIOTOXICO, (D) INMUNOESTIMULANTE.

Figura 4. Péptidos bioactivos derivados de proteinas de reserva de la semilla de amaranto.

2.8 Dendrimeros.

Los dendrimeros son macromoléculas inorganicas de estructura bien definida,
altamente ramificada y regular, que se sintetizan mediante una serie de reacciones
repetitivas que dan lugar a compuestos monodispersos de igual estructura y
dimensién (Figura 5). Una de las caracteristicas mas representativas de los
dendrimeros es el gran control que se puede ejercer sobre sus propiedades durante

el proceso de sintesis, lo que les confiere una alta versatilidad y permite su uso en
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numerosos campos de investigacion. Entre estos se encuentran la quimica, la
medicina, la ciencia de los materiales, etc. Los componentes fundamentales del
esqueleto de un dendrimero son tres: el nicleo, las unidades de ramificacion y los
grupos terminales (Tomalia D. 1985).

El ndcleo puede ser un atomo o una molécula, dando lugar al nimero y la naturaleza
de los grupos funcionales que tendra en la periferia. Habitualmente suelen ser 3, 4
0 6 ramas las que parten del nicleo y a mayor cantidad de ramificaciones que
surgen, se produce una disminucién en los huecos internos estructurales. La
repeticion de esta serie de ramificaciones forma las distintas capas a las que
llamamos generaciones. Los grupos terminales forman la superficie externa del
dendrimero y estd determinado por la generacion. Estos factores, junto a la
naturaleza quimica de los atomos que los componen, pueden ser modificados
durante el proceso de sintesis, lo que permite alterar la polaridad del dendrimero, la

densidad y el tamafio de la macromolécula, etc. (Augustus E. et al. 2017).

nucleo

punto de
ramificacion

avidad

Generacion 2 \”\N—
\

Generacion 0

Generacion 1

Dendrimero

Figura 5. Caracteristicas de los dendrimeros. Esquema de un dendrimero (Serrano M. et al. 2009).
2.9 Antecedentes historicos sobre la sintesis de dendrimeros PAMAM.

La primera sintesis de una molécula dendritica fue descrita por Vogtle F. et al. 1978,
se le llamd molécula en cascada. Realizada a partir de una metodologia sintética
necesaria para la preparacion de estos compuestos, que se basa en una adicion de

Michael de una amina a un acrilonitrilo con posterior reduccién del grupo ciano para
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generar grupos amino. Tomalia D. en los afios 80, disefid una sintesis basada en la
adicion de tipo Michael a aminas de acrilato de metilo y posterior atague con
etilendiamina (Figura 6). Este tipo de dendrimeros tipo poliamidoamina hoy en dia
se comercializan con un nucleo de etilendiamina bajo el acrénimo PAMAM. (Tomalia
D. 1985).
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Figura 6. Sintesis de los dendrimeros PAMAM por el método divergente (Tomalia D. 2005).
2.10 Técnicas generales de sintesis de los dendrimeros PAMAM.

La preparacion de los dendrimeros se realiza de forma sistematica mediante un
proceso iterativo de dos etapas: acoplamiento y activacion. La repeticion de estas
dos etapas permite la obtencion de estructuras ramificadas y regulares que forman
las generaciones del dendrimero. En estos dos procesos es importante que las
reacciones sean selectivas y de rendimientos elevados para evitar la formacion de
defectos en el esqueleto dendritico. El proceso de crecimiento se puede llevar a

cabo mediante dos estrategias sintéticas (Figura 7) o la combinacion de ambas.
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Método divergente

En el método divergente, el dendrimero crece desde el nucleo de la estructura hasta
la periferia. Para ello, los grupos funcionales que posee el nucleo se hacen
reaccionar con la unidad repetitiva seleccionada, dando lugar a la primera
generacion de la macromolécula (Tomalia D. 1996). A continuacion, la activaciéon
de los grupos funcionales del extremo terminal del monémero forma los centros de
ramificacion sobre los que se crecera la siguiente generacién del dendrimero. A
medida que aumenta la generacion, aumenta la densidad de grupos funcionales en
la periferia y, por tanto, aumenta la probabilidad de formacién de defectos en la

estructura (Tomalia D. 1985).

Método convergente

A diferencia del método anterior, el método convergente se empieza a construir para
cada rama dendritica (dendron) de forma independiente, es decir desde la superficie
hacia el interior (Wooley K. et al. 1991). Una vez que se alcanza el tamafio
adecuado, se anclan las ramas a los grupos funcionales del nicleo. Mediante este
método se disminuye la probabilidad de formacion de defectos en la estructura, ya
gue la superficie de cada dendrén posee menos grupos reactivos. Sin embargo, a
medida que se crecen los dendrones el impedimento estérico aumenta, haciendo
que la unién final al nucleo se vea dificultada (Kawaguchi T. et al. 1995).

Método mixto

El método mixto supone una combinacion de los métodos descritos anteriormente,
de este modo, se hacen reaccionar ramas sintetizadas mediante el método
convergente con un nudcleo sintetizado mediante el método divergente. Asi, se
pueden evitar los inconvenientes que producen tanto el método divergente como el

convergente. (Augustus E. et al. 2017).
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Figura 7. Sintesis convergente y divergente PAMAM (Ghazzali I. 2016).

Dendrimeros en aplicaciones médicas y biocompatibilidad:

Los dendrimeros son sistemas con caracteristicas ideales para aplicaciones en la
medicina actual, usados como transportadores de farmacos y de biomoléculas. Los
dendrimeros tienen alta solubilidad en agua, pueden atravesar ciertos tejidos y
barreras bioldgicas, dando lugar a liberaciones controladas de las moléculas que
transportan debido a su estructura quimica y propiedades &cido-base. (Boas U. et
al. 2004).

Una de las principales funciones de estas moléculas dendriticas es en el campo de
la biomedicina, principalmente en sistemas de liberacion controlada de farmacos,
nanofarmacos, agentes de diagndstico, transferencia de genes y terapia
fotodinamica, por mencionar algunos. (Figura 8) (D"Emanuele A. et al. 2005).

Para poder utilizar los dendrimeros en sistemas biolégicos deben tener una serie de
caracteristicas como no ser toxicos, no inmunogenéticos, capacidad de atravesar
barreras biolégicas, que no se degraden y tengan un disefio conformacional
especifico respecto a variaciones de pH (Nishiyama N. et al. 2007). Las propiedades
y toxicidad estan definidas por la estructura del dendrimero y en especial por los
grupos funcionales terminales, siendo en los dendrimeros del tipo PAMAM grupos

amino primarios terminales expuestos.
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Figura 8. Aplicaciones de los dendrimeros en sistemas bioldgicos (D"Emanuele A. 2005).
2.11 Propiedades &cido base de los dendrimeros PAMAM.

Los dendrimeros PAMAM poseen una estructura ramificada con un nucleo de
grupos amino terciarios, conectados por enlaces amida secundarios y terminando
con aminas primarias en la capa mas externa. Los dendrimeros PAMAM tienen la
capacidad de mantener su forma globular, aunque pertenezcan a generaciones de
alto peso molecular, donde éstos no estan impedidos por su capacidad de
ionizacion, como puede ocurrir con las proteinas. Otras ventajas son su densidad
de carga relativamente alta y sitios titulables que son accesibles a disolventes. Por
lo tanto, los dendrimeros PAMAM son més sensibles a la fuerza ibnica con respecto
a una proteina globular regular, lo que lo hace un buen sistema para verificar las
diferencias de protonacion en cada generacion (Reis P. et al. 2018). Estos datos
pueden mostrar un escenario posible para observar lo que sucede con los
dendrimeros y extrapolar sus propiedades a pH fisiol6gico. Al bajar el pH, todos los
grupos amino terminales del dendrimero PAMAM se protonan y exponen sus
cargas, relajando el dendrimero y abriendo su estructura (Figura 9). Esta propiedad
puede ayudar al dendrimero a atrapar moléculas especificas con ayuda del pH,

gracias a la repulsion entre grupos amino y sus valores de pKa. La variacion del pH
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permite capturar y acoplar las diferentes moléculas gracias a la protonacion del
grupo amino, dada la distribucién espacial del dendrimero PAMAM (Jiménez A. et
al. 2012).

Figura 9. Comportamiento de solubilidad de los dendrimeros PAMAM frente a pH acido (Izquierda)
y pH basico (Derecha) (Gonzalo T. et al. 2009).

2.12 Residuos lignoceluldsicos.
Los residuos lignoceluldsicos son los biopolimeros mas abundantes sobre la Tierra,

ya que comprenden cerca del 50% de la biomasa existente y su produccion anual
se encuentra entre 10-50 mil millones de toneladas (Sanchez C. et al. 2008). La
biomasa lignocelulésica que se destina a diferentes procesos de obtencién de
bioetanol de segunda generacion puede dividirse en seis grupos: los primeros son
los residuos agricolas, como son los bagazos de cafia de azlcar, de maiz, de sorgo
azucarado, de paja de trigo, de arroz y de cebada. Los segundos provienen de
maderas duras como el dlamo. En tercer lugar, se encuentran las maderas blandas
como el pino y el abeto; en cuarto lugar, se encuentran los residuos celuldsicos
como el papel periodico, residuos de papel de oficina y lodos de papel reciclado. El
quinto grupo lo constituye la biomasa herbacea, que comprende alfalfa, pasto varilla,
alpiste y limoncillo, etc. (Sanchez C. et al. 2008). Las fibras vegetales se consideran

como compuestos de fibrillas de celulosa que se mantienen unidos por una matriz
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formada por lignina y hemicelulosa (Jayaraman K. 2003), cuya funcién es actuar
como una barrera natural a la degradacion microbiana y como proteccion mecanica
(Figura 10).

LIGNINA
z HEMICELULOSA
CELULOSA
Fig. 10. Matriz lignocelulésica. (Brandt A. et al. 2013).

Celulosa.

La celulosa es un polimero semicristalino que presenta microfibrillas altamente
ordenadas y regiones amorfas, susceptibles a ataques por agentes quimicos
(Chamu-Mufioz A. et al. 2015). Esta se compone de glucosa unida por enlaces [3-
1,4 glicosidicos que se estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas
por puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares (Figura 11),
formando una estructura cristalina resistente a la hidrdélisis y regiones amorfas
susceptibles a la degradacion enzimética. La celulosa producida de esta manera
existe de forma natural en dos formas. La primera se conoce como celulosa pura, e
incluye celulosas producidas en su estado natural, como el algodon y la celulosa
bacteriana; y la presentan algunas algas. La segunda se denomina celulosa
compleja, e incluye la mayoria de las celulosas presentes en la naturaleza, siendo
el componente fundamental de la pared celular de las plantas superiores (Pecoraro
E. et al. 2008).
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Figura 11. Representacion molecular de la celulosa. (Lebedev, 2015).
2.13 Quimica computacional.

La quimica computacional es la rama de la quimica que actualmente permite
describir sistemas y fendmenos quimicos con el uso de software informatico, para
diferentes propositos. Nos permite utilizar herramientas de andlisis fino en
investigacién quimica, fortaleciendo las técnicas clasicas de andlisis. Estas técnicas
de igual manera han evolucionando gracias al avance exponencial de las
herramientas de computo, el avance de las matematicas, la fisica, y la quimica
tedrica, dando métodos numeéricos, analiticos y nuevos modelos tedricos.

Hoy en dia la quimica experimental y la quimica computacional se han vinculado de
tal manera que es posible realizar calculos con niveles elevados y confiables de
teoria. De esta manera la quimica computacional tomo un gran impulso cambiando
la idea fundamental de realizar experimentos para determinar propiedades de las
moléculas obtenidas. A partir de este momento la quimica experimental se empieza
a ver obligada a realizar predicciones teodricas y comparar éstos con métodos
experimentales (Tabla 4). Algunas veces dando ventaja a los modelos teéricos por
la facilidad de manejo de informacion con respecto a los resultados que se obtiene

experimentalmente (Cuevas G. et. al. 2003).
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Tabla 4. Métodos basados en quimica computacional (Suarez D. 2012).

: Rango de : : :
Método Fundamento ap Iicga clén Ventajas Desventajas Ejemplos
o Aplicacién delimitada AMBER,
Mecanica Potenciales de 1-10° S: g::seflmente por el potencial MM GROMOS,
interaccion — ademas de que se REBO y
Molecular Campos de fuerzas dlomee qondensadas Y requiere datos ReaxFF
tiene gran rapidez :
experimentales
No requieren
y datos Son lentos y para
s Ecuaqén de 1-10? experimentales y meétodos avanzados HF, MP2,
Ab Initio Shrédinges ¥ atomos poseen exactitudy  su uso es muy cCSDy
. Funcién de Onda precision complicado CCSD(T)
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¢, Qué permite hacer la quimica computacional hoy en dia?

La quimica computacional es apoyada de modelos matematicos, permite desarrollar
en el ambiente grafico una estructura posible, donde se tiene un conjunto de nucleos
y el nUmero de electrones de cada molécula (Suarez D. 2012). Esto permite calcular

propiedades como:

Arreglos geométricos de los atomos en las moléculas y sus estados de transicion.
Las energias relativas de una o varias moléculas.

Propiedades como momentos dipolares o polarizabilidad.

Propiedades espectroscopicas como desplazamientos quimicos, frecuencias
vibracionales, estados excitados por absorcion de energia, etc.

Propiedades termodinamicas.

Propiedades cinéticas.

Dependencia de propiedades como cambios de estructuras a lo largo de una

reaccion o del tiempo.

Estas técnicas son complementarias a las técnicas experimentales tradicionales

(Figura 12), algunos resultados obtenidos pueden ser imposibles de obtener con la
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otra técnica. El andlisis computacional permite entre otras cosas realizar
aproximaciones a experimentos de alto riesgo, costosos, o de gran demanda de
tiempo y dinero. Dando seguridad al no exponer al usuario a reactivos que puedan

ser peligrosos. (Zarco M. 2010).

ENERGIAS RELATIVAS.
Total Enmrgy

PROPIEDADES QUIMICAS.

POTENCIAL ELECTROSTATICO.

PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS.

Figura. 12. Algunas propiedades determinadas mediante la quimica computacional.

Métodos ab Inito.

Resuelve de modo aproximado la ecuacion de Schrédinger mediante constantes
fisicas fundamentales. Partiendo del método Hartree-Fock para el calculo de
orbitales es posible formular diversos métodos para poner en practica para métodos
ab inito con mayor exactitud pero que hoy en dia demandan grandes cantidades de

hardware y elevados tiempos de calculo (Suarez D. 2012).

Métodos de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT).

Formulan el problema en términos de la densidad electronica de la molécula, en
funcion de la onda polielectrénica y esto lleva a que la energia electronica sea
funcion de la densidad. Existen diversos métodos DFT que estan disponibles en

programas de calculo (Tabla 4). Una de las desventajas de este tipo de estudios es
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gue la aproximacién DFT siempre es diferente, debido a que la densidad electrénica
estd dada por una correlacion-intercambio. Las desventajas se resumen en:
Dificultad para seleccionar un meétodo adecuado, imposibilidad de refinar
sistematicamente los resultados y errores sistematicos de muchos funcionales. A
pesar de los problemas mencionados, estos métodos han ido incrementando su

importancia a lo largo del tiempo (Suarez D. 2012 y Frisch M. et al. 2016).

3. JUSTIFICACION.

Este trabajo estd enfocado en el desarrollo de un biomaterial que consta de un
dendrimero (PAMAM) sintético anclado a un biopolimero (celulosa) donde se
pueden aprovechar las propiedades del PAMAM para captar determinadas
biomoléculas. Las caracteristicas de la celulosa son utilizadas para que el
dendrimero pueda ser reutilizado, ya que estos dendrimeros al dia de hoy no se
utilizan en procesos continuos por la dificil recuperaciéon de los dendrimeros
(Kannaiyan D et al. 2009). Algunos reportes citan presencia de diversos péptidos
derivados de amaranto con propiedades antimicrobianas, antifingicas, reguladores
de funciones, antihipertensivos, entre otras actividades bioldgicas de interés para la
salud (Venskutonis P. et al. 2013 y Hariharan P. et al.1973). Adicional a esto el
amaranto tiene propiedades muy sobresalientes como son: altos contenidos de
amilopectina que puede ser de interés para la industria alimentaria. Para tener claro
los alcances de esta semilla, es importante tener conocimiento de la naturaleza de
estas, tamafio de semilla, realizar estudios de su composicion, morfologia y los
derivados que se pueden tener tras el proceso de alimentos. Con esté trabajo se
lograra tener un punto de partida para el desarrollo de nuevos materiales que
puedan tener cierta selectividad para separar ciertos péptidos bioactivos derivados
de las proteinas de amaranto. Dichos péptidos pueden aportar muchos beneficios
a la salud y en su caso poder comercializarse como un producto con alto valor
agregado en la nueva tecnologia implementada para los alimentos funcionales que

estan creciendo exponencialmente.
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4. HIPOTESIS.
Al obtener una mezcla heterogénea de péptidos que no puede ser separada por

métodos convencionales, entonces una serie de dendrimeros en un soporte sélido
lograré la separacién selectiva y continua de diferentes péptidos afines a la periferia

del biomaterial.

5. OBJETIVO.

A partir de un biomaterial celulosa-dendrimero se realizara la separacion selectiva
de diferentes péptidos bioactivos presentes en el hidrolizado de amaranto, que

puedan ser liberados posteriormente de forma controlada.

5.1 Objetivos especificos.

Lograr la retencion de los dendrimeros en microfibras de celulosa para formar los
biomateriales celulosa-dendrimero.

Realizar un andlisis teorico para determinar la afinidad de los dendrimeros a cierto
tipo de amino&cidos presentes en el amaranto.

Obtener diferentes hidrolizados de proteinas de la semilla de amaranto, mediante
un proceso enzimatico.

Identificar los diferentes compuestos obtenidos y evaluar la capacidad que tiene el

bio-material para un proceso continuo de separacion.

6. MATERIALES Y METODOS.
6.1. Materiales.

Etilendiamina absoluta 99.5% (GC) (Lot. # STBG3744V), Tris(2-aminoetil) amina
96% (Lot. # SHBH1328), acrilato de metilo 99% (Lot. # SHBG6616V), 4,4-
Metillenbis(fenil-isocianato) 98% (Lot. # MKBZ8178B), EDTA R.A (Lot. #
JIRT2457), NaOH R.A (Lot. # ), NaCl (Lot. # NGHY3569), K-HPO4 (Lot. #
FTER24879), Eter etilico (Lot. # HDRE5789), Celulosa microcristalina (Lot. #
STGR24579). SuministradBos por Sigma Aldrich® y se utilizaron directamente sin
ninguna purificacion o tratamiento adicional. El metanol 99.8% (Lot. # DCBD3122V)
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y etanol 99.9% (Lot. # GTLS224893) fue secado con hidruro de calcio (grado
reactivo 290% [Lot. # STBF7045V]) y destilado posteriormente para obtener metanol
anhidro. Subtilisina A (Lot. # HERS545527), Aspergillus oryzae (Lot. #NVFT25863)
Pepsina (Lot. # GAMP552187), Tripsina (Lot. # HYTR542155), Tirosina
(Lot#GHSL557896), Tris [hidroximetillaminometano hidroclérico (Tris-HCI-1M) fue
grado biotecnolégico certificado (Lot#LLSV55478, con una pureza minima de 99%.
Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma Aldrich®. Los reactivos de
electroforesis fueron comprados en Biorad (Hercules, California) proporcionadios en
USAII-UNAM.

El modelado molecular se realiz6 empleando programas especializados para
guimica  computacional, siendo  estos: SPARTAN02®  (Modelado),
GAUSSVIEW05®  (visualizador) y GAUSSIAN'09® (Desarrollando la
determinacion teérica), este dltimo para trabajo en paralelo (LANCAD-UNAM-
DGTIC-400).

Métodos:

6.2 Sintesis de un dendrimero PAMAM (Partiendo de un nucleo de
etilendiamina [EG]).

La sintesis de los dendrimeros se llevo a cabo siguiendo una aproximacion
divergente (Tomalia D. 1996), siguiendo la metodologia modificada descrita por
Beezer A. et al. 2003, utilizando 9 equivalentes de etilendiamina por cada grupo

éster que se sustituye (Castro R. et al. 2017).

Dendrimero PAMAM con 4-32 grupos amino terminales (EG-0 a EG-3).

Se afiadi6é acrilato de metilo (14.3 g, 0.166 mol) lentamente a una disolucién de
etilendiamina (2.0 g, 33.3 mmol) en metanol (30 ml). La reaccién se agité durante
48 horas (Para todas las reacciones) en ausencia de luz, en un bafio a 20°C. Los
reactivos en exceso y el disolvente se eliminaron al vacio.

El dendrimero terminado en éster EG-0.5 (2.0 g, 4.95 mmol) se disolvié en metanol

(20 ml) y se afiadi6 gota a gota (bajo agitacion) una disolucion de etilendiamina (22.3
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g, 0.371 mol) en metanol (30 ml). La disolucién resultante se agité durante 5-12 dias
(en ausencia de luz) en un bafio a 20°C. El exceso de etilendiamina y disolvente se
eliminaron al vacio para dar como resultado el dendrimero EG-0, esto se realiz
generacion tras generacion hasta la generacion 3 (EG-3) con 32 grupos amino
terminales (Beezer A. et al. 2003 y Calabretta M. et al. 2007).

6.3 Estudio Acido-Base.

Para cada generacion obtenida de los dendrimeros (EG1-EG3), se pesaron de 15
a 20 mg de cada molécula, se colocaron en 15 ml de agua destilada y
posteriormente se titularon con HCI (1M). Las adiciones de HCI se realizaron
adicionando 4 pyL cada 4 seg, por medio de un micro-dispensador Hamilton Microlab
600 Series y las lecturas de pH fueron tomadas con un potenciémetro JENWAY
Modelo 3020. Estas muestras después de titularse con HCI se titularon por retroceso
con NaOH (1M), repitiendo este procedimiento 3 veces para determinar la
estabilidad y el comportamiento de la molécula al tener variaciones importantes de
pH. Utilizando el mismo método se determiné el comportamiento acido-base de los

Bio-materiales obtenidos.

6.4 Sintesis del material compuesto dendrimero-celulosa.

Para este acoplamiento se tiene celulosa pura, comercial, el dendrimero G3
sintetizado, perfectamente bien identificado y caracterizado, con el objetivo de que
cuente con la menor cantidad de defectos en el proceso de sintesis (Fatemi S. et al.
2020) Posteriormente se siguieron los siguientes pasos para la obtencion del

material compuesto:

1. Se colocaron 20 ml de Metanol 99.8 % en un matraz de bola de 50 ml.

2. Se colocaron 100 mg de celulosa en el medio y con agitacion constante a
40°C por 30 minutos.

3. Unavez concluidos los 30 minutos, se afiadieron al medio de reaccién 10 mg
de 4,4-Metilenbis(fenil-isocianato); se mantuvo en agitacion y a 40 °C por 12
horas.

4. Transcurrido el tiempo de reaccibn se procede a agregar 50 mg del
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dendrimero (cualquiera de los dos mencionados anteriormente). Se
mantienen las condiciones de reaccion por 6 horas mas para completar la
reaccion.

5. Una vez terminada la reaccion se procede a separar el bio-material del
medio, separando por filtracién y realizando 3 lavados con metanol, para

retirar todos los restos de reactivos que pudieran quedar presente.

6.5 Estudio Computacional.

En un trabajo previo, las moléculas dendriticas obtenidas fueron modeladas en
SPARTAN'02; a estas moléculas se les realizé un andlisis conformacional por
medio de mecanica molecular para obtener un conférmero con el que se inicia la
optimizacién a nivel cuantico (Roy D. 2000-20016). El primer paso para desarrollar
el analisis tedrico es optimizar la molécula, logrando una distribucion electrénica lo
mas cercana a la molécula sintetizada experimentalmente y de esta manera
seleccionar el conformero mas estable (Kirkpatrick J. et al. 2021). Las geometrias
seleccionadas se optimizaron apropiadamente mediante el nivel de teoria DFT
empleando el funcional hibrido B3LYP y el conjunto de funcionales base 6-31G (d,
p), en GAUSSSIAN'09 (Parr R. et al. 1989 y Kohn W. et al. 1996). Partiendo de
estos calculos se construyé un método andlisis para las moléculas dendriticas
acopladas a diferentes aminoacidos presentes en las proteinas de reserva en la
semilla de amaranto. Estos célculos se realizaron con el mismo funcional y el mismo
conjunto de funcionales base para optimizar la molécula, pero a diferencia de éstos,
se uso el software GAUSSSIAN"16 y un escalamiento en el funcional usado. Los
funcionales se definieron de acuerdo a la escalera de Jacob, que es un camino
jerarquico que en principio nos permite mejorar los resultados y calidad de las
predicciones DFT de una manera sistematica (Becke A. et al. 1988).

Para apreciar si existe una diferencia notable en los niveles de teoria utilizados, se
compararon los resultados entre el funcional B3LYP y M062X siguiendo la escalera
de Jacob para determinar la correlacion que hay entre ambos funcionales, asi como
la afinidad que tienen las moléculas dendriticas para retener aminodacidos

especificos. Estos resultados son comparados con los resultados experimentales
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para dar un perfil mas detallado de las posibles interacciones que se esperan, asi
como una aproximacion a los péptidos que tendran mayor afinidad al biomaterial
(Lee C. et al. 1988).

Las frecuencias vibracionales obtenidas en forma de interferograma se visualizaron
con GAUSSVIEW'6 para transformarlas en bandas de transmitancia aproximada,
utilizando los mismos funcionales que en la optimizacion de las moléculas aisladas.
Una vez obtenido un espectro adecuado, se procedié a escalar matematicamente
el nivel de error que se produce durante los célculos. Se seleccion6 la mejor
optimizacién de las energias de interaccion entre la macromolécula dendritica, asi
como para las biomoléculas y se generaron mapas del potencial electrostéatico
molecular para las interacciones mas representativas. Estas se visualizaron con
GAUSSVIEW'6 (Parr R. et al. 1989 y Kohn W. et al. 1996).

El potencial electrostatico molecular (MEP) estd definido como la energia de
interaccion entre sistemas, en los que se desprecia la polarizabilidad y los efectos
de rearreglo nuclear con una carga puntual situada en una posicion (Politzer P. et
al. 1985). Si una molécula tiene una funcion de densidad electrénica p(r’), entonces
su potencial electrostético en cualquier punto (r") viene dado rigurosamente por la

siguiente ecuacion.

Z‘-! *J. p (I") dr'

V0)-3

A |R,-1 —I’|

’

r

Donde Za es la carga sobre el nacleo A, localizada a Ra -(r) es la densidad
electrénica funcional de la molécula. El potencial electrostatico molecular (MEP) es
una herramienta usada en la interpretacion de reactividad molecular de especies
electrofilas. Un electrdfilo tiende a ir a aquellas regiones en las que el potencial V(r)

tenga los valores mas negativos (minimo local) (Rajeev K. et al. 1990)
Estrategias para el estudio y prediccion de péptidos bioactivos.

El estudio integral para determinar las actividades potenciales de un determinado
compuesto con actividad biolégica se puede dividir en tres etapas. La primera

corresponde a las determinaciones in vitro con ensayos quimicos y lineas celulares,
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asi como determinaciones de modelado in silico con técnicas computacionales. La
segunda etapa consiste en ensayos y determinaciones in vivo en sistemas modelo
en animales, mientras que la etapa final corresponde a estudios epidemiolégicos y
ensayos clinicos. Estos estudios implican determinar una fuente de proteinas
adecuada para su posterior liberacion enzimatica o quimica de los compuestos
bioactivos. Estos hidrolizados usualmente son sometidos a técnicas de
caracterizacion por medio de técnicas especializadas como electroforesis (Li-Chan
E. 2015).

Utilizando las bases de datos para péptidos bioactivos secuenciados vy
caracterizados experimentalmente se buscara la ocurrencia exacta los péptidos de
interés derivados de la semilla de amaranto para su posterior analisis y aislamiento.
Esta primera etapa se realizé utilizando una base de datos de NCBI, donde una vez
identificadas algunas secuencias con ocurrencias exactas se procede a clasificar
las estructuras de las proteinas que contienen al menos un péptido conocido.
Basicamente la Unica forma de predecir péptidos bioactivos nuevos es por el uso de
bases de datos para secuencias de diferentes proteinas caracterizadas. Estas son
mayormente secuenciales y contienen los péptidos bioactivos caracterizados, como
es el caso de PepBank, Antimicrobial Pptide Database (APD), Biohemia, UNIPROT
y BIOPEP. Esta ultima en especial contiene mas de 3000 péptidos identificados de
manera tedrica para amaranto, a partir de sus proteinas de reserva. Esta
mayormente enfocada en derivados de proteinas de consumo en dietas, incluyendo
informacion de proteinas precursoras de los péptidos del que derivan. En particular
se trabajo con la base de datos de BIOPEP, Biohemia y NCBI, ya que se encuentran
mas especializadas en la presencia de péptidos bioactivos que provienen de
proteinas alimentarias, con estas bases de datos se tiene ID, nombre, masa,

actividad y secuencia de los péptidos almacenados (Sanchez C. 2007).

Prediccion de péptidos activos en proteinas de reserva de amaranto.
Se realiz6 una busqueda de secuencias para proteinas reportadas en la variedad
estudiada en el laboratorio, “Amaranthus hypochondriacus de variedad Nutrisol”, en

http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez. Estas secuencias fueron analizadas para
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obtener el perfil de péptidos activos que estan presentes en proteinas de reserva de

amaranto usando la base de datos https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/

6.6 Semilla de amaranto.

Las semillas de amaranto fueron cultivadas Atlacomulco Estado de México;n para
la caracterizacion se empled la variedad comercial Nutrisol. Las semillas se molieron
y tamizaron hasta obtener una harina, siguiendo la metodologia descrita por Barba
de la Rosa et al. 1992. La harina se desengrasé por 2 horas con éter en una relaciéon
harina/éter 1:10 (p/v) en agitacion magnética a 10°C. La mezcla se centrifug6 a 4000
rpm por 5 min. La pastilla resultante libre de grasa se seco a temperatura ambiente.
Las semillas y harina tanto entera como desengrasada se almacenaron hasta su
uso.

Tamafio de semilla.

La determinacion del tamafio de semilla se llevo a cabo manualmente con un vernier
de precision. Se seleccionaron al azar 100 semillas de cada variedad para realizar
las mediciones por triplicado y se obtuvo la media promedio.

Peso de 100 granos.

La determinacion del peso se llevo a cabo pesando 100 semillas de la variedad,

tomadas al azar. Esta determinacion se realiz6 por triplicado.

7. EXTRACCION DE PROTEINAS DE RESERVA: METODO DISOLUCIONES.

Extraccion de fracciones proteicas.

La extraccion de proteinas se llevé a cabo de acuerdo con lo reportado por Barba
de la Rosa et al. 1992 (Figura 13). La fraccién de albuminas mas nitrégeno no
proteinico se obtuvo a partir de harina desengrasada y se emple6 como agente de
extraccion agua destilada. Las suspensiones de harina/solvente (1:10 p/v) se
extrajeron con agitacion magnética por 1h a 10°C y se centrifugo a 4000 rpm por 10
min. El sobrenadante se colect6 para un andlisis posterior. La pastilla resultante se
resuspendio en 0.1 M NaCl, 0.010 M KzHPOg4, pH 7.5, 0.001 M EDTA para la
extraccion de globulinas 7S; y se siguié el procedimiento de extraccién arriba

mencionado. La fraccion de globulinas 11S se obtuvo con el buffer 0.8 M NacCl,
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0.010 M KzHPOg4, pH 7.5, 0.001M EDTA. Las prolaminas se obtuvieron con una
solucion de etanol al 70% y finalmente las glutelinas con una solucion 0.1 M de

NaOH. Los sobrenadantes se colectaron y almacenaron a -20°C hasta su uso.

j SEMILLA DE AMARANTO NUTRISOL. |

HARINA DE AMARANTO
DESENGRASADA.
AGUA DESIONIZADA | { }
] FASE SOLIDA. | ] FASE LiQUIDA: ALBUMINAS. |
NaCl 0.1M, NaHzPOa 0.01M, EDTA
1mM; pH=7.5 \] ¥
] FASE SOLIDA. i | FASE LiQUIDA: GLOBULINAS 7S. |
NaCl 0.8M, NaHzP0O4 0.01M, EDTA
1mM; pH=7.5 v y
1 FASE SOLIDA. | | FASE LiQUIDA: GLOBULINAS 11S |
ETANOL 70% v ¥
} FASE SOLIDA. | | FASE LiQUIDA: PROLAMINAS. |
NaOH 0.04 M | \ ] _ ¥

FASE SOLIDA. | | FASE LiQUIDA: GLUTELINAS. J

Figura 13. Extraccion de fracciones protéicas derivadas de la semilla de amaranto.

7.1 EXTRACCION DE PROTEINAS DE RESERVA: METODO FENOL:

Un gramo de muestra se macero utilizando polytron. La muestra se puso en 6 ml de
fenol pH 8.8 y 5 ml de buffer de extraccion (100mM tris HCI, pH 8.8, 10mM EDTA,
900 mM sacarosa y 0.4% de 2-betamercaptoetanol) se aplicaron 5 pulsos de 1 min
en el politron alternados por 1 min en hielo, después de los 5 pulsos se mantuvo en
hielo 10 min mas y se centrifugaron a 4000 rpm durante 30 min, se tomo la fase
organica y se deposité en un tubo de 50 ml nuevo y se agregaron 25 ml de acetato
de amonio 100 mM en metanol se agitd y se dejé reposar 16 h a -20 °C.
Posteriormente se centrifugo a 4000 rpm durante 30 min para obtener una pastilla
de precipitado y se descart6 el sobrenadante, la pastilla se lavé con 5 ml de acetato
de amonio en metanol 2 veces y se centrifugo a 4000 rpm por 10 min después de

cada lavado, posteriormente se lavé de igual manera la pastilla con acetona al 80%
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2 veces y un ultimo lavado con etanol al 70%, la pastilla se resuspendio en 500 pl

de buffer IEF (isoelectric focusing).

7.2 Determinacién de la calidad de de proteina SDPAGE 1D.

Se cuantificé la cantidad de proteina en un Nanodrop 2000 en el rango uv-vis (160
nm - 780 nm) y se analiz6 la integridad de la proteina en un gel de SDS-PAGE 1D.
Las muestras se resolvieron en un gel SDS-PAGE al 12% de acrilamida de una
dimension con un estandar de marcador molecular Precision Plus de Biorad como
referencia de peso molecular para observar su integridad (Figura 14). Se corrio el
gel a 120V por 2.5 h Posteriormente se desmont6 el gel y con mucho cuidado se

colocé en solucidon de coomassie coloidal.

Tincién con Coomassie coloidal.

Finalizada la electroforesis, se realiza un primer paso de fijacién, incubando los
geles en una solucién 50 % v/v metanol/agua durante al menos 1 h a temperatura
ambiente. A continuacion, se retira la solucion de fijacion y se incuban los geles en
solucion de tincion (8 % p/v sulfato aménico, 2 % é&cido fosforico y 20 % metanol y
0.1 % de Azul de Coomassie G-250) durante, al menos, 16 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, se destifien los geles con agua bidestilada, hasta alcanzar el

contraste adecuado para la identificacion de manchas.
Captura de iméagenes.

Se procedio a la adquisicion de la imagen para su andlisis densitométrico, en un

sistema de densitdmetro calibrado GS-900 Biorad.

7.3 Hidrolisis de proteinas y captura del péptido por el dendrimero PAMAM.

Se tomaron alicuotas de glutelinas y globulinas 11s, se precipitaron para obtener
200 mg de proteina. La pastilla se resuspendi6é en 250 ml de buffer de urea (Urea
6M, Tris 100 mM pH 7.4). El pellet de interés obtenido se resuspendié en una
solucion de Tris-HCI 0.1M. La fraccién obtenida se digiri6 con subtilisina A de

Bacillus licheniformis, que hidroliza selectivamente el péptido en los residuos Lys,
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Argy Tyr (Yang T. et al. 2023), se utilizaron 10 ug de proteasa /100 ug de proteina.
La hidrdlisis se realizé a 30 °C durante 12 h (Bindal S. et al. 2017). Este proceso de
hidrolisis se repitié con Aspergillus oryzae (cortes en Arg, Thr, Pro, Garcia M. et al.
2001), tripsina (cortes en Arg y Lys, Ajaypal S. et al. 2014) y pepsina (cortes en Thr,
Phey Tyr, Chun C. et al. 2013) para tener un comparativo entre diferentes enzimas
y cortes selectivos. La digestion se realizé con las diferentes enzimas antes
mencionadas en una relacién 1:50 por 14 horas a 30 + 2 °C. La reaccién se detuvo
ajustando el pH a 6 con acido acético concentrado y congelando a -70 °C.

Una vez obtenido el hidrolizado se coloc6 en una columna de vidrio empacada ( 2
cm de didmetro y 20 cm de largo) con el biomaterial (BM) donde se ajust6 el pH=8.5
con NaCl 0.5M, se hizo pasar a traves de todo el lecho hasta alcanzar el punto mas
bajo en la columna. Se dej6 por un lapso de 1 min y se colecto6 la mezcla residual,
posteriormente se hizo pasar NaCl hasta generar un lavado de todo el lecho
empacado. Como paso final se colectaron los péptidos capturados por el biomaterial
cambiando el pH, lavando con HCI= 1M el biomaterial para liberar los péptidos. Los
péptidos colectados se sometieron a un proceso de purificado (lavados) para
identificar por espectrometria de masas (Ayala-Nifio A. et al. 2019).

7.4 IDENTIFICACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS EN LAS FRACCIONES PROTEICAS
MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS (LC MS/MS).

El andlisis de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas se llevé a
cabo preparando la muestra como indica la figura 14 para insertar en un sistema
gue consiste de un HPLC Agilent 1200 acoplado a un espectrometro de MALDI-TOF
en un aparato Synapt G2 equipado con un detector de iones de alta definicion. Se
utilizaron los siguientes parametros: modo de funcionamiento lineal, polaridad
positiva y un intervalo de 100-10.000 m/z (Andlisis realizado por USAII-UNAM-FQ).
(Boas U. et al. 2002 y Klajnert B. et al. 2007) La identificacién de péptidos bioactivos
se realiz6 haciendo una busqueda en la base de datos para péptidos activos

https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/ y https://www.uniprot.org/

Tras obtener los resultados por espectrometria de masas, se llevo a cabo un andlisis
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de interaccion para la molécula dendritica y el péptido por mecanica molecular
MMFF, MMFF94, MMFF94s, para energias conformacionales, energias y
geometrias de interaccion intermolecular, simulado en SPARTAN'06 (Reis P. et al.
2018).

HIDROLIZADO
COLECTADO

|

SEPARACION Y LAVADOS )
CON ELUYENTES POR
c18

>

| CONCENTRACION DE LA
MUESTRA POR VACiO

POR 60 MIN.

4
Agilent Technologi
e

Figura 14. Preparacion y purificacion de la muestra para ser insertada en el espectrometro de masas
ya que al tratarse de un instrumento de andlisis muy fino se requiere un tratamiento previo para poder
insertar un analito.

8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

8.1 Sintesis de los dendrimeros.

Los dendrimeros PAMAM obtenidos con 9 equivalentes de etilendiamina presentan
resultados muy similares a los obtenidos usando 18 equivalentes (Esquivel R. et al.
2009 y Beezer A. et al. 2009). Como los rendimientos son muy proximos y no hay
un cambio considerable en los tiempos de reaccion, se tomaron estas moléculas
para los andlisis correspondientes y el desarrollo del biomaterial. A partir de estos
resultados se decidi® mostrar solo los resultados para la serie de dendrimeros
sintetizados a partir de 9 equivalentes de etilendiamina, ya que los resultados para
18 equivalentes serian repetitivos. Esto aplica para todas las técnicas empleadas

en la caracterizacion de la molécula que se detallan a continuacion.
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8.2 Caracterizacion por FT-IR de los dendrimeros.

Los dendrimeros sintetizados a partir de un nucleo de etilendiamina, donde se tiene
como intermediario un dendrimero terminado en éster en toda la periferia de la
molécula, son tratadas con etilendiamina para obtener las moléculas esperadas,
que llamaremos “EG”. Los dendrimeros con grupos terminales éster son las
moléculas precursoras de las generaciones con grupos terminales amino, que se
caracterizaron para definir si estaban completamente sustituidos con la finalidad de

mantener un control durante toda la sintesis (Lloyd J. et al. 2016).

Con base a los resultados obtenidos, se muestran en la figura 15, los espectros FT-
IR para las moléculas obtenidas de la generacion 0 a la generacion 3. Se puede
notar que las bandas caracteristicas para los dendrimeros PAMAM son muy
similares en todo el espectro, ya que se cuentan con los mismos grupos funcionales
en cada molécula (Tomalia D. et al. 1985). Para la serie EG de dendrimeros
PAMAM se presenta un patron FT-IR similar en cada una de las moléculas, donde
los grupos funcionales nos ayudan a tener una aproximacién cualitativa general de
la estructura molecular (Beezer A. et al. 2003). Dado este comportamiento se tomo
como base el dendrimero EG1 para hacer referencia a todas las generaciones de

los dendrimeros EG en los modelados moleculares y andlisis tedricos.
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Figura 15. Espectros de FT-IR para la serie de dendrimeros PAMAM EG con grupos amina
terminales.
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8.3 Caracterizacion FT-IR y determinaciones tedricas.

Tomando como referencia lo reportado por Prakash S. et al. 2013, donde sélo se
realizan aproximaciones experimentales, se presenta relacion de conjunta entre
resultados tedricos y experimentales que describen un seguimiento mas exacto a la
caracterizacion de los dendrimeros generacion tras generacion. Este andlisis sirve
como apoyo para tener un andlisis mas profundo, cualitativo y comparativo,
tomando como partida las determinaciones de la estructura molecular optimizada y
de ciertas caracteristicas que se detallan en el texto de Hu J. et al. 2009. En este
trabajo se desarroll6 la optimizaciéon de la molécula y el célculo de propiedades
espectroscopicas utilizando métodos DFT con el funcional B3LYP, con el conjunto
de bases 6-31G (d,p).

Con este analisis se puede identificar puntualmente cada banda representativa,
apoyados de estudios computacionales. Para esto se realizO un analisis
conformacional de las moléculas con mecanica molecular MMFFs, con el propésito
de obtener un conjunto de conférmeros (Kirkpatrick J. et al. 2021). De los resultados
obtenidos se eligieron de dos a tres conférmeros estables del sistema que fueron
optimizados especificamente con el funcional B3LYP y el conjunto de funcionales
base 6-31G(d,p). Una vez terminado el proceso de optimizacion, se eligid el

conférmero que presentd el estado de energia mas bajo (Figura 16).

Of ’ *J |
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> ‘ .
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Figura 16. Molécula EG1.0 optimizada en B3LYP/6-31G(d,p), donde se observa la distribucién de
energia mas estable.
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Como parte de la caracterizacion molecular, también fueron calculadas las
frecuencias vibracionales e interferograma. Las frecuencias obtenidas en los
espectros tedricos fueron escaladas con un factor de correccion de 0.961 con
respecto a “NIST 20167, las principales frecuencias de vibracion fueron comparadas
con los resultados experimentales como se puede apreciar en la tabla 5. La
diferencia entre frecuencias experimentales y calculadas no esté tan alejada una de
otra, s6lo para el caso de las amidas, lo que puede deberse a todas las interacciones
que se presentan experimentalmente (Wolski P. et al. 2019). Las frecuencias
calculadas ya corregidas se aproximan bastante a los intervalos de absorcion ya
establecidos para los diferentes grupos funcionales. La diferencia mas notable entre
ambos tipos de frecuencias puede ser debido al factor de correccion con el que es
calculado y tomando en cuenta que las moléculas se encuentran aisladas y en fase
gaseosa (Lui Y. et al. 2009).

Tabla 5. Comparacién de frecuencias tedrico-experimentales, para el dendrimero EG1.0. Utilizando

un funcional hibrido B3LYP y un conjunto de bases 6-31G(d,p).

- EXPERIMENTAL TEORICO % ERROR
(cm™) ESCALADO
(cm™)
NH: (ASIMETRICO) 3282.28 3303.09 0.99
NH: (SIMETRICO) 3060.20 3088.49 0.99
CH. (ASIMETRICO) 2926.85 2873.56 1.01
CH. (SIMETRICO) 2857.74 2811.68 1.01
c=0 1640.10 1657.89 0.96
RCONHR’ 1550.30 1497.51 1.03

(EN EL PLANO)
%Error, donde Experimental corresponde al 100%

En la figura 16 se puede apreciar que las bandas caracteristicas para los
dendrimeros PAMAM son muy similares en todo el espectro, ya que se cuentan con
los mismos grupos funcionales en cada generacion, solo en diferente proporcion.
Esta serie de dendrimeros PAMAM “EG” con grupos amino terminales nos ayuda a
tener una aproximacion cualitativa de la estructura molecular (Tomalia D. et al.
1985). Dado este comportamiento se tomd como base el dendrimero EG1.0 para

hacer referencia a todas las generaciones de los dendrimeros, teniendo como punto
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de referencia la generaciébn mas pequefia, escalando a la mas grande, utilizada en
experimentos posteriores (Tomalia D. et al. 1985). Para la figura 17, tomando en
cuenta que a nivel tedrico se obtienen bandas finas y bien definidas donde las
interacciones intermoleculares son menores. En el espectro experimental tenemos
todas las interacciones entre moléculas que se ven representadas como bandas
anchas y traslapadas. Dado este comportamiento, se procedio a hacer un analisis
donde se comparan las bandas de ambos espectros para tener un marco de

referencia entre ambas técnicas y poder definir cada grupo funcional presente.
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Figura 17. Comparacion del interferograma tedrico y el espectro IR con el espectro IR experimental
para el dendrimero EGL1.0.

8.4 Determinaciones acido-base para la serie de moléculas EG.

En este tratamiento se puede observar una tendencia similar para las diferentes
generaciones de moléculas EG (Figura 18), donde los consumos de NaOH son muy
similares en las 4 generaciones analizadas (Hwang et al., 2007). Se pueden apreciar
variaciones en el punto de equilibrio, que se deben a la cantidad de dendrimero
colocado inicialmente. Por otro lado, se tiene una zona de amortiguamiento de pH
10 hasta pH 5, donde se puede definir que hay una serie de interacciones entre los
grupos amino terminales y amida secundarias presentes en toda la molécula (Maiti
P. et al. 2005 y Chen W. et al. 2000). Cabe destacar que la molécula a medida que
crece, aumenta la cantidad de interacciones inter e intramoleculares. En este

comportamiento observamos que la molécula EG presenta estabilidad a los cambios
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de pH, no se destruye y conserva la misma cantidad de grupos funcionales ante los
cambios bruscos de pH (Reis P. et al. 2018 y Liu Y. et al. 2009). Con este estudio

se seleccionod la molécula que fue utilizada para sintetizar el biomaterial.

PERFILES ACIDO-BASE DENDRIMERO LIBRE

* EGO

EG1

pH
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b EG3
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Figura 18. Perfiles acido-base (Basico-Acido) para la serie de moléculas EG.

9. SINTESIS Y CARACTERIZACION DEL BIO-MATERIAL (BM).

La sintesis de los bio-materiales se realizé utilizando los dendrimeros EG3, debido
a que muestran propiedades muy similares a los de generaciones mas pequefas y
estos pueden brindar mayores beneficios al material compuesto. Se usan estas
macromoléculas ya que pueden retener mas particulas en su matriz, asi como en
su periferia, gracias al tamafo y el incremento de grupos funcionales (Maingi V. et
al. 2012 y Reis P. 2018). Estos materiales son sintetizados a partir de celulosa
microcristalina y el dendrimero. Por otro lado, el anclaje de los dendrimeros se
realiz6 utilizando 4,4-(fenil-isocianato), que por sus caracteristicas quimicas puede
reaccionar con el dendrimero, asi como con la celulosa (Beezer A. et al. 2003). Por
un lado, reacciona con las microfibrillas formando un enlace uretano con los iones
OH de la celulosa, ya que estos se encuentran mas expuestos al tratase de celulosa
micro-cristalina. Por otro lado, el grupo isocianato reacciona de manera mas rapida
con los grupos amina terminales del dendrimero, formando un enlace del tipo amida
secundario (Beezer A. et al. 2003). En la Figura 19 se puede observar un esquema

general de la reaccion que se lleva a cabo para la sintesis del material, donde la
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inmovilizacion del dendrimero puede llevarse de manera fisica o quimica. De
manera fisica las interacciones electrostaticas o del tipo puente de hidrégeno en la
mezcla pueden acoplar el dendrimero de manera superficial. Para evitar esto se
realizaron una serie de lavados con metanol, para tratar de obtener solo la molécula
de interés, siendo sélo la que esta anclada quimicamente por los enlaces uretano y

amida posterior a la reaccion del 4,4-(fenil-isocianato).

Fa
%

— )

l >

Figura 19. Esquema general de sintesis del bio-material, Bagheri M. et al. (2008).
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Una vez obtenido el material de interés de la mezcla de reaccion, se caracterizo por
espectroscopia FT-IR y microscopia electronica (SEM y TEM), de la misma manera

se determinaron sus propiedades acido base ya como material compuesto.

9.1 Caracterizacion por FT-IR de los bio-materiales (dendrimero EG3 anclado
a celulosa).

Se caracteriz6 el biomaterial por espectroscopia FT-IR, como podemos observar en
la figura 20, se tienen bandas traslapadas de dendrimeros y celulosa con el
biomaterial. Al comparar los 3 espectros se muestra una correlacion de bandas al
tener un material compuesto entre los dos reactivos iniciales. Las bandas mas
caracteristicas para el material y los nuevos enlaces formados son: FT-IR (cm™):
3277 (NH2); 3277 y 3077 (C=ONHC); 2942 (C-H alif.), 1,637 (C=0); 1544 (CNHOC);
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1237 (CC=00C); 1103 y 1057 (celulosa). Donde vemos que las bandas
caracteristicas para el dendrimero se conservan y se nota la aparicion de bandas
nuevas alrededor de 1237 y 1057 cm™ que son representativas para enlaces del

tipo éster y las cadenas de celulosa respectivamente (Jiangqi Z. et al. 2015).
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Figura 20. Espectros de FT-IR para la serie del dendrimero PAMAM EG, celulosa y el bio-material
CEGA4.

9.2 Determinaciones acido-base para el bio-material.

En esta determinacion se puede observar el comportamiento que tiene el material
CEG3 al cambio de pH (Figura 21), se realizé un duplicado para la misma muestra
se determind que no sufria cambios irreversibles al variar el pH (Kannaiyan D. 2009
y Lee I. et al. 2002). En los resultados se aprecia que el bio-material no se esta
degradando ante cambios notables de pH y que tiene estabilidad el dendrimero
anclado a la celulosa. Por otro lado, se tiene una zona de amortiguamiento de pH 5
hasta pH 9.8, muy similares a los observados en la molécula dendritica aislada,
donde se notan soélo ligeros cambios en el pH inicial. (Qiu Z. 2020), Se puede
concluir que la estructura del dendrimero no se ve afectada directamente por los
cambios realizados tras el anclaje quimico, pero si se nota una reduccién del
consumo de HCI, lo que indica que se reducen de manera importante los grupos

NH2 que pueden ser protonados (Maiti P. et al. 2005).
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Figura 21. Perfiles acido-base para el biomaterial dendrimero-celulosa (BM).

Para asegurar el comportamiento de estos bio-materiales, se realizé una titulacion

por retroceso para determinar si la molécula presenta estabilidad ante los cambios

bruscos de pH (altos y bajos). Posteriormente se realizé una comparacion de ambos

perfiles de titulacion para el bio-material CEG3 (Figura 22). En este comportamiento

observamos que el material al ser tratado a un pH altos y bajo no se destruye,

conserva la misma cantidad de grupos funcionales y presenta una estabilidad a

varios ciclos de uso. Esto puede determinar una posible aplicacién del material para

retener y liberar péptidos al realizar modificaciones acido-base del medio en que se

encuentre, sin que éste pierda sus propiedades, estructura o se pierda el material.
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Figura 22. Perfiles acido-base (Acido-Basico, Basico-Acido) para el biomaterial dendrimero-celulosa

(BM).
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9.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM) para el bio-material.

El bio-material CEG3 se muestra en la figura 23, donde puede apreciar una muestra
de celulosa microcristalina comercial. (Figura 23-A) y el biomaterial celulosa-
dendrimero en las siguientes micrografias. La celulosa comercial presenta una
estructura mas expandida y porosa que en el material CEG3, el cual se encuentra
recubierto por los dendrimeros PAMAM EG3 (Figura 23-B-C). Los dendrimeros le
confieren una distribucion mas aglutinada al bio-material, a diferencia de lo que se
observa en la celulosa pura. La celulosa con los dendrimeros anclados en la
superficie presentan zonas de aglomeracion ya que el dendrimero tiende a ser
pegajoso en seco. Para este caso se aprecia que el efecto del dendrimero sobre la

celulosa genera una especie de aglomerados en estado sélido disperso.

Figura 23. Micrografias SEM tomadas por USAII-UNAM de 250x (1) a 2000x (5). (A) celulosa
microcristalina comercial, (B) biomaterial celulosa-dendrimero, (C) biomaterial celulosa-dendrimero
posterior a su uso.

9.4 Microscopia electrénica de transmision (TEM) para el bio-material.

En la figura 24 se muestran las micrografias para el bio-material CEG3, donde se
puede hacer una comparacidn con celulosa microcristalina (24-A) vista por

microscopia TEM. Los biomateriales al contener celulosa como soporte no permiten
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apreciar totalmente los dendrimeros por este tipo de técnica ya que los cristales son
muy grandes y no pueden ser vistos con facilidad bajo el microscopio, pero se puede
tener una vision de estos teniendo en cuenta las imagenes tomadas por SEM. Las
fibras de celulosa que notamos en SEM pueden verse mas a detalle en TEM, ya
gue el acercamiento es mayor gracias a la reconstruccion electronica que esta
técnica realiza. Aunque no se puede dar una aproximacion visual directa, se puede
notar que el bio-material tiene una estructura que conserva las caracteristicas
cristalinas de la celulosa. En la figura 24-B-C se aprecia bajo las fibras de celulosa
un recubrimiento ajeno a la rejilla que se atribuye al dendrimero PAMAM anclado al
biomaterial. Si bien en la imagen no puede apreciarse, de manera experimental se
notd una elasticidad al separar el material de la rejilla en la que se tomé la imagen.
Puede notarse de igual forma que las fibras de celulosa se ven aglutinadas como
se apreci6é en SEM.

Figura 24. Micrografias TEM tomadas por USAII-UNAM 200x (1) a 2000x (3). (celulosa
microcristalina comercial), (B) Biomaterial celulosa-dendrimero (BM), (C) Biomaterial celulosa-
dendrimero posterior a su uso (BM).
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9.5 Analisis teodrico de energias de acoplamiento para aminoéacidos y el
dendrimero PAMAM:

Una vez optimizada la estructura dendritica y los aminoacidos con el funcional
B3LYP, se desarrollaron nuevos calculos para tener un comparativo a un nivel de
teoria mayor con el funcional M062X (Morar C. et al. 2018). A partir de los
resultados obtenidos se puede apreciar en la tabla 6 que se tienen valores cercanos
en algunos casos con correspondencia para las mejores interacciones PAMAM-
aminoéacido. Con este estudio se puede tener un nivel de confianza mayor al usar
un nivel de teoria mas alto o mas bajo al analizar moléculas méas grandes donde el
nivel de teoria no se puede elevar por la gran cantidad de atomos involucrados.
Adicional a esto por las diversas interacciones, asi como los grados de libertad que
tiene cada dendrimero y la biomolécula de interés (Francesca-Ottaviani M. et al.
2004).

Tabla 6. Tabla comparativa de energias de acoplamiento utilizando diferentes niveles de teoria
basados en escalamiento tedrico.

COMPLEJO ENERGIA TOTAL DE ENERGIA DE ENERGIA DE ENERGIA DE
ACOPLAMIENTO (B3LYP) ACOPLAMIENTO ACOPLAMIENTO ACOPLAMIENTO
(kcal/mol) (M062X) (B3LYP) (kcal/mol) (M062X)
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
D-TYR -2402.19 -2404.49 -31.25 -33.55
D-VAL -2118.19 -2116.63 -30.43 -28.87
D-ARG -2322.36 -2325.07 -30.41 -34.12
D-MET -2516.38 -2503.82 -29.91 -17.35
D-ALA -2039.53 -2031.37 -14.37 -6.21
D-TRP -2345.79 -2342.45 -3.51 -0.17

La figura 25 representa las 4 mejores interacciones descritas en la tabla 6 entre
aminoacidos con el dendrimero PAMAM. Los resultados de este trabajo se basan
en un estudio tedrico fiable que permite la visualizacion de los complejos
dendrimero/aminoacido. Concretamente, permite proponer que los péptidos que
contienen aminoacidos laterales Tyr, Val, Arg, Met, Ala e incluso Trp, deberian ser
candidatos adecuados para ser separados utilizando moléculas PAMAM. Los sitios

activos para las interacciones péptido/dendrimero estan asociados con la
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disponibilidad de grupos amino terminales situados en la periferia de los
dendrimeros para formar enlaces tipo puente de hidrégeno con la cadena lateral del
péptido (Desiraju et al. 2001, Buczkowski A. et al. 2014).
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Figura 25. Representacion de los complejos formados entre el dendrimero-aminoacido y sus
respectivas distancias de interaccion puente de hidrégeno. (A) EG1.0-TYR, (B) EG1.0-VAL, (C)
EG1.0-ARG, y (D) EG1.0-MET.

¢

Con los resultados tedricos y experimentales presentados anteriormente se tomo
como referencia teérica el dendrimero de generacion 1 asi como el aminoacido
tirosina para realizar un analisis que consiste en dos espectros infrarrojos (tedrico-
experimental) y un interferograma tedrico que permite determinar las interacciones
de las moléculas que caracterizan cada banda especifica (Figura 26). Este tipo de
analisis permite observar de manera grafica las interacciones del tipo puente de
hidrégeno que se presentan en el complejo dendrimero-aminoacido. Con este
estudio se puede dar una aproximacion muy cercana a los resultados
experimentales donde podemos apreciar que se tiene una interaccion del
aminoéacido con el dendrimero en los grupos amina y amida que lo conforman
(Buczkowski A. et al. 2014).
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Figura 26. Comparativo de los espectros de IR tedrico-experimental e interferograma para el
complejo dendrimero PAMAM EG1 vy tirosina.

Como seguimiento a los estudios tedrico-experimentales, se calculd un mapa de
potencial electrostatico molecular (Figura 27) que muestra las zonas de mayor
densidad electrénica donde ocurre la interaccién de Tyr con la molécula dendritica.
De esta manera es posible estimar las interacciones tipo puente de hidrégeno que
se generan y la forma en que crean anillos, dando mayor estabilidad al complejo
dendrimero-aminoacido (Desiraju et al. 2001, Boas U. et al. 2004). Del mismo modo,
se puede demostrar que el aminoacido tiende a interaccionar con zonas de mayor
densidad electronica, dando lugar a interacciones estables que pueden ser
modificadas para retener o liberar estos aminoacidos o cadenas de ellos de forma

controlada mediante un simple ajuste en el pH.
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Figura 27. Interaccion dendrimero PAMAM EG1-Tirosina. La ilustracion se basa en el mapeo de un

dendrimero y un aminoacido sobre una superficie de densidad electronica total. En el mapa se
muestran los potenciales mas positivos (Azul) y mas negativos (Rojo), trazados sobre una superficie
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de densidad electronica constante.

Una vez realizados todos los estudios tedricos entre dendrimeros y aminoacidos de
interés, se determinaron las posibles interacciones por mecénica molecular (MMFF)
para el complejo dendrimero-péptido, donde se da una primera aproximacion a las
interacciones que se tendran entre estas dos moléculas (Buczkowski A. et al. 2014).
En la figura 28 se muestran dos interacciones entre un péptido antiinflamatorio y un
inmunoestimulante que son dos biomoléculas de interés para formar una interaccion
fuerte con los dendrimeros PAMAM, debido a que en las cadenas laterales se tiene

arginina como aminoacido terminal.

DENDRIMERO EG1 + KEEAELGYLLY

DENDRIMERO EG1 + DTEAR INMUNOESTIMULANTE

ANTIINFLAMATORIO

Figura 28. Interacciones dendrimero-péptido basados en un método de interacciébn por mecanica
molecular (MMFF).

9.6 Andlisis tedrico de energias para péptidos y el dendrimero PAMAM:

En la figura 29 se muestra una tabla con las energias de acoplamiento para algunos
péptidos con actividad antioxidante formando un complejo con la macromolécula
dendritica, para este caso se tom6 como punto de partida el dendrimero PAMAM
EG1y la secuencia de aminoacidos “YLAGKPQQEH”. Este péptido al presentar una
tirosina terminal cumple con los pardmetros observados en las determinaciones
tedrico-experimentales para aminoacidos aislados. La estructura presentada en la
figura 29 muestra también la optimizacion de la molécula y las interacciones que se
tienen entre el péptido YLAGKPQQEH y el dendrimero, asi como los puentes de

hidrogeno y los anillos que se forman para dar estabilidad al complejo dendrimero-
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péptido (Han L. et al. 2010 y Rostami I. et al. 2016)

DENDRIMERO-PEPTIDO  ENERGIA DE ACOPLAMIENTO

(Kcal/mol)
ANTIOX-IYIEQGNGITGM -4.345178504
ANTIOX- -27.64913947
LAGKPQQEHSGEHQ
9
ANTIOX-TEVWDSNEQ -29.36901446
é ANTIOX-YLAGKPQQEH -27.1923467

it »

Figura 29. Interacciones dendrimero-péptido (YLAGKPQQEH) basados en un método de interaccion
por medio de DFT con estructuras optimizadas y sus energias de acoplamiento para las mejores
interacciones con péptidos de interés. La tabla presenta la energia puntual de acoplamiento de los
complejos PAMAM EG1-oligopéptido.

Una vez obtenidos los resultados de optimizacién y acoplamiento de la molécula de
interés (YLAGKPQQEH) se realiz6 el mapa de densidad electrénica total del
dendrimero con la secuencia del péptido derivado de proteinas de reserva de la
semilla de amaranto. En la figura 30 se muestra una superficie de densidad
electronica total, trazada sobre una superficie de densidad electrénica constante.
Del mismo modo, se presentan las interacciones de este oligopéptido y la molécula
dendritica, dando una aproximacién muy especifica de cdmo y donde se produce el
acoplamiento (Milowska K. et al. 2021). Estos estudios son determinantes para tener
una aproximacion y dar una perspectiva del tipo de péptidos que se pueden separar

de la mezcla que surge tras la hidrdlisis de las proteinas de amaranto.
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Figura 30. Interaccion dendrimero PAMAM G1.0-YLAGKPQQEH. La ilustracién se basa en el mapeo
de un dendrimero y un péptido sobre una superficie de densidad electronica total.

9.7 Analisis por electroforesis SDPAGE 1D para determinar la calidad de la
proteina.

Una vez obtenidos los resultados tedricos se procedid a hacer un analisis de
identificacion para la separacion de las fracciones protéicas de la semilla de
amaranto, identificandolas por electroforesis 1D (Figura 31). Este estudio sirve como
comparativo entre el método de separacion por disoluciones y fenol, donde
observamos que ambos métodos son eficientes en la separacion de la proteina. El
método por fenol es mucho mas cuantitativo y protege la integridad de la proteina
al no estar tan expuesta al medio, y se puede partir de ese método para
posteriormente extraer las fracciones proteicas usando el método de disoluciones.
Este proceso evita la degradacion de las proteinas como se observa en la imagen
31-B, donde se tiene menos control sobre el proceso, los cambios de temperatura

y exposicion al ambiente (Huerta-Ocampo J. et al. 2012).
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ANALISIS ELECTROFORETICO (Densitometria)
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Figura 31. Patron electroforético de las fracciones de proteinas de reserva de la semilla Nutrisol
cultivado en Atlacomulco Edo. México. Carril derecho A) método comparativo de extraccién de
proteina total por fenol y disoluciones. B) método de extracciéon sélo por disoluciones. A) extremo
derecho, marcador de peso molecular Biorad (Lisozima).

9.8 Proceso de hidrdlisis enzimatica y separacion de péptidos mediante
columnas empacadas con el biomaterial sintetizado (BM):

Una vez evaluados los resultados teédricos y la determinacion de la calidad de
proteina en la semilla de amaranto, se procedi6 a la hidrdlisis enzimatica de las
fracciones de Globulinas 11s, glutelinas y proteina total (Silva-Sanchez C. et al.
2008). Estos péptidos se obtuvieron siguiendo el proceso de hidrolisis propuesto
en la metodologia y posteriormente se colectaron las diferentes biomoléculas de
cada fraccion hidrolizada (Bindal S. et al. 2017 y Sabbione A. et al. 2016). El modelo
general que se siguib en este proceso se muestra en la figura 32 donde la columna
empacada contiene el biomaterial compuesto por celulosa y dendrimeros PAMAM.
Los oligopéptidos retenidos por el dendrimero se colectaron en tubos, estas
secuencias de oligopéptidos en este punto son desconocidas, pero se procede a la
identificacién por medio de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas, donde se obtienen relaciones carga-masa que se identifican mediante
analisis en bancos de datos por medio de inteligencia artificial y bigdata (Webster J.
et al. 2012).
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Figura 32. Diagrama general para la captura de péptidos tras la hidrélisis de las proteinas de
amaranto, Utilizando como soporte soélido el biomaterial (BM) en un proceso continuo.

10. PEPTIDOS CAPTURADOS EN LAS FRACCIONES PROTEICAS.

Los oligopéptidos que se colectaron con el soporte sélido celulosa-dendrimero se
limpiaron de impurezas y aminoacidos libres procedentes del medio colectado, esto
utilizando una columna C18 y una serie de lavados con diferentes soluciones de
acetonitrilo y acido férmico. Lista la muestra se inyect6 en un RP-HPLC-MS con una
fase movil 93% agua-10% acetonitrilo (ACN) de inicio hasta una relacion 10% agua-
90% ACN final, para controlar los tiempos de retencion e identificar de manera
detallada y precisa los diferentes péptidos, siguiendo la secuencia mostrada en la
figura 33. El resultado de este analisis nos permite obtener un cromatograma que
representa la fase movil vs la intensidad de pico, que al evaluarlo con el software de
inteligencia artificial muestra la secuencia detectada con respecto al tiempo de

retencion por peso molecular (Douat-Casassus C. et al. 2004 y Boas U. et al. 2002).
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PURIFICACION POR C18 PARA INTECTAR A RP-HPLC, HACIA UN DETECTOR DE
MASAS MALDI-TOF
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Figura 33. Diagrama general de la purificacion para los péptIdOS capturados antes de ser colocados
en el espectrémetro de masas.
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10.1 Secuencias de péptidos detectadas.

Los péptidos identificados por espectrometria de masas se representaron en las
tablas 7-10, donde se tienen las secuencias de aminoacidos de oligopéptidos
retenidos por el dendrimero PAMAM. Estas secuencias se reconstruyeron en
SPARTAN02® y se analizaron por mecanica molecular para representar el
conformero mas estable que se tiene al obtener la secuencia de aminoéacidos
acoplada al dendrimero (Han L. et al. 2010 y Rostami I. et al. 2016). En la tabla 7
se muestran los diferentes oligopéptidos secuenciados tras la hidrolisis de
globulinas 11s con Bacillus licheniformis. El analisis es realizado por espectrometria
de masas, entre los que destaca la secuencia “F” ya que contiene Tyr en un extremo
de la cadena, mismo que se ha demostrado por andlisis tedricos que puede tener
una interaccion fuerte con el dendrimero para ser retenido y liberado posteriormente
(Taghavi P. et al. 2014). De la misma manera se tienen secuencias con Arg y Val
en los extremos, dando un importante resultado de correlacién entre los estudios

tedricos y experimentales.
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Tabla 7. Secuencias detectadas por el espectrometro de masas para los diferentes péptidos
capturados por el biomaterial tras la hidrélisis de globulinas 11s con Bacillus licheniformis.

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DETECTADAS (Bacillus Licheniformis-Globulinas11s).
A) IQLIPQNEGDASKER
B) ECCSAFKEFACPYVSQINDMNSDCAQTMFSYMNIYGNYPTGLFANECR

C) EVNISGSQNEGEDDSKETNDVVAQKEVENGSKEVTDCDSQKEDEANAGGESKEVNGSVSHDEI
GDESK

D)

E) EVENGSKEVTDCDSQKEDEANAGGESKEVNGSVSHDEIGDESKEVNGGSTHKEVDDTQSTTR
F) YLQVNSGAK

G)

H) EVNGGSTHK

I) VPSDK

La figura 34 representa al péptido YLQVNSGAK (referencia UNIPROT:
AOA178WAS37) en una perspectiva tedrica utilizando mecanica molecular (MMFF)
para determinar una posible conformacion espacial de lo que se tiene
experimentalmente. Obtenidos los resultados y los andlisis teéricos se puede
determinar que los resultados por DFT si tienen correspondencia con la metodologia
experimental lo que abre una nueva perspectiva de estudio para este tipo de
interacciones donde se pueden hacer estimaciones de lo que se puede separar con
un dendrimero PAMAM o al modificar parametros estructurales (Santos J. et al.
2010 y Buczkowski A. et al. 2014).
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GQHQMQQPSRPYGMQGSAEQGY GPPRPAAPPGDVPYQGPTPAAPSYGSTPAAASYGSTPAAPSYGSTPAAPSYGSNMAQQQQYG YASSAPTQQTYPSYSSAAPSDGYNGTQPPAVAPAYEQHGAQPASGVQQTS

VGYGQVPPTGGYSSYPSTQPAYGNTPAQSNGNYGYIGSQYPSYGGGNASAYAAPTGQTAYSQTAPPQAGYEQSATQSAGYAAAPGTAQ

Figura 34. Secuencia de la proteina identificada en UNIPROT e interaccion con el péptido
YLQVNSGAK donde se presenta la posible interaccién con el dendrimero PAMAM utilizando un
método de analisis conformacional y de interaccién por mecanica molecular (MMFF).

En la tabla 8 se muestran los diferentes oligopéptidos para la hidrélisis de globulinas
11s con Aspergillus oryzae. En este analisis es importante tener en cuenta que la
secuencia “A y B” contienen ARG en un extremo de la cadena, que se demostrd por
analisis teoricos una de las mejores 3 interacciones con el dendrimero para ser
retenido y liberado posteriormente. Asi mismo en la cadena “A” se tiene metionina
por un extremo y arginina por el otro, lo que representara una buena interaccion del
péptido por ambos extremos o formando mas anillos que presenten una mejor

estabilidad al retener la biomolécula.

Tabla 8. Secuencias detectadas por el espectrometro de masas para los diferentes péptidos
capturados por el biomaterial tras la hidrolisis de globulinas 11s con Aspergillus oryzae.

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DETECTADAS (Aspergillus oryzae-Globulinas11s).

A) MLAISVLLAGAILAILAILAIAVSLLAR
B) LLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKR
C) LALLAMAAISLAAVLGHLT

D) TIQALVUTLLSLLPTSLSLLLP

La figura 35 representa al péptido LLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKR (referencia
UNIPROT: AOA3M9X6MZ2) utilizando MMFF para dar una posible estructura
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espacial de lo que se espera experimentalmente. En este caso se aprecia la mejor
interaccion entre el aminoacido arginina y los grupos amida que se tienen en el
centro del dendrimero. Los atomos del péptido no interactian directamente con la
periferia como se esperaba inicialmente, se tiene una mayor estabilidad al formar
anillos con amidas secundarias (Buczkowski A. et al. 2014). Esto representa
experimentalmente la posibilidad de que el dendrimero al variar el pH (8-9) se pueda

cerrar y retener con facilidad este oligopéptido.

PUENTES DE
HIDROGENO

I PEPTIDO
LLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKR
MLAISVLLAGAILAILAILAIAVSLLARRANMTKLLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKRRGDFWKLALLAM

AAISLAAVLGHLTMGLHMCSAETKARSVCKLVTATCHRIAENHTFLFFLFFHLRTFGFLYLLVVTHHF
LILKRRGFDGFMRTIQALVIITLLSLLPTSLSLLLP

Figura 35. Secuencia de la proteina identificada en UNIPROT e interaccion con el péptido
LLALVIVGFMVIQLIKPIGWPGLKR donde se presenta la posible interaccién con el dendrimero
PAMAM utilizando un método de andlisis conformacional y de interaccién por mecanica molecular
(MMFF).

En la tabla 9, para la hidrolisis de glutelinas con Bacillus licheniformis, sélo se
detectaron 2 secuencias de péptidos. En este analisis es importante tener en cuenta
que la secuencia “A” (LVLSHVPLVQEIFGLR) contienen Arg como en los casos
anteriormente presentados. Asi mismo en la cadena “A” un extremo presenta
leucina, si bien no presento relevancia en las determinaciones tedricas, se nota que
experimentalmente si existe una relacion entre las interacciones dendrimero-
leucina. Para determinar esto posiblemente se puedan realizar calculos mas finos

con estructuras peptidicas donde se presenten uno o mas fragmentos de leucina en
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toda la secuencia.

Tabla 9. Secuencias detectadas por el espectrometro de masas para los diferentes péptidos
capturados por el biomaterial tras la hidrélisis de glutelinas con Bacillus licheniformis.

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DETECTADAS (Bacillus licheniformis-Glutelinas).

A) LVLSHVPLVQEIFGLR
B) TISSLVVIFLLILIFQTNK

En la figura 36 se observa al péptido LVLSHVPLVQEIFGLR (referencia UNIPROT:
Q9C8X5) en interaccion con el dendrimero PAMAM, el modelo parte de un método
MMFF para dar una posible estructura espacial de lo que se espera
experimentalmente. En este caso se aprecia la mejor interaccion entre el
aminoécido leucina con los grupos amida que se tienen en el centro del dendrimero.
Como se menciond anteriormente en las pruebas tedricas no se tenia una buena
interaccién con Leucina, pero experimentalmente es la tercera evidencia de que si

se tiene un péptido capturado con ese aminoacido terminal.

PUENTES DE
HIDROGENO

IPEPnDo

LVLSHVPLVQEIFGLR

MESSPSFLDNLFFFFLIRPLLAISFVICFIALWWFLAWKLVLSHVPLVQEIFGLRKKTFIPKPESRGRIA
KFYKSISSQNPVPQWMKTISSLVVIFLLILIFQTNKLVSGHDRSNDQDTVKNNNNDENSTTTGVVVR
DKKRSYNGGSGSYRWGWGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGWGWGGGGGGGGWYKWGC
GGGGKGKGREGRGEFVKREYAECKGRGKCSGKRLECPQHCGVIWYLKPKFTLVSGAMQQSVLT
KKKMCQPDISMIYSRA

Figura 36. Secuencia de la proteina identificada en UNIPROT e interaccion con el péptido
LVLSHVPLVQEIFGLR donde se presenta la posible interaccion con el dendrimero PAMAM
utilizando un método de andlisis conformacional y de interaccion por mecanica molecular (MMFF).
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Finalmente se tiene un andlisis de hidrolisis con la proteina total donde se involucran
todas las fracciones de proteinas de la semilla de amaranto, este resultado se
obtuvo al realizar la hidrélisis con Bacillus licheniformis (Barba-De La Rosa A. et al.
2010). La Secuencia de interés en este caso fue la “C” (VFSLLMLLTQAR, referencia
UNIPROT: AOA654ECWS5) que se muestra en la tabla 10, donde se tiene un péptido
con un extremo terminal de valina y por el otro de arginina. Con esto se valida que
los resultados tedricos si tienen alta correspondencia en la selectividad de algunas
secuencias al estar en contacto con el dendrimero PAMAM. También se puede
afirmar que la lisina si presenta una buena interaccion en la mayor parte de las
estructuras identificadas tras la captura por el péptido, abriendo un nuevo estudio
donde se puedan determinar nuevos parametros para estudiar estas interacciones

de forma mas detallada.

Tabla 10. Secuencias detectadas por el espectrometro de masas para los diferentes péptidos
capturados por el biomaterial tras la hidrélisis de la proteina total de amaranto con Bacillus
Licheniformis.

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS DETECTADAS (Bacillus Licheniformis-Proteina total ).

A) LILIFLSATLAGFFVLQK
B) VFSLLMLLTQARK
C) VFSLLMLLTQAR

En la figura 37 se aprecia una interaccion importante con la periferia del dendrimero
y un extremo del oligopéptido VFSLLMLLTQAR, para este caso se construyd y
analizé la molécula por MMFF como en los casos previos. Se tiene una
aproximacion cercana a la posible interaccion con valina y los anillos que se forman
en la periferia del PAMAM para poder retener el péptido, cabe destacar que esta
biomolécula también puede interactuar con el dendrimero por el extremo terminal

de arginina (Buczkowski A. et al. 2014).
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PUENTES DE
-~ HIDROGENO

I PEPTIDO

VFSLLMLLTQAR

MCPLRLILIFLSATLAGFFVLQKLNSTSDDPLDDSFTDAEHADDDSVSGFSKVGMAMKSGFWTCVD
MASGRYLWNNLCSNAKRSSMPTYFCLACRKIREPVLFDRNLLDGSRVFSLLMLLTQARKEDKPVT
AAKQVSRI

Figura 37. Secuencia de la proteina identificada en UNIPROT e interaccion con el péptido
VFSLLMLLTQAR donde se presenta la posible interaccion con el dendrimero PAMAM utilizando un
método de analisis conformacional y de interaccion por mecénica molecular (MMFF).

11. CONCLUSIONES

Este estudio se basdé en modelos de teoria funcional de la densidad (DFT),
identificando las principales interacciones intermoleculares y propiedades
fisicoquimicas que se correlacionaron con estudios experimentales dendrimero-
aminoacido y dendrimero-péptido, estableciendo asi pardmetros para la separacion
de biomoléculas con actividades funcionales. Los dendrimeros caracterizados por
FT-IR se comparan con analisis teorico-experimental que permiten una
identificacibn mas precisa de las moléculas antes y después de tener diferentes
interacciones con biomoléculas de bajo y alto peso molecular.

Segun los célculos mecanico-cuénticos, se observaron interacciones especificas
entre el dendrimero y diferentes aminoacidos, dependiendo de la localizacion de los
heteroatomos presentes en cada uno de ellos. Como resultado, se determiné que
existe una fuerte interaccién con aminoacidos como tirosina, valina o arginina con
una elevada energia de estabilizacién del complejo, superior a 30 kcal/mol. Asi

mismo se realiz6 un escalamiento en el nivel de teoria que permite hacer estudios
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con mejor precision entre moléculas grandes o pequefias de la misma naturaleza.
Esto permite hacer determinaciones con un estudio tedrico cada vez mas fino que
puede ser de gran ayuda para visualizar interacciones con moléculas mas grandes
con niveles de confianza altos, usando escalamientos. Los resultados tedrico-
experimentales nos permiten identificar con precision la interaccion aminoéacido-
dendrimero y en base a ese resultado ofrecer una perspectiva muy detallada de las
posibles interacciones péptido-dendrimero. En este estudio la mejor interaccién
intermolecular se form6 con los extremos terminales de cada péptido, dando
energias superiores a 27 kcal/mol entre el complejo dendrimero-péptido con
secuencias de 5 a 20 aminoécidos.

Con los estudios tedricos de interaccion, se puede verificar que las predicciones
para aminoacidos especificos como la arginina y la tirosina presentan fuertes
interacciones con la molécula dendritica. Esto permite atraer péptidos de forma mas
selectiva cuando esos aminoacidos estan presentes en los extremos terminales. El
estudio teodrico se realiz6 considerando que las moléculas estudiadas se comportan
como estructuras rigidas en el vacio, sin tener en cuenta los parametros del
disolvente ni los grados de libertad. A pesar de la diferencia de condiciones (tedricas
Vs experimentales), se observa que el método utilizado es valido para determinar
las interacciones que se producen, abriendo la posibilidad de separar biomoléculas
con alto valor afiadido mediante interacciones selectivas con dendrimeros PAMAM.
Finalmente, este estudio, motiva futuras investigaciones con el objetivo de
desarrollar materiales especificos para realizar separaciones complejas reduciendo
el costo y la cantidad de productos quimicos necesarios. Eventualmente, esta linea
de investigacion podria facilitar una separacién limpia y eficiente de biomoléculas

con potencial biologico.
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ANEXO 1.

Cddigos de Aminoacidos

Cédigo de Cédig Cédigo de Cédig

Aminodcido ftresletras o una Aminoécido tres letras o una

letra letra
Alanina Ala A Leucina Leu L

Arginina Arg R Lisina Lys

Asparagina Asn N Metionina Met M
Aspartico Asp D Fenilalanina Phe F
Cisteina Cys cC Prolina Pro P
Glutamico Glu E Serina Ser S
Glutamina Gin Q Treonina Thr T
Glicina Gly ] Triptofano Trp W
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina lle I Valina Val vV
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Introduction

Theoretical—experimental prediction of the
selectivity between polyamidoamine dendrimers
and bioactive peptides derived from amaranth
seedst

Alejandro Fajardo De La Rosa, 0 Oscar Hernandez-Meléndez,
J. Manuel Saniger-Blesa” Ma. Inés Nicolas-Vazquez©* and Eduardo Barzanal+*

Seed proteins, especially those of amaranth, are characterized wsing different peptides with important
bidogical functions. The aim of this work is to describe, at a theoretical-experiments] level, the selective
separation of encrypted peptides with high-added walue. The interactions between aminc acid-PAMAM
and peptide -PAMAM were determined using quantum chemistry and instrumental techniques of structural
analysis, with the obtained results showing comelation betwesn both methods of identification and char-
actergation. The molecular properties of amino acids, peptides [modets) and PAMAM were determined
using density functional theorny [DFT). specifically BILYF and the 6-31GH.pl basis set. The synthesis of the
dendrimer [PAMAM was carried out by optimizing the traditional process to reduce cost and waste
generation. The analsis of the vibrational frequencies between fyrosine and PAMAM using the DFT
method comelated satisfactornly with the experimental data. The interaction energy of the most stable
complexes was between those of the firg generation PAMAM dendrimer, the amino acid fyrosine and the
PAMAMAM-YLAGKPOOEH peptide, with a value of —3125 keal mal " and —27.19 kesl mai " respectively.
Likewise, the molecular electrostatic potential map and the intermolecular hydrogen bonds allowed visua-
Izing the interactions between the captured atoms [amino acids and peptided and the synthesized
FAMAM. This work showed evidence at the moecular level of selectivity of encrypted cligopeptides. The
theoretical study was determined to define the types of peptides that could interact with FAMAM after
enzymatic ydrolysis, as well as the type of interaction, and the atoms imvobved in the formation of a den-
drimer—peptide complex. Subsequently, at the experimental level these residues were mapped by mass
spectrometry in 3 MALDI-TOF detector, having results that can be homologated with the theoretical
results. This study opens the door to novel studies for the separation of bicactive peptides.

To date, three types of amaranth species are known that mn
produce seeds with mutritional values: hypochondriscus, cruen-

Amaranth plants can grow in arid environments, saline soils and
under reduced rainfall conditions. Tts cultihvation is widespread
in Mexico due to its vast regions under these conditions.™
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tus and caudatus, where the first two orginated in Medeo
and the third one in South America. The most representative
molecules for which biological potential has been demonstrated
in amaranth sequences are considered as anthypertensive,
antoxidant, embryotedic, immunostimulant, opioid, immuno-
modulatory, antithrombotic, antismnesic, ete.*™® The Nutrisol
Seed is part of the hypochondriscus variety and has been
purified over time currenty, it is classified as highly pure.”
The approximate composition of these seeds are in the range of
13-15% of protein, 2.5-5.8% of fiber and 6.5-8.5% of lipids rich
in unsaturated fatty acids such as oleie, linoleic, linolenic and
squalene®

Amaranth proteins can be classified based on their location,
biological functions, solubility in different sobvents, or their
mixtures, for example, albumins (soluble in water), prolamins
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(soluble in alecholic solutions), glutelins (soluble in addic or
basic solutions), and globuling (soluble in saline sohutions)™*
There are currently different extraction and characterization
strategies for these proteins, as well as their valuable encrypted
peptides.” Due to the fact that these extraction methods are
expensive and of low vield, in the first stage of this rescarch, a
selective separation strategy is proposed based on a theoretical
methodology that deseribes intermolecular interactions between
biomolecules (models), focusing on chemical and structural
properties, and monodisperse (modifiable) dendrimers of
PAMAM.”* It should be noted that to date, there are few reports
about the use of a PAMAM peptide dendrimer system for the
separation of such complex systems derived from hydrolyeed
amaranth proteins.® The objective of this work is to theoretically
determine the interactons that could be established with the
various terminal amino groups present on the periphery of the
dendrimer. This information will be useful to develop methodol
opies for the selectve separation of functional peptides and give
way to continuous processes to purify these peptides with high
performance.

Methods

Prediction of active peptides in amaranth reserve proteins
Protein sequences reported for this amaranth variety were
searched at https:/www.nchinlm nih.pov and analyzed to
obtain the profile of active peptides.™ The search methods
were performed with search engines, and the hydrolsis of
amaranth reserve proteins was taken as a reference.

The bioactive peptide s selected were those consisting mai nky
of 3 to 20 amino acids and sequences with high biological
activity.” 7 The methods used in bioactive peptide studies are
based on laboratory tests to demonstrate their actvity and as a
benchmark for the search.® Extraction strategies include
enzymatic digestion, chemical hydrolysis, either add or alka-
line, and their purification to proceed to the determination of
their biological activity. ™'

General synthesis of the PAMAM dendrimer with 4- 32 terminal
amino groups (EG 1.0-EG 3.0)
The synthesis of the dendrimers was carried out following a
divergent approach already reported” that was hereby improved
and optimized. This process was performed using 18 equival ents
of ethvlenediamine for each ester group to be substitoted,
following a traditional divergent synthesis methodology.®

To prepare the 0.5 generation dendrimer (EG 0.5), methyl
arylate [14.3 g, 0.166 mol) was slowly added to a solution of
ethylenediamine (2.0 g, 33.3 mmaol) in methanol (30 mL). The
reaction was stirred for 48 hours inthe absence of light in a bath at
20 “C. Faress reagents and sobvents were removed under vaouum.

To prepare the 1.0 generation dendrimer, the ester-terminated
dendrimer (2.0 g, 495 mmol) was dissohed in methanol (20 mL)
and an ethylenediamine solution (223 g 0371 mol in 30 mL
methanol] was added dropwise with stiring. The rsolting
solution was stirred for 5 days (in the absence of light) in a bath
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at 30 C. Excess ethylenediamine and solvents were removed as
mentoned. These steps wemr repeated, increasing the amounts of
methyl acrdate, ethylenediamine and reaction times untl gen-
eration 3.0 of the PAMAM dendrimer was obtained.”” All infrared
spectra were recorded on a PerkinElmer ATR-FTIR Spectum
400 instrument from bguid thin films on the diamond suface
In the first stage, the interaction of different amino acids with the
PAMAM dendrimer was evaluated, 1 g of dendrimer and a water
solution of each of the amino acids [1 mg mL™") were placed
separately m a methanol medium (99%) and stirred for 5 min
The pH of the medium was then adjusted o0 pH 10 with 1 M
MaOH. The excess solvent was evaporated, washed with methanol
[pH = 10) three times (3 mL)," and stored at 0 °C. To determine
the amino acid/dendrimer interactions, FTAR specra were
recorded on a PerlkinElmer Spectrum 400 ATR mid-far infrared
instrument from liguid thin films on the ATR diamond surface
Computational smdy interaction test
Peptide and dendrimer models were simulated in SPARTAN 067,
Conformational  analksis  was  performed  using  molecular
mechanics and a semi-empirical method [PM3)™ to obtain a
conformer of maximum stability with which the optimizaton
process was started. Subsequently, a theoretical study was carnied
out at the quantum level, using density functional theory
[DFT), ™ specifically with the hybrid functional B3LYP which
indudes a mixure of Hartree-Fode eochange and DFT exha nge-
correlation, ™™ and &31G(d,p) set basis that contains polarized d
and p functions on carbon and owgen atoms ™ using the
GAUSSIAN'16® program.™ The interactions were analyzed with
theoret cal methods for the PAMAM dendrimers with some amino
arids present in the resene proteins of the amaranth with the aim
of obtaining a spedfic appredmation of the dendrimers’ affinity
with said amino adds.”™ The electronic distribution of the
poometolly opimized molecule closedy agrees with that
obtained experimentally and allows for the definition of the most
stable conformer. The selected geometry was characterized by its
space coordinates to aleulate the vibration frequencies with the
same kevel of theory ™

The vibrational frequendes obtained in the form of an inter-
ferogram were visualzed with GAUSSVIEW 6™ tn tmnsform the
signals into transmittance bands of approdmate intensity, nsing
the same functions as in the optimization of the mokecules ™ Once
an adequate spectrum was obtained, we proceeded to perfom
soaling to make a mathematical adjustment for the level of ermor
that ocours during the caloulations. The maps of the molecular
electrostatic potential for the most representative interactions were
gonerated from the selection of the beit optimization and inter-
action energies between the dendritic macromolecule and the
biomolecules * These were sgain visualized with GAUSSVIEW'E®,

2.4 Hydrolysis of 11 § globulins and peptide capture by the

PAMAM dend rimer

The protein fractions were extracted by adjusting the pH with
different buffer sohstions, using a 1:10 [w:v) amaranth flour:
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solution, and following the protocol previously described with
some modifications.® The albumins were extracted in water at
4 "C for 2 h in a bath, sonicated for 30 min and centrifuged at
A000 rpm for 30 min. The resulting pellet was resuspended in a
buffer solution (Natl 0.1 M, KH,PO, 0.01 M, EDTA 1 mM, pH 7 5)
to obtain the 78 globulin frdion that was sonicated and cen-
tifuged under the same conditions. The pellet was resuspended
in a similar solution that contained 0.8 M NaCl, shaken, soni-
cated, and centrifuged to obtain the 118 globulin fraction. The last
frction obtained was digested with Badllus licheniformis endo-
peptidase, that selectively hydrolyaes the peptide on the Lys, Agr
and Tvr residues (10 pgr of protease/100 pr of prowin. Hydrolysis
was conducted at 36 °C for 12 b

Mapping of amaranth peptide masses by MALDI-TOF and the
PAMAM-peptide interaction by MMFF

The hydrobsates obtained after digestion with protease were
analyzed by MALDI-TOF spectroscopy in a Synapt G2 ap paratus
equipped with a high-definition ion detector. The following
parameters were used: linear mode of operaton, positive
polarity, and a 100-10000 m/z range.™ After obtaining the
results by mass spectrometry, an interaction analysis was
carried out for the dendriic molecule and the peptide by
molecular mechanics MMFF that describes “Characterization
of MMFF94, MMFFO4s, and other widely available force fields
for conformational energies and for intermolecu lar-inte raction
energies and geometries'™* simulated in SPARTAN'06™,

Results and discussion

FT-IR experimental study: PAMAM dendrimers, PAMAM-amino
adds

The synthesis of the dendrimers was suceessfully camied out with
vicks greater than 95% following the optimized synthesis
proposal.” Our gmthetic spproach provides dendrimer molecules
with the same structural characteristics as the ones reported for

JEG1.0
[EG2.0
»{EG3.0

|
.

'Y
]
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the traditional route® but with higher yields. The experimental IR
spectra for molecules from generation 1.0 to 3.0 are shown in
Fig. 1. Ttcan be seen that the characteristic bands for the different
genemtons of the PAMAM dendrimers are quite similar in shape
and the wave number maxma, while thar intensities increase
with the generation number of the dedrimer, since they have
identical functional groups but in different amount for each
successive genemtion.” Following the Lambert-Beer bw, the
increase in the band area for each spedrum is assodated with
an increase in the number of functional groups between genera-
tions. Therfore, the generation 1 dendrimer (EG1L.0) was taken as
the basis to wfer to all generations of dendrimers in theoretical-
experimental studies, ™

Theoretical stody

Once the gene ration 1 dendritic molecule was selected, a set of
conformers with the best spatial distribution was obtained.™
When the re-optimization process was complete, the conformer
with the lowest energy state (EG 1.0) was chosen for the theoretical
calculations. Fig. 2 shows the optimized structure of the BG1.0
conformer, from which theorstical vibeational frequencies were
calculated *

Fig. 3 shows the comparison between the experimental TR
spectrum and theoretical interferogram of the Generation 1
PAMAM dendrimer. Interferogram and theoretical IR spectrum
were obtined from the EGL.0 conformer, which allowed cach
vibration to be identfied specifically and to determine whether
the dendrimer complies with the expected characteristics (with-
out precursor intermediaries) 7 The analysis carried out by
DFT confirmed that the molecule of generation 1.0 corres ponds
to the signals, vibrations and functional groups corresponding
to each band of the experimental spectrum.

The frequencies obmined in the theoretical spectra were
scaled with a correction factor of 0.961 with respect to “NIST,
2016"," which were compared with the main experimental
vibration frequencies [Table 1), resulting in a very significant

WALWENLIMBERS (cm-1)

Fig. 1 FT-IR specralor the PAMAM dendrimer senies jgensration structure (EGIL-3] with tesminal amino groups. For these moleoules, the analysis was
generated under the same environmental conditions and with the same number of scans
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. 9
Fig. 2 EGLO molecule optimized at the B3LYP/6-31Gid pl where the
most stable energy distribution can be seen that later will serve to
determine its interaction with some biomolecules.

correlation between both methods. As can be seen in Table 1,
the difference between experimental and calculated frequen-
cies does not vary. Likewise, the alculated and corrected
frequencies were quite dose to the absorption intervals estab-
lished for the different functional groups.*~** The most notable
difference between both types of frequencies is attributed to the
correction factor with which it is scaled and to the method
used. Considering that the calculations are carried out in the
gas phase and with isolated molecules, it implies that at the
theoretical level, not all the interactions of the molecule would
be present. For this reason, there are welldefined smooth
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Table 1 Companson of theorebical-expenmental frequencies, for the
EGLO dendrimer, where the expenmental spectra are made in thin films
on a damond sample holder with a sweep from 4000 cm™ to 400 em™.
The theorelical spectra are developed under DFT using a functional ybnd

B3LYP and a 6-31G{d p) base set

Experimental  Theoretical
Band (em™?) scaling (em™") % Error
NH, (asymmetric) 3282.28 3303.09 099
NH, (symmetrical) 3060.20 3088.49 0.99
CHa {asymmetric) 292685 2873.56 1.01
CH; (symmetrical) 2857.74 2811.68 1.01
c=0 1640.10 1657.89 096
RCONHR (in the plane)  1550.30 1497.51 1.03

@ THIORETICAL IR-DENDRIMER

SbError, where Exp corresponds to 100%.

bands in the theoretical spectrum and wide overlapping bands
in the experimental spectrum.*~**

With the alculations of the characteristic parameters in
the PAMAM molecules, the interaction of different amino acids
with the dendritic molecule was theoretically and experimen-
tally determined. This was based on the analysis of the whole
series of essential amino acids, taking the ones with the best
intermole cular interaction energy.*** PAMAM dendrimers have
a significant affinity with some amino acids to form complexes
with high strength of attraction and with stability.** Table 2
shows the favorable interaction energies between the EG1.0
dendrimer and tyrosine. The interaction energies for the eval-
uated amino acids range from —3.51 to —31.25 kaal mol %%
EGL0 and trosine (TYR) form the most stable complex with an
intermolecular energy of —31.25 keal mol ™. In contrast, EG1.0
and tryptophan (TRP) form the complex with the least inter-
action energy (—3.51 keal mol ™). These results allowed us to
identify the types of amino acids (arginine, methionine, tyrosine
and valine) that have greater stability when forming a dendri-
mer-amino acid complex*

T
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AN |

2|/

urn Ty
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e e o -

. THEORETICAL INTERFEROGRAM

Fig. 3 Companson of the theoretical interferogram and | R spectrum with expenmental IR spectrum for the EGL 0 dendrnimer. With this, a correlation and
a better appraximation are obtaned without requinng compiex synthesis procedures,
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Table 2 Point enengy of coupling of the dendrimer (Dl-aming acid
complexes and the interaction energy oblained with the funcional
BILYP and the sat of bases &6-310Gdp)

Total energy of the Coupling energy
Complex complex [keal mol ™) [lecal mal ")
D-TYR —240219 —31.25
D-VAL —211K1%9 —30.43
D-ARG —232236 —30.41
D-MET —25163E —3.91
D-ALA —2039.53 —14.37
[-TRF —234579 —3.51

The results reported in Table 2 and Fig. 4 show the four
amine arids with the best coupling energies after the analysis
of all the essential amino acids. The find ings of this work are
based on a rdiable experimental/theorstical study and contobute
to our understanding of the dendrimeraming acid complexes.
Specifically, it allows proposing that the peptides ontaining TYR,
VAL, ARG, MET, ALA and cven TRP lateral amino acid chains
should be potential candidates that can be separated wsing BG1.0
PAMAM moleailes * The active sites for the peptidsidendn mer
imteractions are associated with the availability of termina | amino
groups located at the periphery of dendrimers to form hydrogen
bonds with the peptide lateral amino add chain,***

Taking the high coupling energy [dendrimer-tyrosine (D-TYR) )
as a mfernee, the theoretcal and experimental IR spectra of the
D TYR system were compared and are shown in Fig, 5, where the
experimental BG1.0 is ako present as a meference of the spectral
changesinduced bythe interaction of both molecular species. The
most important bands that ocour before and after the interaction
of the dendrimer with the amino acid are |_:m|=irrr|11:|:l.""J A clear

o
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correspondence between the experimental and theoretical spectra
for most characteristic bands of the D-TYR is obsened™™
confirming the good agreement of both approaches. On the other
hand, the comparison of the free EG1.0 dendrimers with amine
acid shows the interaction between both molecules and the
coupling that oceurs to form the complex. Evidence is provided
by the difference in pattems shown in Fig. 1, 2 and 5. Wider bands
are observed when a dendrimer-amine acid complex is present
(Fig. 5),* which are clearly established by both the theoretical and
expenmentsl appmachies.

As a follew-up, 8 molecular electrostatic potential map
was calculated (Fig. 6) showing the attraction of TYR with the
dendritic molecule.™™* It is now possible to estimate the
interactions of hydrogen bond types that are generated and
the way in which they reate rings, giving greater stability to the
dendrimer-amine add complex.™ Similarly, it @n be shown
that the amino acid tends to interact with areas of higher
electronic density, giving rise to stable interactions that can
be modified to retain or release these amino acids or chains
of them in a controlled manner by a simple adjustment in
the pH.u"M

Based on the synthesized molecules, the awailable amino
acids and the theoretical dendrimer-amino acid interaction,
the best energy interacton between methionine, tyrosine,
valine and arginine was @leulated quantitatively, based on
previously reported experimental studies. ™ We can see that
the dend rimer shows some selectivity toward amino acids that
ionize and form hydrogen bonds with higher interaction
stremgrth. These studies allowed us to predict the tpe of
peptides that can be selectvely separated from a complex
mixture resulting from the hydrolysis of proteins derived from
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Flg 4 Representaion ol the complexes Tarmed between the dendrimer—aming acikd and their respactive hydrogen bond interadion distances. (A)

EGLO-TYR, (B] EGLO-VAL () BEGLO-ARG and (D) EGLO-MET.
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Fig. 5 Experimental BEGLD, theoretical and experimental 1R spectra for the PAMAM EGLO-Tyosne dendrimer compled, taking the generation 1
dendrimer as the heoretical reference. The analysis consists of three theoretical-ex perimental infrared spectra and a theoretical interferogram that
aliows determining the interactions of molecules that dharacterize the sped fic band, thus noticing the band and the type of signal based on its wbration.

Fig. 8 PAMAM G LO-Tyosine dendrimer interactions. The llustration i
bazed on the mapping of adendnimer and anmino acid on a surface of total
electron density. The most positive (Blue] and the mast negative (Red)
patentials are shown on the map, plotted on a surface with constant
electron density.

amaranth seeds or oligopeptides of a different nature, ™"

Previous studies have indicated changes in the chemical
environment that favor interactions between amino acids and
PAMAM dendrimers.**? Finally, calculations were performed
with different peptides derived from amaranth seed proteins o
correborate what was obtained from the study with single
amine arids. This study showed that the interaction between
the amino acid sequence YLAGKPOOEH and the dendrimer
PAMAM with firstgeneration amino terminal groups (Fig 6)
and a caleulated coupling energy of —27.19 keal mol™ was
taken as a reference, This oligopeptide was selected becuse it
is part of the encrypted peptides of the 118 globulins derived
from the amaranth seeds that are released after hydrolysis. ™
The sequence has a ley amino acid at one of its ends, so from
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the previous analysis with amino acids, it was possible to
demonstrate that there is a high coupling energy between the
PAMAM dendrimer and the terminal trrosine of the oligppeptide.
As shown in Table 3, this sequence presented one of the best
interaction energies. The interactions of these oligopeptides an
benefit from the various protons that can be exchanged in the
structure and thus lesd to better interaction energies, as has been
described in previous studies.*”

In previously reported theoretical-experimental studies with
dendrimers of different natures, it was shown that the inter-
action with some peptides is stonger in the periphery,™*
given the large number of functional groups that give rise to a
stable mmpl.cx.“ This opens a wide range of possibilities for
using a PAMAM dendrimer as a base with high affinity towards
different amino acids for the separation of peptides encrypted
in a protein hydrolysate. In the same way, these theoretical-
experimental investigations could be complemented with a
series of NMR characterizations already reported for dendrimers
of this type with antimicmbial peptides of different natures,® The
studies carried out will facilitate the construction of matedalks and
methodologies for the seective separation of peptides, bioactive
substances and the transport of biomolecules, using polyamidoa-
mine dendrimes of different g‘mtmﬁmi“ The theoretcal-
experimental analysis in this work defines with great accuracy
the tpes of interactions that will take plae between an

Table 3 Point energy of coupling of the PAMAM G10-oligopeptide
complexes and Ihe interaction energy ablained wilth the functional
BALYP and the st of bases 6-31G{dpl. This table shows the aming ackd
chain which has better interaction with the dendritic macromolecule
having as a reference the results oblained in Table 2

Dendrimer [D-oligope ptide

Coupling energy (keal mol =)

D-IYIEQGNGITGM —4M
D- LAGEPOOEHSGEHG —27.64
D-TEVWDENEL —29.36
D-YLAGKPOOEH —27.19

New J Chem. 2023, 47, 12170-12181 | 12175
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Fig. 7 PAMAM GLO-YLAGHPOOEH dendrimer interaction. The llustration is based on the mapping of a dendnimer and the sequence of a peplide
derived from amaranth seed storage proteins. A surface of 1otal eledron density is shown, plotted on a surlace with constant electron density. In the
ame way, the interactions of this oligopeptide and e dendritic moleoale are presented, ghing a very specilic appraximation of how and where the

coupling ks taking place.

oligopeptide and the possible place of electronic interaction
Fig. 7 shows the dendritic molecule with a more positive potential
(blue) and the peptide with a more negative potential [red). It can
be stated that the oligopeptide has an electronerich distribution
that can interact at different points with the periphery of the
dendrimer. This example provides a graphic, precise, and specific
view of the interaction site and the coupling energy of the
dendrimer-peptide mrﬂplﬂc"'rﬂ

HPLC-MS experimental identification

The characterization of peptides with highe r affinity [caleu lated
theoretically] obtained after proteolytic degradation was per-
formed by HPLC-MS analysis with a MALDI-TOF detector,
Molecular mass records of different intensites were obtained
and sequenced by correlaton analysis with the UNMIFROT
database, Table 4 shows the main sequences identified after
the capture and release of the peptides interacting with the
PAMAM dendrimer. The results obtained, based on the type of
interaction that retains the dendrimer, are shown in Table 2
and Fig. 6. For peptide sequences, the i nteractions are shown in
Table 3. It can be seen that a sequence with tyrosine at one end

generates a strong interaction between the PAMAM dendrimer
and the peptide. At the experimental level, the same peptide
[YLAGKPQOEH) was not retained, but the interaction betwesn
the terminal amine acids and the dendritic structures is cormo-
borated. Following hvdrolvsis of 115 globulins, the peptide
YLOVMSGAK was identified as having a tyrosine and a lysine
terminal amino acid, respectively, This serves as a benchmark o
compam: the interaction and retention of theoretically modeled
peptides with experimental results for PAMAM dendrimers, 70,71

With the experimental results obtained by mass spectro-
metry, we can corrohorate the interaction between amino acids
and the PAMAM dendrimer. In this study, we used a standard
methodology for two rigid molecules, assuming it o be a fair
approximation, to describe the interacton of two mobile pobye-
meric molecules that have a large number of degrees of
freedom.™ The theoretical methodology used is suitable for
describing the interaction of a dendritic molecule [PAMAM)
with a single amino acid, avoiding the degrees of freedom of
the studied molecules, due to a variable behavior depending on
the solvent and pH [Fig. 8.7 Despite the dimensions of the
experimental molecule, the structures proposed for interacion are

Table 4 Peplides captured by the PAMAM dendrimer after enzymatic hydrotysis of 115 globulin

Aminge acld sequences detected

(&) ILIPQNEG DASKER
(B} ECCSAFKEF AC PYVEQINDMNSDCAM) TMESY MNTYGNY PTG LFANECR

{C) EVNISGSONEG EDDSKETH DAV VAQKEVENGSKEVT DC DS KEDEANAGG ESK EVMGSVSHDEI GDESK
(D) ETHDVVAQKEVENGSKEVTDCDSOKEDEAMAGG ESK EVNGEVSHDEI GDESK EVHGGSTHKEVD DTS TTR
(E) EVENGEKEVT D DEQK EDEANAGGESK EVNGSVSHDEIGDESK EVHGGSTHEKEVD DTOSTTR

(F) YLOVNSGAK

(G) EVENGSKEVTDCDSQREDEANAGE ESK
(H] EVNGGSTHE

(1) VPSDE
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Fig. B Representation of e PAMAM G0 dendnimer — YLOWVMNSGAK peptide interaction. The ilustration i based on the dendrimer and the sequence ol
a peplide derved from amaranth seed reserve proteins. This representation s denved from the experimental resull oblained by mass spectromery
sequencing for peptides captured by PAMAM after hydrolysis of 11s globulins with an endopeptidase |(Bacillus Scheniformis]. The peplide sequences in
the figure are the most representative anes mentioned in Table 4, where the YLOVNSGAH sequence s taken a5 a reference for the typeol interadion and

the theoretically demonstrated docking response

firstqremeration dendomers. Our results show a good approed-
mation at the quantum level that & comoborated at the experi-
mental level, as previously meported in interactions for PAMAM-
biomolecule systems.™ Also, the selected worldng conditions in
vaouum do not represent the full intemetion of the molecle
[dendrimer) with the peptide in a sobvent, but they work as a frame
of reference once they are expenmentally corrobomted Consider-
ing the sie, shape, and floctuations under experimental condi-
tions, the theoretical conditions present similar interactions,™

The interaction energy of the dendrimer and a peptide with
a well-defined rigid spatial struocture was used for this study, as
previously described for carrier systems.”® With the theoretical
approaches in a vacuum, possible interactions were obtained
that can be correlated with the experimental results, where the
molecules have a large mumber of degrees of freedom, flucma-
tions, and changes in the shape of the molecule. The experi-
mental results obtained in this study under the mentoned
parameters demonstrate the validity of the obtained theoretical
interactions. Nowadays, there are theoretical studies that
demonstrate the effidency of dendrimers as nanocarriers in
different systems,” Likewise, dendritic systems are currently
being used as peptide carriers in anticancer therapies.™

Conclusions

This study was based on density functional theory (DFT)
muodels, identifying the main intermolecular interactions and
physicochemical properties that correlated with experimental

This journal 59 The Foyal Society of Chemistry and the Centre National de la Rechanchs Scentique 2003

dendrimer-amine acid and dendrimer-peptide studies, thus
establishing parameters for the separaton of biomolecules
with functional activities. FT-IR characterized dend rimers are
compared with theoret cal-experimental analyses that allow
maore precise identfication of the molecules before and after
having different interactions with low and high molecular
weight biomolecules. According to the quantum-mechanical
calculations, spedfic interactions between the dendrimer and
different aminoe adds were observed, de pending on the location
of the heteroatoms present in each one. As a result, it was
determined that there is a strong interaction with amino acids
such as tyrosine, valine or arginine with a high stabilization
energy of the complex, higher than 30 keal mol ™. The theore-
tical-experimental results allow us to precisely identify the
amino acid-dendrimer interaction and based on that result
they offer a wery detailed perspective of the possible peptide-
dendrimer interacions. In this stwdy, the best intermolecular
interaction was formed with the terminal ends of each peptide,
giving energies higher than 27 keal mol™ between the dendri-
mer-peptide complex with sequences of 5 to 10 amino adds.
Given the theoretical studies of interaction, it can be verified
that the predictions for specific amino acids such as arginine
amd tyrosine present strong intersctions with the dendritic
molecule, and these can atiract more selective peptides when
those amino adds ame present in the terminal ends. The theore-
tical study was carried out considering that the moleoules
studied behave as rigid structures in a vaomm, without taking
intn account solvent parameters or degrees of freedom. Despite
the differmnee in conditions (theoretical vs experimental], it mn
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be seen that the method used is valid to determine the interac-
tions occurring, opening the possibility to separate biomolecules
with high added value by selectve interactions with PAMAM
dendrimers. Finally, this study motivates further research with
the yoal of developing specific materials to perform complex
separations at reduced cost and amount of chemials needed.
Eventually, this line of research might facilitate a clean and
efficient separation of biomolecules with biological potential.
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